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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Die Rolle der intrazellularen RNA-Lokalisierung

Die radumliche Trennung biochemischer Prozesse ist die Voraussetzung fir die
Entwicklung hochkomplexer  Organismen. So ermoglicht die  Bildung
membranbegrenzter Kompartimente in eukaryotischen Zellen eine prazise Regulation
verschiedenster Stoffwechselprozesse. Doch nicht nur innerhalb der Zelle findet man
diese Spezialisierung. In vielzelligen Organismen werden verschiedene Aufgaben auf
Zelltypen Uubertragen, die sich strukturell und funktionell teilweise sehr stark
unterscheiden. Diese Differenzierung mufl im Laufe der Embryonalentwicklung aus
einer einzigen, totipotenten Zelle bewerkstelligt werden, der Zygote.

Da die Aktivierung des zygotischen Genoms erst im Blastula-Stadium wahrend
der sogenannten Blastula-Transition erfolgt, muss die Oozyte den Grofdteil der
Materialien liefern, die der frihe Embryo zum Uberleben und firr die Ausfiihrung der
ersten Zellteilungen benétigt. Dazu gehéren neben Dotter auch Strukturproteine,
Enzyme, Zellorganellen, Ribosomen und mRNAs. Ribosomale und Boten-RNA wird in
der Oozyte transkribiert und gespeichert, um eine schnelle Proteinexpression noch vor
der Blastula-Transition zu ermdéglichen. Zusatzlich zur zeitlichen kann mit Hilfe
maternaler mRNAs auch eine raumliche Kontrolle der Proteinsynthese gewahrleistet
werden. Daflir werden die mRNA-Molekiile bereits in der Oozyte an den zukulnftigen
Wirkungsort ihrer Proteinprodukte transportiert. Die so geschaffene Zellasymmetrie ist
essentiell fir die spatere Entwicklung des Embryos.

mRNA-Molekile werden jedoch nicht nur wahrend der frihen
Embryonalentwicklung, sondern auch in anderen biologischen Zusammenhangen
spezifisch lokalisiert. So wird g-aktin RNA in HuUhner-Fibroblasten zu den
Lammelipodien (Kislauskis et al. 1994) und tau RNA in die Axone von Neuronen
transportiert (Litman et al. 1993) wo sie rdumlich begrenzt translatiert werden kénnen.
Die Zellen der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae deponieren ASH1 mRNA
wahrend der Knospung spezifisch in die Tochterzelle (Long et al. 1997; Takizawa et al.
1997), wo das ASH1 Protein tber den Mating-Typ der Tochterzellen entscheidet.

In zwei biologischen Systemen wurden die Bedeutung und die Mechanismen der
maternalen RNA-Lokalisierung bisher besonders eingehend untersucht: in der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster und im Afrikanischen Krallenfrosch Xenopus
laevis. Die intrazellulare, asymmetrische Verteilung von RNA-Molekilen in der Oozyte
fuhrt zu einer lokal begrenzten Protein-Synthese und zur Ausbildung von lokalen

Protein-Anreicherungen bzw. Proteingradienten, die fir die weitere Embryogenese und



Einleitung 2

die frihembryonale Musterbildung essentiell sind (Bashirullah et al. 1998). Zwei gut
untersuchte Beispiele aus Drosophila sind die RNAs bicoid und nanos. Die anteriore
Lokalisierung der bicoid RNA in der Oozyte verursacht einen Konzentrationsgradienten
fur Bicoid Protein im Embryo, der von anterior nach posterior abfallt (Driever und
Nusslein-Volhard 1988). Die nanos RNA ist dagegen posterior in der Oozyte lokalisiert,
somit ist die héchste Konzentration des Proteins im Embryo ebenfalls posterior zu
finden (Wang und Lehmann 1991). Wahrend Bicoid fur die Ausbildung von Kopf- und
Thorax-Strukturen verantwortlich ist, inhibiert Nanos die Aktivierung anteriorer
Determinanten am posterioren Pol (Driever und Nusslein-Volhard 1989; Irish et al.
1989; Driever et al. 1990; Lehmann und Nusslein-Volhard 1991).

In den folgenden Unterkapiteln soll speziell auf die RNA-Lokalisierung in
Xenopus laevis Oozyten eingegangen werden. Dabei wird sowohl die Bedeutung
lokalisierter RNAs flir die friihe Embryonalentwicklung erlautert, als auch der

Mechanismus des RNA-Transportes beleuchtet.

1.2. Die Oogenese in Xenopus laevis

Die Oozyten des Afrikanischen Krallenfrosches entstehen aus primordialen
Keimzellen, welche schon im frlhen Embryo in die Gonaden einwandern. Dort
entwickeln sie sich zu Stammzellen, welche durch Zellteilung die Oogonien
produzieren. Diese bilden durch weitere 4 Teilungen primare Oozyten, die in die
Prophase der Meiose | eintreten. In dieser Phase verbleiben sie die nachsten Monate
und synthetisieren und akkumulieren in dieser Zeit alle Materialen, die sie fir die
Eireifung und die frihe Embryonalentwicklung bendtigen. Man unterteilt die Prophase
in 6 Stadien, welche man wiederum in eine vorvitellogene (Stadien | und Il) und eine
vitellogene Phase (Stadien Il bis VI) einordnen kann (Abb. 1.1, Dumont 1972).

Abb. 1.1: Die Stadien der Oogenese in Xenopus laevis.

Die Stadien | bis VI sind von links nach rechts aufgereiht. Oozyten im Stadium | sind
transparent. Im Stadium Il erscheint die Oozyte wei3. Ab Stadium Il sind die dunklen
Pigmentgranula zu sehen, die sich im Stadium VI am animalen Kortex anreichern. Die Stadium

VI Oozyte ist deutlich an dem hellen dquatorialen Ring zu erkennen.
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Im Stadium | betragt die Grélke der Oozyten ca. 50 bis 300 um. Sie sind
transparent und der Zellkern und die mitochondriale Wolke sind deutlich zu erkennen.
Die mitochondriale Wolke wird auch als Balbiani-Kérper bezeichnet und ist der Ort
extensiver Mitochondrien-Synthese. Au3erdem befindet sich hier das Keimplasma mit
den Keimgranula, die u.a. Determinanten fir die spatere Keimbahnbildung enthalten.
In diesem Stadium findet eine Amplifikation der ribosomalen Gene statt, wodurch
spater die Synthese grofler Mengen ribosomaler RNAs ermdglicht wird (Wehner und
Gehring 1995).

Im Stadium Il fragmentiert die mitochondriale Wolke und ein Teil wandert zum
vegetativen Kortex, wo das Keimplasma deponiert wird (Hausen und Riebesell 1991).

Die Stadium Ill Oozyten haben einen Durchmesser von 450 — 600 ym erreicht
und beginnen mit der Aufnahme von Vitellogenin. Dies ist ein Dottervorlauferprotein,
das in der Leber nach Induktion durch Ostrogene synthetisiert wird. Es wird
phosphoryliert, glykosyliert, mit Lipiden assoziiert und ins Blut abgegeben. Die Oozyten
nehmen das Vitellogenin von dort Gber rezeptorvermittelte Endozytose auf und spalten
es in Lipovitellin und Phosvitin. Beide Proteine werden in Dotterschollen eingelagert,
(Hausen und Riebesell 1991; Wehner und Gehring 1995). AuRBerdem wird in der
Oozyte die Syntheserate flir weitere Komponenten stark erhoht. Die gesteigerte
Transkriptionsaktivitat ist am Auftreten der sogenannten Lampenbirsten-
Chromosomen zu erkennen. Der Zellkern vergrolert sich so stark, dass er jetzt als
Keimblaschen bezeichnet wird. Es werden hauptsachlich ribosomale RNAs und tRNAs,
aber auch mRNAs sowie verschiedene Proteine, wie z. B. Transkriptionsfaktoren,
synthetisiert und gespeichert. Auch die Einlagerung von Pigmentgranula findet nun
statt und wird durch die dunkle Farbung der Oozyten sichtbar (Wehner und Gehring
1995).

Im Stadium IV reichern sich die Pigmentgranula im animalen Kortex an. Die
Dotterschollen sinken in die vegetale Halfte und schieben den Zellkern langsam zum
animalen Pol. Damit wird die animal-vegetale Asymmetrie der Oozyte erstmals von
aullen sichtbar.

Die Synthese und Einlagerung von RNAs und Proteinen dauert mehrere Monate
und endet erst im Stadium VI, wenn die Oozyten ihren endgtltigen Durchmesser von
ca. 1,3 mm erreicht haben. Die Transkriptionsaktivitat wird eingestellt und das
Chromatin  kondensiert wieder. AuRerlich sind diese Oozyten durch einen
pigmentfreien Ring zwischen der dunklen animalen und der helleren, nur leicht
pigmentierten vegetalen Halfte zu erkennen. Die Oozyten verharren nun solange in der

spaten Prophase der Meiose |, bis die endglltige Eireifung und die Fortfihrung der
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meiotischen Teilungen durch hormonelle Stimulation ausgeldst wird (Wehner und
Gehring 1995; Gilbert 2003).

1.3. Die unterschiedlichen RNA-Transportwege in der Xenopus
Oozyte

Die ersten Arbeiten zur RNA-Lokalisierung in Xenopus Oozyten zeigen, dass der
RNA-Transport auf mindestens zwei scheinbar diskreten Wegen erfolgt.

Als Beispiel fur den friihen Weg soll die Xcat-2 RNA dienen. In den friihen
Stadien | und Il ist Xcat-2 in der mitochondrialen Wolke zu finden und wandert mit
dieser zum vegetativen Pol, wo die RNA im Stadium Il mit dem Kortex assoziiert
(Forristall et al. 1995). Am Kortex nimmt die RNA nur eine kleine, kreisrunde Flache ein
(Abb. 1.2). Kloc und Etkin analysierten die Verteilung von Xcat-2 und anderer frih
lokalisierender mRNAs genauer. Dabei stellten sie fest, dass die RNAs in einer
besonderen Struktur innerhalb der mitochondrialen Wolke vorliegen, die sie messenger
transport organizer (METRO) nannten. Wahrscheinlich akkumulieren die frihen RNAs
passiv Uber einen Diffusion-Entrapment-Mechanismus in der METRO-Region, d.h. sie
diffundieren solange frei im Zytoplasma umher, bis sie von Strukturen innerhalb der
mitochondrialen Wolke "eingefangen" und festgehalten werden. Gemeinsam mit den

Keimgranula wandern sie anschlieRend zum vegetativen Pol (Kloc und Etkin 1995).

Stadium [ -1 -1 V- Vi

Abb. 1.2: Schematische Darstellung des friihen Lokalisationsweges.

Die frih lokalisierenden RNAs sind rot dargestellt, die mitochondriale Wolke ist weil3. Rechts ist
die Ausrichtung der animal (A) — vegetativen (V) Achse angegeben. In den Oozyten der Stadien
| — 1l befinden sich die RNAs in einem Teil der mitochondrialen Wolke, der als messenger
transport organizer (METRO) bezeichnet wird, und wandern mit diesem zum vegetativen Pol,

wo sie im Stadium Il verankert werden (Abbildung modifiziert nach Kloc und Etkin 1995).
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Uber einen zweiten, den sogenannten spaten Lokalisationsweg werden RNAs
erst ab Stadium lll der Oogenese zum vegetativen Pol transportiert. Dabei assoziieren
sie nicht mit der mitochondrialen Wolke. Die spat lokalisierenden RNAs werden am
Kortex der gesamten vegetativen Hemisphare verankert und nicht nur an der Polspitze.
Die am besten untersuchte spat lokalisierende mRNA ist Vgl. Es ist die erste vegetativ
lokalisierte RNA, die in Xenopus Oozyten entdeckt und charakterisiert wurde (Melton
1987).

Vg1 findet man in den Stadien | und Il im gesamten Ooplasma mit Ausnahme der
mitochondrialen Wolke. Im spaten Stadium Il findet eine Konzentration der RNA im
vegetativen Zytoplasma statt. Vg1 wandert dann zum Kortex und wird dort in den
Stadien Il und IV verankert. SchlieRlich nimmt es den gesamten vegetativen Kortex
von der Spitze bis zum Aquator ein Abb. 1.3 (Kloc und Etkin 1995).

Stadium [ -1 - 1v V- Vi

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des spaten Transportweges.

Die spat lokalisierenden RNAs sind blau dargestellt, die mitochondriale Wolke weifl3. Die RNA
ist in frihen Oozyten im gesamten Cytoplasma aulier der mitochondrialen Wolke zu finden. Im
Stadium 1ll wandert sie zum vegetativen Pol und bedeckt in spaten Oozyten den gesamten
vegetalen Kortex. Rechts ist die Ausrichtung der animal-vegetativen (A-V) Achse angegeben
(Abbildung modifiziert nach Kloc und Etkin 1995).

Einige RNAs zeigen allerdings ein Lokalisierungsmuster, welches sich keinem
der beiden Transportwege eindeutig zuordnen [3Rt, wie z.B. fatvg, XPace4 und
Hermes. Man findet sie in Stadium | und Il Oozyten zwar in der mitochondrialen Wolke,
in spateren Stadien sind sie aber wie Vgl Uber den gesamten Kortex der vegetativen
Oozytenhalfte verteilt (Chan et al. 1999; Zearfoss et al. 2004; Birsoy et al. 2005).
Deshalb wird dieser Transportweg als intermediar bezeichnet. Inwiefern der frihe und
der spate Weg bei der Lokalisierung intermedidrer RNAs konkret Uberlappen, liegt

bisher allerdings im Dunkeln.
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In den folgenden Abschnitten soll nun auf die Funktionen der vegetativ
lokalisierten RNAs bzw. ihrer Proteinprodukte in der Embryonalentwicklung von

Xenopus laevis ndher eingegangen werden.

1.4. Die Bedeutung der RNA-Lokalisierung in der Embryonal-
entwicklung von Xenopus laevis

Die asymmetrische Verteilung bestimmter RNAs wurde ungeféhr zur selben Zeit
in den Oozyten von Drosophila melanogaster und Xenopus laevis entdeckt (Weeks et
al. 1985; Frigerio et al. 1986). Die Moglichkeit, Fruchtfliegen mit hoher Effizienz
genetisch zu manipulieren, fihrte aber dazu, dass die Bedeutung der RNA-
Lokalisierung fur die friihe Embryonalentwicklung zuerst in Drosophila demonstriert
werden konnte. Die intrazellulare RNA-Verteilung in Drosophila Oozyten und daraus
resultierende Proteingradienten in den Embryonen sind die Voraussetzung fir die
Achsenspezifizierung und die daraus resultierende Musterbildung, sowie fir die
Entwicklung primordialer Keimzellen. Im Folgenden soll erlautert werden, inwieweit

dies auch auf die Lokalisation von RNAs in Xenopus Oozyten zutrifft.

1.4.1. Die Beteiligung frih lokalisierter mRNAs an der Keimzell-Entwicklung

RNAs, die den friihen Transportweg fur die Lokalisierung nutzen, reichern sich
am vegetativen Pol in derselben Region an wie das Keimplasma, welches spater die
Urkeimzellen spezifiziert. Diese Kolokalisation kann auch wahrend der frihen
Embryogenese noch beobachtet werden (Houston et al. 1998; MacArthur et al. 1999;
Berekelya et al. 2003; Tarbashevich et al. 2007). Xpat mRNA ist sogar bis zum
Embryonal-Stadium 40 in den primordialen Keimzellen zu finden und dient als
molekularer Marker fiir diese Zellen (Hudson und Woodland 1998). Es wurde deshalb
postuliert, dass frih lokalisierte RNAs malfigeblich an der Entwicklung der primordialen
Keimzellen beteiligt sind. Allerdings gibt es bisher nur wenige Studien, in denen ein
direkter Zusammenhang nachgewiesen werden kann. So scheint XGrip fur das
Uberleben und die Migration der Urkeimzellen verantwortlich zu sein (Tarbashevich et
al. 2007). Die Herunterregulation der Expression von XDazl blockiert ebenso die
Keimzellentwicklung und —wanderung (Houston und King 2000). Die frihe Assoziation
dieser mMRNAs mit dem Keimplasma scheint also ein effektiver Weg zu sein, um
Proteine spezifisch in den frilhen Urkeimzellen zu exprimieren.

Interessanterweise gibt es auch eine spat lokalisierte RNA, deren Produkt fir die

Keimzellbildung wichtig ist. Dem Lokalisierungsmuster in der Oozyte nach kann XDead
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end eindeutig dem spaten Transportweg zugeordnet werden (Horvay et al. 2006).
Allerdings ist die RNA in Zweizell-Embryonen mit dem Keimplasma assoziiert. Im
Schwanzknospenstadium ist XDead end ahnlich wie Xpat spezifisch in den
primordialen Keimzellen zu finden. Eine Herunterregulierung der XDead end
Proteinexpression hat den Verlust der Keimzellen zur Folge (Horvay et al. 2006).

Erst kidrzlich wurde entdeckt, dass die Keimplasma-assoziierten RNAs
DEADSouth und XDead end die Eigenschaft besitzen, in Xenopus in den primordialen
Keimzellen spezifisch angereichert zu werden (Kataoka et al. 2006; Koebernick et al.,
Manuskript eingereicht). Diese Eigenschaft von RNAs, die fiur die Entwicklung
primordialer Keimzellen verantwortlich sind, war bisher nur im Zebrafisch bekannt

(Koprunner et al. 2001).

1.4.2. Die Bedeutung spat lokalisierter mRNAs fir die frithen Musterbildung

RNAs die Uber den spaten Weg zum vegetativen Pol transportiert werden,
werden am Kortex der gesamten vegetativen Hemisphare verankert. Ahnlich wie in der
Fruchtfliege konnte die Lokalisierung dieser RNAs zur Ausbildung von
Proteingradienten im Embryo flhren, die z. B. flr die Achsenspezifizierung notwendig
sind.

Vg1, die erste bekannnte vegetal lokalisierende mRNA kodiert fur ein Mitglied der
TGF-B-Familie und wird als Propeptid ab dem Oogenese-Stadium |V bis zum
Gastrula-Stadium exprimiert. Deshalb gab es schon frih die Vermutung, dass es als
vegetal exprimierter Signalfaktor eine Rolle in der Induktion des Mesoderms spielen
konnte.

Um den Funktionsverlust von Vgl zu untersuchen, wurden zwei verschiedene
Strategien angewendet. Die Uberexpression dominant-negativer Versionen von Vg1
fuhrt zum Verlust des Mesoderms (Joseph und Melton 1998). Wird Vgl zerstort,
werden dorsale Markergene herunter und ventrale Marker hochreguliert. Dieser Effekt
kann durch die Injektion von Vg1 mRNA neutralisiert werden (Birsoy et al. 2006).

Die Uberexpression der aktiven Form von Vg1 Protein induziert in animalen
Kappen dorsal-mesodermale Strukturen. Expression in ventralen Zellen fuhrt zur
Ausbildung einer zweiten Achse (Dale et al. 1993) und zur Rettung der UV-induzierten
Ventralisierung von Embryonen (Thomsen und Melton 1993). AulRerdem wird die
Ventralisierung fCatenin-depletierter Embryonen durch Vgl gerettet (Wylie et al.
1996). Schlielich konnten Agius et al. zeigen, dass Vg1 die Expression der Xenopus
Nodal-related (Xnr) Gene aktiviert, die wiederum flir die Spezifizierung des Mesoderms

bendtigt werden. Diese Aktivierung erfolgt synergistisch mit g-Catenin, das im Embryo
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an der dorsalen Seite vorliegt (Agius et al. 2000). Diese Erkenntnis flihrte zur
Entwicklung folgenden Modells (Abb. 1.4): Unter dem vegetalen Einfluss von Vg1 und
dem dorsalen Einfluss von p-Catenin entsteht im Embryo ein Xnr-
Konzentrationsgradient, der von dorsal nach ventral abnimmt. Hohe Konzentrationen
von Xnr fuhren zur Expression dorsaler Gene und der Ausbildung des Spemann-
Organisators, mittlere Konzentrationen haben die Bildung lateralen Mesoderms zur
Folge und schlieBlich werden in Regionen mit niedriger Xnr-Konzentration ventrale
Gene exprimiert und ventrales Mesoderm gebildet. Vg1 ist also ein endodermales
Signal zur Induktion von Mesoderm und die vegetative Lokalisation der Vg1 RNA damit
eine Grundvoraussetzung fir seine spezifisch endodermale Expression.

Auch VegT, das ebenfalls Gber den spaten Weg lokalisiert wird, spielt eine Rolle
bei der Induktion des Mesoderms. So induziert der Transkriptionsfaktor VegT wie Vg1
die Expression endodermaler und mesodermaler Gene (Abb. 1.4, Zhang und King
1996; Clements et al. 1999). Nach der Depletion von VegT werden mesodermale
Marker dagegen gar nicht oder verspatet exprimiert (Zhang et al. 1998).

XPace4, das uber dem intermediaren Weg lokalisiert wird, ist in diesem
Zusammenhang besonders interessant. Die XPace4 RNA kodiert fiir eine Pro-Protein-
Konvertase, zu deren Substraten nicht nur Vg1, sondern auch Xnr1 — 3 gehoren. Es ist
essentiell fur die Prozessierung dieser Mesoderm-induzierenden Signalfaktoren und

somit maldgeblich an der Mesoderm-Spezifizierung beteiligt (Birsoy et al. 2005).

A Oozyte B Stadium 8 C Stadium 9 D  stadium 10

| YRR \ fﬁ W

y/ p-Catenin \

\ \
. VegT/Vgl ~ \_  VegT/NVg1 AN
w 9 24 \\_\XH”L/ -

Abb. 1.4: Modell der Mesoderm- und Spemann-Organisator-Induktion durch
Zusammenwirken vegetal lokalisierter und dorsaler Faktoren.

(A) In der Oozyte liegen die Vgl und VegT mRNAs am vegetalen Kortex vor. (B) Im Stadium 8
sind beide Faktoren in der vegetalen Blastula-Halfte zu finden, wahrend B-Catenin auf der
dorsalen Seite des Embryos vorliegt. (C) Vg1 und VegT aktivieren synergistisch mit B-Catenin
die Xnr-Gene. Dies fihrt zu einem Xnr-Gradienten mit der héchsten Konzentration auf der
dorsalen Seite. (D) Der Xnr-Gradient spezifiziert das Mesoderm. Hohe Konzentrationen auf der
dorsalen Seite fiihren zur Ausbildung des Spemann-Organisators. Niedrige Konzentrationen auf

der ventralen Seite haben die Expression von Xwnt8 und BMP4 und die Bildung ventralen
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Mesoderms zur Folge. Die Regionen mit mittleren Xnr-Konzentrationen bilden laterales
Mesoderm. (Abbildung modifiziert nach Agius et al. 2000).

Weitere Beispiele lokalisierter mRNAs, die die frihembryonale Musterbildung
beeinflussen sind fatvg, dessen Depletion eine Ventralisierung zur Folge hat (Chan et
al. 2007) und XBicaudal-C, dessen RNA spat lokalisiert, und das die Formation von
Endoderm induziert (Wessely und De Robertis 2000).

1.5. Mechanismen der RNA-Lokalisierung

Obwohl die Bedeutung der RNA-Lokalisation in der frilhembryonalen Entwicklung
von Xenopus laevis langst etabliert ist, wei® man bisher recht wenig Uber die
Mechanismen, Uber welche der Transport und die Verankerung der RNA-Molekule
ermdglicht werden.

Die Injektion von in vitro transkribierten Versionen vegetal lokalisierter RNAs in
Xenopus Oozyten fuhrt zu deren Lokalisierung an den vegetativen Pol (Yisraeli und
Melton 1988; Mowry und Melton 1992). Das bedeutet, dass die Information, die die
RNA fur die Lokalisierung markiert, in ihr selbst vorhanden ist. Tatsachlich gibt es
Regionen innerhalb der RNA, die sowohl ausreichend und als auch notwendig sind, um
den Transport zum und die Verankerung am vegetativen Kortex der Oozyte zu
vermitteln. Da diese Bereiche selbst Teil der lokalisierenden RNA-Molekile sind,
werden sie als cis-agierende Lokalisationselemente bezeichnet.

Die RNA-Elemente werden spezifisch von Proteinen gebunden, die als trans-
agierende Faktoren bezeichnet werden. Zumindest fir den spaten Transportweg
konstituieren diese Faktoren die Lokalisationsmaschinerie, die die RNA aktiv zum
Kortex transportiert und dort verankert. Es wird angenommen, dass neben RNA-
Bindeproteinen auch Adaptor- und Motorproteine im Transportkomplex enthalten sind
(Jansen 2001; Tekotte und Davis 2002; Czaplinski und Singer 2006).

In den folgenden Unterkapiteln soll auf die Bedeutung der cis-Elemente und der

trans-Faktoren anhand bereits beschriebener Beispiele naher eingegangen werden.

1.5.1. Cis-Elemente in der RNA vermitteln die Lokalisierung

Es wurden mittlerweile viele Lokalisationselemente identifiziert, die fir den
Transport sowohl friih als auch spat lokalisierender RNAs verantwortlich sind (Mowry
und Melton 1992; Zhou und King 1996; Chan et al. 1999; Betley et al. 2002; Kwon et
al. 2002; Claussen et al. 2004; Claussen und Pieler 2004; Horvay et al. 2006). Diese

Regionen befinden sich meist in der 3' untranslatierten Region der RNA. Bislang ist nur
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ein einziger Fall bekannt, in dem das Lokalisationselement in der 5' UTR zu finden ist
(Claussen et al. 2004).

Doch welche Eigenschaften machen ein RNA-Fragment 2zu einem
Lokalisationselement? Zunachst wurde davon ausgegangen, dass bestimmte
Sequenzmotive die RNA fur den Transport markieren. Im Lokalisationselement von
Vgl finden sich eine Reihe sehr kurzer Basenabschnitte (E1 bis E4), die wiederholt
auftreten. Deletionsexperimente zeigten, dass von diesen die E2-Motive (UUCAC,
UUGCAC) fur die Lokalisation von Vgl unentbehrlich sind (Abb. 1.5, Deshler et al.
1997).

Unabhangig davon wurde ein zweites Motiv (Vg1-Motiv 1 - VM1) identifiziert,
welches in mehreren Kopien ebenso fiir den RNA-Transport notwendig zu sein scheint
(Abb. 1.5, Gautreau et al. 1997). Wird VM1 innerhalb eines synthetischen
Lokalisationselementes durch Mutationen zerstért, kann die RNA nicht mehr vegetal
lokalisiert werden (Gautreau et al. 1997). Allerdings ist allein die Prasenz der Motive
nicht ausreichend, wichtig fir die Lokalisierung sind auRerdem ihre Anzahl und ihre
raumliche Anordnung (Lewis et al. 2008).

Auch die Lokalisationselemente anderer RNAs enthalten E2 und VM1 Motive,
wie z.B. VegT (Bubunenko et al. 2002; Kwon et al. 2002), DEADSouth (MacArthur et
al. 2000), Xcat-2 (Zhou und King 1996) oder XDazl (Betley et al. 2002). Interessant ist
hierbei, dass diese Sequenzmotive in den Lokalisationselementen sowohl friih als auch
spat lokalisierter mRNAs zu finden sind.

Es gibt allerdings auch eine Reihe lokalisieter mRNAs, deren
Lokalisationssignale Uberhaupt keine VM1-Motife (z. B. XDead end, fatvg) oder nur
eine einzige Kopie des E2-Motivs (Xvelol, Xwntll) enthalten (Abb. 1.5, Chan et al.
1999; Betley et al. 2002; Claussen und Pieler 2004; Horvay et al. 2006). Trotzdem
lokalisieren diese mMRNAs Uber den friihen, den intermedidaren oder den spaten
Transportweg. Dies zeigt, dass die Ansammlung kurzer Sequenzmotive zwar

ausreichend sein kann, aber nicht in allen Fallen fur die Lokalisierung notwendig ist.
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Name Lange Referenz
des LE
Jek K #hhkk k # kKkk# * # Kk# ###
- — — o Vg1 340 nt  (Mowry et al., 1992;
Bubunenko et al., 2002; Kwon
HH# Hk k# Fx Kk FEk % # 4 et al.,2002)
- = — — VegT 340 nt (Bubunenko et al., 2002; Kwon
et al.,2002)
* S )
- et peys Xvelo1 75nt  (Claussen and Pieler, 2004)
— * * _*k _*kk xk k * # XDead end 251 nt (Horvay et al., 2006)
1119 1296 1547 1904
* #% * L2, S, S XNIF 300 nt (Claussen et al., 2004)

mmm> kodierende Sequenz *  E2 Motiv bzw. E2-ahnliche Motive (UUCAC, UUGCAC, AUCAC, UUCAU, UCCAC, UUCAG)

m— |_okalisationselement # VM1 Motiv (UUUCUA, CUUCU, UUUUCC oder UCCUCC)

Abb. 1.5: Lokalisationselemente vegetal lokalisierter mMRNAs.

Schematische Darstellung der Lokalisationselemente beispielhafter RNA-Molekile. Die
kodierende Sequenz ist als blauer Pfeil, die untranslatierte Region als dinner, das
Lokalisationselement als dicker Strich dargestellt. Grine Sterne bezeichnen E2-Motive, rote
Rauten stehen fir VM1-Motive. Die jeweilige Nukleotidposition ist in Zahlen unterhalb der RNA
angegeben. Wahrend die Lokalisationselemente von Vgl und VegT reich an E2- und VM1-
Motiven sind, besitzen Xvelol, XDead end und XNIF nur wenige oder gar keine dieser Motive

(Darstellung nach Horvay et al. 2005).

Vielmehr kénnten zusatzlich sekundare oder tertiare Strukturen fiir die Bindung
von Proteinen und damit die Initiierung des Transportes eine Rolle spielen. So konnte
fur die Lokalisationselemente verschiedener RNAs aus unterschiedlichen Systemen
gezeigt werden, dass die Ausbildung von Haarnadelstrukturen fir die Proteinbindung
und die intrazellulare Lokalisation notwendig ist. Werden die Doppelstrange bzw.
bestimmte einzelstrangige Bereiche innerhalb der Haarnadeln durch Mutationen
zerstort, konnen die RNAs nicht mehr lokalisieren. Als Beispiel konnen an dieser Stelle
die ASH1 mRNA der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae (Olivier et al. 2005), bicoid
und wingless aus Drosophila melanogaster (Macdonald und Kerr 1998; dos Santos et
al. 2008) und Xvelol RNA aus Xenopus laevis (Claussen und Pieler 2004) angeflihrt

werden.
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1.5.2. Die Bedeutung trans-agierender Faktoren in der RNA-Lokalisierung

Die Lokalisationselemente der frihen RNAs werden in der METRO-Region der
mitochondrialen Wolke von bisher unbekannten Strukturen gebunden.

Fur spat lokalisierte RNAs wurden mittlerweile jedoch verschiedene Interaktionen
mit trans-agierenden Faktoren nachgewiesen. Welche Bedeutung diese Proteine flr
den Transportprozess entlang des spaten Lokalisationsweges haben, soll im

Folgenden anhand der bisher bekannten Beispiele besprochen werden.

1.5.2.1. Vg1RBP / Vera

Der erste sogenannte Lokalisationsfaktor, der identifiziert wurde, ist das Vg1-
RNA-bindende Protein (Vg1RBP), das von zwei Gruppen unabhangig voneinander
entdeckt wurde (Deshler et al. 1998; Havin et al. 1998). Da es im Saccharose-
Gradienten mit einem Marker des endoplasmatischen Retikulums (ER) kosedimentiert,
wird es auch Vgl-bindendes und ER-assoziiertes Protein (Vera) genannt (Deshler et
al. 1997).

Vg1RBP wird wahrend der gesamten Oogenese gleichmalig exprimiert (Zhang
et al. 1999b) und besteht ausschlieRlich aus RNA-Bindungsdomanen, namlich aus
zwei N-terminalen RNA-Erkennungsmotiven (RRM 1 und 2) und vier C-terminalen
hnRNP-K-Homologie-Domanen (KH1 bis 4). Vg1RBP konnte im Kern von Xenopus
Oozyten durch Western Blot nachgewiesen werden (Kress et al. 2004), allerdings
zeigen Whole Mount Immunofluoreszenzanalysen zwar Lokalisation des Proteins am
vegetativen Oozytenkortex, aber keine Kernlokalisation (Zhang et al. 1999b; Rand und
Yisraeli 2007).

Zur Isolierung von Vg1RBP wurde die Eigenschaft des Proteins genutzt, sich mit
dem Lokalisationselement von Vgl unter UV-Bestrahlung zu vernetzen. Dabei zeigte
sich, dass es bevorzugt an die oben beschriebenen E2-Motive bindet, nicht aber an
Regionen auferhalb des Lokalisationselementes. Da die Vgl RNA nicht mehr
lokalisiert, wenn die E2-Motive deletiert werden, kommt Vg1RBP als mdglicher
Transportfaktor in Frage (Deshler et al. 1997). Ein weiteres Indiz flr die wichtige
Bedeutung Vg1RBPs in der RNA-Lokalisation ist die Tatsache, dass es auch an das
Lokalisationselement von VegT EZ2-abhangig bindet und VegT mit mutierten E2-
Motiven nicht mehr vegetativ lokalisiert wird (Kwon et al. 2002). Daruber hinaus wurde
berichtet, dass die Injektion von anti-Vg1RBP-Antikérpern in Xenopus Oozyten die
Lokalisation von Vg1 und VegT RNA inhibiert (Kwon et al. 2002).

Vg1RBP ko-prazipitiert auch mit weiteren moglichen Transportfaktoren, namlich
den Proteinen VgRBP60, Prrp und Staufen (Kress et al. 2004), sowie 40LoVe

(Czaplinski und Mattaj 2006), die unten im Detail besprochen werden. Direkte Protein-
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Protein-Interaktionen zwischen Vg1RBP und diesen Faktoren sind bisher jedoch im
Zytoplasma nicht gefunden worden; vielmehr scheinen die Interaktionen auf der
Bindung an dieselbe RNA zu beruhen. Eine interessante Ausnahme stellt hier jedoch
VgRBPG60 dar. Wie Vg1RBP ist auch dieses Protein im Zellkern zu finden und bindet
dort an Vg1RBP in RNA-unabhangiger Weise. Auch die Bindung von Vg1RBP an Vgl
und VegT mRNA findet bereits im Zellkern statt (Kress et al. 2004).

Vg1RBP stellt damit einen wichtigen Lokalisationskomplex-Marker dar, der sich

als Koder fir die Aufreinigung anderer trans-agierender Proteine empfiehlt.

1.5.2.2. Prrp

Das Prolin-reiche RNA-bindende Protein (Prrp) wurde in einem Screen isoliert, in
dem eine Proteinexpressionsbibliothek nach Vgl-Lokalisationselement-bindenden
Proteinen durchsucht wurde. Es besteht aus zwei N-terminalen RRM-Domanen und
einem unstrukturierten, Prolin-reichen C-Terminus. Es bindet in vivo an spat, jedoch
nicht an frih lokalisierte RNAs (Zhao et al. 2001). Im Stadium | kann Prrp im Western
Blot noch nicht detektiert werden, allerdings steigt die Menge des Proteins vom
Stadium Il bis zum Stadium VI kontinuierlich an. In einer Immunofluoreszenzanalyse ist
Prrp jedoch schon in Stadium | sichtbar. Bis zum Stadium Il ist Prrp im gesamten
Zytoplasma zu sehen, wahrend es ab Stadium IV am vegetativen Kortex akkumuliert
und mit Vg1RBP ko-lokalisiert (Zhao et al. 2001). Prrp ist ein rein zytoplasmatisches
Protein, welches RNA-abhangig an Vg1RBP und an VgRBP60 bindet. Aulerdem
assoziiert es RNA-unabhangig mit Staufen, das spater noch detailliert besprochen wird
(Kress et al. 2004). Wie andere Prolin-reiche Proteine auch, bindet Prrp an Profilin, ein
Protein, welches die Filamentierung von Aktin férdert (Zhao et al. 2001). Diese
Interaktion lasst vermuten, dass Prrp eine Rolle bei der Verankerung der RNAs an
kortikalen Mikrofilamenten spielen kénnte.

Interessanterweise ist Prrp eine Isoform von Xenopus Dazap1, einem
kerngangigen Protein, welches in Mausen an die Proteine Daz bzw. Dazl bindet (Tsui
et al. 2000). Prrp entsteht wahrscheinlich durch alternatives Spleil’en und besitzt das
Kernimportsignal von Dazap1 nicht (unveroffentlichte Daten). Fir Dazap1 wurde bisher

keine Funktion in der RNA-Lokalisierung vorgeschlagen.

1.5.2.3. VQRBP60 / PTB / hnRNP |

Wie Vg1RBP und Prrp wurde auch VgRBP60 aufgrund seiner Bindung an Teile
des Vgl Lokalisationselemtentes identifiziert und aufgereinigt. Dabei wurde deutlich,
dass dieses Protein bevorzugt an die VM1-Motive bindet (Cote et al. 1999). Die
Mutation dieser Motive inhibiert die Bindung des Proteins an die RNA (Cote et al. 1999;
Lewis et al. 2004). VgRBPG60 ist eng verwandt mit hnRNP | bzw. dem Polypyrimidin-
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Trakt-bindenden Protein (PTB) und besitzt wie diese vier RRM-Domanen. Das Protein
ist kerngangig und wird wahrend der gesamten Oogenese exprimiert. In Stadium Il
und IV Oozyten findet man es kolokalisierend mit Vg1 RNA am vegetativen Kortex
angereichert (Cote et al. 1999; Kress et al. 2004). Ebenso wie Vg1RBP bindet
VgRBPG60 schon im Kern an Vgl und VegT mRNA. AuRRerdem bindet VgRBPG60 in vitro
an 40LoVe (Czaplinski und Mattaj 2006) und Vg1RBP (Kress et al. 2004), im
Oozytenkern an Vg1RBP und im Zytoplasma an Prrp und Vg1RBP. Interessant ist
hierbei, dass die Interaktion mit Vg1RBP im Kern unabhangig von RNA ist, im
Zytoplasma allerdings von der Anwesenheit von RNA abhangt (Kress et al. 2004). Dies
deutet auf einen Remodellierungsschritt des RNP-Komplexes nach dem Export aus

dem Kern hin, auf den weiter unten eingegangen werden soll.

1.5.2.4. Staufen

Staufen wurde zunachst in Drosophila identifiziert und wegen seiner posterioren
Anreicherung in der spaten Oozyte mit lokalisierten RNAs in Verbindung gebracht (St
Johnston et al. 1991). Mutationen in Staufen verhindern die Lokalisation von oskar
mMmRNA (Ferrandon et al. 1994). Auch in anderen Systemen gibt es Zusammenhange
zwischen Staufen und dem Transport von RNA-Molekulen. So findet man Staufen z. B.
in RNPs, die sich in Dendriten an Mikrotubuli entlang bewegen (Kohrmann et al. 1999).
Xenopus Staufen wurde von zwei Gruppen unabhangig voneinander isoliert (Allison et
al. 2004; Yoon und Mowry 2004). Es gibt zwei Isoformen (Staufen 1 und 2), die beide
aus funf Doppelstrang-RNA-bindenden Doménen (dsRBD) und einer Tubulin-
bindenden Domane bestehen (TBD). Staufen 1 wird Uber die gesamte Oogenese
hinweg exprimiert, wahrend Staufen 2 erstmals in Stadium Ill Oozyten detektierbar ist.
Beide Proteine liegen ausschlieBlich cytoplasmatisch vor (Allison et al. 2004). Ahnlich
wie Prrp bindet Staufen 1 zwar an die spaten RNAs Vgl und VegT, aber nicht an die
frih lokalisierenden Xcat2 und Xwntll (Yoon und Mowry 2004). AuRerdem |aRt sich in
Immunofluoreszenz-Farbungen eine Anreicherung von Staufen 1 am vegetativen
Kortex und eine Kolokalisation mit Vg1 RNA in Stadium Il Oozyten feststellen. Staufen
1 ko-migriert im Dichtegradienten mit Kinesin und kann mit diesem auch
immunoprazipitiert werden (Yoon und Mowry 2004). Eine dominant-negative Variante
von Staufen 1, bei der zwei RNA-Bindedomanen und die Tubulin-bindende Doméne
deletiert wurden, verhindert bei Uberexpression die vegetative Lokalisation von
injizierter Vg1 RNA. Die Bindung dieses dominant-negativen Proteins an VgRBPG0 ist
stark eingeschrankt (Yoon und Mowry 2004). Staufen scheint also auch in Xenopus

Oozyten eine bedeutende Rolle in der RNA-Lokalisation zu spielen.
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1.5.2.5. 40LoVe

Auch fir die Isolierung von 40LoVe (flir 40 kDa, Lokalisation, vegetativ) wurde
dessen Eigenschaft, mit groRer Affinitdt an das Vgl Lokalisationselement zu binden,
ausgenutzt (Czaplinski et al. 2005). Das Protein gehoért zur hnRNP-D-Familie und
enthalt zwei RRM-Domanen, eine Glycin-reiche Domane sowie ein C-terminales
Kernimport-Signal. Es gibt drei Isoformen verschiedener Grofie, wobei nicht bekannt
ist, ob sich diese funktionell unterscheiden. 40LoVe wird wahrend der gesamten
Oogenese exprimiert und ist sowohl im Kern als auch im Zytoplasma zu finden
(Czaplinski und Mattaj 2006).

Die Assoziation von 40LoVe mit der Vgl RNA ist fiir die Bindung von Vg1RBP
und VgRBP60 an dieses RNA-Molekiil nicht essentiell. Ob dies auch umgekehrt der
Fall ist, wurde noch nicht untersucht. Da rekombinantes 40LoVe in vitro an
rekombinantes VgRBP60 bindet, scheint es zwischen beiden Proteinen auch eine
RNA-unabhangige Protein-Protein-Interaktion zu geben (Czaplinski et al. 2005;
Czaplinski und Mattaj 2006).

1.5.3. Die Rolle des ZzZytoskeletts bei der Lokalisierung und Verankerung der
RNAs

Es konnte bereits sehr friih gezeigt werden, dass sowohl der Transport spat
lokalisierender RNAs, als auch die Verankerung sowohl friih als auch spat
lokalisierender RNAs am vegetativen Kortex von Komponenten des Zytoskelettes
abhangig sind. So findet man Vgl und Xcat2 mRNA und auch andere lokalisierte
RNAs in besonders groRen Mengen in einer Detergenz-unldslichen Oozyten-Fraktion,
welche stark mit Zytokeratin angereichert ist (Pondel und King 1988; Yisraeli et al.
1990; Mosquera et al. 1993; Bubunenko und King 2001; Horvay et al. 2006). Dies
deutet darauf hin, dass lokalisierte mMRNAs mit Komponenten des Zytoskeletts
assoziieren und gab Anlass, diese Vermutung experimentell zu Gberprifen. Dabei fand
man heraus, dass die Zerstérung der Aktin-Mikrofilamente keinen Einflu auf die
vegetative Lokalisierung der spaten Vgl RNA hat. Werden aber die Mikrotubuli
zerstort, kann die Lokalisation von Vgl fast vollstandig verhindert werden (Yisraeli et
al. 1990). Die Assoziation friiher RNAs mit der mitochondrialen Wolke und ihre
Lokalisation zum vegetativen Pol wird dadurch allerdings nicht beeinflusst (Kloc und
Etkin 1995). Der Transport auf dem spaten Weg ist also von intakten Mikrotubuli
abhangig, der frihe Weg jedoch nicht. Werden die kortikalen Aktin-Mikrofilamente
durch Inhibitoren zerstort, I0st sich das Zytoplasma und die verankerten RNA-Molekule

vom Kortex ab, der Transport selbst wird aber nicht beeinfluft. Dies gilt sowohl fur friih
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als auch fur spat lokalisierte RNAs (Kloc und Etkin 1995). Das Aktin-Skelett scheint
also weniger beim Transport selbst, als vor allem bei der kortikalen Verankerung eine
Rolle zu spielen.

Doch nicht nur Proteinkomponenten des Zytoskeletts sind fur die korrekte
Lokalisierung von RNA-Molekulen von Bedeutung. Bestimmte lokalisierte RNAs selbst
sind fur die Integritdt des Kortex-Skeletts und deshalb fur die Verankerung anderer
RNAs notwendig. So gibt es eine Familie nicht-kodierender RNAs mit kurzen
repetitiven Sequenzmotiven (Xenopus laevis short interspersed repeat transcripts,
Xlsirts), welche den frilhen Transportweg zum vegetativen Kortex nutzt (Kloc et al.
1993). Werden diese RNAs zerstort, kann Vg1 RNA nicht mehr lokalisieren (Kloc und
Etkin 1994). Auch die Depletion der spat lokalisierten VegT RNA hat eine Ablésung
verschiedener friher (Xwntll) und spater Transkripte (Vgl, Bic-C) vom vegetativen
Kortex zur Folge (Heasman et al. 2001). Eine genaue Untersuchung zeigte, dass sich
die Struktur des kortikalen Zytokeratin-Netzwerkes nach der Zerstérung von Xlsirts
bzw. VegT verandert. Die Depletion von Xlsirts hat eine Abflachung bzw. Kollabierung
des dreidimensionalen Netzwerkes zur Folge, wahrend der Verlust von VegT eine

Fragmentierung der Filamente verursacht (Kloc et al. 2005).

1.5.4. Model des RNA-Transportes entlang des spaten Lokalisationsweges

Die oben beschriebenen Faktoren scheinen alle Teil des Lokalisationskomplexes
der Vgl RNA zu sein. In welchen Beziehungen sie aber zueinander stehen und welche
Aufgaben sie erflillen, ist noch nicht vollstandig verstanden. Die bisher erworbenen
Kenntnisse erlauben allerdings die Konstruktion eines Modells, das eine gute Basis flr

zuklinftige experimentelle Arbeiten bietet (Abb. 1.6).

1.5.4.1. Bildung des priméaren RNP-Komplexes im Kern
Vg1RBP und VgRBPG60 binden bereits im Zellkern an die Vgl und VegT

Lokalisationselemente. AuRerdem binden sie RNA-unabhangig aneinander (Abb. 1.6A,
(Kress et al. 2004). Ob dieser Komplex schon wahrend oder erst nach Abschlu® der
Transkription geformt wird, ist noch unklar. Es ist aber zu vermuten, dass die RNA
dadurch fir die vegetative Lokalisierung markiert wird. Vg1RBP bindet nicht direkt an
das Lokalisationselement, sondern die Assoziation wird vermutlich tber VgRBP60 oder
einen anderen, bisher unbekannten Faktor vermittelt (Lewis et al. 2008). Es ist
weiterhin nicht bekannt, ob das ebenfalls kerngangige 40LoVe bereits zu diesem

Zeitpunkt Teil des Komplexes ist.
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Abb. 1.6: Schematische Darstellung des Mikrotubuli-abhangigen RNA-Transportes in der
Xenopus Oozyte.

Der vegetative Pol ist rechts abgebildet. (A) Assemblierung des vorlaufigen RNA-Protein-
Komplexes im Kern. VgRBP60 bindet direkt an das Lokalisationselement, wahrend Vg1RBP
wahrscheinlich indirekt mit der RNA assoziiert. (B) Export des RNPs aus dem Kern und
Remodellierung des Komplexes. Vg1RBP bindet nun auch direkt an die RNA. (C) Formation
des Transportkomplexes. Weitere Proteine wie Staufen, Prrp und 40LoVe lagern sich an. Der
Komplex rekrutiert, evt. tUber bisher unbekannte Adaptoren, ein Motorprotein. (D) Transport des
RNA-Protein-Komplexes zum vegetativen Kortex. (E) Dissoziation des Komplexes und
Verankerung der RNA am kortikalen Zytoskelett. (Abbildung modifiziert nach Tekotte et al.
2002, Kress et al. 2004, Yoon and Mowry 2004, Czaplinski et al. 2005, Lewis et al. 2008).

1.5.4.2. Remodellierung und Assemblierung des Transportkomplexes

Der RNP-Komplex, bestehend aus der RNA, Vg1RBP, VgRBP60 und vermutlich
weiteren Faktoren, wird aus dem Kern ins Zytoplasma exportiert, wo anschlielend eine
Neuorganisation des Komplexes stattfindet (Abb. 1.6B). Vg1RBP bindet erstmals direkt
an die Vgl RNA (Lewis et al. 2008) und der ehemals RNA-unabhangige Kontakt zu
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VgRBP60 wird nun durch RNA vermittelt (Kress et al. 2004). Dennoch scheint
VgRBP60 weiterhin flr die Assoziation von Vg1RBP mit der RNA bendtigt zu werden
(Lewis et al. 2008). Zusatzlich stollen nun auch die cytoplasmatischen Proteine wie
Staufen und Prrp zum Komplex hinzu (Abb. 1.6C). Wahrend die Interaktionen zwischen
Prrp, Vg1RBP und VgRBPG60 durch RNA vermittelt werden, binden Prrp und Staufen
RNA-unabhangig aneinander (Kress et al. 2004). Ob dies auch fur die anderen
Faktoren zutrifft, ist bisher unklar. Auch 40LoVe ist nun Teil des Transportkomplexes
und interagiert mit Vg1RBP und VgRBP60 (Czaplinski und Mattaj 2006).
Interessanterweise verhindert die Depletion von 40LoVe aus dem Oozytenextrakt nicht
die Bindung von Vg1RBP und VgRBP60 an die RNA. 40LoVe scheint also fur die
Interaktion der beiden Proteine mit Vg1 RNA nicht benétigt zu werden (Czaplinski et al.
2005).

Die Anwesenheit multipler Bindungsmotive innerhalb eines
Lokalisationselementes konnte zur Assoziation mehrerer identischer Proteine an ein
RNA-Molekul fuhren. Ob die oben beschriebenen Proteine tatsachlich in mehreren

Kopien an die RNA binden, ist bisher jedoch nicht geklart.

1.5.4.3. Mikrotubuli-abhdngiger Transport des Komplexes zum vegetativen

Kortex

Fir den spaten Transportweg ist ein intaktes Mikrotubuli-Netzwerk essentiell
(Yisraeli et al. 1990; Kloc und Etkin 1995), entlang dessen der Komplex mit Hilfe von
Motorproteinen transportiert werden kann. Uber 90% der Mikrotubuli in Xenopus
Oozyten sind mit ihrem Plus-Ende zum Zellinneren orientiert (Pfeiffer und Gard 1999).
Die Motorproteine mussen sich also hochstwahrscheinlich in Richtung des Minus-
Endes bewegen, um die RNA-Moleklle entlang der Tubuli zum Kortex zu bringen.
Daher kommen als Motorproteine sowohl Dyneine als auch spezialisierte Kinesine in
Frage. Es kann naturlich nicht ausgeschlossen werden, dass der geringe Anteil der
Mikrotubuli fir den Transport genutzt wird, deren Plus-Enden zum Kortex gerichtet
sind. In diesem Fall ware die Nutzung konventioneller Kinesine mdglich.

Mittlerweile gibt es verschiedene Hinweise auf die Beteiligung von Kinesin beim
RNA-Transport in Xenopus Oozyten. Allerdings wurde bisher in den dazu
durchgefuhrten Studien kein Bezug auf die Mikrotubuli-Orientierung genommen (Betley
et al. 2004; Yoon und Mowry 2004).

Wahrend des Transportes sind die meisten RNAs wahrscheinlich translational
reprimiert. So wird z. B. Vgl RNA erst ab Stadium IV translatiert, wenn die RNA-

Lokalisierung bereits abgeschlossen ist (Dale et al. 1989; Tannahill und Melton 1989;
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Colegrove-Otero et al. 2005). Als translationaler Repressor der Vg1 RNA wurde Elav-
related Protein B (EIrB) identifiziert (Colegrove-Otero et al. 2005). Aullerdem ist zu
vermuten, dass Vg1RBP diese Funktion ebenfalls ausfiihrt, da sein Homolog ZBP1 die
Translation von lokalisierender pactin mRNA in Fibroblasten inhibiert (Huttelmaier et
al. 2005).

1.5.4.4. Verankerung der RNA am Kortex und Dissoziation des Komplexes

Wenn der Lokalisationskomplex den vegetativen Pol erreicht, missen die RNA-
Molekile vom Komplex geldst und am Kortex verankert werden. Dass fir die Integritat
des Kortex-Skelettes unter anderem lokalisierte RNAs wie Xlsirts und VegT benétigt
werden, wurde oben bereits diskutiert. Welche Proteinkomponenten dabei aber eine
Rolle spielen, ist jedoch bislang unklar. Aufgrund seiner Interaktion mit Profilin wurde
vermutet, dass Prrp fir die Verankerung der RNAs an die Aktin-Filamente
verantwortlich sein kénnte (Zhao et al. 2001). Experimentelle Daten gibt es dazu

allerdings bisher nicht.

Auch ist bislang nicht geklart, ob die RNA-Molekule einzeln, in homogenen oder
in heterogenen Gruppen zum Oozytenkortex transportiert werden. Da verschiedene
RNAs offensichtlich an die gleichen Proteine binden (Claussen et al. 2004; Horvay et
al. 2006) stellt die Multimerisierung verschiedener RNAs im selben Komplex und eine
anschlielende gemeinsame Lokalisierung eine elegante und energiesparende
Transportmoglichkeit dar. Darliber hinaus ist in anderen Systemen die Formation und
der Transport groRer RNA-Protein-Partikel bereits beobachtet worden (Shan et al.
2003; Kanai et al. 2004).
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1.6. Zielsetzung

Vg1RBP  scheint ein  wichtiger = Bestandteil des hypothetischen
Transportkomplexes zur intrazellularen RNA-Lokalisierung in der Xenopus laevis
Oozyte zu sein, da es sowohl an verschiedene lokalisierte RNAs bindet, als auch an
andere bisher identifizierte Faktoren, die am RNA-Transport vermutlich beteiligt sind.

Mit dem Ziel, neue Komponenten der Transportmaschinerie zu isolieren, sollten
mit Hilfe von Vg1RBP mdglichst intakte Lokalisationskomplexe aus dem Lysat von
Xenopus Oozyten aufgereinigt werden. Dazu sollten transgene Frosche generiert
werden, die eine Tandem-Epitop-markierte Variante von Vg1RBP unter der Kontrolle
eines Oozyten-spezifischen Promotors exprimieren. Die Aufreinigung sollte durch eine
Tandem-Affinitatschromatographie erfolgen, die unter nahezu nativen Bedingungen
durchgeflihrt werden kann. Isolierte Kandidatenproteine sollten massenspektrometrisch
identifiziert und anschlieBend unter dem Aspekt der RNA-Lokalisierung funktionell
charakterisiert werden.

In einem zweiten Projekt sollten die Funktionen neuer vegetativ lokalisierter und
in dieser Arbeitsgruppe identifizierter RNAs durch Uberexpressions- bzw.
Misslokalisierungsstudien und durch die Herunterregulierung der Proteinexpression
wahrend der frihen Embryonalentwicklung in Xenopus laevis analysiert werden.

Aulerdem sollte untersucht werden, inwieweit Keimplasma-spezifische

Transkripte die Fahigkeit besitzen, sich in den primordialen Keimzellen anzureichern.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Organismen

Xenopus laevis: Xenopus laevis wurden von Nasco (Fort Atkinson, WI) erworben und
gemal der Tierschutzbedingungen gehalten. Die Bestimmung der

Entwicklungsstadien erfolgte nach Nieuwkoop und Faber 1967.

Escherichia coli:  XL1-Blue (recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1,
lac[F’ proAB, laclqZAM15, Tn10(Tetr)]c)

2.1.2. Mikroskope und Zubehor

Mikroskope: Lumar.V12 (Zeiss, Jena)

SZX10 (Olympus, Hamburg)
UV-Hg-Lampe: U-RFL-T (Olympus, Hamburg)
Filter: GFP (Olympus)

Kameras: Axiocam MRc (Zeiss, Jena)

2.1.3. Software
Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems, Miinchen)

AxioVision 4.5 (Zeiss, Jena)

CorelDRAW 11 (Corel Corp.)

Clone Manager Suite 5 (Sci Ed Central, Cary, NC)

Endnote 8.0 (Adept Scientific, Frankfurt)

ImageQuant Version 5.2 (Amersham Biosciences, Freiburg)
Microsoft Office 2003 (Microsoft, Unterschleilsheim)
MiRanda (Enright et al. 2003)

ScanProsite (Expasy, www.expasy.org/tools/scanprosite/)

2.1.4. Verbrauchsmaterialien

Einwegpipettenspitzen und -reaktionsgefale wurden von den Firmen Sarstedt
(NUmbrecht) und Eppendorf (Hamburg) erworben. Ultrazentrifugationssaulen wurden
von Millipore (Schwalbach) und Sartorius (Goéttingen) erworben. Es wurden

Roéntgenfilme von GE Healthcare (Freiburg) und Pierce (Rockford, IL) verwendet.
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2.1.5. Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben,
von den Firmen Roth (Karlsruhe), Sigma (Minchen), Biomol (Hamburg) und Applichem

(Darmstadt) erworben.

2.1.6. Enzyme und Kits

AcTEV Protease (10 U/ul): Invitrogen, Karlsruhe

Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, Weiterstadt
DNase | (1 U/ul): MBI Fermentas, St. Leon-Rot

ECL Kit Super Signal Dura West: Pierce, Rockford, IL

ECL+ Direct Nucleic Acid Labelling And Detection System, GE Healthcare, Freiburg
iQ SYBR Green Supermix: Bio-Rad, Minchen

Liberase Blendzyme 3: Roche Diagnostics, Mannheim

PCR Purification Kit: Qiagen GmbH, Hilden

Pfu DNA Polymerase (2,5 U/ul): MBI Fermentas, St. Leon-Rot

pGEM-T Kit: Promega, Mannheim

Proteinase Inhibitor-Mix: Roche Diagnostics, Mannheim

Proteinase K: Merck, Darmstadt

Pyrophosphatase (0,1 U/ul): Fermentas, St. Leon-Rot
Restriktionsenzyme: NEB, Schwalbach; MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Reverse Transkriptase (50U/ul): Applied Biosystems, Weiterstadt

RNA In Vitro Transcription Kit: Stratagene, Heidelberg

RNase A: Sigma, Munchen

RNase Out (40 U/pl): Invitrogen, Karlsruhe

RNase T1 Sigma, Minchen

RNeasy Mini Kit: Qiagen GmbH, Hilden

Shrimp Alkalische Phosphatase: MBI Fermentas, St. Leon-Rot

SP6, T3 und T7 mMMESSAGE mMACHINE Kits: Ambion Inc., Austin, USA
SP6, T3, T7 RNA Polymerasen (20U/ul): Fermentas, St. Leon-Rot

T4 DNA Ligase (1 U/pl): MBI Fermentas, St. Leon-Rot

T4 Polynukleotid Kinase (10 U/ul): MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Tag DNA Polymerase (5 U/ul): Promega, Mannheim

TnT-Coupled Reticulocyte Lysate System: Promega, Mannheim

2.1.7. Molekulargewichtsstandards

DNA-Standards (1kb, High, Medium, Low Range): Fermentas, St. Leon-Rot

Precision Plus Prestained Protein Standard: Bio-Rad, Minchen
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2.1.8. Radioaktiv-markierte Aminosauren

%%3-Methionin (10 mCi/ml): Hartmann Analytic, Braunschweig

2.1.9. Antibiotika

Ampicillin: 50 mg/ml in dH,O, Verdinnung 1:1000 (Endkonzentration: 50 pg/ml),

Biomol, Hamburg

2.1.10. Antikdrper

Kaninchen-anti-Vg1RBP: J. Yisraeli
Maus-anti-Myc: 9E10, Sigma, Miinchen
Maus-anti-Flag: Sigma, Miinchen
Ziege-anti-Kaninchen-HRP: Dianova, Hamburg
Ziege-anti-Maus-HRP: Santa Cruz, Heidelberg

Schaf-anti-Digoxigenin-AP: Roche, Mannheim

2.1.11. Nahrmedien

Luria-Bertani (LB)-Medium: 1% (w/v) Bacto-Trypton (DIFCO, Detroit, Ml),
0.5% (w/v) Hefeextrakt (DIFCO, Detroit, Ml),
1% (w/v) NaCl, pH 7.5
LB-Agar: 1.5% (w/v) Agar (DIFCO, Detroit, MIl) in LB-

Flissigmedium

2.1.12. Reinstwasser und RNase-freies Wasser

Es wurde autoklaviertes Reinstwasser mit einem spezifischen Widerstand vom 18,2
mQ x cm verwendet. Dieses wird im Folgenden als Wasser bezeichnet.

RNase-freies Wasser wurde durch die Zugabe von 0,1 % (v/v) Diethylpyrocarbonat
(DEPC) zu Reinstwasser hergestellt. Nach mehrstiindigem intensiven Rihren wurde
das DEPC durch Autoklavieren zerstort. Dieses DEPC-Wasser wurde, wenn nicht

anders angegeben, fir alle RNA-Experimente verwendet.

2.1.13. Puffer und Stammlésungen

Die Rezepte beziehen sich, wenn nicht anders angegeben, auf einfach konzentrierte

Lésungen.

Alkalische-Phosphatase-Puffer 100 mM Tris-HCI (pH 9.5), 50 mM MgCI2, 100
(APB): mM NacCl, 0.1% Tween-20

Cystein-LOésung: 2% L-Cystein-HCI, pH 7,8
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DNA-Ladepuffer

DNase-I|-Puffer:

Homogenisierungspuffer:

Hybridisierungspuffer (WMISH):

IPP145-Puffer:

Injektionspuffer:

Kollagenase-Puffer:

MAB:

MBS-Puffer:

MEM:

MEMFA:

NET2-Puffer:

0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 0,25 % (w/v)
Xylencyanol; 15 % (w/v) Ficoll (Type 400) in
dH.0.

40 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM NaCl, 6 mM
MgCl,, 0,1 mM CaCl,

50 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM EDTA pH 8.0,
100 mM NaCl, 1% SDS

50% (v/v) Formamid; 5xSSC; 1 mg/ml Torula
RNA (Sigma); 100 pg/ml Heparin (Sigma); 1x
Denhards; 0,1 % (v/v) Tween-20; 0,1 % (w/v)
CHAPS (Sigma)

50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 145 mM NacCl, 0,05%
NP-40, 5% Glycerol, 1 mM PMSF, Proteinase
Inhibitoren (Roche)

1x MBS, 1% Ficoll

5,0 mM Hepes (pH 7,5), 82,5 mM NaCl, 2,5 mM
KCl, 1,0 mM MgCl,

100 mM Maleinsaure; 150 mM NaCl; pH 7,5

10 mM Hepes (pH 7,4), 88 mM NaCl, 1 mM
KCl, 2,4 mM NaHCO;, 0,82 mM MgSQ,, 0,41
mM CaCl,, 0,66 mM KNO;

100 mM MOPS, 2 mM EGTA, 1 mM MgSO,

MEM mit 3,7% Formaldehyd

50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NacCl, 0,05%
NP-40, 1 mM PMSF, Proteinase-Inhibitoren
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Nilblau

Protein-Transferpuffer:

RNA-Harnstoff-Ladepuffer

S100-Puffer

SSC:

SDS-Auftragspuffer (2x):

TAE (Tris/Acetat/EDTA):

TBE (Tris/Borat/EDTA):

TBS/Tween:

TEV-Elutionspuffer:

TEV-Reaktionspuffer

Western Blot Blockierungspuffer:

UV-Quervernetzungspuffer

0.01% (w/v) Nilblau in 0.1xMBSH
39 mM Glycin, 48 mM Tris, 0,04% SDS, 20%
Methanol, pH 8,0

7 M Harnstoff, 1x TBE, 0,1 % (w/v)

Bromphenolblau, 0,1 % (w/v) Xylencyanol

50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 50 mM KCI, 0,1 mM
EDTA, 5 — 25% Glycerol

150 mM NaCl, 15 mM Na-Citrat, pH 7.2-7 .4

125 mM Tris-HCI (pH 6,8), 20% Glycerol, 4%
SDS, 200mM DTT, 0,02% Bromphenolblau

40 mM Tris-Acetat (pH 8,5), 2 mM EDTA

89 mM Tris-Borat, 2 mM EDTA

20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0,05%

Tween

50 mM Tris (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0,1%
NP40, 5% Glycerol

50 mM Tris (pH 7,5), 50 mM NacCl, 0,1% NP40,
5% Glycerol

TBS/Tween mit 5% Magermilchpulver, 0,02%
NaN3

5 mg/ml Heparin, 1% Glycerol, 50 mM KCI, 10
mM DTT, 5,2 mM Hepes (pH7,9), 1 mM MgCl,,
0,1 mM EDTA, 40 ug/ml tRNA in DEPC-H,0O
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2.1.14. Plasmide

pZome-N, pZome-C: Cellzome (Heidelberg)
pCryGFP3: R. Grainger (Offield et al. 2000),
I-Scel-pBS-SKIl: J. Wittbrodt (Thermes et al. 2002)
pCS2+, pCS2+-MT: D. Turner (Rupp et al. 1994)

2.1.15. Primer

Die Primer wurden so entworfen, dass damit die kodierende Sequenz amplifiziert
wurde. Eine Ausnahme bilden hier die TFIlIIA-Primer, die innerhalb des Promotors
binden, und Velo22A rev, der gemeinsam mit dem pBKCMV-for-Primer zur
Amplifizierung eines Velo22-Fragmentes aus einer Oozyten-spezifischen cDNA-
Bibliothek verwendet wurde (Claussen und Pieler 2004). Die Erkennungssequenzen fur
die verwendeten Restriktionsenzyme sind unterstrichen. Die Primer wurden von Sigma

(Miinchen) erworben.

Klonierungsprimer:

Name Enzym Sequenz

TFIIIA for 660 Pst | AAA CTG CAG GTA TTT TTA CAA GTT TGC AAT TTC AG
TFIIIA rev Hind 1lI GCC CAA GCT TTT CCT CTG AAC TTG TAG AAG CC
Vg1RBP (N) for  Eco Rl CTT GAA TTC CTG AAC AAG CTG TAT ATT GG
Vg1RBP (N)rev Eco Rl GGG AAT TCT TAT TTT CTT CTC GGT TGG GG
Vg1RBP (C)for Nco | GCC CGC CCA TGG ACC ATG AAC AAG CTG TAT ATT GG
Vg1RBP (C)rev  Nco | CCC CAC GCC ATG GAT CCT GAT TTT CTT CTC GG
Velo 7 for Eco RI CCC GGA ATT CAT GGC CGC CTA CAA AAT TGT G
Velo 7 rev Xba | CGG GTC TAG ATT ACT TCT TGG CTT TGC CTT GG
Velo 8 for Eco RI CCC GGA ATT CAT GGC TGC TGT GAT TTC AA

Velo 8 rev Xba | CGG GTC TAG ACT ACT TAG GAG GGG TGA AGT T
Velo 14 for Eco RI CCC GGA ATT CAT GGT ACC GGA GGA AGG ATA CG
Velo 14 rev TAC TTA GAA AAT GAA GTC TCC TGC TAT C

Velo 18 for Eco RI CCC GGA ATT CAT GAG TAA CAA TAT CGG CCC TCA C
Velo 18 rev Xba | CGG GTC TAG ATC AAT CCT CCC ATT CAT CC

Velo 22 for Eco RI CCC GGA ATT CCA TGT TTC TTC GGC CAG AGG CAG
Velo 22 rev Xba | CGG GTC TAG AGG CCT CAT TTC TTG TCC TTC

Velo 22 A rev GAT ATT GAG TGC ACA GTG AGT ATA GTG CTG CC
Velo 39 for Eco RI CCC GGA ATT CAA TGG AAG CCG TAC TCT C

Velo 39 rev Xba | CGG GTC TAG AGG AGC CTG CCT CTA ATT TTC
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Velo 40 for
Velo 40 rev
Velo 40 K92I for

Bam HI
Xho |

Velo 40 K92| rev

pBKCMYV for

GGG ATC CAT GGA ATC CGC TTG TTA C
GGC TCG AGC TAG GAC TCT GCC TTT TGC TG

AAA ACA TAT GCA GTC ATA GTC ATT CCA CAC AGC CGT
G

ACG GCT GTG TGG AAT GAC TAT GAC TGC ATA TGT TTT
G

CGC GCC TGC AGG TCG ACA CTA

Sequenzierungsprimer:

Name Sequenz

SP6 TTA GGT GAC ACT ATA GAA TAC

T3 AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG

T7 GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C
RT-PCR-Primer:

Name Sequenz

Vg1 for CGA TGA CAT CCA CCC AAC AC (Kress et al. 2004)
Vg1 rev GAG GGT CAC AGT CAG CAA GG (Kress et al. 2004)
VegT for CAA GTA AAT GTG AGA AAC CG

VegT rev CAA ATA CAC ACA CAT TTC CC

DE for AAA GAG ACC CTG CTA AGT GCT GTC (Horvay et al. 2006)
DE rev CTT GCA GTG ACG TCT CCC AGT GAG (Horvay et al. 2006)
XNIF for CTG CTA GAC CGG TGG GGA GTG T

XNIF ref AGG GTG GAG AAG CGA AGA GTC AA

Dazl for AAT CCC ATG TCA CTG ATG AGC

Dazl rev ACA AAG TGA ACG GGC TAT GT

H4 for CGG GAT AAC ATT CAG GGT ATC ACT

H4 rev ATC CAT GGC GGT AAC TGT CTT CCT

ODC for GCC ATT GTG AAG ACT CTC TCC ATT C

ODC rev TTC GGG TGA TTC CTT GCC AC

GAPDH for CTC CGC CCC CTC AGC AGA TG

GAPDH rev GCA GGC GGC AGG TCA GAT
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2.1.16. Morpholino-Oligonukleotide

Die Morpholino-Oligonukleotide wurden von der Firma Gene Tools LLC (Philomath,
OR) erworben (Partridge et al. 1996).

Morpholino Sequenz

Kontroll MO CCT CTT ACC TCA GTT ACA ATT TAT A
MO Velo 7 TAA GCA CAA TTT TGT AGG CGG CCA T
MO Velo 8 TTT GAA ATC ACA GCA GCC ATG TCA G
MO Velo 22 TTC TGC CTC TGG CCG AAG AAA CAT G
MO Velo 39 CAT TCT GAG AGT ACG GCT TCC ATT T
MO Velo 40 CAT GGC TGG CAA ACA GGG ATA CCG

MO Velo 76 GGT CTG TTT TCA TCC ATA TTT CCA G




Materialien und Methoden 29

2.2. Methoden

2.2.1. DNA-Methoden

2.2.1.1. Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Zur Praparation kleiner DNA-Mengen wurden 3 ml Bakterienkultur abzentrifugiert und
die Plasmid-DNA unter Verwendung des ,Plasmid Mini Kit* der Firma Qiagen (Hilden)
isoliert. Fur die Isolierung grofter DNA-Mengen wurden 100 ml Bakterienkultur und das

-Plasmid Midi Kit“ von Qiagen eingesetzt. Die DNA wurde in Wasser geldst.

2.2.1.2. Isolierung genomischer DNA aus Oozyten

Zur Gewinnung genomischer DNA wurden Ooyten der Stadien | und Il verwendet. Um
die DNA nicht durch Scherung zu beschadigen, wurden abgeschnittene
Pipettenspitzen benutzt und die Lésungen, wenn nétig, nur durch leichtes Schiitteln
gemischt.

Stadium | und Il Oozyten wurden mit 500 pyl Homogenisierungspuffer und 100 ug
Proteinase K versetzt und 1 h bei 55°C unter leichtem Schitteln inkubiert. Nach der
vollstandigen Lyse der Oozyten wurde die Losung mit gleichen Volumina von Phenol,
Phenol/Chloroform (1:1) und Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) extrahiert. Die wassrige
Phase wurde mit 0,25 Vol 10M Ammoniumacetat-Losung vermischt (Endkonzentration
2M) und die DNA durch Zugabe von 0,6 Vol Isopropanol prazipitiert. Nach
Zentrifugation wurde das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in
TE-Puffer resuspendiert. Die RNA wurde durch Inkubation mit den RNasen A und T1
(jeweils 10 pg/ml) entfernt. Nach erneuter Fallung durch Ammoniumacetat und

Isopropanol wurde die DNA in 20 pl TE-Puffer geldst (adaptiert nach Sive et al. 1998.

2.2.1.3. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gel

DNA-Fragmente wurden mit einem Skalpell aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten und

mit Hilfe des PCR-Purification-Kits der Firma Qiagen isoliert.

2.2.1.4. Konzentrationsbestimmung von DNA

Die DNA wurde 1/100 mit Wasser verdinnt und die Absorption der Losung bei 260 nm
im Photometer gemessen. Eine optische Dichte (OD) von 1 entspricht dabei 50 ug
DNA (Ausubel et al. 2002, App 3D).

2.2.1.5. Nichtdenaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Zur analytischen und praparativen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden diese

mit DNA-Ladepuffer versetzt und in die Taschen eines 1-2%igen Agarose-Geles in 1x
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TBE-Puffer (mit 0,2 pg/ml Ethidiumbromid) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte
bei 100 V, 250 mA. Anschlie®Rend wurden die DNA-Banden mit einem UV-
Transilluminator (Chemi Doc, Bio-Rad) sichtbar gemacht und analysiert (Ausubel et al.
2002 2.5A).

2.2.1.6. Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde mit Reagenzien der Firmen QBiogene,
Promega und Fermentas durchgefiihrt. Pfu-Polymerase wurde eingesetzt, um
mogliche Synthesefehler zu vermeiden, wenn die PCR-Produkte fiir Klonierungen
eingesetzt wurden. Dabei wurde im Wesentlichen folgendes Protokoll verwendet
(adaptiert nach Saiki et al. 1985; Ausubel et al. 2002, 15.1):

1x PCR-Puffer

je 0.2 mM dNTPs

je 2.5 uM sense und antisense Primer
0,5U Tag- oder Pfu-Polymerase
50 ng Matrizen-DNA

Das Reaktionsvolumen betrug 10 — 30 pl. Bei Verwendung von cDNA als Matrize

wurden 1 — 3 pl eingesetzt. Folgende Inkubationsschritte wurden durchgefiihrt:

94°C 3min30s Aufschmelzen der DNA

94°C 30s Aufschmelzen der DNA

56 — 60°C 30s 24 — 35 Zyklen Anlagerung der Primer

72°C 1 min / kb DNA-Synthese durch Polymerase
72°C 4 min DNA-Synthese durch Polymerase
12°C oo

Zur ldentifizierung von Bakterienkolonien, welche ein Plasmid mit einem bestimmten
inserierten DNA-Fragment enthalten sollten, wurde anstelle der Matrizen-DNA eine
Kolonie von der Kulturplatte direkt in die Reaktion gegeben. Wenn angebracht, wurden
Primer verwendet, die sowohl im Vektor als auch im inserierten Fragment binden. Auf

diese Weise konnte die Insertionsrichtung Gberpruft werden.
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2.2.1.7. DNA-Spaltung durch Restriktionsenzyme

Es wurden Enzyme der Firmen Fermentas und New England Biolabs verwendet.

1x Restriktionspuffer
5U Restriktionsenzym
1-10 pg DNA

Das Reaktionsvolumen betrug 20 — 50 pl. Die Inkubation erfolgte bei 37°C fir 1-9 h
(Ausubel et al. 2002, 3.1). Wenn Vektoren flir eine anschliellende Ligierung gespalten
wurden, wurde der Reaktion 10 U Shrimp Alkalische Phosphatase (Fermentas)
zugesetzt, um die Phosphatreste an den neu entstandenen DNA-Enden zu entfernen

und so einer Re-Ligierung vorzubeugen (Ausubel et al. 2002, 3.10).

2.2.1.8. Ligation und Transformation in kompetente Bakterien

Um einen aufgeschnittenen Plasmid mit einem ebenfalls geschnittenen DNA-Fragment
zu verbinden, wurde folgende Ligationsreaktion bei Raumtemperatur fir 1-10 h
inkubiert (Ausubel et al. 2002, 3.14):

1x T4 Ligationspuffer
1l T4 Ligase

1l Vektor-DNA

1ul Fragment-DNA

Fur die Subklonierung in pGEM-T-Vektoren missen ungeschnittene PCR-Produkte an
ihren 3’-Enden jeweils ein Uberhdngendes Adenin-Nukleotid aufweisen. Dieses wurde
entweder wahrend der PCR durch Tag-Polymerase angehangt, oder musste

nachtraglich durch folgende Reaktion angefligt werden (Ausubel et al. 2002, 15.4):

1x PCR-Puffer

0,2 mM dATP

0,5U Tag-Polymerase
7l PCR-Produkt

Das Volumen betrug 10 ul. Die Reaktion wurde 30 min bei 72°C inkubiert.
Fur die Ligation in pGEM-T wurde ein Kit der Firma Promega verwendet. Das

Reaktionsvolumen betrug 5 pl, die Inkubation erfolgt bei Raumtemperatur fir 1-10 h.
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1x Ligationspuffer

0,5 pl T4 Ligase

0,5 ul pGEM-T Vektor

1,5 pl Fragment-DNA mit A-Uberhang

Anschliel3end wurde 1 ul der Ligationsreaktion in chemisch kompetente Bakterien (XL-
1 Blue) transformiert. Dafur wurde das Reaktionsgemisch mit den kalten Bakterien
vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Es erfolgt ein Hitzeschock fiir 50 sec bei 42 °C
im Wasserbad. Die Bakterien wurden nun mit LB-Medium versetzt und ca. 1 h bei 37
°C geschuttelt. Anschlielend wurden die Zellen auf LB-Agarplatten mit Antibiotikum
ausplattiert und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert (nach Hanahan 1983; Ausubel et al.
2002, 1.8). Bei einer pGEM-T-Klonierung wurde eine Blau/Weil3-Selektion auf der
Agar-Platte durchgefuhrt. Dafiir wurde auf der Platte ein Gemisch aus IPTG (60 pl von
0,1 M, Roth) und X-Gal (60 pl von 250 mg/ml in DMF, Biomol) ausgestrichen.

2.2.1.9. Mutagenese

Punktmutationen wurden Uber PCR eingefiihrt. Dazu wurden zwei zueinander
komplementare Primer entworfen, welche den zu mutierenden Bereich tberspannten
und jeweils die Mutation enthielten. Die PCR wurde wie in Kapitel 2.2.1.6. beschrieben
mit folgenden Anderungen durchgefiihrt. Als Matrize wurden 10 ng Plasmid-DNA
verwendet und es wurden je 125 ng Primer eingesetzt. Da der gesamte Plasmid
amplifiziert wurde, ist die Elongationszeit entsprechend angepasst worden (1 min/ kb).
Fur Amplifizierung wurde Pfu-DNA-Polymerase verwendet und es wurden 18 Zyklen
durchgefiihrt. Im Anschlul an die PCR wurde durch Zugabe von 10 U Dpnl
(Fermentas) in den Reaktionsansatz der methylierte Ausgangsplasmid degradiert. Im

Anschlufd wurde 1 pl der Reaktion wurde in E.coli transformiert.

2.2.1.10. DNA-Sequenzierung

DNA wurde nach dem Prinzip der Kettenabbruch-Methode sequenziert (Sanger et al.
1977). Dazu wurde die entsprechende Plasmid-DNA mit Sequenzierprimern oder
spezifischen Primer mit Hilfe des Big Dye Terminator v1.1 Kits der Firma Applied
Biosystems unter Verwendung Fluoreszenz-markierter Didesoxy-Nukleotide ampilifiziert

und anschlieend im Abi Prism ® 3130xI DNA Sequencer analysiert.
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2.2.2. RNA-Methoden

2.2.2.1. RNA-Isolierung aus Embryonen und Oozyten

Ca. 5 Embryonen oder bis zu 25 Oozyten wurden mit 500 pl Trizol (Invitrogen) versetzt
und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden die Embryonen gevortext
und mit 1 ml — Spritzen und Kanulen unterschiedlichen Durchmessers homogenisiert.
Nach Zugabe von 100 pl Chloroform und einer finfmindtigen Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die wassrige Phase durch Zentrifugation bei 13,000x g
abgetrennt und in ein neues Reaktionsgefall tberfihrt. Die Nukleinsduren wurden nun
durch Zugabe von 1/10 Vol 10 M Ammoniumacetat und 0,25 Vol Isopropanol
ausgefallt. Das Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in
Wasser aufgenommen. AnschlieRend erfolgte eine DNase | — Behandlung, um die
genomische DNA zu entfernen. Die RNA wurde durch erneute Isopropanol-Fallung
prazipitiert, mit Ethanol gewaschen, luftgetrocknet, in Wasser aufgenommen und bei -
80°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt (adaptiert nach Chomczynski und
Sacchi 1987).

2.2.2.2. In-vitro-Transkription von Cap-mRNA

Fur die Herstellung von Cap-mRNA wurde das mMessage mMachine Kit der Firma
Ambion nach Herstellerangaben verwendet. Als Transkriptionsmatrize wurde
linearisierter Plasmid verwendet, der mit dem ,PCR Purification Kit* der Firma Qiagen

(Hilden) aufgereinigt und mit DEPC-behandeltem Wasser eluiert worden war.

2.2.2.3. In-vitro-Transkription Fluoreszenz- und Digoxigenin-markierter RNA

Fur die Transkription Fluoreszenz- oder Digoxigenin-markierter RNA von Plasmid-DNA
wurden Komponenten verschiedener Firmen nach Herstellerangaben verwendet
(adaptiert nach Krieg und Melton 1984). Als Matrize wurde durch Restriktionsverdau
linearisierte und aufgereinigte Plasmid-DNA verwendet. Das 25-ul-Reaktionsgemisch

setzte sich wie folgt zusammen:
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1x SP6, T3 oder T7 Polymerase-Puffer (Fermentas)
je 0,25 mM ATP, CTP und GTP (Fermentas)
0,18mM UTP (Fermentas)
0,094 mM Digoxigenin-UTP (Roche) oder
ChromaTide ® Alexa Fluor®546-UTP (Invitrogen)
30 mM DDT
40U RNase Out (Invitrogen)
0,004 U Pyrophosphatase (Fermentas)
1 Hg linearisierte Plasmid DNA
0,8U SP6, T3 oder T7 RNA Polymerase (Fermentas)

Das Gemisch wurde fur 2 h bei 37°C inkubiert (Ausubel et al. 2002, 3.8). Dann wurde
die DNA-Matrize durch Zugabe von 1 U DNase | und 15mindtiger Inkubation bei 37°C
zerstort. Die RNA wurde mit dem RNeasy Aufreinigungskit (Qiagen) aufgereinigt.

2.2.2.4. Konzentrationsbestimmung von RNA

Die RNA wurde 1/100 mit Wasser verdinnt und die Absorption der Lésung bei 260 nm
im Photometer gemessen. 1 OD entspricht dabei 40 ug RNA (Ausubel et al. 2002, App
3D).

2.2.2.5. Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wird RNA als Matrize verwendet und in sogenannte

komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Das Reaktionsvolumen betrug 10 pl.

1x PCR Puffer ohne MgCl, (Qbiogene)

je1ul dNTPs (je 10 mM, Qbiogene)

2 ul MgCl, (25 mM, Qbiogene)

0,5 ul Random Hexamere (50 pM)

0,4 pl Reverse Transkriptase (Applied Biosystems)
0,2 ul RNase Inhibitor (Invitrogen)

1-2ul DNA-freie Gesamt-RNA (100 ng/ul)
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Folgende Inkubationsschritte wurden durchgefihrt:

22 °C 10 min Anlagerung der Hexamere
42 °C 50 min cDNA Synthese durch reverse Transkription
95 °C 5 min Inaktivierung der Reversen Transkriptase

Die so hergestellte cDNA konnte als Matrize in der PCR verwendet werden (Ausubel et
al. 2002, 15.5 und Herstellerangaben).

2.2.2.6. Agarose-Gelelektrophorese

Die Qualitat isolierter und synthetisierter RNA wurde durch Elektrophorese in eimem
nicht-denaturierenden Agarosegel Uberpruft. Dazu wurde ein 1,5% Gel in 1x TBE-
Puffer mit 0,2 pg/ml Ethidiumbromid hergestellt. Die RNA wurde mit DNA-Ladepuffer
vermischt und mit 100 V, 250 mA durch das Gel laufen lassen. Die RNA-Banden
wurden anschlieRend mit einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht und analysiert.
Als Qualitatsmerkmal fur isolierte Gesamt-RNA gelten intakte 28S und 18S — RNA-
Banden (Ausubel et al. 2002, 2.5A, 4.9).

2.2.2.7. Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fluoreszenz-markierte RNA wurde in einem 7%igen Harnstoff-PA-Gel aufgetrennt und
im Fluoreszenz-Imager analysiert. Die Elektrophorese fand in vertikalen
Elektrophoresekammern aus der hauseigenen Werkstatt statt. Das Harnstoffgel setzte

sich wie folgt zusammen (Ausubel et al. 2002, 2.12):

7M  Harnstoff
7%  Acrylamid / Bisacrylamid (19/1) (Roth)
1x TBE

2.2.2.8. Ko-Immunoprazipitation von RNA (in vitro)

Zur in-vitro-Untersuchung von RNA-Protein-Interaktionen wurden in vitro translatierte
Epitop-markierte Proteine mit in vitro transkribierter Alexa Fluor546-markierter RNA
inkubiert und anschlieRend ko-immunoprazipitiert. Die gebundene RNA wurde
anschlielend auf einem denaturierenden Harnstoffgel analysiert. Ein Bindungsansatz

setzte sich wie folgt zusammen:
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12,5yl TnT Reaktion

1,0 ul Fluoreszenz-markierte RNA (ca. 100 ng)
4,0 pl UV-Quervernetzungspuffer

2,5l RNase-freies H,O

Nach einstlindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden 300 yl NET2-Puffer und 15
gl anti-Myc- bzw. anti-Flag-gekoppelte GammaBind™-Sepharose zugegeben und der
Ansatz bei 4°C fir 1h auf dem Drehrad rotierend inkubiert. Anschlie@end wurde der
Uberstand abgenommen und das Sepharose-Pellet vier Mal mit 500 pl kaltem NET2-
Puffer gewaschen. Die gebundenen Proteine und RNAs wurden durch Zugabe von 200
I NET2 mit 1% SDS und 50 pg/ml tRNA dissoziiert. Nach einer Extraktion mit
Phenol/Chloroform wurde die RNA wie oben aus der wassrigen Phase und die
Proteine aus der Phenolphase ausgefallt. Die ungebundene RNA wurde auf die gleiche
Weise aus dem Uberstand isoliert. Die RNA wurde in Harnstoff-Ladepuffer geldst, in
einem denaturierenden Harnstoffgel aufgetrennt und mit dem Fluoreszenz-Imager
Typhoon 9400 der Firma Amersham analysiert (Laser 532 nm, Emissionsfilter BP580)
(adaptiert nach Claussen und Pieler 2004). Die Proteine wurden in SDS-Auftragspuffer

aufgenommen und mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert.

2.2.2.9. Ko-Immunopréazipitation von RNA (in vivo)

Hierfir wurden Myc-Epitop-markierte Proteine in Stadium IlI-IV Oozyten exprimiert.
Aus jeweils 50 Oozyten wurde S16 Lysat in IPP145-Puffer (10 pl/Oozyte) hergestellt.
Es wurde 1 pl anti-Myc-Antikérper zugegeben und das Lysat bei 4°C rotiert. Nach 1h
wurden 15 yl GammaBind™- Sepharose (GE Healthcare) zugesetzt und der Ansatz
bei 4°C (ber Nacht rotiert. Danach wurde das Sepharose-Pellet vier Mal mit je 500 ul
IPP145-Puffer gewaschen und die gebundenen Proteine und RNA-Molekiile in 200 pl
IPP145, 1% SDS, 25 pg/ml Glykogen (Ambion) abgelést. RNA und Proteine wurden
durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion voneinander getrennt und mit 1/10 Vol 10M
Ammoniumacetat, 2,5 Vol 100% Ethanol bzw. 5 Vol Aceton prazipitiert. Die RNA wurde
in DEPC-behandeltem H,O resuspendiert und flir RT-PCR eingesetzt. Das
Proteinpellet wurde in SDS-Auftragspuffer gelost und fur die Western Blot — Analyse

verwendet (adaptiert nach (Zhao et al. 2001).

2.2.2.10. Quantitative Ko-Immunopréazipitation von RNA

Um zu uberprifen, inwiefern lokalisiete RNAs in EF-1a-haltigen RNP-Partikeln
angereichert sind, wurde Myc-markiertes EF-1a in Stadium 11l und IV Oozyten durch
RNA-Mikroinjektion exprimiert und S16 Lysat in IPP145-Puffer (5 ul/Oozyte)
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hergestellt. Die Immunoprazipitation wurde wie in 2.2.2.9 beschrieben durchgeflihrt,
wobei in jedem Ansatz Lysat aus 100 Oozyten verwendet wurde. Als Negativkontrolle
wurde eine Prazipitation desselben Lysates in Abwesenheit von anti-Myc-Antikdrper
durchgefihrt. AuRerdem wurden 10% des Lysates fiir die Extraktion der Gesamt-RNA
eingesetzt. Prazipitierte RNA und Gesamt-RNA wurden in je 20 yul DEPC-Wasser
resuspendiert und wie in 2.2.2.5 erldutert in cDNA umgeschrieben. Dabei wurden 1,5
pl o prazipitierte RNA bzw. 0,3 pl Gesamt-RNA (2%) pro 10 pl Reaktionsansatz
verwendet. Die Quantifizierung der individuellen RNAs erfolgte durch Real-Time-PCR,
fur die der iQ SYBR Green Supermix und das iCycler-System von Bio-Rad verwendet

wurden. Die 25 pyl Reaktion setzte sich wie folgt zusammen:

12,5 pl iQ SYBR Green Supermix
je 100 nmol sense und antisense Primer
2,5 ul cDNA

Folgende Reaktionsschritte wurden durchgefiihrt:

95°C 3 min Aufschmelzen der DNA
95°C 10s Aufschmelzen der DNA
56°C 15s 60 Zyklen Anlagerung der Primer
72°C 30s Elongation

95°C 30s

56°C 30s

54°C-95°C 10s 83 Zyklen; Aufzeichnung der

Temperatur-Inkrement: 0,5°C  Schmelzkurve

Die Reaktionen wurden in Duplikaten durchgefihrt und aus den jeweils ermittelten Cy-
Werten der Durchschnitt berechnet. Diese wurden dann fir die Analyse der
Anreicherungsfaktoren unter Verwendung der 2”°"-Methode (Livak und Schmittgen
2001) verwendet. Daflir wurde die relative Anreicherung der individuellen RNAs im
anti-Myc-Prazipitat gegen die Gesamt-RNA (E1) bzw. gegen die RNA im Kontroll-
Prazipitat (E2) und die Anreicherung im Kontroll-Prazipitat gegen die Gesamt-RNA

(E3) folgendermalien berechnet:
Eq = 2 “(CT (MycIP)~ CT (Gesamt))

E2 = 2 ~(CT (Myc-IP) - CT (Kontroll-IP)

E3=2 —(CT (Kontroll-IP) — CT (Gesamt))
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Die Anreicherungsfaktoren wurden anschlielRend mit folgender Formel ermittelt und auf
den Wert von GAPDH normalisiert (Arthur et al. Manuskript eingereicht):
F=E1xE2/E3

2.2.2.11. Whole Mount In Situ Hybridisierung
Mit der Whole Mount In Situ Hybridisierung (WMISH) werden RNA-Molekile an ihrem

Transkriptionsort im intakten, fixierten Embryo spezifisch angefarbt. Dadurch kann
sowohl eine zeitliche als auch eine raumliche Analyse der Genexpression oder in
diesem Fall der RNA-Lokalisation durchgefiihrt werden (Harland 1991).

Alle Inkubationsschritte in 5-ml-Praparateglasern (Schuett BioTec, Gottingen) statt; bei

Raumtemperatur und 4°C auf einer Laborwippe, bei 60°C im Wasserbad und bei 37°C

im Inkubator.

Fixierung:

Schritt  Ldsung Anzahl Dauer Temperatur
1. MEMFA 1Xx 1h RT

2. 100% Ethanol 2X 5min RT

Die Embryonen kénnen nun bei -20°C in Ethanol gelagert werden.

Rehydrierung:

Schritt  Lésung Anzahl Dauer Temperatur
1. 100% Ethanol 1x 5min RT
2. 75% Ethanol in H,O 1x 5min RT
3. 50% Ethanol in H,O 1X 5min RT
4. 25% Ethanol in PTw 1x 5min RT
5. PTw 4x 5min RT

Permeabilisierung und Refixierung:

Schritt  Ldésung Anzahl Dauer Temperatur
1. 10 pg/ml Proteinase K in PTw 1x 22 min  RT
1. 0,1 M Triethanolamin 2X 5min RT
2. 0,1 M Triethanolamin  + Azetanhydrid' 1x 5min RT
3. + Azetanhydrid"  1x 5min RT
4, PTw 2X 5min RT
5. PTw 4% FA 1x 20 min  RT
6. PTw 5x 5min RT
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' Es werden jeweils 12.5 pl Azetanhydrid zupipettiert.
Vorhybridisierung und Hybridisierung:
Schritt  Ldsung Anzahl Dauer Temperatur
1 250 pl Hybridisierungslésung 1x 1min RT
2 500 pl Hybridisierungslésung 1x 10 min 60°C
3. 500 yl Hybridisierungslésung 1x 6h 60°C
4 500 ng antisense Dig-RNA-Sonde 1x uber 60 °C
in 500 pl Hybridisierungsldsung Nacht
Waschen:
Schritt  Lésung Anzahl Dauer Temperatur
1. 500 ul Hybridisierungslésung 1x 10 min 60 °C
2. 2x SSC 3x 20 min 60 °C
3. 2x SSC + RNasen' 2x 30 min 37°C
4. 2x SSC 1x 10 min RT
5. 0,2x SSC 1x 20 min 60 °C
6. MAB 2x 15 min RT
" RNasen: 20 pg/ml RNase A, 10 U/ml RNase T1 (Sigma)
Antikdrper-Inkubation:
Schritt  Lésung Anzahl Dauer Temperatur
1 MAB + 2% BMB' 1Xx 60 min RT
2 MAB + 2% BMB' + 20% HS? 1x 60 min RT
3. MAB  +2%BMB' +20% HS® +AK® 1x 4h RT
4 MAB 5x 5min RT
5 MAB 1x 0. Nacht 4°C

' Boehringer Mannheim Blockierungsreagenz (Roche)

2 Pferdeserum, hitzeinaktiviert (Invitrogen)

® anti-Digoxigenin-Antikérper, 1:5000
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Farbentwicklung:

Schritt  Losung Anzahl Dauer Temperatur
1. MAB 1x 60 min RT
2. APB 2x 5min RT
3. APB + NBT/BCIP' 1x variabel> RT

' 1.75 pl/ml NBT (100 mg/ml in 70% Dimethylformamid) und 3.5 pl BCIP (50 mg/ml in
100% Dimethylformamid, beide Roche)

2 10 min bis mehrere Tage. Bei Oozyten ist die Farbung nach ca. 15 — 20 min optimal.

Abstoppen der Farbereaktion:

Schritt  Lésung Anzahl Dauer Temperatur
1. H,O 1Xx 1min RT
2. 100% Methanol 1x 1-10 min  RT
3. 75% Methanol in H,O 1X 1min RT
4, 50% Methanol in H,O 1X 1min RT
5. 25% Methanol in H,O 1x 1min RT
6. H,O 1Xx 1min RT
7. MEMFA 1Xx 0. Nacht RT

Die Embryonen wurden in MEMFA bei 4°C aufbewahrt.

2.2.3. Protein-Methoden

2.2.3.1. Praparation von Oozytenextrakten

Die Oozyten wurden abgezahlt, in definierten Aliquots in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C gelagert. Bei der Weiterverarbeitung wurden eisgekuhlte
Puffer verwendet und auf Eis gearbeitet. Fur die Lyse wurde jeweils derjenige Puffer
benutzt, welcher auch im anschlieRenden Experiment verwendet wurde.

Die Oozyten wurden mit Puffer versetzt und mit Hilfe einer 1 ml-Spritze und Kanulen
mit verschiedenen Durchmessern lysiert. Anschlielend wurden die Lysate bei 16,000x
g fir 20 min zentrifugiert. Der Uberstand wird als S16 Lysat bezeichnet und enthalt
Zytoplasma- sowie Dotterproteine. Um letztere zu entfernen, wurde eine FREON-
Extraktion durchgefiihrt. Dafir wurde der Uberstand mit dem gleichen Volumen
FREON versetzt, gemischt und bei 16,000x g fir 20 min zentrifugiert. Der so
gewonnene S16 Extrakt war weitestgehend frei von Dotterproteinen und wurde

entweder sofort weiter verwendet oder bei -80°C gelagert (nach Evans und Kay 1991).
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2.2.3.2. In-vivo-Expression von Proteinen in Xenopus Oozyten

Zur Proteinexpression wurde in vitro transkribierte mRNA in Stadium Il — VI Oozyten
injiziert und diese anschlieBend fur 20 h bei 18°C in 1x MBS-Puffer inkubiert.
AnschlielRend wurden die Oozyten gezahlt und in definierten Aligots von 50 bis 100

Oozyten bei -80°C eingefroren.

2.2.3.3. In-vitro-Translation

Um Proteine in vitro zu synthetisieren wurde das ,TnT-Kit® der Firma Promega
verwendet, welches eine gekoppelte Translation und Transkription in

Retikulozytenlysat erméglich. Eine 12,5 ul — Reaktion setzte sich wie folgt zusammen:

6,25 pl Kaninchen-Retikulozyten-Lysat

0,5 ul 25 x TnT-Puffer

0,25 i 1 mM Aminosaure-Mischung - Methionin
1,0 pl %3-Methionin (Hartmann Analytic)

0,25 ul RNase Inhibitor (Invitrogen)

0,25 ul SP6-Polymerase

0,5 ul DNA (0,5 ug/ul)

RNase-freies Wasser

Zur Synthese von unmarkierten Proteinen wurden gleiche Anteile der Aminosaure-
Mischungen ohne Methionin und ohne Leucin eingesetzt. Der Ansatz wurde bei 30°C

fur 2 - 3 h inkubiert und anschliel3end sofort verwendet oder bei -20°C gelagert.

2.2.3.4. Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinldésungen wurde die Bradford-Methode
verwendet (Bradford 1976). Sie beruht auf der Bindung von Coomassie-R250 an
hydrophobe Aminoséduren und der daraus resultierenden Anderung der
Absorptionseigenschaften des Farbstoffs. Das bedeutet, das Ergebnis wird durch die
Aminosaure-Zusammensetzung der verwendeten Proteine beeinflusst.

Zunachst wurde eine Eichung mit BSA durchgefiihrt. Dafir wurden 0, 1, 2, 5, 10 und
15 pg BSA in 100 pl Puffer gelést und mit 1 ml Bradford-Reagenz versetzt. Nach 15
minutiger Inkubation wurde die Absorption bei 595 nm gemessen. Die erhaltenen
Absorptionswerte wurden gegen die Proteinmenge aufgetragen und eine Eichgerade
generiert. Von der zu messenden Proteinlésung wurden 1 pl, 5 pl und 10 pl mit Puffer
auf 100 pl aufgefullt und wie zuvor mit Bradford-Reagenz inkubiert und gemessen. Die

Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe der Eichgeraden ermittelt.
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2.2.3.5. Aufkonzentrierung von Proteinlésungen

Um das Volumen von Proteinlésungen zu verringern, wurde eine Ultrafiltration sowohl
mit Vivaspin-Saulen der Firma Sartorius fir kleine Volumina (bis 1 ml) als auch mit
Amicon Ultra 4-Saulen der Firma Millipore fir gréRere Volumina (bis 4 ml) nach

Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.3.6. Proteinféallung

Zur Prazipitation von Proteinen wurde die Lésung mit 5 Vol eiskaltem Aceton versetzt,
bei -80°C fur mindestens 2 h inkubiert, abzentrifugiert (13,000x g) und das Proteinpellet
mit 70%igem Ethanol gewaschen. Alternativ wurden bei groRen Volumina 0,02 Vol
1%iges Natriumdeoxycholat zugesetzt, die Probe fur 30 min auf Eis inkubiert und die
Proteine durch anschlieRende Zugabe von 0.2 Vol 50%iger Trichloressigsaure
ausgefallt. Das Pellet wurde mit Aceton und 70%igem Ethanol gewaschen. In beiden
Fallen wurde das Pellet anschliefiend in 1x SDS-Ladepuffer aufgenommen und bei

70°C unter Schitteln gelost.

2.2.3.7. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden Proteine ihrem

Molekulargewicht  entsprechend  aufgetrennt. Es wurden  ausschliellich
diskontinuierliche Gelsysteme eingesetzt, d.h. bevor die Proteine das Trenngel
erreichen, wandern sie durch ein niedrig-konzentriertes Sammelgel mit niedrigerem
pH-Wert, in dem noch keine Auftrennung stattfindet. An der Grenze zum Trenngel
,sammeln® sich die Proteine und wandern gleichzeitig in das Trenngel ein. Auf diese
Weise wird eine bedeutend bessere Auflésung gewahrleistet als in kontinuierlichen
Gelsystemen. Folgende Gel- und Pufferzusammensetzungen wurden verwendet

(adaptiert nach Laemmli 1970):

Trenngel: 10-12 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamidlésung (30:0,8); 0,375 M Tris/HCI (pH
8,8); 0,1% (w/v) SDS,

Sammelgel: 3,4 % Acrylamid/Bisacrylamidldsung (30:0,8); 0,125 M Tris/HCI (pH 6,8);
0,1 % (w/v) SDS

Elektrophorese-Laufpuffer: 25 mM Tris/HCI (pH 8,8); 0,192 M Glycin; 0,1 % (w/v)
SDS

Es wurden vertikale Elektrophoresekammern aus der hauseigenen Werkstatt

verwendet.
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Gele mit einem Acrylamid-Konzentrationsgradienten ermaoglichen eine noch bessere
Auftrennung von Proteingemischen mit besonders groRen Unterschieden der
Molekulargewichte. In dieser Arbeit wurden Gradientengele mit einem Acrylamid-
Gehalt von 8-16% verwendet. Diese wurden mit Hilfe eines Gradientenmischers
(hauseigene Werkstatt) hergestellt (Ausubel et al. 2002, 10.2A). Um die
GleichmalRigkeit des Gradienten optisch Uberprifen zu kénnen, wurde der 16%igen
Acrylamidldsung Bromphenolblau zugesetzt, welches wahrend der Elektrophorese zur
Anode wanderte. Proteinlésungen, die mittels SDS-PAGE aufgetrennt werden sollten,
wurden mit 1 Vol 2x SDS-Auftragspuffer versetzt und bei 95°C fir 5 min aufgekocht.
Die Elektrophorese erfolgte bei 35-70 mA pro Gel und 100 — 300 Volt.

2.2.3.8. Gelfarbung mit kolloidalem Coomassie-Blau

Nach der Elektrophorese wurde das Gel zunachst in 10% Essigsaure, 40% Ethanol fir
mindestens 1 h fixiert. Nach der Fixierung wurde das Gel zwei Mal fur 10 min in dH,O
gewaschen und anschlieRBend Uber Nacht unter leichtem Schwenken in der
Farbeldsung inkubiert. Am nachsten Tag wurde das gefarbte Gel in eine neue Schale
Uberfuhrt und in dH,O gewaschen bis keine Hintergrundfarbung mehr sichtbar war.

Die Farbeldsung setzte sich wie folgt zusammen:

0.1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250
2 % (wlv) ortho-Phosphorsaure

10 % (w/v) Ammoniumsulfat

Phosphorsaure und Ammoniumsulfat wurden zunachst in H,O geldst und anschliefiend
das Coomassie-Blau unter Riihren zugegeben. Aus dieser Stammlésung wurde nach
frhestens 24 h die Arbeitslosung hergestellt. Dazu wurden 4 Teile resuspendierte
Stammldsung mit einem Teil Methanol gemischt und direkt auf das Gel gegeben
(Neuhoff et al. 1988).

2.2.3.9. Affinitdtschromatographische Aufreinigung Vg1RBP-bindender Proteine

Jeweils 1000 Oozyten der Stadien Ill — IV wurden mit je 15 pl mRNA (500 ng/ul)
injiziert. Die Oozyten wurden flir 22 — 24 Stunden bei 18°C kultiviert und dann in
Aliquots zu je 100 Oozyten in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
aufbewahrt.

Die Oozyten wurden in 5 ul IPP145-Puffer pro Oozyte mit Hilfe von sterilen
Einwegkantilen (Durchmesser 0,45 mm) lysiert und bei 16,000x g zentrifugiert. Der

zytosolische Uberstand wurde mit FREON (Merck) extrahiert, um Dotterproteine zu
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entfernen. Die Gesamt-Proteinmenge dieses S16 Extraktes betrug ca. 9 mg. Der
Extrakt wurde in 40 ml IPP145 verdiinnt, mit 300 pl IgG-Sepharose (GE Healthcare)
versetzt und Uber Nacht bei 4°C rotiert. Am nachsten Tag wurde der Uberstand
abgenommen und das Sepharose-Pellet vier Mal mit IPP145 Puffer gewaschen.
Anschlie3end folgten drei Waschschritte mit TEV-Reaktionspuffer. Die Elution erfolgte
in 6 ml TEV-Reaktionspuffer und mit 150 U AcTEV (Invitrogen) rotierend flr 4 h bei
16°C. Danach wurde die NaCl-Konzentration von 50 mM auf 150 mM erhdht und die
gebundenen Proteine durch Rotation bei 16°C fir weitere 2 h eluiert.

Die eluierten Proteine wurden durch Ultrazentrifugation einkonzentriert und durch
Zugabe von Natriumdeoxycholat und Trichloressigsaure prazipitiert. Anschliel?end
wurde das Protein-Pellet in 1x SDS-Ladepuffer gelést und im 8-16%igen SDS-PA-Gel

aufgetrennt. Die Farbung erfolgte mit kolloidalem Coomassie tber Nacht.

2.2.3.10. Massenspektrometrische Proteinanalyse

Die Identifizierung der Proteine wurde mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie von
Dr. Olaf Jahn aus der Abteilung Proteomics des Max-Planck-Instituts flr
Experimentelle Medizin durchgeflhrt.

Die Coomassie-Banden wurden aus dem Gel mit Hilfe steriler Pipettenspitzen
herausgepickt und in einer automatisierten Plattform fir die Identifizierung
gelelektrophoretisch aufgetrennter Proteine analysiert (Jahn et al. 2006; Reumann et
al. 2007; Werner et al. 2007). Mit Hilfe eines Ultraflex MALDI-TOF-
Massenspektrometers (Bruker Daltonics) wurden sowohl Peptidmassen-Fingerprint
(PMF) als auch die Fragment-lonenspektren generiert. Mit den Informationen Uber
Peptidmasse und Peptidsequenz war die eindeutige Protein-Identifizierung moglich.
Um die nichtredundante NCBI-Primarsequenz-Datenbank auf passende Xenopus
laevis Sequenzen zu durchsuchen, wurde die Mascot Software 2.0 (Matrix Science)
benutzt. Die dabei verwendeten Parameter sind in Werner et al. 2007 und Reumann et
al. 2007 beschrieben. Alle Datensatze wurden nochmals ohne Taxonomie-
Einschrankung mit der Datenbank verglichen, um eventuelle Xenopus tropicalis-
Sequenzen zu finden. Ein Protein wurde als sicher identifiziert angesehen, wenn
mindestens vier Peptidmassen aus dem PMF und mindestens ein sequenziertes
Peptid mit einem Homologiewert oberhalb der Signifikanzschwelle von 26 mit der

Proteinsequenz Ubereinstimmen (Reumann et al. 2007; Werner et al. 2007).

2.2.3.11. Western Blot Transfer

Es wurden horizontale Elektrotransfer-Apparaturen der Firma Biometra (Gottingen),
Blotting-Papier (3 MM) und Nitrozellulose-Membran der Firma Whatman (Dassel)

verwendet. Membran und Papier wurden vollstindig in Protein-Transferpuffer
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eingeweicht und dann Luftblasen-frei in folgender Reihenfolge auf die Anode des
Transfer-Apparates gestapelt: 3 Blatter Papier, Membran, Gel, 3 Blatter Papier. Die
Kathode wurde aufgesetzt und der Transfer bei 30 V, 250 mA fir ca. 1 — 1,5 h
durchgefthrt (modifiziert nach. Towbin et al. 1979; Ausubel et al. 2002, 10.8).

2.2.3.12. Proteindetektion mit Antikérpern

Nach dem Proteintransfer wurde die Membran fir 1 h oder Uber Nacht in
Blockierungspuffer  (TBS/Tween mit 5% Milchpulver) inkubiert. Alle
Antikorperinkubationen und Waschschritte erfolgten in TBS/Tween. Die Inkubationen
mit dem Erst- und dem Zweitantikbrper wurden fir je 1h bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Danach wurde die Membran jeweils drei Mal 10 min lang gewaschen.
Fur die Detektion wurden das ECL+ Detektionskit von GE Healthcare und das Super
Signal Dura West ECL Kit der Firma Pierce jeweils nach Herstellerangaben verwendet.
Die Lésungen des Dura West Kits wurden 1/10 verdunnt eingesetzt.

Es wurden Filme der Firmen GE Healthcare und Pierce belichtet und diese in einem
Rontgenfilm-Entwicklungsgerat (Optimax Typ TR, MS-Laborgerate, Wiesloch)

entwickelt.

2.2.3.13. Ko-Immunoprazipitation von Proteinen aus Oozytenlysat

Dazu wurde pro Ansatz zunachst S16 Extrakt aus 100 Stadium IlI-IV oder Stadium V-
VI Oozyten in IPP145-Puffer (5-10 ul/Oozyte) hergestellt. Zu dem Extrakt wurde 1 — 1,5
Ml anti-Myc-Antikérper gegeben und der Ansatz bei 4°C fur 2 h auf einem Drehrad
rotiert. Dann wurden 15 ul Protein-A-Sepharose (Amersham) zugeben und der Ansatz
bei 4°C Uber Nacht rotiert. Am nachsten Tag wurde der Uberstand abgenommen und
das Sepharose-Pellet viermal mit je 500 pl kaltem IPP145-Puffer gewaschen.
Anschlielend wurde das Pellet in 30 ul 2x SDS-Auftragspuffer resuspendiert, um die
gebundenen Proteine abzulésen. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE und Western
Blot analysiert (Ausubel et al. 2002, 20.5).

2.2.3.14. Zonalzentrifugation

Durch Ultrazentrifugation werden Partikel, wie z.B. Protein-Komplexe, nach ihrem
Sedimentationskoeffizienten aufgetrennt. Da sich das Schwerefeld innerhalb des
Roéhrchens abhangig vom Rotationsradius andert, wurde ein Glycerolgradient
vorgelegt, der die Sedimentation mit steigendem Radius abbremst und die
Vermischung der Partikel aufgrund von Konvektion verhindert (Lottspeich und Zorbas
1998).

Zur Herstellung des Glycerol-Gradienten wurde 1 ml S100-Puffer mit 5% Glycerol mit 1

ml S100 Puffer mit 60% Glycerol in einem 2,2 ml-Ultrazentrifugenréhrchen (Beckman,
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Krefeld) unterschichtet. Das Roéhrchen wurde mit Parafilm verschlossen, vorsichtig
waagerecht hingelegt und 1 h bei 4°C aufbewahrt. Danach wurde es vorsichtig wieder
aufgestellt, gedffnet und der Glycerolpuffer wurde mit Oozytenextrakt in S100-Puffer
(5% Glycerol) Uberschichtet. Die Zentrifugation erfolgte in einer Ultrazentrifuge (Optima
TL, Beckman) im Ausschwingrotor TLS 55 bei 55,000 rpm (max. 259,000x g) fur 4 h.
Nach erfolgter Zentrifugation wurden 11 Fraktionen zu je 200 pl durch vorsichtiges
Abpipettieren gewonnen. Die Proteine in den Fraktionen wurden durch Zugabe von 1
ml kaltem Aceton und einstindiger Inkubation bei -20°C prazipitiert, anschlielend
abzentrifugiert, mit 75%igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 1x SDS-
Ladepuffer aufgenommen. Die fraktionierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE und

Western Blot analysiert.

2.2.4. Tierexperimentelle Methoden

2.2.4.1. Testis-Praparation

Zur Gewinnung der Hoden wurde ein adultes Mannchen zunachst fir 20 min in
0,2%iger  3-Aminobenzoesaureethylesther-Losung betdubt und anschlielend
dekapitiert. Nach Offnung des Bauchraumes wurden die beiden Hoden entnommen,
von Blut und Gewebe gereinigt und sofort in eiskalten 1x MBS-Puffer Gberfihrt. Die

Hoden konnten darin bei 4°C bis zu 5 Tagen aufbewahrt werden (Sive et al. 1998).

2.2.4.2. Eiablage und in-vitro-Befruchtung

Um die Eiablage zu stimulieren, wurde den Xenopus-Weibchen ca. 12 h vor der
gewulnschten Ablagezeit 900 U HCG (Sigma) in die dorsalen Lymphsacke injiziert. Bis
zur Eiablage wurden die Weibchen bei 16°C aufbewahrt. Die Ablage erfolgte entweder
spontan oder wurde durch sanftes Massieren des Bauches und des Rickens
unterstitzt. Die Eier wurden in Petrischalen abgelegt und sofort mit einer Suspension
aus frischem Testis-Gewebe befruchtet. Dazu wurde ein Stlick Testis vorher mit einem
Skalpell in eiskaltem 1x MBS zerkleinert und mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze
suspendiert. 50 pl dieser Suspension wurden zu dem Gelege gegeben, und mit 450 ul
H,O verdinnt, um die Spermien zu mobilisieren. Anschlieend wurden die Spermien
und die Eier mit einer Pipettenspitze griindlich vermischt. Nach ca. 15 min wurde das
Gelege mit 0,1x MBS Uberschichtet, um ein Austrocknen zu verhindern. 20 bis 40 min
nach der Befruchtung wurden die Embryonen durch eine Behandlung mit einer 2%igen
Cystein-Losung (pH7,9) von ihrer Gallerthiille befreit und danach griindlich in 0,1x MBS
gewaschen. Albino-Embryonen wurden anschlieRend mit Nilblau angefarbt (nach Sive
et al. 1998).
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2.2.4.3. Gewinnung von Xenopus Ovarien

Vor der operativen Entnahme von Ovarialgewebe aus adulten Xenopus laevis—
Weibchen wurden diese in 0,2%ige 3-Aminobenzoesaureethylesther-Lésung (Roth) fiir
10 bis 15 min anasthesiert. Die Operation wurde semisteril auf Eis ausgeflihrt. Dazu
wurde mit einer Operationsschere zunachst die Lederhaut und dann die
Bauchmuskulatur mit einem kleinen Schnitt gedffnet, so dass die Ovarien sichtbar
wurden. Nun konnten mit einer Pinzette die Ovarlappen entnommen werden.
AnschlieRend wurden das Hautchen Uber dem Muskelgewebe und die obere
Lederhaut mit resorbierbaren Nahtmaterial (Vicryl, Ethicon, Norderstedt) separat
zugenaht. Der Frosch wurde nach der Operation in 0,6 %ige Kochsalzlésung gesetzt.
Um die Oozyten zu vereinzeln, wurden diese fir 1,5 h in einer Lésung von 0,1 mg/ml
Kollagenase (Liberase Blendzyme 3, Roche) in Kollagenase-Puffer bei
Raumtemperatur rotiert. Danach wurden die Oozyten mehrmals intensiv in 1x MBS
gewaschen und mit Hilfe von Nylonsieben verschiedener Maschengréfle nach Stadien
getrennt. Die Oozyten wurden bei 18°C in 1x MBS bis zur weiteren Verwendung
aufbewahrt (adaptiert nach Smith et al. 1991).

2.2.4.4. Mikroinjektionen in Embryonen und Oozyten

Mit Hilfe einer Glaskapillare kénnen Losungen von DNA, RNA, modifizierten
Oligonukleotiden oder Proteinen in Xenopus-Embryonen und —Oozyten injiziert werden
(nach Sive et al. 1998). Dazu wurden die Kapillaren (GC100F-10, Harvard Apparatus,
Edenbridge, UK) zunachst mit einem Nadelziehgerat (Narishige, Tokyo) ausgezogen.
Die entsprechende Ldsung wurde mit Microloader-Pipettenspitze (Eppendorf) in die
Kapillare geflllt und die Kapillarspitze mit einer Pinzette unter dem Binokular gedéffnet.
Die Mikroinjektion erfolgte mit Hilfe eines luftdruckregulierten Mikroinjektionsapparates
(PV 820, World Precision Instruments, Berlin). Durch die Regulierung von Druck und
Injektionszeit wurde die TropfengréflRe eingestellt. Sie betrug 5 nl bei der Injektion von
Embryonen und 2 — 30 nl bei der Oozyteninjektion. Die Injektion von Oozyten erfolgte
in 1x MBS, Embryonen wurden in Injektionspuffer (1x MBS, 1% Ficoll) injiziert.

Folgende Mengen RNA wurden injiziert:

Oozyten, Stadium II-llI: 100 pg DNA / Oozyte (Promotortest)
Oozyten, Stadium IlI-IV: bis zu 10 ng RNA / Oozyte (Uberexpression)
Oozyten, Stadium V-VI: bis zu 30 ng RNA / Oozyte (Uberexpression)
Embryonen, Stadium 1: 40 pg DNA / Embryo (Transgenesis)

Embryonen, Stadium 2: 500 pg RNA / Blastomer (Uberexpression)



Materialien und Methoden 48

2.2.4.5. Kultivierung von Embryonen und Oozyten

Nach der Mikroinjektion verblieben die Embryonen noch fur 2 — 3 h in Injektionspuffer
und wurden anschlieRend in 0,1x MBS transferiert. Sie wurden bei 12,5 — 18°C
kultiviert.
Die Kultivierung der Oozyten erfolgte ausschlieBlich bei 18°C in 1x MBS (nach Sive et
al. 1998).

2.2.4.6. Herstellung transgener Embryonen

Zur Generierung transgener Xenopus-Embryonen wurde die in diesem Labor fir
Xenopus etablierte Meganuklease-Technik verwendet. Dabei wird das gewlinschte
Plasmid in einem Restriktionsverdau von der Endonuklease I-Scel geschnitten und
dann mit dem kompletten Restriktionsansatz in Embryonen im Einzellstadium injiziert

(Pan et al. 2006). Der Restriktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

1wl 10x Restriktionspuffer (NEB)
1wl BSA (10 mg/ml)

1l DNA (100 ng/pl)

1l I-Scel (20 U/ul, NEB)

6 ul H,O

Der Ansatz wurde bei 37°C flir 40 min inkubiert und sofort im Anschlul} injiziert. Es
wurde besonderer Wert darauf gelegt, innerhalb von 40 bis 90 min nach der
Befruchtung in Einzell-Embryonen zu injizieren. Die Injektion erfolgte zwischen dem
animalen Pol des Einzell-Embryos und der Spermien-Eintrittstelle, die meist durch eine
Anreicherung von Pigment zu erkennen war. An dieser Stelle wurde die DNA moglichst
nah zu den beiden Zellkernen gebracht, so dass eine friihzeitige Integration in das

embryonale Genom wahrscheinlich war.

2.2.4.7. Identifizierung transgener Embryonen

Die Embryonen wurden im Stadium 40 in 0,01% 3-Aminobenzoesaureethylesther in
0,1x MBS narkotisiert und anschlieRend unter UV-Licht mittels GFP-Filter (514 nm bis

offen) auf GFP-Fluoreszenz in den Linsen untersucht.

2.2.4.8. Aufzucht transgener Xenopus-Embryonen

Die Embryonen wurden ausschlieBlich in 0,1x MBS gehalten und ab Stadium 41 mit
Sera Micron Staubfutter (Sera, Heinsberg) gefuttert. Nach Abschluss der

Metamorphose konnten die kleinen Frosche in stehendem Trinkwasser in



Materialien und Methoden 49

Plastikbehaltern (hauseigene Werkstatt, IKEA) gehalten werden. Sie wurden zunachst
mit Novo Grano Mix (JBL, Neuhofen) und spater mit Sterlet Sticks (Tetra Pond, Melle)
gefittert. Einmal wochentlich erfolgte eine Reinigung der Behalter und ein Austausch

des Wassers.
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3. Ergebnisse

3.1. Isolierung neuer Lokalisationsfaktoren

3.1.1. Versuchsstrategie

Um neue Lokalisationsfaktoren zu identifizieren, sollten Epitop-markierte
Vg1RBP-Varianten spezifisch in den Oozyten transgener Frosche exprimiert und
anschlieliend mitsamt ihrer Interaktionspartner affinitdtschromatographisch aufgereinigt
werden. Das Ziel der Aufreinigung war die Isolierung intakter Lokalisationskomplexe
und neuer RNA-Transportfaktoren, welche anschlielend im Hinblick auf ihre

Beteiligung am RNA-Transport charakterisiert werden sollten (Abb. 3.1).

Generierung transgener Frdsche fiir die Oozyten-spezifische Expression von TAP-Vg1RBP

v
Affinitatschromatographische Aufreinigung von TAP-Vg1RBP und Bindungspartnern

v

Charakterisierung neuer Vg1RBP-bindender Proteine

Abb. 3.1: Schematische Darstellung der Versuchsstrategie zur Isolierung und

Charakterisierung neuer RNA-Lokalisationsfaktoren.

Diese Strategie birgt verschiedene Vorteile. Der wichtigste ist die frihe
Expression der rekombinanten Proteine unter der Kontrolle eines entsprechenden
Promotors. Wird TAP-Vg1RBP zur gleichen Zeit wie endogenes Vg1RBP synthetisiert,
steht es bereits vor Beginn der RNA-Lokalisierung fur den Einbau in die
Transportkomplexe zur Verfugung. Vg1RBP 14t sich bereits in Stadium | Oozyten
nachweisen und bindet bereits im Kern, also zu Beginn der Lokalisation, an die RNA.
Es ist nicht bekannt, wie stabil die Lokalisationskomplexe sind und wie leicht ein
Protein daraus verdrangt werden kann. Die friihe Prasenz von TAP-Vg1RBP ist also
notwendig, um mit dem endogenen Protein gleich wahrend der ersten Bindungsschritte
kompetitieren zu kénnen und in ausreichender Menge in den Komplex integriert zu
werden.

AuRerdem ist die Funktionalitdt der Proteine durch die Synthese in den Oozyten
eher gewahrleistet als beispielsweise nach der Expression in Bakterienzellen, da

posttranslationale Modifikationen in den Oozyten korrekt durchgefiihrt werden kénnen.
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Mégliche Fehler- und Kontaminationsquellen, die bei der Aufreinigung der
rekombinanten Proteine aus Bakterien entstehen, sind ebenfalls ausgeschlossen.

Fir die Generierung transgener Frosche wurde das Meganuklease-Protokoll
ausgewahlt. Urspringlich fur die Verwendung in Medaka-Fischen entwickelt, wurde die
Methode kurzlich auch flr Xenopus laevis etabliert (Thermes et al. 2002; Pan et al.
2006). Die Meganuklease I-Scel ist eine Endonuklease, welche eine sehr lange
Erkennungssequenz von 18 bp besitzt. Das zu integrierende DNA-Fragment wird in ein
Plasmid eingeflgt, in welchem es von zwei dieser Meganuklease-Schnittstellen
flankiert wird. Das Plasmid wird mit diesem Enzym verdaut und der komplette
Restriktionsansatz anschliefend in Einzell-Embryonen injiziert. Die Nuklease fordert
durch einen bisher nicht bekannten Mechanismus die Integration der DNA in das
Genom des Embryos. Da rein statistisch aufgrund der langen Erkennungssequenz von
I-Scel praktisch keine Schnittstellen im Xenopus-Genom vorhanden sein sollten, kann
eine Fragmentierung der genomischen DNA ausgeschlossen werden. Die Methode ist
technisch sehr einfach und gewahrleistet eine hohe Uberlebensrate der Embryonen.
Eine Weitergabe der integrierten DNA an die F1-Generation konnte ebenfalls gezeigt
werden (Pan et al. 2006). Dies ist im Zusammenhang mit dem hier durchgefiihrten
Projekt besonders wichtig, da eine Integration und Expression in den Keimzellen fir die
gewahlte Strategie unerlallich ist.

Um den Aufwand der Tierhaltung so gering wie moglich zu halten, ist es
notwendig, transgene von nicht-transgenen Tieren moéglichst friih zu unterscheiden und
zu selektieren. Ideale Reporter sind fluoreszierende Proteine, da diese eine schnelle
und nicht-invasive Analyse ermdéglichen. Die Expression des Reporterproteins sollte
unter der Kontrolle eines Promotors erfolgen, welcher nicht nur im frihen Embryo,
sondern auch im erwachsenen Frosch in einem von auflen gut sichtbaren Gewebe
aktiv ist. Auf diese Weise kénnen die positiven Embryonen schon sehr frih identifiziert,
aber spater auch die Frosche vor der Oozyten-Isolierung noch einmal Uberprift
werden. Diese Kriterien werden von dem Linsen-spezifischen j-Crystallin1-Promotor
erfullt. Ein weiterer Vorteil ist die geringe bendtigte Promotorlange von nur 160 bp
(Offield et al. 2000). Fir diese Arbeit wurde allerdings ein Promotorfragment von 490
bp aus der Crystallin1-GFP3-Expressionskassette des pCry1GFP3-Plasmids (Offield
et al. 2000) verwendet.

Um eine Oozyten-spezifische Expression der Epitop-markierten Vg1RBP-
Varianten zu gewahrleisten, wurden diese unter die Kontrolle des TFIlIA-Promotors
gestellt. Die Aktivitat dieses Promotors ist im Frosch entwicklungsabhangig. Die
starkste Transkription des TFIIIA-Gens ist wahrend der fruhen Oogenese zu

beobachten (Ginsberg et al. 1984). Innerhalb des TFIlIIA-Promotors gibt es drei positiv-



Ergebnisse 52

regulierende Elemente E1, E2 und E3, die sich relativ zum Startkodon an den
Positionen -269 bis -264 (E1), -235 bis -220 (E2) und -669 bis -636 (E3) befinden (Pfaff
und Taylor 1992). Der Promotor wurde durch PCR direkt von genomischer DNA
amplifiziert; die dafir verwendeten PCR-Primer wurden so gewahlt, dass alle drei
Elemente im Promotorfragment enthalten waren. Die Sequenz des amplifizierten
Promotors wurde verifiziert, wobei festzustellen war, dass sie in einigen Basen von der
von Pfaff und Taylor publizierten Sequenz abwich. Allerdings waren alle drei
aktivierenden Elemente vollstandig und korrekt vorhanden. Wahrscheinlich wurde in
diesem Fall der Promotor einer allele Variante oder eines Pseudoallels amplifiziert.

Ein wichtiger Faktor bei der Affinitatsaufreinigung von Proteinen ist die Auswahl
des Epitop-Tags, da dieser die Eigenschaften des Fusionsproteins und die Effizienz
der Isolierung mafgeblich beeinflussen kann. Um groRe Proteinkomplexe mit
vermutlich schwachen Bindungen zu isolieren, empfiehlt es sich, die Bedingungen
maoglichst nativ zu halten. Je milder die Aufreinigungsbedingungen, umso grofer ist
allerdings die Gefahr von Verunreinigungen. Eine Lésung fir dieses Problem bietet die
Strategie der Tandem-Affinitatschromatographie (TAP, Rigaut et al. 1999)). Hier
werden zwei verschiedene Epitop-Tags hintereinander geschalten, so dall zwei
aufeinanderfolgende Aufreinigungsschritte unter moglichst nativen Bedingungen
durchgefiihrt werden konnen. So wird eine schonende Aufreinigung bei hoher
Spezifitat gewahrleistet. In dieser Arbeit wurde der TAP-Tag der Firma Cellzome
(Heidelberg) verwendet. Er besteht aus einem distalen Protein-A-Anteil, welcher
hochaffin an Immunoglobuline bindet, und dem proximalen Calmodulin-bindenden
Peptid (CBP). Beide Teile sind durch eine Schnittstelle der Tobacco-Etch-Virus-
Protease (TEV) getrennt, was eine Elution durch Abspaltung des Protein-A-Anteils
nach dem ersten Reinigungsschritt ermdglicht. Daraus ergibt sich folgende
Aufreinigungsstrategie: 1. Bindung des Proteinkomplexes an IgG-Sepharose, 2. Elution
durch TEV-Verdau, 3. Bindung an Calmodulin-Sepharose, 4. Elution durch Inkubation
mit SDS. Es wurden sowohl N- als auch C-terminal TAP-markierte Vg1RBP-Varianten
hergestellt.

Der Aufbau des Meganuklease-Plasmids mit den beiden Expressionskassetten

kann der Abb. 3.2 entnommen werden.
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A I-Scel IScel
Meganuklease-Vektor )—Ll:—h-cwstallin' TFIIA

B
TEV
N-TAP-Vg1RBP wPro.ALLCBR.JI RRM1 i RRM2 s KH1 i KH2 Wl KH3 B KH4

TEV
C-TAP-Vg1RBP L_RRM1_H_RRM2 M KH1 i KH2 B KH3 A KH4 B Pro AT CBR

Abb. 3.2: Schematische Darstellung des Meganuklease-Plasmids und der TAP-Vg1RBP-
Fusionsproteine.

(A) Zwei Expressionskassetten werden von 18 bp langen Erkennungssequenzen der
Endonuklease I-Scel flankiert. Der j-Crystallin1-Promotor reguliert die Expression von GFP in
der Augenlinse, wahrend der Oozyten-spezifische TFIlIA-Promotor die Transkription des
Epitop-markierten Vg1RBP kontrolliert. (B) Aufbau der TAP-Epitop-markierten Fusionsproteine.
Es wurde sowohl ein Plasmid fir N-terminal markiertes Vg1RBP, als auch ein Vektor fir C-
terminal markiertes Vg1RBP hergestellt. |-Scel: Meganuklease-Erkennunssequenz, GFP:
grunfluoreszierendes Protein, »Crystallin: j~Crystallin1l-Promotor, TFIIIA: Transkriptionsfaktor-
IlI-A-Promotor, TAP: kodierende Sequenz der Epitopmarkierung fir die Tandem-
Affinititdtschromatographie, Vg1RBP: kodierende Sequenz des Vg1-RNA-bindenden Proteins,
Pro. A: Protein A, CBP: Calmodulin-bindendes Peptid, TEV: tobacco etch virus-Protease, RRM
1/2: RNA-Erkennungsmotif, KH: hnRNP-K-Homologie-Domane.

3.1.2. Promotoranalysen

Die Funktionalitat der verwendeten Promotorfragmente wurde bereits
beschrieben (Hall und Taylor 1989; Pfaff und Taylor 1992; Offield et al. 2000). Da diese
aber von entscheidender Bedeutung flr den experimentellen Ansatz ist, sollten die
publizierten Ergebnisse nochmals bestatigt werden, um endgultige Gewissheit Uber die
Promotoraktivitdten zu erlangen. Dazu wurden zwei verschiedene Techniken
eingesetzt.

Um die Aktivitdt des TFIIIA-Promotor-Fragmentes in frihen Oozyten zu
Uberprifen, wurde dieses vor die kodierende Sequenz von GFP3 kloniert. 100 pg des
TFIIA-GFP3-Plasmids wurden anschliefend in die Zellkerne von Xenopus-Oozyten
der Stadien Il und |Ill injiziert. Nach 24 h wurde die Expression von GFP
fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Abb. 3.3). Als Positivkontrolle diente ein
Plasmid, in dem eGFP unter der Kontrolle des ubiquitar stark aktiven Cytomegalovirus
(CMV)-Promotors steht. In den CMV-injizierten Oozyten zeigte sich eine starke GFP-
Expression. Auch in den TFlllA-injizierten Oozyten war die GFP-Fluoreszenz deutlich

zu erkennen, jedoch schwacher als in der Positivkontrolle. AuRerdem fluoreszierten
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weniger Oozyten als in der Positivkontrolle. Da zwei verschiedene GFP-Varianten
verwendet wurden, |aBt sich die Transkriptionsaktivitat der Promotoren nicht anhand
der Fluoreszenz-Intensitdten messen. Der Vergleich mit den nicht-injizierten
Kontrolloozyten belegt dennoch eindeutig die Aktivitdt des TFIIIA-Promotorfragmentes
in fruhen Oozyten.

Um die Aktivitdt des »Crystallinl-Promotors in den Linsen transgener Tiere zu
Uberprifen, wurde ein Fragment dieses Promotors vor die kodierende Sequenz von
GFP geschalten und in einen Vektor kloniert, in dem sie von zwei Meganuklease-
Schnittstellen flankiert werden. Mit Hilfe der Meganuklease-Methode wurden transgene
Embryonen hergestellt, welche auf die Expression von GFP in den Linsen hin
untersucht wurden. Dabei konnte gezeigt werden, dass das 490-bp-Fragment des -
Crystallin1-Promotors die Transkription von GFP ausreichend aktiviert (Abb. 3.4), um

eine friihe Selektion transgener Tiere zu ermdglichen.

weill (178 ms) GFP (178 ms) GFP (855 ms)

CMV-eGFP
(100 pg)

TFIIA-GFP

(100 pg)

nicht injiziert

Abb. 3.3: Das 670bp-Fragment des TFIlIA-Promotors ist in friihen Xenopus-Oozyten aktiv.
GFP-Expression nach Injektion von nicht-linearisierter Plasmid-DNA in Stadium II-Ill Oozyten.
(A, B) CMV-eGFP, (C - E) TFIIIA-GFP und (F - H) nicht injizierte Kontroll-Oozyten. Die Oozyten
wurden entweder unter Weilllicht (weil) oder unter UV-Licht mit einem GFP-Filter (514 nm bis

offen) analysiert. Die jeweiligen Belichtungszeiten sind in Klammern angegeben.
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Abb. 3.4: Expression des »Crystallin1-GFP-Reporters in den Linsen transgener Xenopus
laevis.

Transgene Tiere wurden mit der Meganuklease-Methode generiert und bei UV-Licht unter
Verwendung eines GFP-Filters analysiert. (A - C) GFP-Expression in den Linsen transgener

Embryonen und (D) eines transgenen Frosches.

3.1.3. Generierung transgener Xenopus laevis Frosche und Analyse der

transgenen Tiere

Es wurden mittels der Meganuklease-Methode transgene Xenopus-laevis-
Embryonen generiert und diese im Stadium 40 anhand der GFP-Fluoreszenz in der
Augenlinse selektiert.

Die Anzahl der Tiere, die eine GFP-Expression zeigten, variierte dabei stark. In
Tabelle 3.1 sind die Ergebnisse von vier beispielhaften Injektionen von
unterschiedlichen Tagen aufgelistet. Da j~Crystallinl ein starker Promotor ist, bestand
die Mdglichkeit, dass die beobachtete GFP-Expression von einer Transkription direkt
vom nicht-integrierten Plasmid herrthrte. Dies konnte daran erkannt werden, dass sich
die GFP-Expression bei einigen Tieren im Laufe der Zeit durch eine durch Zellteilungen

bedingte "Verdlinnung" des Plasmids bzw. dessen Abbau verringerte.
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Gesamtzahl | GFP-Expression in beiden Augen | GFP-Expression in einem Auge
92 6 9
100 32 17
70 4 14
120 14 23

Tab. 3.1: Die Effizienz der Meganuklease-Methode.

Erfafl3t wurden hier nur Embryonen, die bis zum Stadium 40 tberlebten (Gesamtzahl).

Die Tiere wurden, unabhangig davon, ob sie GFP in beiden oder nur in einem
Auge exprimierten, bis zur Geschlechtsreife aufgezogen. Eine Expression in einem
Auge zeigte an, dass die Plasmid-Integration wahrscheinlich im Zweizellstadium
stattfand. In diesem Fall wurden die Oozyten aus der jeweils positive Korperhalfte
isoliert. Es wurde ein Geschlechterverhaltnis von ungefahr 1/1 beobachtet (Tab. 3.2).
Vor der operativen Isolierung der Oozyten wurde die GFP-Expression in den Linsen
erneut Uberprift, so dass sichergestellt war, dass nur GFP-positive Tiere analysiert
wurden. Die Oozyten wurden durch Inkubation mit Kollagenase vereinzelt und
anschlielend auf die Integration der DNA und die Genexpression auf RNA- und

Proteinebene untersucht.

Konstrukt Gesamtzahl weiblich mannlich
N-TAP-Vg1RBP 20 10 10
C-TAP-Vg1RBP 22 10 12

Tab. 3.2: Gesamtzahl der adulten transgenen Frésche mit GFP-Expression.

3.1.3.1. DNA-Analyse der transgenen Frosche

Fur die DNA-Analyse wurden sehr friihe Oozyten der Stadien | — Il verwendet, da
sie im Verhaltnis zur DNA ein besonders geringes Zellvolumen besitzen. Dies
verringert den Anteil an RNA, welche die Aufreinigung der genomischen DNA stort.
Mittels PCR wurde in der genomischen DNA die Prasenz des Transgens Uberpruft.
Dafiir wurden drei verschiedene Primerpaare verwendet, welche sowohl in den
kodierenden Sequenzen von GFP und TAP-Vg1RBP als auch im TFIIIA-Promotor
binden (Abb. 3.5A). Auf diese Weise wurde nicht nur die Integration, sondern auch eine
eventuelle vorangegangene Fragmentierung und der mdgliche Verlust von Teilen der
transgenen DNA erkennbar. Abb. 3.5B zeigt, dass 11 der 19 analysierten Frosche in
allen drei PCR-Analysen positiv waren (Frésche 3, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 14, 16, 18 und
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19). Fur andere Tiere konnte zwar mit Primerpaar A, welches in der GFP-Sequenz
bindet, ein PCR-Produkt nachgewiesen werden, nicht aber mit den Primerpaaren B/B'
bzw. C/C' (Frosche 1, 7, 13 und 17). Aullerdem variiert die Bandenstarke zwischen
den einzelnen Tieren und zwischen den Primerpaaren. Die unterschiedlichen
Bandenstarken lassen sich durch eine Integration variabler Kopienzahlen erklaren.
Aullerdem scheint es bei einigen Tieren zu Fragmentierungen der transgenen DNA
und anschlieender Integration in das Genom gekommen zu sein, da nicht jede PCR
zu einem Produkt fuhrte. SchlieRlich konnte fur einige der untersuchten Tiere in keinem
der drei PCR-Ansatze ein Produkt nachgewiesen werden (Frosche 2, 4, 12 und 15).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die DNA bei diesen Tieren mosaisch in das
Genom integriert wurde, da eine GFP-Expression im Auge sichtbar war, die GFP-

Sequenz in der Oozyten-DNA aber nicht nachgewiesen werden konnte.

3.1.3.2. Analyse der RNA-Expression in den Oozyten transgener Frosche

Die Analyse der RNA aus Oozyten der Stadien Il - IV erfolgte durch RT-PCR und
zeigt, dass TAP-Vg1RBP nur in wenigen Fréschen und dann nur sehr schwach
transkribiert wurde (Frosche 3, 9, 11, 13, 18, Abb. 3.5). Interessanterweise ist ein
Transkript in der RNA des Frosches 13 nachweisbar, obwohl die DNA-Analyse mit den
Primerpaaren B' und C', welche in der TFIlIIA-Expressionskassette binden, kein PCR-
Produkt ergab. Entweder ist die transgene DNA nur wenigen Oozyten vorhanden, wird

dort aber effizient transkribiert, oder es handelt sich um eine Kontamination.

B (o] A B c
> <« > « > <

» > » < » e
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transgene Frosche
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Abb. 3.5: Nachweis der transgenen DNA und RNA in den Oozyten GFP-exprimierender
Frosche.

(A) Schematische Darstellung der Primer-Bindungsstellen im Meganuklease-Plasmid. Es
wurden 3 Primerpaare verwendet. Primerpaar A bindet in der kodierenden Sequenz von GFP,
Paar B/B’ bindet im TFIlIA-Promotor und in der kodierenden Sequenz des Fusionsproteins,
Paar C/C’ bindet in den Sequenzen von Vg1RBP und des TAP-Tags. (B) Genomische DNA
wurde aus den Oozyten transgener Frdsche isoliert und mittels PCR auf die Integration der
transgenen DNA untersucht. Die PCR mit Histon H4-Primern dient zur Beurteilung der
Verwendung gleicher DNA-Mengen. Die Nummern entsprechen den laufenden Nummern der
transgenen Frosche (vgl. Tabelle 3.3), wt — Wildtyp, H,O — Wasserkontrolle, pos. — Plasmid-
DNA. Frosch 4 exprimierte zwar in einem Auge GFP, die Oozyten wurden aber
falschlicherweise aus der anderen Korperhalfte isoliert. (C) Analyse der RNA transgener
Frésche durch RT-PCR. Gesamt-RNA wurde aus Stadium-lll-Oozyten transgener Frdsche
isoliert, in cDNA umgeschrieben und durch PCR mit den oben angegebenen Primerpaaren
analysiert. H4 — RT: PCR ohne vorherige reverse Transkription, um zu zeigen, dass die RNA-
Praparation nicht mit genomischer DNA kontaminiert war. Histon H4 PCR dient zur Beurteilung
der Verwendung gleicher RNA- bzw. cDNA-Mengen. Die Beschriftung ist identisch mit (B). Die
PCR mit den Primern C/C' wurde mit 35 Zyklen durchgefihrt, H4 mit 25 Zyklen und H4 — RT
ebenfalls mit 35 Zyklen.

3.1.3.3. Analyse der Proteinexpression

SchlieBlich wurde die Genexpression auf der Proteinebene analysiert. Daflr
wurden S16 Extrakte von Oozyten in einem SDS-PA-Gel aufgetrennt, auf eine
Membran Ubertragen und die Expression von TAP-Vg1RBP mit einem anti-Vg1RBP-
und einem anti-CBP-Antikorper, welcher das Calmodulin-bindende Peptid im TAP-Tag
erkennt, Uberpruft. Als Positivkontrolle diente Extrakt von Oozyten, in welchen TAP-
Vg1RBP durch mRNA-Mikroinjektion Uberexprimiert wurde (Abb. 3.6A und C). Es
wurde eine detaillierte Analyse durchgeflihrt, in der alle Stadien der Oozyten jedes
Frosches einzeln und in verschiedenen Mengen untersucht wurden. Dies ist in Abb.
3.6B beispielhaft fiir ein Tier wiedergegeben. Abb. 3.6C zeigt eine Ubersicht tber alle
untersuchten Frésche. Bei keinem der transgenen Frésche konnte eine Expression von
TAP-Vg1RBP nachgewiesen werden. Die oben beschriebenen RT-PCR-Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die Ursache fir die fehlende Expression der TAP-markierten
Vg1RBP-Variante auf der Transkriptionsebene zu suchen ist.

In Tabelle 3.3 sind die Ergebnisse aller Analysen zusammenfassend dargestellt.
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Abb. 3.6: Analyse der Expression von TAP-Vg1RBP in den Oozyten transgener Frosche.

Die Oozyten adulter Frésche wurden isoliert und nach Stadien sortiert. S16 Oozytenextrakt aller
Stadien wurde mittels SDS-PAGE und Western Blot untersucht. (A) TAP-Vg1RBP-
Fusionsprotein wird nach mRNA-Injektion in Oozyten exprimiert und dient bei den Analysen als
Positivkontrolle. Der Nachweis des endogenen und des rekombinanten Proteins erfolgte durch
den anti-Vg1RBP-Antikorper. (B) Beispiel fir die detaillierte Analyse der Proteinexpression, die
fur jedes der transgenen Tier durchgefiihrt wurde. S16 Extrakt von 1 bzw. 5
Oozytenaquivalenten (OE) wurde jeweils fiir die Oogenese-Stadien | - VI auf die Vg1RBP-
Expression hin im Western Blot Uberprift. (C) Ubersicht tber die Vg1RBP- und TAP-Vg1RBP-
Expression aller analysierten Tiere. Hierfir wurde jeweils 1 Oozytenaquivalent aufgetragen.
Vg1RBP wird durch den anti-Vg1RBP-Antikorper, der TAP-Tag durch einen anti-CBP-
Antikdrper nachgewiesen. Auf der linken Seite sind die ProteingréRen in kDa angegeben. Die
Zahlen Uber den Blots entsprechen den laufenden Nummern der analysierten Frésche. +

kennzeichnet die Positivkontrolle.
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Frosch Konstrukt DNA-Integration RNA- Protein-Expression
Nr. Expression
y-crys-GFP TFINA- TAP-Vg1RBP |  jcrys- | TAP-Vg1RBP
TAP- GFP
Vg1RBP
1 N-TAP- + (+) - + -
2 Vg1RBP - - - + -
3 + + (+) + -
4 - - - - -
5 + + - + -
6 + + - + -
7 + - - + -
8 Vg1RBP- + (+) - + -
9 C-TAP + + (+) + -
10 + + - + -
11 + + + + -
12 - - - + -
13 + - + + -
14 N-TAP- + + - + -
15 Vg1RBP - - - + ;
16 + + - + -
17 Vg1RBP- + ; - + -
18 C-TAP + + - + -
19 + + - + _

Tab. 3.3: Zusammenfassung der Analyse aller untersuchten transgenen Tiere.

Angegeben sind die laufenden Froschnummern, welche auch in Abb. 3.4 und 3.5 fur die
Beschriftung der DNA-, RNA- und Proteinanalysen verwendet werden. + = starke Bande bzw.
starke GFP-Fluoreszenz, (+) = sehr schwache Bande, - = keine Bande bzw. keine GFP-
Fluoreszenz. Wie oben schon beschrieben, exprimierte Frosch 4 im Auge auf der analysierten

Korperseite kein GFP.

3.1.4. Expression der rekombinanten Proteine durch Mikroinjektion von mRNA

Die Aufreinigung neuer Lokalisationsfaktoren gemeinsam mit Epitop-markiertem
Vg1RBP aus den Oozyten transgener Frosche war nicht mdoglich, da das
Fusionsprotein von den transgenen Tieren nicht exprimiert wurde. Daher wurde ein
alternativer Ansatz verfolgt, in dem TAP-Vg1RBP nach Mikroinjektion von in vitro
transkribierter mRNA in den Oozyten synthetisiert wird. Wie in Abbildung 3.5A
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ersichtlich wird, konnte die Expression von TAP-Vg1RBP einfach mit Hilfe des anti-
Vg1RBP-Antikorpers Uberprift werden. Eine besondere Herausforderung besteht
allerdings in der Uberpriifung der Funktionalitdt der rekombinanten Proteine. Da die
Aufgabe von Vg1RBP wahrend der RNA-Lokalisation in der Xenopus-Oozyte bislang
vollig unklar ist, gibt es keine funktionellen Tests, um diese verlasslich zu Uberprifen.
Allerdings ist bekannt, dass Vg1RBP bei Ultrazentrifugation von Oozytenextrakt mit
ER-Markern und Ribosomen kosedimentiert (Deshler et al. 1997). Dies deutet darauf
hin, dass das Protein Teil groRer Komplexe ist. Bei vorheriger Inkubation des Extraktes
mit RNase verringert sich die Sedimentationsgeschwindigkeit von Vg1RBP erheblich.
Die Komplexe enthalten also einen RNA-Anteil und zerfallen, wenn die RNA degradiert
wird.

Um endogenes mit Epitop-markiertem Protein zu vergleichen, wurde dieses
Experiment mit dem Extrakt von TAP-Vg1RBP-exprimierenden Oozyten durchgefihrt
und zeigte, dass sich die TAP-markierte Variante bei Ultrazentrifugation im
Glycerolgradienten (zur Verringerung der Sedimentationsgeschwindigkeit) fast genau
wie endogenes Vg1RBP verhalt (Abb. 3.7A). Nach der Fraktionierung ist der gréfe
Anteil beider Proteine in der Fraktion 8 zu finden. Wird dem Extrakt jedoch RNase
zugegeben, befinden sich die Proteine hauptsachlich in den Fraktionen 2 bis 4. TAP-
Vg1RBP scheint also ebenfalls in grolie RNA-Protein-Komplexe integriert zu werden,
und demzufolge funktionell zu sein. Es ist allerdings ersichtlich, dass nur ein Teil von
Vg1RBP in die schweren Fraktionen sedimentiert, der Rest scheint in kleineren
Komplexen gebunden. Um auszuschlieRen, dass Komplex-gebundenes TAP-Vg1RBP
fur die Affinitatsaufreinigung Gberhaupt nicht zuganglich ist, wurde der erste Schritt des
Tandem-Protokolls (die Bindung an IgG-Sepharose) im kleinen Mal3stab durchgefihrt,
und der nicht gebundene Uberstand im Glycerolgradienten zentrifugiert. Der Vergleich
des Startmaterials mit dem Uberstand nach der IgG-Bindung zeigt, dass nicht nur TAP-
Vg1RBP aus den leichten Fraktionen, sondern auch aus den hdéheren Fraktionen
depletiert wurde (Abb. 3.7B). TAP-markiertes Vg1RBP ist also auch in groRen
Komplexen genugend zuganglich und kann mit Hilfe von IgG-Sepharose isoliert
werden. Damit sind die Voraussetzungen fur die Durchfihrung der alternativen

Strategie also gegeben.
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Abb. 3.7: TAP-Vg1RBP ist in Komplexen derselben GrdéRenordnung gebunden wie
endogenes Vg1RBP und kann daraus mit IlgG-Sepharose gebunden werden.

TAP-Vg1RBP wurde durch mRNA-Mikroinjektion und in Oozyten Uberexprimiert. S16
Oozytenextrakt wurde wie unten beschrieben behandelt und anschlieRend durch
Ultrazentrifugation in einem Glycerolgradienten aufgetrennt und fraktioniert. Die Verteilung von
TAP-markiertem und endogenem Vg1RBP in den einzelnen Fraktionen wurde mittels SDS-
PAGE und Western Blot analysiert. Die Nummern tber Spuren geben die einzelnen Fraktionen
an, wobei 1 der Fraktion geringster Dichte und 11 der Fraktion mit der hdchsten Dichte
entspricht. Rechts sind die Positionen von TAP-Vg1RBP und Vg1RBP angegeben (A)
Verteilung von TAP-Vg1RBP und Vg1RBP nach Inkubation in Ab- bzw. Anwesenheit von
RNase A. (B) S16 Oozytenextrakt wurde Uber Nacht mit IgG-Sepharose inkubiert und der
ungebundene Uberstand anschlieRend durch Ultrazentrifugation in einem Glycerolgradienten
aufgetrennt und fraktioniert. Die Proteinverteilung in den einzelnen Fraktionen wurde mittels
SDS-PAGE und Western Blot analysiert.
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3.1.5. Aufreinigung der Riboproteinkomplexe mittels Tandem-

Affinitatschromatographie

Um eine fiur die Affinititschromatographie ausreichende Menge an
Ausgangsmaterial herzustellen, wurde jedes Fusionsprotein in 1000 Oozyten der
Stadien Il — IV exprimiert. Zusatzlich wurde das in vitro transkribierte
Lokalisationselement von Velo 7 ko-injiziert, um die Bildung neuer
Lokalisationskomplexen zu induzieren. Uberdies wurde in Uv-
Quervernetzungsexperimenten gezeigt, dass Velo 7 stark an Vg1RBP bindet (P.
Arthur, S. Koch, unveréffentlichte Daten). Alle Aufreinigungsschritte wurden unter
RNase-freien Bedingungen durchgefiihrt, um die Integritdit der RNP-Komplexe zu
gewahrleisten. Der Ablauf des Reinigungsprotokolls ist in Abb. 3.8 schematisch

dargestellt.

mRNA-Injektion in X /faevis Oozyten
und Uberexpression

S

Affinitatschromatographie mit IgG-Sepharose

\
v

Verdau durch TEV-Protease und
Elution durch Erhéhung der NaCl-Konzentration

v

SDS-PAGE und Coomassie-Farbung

\
v

MS/MALDI-TOF-Analyse

Abb. 3.8: Schematische Darstellung der Affinitatsaufreinigung Vg1RBP-bindender
Proteine im grof3en Mal3stab.

Das genaue Aufreinigungsprotokoll kann dem Kapitel 2.2.3.9 enthommen werden.

Aus den Oozyten wurde S16 Extrakt mit einem Gesamtprotein-Gehalt von ca. 9
mg gewonnen und mit IgG-Sepharose inkubiert. Die Sepharose wurde gewaschen und
in einen fir die TEV-Protease optimierten Puffer Uberfihrt. Dann wurde das
Fusionsprotein vom gebundenen Protein-A-Anteil durch TEV abgeschnitten und die
NaCl-Konzentration erhdht, um die Proteinkomplexe zu eluieren. Im urspriinglichen
Tandem-Protokoll ware nun ein zweiter Aufreinigungsschritt durchzufiihren. Auf diesen
wurde hier aus folgenden Griinden verzichtet: In Vorexperimenten war festgestellt
worden, dass schon bei der Bindung des Proteins an und der Elution von der IgG-
Sepharose ein bedeutender Anteil an Protein verloren geht. AuRerdem erfolgte die
Bindung an Calmodulin-Sepharose auflerst ineffizient und die Qualitat der Calmodulin-

Matrix kann stark schwanken (personliche Mitteilung von R. P. Jansen). Deshalb wurde
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das Eluat des ersten Reinigungsschrittes direkt analysiert und auf den zweiten Schritt

verzichtet. Die eluierte Losung in einem SDS-PA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und

mittels kolloidalem Coomassie angefarbt (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: TAP-VglRBP-bindende Proteine koénnen spezifisch durch Affinitats-
chromatographie mit IgG-Sepharose isoliert werden.

TAP-Vg1RBP bzw. TAP-Tag wurde durch mRNA-Mikroinjektion und anschlieflender Inkubation
in Oozyten der Stadien IlI-IV exprimiert. S16 Oozytenextrakt wurde Uber Nacht mit IgG-
Sepharose inkubiert und die gebundenen Proteinkomplexe durch Verdau mit TEV-Protease
eluiert. Die Proteine wurden einkonzentriert, ausgefallt und analysiert. (A) Auftrennung der
Eluate in einem 8-16%igen SDS-PA-Gel. Proteine wurden durch Farbung mit kolloidalem
Coomassie detektiert. Links sind die jeweiligen Proteingrofen in kDa angegeben. Rechts sind
die Proteinbanden schematisch dargestellt, die fir die massenspektrometrische Analyse gepickt
wurden. Die jeweils identifizierten Proteine sind angegeben. Mit einem Stern sind Abbau-
Produkte von CBP-Vg1RBP bzw. endogenem Vg1RBP gekennzeichnet. Die Namen der drei
Kandidatenproteine sind fett hervorgehoben. (B) Es wurden aquivalente Mengen Startmaterial
und ungebundener Extrakt (0,5 Oozytenaquivalente, OE) bzw. Eluat und ungebundenes
Material (~ 30 Oozytenaquivalente, OE) in einem SDS-PA-Gel aufgetrennt und auf eine
Membran Ubertragen. Die verschiedenen Formen von Vg1RBP wurden mit einem anti-Vg1RBP-
Antikoérper nachgewiesen. TAP-, CBP- und endogenes Vg1RBP sind rechts gekennzeichnet.
Mit einem Stern sind Vg1RBP-Abbau-Produkte markiert. (C) Gegenlberstellung der Eluat-
Banden aus (A) und (B). Links sind jeweils die Proteingréflen in kDa angegeben, rechts die

Positionen der spezifisch ko-prazipitierten Proteine gekennzeichnet.

Dabei zeigte sich, dass in den beiden Kontrollproben (nicht injizierte und TAP-
Tag exprimierende Oozyten) nur wenige Proteine unspezifisch gebunden waren. Es
wurde also bereits durch die Bindung an IgG-Sepharose ein erhebliches Mal} an
Reinheit erzielt. Die beiden TAP-Vg1RBP-Proben zeigen dagegen ein fast identisches
Bandenmuster (Abb. 3.9). Die Position des Epitop-Tags scheint demnach keinen
Einflul auf die Interaktionen mit Bindungspartnern zu haben. Als eine weitere Kontrolle
wurde ein Aliquot der IgG-Eluate im Western Blot auf die Anwesenheit von Vg1RBP
untersucht. Dabei wurde deutlich, dass die meisten Banden des Coomassie-Gels von
Vg1RBP herriihren (Abb. 3.9A). So finden sich im Eluat sowohl CBP-Vg1RBP als auch
endogenes Vg1RBP. Dies war zu erwarten, da Vg1RBP bekanntermalten Homodimere
bildet (Git und Standart 2002), und TAP-Vg1RBP demzufolge mit endogenem Vg1RBP
interagiert. Die fur endogenes Vg1RBP typische Doppelbande laf3t sich wahrscheinlich
auf eine Isoform von Vg1RBP zuruckfuhren (Griffin et al. 2003). Es wurden aber auch
Banden geringerer GroRen von dem anti-Vg1RBP-Antikérper detektiert und als
Vg1RBP in der massenspektrometrischen Analyse identifiziert, was auf Degradation
wahrend der Aufreinigung schlieBen lalt. Dies war wahrend der durchgeflhrten
Vorexperimente nicht zu beobachten gewesen und rihrt deshalb wahrscheinlich von

Volumen-reduzierenden Schritten her, die durch den groRen Malstab notwendig
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wurden. Eine Gegentberstellung von Western Blot und Coomassie-Gel zeigt, dass
sich die Western-Blot-Banden eindeutig denen des Gels zuordnen lassen (Abb. 3.9B).

Alle sichtbaren Banden wurden gepickt und massenspektrometrisch von der
Arbeitsgruppe Proteomics des MPI fur Experimentelle Medizin, Goéttingen, analysiert.
Abgesehen von Vg1RBP konnten drei Proteine eindeutig identifiziert werden (Tab.
3.4): embryonales Poly(A)-bindendes Protein (ePAB), Y-Box-bindendes Protein 2B
(FRGY-2B) und 42Sp50, eine Form des Elongationsfaktors 1 alpha (EF-1a). An dieser
Stelle mul3 erwahnt werden, dass die Identifizierung von ePAB zunachst durch den
Umstand erschwert wurde, dass es im Gel mit derselben Geschwindigkeit wie Vg1RBP
migriert. In der entsprechenden Bande wurde ePAB dementsprechend von Vg1RBP
maskiert. Aus diesem Grund wurden in der ersten MS-Analyse nur Vg1RBP-Peptide
sequenziert, obwohl die Probe auch Peptide enthielt, die ePAB zugeordnet werden
konnten. Eine detailliertere Untersuchung ergab, dass ePAB tatsachlich in der Probe
vorhanden war. Die Position der entsprechenden Proteinbanden im Coomassie-Gel ist
in Abb. 3.9 durch blaue Balken gekennzeichnet. Auferdem sind die Ergebnisse der
Analyse in Tabelle 3.4 zusammengefal’t.

Um zu Uberprifen, ob die identifizierten Proteine ausschlief3lich durch die
Bindung an TAP-Vg1RBP isoliert wurden, wurden dem Gel an den entsprechenden
Positionen in der TAP-Kontrollspur Proben entnommen und massenspektrometrisch
analysiert. Dabei zeigte sich, dass die Proteine in der Kontrollspur nicht vorhanden

waren und damit spezifisch an TAP-Vg1RBP binden.

Protein MS/MS- | Zugangsnummer der sequenzierte Peptide erstmals
Score Proteindatenbank beschrieben
Vg1RBP 233 AAC41285.1, GI:3136158 | FTITIIDAPGHR (Schwartz et al.
ITISPLQDLTLYNPER | 1992)
ePAB 27 Q98SP8.2, GI:94711253 | IVSTKPLYVALAQR (Voeltz et al.
2001)
FRGY-2b | 86 P45441.1, GIl:1175534 RPPPFFYR (Tafuri und
EDVFVHQTAIK Wolffe 1990)
EF-1a 192 P17506.2, Gl: 416929 FFDYPPLGR (Dje et al.
(42Sp50) FTITIDAPGHR 1990)

Tab. 3.4: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der massenspektrometrischen

Analyse.
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3.1.6. Funktionelle Analyse der identifizierten Interaktionspartner

3.1.6.1. ePAB, FRGY-2B und EF-la assoziierten in Abhangigkeit von RNA mit
Vg1lRBP

In der massenspektrometrischen Analyse waren drei potentielle Bindungspartner
fur Vg1RBP identifiziert worden. Fiir diese wurde die Bindung an Vg1RBP nochmals in
einem unabhangigen Experiment Uberprift und geklart, ob es sich hier um direkte
Protein-Protein-Interaktionen handelt, oder ob diese Uber die Bindung an dieselben
RNA-Moleklle vermittelt wird. Zur Beantwortung dieser Fragen wurden Ko-
Immunoprazipitationsexperimente durchgefiihrt. Dazu wurden Myc-Epitop-markierte
Konstrukte fir ePAB, FRGY-2B und EF-1a in vitro transkribiert und die RNA in Stadium
[1I-1V und Stadium V-VI Oozyten injiziert. Die exprimierten Fusionsproteine wurden von
anti-Myc-Antikérpern gebunden und mit Protein-A-Sepharose prazipitiert. Proteine,
welche an das Myc-Fusionsprotein binden, kénnen auf diese Weise ko-prazipitiert und
anschliellend im Western Blot nachgewiesen werden. Die Prazipitate wurden sowohl
auf die Anwesenheit von Vg1RBP (Abb. 3.10A), als auch der Myc-Fusionsproteine
selbst (Abb. 3.10B) Uberprift. Zunachst ist festzustellen, dass die Myc-Proteine
unterschiedlich stark exprimiert werden, aber in den Prazipitaten eindeutig
nachzuweisen sind. Wie ersichtlich wird, kann Vg1RBP mit allen drei Proteinen ko-
immunoprazipitiert werden, allerdings nur in Anwesenheit intakter RNA im
Oozytenextrakt (- RNase). Wird die RNA degradiert (+ RNase), geht auch die
Assoziation zwischen den Proteinen verloren. Dies a3t auf eine indirekte Interaktion
zwischen Vg1RBP und den drei Kandidatenproteinen, an der RNA essentiell beteiligt
ist, schlieRen. Auffallend ist, dass Myc-FRGY-2B, obwohl es nur sehr schwach
exprimiert wird (Abb. 3.10B), Vg1RBP trotzdem effizient ko-immunoprazipitieren kann
(Abb. 3.10A). Aulerdem scheint die Assoziation zwischen EF-1a und Vg1RBP in
Stadium VI Oozyten starker zu sein als in Stadium IlI-IV Oozyten, da in letzteren die
Vg1RBP Bande nach der Immunoprazipitation von EF-1a nur sehr schwach, bei
Verwendung der alteren Oozyten aber starker ist. Fir ePAB und FRGY-2B kann dieser
Stadien-abhangige Unterschied nicht beobachtet werden (Abb. 3.10A).
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Abb. 3.10: ePAB, FRGY-2B und EF-1a binden indirekt und RNA-abhangig an Vg1RBP.

Myc-Epitop-markierte Proteine wurden nach mRNA-Injektion in Oozyten der Stadien IlI-IV und
V-VI exprimiert. Es wurde S16 Extrakt hergestellt und fir 2 h mit anti-Myc-Antikérper in An-
bzw. Abwesenheit von RNase A inkubiert. Die Protein-Antikorper-Komplexe wurden mit Protein-
A-Sepharose prazipitiert und im Western Blot analysiert. (A) Vg1RBP im Startmaterial (1
Oozyten-Aquivalent, OE) und in den Ko-Immunoprézipitaten (100 OE). In Anwesenheit intakter
RNA kann Vg1RBP mit allen drei Proteinen ko-prazipitiert werden. (B) Kontrolle der Expression
und Immunoprazipitation (IP) der Myc-Fusionsproteine. Die Proteine werden unterschiedlich
stark exprimiert (Start, 1 OE), aber sowohl in An- als auch in Abwesenheit von RNase effizient

immunoprazipitiert (IP, 5 OE).

Die Assoziation der drei Kandidatenproteine an Vg1RBP konnte also bestatigt
werden. Doch findet diese Interaktion auch im Kontext der RNA-Lokalisierung statt?
Zur Beantwortung dieser Frage soll zunachst untersucht werden, ob die drei hier
identifizierten ~ Vg1RBP-Interaktionspartner auch ~ mit anderen  bekannten

Transportfaktoren interagieren.
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3.1.6.2. ePAB, FRGY-2B und EF-la interagieren auch mit anderen trans-

agierenden Lokalisationsfaktoren

Fir die Analyse der Interaktionen zwischen den drei Kandidatenproteinen und
bekannten Transportfaktoren wurde das oben beschriebene Experiment wiederholt und
mit spezifischen Antikdrpern getestet, welche dieser Faktoren in den Prazipitaten
vorhanden waren. Um gleichzeitig Informationen die RNA-Abhangigkeit moglicher
Bindungen zu erhalten, wurde die Immunoprazipitation sowohl unter RNase-freien
Bedingungen als auch in Anwesenheit von RNase durchgefiihrt. Die Expression der
Epitop-markierten Proteine und die Effizienz der Immunoprazipitation wurden im
Western Blot mit Hilfe eines anti-Myc-Antikorpers kontrolliert.

In Abb. 3.11A ist zunachst zu erkennen, dass Myc-markiertes EF-1a gut,
Vg1RBP und ePAB dagegen nur schwach, und FRGY-2B sehr schwach exprimiert
wurden (Spur 2 — 5). Alle Myc-Proteine kdnnen immunoprazipitiert werden (Spur 7 —
10, 12 - 15).

Sowohl Vg1RBP als auch ePAB assoziieren mit Staufen, einem trans-agierenden
Lokalisationsfaktor (Allison et al. 2004; Yoon und Mowry 2004), und EIrA, einem
Mitglied der Elav-Familie, welche erst kirzlich mit der RNA-Lokalisation in Verbindung
gebracht wurde (Spur 7, 8, Arthur et al., Manuskript eingereicht). Inwieweit auch EIrB1
mit Vg1RBP und ePAB assoziiert, kann nicht eindeutig festgestellt werden, da zwar ein
Protein mit der ungefahren Grélke von EIrB1 in den Prazipitaten von Vg1RBP und
ePAB detektiert werden kann, dieses aber im Startmaterial nicht zu erkennen ist. Eine
schwache Bande im Startmaterial, die ebenfalls EIrB1 entsprechen koénnte, wird
dagegen nicht in den Immunoprazipitaten detektiert. Nach Zugabe von RNase sind
Staufen und EIrA nicht mehr in den Prazipitaten nachweisbar (Abb. 3.11A, Spur 12,
13), d.h. die Interaktionen sind abhangig von intakten RNA-Molekulen.

Fir FRGY-2B und EF-1a sind die Assoziationen zu den untersuchten Proteinen
nicht so eindeutig zu detektieren. Staufen ist in den Immunoprazipitaten kaum zu
sehen (Spur 9, 10), und auch die potentielle EIrB1-Bande ist fast nicht zu erkennen.
Allerdings kann EIrA eindeutig nachgewiesen werden, wenn auch schwacher als in den
Prazipitaten von Vg1RBP und ePAB. Die Zugabe von RNase hat auch hier den Verlust
der Assoziation zu EIrA zur Folge (Spur 14, 15). In Abb. 3.11B ist eindeutig zu
erkennen, dass EF-1a tatsachlich mit Staufen interagiert. Interessanterweise kann
aber 40LoVe, ein weiterer trans-agierender Lokalisationsfaktor, nicht mit EF-1a
immunoprazipitiert werden (Abb. 3.11B, Czaplinski et al. 2005). Da der Nachweis von
40LoVe in Immunoprazipitaten aufgrund starker unspezifischer Bindungen des
verfigbaren Antikérpers schwierig ist, wurden die Interaktionen zwischen Vg1RBP,
ePAB und FRGY-2B hier nicht untersucht.
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Abb. 3.11: ePAB, FRGY-2B und EF-la binden auch an andere Proteinkomponenten des
mRNA-lokalisierenden Komplexes.

Myc-Epitop-markierte Versionen von Vg1RBP, ePAB, FRGY-2b und EF-1a wurden nach
mRNA-Mikroinjektion in Oozyten der Stadien Il und IV exprimiert. Es wurde S16 Extrakt
angefertigt und fir 2 h mit anti-Myc-Antikdrper in An- bzw. Abwesenheit von RNase A inkubiert.
Die Protein-Antikérper-Komplexe wurden mit Protein-A-Sepharose prazipitiert und im Westen
Blot analysiert. (A) Nachweis von Staufen1, Elr A und B1 und der Myc-Fusionsproteine in den
Immunopellets. Dabei wurde 1 OE S16 Extrakt (Start) und 100 OE Immunoprazipitat (IP) fur die
Analyse mit «-Staufen1 und a-HuR zur Detektion der Elav-Proteine bzw. 5 OE
Immunoprazipitat fir die Analyse mit a-myc aufgetragen. (B) Wiederholung der
Immunopréazipitation von myc-EF-1a zur Uberpriifung von Staufen1 und 40LoVe unter RNase-

freien Bedingungen.

Weitere Hinweise Uber eine mdgliche Assoziation kdnnen, wie unter 3.1.4 bereits
erortert, Uber die Sedimentationsgeschwindigkeit in einem Schwerefeld erhalten
werden. Fir diese Untersuchung wurden die drei zu analysierenden Proteine als Myc-
markierte Fusionsproteine in Stadium IlI-IV Oozyten exprimiert. Das Oozytenextrakt
wurde mit bzw. ohne RNase inkubiert und anschlie®end in der Ultrazentrifuge in einem

Glycerolgradienten zentrifugiert und fraktioniert. Die Fraktionen wurden halbiert und
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jeweils in zwei SDS-PA-Gelen aufgetrennt. Mittels Western Blot konnte nun die Ko-
Sedimentation mit verschiedenen Lokalisationsfaktoren Uberprift werden. Aus Abb.
3.12 wird ersichtlich, dass sich die drei Kandidatenproteine fast lUber den gesamten
Gradienten verteilen. Dabei ist ein nicht unerheblicher Anteil in den Fraktionen 6 bis 9
zu finden, in welchen sich auch Vg1RBP und 40LoVe als RNA-Transportkomplex-
Marker befinden. Wird die RNA degradiert, zerfallen die Ribonucleoprotein-Partikel und
die Proteine erreichen die schweren Fraktionen nicht mehr. Sie scheinen also nur in
Anwesenheit von RNA in groRe RNA-Protein-Komplexe eingebunden zu sein.
Zusammenfassend weisen die Experimente zur Untersuchung der Protein-
Protein-Interaktionen darauf hin, dass die in dieser Arbeit identifizierten Vg1RBP-
Bindungspartner ePAB, FRGY-2B und EF-1a in vivo mit bereits bekannten
Lokalisationsfaktoren interagieren und demzufolge tatsachlich an der Lokalisierung von

RNA-Molekilen beteiligt sein kdnnten.

Glycerol-Gradient
5% 60%

— T — e — O— “ - myc—ePAB
- ‘ : C e . myc-FRGY-2B
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“ l — g w— - myc-ePAB
+
" —— » myc-FRGY-2B
—— . W myc-EF-1a
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Abb. 3.12: ePAB, FRGY-2B und EF-la ko-sedimentieren im Schwerefeld mit den
Lokalisationsfaktoren Vg1RBP und 40LoVe.

Myc-markierte Fusionsproteine wurden in Stadium 1lI-IV Oozyten exprimiert. S16 Extrakte der
Oozyten wurden mit oder ohne RNase A inkubiert, im Glycerol-Gradienten durch
Ultrazentrifugation aufgetrennt, fraktioniert und mittels SDS-PAGE und Western Blot mit anti-
Myc-, anti-Vg1RBP und anti-40LoVe-Antikdrpern analysiert. IN — unfraktionierter S16 Extrakt.

Die Nummerierung gibt die Fraktionen an, wobei 1 der geringsten und 11 der hdchsten
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Glycerol-Konzentration und Sedimentationsgeschwindigkeit entspricht. Rechts sind die
jeweiligen Proteine angegeben. Die An- bzw. Abwesenheit von RNase ist links neben dem

jeweiligen Western Blot durch + oder - angegeben.

3.1.6.3. ePAB, FRGY-2B und EF-la binden ebenso wie Vg1RBP an lokalisierte

und nicht lokalisierte Transkripte

Interaktionen zwischen verschiedenen biologischen Makromolekilen kénnen auf
vielfaltige Weise nachgewiesen werden. An dieser Stelle bieten sich aufgrund der
einfachen Durchfihrung Ko-Immunoprazipitationsstudien an. In den nachfolgend
beschriebenen Experimenten wurden die zu untersuchenden Proteine mit einem Myc-
Epitop versehen und mit RNA in vitro bzw. in vivo inkubiert. Die Prazipitation erfolgte
dann durch eine anti-Myc-Antikérper-vermittelte Immobilisierung an Protein-G- bzw.
Protein-A-Sepharose. Die ko-prazipitierte RNA wurde dann entweder Uber ihre
Fluoreszenz-Markierung oder mittels RT-PCR nachgewiesen.

Zunachst wurde die Bindung bestimmter RNAs an die Kandidatenproteine in vitro
Uberprift. Hierzu wurden die verwendeten Proteine in Retikulozytenlysat in vitro
translatiert und die RNA-Molekdle in vitro transkribiert und dabei Fluoreszenz-markiert.
Nach einer gemeinsamen Inkubation wurden die Proteine mit einem anti-Myc-
Antikoérper immunoprazipitiert, RNA und Protein mit Phenol/CHCI; extrahiert, in einem
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und analysiert (Abb. 3.13A). Diese Art von
Experimenten wurde bislang mit radioaktiv markierter RNA durchgefiihrt. In diesem Fall
wurde statt radioaktiv markierter Nukleotide Alexa-UTP verwendet, welches
anschlief3end mit Hilfe eines Fluoreszenz-Imagers detektiert wurde.

Um potentielle Degradation der RNA wahrend der Bindung und der Aufreinigung
zu Uberprifen, wurde die RNA aus dem ungebundenen Uberstand auf die gleiche
Weise isoliert und ebenfalls im Harnstoffgel analysiert (Abb. 3.13F). Zur Uberpriifung
der Translations- und Immunoprazipitationseffizienz wurden die Proteine aus der
Phenolphase durch Zugabe von Aceton ausgefallt, im SDS-PA-Gel aufgetrennt und
mittels Western Blot analysiert. Um ausschlieBen zu kénnen, dass die Alexa-RNAs
unspezifisch an den Antikérper oder die Sepharose binden, wurde als Negativkontrolle
Retikulozytenlysat ohne Zugabe von Plasmid-DNA mitgefihrt, in welchem keine
Proteinsynthese stattfand. Aus Abb. 3.13B wird ersichtlich, dass alle Myc-markierten
Proteine in ahnlichen Mengen translatiert und prazipitiert wurden. Die Identitat der
Doppelbande in der EF-1a-Probe 1aRt sich nicht eindeutig klaren, kann aber durch
Proteindegradation im Retikulozytenlysat bedingt sein. In Abb. 3.13C sind die
verwendeten, aufgetrennten RNAs zu erkennen. Fir dieses Experiment wurden nicht
die Vollangen-mRNAs, sondern lediglich das jeweilige Lokalisationselement eingesetzt.

Neben bereits in der Literatur beschriebenen Vgl-, Velol-, XNIF-, XDead end-
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Lokalisationselementen (Mowry und Melton 1992; Claussen et al. 2004; Claussen und
Pieler 2004; Horvay et al. 2006) wurden auch nicht publizierte Elemente verwendet
(Velo7, Velo40, Velo76, S. Koch, unverotffentlichte Daten). LacZ-RNA diente als
unspezifische RNA-Negativkontrolle. Da alle drei Kandidatenproteine RNA-
Bindeproteine sind, ware eine direkte Interaktion mit den Lokalisationselementen zu
erwarten. Doch auch wenn die Proteine nicht direkt an die RNA-Molekiile binden, kann
eine indirekte Assoziation innerhalb des Lokalisationskomplexes nicht ausgeschlossen
werden.

Aus Abb. 3.13E wird deutlich, dass nur fur Vg1RBP und ePAB eindeutige RNA-
Bindungen nachgewiesen werden kénnen. FRGY-2B bindet Uberraschenderweise
Uberhaupt nicht an die RNAs und in den EF-1a—Prazipitaten sind nur sehr schwache
RNA-Banden zu erkennen.

Vg1RBP und ePAB binden beide schwach an die Negativkontrolle lacZ. Fur
Vg1RBP war dieser Sachverhalt auch schon in friiheren Studien beschrieben worden
(Claussen und Pieler 2004; Horvay et al. 2006). Die Bindung von Vg1RBP an die
XDead end und Velo7 RNA ist ahnlich schwach bzw. sogar schwacher als an lacZ.
Jedoch sind fir Vgl, Velol, XNIF, Velo40 und Velo76 Bindungen Uber den lacz-
Hintergrund hinaus erkennbar. Die starke Bindung fiir XNIF spiegelt das Ergebnis einer
friheren Untersuchung wider, wogegen flur die Vgl und Velol RNAs eher schwache
Bindungen beobachtet worden waren (Claussen et al. 2004; Claussen und Pieler
2004).

ePAB bindet an alle eingesetzten RNAs, allerdings werden nur Vgl und Velol
starker als die Negativkontrolle lacZ gebunden. Hierzu muss erwahnt werden, dass die
verwendeten RNA-Molekule nicht polyadenyliert waren, ePAB also an interne Adenin-
reiche Bereiche oder an bisher nicht bekannte Bindungsstellen bindet.

FRGY-2B bindet in der Oozyte unspezifisch an mRNA-Molekile, maskiert und
reprimiert sie dadurch tranlational (Bouvet und Wolffe 1994). In diesem Experiment war
allerdings Uberhaupt keine RNA-Interaktion nachzuweisen, obwohl das Protein
zufriedenstellend synthetisiert und immunoprazipitiert worden war (Abb. 3.13B, E).
Dies mag darin begriindet sein, dass FRGY-2B nur im phosphorylierten Zustand RNA
bindet (Kick et al. 1987; Braddock et al. 1994), im Retikulozytenlysat aber keine
spezifische Phosphorylierung stattfand.

Fir EF-1a lassen sich nur sehr schwache Bindungen an die Velol und die
Velo40 RNA nachweisen. Diese sind von ihrer Starke her mit der Bindung von Vg1RBP
an die lacZ-Kontroll-RNA zu vergleichen. EF-1a selbst bindet nicht an lacZ (Abb.
3.13E).
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Abb. 3.13: |In-vitro-Interaktionen zwischen lokalisierten mRNAs und Kandidaten-
Proteinen.

(A) Schema des Versuchsablaufs. (B) Western Blot zur Uberpriifung der In-vitro-Transkriptions-
und Translationsreaktion sowie der Immunoprazipitation (IP). Die Proteine wurden im
Grolansatz hergestellt und flir das Experiment aliquotiert. Fir die IP-Kontrolle wurden die
Proteine der "keine RNA"-IPs aufgetragen. (C, E, F) In vitro transkribierte, Alexa-Fluor-546-
markierte RNA wurde im Harnstoffgel analysiert. (C, D) Startmaterial der verwendeten
Lokalisationselemente. (E) Gebundene RNAs wurden vom jeweiligen Immunopellet durch
Zugabe von 1% SDS eluiert, extrahiert, prazipitiert, im denaturierenden Harnstoff-Gel
aufgetrennt und im Fluoreszenz-Scanner analysiert. (F) Ungebundene RNAs wurden aus dem

Uberstand durch Extraktion und Féllung isoliert und wie die gebundenen RNAs analysiert.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mit diesem Experiment fir
Vg1RBP und ePAB direkte RNA-Protein-Interaktionen mit lokalisierten RNAs gezeigt
werden konnten, fir FRGY-2B dagegen nicht und bei EF-1a ist nicht klar, ob die

schwachen Signale wirklich spezifische Interaktionen widerspiegeln.

In-vitro-Experimente geben hilfreiche Informationen, allerdings spiegeln sie die
tatséchlichen Gegebenheiten in der Zelle nicht vollstdndig wider. Ob die
Kandidatenproteine in der Oozyte spezifisch an lokalisierte RNAs binden, kann nur
durch ein in-vivo-Experiment festgestellt werden. Zu diesem Zweck wurden die Myc-
markierten Proteine durch mRNA-Mikroinjektion in Stadium 1lI-IV Oozyten exprimiert,
immunoprazipitiert und die RNA aus den Immunopellets wie oben beschrieben
extrahiert. Anschliellend wurden gebundene RNAs mittels RT-PCR nachgewiesen.
Sowohl die Proteinexpression und als auch die Effizienz der Immunoprazipitation
wurden mittels Western Blot Uberprift. Als Beispiele fir lokalisierte RNAs wurden Vg1,
VegT, XDead end (DE), Velol, XNIF und Dazl verwendet, als nicht lokalisierte
Negativkontrollen dienten Ornithin-Decarboxylase (ODC), Glycerinaldehyd-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), sowie Histon H4. Um die unspezifische Bindung von RNA-
Molekilen an Antikorper oder Sepharose ausschlieRen zu kénnen, wurde parallel ein
Ansatz mit Lysat von nicht injizierten Oozyten mitgefuhrt (Abb. 3.14B, C).

Zunachst fallt auf, dass Vg1RBP nicht exklusiv an lokalisierende mRNAs bindet,
sondern ebenso an alle untersuchten nicht-lokalisierenden Transkripte (Abb. 3.14B).
Dies war auch schon im in-vitro-Experiment beobachtet worden. Jedoch kommt die
dort als Negativkontrolle verwendete lacZ-RNA naturlicherweise nicht in Xenopus
Oozyten vor. Aufgrund dieser sowohl in vitro als auch in vivo beobachteten
unspezifischen Bindungen kann Vg1RBP hier nicht als Positivkontrolle betrachtet
werden. Auch die anderen untersuchten Proteine binden sowohl an lokalisierende als
auch an nicht-lokalisierende mRNAs. Es ist jedoch mit diesem Experiment sehr
schwierig, quantitative Aussagen zu treffen, da zum einen die Expression der
verschiedenen Myc-Fusionsproteine variiert, zum anderen die Bandenintensitat keine
genaue Einschatzung der gebundenen RNA-Menge erlaubt. Es kann also nur der
Schluld gezogen werden, dass flir die untersuchten Proteine offensichtlich keine
Bindungsspezifitdt im Hinblick auf lokalisierte RNA-Molekile vorliegt, sondern alle
untersuchten RNAs ko-immunoprazipitiert werden kénnen.

Um eine Anreicherung der RNA-Molekile im Immunoprazipitat genau zu
quantifizieren, ist es notwendig, eine Real-Time-PCR durchzufihren. ePAB und FRGY-
2B sind bereits bekannt dafir, mRNAs zu binden. FRGY-2B scheint dabei als

genereller translationaler Repressor zu fungieren, wahrend ePAB Adenin-reiche
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Regionen bindet und die Translation aktiviert (Bouvet und Wolffe 1994; Voeltz et al.
2001; Wilkie et al. 2005).

Interessanter ist dagegen EF-1a, da fur dieses Protein bisher zwar fir seine
Interaktionen mit tRNA und rRNA bekannt ist, nicht aber flir die Bindung an mRNA-
Molekile. Aus diesem Grund wurde die Quantifizierung gebundener RNAs zunachst
fur EF-1a durchgefihrt. Myc-EF-1a wurde daflr in Stadium Il — IV Oozyten exprimiert,
S16 Lysat angefertigt und eine Immunoprazipitation mit dem anti-Myc-Antikérper
durchgefiihrt. Als Negativkontrolle wurde dasselbe Lysat nur mit Protein-G-Sepharose,
aber ohne Antikorper inkubiert. Die Proteinexpression und die Prazipitationseffizienz
wurden im Western Blot Gberprift (nicht gezeigt). Die gebundene RNA wurde extrahiert
und in cDNA umgeschrieben, welche dann in der quantitativen PCR eingesetzt wurde.

In Abb. 3.14D ist zu erkennen, dass EF-1a tatsachlich bevorzugt an bestimmte
lokalisierende RNAs bindet. VegT und XNIF sind im Vergleich zu GAPDH 40-fach im
Immunoprazipitat angereichert, nicht aber an die nichtlokalisierenden RNAs GAPDH,
ODC und Lamin B1l. Interessanterweise werden auch die beiden RNAs Vgl und
XDead end nicht angereichert, obwohl auch diese in der Xenopus Oozyte vegetativ
lokalisieren. Da VegT und XNIF Uber unterschiedliche Transportwege lokalisiert
werden (Zhang und King 1996; Claussen et al. 2004), kann keine Korrelation zwischen

dem Lokalisierungsmechanismus und der Bindung an EF-1a hergestellt werden.
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Abb. 3.14: RNA-Protein-Interaktionen in der Oozyte.

(A) Schematischer Versuchsablauf. Myc-markierte Proteine wurden in Stadium IlI-IV Oozyten
exprimiert und mit anti-Myc-Antikérper immunoprazipitiert. Gebundene RNAs wurden durch
Zugabe von 1% SDS vom Immunopellet eluiert und aufgereinigt. (B) RT-PCR-Analyse der
gebundenen RNAs. Extrakt von nicht injizierten Oozyten dient als Negativkontrolle fir die IP.
Als Positivkontrolle fir die RT-PCR wurde Gesamt-RNA eingesetzt, als Negativkontrolle wurde
H,O verwendet. Mit Hilfe der Histon H4 PCR ohne RT-Schritt (H4 — RT) wurde die Anwesenheit
von genomischer DNA in den Proben Uberprift. (C) Western Blot zur Analyse der
Proteinexpression (Start) und der Immunoprazipitation (IP). Die Proteine wurden mit dem anti-
Myc-Antikorper detektiert. (D) Myc-EF-1a wurde in Oozyten exprimiert und mit anti-Myc bzw.
Sepharose ohne Antikdrper immunoprazipitiert. Die Real-Time-PCR und die Quantifizierung
wurden wie in Kapitel 2.2.2.10. beschrieben durchgefiihrt. Die Anreicherungsfaktoren wurden
auf den Faktor von GAPDH normalisiert, der gleich 1 gesetzt wurde. Als Kontrolle fiir die
Reproduzierbarkeit der PCR wurde die Reaktion fur GAPDH zwei Mal durchgefiihrt. Dargestellt
sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten, fir

die die Oozyten verschiedener Frosche injiziert wurden.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass mit EF-1a ein neuer Vg1RBP-
Interaktionspartner identifiziert wurde, der mit verschiedenen anderen RNA-
Transportfaktoren assoziiert, einige lokalisierte RNAs bevorzugt anreichert und deshalb
moglicherweise eine Rolle im Transport oder der Verankerung lokalisierender RNAs in

der Xenopus Oozyte spielt.
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3.2. Funktionsanalyse vegetal lokalisierter RNAs

Dieser Teil der Arbeit widmet sich der Analyse der Funktion vegetativ lokalisierter
RNAs. Die intrazellulare Verteilung von Transkripten ist ein  wichtiger
posttranskriptionaler Mechanismus zur Bewerkstelligung asymmetrischer
Proteinexpression, den sich verschiedenste Organismen und Zelltypen zunutze
machen. Eine besondere Rolle spielt der RNA-Transport in der frihen
Embryonalentwicklung, u.a. bei Drosophila melanogaster und Xenopus laevis. Die
kontrollierte Verteilung von RNA-Molekilen in der Oozyte ist eine wichtige
Voraussetzung fur die Ausbildung essentieller Proteingradienten im frihen Embryo.

In einer friheren Arbeit sind in einem Microarray-Experiment eine Vielzahl bisher
unbekannter, in Xenopus laevis Oozyten vegetativ lokalisierender RNA-Molekile
identifiziert worden (Horvay 2005). Die bisher annotierten Gene lieRen sich in keine
einheitliche funktionelle Gruppe einordnen. Auch ihre Rolle in der frihen
Embryogenese liegt bisher im Dunklen. Um Licht auf die Funktionen einiger dieser
Gene wahrend der Embryonalentwicklung von Xenopus laevis zu werfen, sollten
zunachst durch Herunterregulierung der Proteinexpression und durch Uber- bzw. Miss-
Expressionsexperimente Uber daraus resultierende phanotypische Veranderungen
potentiell interessante Kandidaten fiir eine detailliertere funktionelle Analyse identifiziert
werden.

Fur diese Experimente wurden Gene ausgewahlt, deren mMRNA-Sequenz in voller
Lange bekannt war, so dass eine Amplifikation aus Oozyten-cDNA bzw. der Erwerb
des Klons aus einer kommerziellen Gensammlung moglich war. Die ausgesuchten
Gene, ihr nachstes Homolog und die jeweilige Bezugsquelle sind in Tabelle 3.5
aufgelistet. Da fir Velo 22 keine Ubereinstimmung mit Sequenzen aus der Datenbank
gefunden werden konnte, wurde mit Hilfe der von K. Horvay identifizierten Sequenz ein
passender Primer entworfen, mit dem aus einer Oozyten-spezifischen cDNA-Bank
(Claussen und Pieler 2004) ein neues DNA-Fragment durch PCR amplifiziert werden
konnte. Auf diese Weise wurde die bisher bekannte Sequenz in 5’-Richtung verlangert

und schlieBlich ein entsprechendes Gen in der Datenbank identifiziert.
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Velo Annotation Homologie Bezugsquelle
Nr.

7 BCO077484 99% Ulber 784 bp | RZPD
Phosphoglycerat-Mutase (IRAKp961H09151Q)

8 BC110943 96% Uber 602 bp | RZPD
Acyl-CoA-Synthetase (IRAKp961H09151Q)

14 BC094158 99% Uber 811 bp | amplifiziert von J. Léber
DRAK, S/T-Kinase 17a

18 BC070812 92% liber 664 bp | RZPD
N-WASP (IRAKp961M09161Q)

22 BC070758 99% liber 542 bp' | RZPD
Rab11-interagierendes Protein 5 (IRAKp961G18158Q)

39 BC042304 97% Ulber 802 bp | RZPD (IRAKp96110194Q)
Elov1

40 BC075557 (X.trop.) 66% Uber 743 amplifiziert von Dr. S. Koch
Polo-Kinase 3

76 BC076780 95% uber 631 bp | amplifiziert von Dr. S. Koch
Spire2-ahnliches Protein

Tab. 3.5: Zusammenfassung der von K. Horvay neu identifizierten, vegetal lokalisierten
Klone, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden.

Unter Annotation sind die Namen und die GenBank-Zugangsnummern der Gene aufgelistet, zu
denen die gréRte Ahnlichkeit mit den im Mikroarray-Experiment identifizierten Klonen gefunden
werden konnte. In der Spalte ,Homologie® ist die Anzahl der jeweils identischen Basenpaare in
Prozent angegeben. Die Vollangen-cDNA dieser Gene oder ihrer Xenopus-laevis-Homologe
wurde kommerziell erworben oder aus Xenopus laevis Oozyten-Gesamt-cDNA amplifiziert und
kloniert.

! Die Homologie fiir Velo22 bezieht sich auf das neu amplifizierte Fragment, das mit Hilfe der

verfugbaren Sequenzinformationen gewonnen wurde.

Zunachst wurde in einer Whole Mount In Situ Hybridisierung nochmals die
vegetale Lokalisierung der RNAs uberpruft. Zur Herstellung der hierfur verwendeten
Sonden wurden die kodierenden Sequenzen der Klone von den neu amplifizierten bzw.
kommerziell erworbenen cDNAs in antisense Richtung transkribiert. Die Hybridisierung
wurden in Oozyten der Stadien Il — IV durchgeflihrt. Obwohl die Signalintensitat
zwischen den einzelnen Klonen stark variiert, konnte die vegetale RNA-Lokalisation fiir
alle Uberpriften RNAs bestatigt werden. (Abb. 3.15). Die charakteristische scharfe

Signalgrenze ist besonders gut bei Velo7, 8, 39 und 40 zu erkennen. Bei Velo22 und
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Velo76 ist diese Grenze verschwommen. Bei Velol4 und 18 ist die Lokalisierung nur
undeutlich zu erkennen, da die Velol4 Oozyten Uberfarbt wurden, und das Signal fur
Velol8 dagegen nur sehr schwach ist. Velo39 und 40 werden Uber den intermediaren

Weg, die anderen RNAs Uber den spaten Transportweg lokalisiert.

| Velo 7 I Velo 8 I Velo 14 I Velo 18

\

'
»

0® o° .:8

- &
¢

V@
| Velo 22 | Velo 39 | Velo 40 | Velo 76

Abb. 3.15: Vegetale mRNA-Lokalisierung der zu untersuchenden Gene.

Die Lokalisierung der zu analysierenden RNAs in Stadium IIl - IV Oozyten wurde mittels Whole
Mount In Situ Hybridisierung nachgewiesen. Als Sonden wurde in vitro synthetisierte,
Digoxigenin-markierte RNA verwendet, die durch antisense-Transkription der jeweiligen
kodierenden Sequenzen hergestellt wurden. (H) wurde von S. Koch Ubernommen

(unverdffentlichte Daten).

3.2.1. Untersuchung der Proteinfunktion durch Herunterregulierung der

Expression

Die spezifische Herunterregulierung der Proteinexpression kann wichtige
Auskinfte Uber die Rolle dieser Proteine innerhalb bestimmter biologischer Prozesse
geben. Es wurden verschiedenste Strategien entwickelt, um die Translation
spezifischer RNAs zu inhibieren. Im Xenopus Embryo gelingt dies effektiv bisher nur
durch die Injektion von antisense-Morpholino-Oligonukleotiden. Diese artifiziellen
Oligonukleotide lagern sich an die mRNA an und verhindern so korrektes Splei3en
bzw. die Translationsinitierung (Partridge et al. 1996). Durch die Injektion von
spezifischen Morpholino-Oligonukleotiden in die vegetativen Blastomerenpole friiher
Embryonen sollte versucht werden, die Expression der vegetal lokalisierten mRNAs zu

inhibieren und den Effekt des Funktionsverlustes zu analysieren.



Ergebnisse 81

In einem Vorexperiment wurde zunachst in vitro die Wirksamkeit der Morpholinos
Uberprift. Dazu wurden die Proteine im Retikulozytenlysat in Gegenwart verschiedener
Mengen des jeweils spezifischen Morpholino-Oligonukleotids bzw. eines Kontroll-
Morpholinos translatiert. Aus Abb. 3.16 wird ersichtlich, dass die Morpholinos gegen
die Klone Velo8, 22 und 76 die Translation effizient und konzentrationsabhangig
inhibieren, wahrend bei Velo7 nicht eindeutig erkennbar ist, inwieweit die
Proteinsynthese durch den Morpholino blockiert wird. In Anwesenheit von 1 bzw. 0,1
nmol des Morpholinos ist eine Anderung des Migrationsverhaltens der Protein-Banden
zu beobachten, so dass unklar ist, ob es sich hier tatsédchlich um Velo7 Protein handelt.
Der Morpholino gegen Velo39 scheint die Translation in vitro nicht zu inhibieren. Auch
bei Velo40 ist nicht eindeutig erkennbar, inwieweit der Morpholino die Translation
blockiert, da Velo40 auch in Abwesenheit des Morpholinos nur sehr schwach

synthetisiert wurde.

spezif. MO (nmol) - 1 01 0,00 - - 1 01 0,00 -
Kontroll-MO (nmol) - - - - 1 - - - - 1
Velo7 w -_— Velo 39 " v .
Velo 8 ws . Velo 40
Velo 22 Velo 76

Abb. 3.16: In vitro Test zur Uberpriifung der Funktionalitit der Morpholino-
Oligonukleotide.

In einer in vitro Translationsreaktion wurden die entsprechenden Velo-Proteine in Anwesenheit
des spezifischen Morpholino-Oligonukleotids (MO) oder eines unspezifischen Kontroll-
Morpholinos synthetisiert und mit %*S-Methionin radioaktiv markiert. Die Proteine wurden tiber

eine SDS-PAGE aufgetrennt und autoradiographisch detektiert.

Die Morpholino-Oligonukleotide gegen Velo mRNAs bzw. ein Kontroll-Morpholino
gegen humane pglobin  mRNA wurden anschlieBend in verschiedenen
Konzentrationen in die vegetalen Pole beider Blastomere von Zweizell-Embryonen
injiziert (Tab. 3.6). Die Embryonen wurden, wenn mdoglich, bis zum
Schwanzknospenstadium (Stadium 35/36) kultiviert, fixiert und ihre Phanotypen
ausgewertet (Abb. 3.17). Die Ergebnisse sind in Abb. 3.18 und in Tabelle 3.6

zusammenfassend dargestellt.
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Stadium 2 Stadium 35/36

MO~ ~ Mo

Abb. 3.17: Schematische Darstellung des Versuchsablaufes zu Herunterregulierung der
Proteinexpression.

Spezifische bzw. unspezifische (Negativkontrolle) Morpholino-Oligonukleotide wurden in die
vegetativen Halften der Blastomeren von Zweizell-Embryonen injiziert und diese bis zum
dargestellten Schwanzknospen-Stadium kultiviert. Die Auswertung wurde aufgrund des

Phéanotyps der behandelten Embryonen durchgefiihrt.

Es zeigte sich, dass die Injektion der Morpholinos gegen Velo7 und Velo40
keinen Effekt auf die Entwicklung der Embryonen hatte. Es waren keine Unterschiede
zu den Kontrollmorpholino-injizierten Embryonen zu erkennen (Abb. 3.18A, D, H, K).
Allerdings ist nicht klar, ob die Morpholinos tatsachlich die Proteinsynthese inhibieren.
Im in vitro Test bewirkte die Zugabe des Morpholinos 7 zur Reaktionsmischung zwar
eine leichte Abnahme der Signalintensitat, zusatzlich ist jedoch auch eine Veranderung
im Migrationsverhalten des Velo7 Proteins zu erkennen, die nicht erklart werden kann
(Abb. 3.16). Auch fir Velo40 konnte im in-vitro-Test die Funktionalitat des Morpholinos
nicht eindeutig bestatigt werden, da das Protein bereits ohne Morpholino nur in sehr
geringer Menge synthetisiert wurde (Abb. 3.16). In Anwesenheit des Kontroll-
Morpholinos ist jedoch ein Proteinprodukt zu erkennen, so dass davon ausgegangen
werden kann, dass der spezifische Velo40 Morpholino wahrscheinlich doch wirksam
ist.

Der Morpholino gegen Velo8 wirkte wahrend der Gastrulation toxisch und flihrte
zum Tod eines Grolteils der injizierten Embryonen. Die Uberlebenden Embryonen
zeigten aber im Stadium 35 einen normalen Phanotyp (Abb. 3.18B, E). Da der
Morpholino die Tranlation in vitro effizient inhibierte, kann die Toxizitat auf einen
Verlust des Proteins Velo8 zurlckzufihren sein. Dies muss durch ein
Rettungsexperiment, d.h. durch die Ko-Injektion einer Morpholino-insensitiven Velo8
mMRNA Uberprift werden.

Auch der Morpholino gegen Velo76 zeigte einen stark toxischen Effekt. Der
Groldteil der injizierten Embryonen starb vor dem Abschlul der Neurulation. Die
Embryonen, die bis nach der Neurulation Uberlebten, entwickelten sich bedeutend
langsamer als die Kontroll-Embryonen und zeigten eine deformierte, verkirzte
Erscheinung (Abb. 3.18l, L). Da auch dieser Morpholino in vitro sehr wirksam war,

kann davon ausgegangen werden, dass die Veranderungen im Zusammenhang mit
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dem Verlust des Proteins stehen. Auch hier wird ein Rettungsexperiment Aufschluss
geben.

Auch nach der Injektion der Morpholinos gegen Velo22 und Velo39 ist eine
deutliche Verkirzung der anterior-posterioren Achse zu beobachten (Abb. 3.18C, F, G,
J). Der Morpholino 22 wirkte zunachst sehr toxisch, d.h. ungefahr die Halfte der
injizierten Embryonen starb noch vor oder wahrend der Gastrulation. Bei einem Teil der
Uberlebenden Embryonen flhrte die Herunterregulierung von Velo22 zum Verlust der
Pigmentierung und zu einer Verkleinerung der Kopf-Strukturen, insbesondere der
Augen. Die Zemtentdrise ist dagegen noch gut ausgebildet (Abb. 3.18C, F). Auch
dieser Morpholino inhibierte die Proteinsynthese in vitro konzentrationsabhangig, wenn
auch nicht so effektiv wie der Morpholino gegen Velo8. Mdglicherweise hatte eine
Translationsinhibition einen noch dramatischeren Phanotyp zur Folge. Der Effekt ist
nach Injektion des Morpholinos gegen Velo39 weniger deutlich und kann auch auf
eine lediglich verlangsamte Entwicklung der Embryonen zurtickzufiihren sein. Hier sind
die Kopf-Strukturen vollstandig entwickelt (Abb. 3.18G, J).
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Velo 22

Kontroll-MO

Velo-MO

|| Kontroll-MO

Velo-MO

Abb. 3.18: Funktionsanalyse vegetal lokalisierter mMRNAs durch Herunterregulierung der
Proteintranslation.

5 pmol antisense Morpholino (MO) wurden in Zweizell-Embryonen jeweils in die vegetale Halfte
beider Blastomere injiziert. Die Embryonen wurden, falls moglich, bis zum Erreichen des
Schwanzknospen-Stadiums (St. 30-35) inkubiert und auf ihren Phanotyp hin untersucht. Fir
jeden spezifischen Morpholino wurde die gleiche Menge unspezifischen Kontroll-Morpholinos
auf die gleiche Weise in Embryonen desselben Geleges injiziert (A, B, C, G, H, I). (D) Velo 7
MO, (E) Velo 8 MO, (F) Velo 22 MO, (J) Velo 39 MO, (K) Velo 40 MO, (L) Velo 76 MO.
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Velo Nr. MO-Menge Phanotyp veranderte Embryonen
| Gesamtanzahl
7 5 pmol/Zelle | normal 122/123
8 5 pmol/Zelle | T vor der Gastrulation 64/99
normal 23/23
22 5 pmol/Zelle | T vor der Gastrulation 84/160
verklrzte Korperachse 18/41
39 5 pmol/Zelle | verkirzte Korperachse 21/49
40 5 pmol/Zelle | normal 43/45
76 2,5 pmol/Zelle | verkirzte Koérperachse 16/16

Tab. 3.6: Ergebnisse der Morpholino-Mikroinjektionsexperimente.

Die angegebene Morpholino-Menge wurde jeweils in beide Blastomeren der

Zweizellembryonen injiziert. Die Phanotypen wurden in folgenden Stadien analysiert: Velo 7: St.
34, Velo 8: St. 35, Velo 22: St. 35,Velo 39: St. 30, Velo 40: St. 35, Velo 76: St. 25. 1 = tot.

3.2.2. Analyse der Genfunktion durch Delokalisation bzw. Uberexpression

Die vegetative Lokalisation der mRNA-Molekule 1aRt vermuten, dass die
raumliche Verteilung ihrer Proteinprodukte fur die korrekte Ausubung ihrer Funktion
essentiell ist. Eine Storung dieser Asymmetrie, z.B. durch Mikroinjektion von mRNA in
die animale Hemisphare des frihen Embryos, sollte in diesem Fall die Proteinfunktion
stark beeintrachtigen, und sich im besten Fall im Phanotyp des Embryos manifestieren.

Um dies zu Uberprifen, wurden die kodierenden Sequenzen der zu
untersuchenden Gene in vitro transkribiert und anschliellend jeweils 500 pg der
mRNAs in beide Blastomere in Embryonen des Zweizellstadiums animal injiziert. Um
eventuelle Effekte durch die Manipulation selbst ausschlielen zu kénnen, wurde
dieselbe Menge fir B-Galaktosidase kodierende mRNA in Kontrollembryonen injiziert.
Die Embryonen wurden, wenn mdglich, bis zum Erreichen des Stadiums 35/36
kultiviert und fixiert (Abb. 3.19).

Abb. 3.20 zeigt, dass die Missexpression der Klone Velo7, 8, 14, 18, 22, 39 und
76 keine Anderung des Phanotyps im Vergleich zu den Kontrollembryonen zur Folge
hat.

Die Uber- und Missexpression von Velo40 bewirkte dagegen in allen Embryonen
ein abnormales Auftreten vergroRerter Zellen wahrend der Blastula- und frihen
Gastrula-Stadien, was schlief3lich den Tod der Embryonen wahrend der Gastrulation
zur Folge hatte (Abb. 3.20H).
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mRNA mRNA

Stadium 2 Stadium 35/36

Abb. 3.19: Schematische Darstellung der Uber-/Missexpression vegetal lokalisierter
MRNAS.

In vitro transkribierte mMRNA wurde in beide Blastomere eines Embryos im Zweizell-Stadium
animal injiziert und damit die asymmetrische Verteilung der RNA aufgehoben. Die Embryonen
wurden bis zum Schwanzknospen-Stadium kultiviert und die morphologischen Veranderungen
anschlieBend ausgewertet.

‘ B-gal-Kontrolle ‘ ‘ Velo 7 | | Velo 8 \




Ergebnisse 87

Abb. 3.20: Funktionsanalyse vegetal lokalisierter mRNAs durch Miss- bzw.
Uberexpression.

500 pg mRNA pro Blastomer wurde in Zweizell-Embryonen in die animale Halfte beider
Blastomere injiziert. Die Embryonen wurden, falls mdglich, bis zum Erreichen des
Schwanzknospen-Stadiums (St. 33-34) kultiviert, fixiert und auf ihren Phanotyp hin untersucht.
Als Negativkontrolle wurde B-Galaktosidase (#-gal)-mRNA auf die gleiche Weise injiziert (A).

3.2.3. Zusammenfassung der funktionellen Ubersichtsanalyse

Zusammenfassend 18Rt sich sagen, dass mehrere interessante Hinweise auf
mogliche Funktionen der untersuchten Klone gewonnen wurden (Tab. 3.7). Zwar hatte
die Uberexpression der meisten Klone im animalen Pol keine morphologischen
Veranderungen zur Folge, aber die Herunterregulation der Proteinexpression einiger
Velo Klone zeigte Auswirkungen auf die embryonale Entwicklung der behandelten
Embryonen. Die Miss- und Uberexpression von Velo40 lieferte einen besonders
interessanten Phanotyp, der wahrscheinlich auf einem Zellteilungsdefekt beruht.

Deshalb soll im Weiteren auf diesen Klon genauer eingegangen werden.

Velo | in vitro MO Test MO Injektion Miss/Uberexpression | maternale
Expression

7 nicht eindeutig kein Effekt kein Effekt ja’

8 effektive Inhibition | toxisch kein Effekt n.a.

14 n.a. n.a. kein Effekt n.a.

18 n.a. n.a. kein Effekt n.a.

22 effektive Inhibition | verkurzte kein Effekt n.a.

Kdrperachse, Verlust

der Kopfstrukturen

39 keine Inhibition verkirzte Korperachse | kein Effekt n.a.
40 nicht eindeutig kein Effekt Zellteilungsdefekt ja*
76 effektive Inhibition | toxisch, kein Effekt n.a.

verklrzte Korperachse

Tab. 3.7: Zusammenfassende Darstellung des funktionellen Screens.
Aufgelistet sind die Ergebnisse der funktionellen Experimente (Abb. 3.16, Abb. 3.18 und Abb.

3.20). n.a. — nicht analysiert, ' M. Claussen, unverdffentlichte Daten, > Duncan et al. 2001.
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3.2.4. Weiterfuhrende Untersuchungen des Klons Velo 40

Da die Manipulation der Expression von Velo 40 in den oben beschriebenen
Experimenten die auffalligsten Veranderungen wahrend der Embryogenese bewirkte,
wurde dieser Klon flir weiterfiihrende Experimente ausgewahlt. Zunachst sollte
festgestellt werden, ob die vergréRerten Zellen, die bei Uberexpression zu beobachten
sind, tatsachlich von einer Inhibierung des Zellzyklus herrihren. Dazu wurde
Embryonen, die mit Velo40 mRNA injiziert wurden, GUber mehrere Stunden beobachtet.
In Abb. 3.21 ist zu erkennen, dass einige Zellen ab Stadium 6 ihre Zellteilung

einstellen. Velo40 ist also tatsachlich ein Zellzyklus-Inhibitor.

Abb. 3.21: Miss-/Uberexpression von Velo40 bewirkt eine Inhibition der Zellteilung im
Blastula-Embryo.

500 pg Velo40 mRNA/Blastomer wurden animal in beide Zellen eines Zweizellembryos injiziert.
Der Embryo wurde bis zum spaten Blastula-Stadium kultiviert und wahrenddessen im aller 30

min fotographiert. Der Pfeil weist auf die Zellen mit Teilungsdefekt.
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Velo40 kodiert fir Xenopus laevis Polo-Kinase 3 (PIx3). Den Mitgliedern der
Polo-Kinase-Familie wird eine bedeutende Rolle in der Regulation des Zellzyklus (Nigg
1998; Duncan et al. 2001) zugeschrieben.

Die Familie der Polo-Kinasen besteht in Xenopus aus mindestens 4 Mitgliedern,
die sich in ihrer Domanen-Struktur und wahrscheinlich auch in ihrer Funktion stark
ahneln. Die Polo-Kinasen 1 bis 3 werden in Xenopus laevis maternal transkribiert
(Duncan et al. 2001). Es sollte daher geklart werden, ob die vegetale Lokalisierung der
maternalen mRNA eine allgemeine Eigenschaft der Polo-Kinase-Familie ist, oder ob
sich speziell PIx3 dadurch auszeichnet. Die cDNA wurde von PIx1 kloniert und in eine
markierte antisense RNA-Sonde umgeschrieben. Die damit durchgeflihrte Whole
Mount In Situ Hybridisierung zeigt, dass PIxX1-mRNA im Gegensatz zu PIx3 nicht
lokalisiert vorliegt, sondern gleichmafig in der gesamten Oozyte verteilt ist (Abb. 3.22).
Die Lokalisation von PIx2 liel3 sich nicht Uberprifen, da die Amplifikation ihrer cDNA
nicht gelang.

Desweiteren wurde untersucht, ob die Uberexpression von PIx1 und PIx3
ahnliche oder verschiedene Effekte verursacht. In Abb. 3.22E — H wird deutlich, dass
PIx1 keine Zellteilungsdefekte wie PIx3 hervorruft. Jedoch waren bei den Embryonen,
in denen PIx1 Uberexprimiert wurde, starke Gastrulationsdefekte zu beobachten (Daten

nicht gezeigt).

Velo40/PIx3

Abb. 3.22: Velo40/PIx3 unterscheidet sich in der RNA-Lokalisation und funktionell von
PIx1.

(A — D) Whole Mount In Situ Hybridisierung von PIx1 und PIx3 in Stadium Il — IV Oozyten. Fir
die Transkription der antisense-Sonden wurden jeweils die kodierenden Sequenzen als Matrize
verwendet. (A, B) antisense-PIx1-hybridisierte Oozyten, (C, D) antisense-Velo40/PIx3-
hybridisierte Oozyten. Die Oozyten in (B) und (D) sind mit dem animalen Pol nach oben
ausgerichtet. (E — H) Uberexpression von PIx1 und Velo40/PIx3 in Stadium 9 Embryonen. Die
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Embryonen wurden im Zweizell-Stadium animal in beide Blastomere mit 500 pg PIx1 (E, F)
bzw. Velo 40/PIx3 (G, H) RNA injiziert.

Polo-Kinasen zeichnen sich durch eine N-terminale Ser/Thr-Kinase-Domane und
C-terminale Polo-Box-Domanen aus (Abb. 3.23A, (Nigg 1998) Es ist weiter bekannt,
dass ein spezieller Lysin-Rest (K92) fiir die Kinase-Aktivitat bendtigt wird (Lee et al.
1995).

Um zu kldren, ob die Kinase-Aktivitat fiir das Auftreten des beobachteten
Phanotyps verantwortlich ist, wurde in die kodierende Sequenz von Velo40/PIx3 eine
Mutation eingefiihrt, welche innerhalb der ATP-bindenden Tasche an Position 92 zu
einem Austausch von Lysin mit Isoleucin fuhrt (K92I, Lee et al. 1995), und diese
mutierte Version von PIx3 animal in Xenopus laevis Embryonen exprimiert. Aus Abb.
3.23B - G wird ersichtlich, dass die K92I-Mutante im Gegensatz zum Wildtyp in keinem
der injizierten Embryonen den Zellteilungsdefekt verursacht, und die Kinase-Aktivitat
essentiell ist, um den Zellzyklus in den Blastula-Embryonen zu inhibieren.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass Velo40/PIx3 innerhalb der
Polo-Kinase-Familie in Abhangigkeit von seiner spezifischen Kinase-Aktivitat eine

besondere Funktion im Bereich der Zellzyklus-Kontrolle ausubt.
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A
K92
N—— —mm-c
Ser/Thr-Kinase-Domane Polo A Polo B
AS: 1 200 400 600 663
I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 L | 1 I

AAL30176
I

B Velo 40

Abb. 3.23: Der Effekt nach Missexpression von Velo40 wird tber dessen Kinase-Aktivitat
vermittelt.

(A) Schematische Darstellung des Proteinproduktes von Velo40/PIx3. Das Protein enthalt eine
Serin/Threonin-Kinase-Domane (dunkelblau) und zwei Polo-Boxen (grin). In der Kinase-
Domane ist Lysin 92 gekennzeichnet (lila). Die Positionen der Domanen wurden mit Hilfe der
ScanProsite Software ermittelt. Die jeweiligen Aminosaure (AS)-Positionen sind im Malstab
darunter angegeben. Die Regionen der bisher verdffentlichten, unvollstandigen PIx3-
Sequenzen sind als graue Balken gekennzeichnet (Duncan et al. 2001). Die vollstdndige PIx3-
cDNA wurde von S.Koch amplifiziert und kloniert (unveréffentlichte Daten). (B-F) Mutation von
Lysin 92 zu Isoleucin flihrt zu einem Verlust der Kinase-Aktivitdt. Durch Injektion von 500pg
mRNA/Blastomer in Embryonen des Zweizellstadiums wurde eine Miss-/Uberexpression
verursacht. Dargestellt sind Blastula-Embryonen nach Injektion von (B, E) B-Galaktosidase
mRNA, (C, F) Wildtyp-Velo 40 und (D, G) Velo 40 K92I.
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3.3. Anreicherung lokalisierter mMRNAs in den primordialen
Keimzellen

Erst kurzlich wurde gezeigt, dass im Zebrafisch die 3' untranslatierte Region
bestimmter mRNAs die Keimzell-spezifische Lokalisation dieser RNAs vermitteln kann.
Wird eine solche 3'UTR an die kodierende Region von GFP fusioniert, erreicht man
eine Fluoreszenz-Markierung der primordialen Keimzellen (Koprunner et al. 2001;
Tanaka et al. 2001). Dieses Phanomen konnte mittlerweile auch in Xenopus laevis
Embryonen beobachtet werden (Kataoka et al. 2006; Koebernick et al. Manuskript
eingereicht).

Die XDeadSouth RNA wird in Oozyten Uber den frilhen Transportweg vegetal
lokalisiert und ist im Embryo im Keimplasma zu finden. XDead end RNA wird spat
lokalisiert und ist sowohl im Keimplasma als auch in den primordialen Keimzellen zu
finden. Injiziert man eine RNA, die die 3'UTR von XDEADSouth oder XDead end
enthalt, in frihe Embryonen, dann wird diese RNA in den primordialen Keimzellen
angereichert, aber in den somatischen Zellen des Endoderms degradiert.
Interessanterweise Uberlappt sowohl in der XDEADSouth RNA als auch in der XDead
End RNA das minimal benétigte Fragment, das in Keimzellen angereichert und in
somatischen Zellen abgebaut wird, mit dem Lokalisationselement fir die vegetative
Lokalisierung innerhalb der Oozyte (Kataoka et al. 2006; Koebernick et al. Manuskript

eingereicht).

3.3.1. Lokalisationselemente Keimplasma-spezifischer mRNA vermitteln die

Anreicherung der RNAs in primordialen Keimzellen

Um herauszufinden, ob die somatische Degradation ein genereller Mechanismus
ist, um Keimzell-spezifische Proteinexpression zu erreichen, wurden andere frih
lokalisierte, Keimplasma-spezifische mRNAs auf dieses Phanomen hin untersucht.
Dazu wurden RNAs ausgewahlt, deren Lokalisationselemente bereits experimentell
bestimmt worden sind (XDazl, Xcat2, Xpat, Zhou und King 1996; Betley et al. 2002).
Zusatzlich wurde auch die XPace4 RNA untersucht, da diese RNA nicht nur im
Keimplasma, sondern wie Xpat in den primordialen Keimzellen detektiert werden kann
(Birsoy et al. 2005).

Die Lokalisationselemente bzw. die 3' untranslatierten Regionen dieser RNAs wurden
hinter die kodierende Sequenz von GFP fusioniert, und in das Keimplasma, d.h. die
aulersten vegetativen Pole beider Blastomere von Zweizell-Embryonen injiziert. Die

Lokalisation der RNAs wurde durch Whole Mount In Situ Hybridisierung unter
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Verwendung einer GFP-spezifischen antisense Sonde Uberprift. Als Negativkontrolle
wurde GFP an die 3'UTR von XDead End fusioniert, bei der das Lokalisationselement
deletiert wurde (Koebernick et al. Manuskript eingereicht).

Dabei zeigte sich, dass alle Uberpriften RNAs ebenso wie das als
Positivkontrolle verwendete XDead End-Lokalisationselement (Horvay et al. 2006;
Koebernick et al. Manuskript eingereicht) im Endoderm degradiert und in den
Keimzellen angereichert werden (Abb. 3.24, Tab. 3.7), und dass die
Lokalisationselemente ausreichend ist, um diese Anreicherung zu vermitteln. Auffallig
ist, dass die 3'UTRs von XDazl und Xcat2 im Endoderm vollstandig degradiert werden
(Abb. 3.24F, G), wahrend die Lokalisationselemente von XDazl, Xcat2 und Xpat in den
endodermalen Zellen teilweise noch nachgewiesen werden kénnen (Abb. 3.24C - E).
Dies kénnte die Anwesenheit zusatzlicher regulatorischer Bereiche in den 3'UTRs
dieser mRNAs, aber auRerhalb ihrer Lokalisationselemente widerspiegeln.

Eine Ausnahme stellt die 3'UTR von XPace4 dar; im Gegensatz zu den anderen
war diese RNA nur in wenigen Embryonen in den Keimzellen nachweisbar. Allerdings
wurde auch XPace4 3'UTR in den somatischen Zellen degradiert (Abb. 3.24H).

| GFP-XDE LE | GFP-XDE 3UTRALE |

GFP-XDazl LE | | GFP-Xcat2-LE GFP-Xpat-LE

Abb. 3.24: Die Lokalisationselemente Keimplasma-spezifischer mRNAs vermitteln eine

Anreicherung der RNA in den primordialen Keimzellen.
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Die Lokalisationselemente (LE) oder 3' untranslatierten Regionen (3'UTR) von XDead end (A),
XDazl (C, F), Xcat2 (D, G), Xpat (E) und XPace4 (H) wurden hinter die kodierende Sequenz
von GFP kloniert. Die Negativkontrolle enthalt die XDead end 3'UTR ohne das
Lokalisationselement (B). 600 pg in vitro transkribierter mRNA wurden in das Keimplasma
beider Blastomere von Zweizell-Embryonen injiziert. Die Detektion der injizierten RNA erfolgte
durch Whole Mount In Situ Hybridisierung unter Verwendung einer GFP-spezifischen Sonde (A,
C — H) bzw. einer Sonde gegen GFP-DE 3'UTR (B).

Konstrukt Embryonen gesamt Embryonen mit Keimzell-Farbung
GFP-XDE LE 62 48
GFP-XDazl LE 65 58
GFP-Xcat2 LE 56 40
GFP-Xpat LE 66 43
GFP-XDazl 3’'UTR 22 12
GFP-Xcat2 3'UTR 18 7
GFP-XPace4 3UTR 77 9

Tab. 3.8: Anreicherung der Lokalisationselemente bzw. 3'UTRs Keimplasma-spezifischer

RNAs in den primordialen Keimzellen nach Mikroinjektion in Embryonen.

3.3.2. Zeitlicher Verlauf der somatischen Degradation Keimzell-spezifischer RNA

im Embryo

Um nahere Informationen Uber den Zeitpunkt der somatischen RNA-Degradation
zu erhalten, wurde das Lokalisationselement von XDead End (fusioniert an GFP)
injiziert und der Abbau der RNA durch Whole Mount In Situ Hybridisierung in
Embryonen verschiedener Entwicklungsstadien verfolgt. Da wahrend der Gastrulation
die endodermalen Zellen internalisiert werden, kann die RNA-Degradation nach
Injektion in den vegetativen Pol in dlteren Stadien von auf3en nicht beobachtet werden.
Aus diesem Grund wurde die RNA fir die Beobachtung des zeitlichen Verlaufs der
Degradation animal injiziert. Vorexperimente hatten gezeigt, dass animal injizierte RNA
im Embryo vollstdndig abgebaut wird und sich nicht in den Keimzellen anreichert
(Koebernick et al. Manuskript eingereicht).

Aus Abb. 3.25 wird ersichtlich, dass die RNA im Stadium 10 in einem Grof3teil
des animalen Pols sichtbar ist (Abb. 3.25A). Ab Stadium 10,5 setzt die Degradation
ein und mit Ende der Gastrulation ist die Farbung der RNA deutlich schwacher (Abb.
3.25B, C). Wahrend der Neurulation ist die RNA deutlich entlang der Mittellinie zu
erkennen, wo sie schliellich zuletzt abgebaut wird (Abb. 3.25D, E). Im Stadium 23 ist
die RNA aulerhalb der Keimzellen vollstandig abgebaut (Abb. 3.25F). Da animal
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injiziert wurde, ist im Stadium 30 keine Keimzellanreicherung zu erkennen. Nur im
unteren Embryo der Abb. 3.25H ist eine einzelne, angefarbte Zelle sichtbar, die
wahrscheinlich eine Keimzelle ist.

Der Abbau der injizierten Reporter-RNA findet also nicht abrupt statt, sondern
zieht sich Uber einen Zeitraum von mehreren Stunden hin. Dieses Ergebnis ist in
Ubereinstimmung mit einer frilheren Studie, in welcher die RNA-Stabilitat in einem
Northern Blot Experiment Uberpruft wurde (Kataoka et al. 2006). Allerdings wurde
durch das hier gezeigte Experiment der Zeitrahmen der Degradation genauer definiert

und eingegrenzt.

Abb. 3.25: Zeitlicher Verlauf der somatischen RNA-Degradation des XDead End
Lokalisationselementes.

400 pg GFP-XDead End LE mRNA wurde in den animalen Pol beider Blastomere von Zweizell-
Embryonen injiziert und die Embryonen in verschiedenen Entwicklungsstadien auf die
Anwesenheit der injizierten RNA untersucht. Die jeweiligen Stadien sind unten links angegeben.
(A-C) Gastrulation, (D,E) Neurulation, (F-H) Schwanzknospenstadien.

3.3.3. Keimplasma-spezifische RNA-Protein-Interaktionen

Es gibt starke Hinweise auf eine Beteiligung von mikroRNAs an der Degradation
der injizierten RNA in somatischen Zellen. So verhindert beispielsweise die Mutation

einer konservierten, mdglichen mikroRNA-Bindungsstelle den RNA-Abbau im
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Endoderm. Dasselbe Resultat erzielt man durch die Injektion eines Morpholino-
Oligonukleotids, das sich an eben diese Bindungsstelle anlagert und damit blockiert,
oder auch durch Injektion von Oligonukleotiden, die direkt an magliche mikroRNAs
binden und diese damit inhibieren. Es stellt sich nun die Frage, aus welchem Grund
dieser Degradationsmechanismus in den primordialen Keimzellen nicht aktiv ist. Eine
Moglichkeit ware die Abwesenheit von mikroRNAs bzw. bestimmter Komponenten der
RNA-Degradationsmaschinerie. Alternativ kdnnten aber auch bestimmte Proteine an
die betroffenen mRNA-Molekule binden und sie damit vor der Anlagerung von
mikroRNAs oder vor der Degradation schiitzen.

Diese Proteine sollten Keimplasma- bzw. Keimzell-spezifisch exprimiert sein und
RNA-Bindeaktivitat besitzen. Horvay et al. konnten eine besonders starke Bindung von
Prrp an das XDead End Lokalisationselement nachweisen (Horvay et al. 2006). Aus
diesem Grund wurde es als Positivkontrolle fiir die Uberpriifung der RNA-Protein-
Interaktion weiterer Proteine verwendet. Weitere analysierte Proteine waren XDead
End selbst und XDazl, da beide Proteine RNA-Bindedomanen besitzen und ihre
Bedeutung fir die Keimzellentwicklung bereits demonstriert wurde (Houston und King
2000; Horvay et al. 2006). XDead End LE wurde in vitro transkribiert und dabei
Fluoreszenz-markiert. Nach Inkubation der RNA mit in vitro translatierten Proteinen
wurden diese immunoprazipitiert, die gebundene RNA extrahiert, in einem Harnstoffgel
aufgetrennt und im Fluoreszenz-Imager detektiert. Zum Vergleich wurde dasselbe
Experiment auch fir Velol LE durchgefiihrt, da auch dieses Lokalisationselement stark
von Prrp gebunden wird (Claussen und Pieler 2004). Abb. 3.26 zeigt, dass alle drei
Proteine an das XDead End Lokalisationselement binden. Da die Proteine mit
unterschiedlichen Epitop-Markierungen versehen waren, kann die Translations- und
Immunoprazipitationseffizienz nicht in einem Western Blot verglichen werden. Aus
diesem Grund kann auch die Bindung der verschiedenen Proteine an eine RNA nicht
miteinander verglichen werden, sondern nur die Bindung eines Proteins an die beiden
RNAs. Prrp bindet effizient an die Lokalisationselemente beider RNAs. Dead End
Protein bindet starker an Velol als an seine eigene RNA. XDazl dagegen bindet die
XDead end RNA starker als Velol. Damit kommen prinzipiell alle drei Proteine als
potentielle "Schutzfaktoren" in Frage. Ein Protein, dass diese Schutzfunktion
tatsachlich erflllt, sollte zum Zeitpunkt der Degradation, namlich wahrend der
Gastrulation und Neurulation des Embryos in den primordialen Keimzellen exprimiert
sein. Dies wurde bisher nur fur XDazl, nicht aber fir Prrp oder XDead end gezeigt
(Houston und King 2000).
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gebundene RNA ungebundene RNA
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Abb. 3.26: Verschiedene Proteine binden an das XDead end Lokalisationselement.
In vitro transkribierte Alexa-markierte RNA wurde mit in vitro translatierten Proteinen inkubiert,
immunoprazipitiert und in einem denaturierenden Harnstoffgel aufgetrennt. Die Detektion der

RNA erfolgte im Fluoreszenz-Imager. Links sind die jeweils verwendeten RNAs angegeben.
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4. Diskussion

Die Lokalisierung maternaler RNA-Molekile stellt einen wichtigen Mechanismus
zur Erzeugung intrazelluldrer Asymmetrie in der Oozyte dar und ist essentiell fir die
frihe Embryonalentwicklung in Xenopus laevis. Mittlerweile ist eine Vielzahl vegetativ
lokalisierter RNAs identifiziert worden, und einigen dieser RNA-Molekile bzw. ihrer
Proteinprodukte konnte bereits eine Funktion zugeordnet werden. Uber den
molekularen Mechanismus der RNA-Lokalisierung ist allerdings nur wenig bekannt.
Zwar weill man, dass bestimmte cis-Elemente innerhalb der RNA diese fir den
Transport markieren und die Lokalisationsmaschinerie rekrutieren kdnnen, aber die
genaue Zusammensetzung der Transportkomplexe ist bisher nicht vollstandig
aufgeklart.

Um noch unbekannte trans-agierende Transportfaktoren zu identifizieren, sollte
eine Aufreinigung des Epitop-markierten Lokalisationsfaktors Vg1RBP im grof3en
Malstab durchgeflihrt werden. Bindungspartner von Vg1RBP sollten identifiziert und
im Hinblick auf ihre Rolle in der RNA-Lokalisierung charakterisiert werden. Fir die
Expression von markiertem Vg1RBP in sehr frihen Oozyten wurden transgene
Frésche generiert, in denen die Expression von TAP-Vg1RBP unter der Kontrolle des
oozyten-spezifischen TFIlIIA-Promotors stand. Die Oozyten der transgenen Frdsche
wurden auf DNA-, RNA- und Proteinebene hinsichtlich der Integration und der
Expression der transgenen DNA analysiert. Dabei zeigte sich, dass das rekombinante
Protein trotz DNA-Integration in den Oozyten der transgenen Tiere nicht exprimiert
wird.

Die Expression von TAP-Vg1RBP wurde alternativ mittels RNA-Mikroinjektion
erreicht, so dass anschlieBend eine affinitdtschromatographische Aufreinigung
durchgefiihrt werden konnte. Die isolierten Kandidatenproteine wurden
massenspektrometrisch identifiziert und biochemisch auf ihre Interaktion mit der
Lokalisationsmaschinerie hin untersucht.

Des Weiteren wurde die Funktion mehrerer neu identifizierter, vegetativ
lokalisierender mRNAs und deren Proteine analysiert. In gain of function und loss of
function Experimenten wurde die Expression dieser RNAs in Xenopus laevis
Embryonen raumlich verandert und hochreguliert bzw. herunterreguliert. Die
manipulierten Embryonen wurden auf morphologische Veranderungen hin untersucht.
Dabei wurde eine RNA gefunden, die fur eine Kinase der Polo-Familie kodiert und
abhangig von ihrer Kinase-Aktivitat bei Uberexpression Teilungsdefekte in den Zellen

von Blastula-Embryonen verursacht.
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In einem weiteren Projekt wurden mehrere frih lokalisierte RNAs im Hinblick auf
die Anreicherung in Keimzellen und die somatische Degradation im Endoderm hin

analysiert.

4.1. Generierung und Analyse transgener Frosche

Vg1RBP ist ein wichtiger Marker fir RNA-Lokalisierungskomplexe in Xenopus
Oozyten. Es bindet an die Lokalisationselemente von Vgl und VegT, auflerdem
konnen RNAs, deren Bindungsstellen fir Vg1RBP durch Mutationen zerstoért wurden,
nicht mehr zum vegetativen Pol der Oozyte transportiert werden (Deshler et al. 1997).
Damit erschien das Protein als ein geeigneter Kandidat flr die Aufreinigung intakter
Lokalisationskomplexe aus dem Lysat friher Oozyten. Vg1RBP wird wahrend der
gesamten Oogenese gleichmalig exprimiert, und ist eines der ersten Proteine, die
nachweislich an spat lokalisierende RNAs binden (Zhang et al. 1999b; Kress et al.
2004; Lewis und Mowry 2007). Will man eine Epitop-markierte Variante von Vg1RBP in
Xenopus Oozyten exprimieren, mit dem Ziel, dass diese in Lokalisationskomplexe
integriert wird und fur eine affinitatschromatographische Aufreinigung genutzt werden
kann, ist die frhe Expression von besonderer Bedeutung. Nur, wenn das Protein
bereits zu Beginn der RNA-Lokalisation in der Oozyte zur Verfliigung steht, kann es mit
endogenem Vg1RBP um den Einbau in den Transportkomplex konkurrieren.

Aus diesem Grund sollte Vg1RBP, welches N- bzw. C-terminal mit einem
Protein-Tag versehen ist, in transgenen Froschen unter der Kontrolle eines Oozyten-
spezifischen Promotors exprimiert werden. Xenopus Oozyten besitzen die Eigenschaft,
in den frihen Stadien ihrer Oogenese grofle Mengen ribosomaler RNA zu
synthetisieren. Dies wird einerseits durch die Amplifikation ribosomaler Gene,
andererseits durch die Uberexpression des 58 rRNA-spezifischen
Transkriptionsfaktors TFIIIA (Pelham und Brown 1980; Shastry et al. 1984)
gewahrleistet. So tragt TFIIIA ca. 10% zum Gesamtprotein-Gehalt in Oozyten bei, und
man findet hier ca. 10°-mal mehr TFIIIA mRNA als in somatischen Zellen (Ginsberg et
al. 1984). Aufgrund seiner Uberaus starken Aktivitdt in Oozyten der frGhen und
mittleren Oogenese-Stadien bietet sich der TFIlIIA-Promotor besonders fur die
Expressionskontrolle von TAP-Vg1RBP in den Oozyten transgener Frosche an. Es
wurde ein Fragment des Promotors gewahlt, das die drei aktivierenden Elemente E1 —
E3 enthalt und fur die Transkriptionsaktivierung in frihen Oozyten ausreichend sein
sollte (Pfaff und Taylor 1992). Um dies zu bestatigen, wurde ein Plasmid, in welchem

der TFIlIA-Promotor die Transkription von GFP kontrolliert, in die Kerne von Stadium Il
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und Il Oozyten injiziert. Anhand der GFP-Fluoreszenz konnte gezeigt werden, dass

das gewahlte Promotorfragment in Xenopus Oozyten transkriptionsaktivierend wirkt.

Die transgenen Tiere wurden aufgrund der Reportergen-Expression in den
Augenlinsen im Embryogenese-Stadium 40 selektiert und aufgezogen. Vor der
Operation zur Oozytengewinnung wurde die Expression des Reporters erneut
Uberprift. Alle operierten Tiere zeigten in den Augen GFP-Fluoreszenz, enthielten also
die transgene DNA in ihrem Genom. Die genomische DNA aus den Oozyten wurde
mittels PCR auf das Vorhandensein und die Integritat der transgenen DNA untersucht.
Diese Untersuchung zeigte, dass die Halfte der Frosche das gesamte Konstrukt
integriert hatte (50%), einige Frosche hatten Fragmente der transgenen DNA integriert
(33,3%), und in einigen Fréschen lieR sich die DNA Uberhaupt nicht nachweisen
(16,6%). Dies deutet auf eine mosaische Integration der Fremd-DNA in das Genom
hin, d.h. die DNA war zwar im Auge vorhanden, wurde aber offensichtlich nicht in die
Keimbahn weitergegeben. Da fir eine nicht-mosaische DNA-Integration diese bereits
vor der ersten DNA-Replikation im Einzell-Embryo erfolgen muf3, kann davon
ausgegangen werden, dass die Integration in den GFP-positiven Tieren, bei denen die
transgene DNA nicht in den Oozyten nachweisbar ist, zu spat erfolgte. Dies kann nicht
durch den Zeitpunkt der Injektion erklart werden, denn findet die Integration im
Zweizellstadium, aber nur in einem Blastomer statt, erhalt man einseitig transgene
Tiere. Dies war hier durchaus der Fall; von diesen Tieren wurden Oozyten aber nur aus
der GFP-positiven Korperseite entnommen. Es ist wahrscheinlicher, dass bei den
PCR-negativen Froschen die DNA-Integration zu einem spateren Embryonalstadium
stattfand, so dass hier eine echte mosaische, statt einer unilateralen DNA-Verteilung
vorliegt. Die Reporterkassette ermdglicht nur die Selektion von Tieren, die die
transgene DNA in den Linsen-Zellen enthalten, Uber die Oozyten erhalt man darlber
keine Information.

Aulerdem scheint die DNA in einzelnen Fallen vor ihrer Integration fragmentiert
worden zu sein. In der durchgefihrten Analyse ist kein einheitliches
Fragmentierungsmuster zu erkennen, was eher auf "zuféllige" Spaltungen als auf einen
speziellen Mechanismus hindeutet. Die Endonuklease I-Scel kann als Ursache
ausgeschlossen werden, da innerhalb der zu integrierenden Expressionskassetten
keine I|-Scel-Schnittstelle vorhanden war. Uber den Mechanismus der |-Scel-
vermittelten DNA-Integration ist bisher nicht viel bekannt. Das Froschgenom enthalt
aufgrund ihrer Lange von 18 bp wahrscheinlich keine Restriktionsschnittstelle fur I-
Scel. Damit kann man die Moglichkeit ausschlieRen, das Enzym wirde sowohl

Plasmid- als auch genomische DNA spalten, so dass beide sich an den entstandenen
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Enden aneinanderlagern und ligiert werden konnen. Es wird stattdessen vermutet,
dass sich die Meganuklease an die DNA-Enden des gespaltenen Plasmids anlagert
und diese dadurch vor Religierung oder Degradation schitzt (Thermes et al. 2002;
Grabher et al. 2004). Da die zwei Expressionskassetten zusammen eine Lange von
Uber 3 kb haben, sind interne Strangbriche oder Angriffe zelleigener Endonukleasen

durchaus vorstellbar.

Insgesamt wurden 9 Frdsche identifiziert, in deren Oozyten die DNA fur die
Expression TAP-markierten Vg1RBPs vorhanden ist. In diesen Frdschen sollte das
Protein unter der Kontrolle des TFIIIA-Promotors exprimiert werden. Fir die Analyse
der Proteinexpression wurden fir jeden Frosch jeweils alle Oozyten-Stadien in zwei
verschiedenen Mengen im Western Blot untersucht, TAP-Vg1RBP wurde dabei jedoch
nicht detektiert. Daflir kommen drei Erklarungen in Frage. Entweder war das TFIIIA-
Promotor-Fragment nicht aktiv, oder die RNA wurde translational reprimiert, oder das
rekombinante Protein wurde degradiert. Viele mRNAs werden in Xenopus Oozyten
direkt nach der Transkription von maskierenden Proteinen gebunden und dadurch
translational reprimiert (z. B. Bouvet 1994). Dieser Zustand wird meist wahrend der
Progesteron-stimulierten Eireifung aufgehoben. Die RT-PCR-Analyse zeigt jedoch,
dass bereits die Transkription der transgenen DNA in den Oozyten nicht oder nur sehr
ineffizient ablief. Zwar kann die RNA fir TAP-Vg1RBP in wenigen Fallen detektiert
werden, allerdings nur sehr schwach.

Die Funktionalitat des TFIllIIA-Promotorfragmentes wurde im Vorversuch bestatigt.
Médglicherweise fehlen in diesem Fragment jedoch aktivierende, mehr distal gelegene
Elemente, die fur aulergewodhnlich starke Aktivitdt des endogenen Promotors
verantwortlich sind. Eine weitere Moglichkeit fur das Versagen des Promotors stellt die
raumliche Nahe zum jCrystallinl-Promotor der Reporterkassette dar. Beide
Promotoren wurden, um die Konstruktldnge gering zu halten, direkt aneinander
kloniert. »Crystallinl ist als Linsen-spezifischer Promotor in Oozyten inaktiv. Es ist
durchaus vorstellbar, dass ein inhibitorischer Komplex, welcher den j»Crystallinl-
Promotor reprimiert, auch den TFIlIIA-Promotor blockiert. In diesem Fall sollte ein
Isolatorfragment zwischen j~Crystallinl und TFIIIA die Repression aufheben (Bell und
Felsenfeld 1999; Allen und Weeks 2005). Weiterhin kann auch die Chromatinstruktur
Uber die Aktivitat eines Gens entscheiden, d.h. wird die transgene DNA in eine Region
des Genoms integriert, die inaktiv ist, dann kann dadurch auch das eingeschleufite
Gen inaktiviert werden. Auch dieser Chromatin-Positionierungseffekt kann durch

schutzende Isolatoren verhindert werden (Allen und Weeks 2005).
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4.2. Aufreinigung Vg1RBP-bindender Proteine

4.2.1. Aufreinigungsstrategie

Da keine Expression von TAP-Vg1RBP in den QOozyten transgener Frosche
erfolgte, wurde das markierte Protein alternativ durch Mikroinjektion von mRNA in
Oozyten der Stadien Il und IV exprimiert. Auflerdem wurde ein in vitro transkribiertes
Lokalisationselement ko-injiziert, um die Bildung neuer Lokalisationskomplexe zu
ermdglichen. Die Funktionalitdt des Fusionsproteins wurde durch Zonalzentrifugation
Uberpruft. Dabei entsprach das Verhalten von TAP-Vg1RBP dem des endogenen
Vg1RBP.

Urspringlich  sollte  der  Transportkomplex durch  eine  Tandem-
Affinitdtschromatographie isoliert werden. Es waren jedoch bereits nach dem ersten
Aufreinigungsschritt kaum noch unspezifische Proteine zu detektieren, daher wurde auf
den zweiten Schritt verzichtet. AuRerdem ging im ersten Schritt ein Anteil des TAP-
Vg1RBP verloren (Daten nicht gezeigt), so dass ein weiterer Reinigungsschritt
mdglicherweise weiteren Materialverlust zur Folge gehabt hatte.

Die isolierten Proteine wurden elektrophoretisch  aufgetrennt und
massenspektrometrisch analysiert. Es wurden mehrere Proteine identifiziert, auf die im
Folgenden eingegangen werden soll. Darunter befand sich auch endogenes Vg1RBP,
dass hier als Positivkontrolle gewertet werden kann, da bekannt ist, dass es
Homodimere bildet (Git und Standart 2002). Aufgrund der geringen Materialmenge
konnten einige Proteine nicht identifiziert werden. Uberdies war die Degradation von
Vg1RBP bzw. TAP-Vg1RBP festzustellen, die auch im Western Blot detektiert werden
konnte. Dieses Problem war in Vorexperimenten nicht aufgetreten und lalt sich nur
durch zuséatzliche Zwischenschritte erklaren, die im kleinen MaR3stab der Vorversuche

nicht notwendig waren.

4.2.2. Embryonales Poly(A)-bindendes Protein

Embryonales Poly(A)-bindendes Protein (ePAB) wurde im Coomassie-Gel von
Vg1RBP Uberdeckt, da beide Proteine dasselbe Molekulargewicht besitzen, aber
scheinbar eine groRere Menge Vg1RBP als ePAB isoliert wurde. Im Gegensatz zu
Poly(A)-bindendem Protein (PABP) wird ePAB in Oozyten und wahrend der friihen
Embryogenese in Xenopus laevis exprimiert. Es bindet und stabilisiert Poly(A)-
Regionen in der 3'UTR von mRNAs, ist in Polysomen zu finden und wirkt wie PABP als
translationaler Aktivator (Voeltz et al. 2001; Wilkie et al. 2005). ePAB scheint damit

generell an polyadenylierte, translatierte mRNAs zu binden. Es wird geschatzt, dass in
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Stadium VI Oozyten etwa 50 ng des Proteins vorhanden sind, dies entspricht ca. 10"
Kopien. Patel und Bag konnten zeigen, dass PABP und das Vg1RBP-Homolog IMP1 in
vitro, Uber ihre C-Termini aneinander binden (Patel und Bag 2006). Diese Interaktion
ist wahrscheinlich unabhangig von RNA, allerdings wurde dies nicht konkret Uberpruft.
In dieser Arbeit wurde in Ko-Immunoprazipitationsexperimenten jedoch gezeigt, dass
Vg1RBP und ePAB in Xenopus Oozyten zwar miteinander interagieren, die Assoziation
hier allerdings von der Prasenz intakter RNA abhangig ist (Abb. 3.10). Ebenso wie
Vg1RBP bindet ePAB auch an die trans-agierenden Faktoren Staufen, EIrA und evt.
EIrB1 (Abb. 3.11). Uberdies ko-sedimentiert es im Glycerol-Gradienten mit Vg1RBP
und 40LoVe. Dies deutet darauf hin, dass ePAB entweder im Lokalisationskomplex
vorhanden ist, oder die Transportfaktoren in weiteren, lokalisationsunabhangigen

RNPs vorhanden sind, die ebenfalls ePAB enthalten.

4.2.3. Y-Box-bindendes Protein 2 (FRGY-2B)

Das Y-Box-bindende Protein 2 wurde urspringlich gemeinsam mit dem sehr
ahnlichen Y-Box-bindenden Protein 1 als DNA-bindendes Protein identifiziert. Es wird
Keimzell-spezifisch exprimiert (Tafuri und Wolffe 1990). Es bindet aber auch an
mRNAs, maskiert diese und verhindert dadurch ihre Translation (Braddock et al. 1994;
Matsumoto und Wolffe 1998). Interessanterweise werden auf diese Weise nur
intronfreie MRNAs reguliert (Matsumoto und Wolffe 1998). Die maskierten RNA-
Molekule kénnen so fur lange Zeit vor der Translationsmaschinerie geschitzt und
gespeichert werden.

Vg1RBP ist also ebenso wie FRGY-2 eine Komponente (wahrscheinlich)
translationsreprimierter RNA-Protein-Partikel, da beide Proteine RNA-abhangig
miteinander interagieren. Um eine raumlich kontrollierte Proteinexpression
gewahrleisten zu koénnen, mussen lokalisierte RNAs wahrend des Transportes
translational inhibiert werden. So ist beispielsweise das Vg1 Protein erst in Stadium IV
Oozyten detektierbar, wenn die Lokalisierung seiner mRNA abgeschlossen ist (Dale et
al. 1989; Cahill et al. 2002; Colegrove-Otero et al. 2005); VegT wird sogar erst nach
der Eireifung translatiert (Stennard et al. 1996). Die Anwesenheit von FRGY-2B im
Lokalisationskomplex bestéatigt also die Hypothese, dass lokalisierende RNAs
translational reprimiert sind.

Huttelmaier et al. konnten kurzlich zeigen, dass das Vg1RBP-Homolog ZBP1 in
Huhnerfibroblasten die Translation lokalisierender p-aktin mRNA inhibiert. Erst nach
Phosphorylierung und Dissoziation von ZBP1 am Zielort konnte die RNA translatiert

werden (Huttelmaier et al. 2005). Allerdings ist es bisher nicht gelungen, eine
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translationsreprimierende Funktion fir Vg1RBP direkt nachzuweisen (Pischel 2007).
Widersprichlich ist auRerdem der Befund, dass Vg1RBP auch an den
Translationsaktivator ePAB bindet (Abb. 3.10). Entweder handelt es sich hier um zwei
distinkte, Vg1RBP-enthaltende RNA-Protein-Komplexe, oder ePAB bindet an mRNAs,
die noch nicht translatiert werden, oder FRGY-2 bindet ebenfalls an translatierte
mRNAs. Eine Antwort 183t sich nur durch weitere Protein-Protein-Bindungsstudien
finden, in welchen die Interaktion zwischen FRGY-2 und ePAB genauer untersucht
wird. Ein solches Ko-Immunoprazipitationsexperiment wurde kirzlich in einer Studie
Uber FRGY-2-haltige RNPs in Xenopus Oozyten verdffentlicht. Dabei sind als FRGY-2-
Bindungspartner sowohl Vg1RBP also auch ePAB und PABP identifiziert worden
(Tanaka et al. 2006). Die drei Proteine sind also Teil desselben RNA-Protein-
Komplexes.

Interessant ist an dieser Stelle, dass sowohl FRGY-2B als auch ePAB in vivo an
translational aktive, wie XDazl (Mita und Yamashita 2000), und inaktive mRNAs wie
VegT binden. Es konnte in dieser Arbeit keine spezifische Bindung von FRGY-2 an
lokalisierte mMRNAs festgestellt werden. Dies war zu erwarten, da die Bindung an nicht
lokalisierende mRNAs bereits in der Literatur beschrieben wurde (z.B. an Histon H1,
Bouvet und Wolffe 1994). Wahrscheinlich werden die RNAs in Lokalisationskomplexen
von FRGY-2 ebenso maskiert wie ubiquitar verteilte mRNAs und auf diese Weise

translational inhibiert.

4.2.4. Elongationsfaktor-1la (42Sp50)
Der dritte identifizierte Vg1RBP-Bindungspartner ist 42Sp50 (bzw. 42Sp48,

Thesaurin a), ein Mitglied der Familie der Elongationsfaktoren 1a, zu der au3erdem
EF-1a0 (in Oozyten) und EF-1aS (in somatischen Zellen) gehdéren. Wahrend EF-1a0
und EF-1aS zu 91% identische Aminosauren besitzen, ist 42Sp50 zu 69% identisch
mit EF-10.0 (Dje et al. 1990). Trotz der groRRen Ahnlichkeit dieser Proteine kénnen die
Peptidsequenzen aus der massenspektrometrischen Analyse jedoch eindeutig 42Sp50
zugeordnet werden.

Die Hauptaufgabe von 42Sp50 ist die Stabilisierung und Speicherung von 5S
ribosomaler RNA und tRNAs in 42S Ribonukleoprotein-Partikeln. Es wird in sehr frithen
Oozyten exprimiert und tragt in diesen bis zu 20% des Gesamtprotein-Gehaltes bei
(Mattaj et al. 1983). Damit ist es neben TFIIIA eines der am starksten exprimierten
Proteine in frihen Oozyten. Interessanterweise konnte es in Oozyten der Stadien Il —
V in einer frlheren Studie nicht mehr detektiert werden (Mattaj et al. 1987).

Stattdessen wurde ab Stadium Ill ausschlieRlich EF-1a0 nachgewiesen.
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In dieser Arbeit wurde 42Sp50 als Vg1RBP-Interaktionspartner in Stadium Il — IV
Oozyten identifiziert, obwohl es von Mattaj et al. in diesen Stadien immunologisch nicht
mehr detektiert werden konnte (Mattaj et al. 1987). Eine Erklarung fir diese
Diskrepanz kdnnte darin zu suchen sein, dass fiir die Expressionsanalyse von Mattaj et
al. hauptsachlich spate Stadium Il Oozyten verwendet wurden, wahrend in der hier
vorliegenden Arbeit zur Expression von TAP-Vg1RBP u.a. frihe Stadium Il und
wahrscheinlich auch spate Stadium Il Oozyten benutzt wurden, die noch genligend
42Sp50 exprimierten, um es mit aufzureinigen.

Fir die weiteren Experimente dieser Arbeit wurden Oozyten der Stadien Il — IV
bzw. V — VI verwendet. Dabei zeigte sich, dass durch RNA-Mikroinjektion exprimiertes
42Sp50 in den Stadien Ill — IV schwach und in alteren Oozyten stark mit Vg1RBP
assoziiert. Auch eine schwache Bindung an Staufen und EIrA, jedoch nicht an 40LoVe
konnte festgestellt werden. Ob diese Interaktionen auch von dem endogenen Protein
eingegangen werden, konnte mangels eines spezifischen Antikdrpers gegen 42Sp50
nicht untersucht werden. Die beobachteten Assoziationen sind auch im Fall von
42Sp50 von der Prasenz intakter RNAs abhangig; es wurde keine RNA-unabhangige
Protein-Protein-Interaktion gefunden. 42Sp50 ist fiir seine Bindung an ribosomale RNA
und tRNA bekannt (Picard et al. 1980), in dieser Arbeit konnte zusatzlich auch eine
schwache Assoziation an Boten-RNAs gezeigt werden. In vitro bindet EF-1a nur sehr
schwach an mRNAs, d.h. die Assoziationen zwischen den RNA-Molekilen und EF-1a
sind wahrscheinlich indirekt. In vivo wurde eine Praferenz fir bestimmte lokalisierende
RNAs festgestellt. So ist ca. 40 Mal mehr VegT oder XNIF RNA im EF-1a-RNP
detektierbar als GAPDH, eine RNA, die in der Xenopus Oozyte nicht am vegetativen
Kortex lokalisiert vorliegt. Interessanterweise werden aber nicht alle lokalisierenden
RNAs im EF-1a-RNP gleichermallen angereichert. Fir Vgl und XDead end konnte
keine Akkumulation im RNP nachgewiesen werden (Abb. 3.14D). Ob dies von
funktioneller Bedeutung ist, muss noch untersucht werden. Da VegT und XNIF Uber
unterschiedliche Transportwege lokalisiert werden, liegt zumindest dahingehend keine

Spezifitat vor.

Im Folgenden soll auf die mogliche Funktion des Elongationsfaktors im Kontext
der RNA-Lokalisierung eingegangen und Experimente vorgeschlagen werden, mit
denen diese Hypothese untersucht werden kann.

Die am besten untersuchte Funktion des Elongationsfaktors 1a. ist der Transport
von tRNAs zum Ribosom, wo die tRNA in einer GTP-abhangigen Reaktion an die
mRNA angelagert wird (Riis et al. 1990). Jedoch wird seit langem vermutet, dass EF-

1a.auch andere, bisher unbekannte Aufgaben Ubernimmt, da es in den meisten
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Zelltypen im Vergleich zu anderen Proteinen der Elongationsmaschinerie im grof3en
Uberschuf® vorhanden ist, und z.B. bekannte posttranslationale Modifikationen keinen
Einfluss auf seine Aktivitat als Elongationsfaktor haben (Durso und Cyr 1994a).

Es ist bekannt, dass Mitglieder der EF-1a-Familie mit Komponenten des
Zytoskeletts interagieren. So wurde z. B. das Aktin-Filament-bindende Protein ABP-50
aus Dictyostelium discoideum als EF-1a-Homolog identifiziert. In einem Sequenz-
Vergleich zwischen der Aktin-Bindedomane des Aktin-bindenden Protein Depactin und
ABP-50 zeigte sich ein gewisser Grad an Konservierung (Yang et al. 1990). Auch die
Elongationsfaktoren 42Sp50 und EF-100 aus Xenopus laevis zeigen in der
entsprechenden Region eine gewisse Homologie zu Depactin, u. a. sind 4 der 7 fir die
Bindung an Aktin essentiellen Aminosauren identisch (Abb. 4.1). Des Weiteren konnte
auch gezeigt werden, dass EF-1a an Mikrotubuli bindet und diese bindelt (Durso und
Cyr 1994b).

42Sp50 (Dje et al. 1990) 161 REHGEEVIRNGVVLEE
EF-1a0 (Dje et al. 1990) 161 [EFEOIGFERN TKEYSANIKE
ABP-50 (Yang et al. 1990) 164 NYEQARYPIEINKEYSSF I8
Depactin (Sutoh und Mabuchi 1989) 1 FOSGTALBENNKEE IRAFRM

Abb. 4.1: Sequenzvergleich zwischen Formen des Elongationsfaktors la aus Xenopus
laevis und Dictyostelium discoideum und der Aktin-bindenden Region von Depactin.

Aminosauren, die identisch zur Sequenz von 42Sp50 sind, sind schwarz, Aminosduren mit
ahnlichen Eigenschaften sind grau unterlegt. Die Sterne markieren die essentiellen

Aminosauren fir die Aktin-Bindung von Depactin (Sutoh und Mabuchi 1989; Yang et al. 1990).

Die Bedeutung des Zytoskeletts fur den Transport und die Verankerung vegetativ
lokalisierter RNAs ist bereits in Kapitel 1.5.3 ausfiihrlich besprochen worden. Es gibt
verschiedene Hinweise auf eine Assoziation zwischen dem Zytoskelett und EF-1a. So
wurde in elektronenmikroskopischen Untersuchungen eine Ko-Lokalisierung von EF-
1a und Poly(A)-RNAs an Aktin-Filamenten festgestellt (Bassell et al. 1994). Aulzerdem
konnten Liu et al. zeigen, dass EF-1a in HUhnerfibroblasten gleichzeitig an F-Aktin und
p-aktin mRNA bindet, und mit der RNA in den peripheren Regionen der Lammelipodien
ko-lokalisiert. Eine dominant-negative Version des Elongationsfaktors inhibiert bei
Uberexpression die intrazelluldre Lokalisierung der B-aktin mRNA (Liu et al. 2002). Es

scheint daher naheliegend, dass auch EF-1a bzw. 42Sp50 in der Xenopus Oozyte eine
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Rolle bei der Verankerung der RNA-Moleklle am kortikalen Aktin-Netzwerk spielen
konnten.

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten konnten in vitro
nur sehr schwache RNA-Protein-Bindungen flr 42Sp50 nachgewiesen werden. In vivo
lieBen sich RNA-Protein-Interaktionen jedoch eindeutig nachweisen, und Uberdies eine
Anreicherung bestimmter lokalisierender RNAs demonstrieren. Mdoglicherweise bindet
42Sp50 nicht direkt an die zu lokalisierenden RNAs, sondern bendtigt dafir einen
Adaptor. Dafir kommt im Prinzip jedes Protein in Frage, dass spezifisch an lokalisierte
RNAs bindet. In dieser Arbeit wurden RNA-abhangige Interaktionen von 42Sp50 mit
Vg1RBP, EIrA und Staufen nachgewiesen. Bisher wurde nur fur Vg1RBP und Staufen
eine vegetal-kortikale Lokalisierung in Xenopus Oozyten gezeigt (Zhang et al. 1999a;
Yoon und Mowry 2004).

Um herauszufinden, ob 42Sp50 in Xenopus Oozyten flr die Verankerung
vegetativ lokalisierter RNAs am kortikalen Aktin-Skelett von Bedeutung ist, sind weitere
Experimente durchzufihren. Zunachst ist zu klaren, ob 42Sp50 in Stadium Il und IV
Oozyten exprimiert ist. Falls dies nicht der Fall ist, ware es vorstellbar, dass 42Sp50
frih lokalisierte RNAs verankert, diese Aufgabe dann aber fiir die spat lokalisierten
RNAs von EF-100 Ubernommen wird. Auerdem ist zu prifen, ob 42Sp50 (bzw. EF-
100) an F-Aktin bindet und am Kortex lokalisiert ist. Nachdem der Aktin-bindende
Bereich von 42Sp50 eingegrenzt wurde, kann ein dominant-negatives Konstrukt
hergestellt und Gberexprimiert werden, um festzustellen, ob dies die Lokalisierung von

Reporter-RNAs beeinflusst.

Zusammenfassend |aRt sich sagen, dass als potentielle Lokalisationsfaktoren
drei Proteine isoliert wurden, die in sehr groRer Kopienzahl in der Oozyte vorliegen.
Jedes dieser Proteine bindet an RNAs und zwar ungeachtet dessen, ob die RNA
lokalisiert wird oder nicht. Fur EF-1a konnte jedoch gezeigt werden, dass es mit
einigen lokalisierenden RNAs bevorzugt assoziiert. Allen drei Proteinen wird eine
Funktion bei der Translation von mRNAs zugeschrieben, wobei ePAB und FRGY-2B
eine regulatorische Rolle spielen, wahrend 42Sp50 als tRNA- und rRNA-
Speicherprotein fungiert bzw. tRNAs zum Ribosom transportiert.

Weitere bekannte Proteine des Transportkomplexes, wie z.B. Staufen oder
VgRBP60, wurden wahrscheinlich aufgrund ihrer geringen Menge in der Oozyte nicht
identifiziert.

Die ldentifizierung der oben genannten Proteine spricht dafir, dass Vg1RBP
auch Teil nichtlokalisierender RNP-Komplexe ist. Welche Funktion es dort ausflhren

koénnte, ist derzeit nicht geklart. Fir das homologe Protein ZBP1 wurde eine Rolle in
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der Regulierung der Translation und der mRNA-Stabilitat unter Stress vorgeschlagen
(Huttelmaier et al. 2005; Stohr et al. 2006). Ob Vg1RBP diese oder ahnliche
Funktionen auch in  Xenopus Oozyten oder sogar innerhalb des

Lokalisationskomplexes ausfihrt, ist bisher nicht bekannt.

4.3. Funktionsanalyse vegetal lokalisierter Klone

Die intrazellulare, asymmetrische Verteilung von mRNA ist ein effektiver
Mechanismus, um die Expression von Proteinen lokal zu begrenzen. Vor allem in der
frihen Embryogenese von Drosophila und Xenopus laevis ist die raumlich begrenzte
Expression bestimmter Proteine, die durch die Lokalisierung ihrer mRNAs in der
Oozyte erreicht wird, von entscheidender Bedeutung fir die Spezifizierung der
Kdérperachsen, die Keimblattdeterminierung und die Bildung von Keimzellen (King et al.
2005).

In einer frliheren Arbeit ist eine Vielzahl neuer, vegetal lokalisierter mRNAs in der
Xenopus Oozyte identifiziert worden (Horvay 2005). Ein Teil dieser RNAs assoziiert mit
dem Keimplasma und kénnte deshalb Funktionen in der Entwicklung primordialer
Keimzellen ausuben. Die restlichen RNAs spielen wahrscheinlich wahrend der
Embryogenese eine Rolle in den frihen Musterbildungsprozessen. Um diese
Hypothese zu Uberprifen, wurden neu identifizierte, spat lokalisierte RNAs ausgewahlt
und die Expression ihrer Proteine entweder durch Injektion von Morpholino-

Oligonukleotiden inhibiert oder durch mRNA-Injektion heraufreguliert.

4.3.1. Wahl der verwendeten Methodik

Es gibt mehrere Mdglichkeiten, um die Expression von Proteinen in Xenopus
Embryonen zu inhibieren. Die Injektion spezifischer antisense Morpholino-
Oligonukleotide in sehr frihe Teilungsstadien kann einerseits die Translation
inhibieren, wenn sich das Oligonukleotd in der Nahe des Startkodons an die
entsprechende Ziel-RNA anlagert und sie flir die Translationsmaschinerie
unzuganglich macht. Andererseits kann durch Anlagerung an Intron-Exon-Ubergénge
das SpleiBen der pra-RNA verhindert werden (Partridge et al. 1996; Draper et al.
2001). Allerdings blockiert diese Methode die Proteinsynthese nur im Embryo, ist aber
nicht geeignet, wenn das Protein bereits in der Oozyte bzw. im Ei vorhanden ist.
Aulerdem mul} stets bedacht werden, dass mogliche Pseudoallele die Funktion der

herunterregulierten Proteine kompensieren kénnen.
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Wird das Protein bereits in der Oozyte oder im Ei synthetisiert, muss die
entsprechende RNA durch Injektion von antisense Oligonukleotiden in den Oozyten
zerstort werden. Die Eireifung wird durch Zugabe von Progesteron ausgelost und die
gereiften Oozyten mittels Host Transfer befruchtet. Daflir missen sie markiert und in
einen Empfangerfrosch implantiert werden. Dieser Frosch legt die behandelten Eier
gemeinsam mit eigenen Eiern ab, und sie werden anschlieBend in vitro befruchtet
(Heasman et al. 1991).

Diese Methode ist technisch sehr anspruchsvoll und fiir ein Screening mehrerer
RNAs daher nur bedingt geeignet. Da auRerdem fir die meisten der hier untersuchten
Proteine keine Information Uber den Zeitpunkt ihrer Synthese vorlag, wurde die
Injektion von Morpholino-Oligonukleotiden zur Inhibierung der Proteinexpression
durchgeflhrt.

Um eine Uberexpression zu erreichen, wurde die mRNA in die Embryonen
injiziert. Die Injektion in den animalen Pol der Blastomeren hatte zusatzlich auch eine

Misslokalisierung der Proteinexpression zur Folge.

4.3.2. Zusammenfassung des funktionellen Screens

Es wurden mehrere neue, vegetativ lokalisierte mRNAs in einer funktionellen
Ubersichtsanalyse auf ihre mdgliche Bedeutung in der friihen Embryogenese hin
untersucht. Ziel des Screens war die Identifizierung interessanter Klone fir eine
detailliertere Untersuchung.

Die Herunterregulation der Proteinexpression der Velo-Klone hatte
unterschiedliche Auswirkungen auf die Entwicklung der Embryonen. Wahrend einige
Morpholinos keinen Effekt verursachten (Velo7, Velo40), wirkten andere stark toxisch
(Velo8, 22, 76). Die Injektion der Morpholinos gegen Velo22, 39 und 76 hatte zudem
eine Verkurzung der anterio-posterioren Achse zur Folge, was auf eine wichtige Rolle
dieser Velo-Klone in der frihen Embryogenese hinweist (Abb. 3.18). Um die Spezifitat
dieser Effekte zu Uberprifen, sind Rettungsexperimente durchzufihren, indem
Morpholino-insensitive RNAs ko-injiziert werden, die die jeweiligen Velo Protein
kodieren.

Die mangelnden Auswirkungen der Morpholinos gegen Velo7 und 40 kdnnen
einerseits von einer unvollstdndigen Translationsinhibierung herrihren, andererseits
dadurch bedingt sein, dass die Proteine maternal translatiert wurden und zum
Zeitpunkt der Morpholino-Injektion im Embryo bereits vorlagen (Claussen,

unveroffentlichte Daten, (Duncan et al. 2001). Hier kdonnte ein Host Transfer
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Experiment Auskunft Uber die Auswirkungen der Herunterregulation der
Proteinsynthese geben.

Uber den Zeitpunkt der Expression der anderen Proteine liegen keine
Informationen vor. Es ist jedoch durchaus vorstellbar, dass noch weitere vegetativ
lokalisierte RNAs bereits in der Oozyte translatiert werden. Dies wurde z.B. auch schon
fur XDazl und Vgl gezeigt (Dale et al. 1989; Mita und Yamashita 2000; Colegrove-
Otero et al. 2005). Es ware hdchst interessant herauszufinden, ob auch die maternal
exprimierten Proteine am vegetativen Kortex lokalisiert oder sogar verankert sind, d.h.
ob die Lokalisierung der RNA auch eine spezifische raumliche Proteinverteilung in der
Oozyte zur Folge hat. Lokalisierte Proteine kdénnten nicht nur in der frihen
Embryogenese, sondern auch wahrend der komplexen Vorgange der Eireifung oder in
der Regulation weiterer (lokalisierter) RNA-Molekile eine Rolle spielen. Bisher gibt es
dafiir allerdings keine experimentellen Anhaltspunkte.

Wenn der Ort der Proteinexpression im Embryo flr die korrekte Auslibung der
Funktion von Bedeutung ist, dann sollte eine ektopische Expression Folgen flr die
Embryogenese haben. Um diese Hypothese fiir die hier vorliegenden Velo-Klone zu
Uberprifen, wurden diese im animalen Pol der Embryonen Uberexprimiert. Dies hatte
allerdings bei den meisten Velo-Klonen keine Auswirkungen auf die Entwicklung der
Embryonen (Abb. 3.20). Méglicherweise ist hier der Ort der Uberexpression genauer
einzuschranken. So hat die Expression von VegT im animalen Pol
Gastrulationsdefekte zur Folge, wird VegT aber in den ventralen Zellen Gberexprimiert,
verursacht es die Ausbildung einer zweiten Korperachse (Zhang und King 1996).
Durch eine prazisere Beschrankung des Expressionsortes konnte in dieser Studie also
die Funktion von VegT naher eingegrenzt werden.

Im Folgenden soll nun auf die zwei auffalligen Phanotypen der funktionellen
Ubersichtsanalyse, namlich die Achsenverkiirzung durch Herabregulation der
Expression von Velo22, 39 und 76 und den Zellteilungsdefekt durch Uberexpression
von Velo40/PIx3 und in diesem Zusammenhang durchgefihrte weitere Experimente

eingegangen werden.

4.3.3. Expressionsinhibierung  von  Velo22, 39 und 76  fuhrt zu

Achsenverkirzungen

Die Inhibierung der Proteinexpression fuhrte bei drei der untersuchten Klone zu
einer Verklrzung der anterior-posterioren Korperachse (Abb. 3.18). Es kdnnen jedoch
phanotypische Unterschiede zwischen den behandelten Embryonen festgestellt

werden.
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Den auffalligsten Phanotyp zeigten Embryonen, in denen die Expression von
Velo22 inhibiert wurde. Da der Morpholino in vitro eine sehr effektive
Translationsblockade bewirkte, ist der Effekt in den Embryonen wahrscheinlich
tatsachlich auf den Verlust des Velo22 Proteins zurtckzufihren. Zunachst wirkte der
Morpholino sehr toxisch, so dass nur ca. ein Viertel der behandelten Embryonen bis
zum Schwanzknospen-Stadium Uberlebte. Die Uberlebenden Embryonen zeigten nicht
nur eine verklrzte Achse, sondern auch verkleinerte Kopfstrukturen ohne Augen,
sowie eine verminderte Pigmentierung. Die Zementdruse ist dagegen intakt (Abb.
3.18C, F). Da keine VergrofRerung der Bauchstrukturen zu beobachten ist, kann
allerdings nicht von einer Ventralisierung gesprochen werden. Um herauszufinden, ob
sich die beobachteten Defekte auf Vorgange wahrend der Gastrulation oder
Neurulation zurtckfuhren lassen, muss die Entwicklung der Embryonen wahrend
dieser Stadien genauer untersucht werden. Velo22 kodiert ein Rab11-interagierendes
Protein, welches wahrscheinlich am Transport von Vesikeln beteiligt ist.
Méglicherweise wird durch die Expressionsinhibierung von Velo22 die Sekretion von

Signalmolekilen gestort.

Auch die Injektion von Morpholinos gegen Velo39 bewirkte eine
Achsenverklrzung in den behandelten Embryonen. Abgesehen davon sind in diesem
Fall jedoch alle Strukturen, insbesondere der Kopf, vollstandig ausgebildet (Abb.
3.18G, J), so dass der Phanotyp auch durch eine verlangsamte Entwicklung
hervorgerufen werden kénnte. Da der Morpholino in vitro keine Wirksamkeit zeigte, ist
aullerdem fraglich, inwieweit die Synthese von Velo39 Protein im Embryo tatsachlich

inhibiert wurde.

Velo76 kodiert fir ein Spire-dhnliches Protein, welches eine Rolle in der
Aktinfilament-Synthese spielt. Spire ist zunachst in Drosophila als maternaler Effekt-
Lokus identifiziert worden, der an der Spezifikation sowohl der anterior-posterioren als
auch der dorso-ventralen Achse beteiligt ist (Manseau und Schupbach 1989).
Allerdings ist die Spire-RNA selbst in der Drosophila Oozyte nicht lokalisiert, vielmehr
ist Spire als Aktin-assoziiertes Protein an der Lokalisierung von anderen RNAs beteiligt
(Pring et al. 2003).

Im Verlauf dieser Arbeit wurde Velo76 als Eg6 veroffentlicht (Le Goff et al. 2006).
Neben der vegetalen Keimplasma-spezifischen RNA-Lokalisierung wurde gezeigt,
dass die RNA wahrend der Eireifung polyadenyliert wird, im Embryo jedoch wieder
ohne Poly(A)-Schwanz vorliegt. AuBerdem wird eine Funktion in der Organisation des
Aktin-Skeletts demonstriert.
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Interessanterweise ist die RNA im Embryo Keimplasma-assoziiert, obwohl sie
Uber den spaten Transportweg lokalisiert wird. Der Morpholino gegen Velo76 wirkte
stark toxisch, so dass nur wenige Embryonen bis zum Erreichen des
Schwanzknospenstadiums Uberlebten. Diese entwickelten sich bedeutend langsamer
als die Kontrollembryonen und zeigten einen deformierten Phanotyp mit stark
verkurzter anterior-posterioren Achse. Ob dies durch eine Stérung der Aktinfilament-
Regulierung verursacht wurde, ist noch zu klaren. Die Keimplasma-Assoziation laft
vermuten, dass Velo76 auch eine Rolle in der Bildung primordialer Keimzellen spielen

konnte.

4.3.4. Velo 40/ PIk3

Velo40 ist eine intermediar lokalisierte mMRNA, welche fir Xenopus Polo-Kinase 3
(PIx3), ein Mitglied der Familie der Polo-ahnlichen Kinasen, kodiert. Die Polo-Familie
besteht aus Serin/Threonin-Kinasen, zu deren Substraten u.a. Cdc25C gehért und die
Zellzyklus-aktivierend wirken (Qian et al. 1998), wobei PIx1 den Austritt aus der M-
Phase kontrolliert (Descombes und Nigg 1998).

Die Uberexpression von Velo40 verursachte eine Zellzyklusblockade in Blastula-
Embryonen, die zum Tod der injizierten Embryonen fihrte. Die Expression einer
Kinase-inaktiven Variante von Velo40 hatte dagegen keinen Effekt auf die Zellteilung.
Die Injektion des Morpholinos gegen Velo40 flhrte nicht zu morphologischen
Veranderungen. Der Grund dafur ist wahrscheinlich in der frihen Translation der
MRNA zu finden.

PIx3 ist ebenso wie PIx1 bereits in der Oozyte als Protein vorhanden und wird
wahrend der Eireifung gleichmaRig exprimiert (Duncan et al. 2001). Uber die
Proteinexpression wahrend der frihen Embryogenese gibt es zwar bisher keine
Angaben, jedoch kann im Zweizell-Embryo durch Whole Mount In Situ Hybridisierung
die Velo40 RNA nicht mehr detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Die embryonale
RNA-Expression setzt wahrend der Gastrulation ein; zu diesem Zeitpunkt ist die
Velo40/PIx3 RNA im marginalen Bereich rund um den Blastoporus detektierbar
(Duncan et al. 2001). Der injizierte Morpholino konnte also lediglich die Expression ab
den Gastrula-Stadien inhibieren. Dagegen bleibt weiterhin unklar, ob Velo40/PIx3 eine
Rolle wahrend der fruhen embryonalen Zellteilungen spielt.

Interessanterweise ist zwar die Velo40/PIx3 RNA zwar vegetal lokalisiert, die
PIx1 RNA ist dagegen ubiquitar in der Oozyte verteilt. Die Lokalisierung der RNAs

kdénnte durchaus funktionelle Unterschiede der beiden Proteine widerspiegeln.
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Duncan et al. hatten die drei Polo-Kinasen PIx1, PIx2 und PIx3 hinsichtlich ihrer
Rolle in der Reifung von Xenopus Oozyten untersucht und festgestellt, dass die
Uberexpression aller drei Kinasen zu einer Aktivierung der Eireifung, d.h. der
meiotischen Zellteilung fuhrt, die Expression nicht-funktioneller Proteine dagegen zu
einer Inhibierung (Duncan et al. 2001). Diese scheinbare funktionelle Redundanz kann
auch experimentell bedingt sein, d.h. PIx2 und PIx3 kdénnten unter
Uberexpressionsbedingungen die Funktion von Plx1 einfach imitieren. Um
festzustellen, ob PIx3 tatsachlich eine Aufgabe wahrend der Eireifung erflllt, muss
seine Expression in der Oozyte durch die Injektion von antisense Oligonukleotiden
herunterreguliert und anschlieRend der Effekt auf die Reifung analysiert werden.

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass Velo40/PIx3 in dieser Arbeit im
Embryo ebenfalls Gberexprimiert wurde, hier aber ein gegensatzlicher Phanotyp zu
beobachten war. Obwohl die Familie der Polo-Kinasen zu den Zellzyklus-Aktivatoren
gezahlt wird, inhibiert Velo40/PIx3 den Zellzyklus in Xenopus Embryonen. Auch in der
Literatur sind Hinweise auf eine von der Zellzyklus-Aktivierung abweichende Funktion
fur die Polo-Kinase 3 zu finden. So findet man die Expression von PIk3 in
Karzinomazellen herunterreguliert (Ando et al. 2004; Li et al. 2005). Plk3 wirkt
Apoptose-aktivierend und inhibiert die Koloniebildung von Zellen (Conn et al. 2000; Li
et al. 2005). AuBerdem phosphoryliert es p53 und Chk2, was zum Zellzyklus-Arrest
und zum Eintritt der Zelle in die Apoptose fiihren konnte (Xie et al. 2001; Bahassi el et
al. 2002).

Die murine Form von PIk3 wurde urspringlich als FGF-induzierbare Kinase (Fnk)
identifiziert (Donohue et al. 1995). Interessanterweise Uberlappt wahrend der
Gastrulation und der frihen Neurulation das Expressionsmuster von PIx3 mit der
Expressionsdomane von eFGF (Isaacs et al. 1995; Duncan et al. 2001). Es ware daher
interessant herauszufinden, ob PIx3 auch im Xenopus Embryo ein Zielgen der FGF-
Signaltransduktionskaskade ist und welche Bedeutung dies fir die Embryogenese hat.

Inwieweit die Funktion von Velo40/PIk3 in der Xenopus Oozyte bzw. im frihen
Embryo die vegetative Lokalisierung der mRNA erfordert, liegt bislang im Dunkeln. Um
diesen Aspekt naher zu beleuchten, misste zunachst tberprift werden, ob das Protein
auch am vegetalen Oozyten-Kortex und spater in den vegetativen Zellen des friihen
Embryos angereichert ist. Auch ist zu klaren, ob PIk3 wahrend der ersten
Teilungsstadien tatsachlich exprimiert ist, oder ob sich die Funktion des maternalen

Proteins auf Vorgange in der Oozyte (wie z.B. der Eireifung) beschrankt.
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4.4. Anreicherung lokalisierter mRNAs in den primordialen
Keimzellen

Sowohl in Zebrafisch als auch in Xenopus sind RNAs identifiziert worden, die
spezifisch in den primordialen Keimzellen angereichert und stabilisiert werden,
wahrend sie im Soma degradiert werden (Koprunner et al. 2001; Kataoka et al. 2006;
Koebernick et al. Manuskript eingereicht). Es gibt Hinweise, dass die somatische
Degradation Uber mikro-RNAs vermittelt wird (Giraldez et al. 2006). Die Xenopus
RNAs, die Uber diese Strategie in Keimzellen angereichert werden (XDead end und
XDEADSouth), liegen in der Oozyte vegetativ lokalisiert und im Embryo Keimplasma-
assoziiert vor (MacArthur et al. 2000; Horvay et al. 2006). In beiden mRNAs Uberlappt
das minimal bendtigte Element fir die Keimzellanreicherung mit dem
Lokalisationselement fiir den Transport zum vegetativen Pol der Oozyte (Kataoka et al.
2006; Koebernick et al. Manuskript eingereicht). Um zu Uberprifen, ob dies auch fir
andere, Keimplasma-assoziierte RNAs der Fall ist, wurden die Lokalisationselemente
von XDazl, Xcat2 und Xpat, sowie die 3'UTR von XPace4 in den vegetativen Pol von
Zweizell-Embryonen injiziert und die Lokalisation im Schwanzknospenstadium durch
Whole Mount In Situ Hybridisierung tberpriift.

Dabei zeigte sich, dass alle Uberpriften Fragmente sowohl im Soma degradiert,
als auch effizient in den Keimzellen angereichert werden. Einzig die Anreicherung der
XPace4 3'UTR konnte nur in wenigen Embryonen beobachtet werden (Abb. 3.24). Es
kdnnte hier also ein genereller Mechanismus vorliegen, den sich verschiedene RNAs
zunutze machen, um raumliche Proteinexpression in einem mehrzelligen Organismus
posttranskriptional zu kontrollieren.

Im Zebrafisch regulieren mikroRNAs der miR-430 Familie die Polyadenylierung
und den Abbau maternaler RNA in somatischen Zellen (Giraldez et al. 2006; Mishima
et al. 2006). Die Mitglieder der miR-430 Familie werden mit Beginn der zygotischen
Transkription exprimiert. Damit fallt die Stilllegung und Degradation maternaler RNAs
zeitlich mit der Expression zygotischer Gene zusammen (Giraldez et al. 2006). Im
Xenopus Embryo sind bestimmte mikroRNAs bereits im Stadium 8, also noch der
Midblastula-Transition nachweisbar, andere treten mit Einsetzen der Gastrulation auf
(Watanabe et al. 2005; Martello et al. 2007). Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt,
dass der Abbau injizierter Reporter-RNA mit der Gastrulation beginnt und bis zum
Ende der Neurulation abgeschlossen ist (Abb. 3.25). Dieses zeitliche Muster entspricht
der Hypothese von Giraldez et al., wonach zygotische mikroRNAs den raschen Abbau
maternaler Transkripte mit dem Einsetzen der zygotischen Transkription gewahrleisten
(Giraldez et al. 2006). Dass die Degradadation der Reporter-RNA verhaltnismafig

langsam verlauft, kann daran liegen, dass ein Vielfaches der endogenen RNA injiziert
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wurde. Interessanterweise sind viele mikro-RNAs auch in Xenopus Oozyten
nachweisbar (Watanabe et al. 2005), bislang ist aber nicht geklart, welche Aufgaben
sie dort Ubernehmen und an welche Ziel-RNAs sie binden.

Da die Zebrafisch nanos-1 3'UTR ebenfalls eine Keimzell-spezifische
Anreicherung vermittelt (Koprunner et al. 2001), wurde ein Sequenzvergleich zwischen
nanos und dem XDead end Lokalisationselement durchgefihrt (Koebernick et al.
Manuskript eingereicht). Dabei konnte ein Bereich eingegrenzt werden, in dem nicht
nur beide RNAs eine grol3e Homologie aufweisen, sondern auch eine Bindungsstelle
fur die Zebrafisch mikroRNA 430b identifiziert wurde (Abb. 4.2A, Mishima et al. 2006).
Die Mutation dieser Region in der XDead end RNA fuhrt zu einem Verlust der
somatischen Degradation. Desweiteren kann der somatische RNA-Abbau auch durch
Ko-Injektion eines Morpholinos inhibiert werden, welcher sich spezifisch an diesen
Bereich anlagert (Koebernick et al. Manuskript eingereicht). Damit wird die Vermutung,
dass mikroRNAs die Stabilitdit von XDead end im Xenopus Embryo kontrollieren,
weiter untermauert. Welche mikroRNAs konkret den Abbau von XDead end bzw.
XDEADSouth in somatischen Zellen vermitteln konnten, ist bisher nicht geklart.

Um zu Uberprifen, ob auch die Lokalisationselemente der anderen analysierten
RNAs diese mikroRNA Bindungsstelle besitzen, wurde der Sequenzvergleich
ausgeweitet (Abb. 4.2A). Obgleich ein gewisses Mall an Homologie zu finden ist,
enthalten weder die Lokalisationselemente von XDazl, Xcat2, Xpat noch die XPace4
3'UTR die in XDead end gefundene sogenannte Seed-Sequenz, also 6 bis 7
Nukleotide (meist Nukleotid 2 bis 7) die perfekt an das 5' Ende der mikroRNA binden
(Brennecke et al. 2005). Da jedoch sowohl im Lokalisationselement von XDead end,
als auch in den anderen untersuchten RNAs weitere potentielle mikro-RNA
Zielsequenzen vorhanden sind, kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch diese
RNAs uUber denselben Mechanismus, aber andere mikro-RNAs in den somatischen
Zellen degradiert werden (Abb. 4.2B, K. Koebernick, unverdffentlichte Daten).
Interessant ist in diesem Zusammenhang die Tatsache, dass z.B. auch das Vgl
Lokalisationselement, das im Soma nicht degradiert wird, Bindungsstellen fiir mikro-
RNAs besitzt (Abb. 4.2B, Koebernick et al. Manuskript eingereicht).
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Abb. 4.2: Die Lokalisationselemente Keimzell-spezifischer und —unspezifischer mRNAs
enthalten mehrere potentielle mikroRNA-Bindungsstellen.

(A) Sequenzvergleich zwischen der Zebrafisch nanos RNA und verschiedenen Xenopus
Lokalisationselementen. Die miR-430b-Bindungsstelle wurde von Mishima et al. ermittelt
(Mishima et al. 2006). Konventionelle Basenpaarungen sind durch einen senkrechten Strich
markiert, u — g Basenpaarungen sind mit einem Doppelpunkt gekennzeichnet. Im
Sequenzvergleich sind identische Nukleotide schwarz unterlegt, und fehlende Basen durch —
ersetzt. Die jeweiligen Nukleotidpositionen sind vor bzw. hinter dem jeweiligen Fragment
angegeben. Die Seed-Sequenz ist oberhalb der mikro-RNA 430b durch einen roten Strich
gekennzeichnet (Koebernick et al. Manuskript eingereicht). (B) Potentielle mikro-RNA-
Bindungsstellen innerhalb der Xenopus Lokalisationselemente. Die Lokalisationselemente
wurden mit Hilfe des Programms MiRanda (Enright et al. 2003) mit einer Xenopus tropicalis
mikro-RNA Datenbank verglichen (Betel et al. 2008). Die potentiellen mikroRNA-
Bindungsstellen wurden durch blaue Balken dargestellt. Es wurden nur Bindungsstellen
abgebildet, in denen die Seed-Sequenz (Nukleotide 2 — 7) der mikro-RNA zu 100% an die
mRNA bindet. In hellgrau sind die in (A) dargestellten Sequenzbereiche gekennzeichnet. Die
Zahlen geben die genaue Nukleotidposition der Lokalisationselemente an (Abb. erstellt nach K.

Koebernick, unverdffentlichte Daten).
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Auf welche Weise wird nun die differentielle RNA-Stabilitdt im Embryo bewirkt?
Hier sind mehrere Szenarien vorstellbar. Erstens kénnten die entsprechenden mikro-
RNAs spezifisch in somatischen, nicht aber in Keimzellen exprimiert werden. Zweitens
kénnten die Ziel-RNAs in den Keimzellen fiur mikro-RNAs unzuganglich gelagert
werden. Drittens ist es mdglich, dass Proteine an die Ziel-RNAs binden und diese vor
der Anlagerung der mikro-RNA bzw. vor der Degradationsmaschinerie schitzen. Diese
Proteine konnten gleichzeitig, abhangig oder unabhangig von der mikro-RNA-
vermittelten Regulation, die Translation der RNAs kontrollieren, so dass eine Keimzell-
spezifische Expression erreicht wird.

Drei Proteine wurden in diesem Kontext auf die Eigenschaft, das XDead end
Lokalisationselement zu binden, untersucht. Als Positivkontrolle wurde Prrp verwendet,
ein Faktor, der wahrscheinlich an der vegetativen Lokalisierung von RNAs in der
Oozyte beteiligt ist (Zhao et al. 2001), und der sehr stark an das XDead end
Lokalisationselement bindet (Horvay et al. 2006). XDead end selbst wurde untersucht,
da es ein RNA-bindendes Protein ist und gezeigt wurde, dass es flr die Entwicklung
der Keimzellen benétigt wird (Horvay et al. 2006). Uberdies ist im Zebrafisch bereits ein
Zusammenhang zwischen mikroRNA-vermittelter Translationskontrolle und Dead end
(Dnd1) etabliert. So verhindert die Bindung von Dnd1 an eine Reporter-RNA die
Anlagerung von mikroRNAs und die daraus resultierende translationale Reprimierung
(Kedde et al. 2007). SchlieBlich wurde auch XDazl in die Analyse einbezogen, da es
als Keimzell-spezifisches RNA-Bindeprotein translationsaktivierend wirkt und ebenfalls
fur die Entwicklung der Keimzellen von Bedeutung ist (Houston und King 2000; Collier
et al. 2005).

Es konnte gezeigt werden, dass alle drei Proteine in vitro an das XDead end
Lokalisationselement binden (Abb. 3.26). Allerdings bindet nur XDazl| starker an XDead
end als an Velol RNA, welche nicht Keimzell-spezifisch angereichert wird (K.
Koebernick, unverdffentlichte Daten). Weder von Prrp noch von XDead end ist
bekannt, wann und wo die Proteine im Embryonen exprimiert werden. XDead end
konnte zwar mit einem spezifischen Antikérper in den primordialen Keimzellen in
Embryonen der Schwanzknospenstadien nachgewiesen werden (S. Koch,
unverodffentlichte Daten), wann genau die Expression von XDead end beginnt, ist aber
noch unklar.

XDazl wurde im Gegensatz zu den anderen beiden Proteinen in den primordialen
Keimzellen von Blastula-, Gastrula- und Neurula-Embryonen, also wahrend der mikro-
RNA-vermittelten somatischen RNA-Degradation, nachgewiesen (Houston und King
2000) und kommt somit als "Schutzfaktor" in Frage. Die XDazl mRNA ist sowohl in den

Oozyten als auch im frilhen Embryo im Keimplasma zu finden. Uberdies ist das XDazI
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Protein bereits in den Oozyten exprimiert und kénnte sich demzufolge schon vor der
Befruchtung an die Keimplasma-assoziierten RNAs (auch seine eigene) anlagern.
Klrzlich wurde gezeigt, dass auch Proteine der Elav-Familie an die Seed-Region
in der XDead end 3'UTR binden und damit die Anlagerung von mikroRNAs an dieser
Stelle verhindern koénnten (Koebernick et al. Manuskript eingereicht). Die
Uberexpression dieser Proteine im Embryo inhibiert (berdies die somatische
Degradation von Reporter-RNAs. Interessanterweise scheinen Elav-Proteine auch an
der RNA-Lokalisierung in Oozyten beteiligt zu sein (Arthur et al. Manuskript
eingereicht). Es ist also vorstellbar, dass diese Proteine im Rahmen der vegetativen
RNA-Lokalisierung an ihre Ziel-RNAs binden und diese Bindung bis in die
Embryogenese beibehalten wird. Da die RNAs mit dem Keimplasma assoziieren,
werden auch die gebundenen Elav-Proteine dort angereichert und erhalten auf diese
Weise schlieldlich eine Keimzell-spezifische Lokalisierung (Koebernick et al. Manuskript
eingereicht). Bisher konnten die Proteine allerdings nicht in den primordialen
Keimzellen nachgewiesen werden, so dass weitere Untersuchungen notwendig sind,

um diese Hypothese zu beweisen.

Es bleibt zu erbértern, warum der Embryo neben der vegetativen RNA-
Lokalisierung innerhalb der Oozyte einen zweiten Mechanismus bendtigt, um
bestimmte RNAs in den primordialen Keimzellen anzureichern. Mit der Verankerung
der RNAs im Keimplasma und der daraus resultierenden passiven Verteilung auf die
Keimzell-Vorlaufer liegt bereits eine effektive Anreicherungsstrategie vor.

Es ist vorstellbar, dass ein geringer Anteil dieser RNAs trotzdem auf Zellen
verteilt wird, die zu geringe Mengen an Keimplasma erhalten, um als Keimzellen
spezifiziert zu werden. Die Translation der Keimzell-spezifischen RNAs in somatischen
Zellen kdnnte negative Folgen fur die Zellen oder sogar den ganzen Embryo haben. In
diesem Szenario ware ein zweiter Kontrollschritt in den somatischen Zellen notwendig,
durch den gewahrleistet wird, dass diese absolut frei von Keimzell-Determinanten sind.

Andererseits besteht auch die Mdglichkeit, dass in Xenopus wie im Zebrafisch
maternale RNAs mit Einsetzen der zygotischen Genexpression global abgebaut
werden (Giraldez et al. 2006). Die somatische Degradation der Keimzell-spezifischen
RNAs ware dann kein Sonderfall, sondern die Regel.

In beiden Fallen mussen sich die Keimzellen bezuglich dieser mikroRNA-
vermittelten RNA-Degradation von somatischen Zellen unterscheiden, entweder durch
Unterschiede in der Degradationsmaschinerie oder  durch spezielle

Schutzmechanismen, wie z.B. durch bestimmte maskierende RNA-Bindeproteine.



Zusammenfassung 119

5. Zusammenfassung

Die Lokalisierung von mRNA-Molekilen ist eine wichtige Strategie zur Schaffung
intrazellularer Asymmetrien und spielt z.B. eine wichtige Rolle in der frihen
Embryogenese von Xenopus laevis. Die Aufklarung dieses molekularen Mechanismus
und die funktionelle Analyse lokalisierter RNAs tragen somit zum Verstandnis der
frihen Musterbildungsprozesse im Embryo bei.

Mit dem Ziel, neue RNA-Lokalisationsfaktoren zu isolieren, wurden transgene
Frosche generiert, die unter der Kontrolle eines Oozyten-spezifischen Promotors eine
Epitop-markierte Form des bekannten Transportfaktors Vg1RBP exprimieren sollten.
Diese sollte dann gemeinsam mit Interaktionspartnern affinitadtschromatographisch
aufgereinigt werden. Die transgenen Tiere wurden auf die Integration der Fremd-DNA
und die Expression dieses Proteins hin analysiert. Obwohl die DNA-Integration
nachweislich stattgefunden hat, wurde das rekombinante Protein in den Oozyten der
Tiere nicht produziert.

Die Proteinexpression wurde durch eine alternative Strategie erreicht und die
Aufreinigung durchgefuhrt. Die Bindungspartner wurden massenspektrometrisch
identifiziert und anschlielend unter dem Aspekt der RNA-Lokalisierung funktionell
charakterisiert. Dabei wurde gezeigt, dass die Proteine nicht nur mit Vg1RBP, sondern
auch mit anderen bekannten Transportfaktoren RNA-abhangig assoziieren. Auf3erdem
konnte flr eines der identifizierten Proteine eine spezifische Anreicherung lokalisierter

RNAs nachgewiesen werden.

In einem weiteren Projekt wurden vegetativ lokalisierte mRNAs funktionell
analysiert. Eine RNA, welche fir PIx3 kodiert, wurde ausgewahlt und detaillierter
untersucht. Dabei zeigte sich, dass PIx3 innerhalb der Polo-Kinase-Familie

wahrscheinlich eine spezifische Funktion ausfihrt.

Im Zusammenhang mit einem dritten Projekt wurde die Eigenschaft vegetativ
lokalisierter und Keimplasma-assoziierter RNAs untersucht, spezifisch in den
primordialen Keimzellen angereichert und im Soma degradiert zu werden. Der
Zeitraum der Degradation wurde eingegrenzt und Keimzell-spezifische Proteine auf

eine mogliche Funktion als Degradationsschutzfaktor hin untersucht.
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