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I EINLEITUNG

I EINLEITUNG

,, The greatest progressive minds of embryology have not looked for hypotheses, they have
looked at embryos. “Jane Oppenheimer (1955)

,» A hen is only an egg's way of making another egg* Samuel Butler

1.1 Von der deskriptiven Analyse zum Experiment

Die Entwicklung eines multizelluldren Organismus, ausgehend von einer einzelnen be-
fruchteten Eizelle bis hin zu einem multizelluldren Organismus ist ein brillianter Triumpf
der Evolution. Aus einer zundchst omnipotenten Stammzelle entwickeln sich wihrend der
Embryogenese viele Millionen von Zellen, die sich so zu unterschiedlichen und komplex-
en Organen wie Herz, Gehirn, Auge und Extremitéten differenzieren.

Einer der ersten Wissenschaftler, die sich neben Platon (im Dialog Timaios) mit der Ent-
stehung der Welt und der Entwicklung von Organismen befassten, war Hippocrates im 5.
Jahrhundert BC. Er sah in der Entwicklung eine Neuarrangierung der vier Grundelemente
Feuer, Wasser, Erde und Luft. Ein Jahrhundert spéter sollte Aristoteles (384 - 322 AC) in
seiner Schrift ,,de generatione animalium‘ eine Frage aufwerfen, die bis Ende des 19.
Jahrhunderts die Gedankengebilde der Entwicklungsbiologen stark beeinflusste. Er be-
trachtete die Embryonalentwicklung als einen Wachstumsprozess, bei dem sukzessive
neue Strukturen und Funktionen entstehen. Diesen Prozess bezeichnete er als Epigenese
und verglich ihn metaphorisch mit dem Kniipfen eines Netzes (Gohlke, 1959). Im Gegen-
satz dazu stand die Praformationslehre, nach der bereits im Ei der gesamte Organismus
vorgebildet sei und nur noch wachsen und reifen miisse, ohne neuen Strukturen bilden zu
miissen. Man glaubte, daf} alle Embryonen seit Anbeginn der Welt existierten und da3 der
erste Embryo einer neuen Spezies alle zukiinftigen Embryonen in sich trage. Einige Bio-
logen im 17. und 18. Jahrhundert, darunter Malpighi und Melbranche waren der Ansicht,

in menschlichen Spermien einen bereits perfekt ausgebildeten Menschen einen sog. Ho-
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munculus zu sehen. Erst mit Hilfe des Nachweises durch den deutschen Botaniker Mathi-
as Schleiden (1839), der den Beweis erbrachte, da} alle Lebewesen aus sich teilenden
Zellen aufgebaut sind, kam die Préformationstheorie ins Wanken. Der entscheidende
Schritt hin zur allgemeinen Akzeptanz der Epigenese als entwicklungsbiologisches Prin-
zip war die Feststellung durch August Weismann, daf die Keimzellen eines Organismus
unabhéngig von den somatischen Zellen sind und allein sie die Erbinformation an die
nédchste Generation weitergeben.

Erkenntnisse iiber Konzepte und Mechanismen der Embryonalentwicklung wurden stets
durch vergleichende Studien an Modellorganismen gewonnen. Sie mufiten zum einen in
grofer Zahl verfiigbar und ihre Embryonen sollten robust und leicht manipulierbar sein.
Als édltestes Modellsystem der Entwicklungsbiologie ist das Huhn zu nennen, an dem be-
reits William Harvey (1651) in seiner Schrift “Ex ovo omnia* die ersten SchluB3folgerun-
gen iiber die Ontogenese der Wirbeltiere zog.

Wilhelm Roux (1880) erkannte als erster, da3 die Entwicklungsprozesse nur mit experi-
mentellen Zugriffen und nicht allein mit Beobachtungen und Spekulationen aufgeklart
werden konnen. Deswegen gab er seiner neuen Forschungsrichtung den Namen Entwick-
lungsmechanik. Damit wollte er zum Ausdruck bringen, dal hinter diesen komplexen
Prozessen der Entwicklung des Tierkorpers kausale Beziehungen zwischen der Erbinfor-
mation und der zelluldren Maschinerie bestehen miissen, die mit geschickten Experimen-
ten aufgeklart werden kdnnen. Dies soll im folgenden an einigen ausgewihlten Beispielen
exemplarisch erldutert werden.

Wilhelm Roux (1980) konnte u.a. zeigen, da3 nach Totung einer der beiden Zellen eines
zweizelligen Froschembryos sich ein weitgehend wohlgeformter halber Embryo entwik-
kelt. Dieses Ergebnis unterstiitzte die Mosaiktheorie der Keimentwicklung von Weis-
mann (1880), nach der Charakter und Schicksal jeder Zelle durch asymmetrische Zell-
teilungen festgelegt wird.

Durch Experimente von Hans Driesch an Seeigelembryonen wurde jedoch nachgewiesen,
daB der Embryo sehr wohl in der Lage ist, in seine Entwicklung regulativ einzugreifen.
Driesch wiederholte das Experiment von Roux an einem zweizelligen Seeigelkeim. Er er-
hielt jedoch keine halbe Pluteus-Larve sondern vielmehr einen vollstdndigen Keim, je-
doch von geringer GroBe. Der sich entwickelnde Zellverband ist imstande, Zell- und
damit Informationsverluste zu kompensieren und eine normale Entwicklung aufrecht zu

erhalten. Eine regulative Entwicklung setzt dabei voraus, daf3 die einzelnen Zellen wiéh-
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rend der Entwicklung miteinander interagieren.

Dies konnte eindrucksvoll durch das Induktionsexperiment von Ilse Mangold und Hans
Spemann (1924) gezeigt werden. Unter Induktion versteht man dabei die Interaktion von
signalgebenden und signalempfangenden Zellen, bei derk sich die reagierenden Zellen in
threm Entwicklungsverlauf verdndern (Gurdon, 1987). Hans Spemann transplantierte die
dorsale Blastoporuslippe der friilhen Amphibiengastrula einer pigmentierten Spezies auf
die ventrale Seite einer unpigmentierten Spezies. Bei Verpflanzung dieser Struktur ent-
stand ein zweiter Embryo mit eigenem Nervengewebe und axialen Strukturen, die sich
nicht aus dem transplantierten Gewebe, sondern vielmehr aus dem ventralen Ektoderm
bildeten, einem Gewebetyp, der sich normalerweise zur Epidermis entwickeln wiirde. Die
transplantierte Urmundlippe selbst hingegen differenzierte sich zu axialem Mesoderm
und der Bodenplatte des Neuralrohrs und war in der Lage, umgebende mesodermale Zel-
len zu paraxialem Mesoderm umzuprogrammieren (*).

Neue Erkenntnisse und moderne Techniken erlaubten immer differenziertere Eingriffe.
So untersuchten z.B. Lee et al. durch gezielte Ablatierung der Dachplatte des Neuralroh-
res durch Expression des Diphterie Toxins den Einfluf3 des dorsalen Neuralrohres auf die
Musterbildung des Oberflachen-Ektoderms (Lee et al., 2000). Unter Musterbildung ver-
steht man dabei die Umsetzung des genetischen Bauplans eines Organismus in einen mor-
phologischen Anlagenplan durch Differenzierungsvorgénge in den Zellen, wie z.B.
Zellbewegungen, kontrolliertes Zellwachstum und Apoptose. Mit Hilfe dieser Technik
14Bt sich gezielt der induktive und musterbildende Einfluf} einzelner Keimblitter oder Or-
ganstrukturen untersuchen. Um jedoch auf zelluldrem Level die induktive Wirkung ein-
zelner Zellen oder ganzer Zellverbdande zu untersuchen, mufl man in der Lage sein, das
intrinsische Potential einer Zelle durch Millexpression einzelner Gene zu verdndern und
zu beeinflussen. Einige Mdglichkeiten, diesen Gentransfer zu erreichen, sollen im folgen-

den beschrieben werden.

(*) Soweit nicht gesondert zitiert sind die dargestellten historischen Daten und Zusammenhénge aus Developmental

Biology (Gilbert, 2000) und aus Principles of Development (Wolpert, 1998) entnommen worden.
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1.2 Gentransfermoglichkeiten

Die moderne Gentechnologie umfasst alle Methoden zur Identifizierung, Isolierung, Ver-
mehrung, Analyse und Expression von Genen. Voraussetzung dafiir ist der Gentransfer,
also das Einbringen des Gens in eine Wirtszelle (Watson et al., 1993). Dabei sind biolo-
gische, chemische und physikalische Methoden zur Einfithrung von DNA in Zellen in den
letzten 4 Jahrzehnten entwickelt worden. Bei den biologischen Methoden wird in erster
Linie zwischen viralen und nicht-viralen Gentransfer-Systemen unterschieden. Der Gen-
transfer in Zellen gehort zur natiirlichen Vermehrungsstrategie der Viren. Deshalb konnen
Viren benutzt werden, um Fremd- DNA in Wirtszellen und auch in deren Genom einzu-
schleusen, so da3 die Fremd-DNA in der Wirtszelle amplifiziert wird. Fiir die Transfek-
tion von Sdugerzellen werden DNA-Viren, wie z.B. Simian Virus 40, Polyoma oder
Adenoviren, aber auch Retroviren, deren Erbinformation aus RNA besteht, verwendet
(Koch-Brandt, 1993; Gilinzburg, 1997). Als Alternative zur viralen Transfektion ist die
Protoplastenfusion (Schaffner et al. 1980) zu nennen, bei der die Membran der Protopla-
sten, die zahlreiche Plasmidkopien tragen, mit der Membran der Zielzelle fusioniert.

Bei den biochemischen Methoden wird die Fremd-DNA iiber Endocytose in die Wirtszel-
le aufgenommen. Dazu wird die DNA vorher mit organischen Polymeren komplexiert,
die ihre negative Ladung neutralisieren. Die élteste Methode ist die Calciumphosphat-
Transfektion, die 1973 von Graham und van der Eb etabliert wurde (Graham und van der
Eb, 1973). Andere Methoden benutzen Polykationen, wie z.B. Diethylaminoethyl
(DEAE)-Dextran, Polybrene (Chaney et al., 1986) oder Transferrin-Polykation-Konjuga-
te, bei denen es zu einer rezeptorvermittelten Endozytose kommt. Eine weitere Mdglich-
keit bietet die Verwendung von kationischen Lipidmolekiilen, z.B. DOTMA(NJ1-
(2,3dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethyl-amoniumchlorid), auch als Lipofektin bezeich-
net. Durch Ultraschallbehandlung werden hier Lipidvesikel gebildet, welche die DNA
komplexieren, an die negativ geladene Zelloberfldche absorbieren und mit der Plasma-
membran fusionieren (Remy et al, 1994; Liszewski, 1998). Die Struktur dieser als Lipo-
plexe bezeichneten Partikel ist recht komplex und erinnert in ihrer Form an bestimmte
Viren. Einfacher als Lipoplexe sind Liposomen, einfache Lipidvesikel, die einen Durch-
messer von 0.025 bis 0.1um besitzen und aus amphiphilen Lipidmolekiilen aufgebaut
sind. Liposomen spiegeln in ihrer Struktur, d.h. in der Anordnung zur doppelschichtigen

sandwichartigen Membran den Aufbau der Plasmamembran tierischer Zellen wieder. Da-

11
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bei ordnen sich die amphiphilen Lipidmolekiile so an, da3 die K&pfe der dulleren Schicht
zum umgebenden wissrigen Milieu weisen und die der inneren ins ebenfalls wéssrige
Zentrum. Da Liposomen jedoch wesentlich kleiner als ein verdrilltes Plasmid sind, ist die
Aufnahme von DNA in diese Genfdhren recht ineffizient. Um die Zellspezifitét dieser Ve-
sikel zu erhohen, ist es moglich, sie mit Antikdrpern zu versehen, die unterschiedliche
Molekiile auf der Zelloberfldche erkennen.

Bei den biophysikalischen Methoden wird die Fremd-DNA mit Hilfe von physikalischen
Verfahren in die Wirtszelle eingebracht. Hierzu zihlt die Mikroinjektion der DNA direkt
in den Zellkern (Graessmann, 1994), wie sie bei der Herstellung transgener Tiere ange-
wendet wird, als auch der DNA- Transfer mittels beschleunigter Goldpartikel, bei der die
DNA mittels Mikroprojektilen in die Zelle geschossen wird (Klein et al., 1987). Diese
Methode hat sich vor allem bei der Herstellung transgener Pflanzen mit ihren dicken Zell-
wiénden bewihrt (Pecorino und Lo, 1992), ist aber ebenfalls sehr geeignet zur Transfekti-
on postmitotischer Neuronen in Gehirnschnitten (Donald et al., 1994). Selbst nach Injek-
tion nackter Plasmid-DNA in Muskelgewebe konnte in einem erheblichen Anteil der Zel-
len Reportergenaktivitdt nachgewiesen werden (Wolff et al., 1990). Elektroporation und
Laserporation (Palumbo et al., 1996) schlieBlich bewirken eine lokale Perforierung der

Zellmembran und damit die Aufhahme kleiner Molekiile.

—p Andocken an Rezeptoren auf der Zellmembran
und anschliel ende Verschmelzung der
Zellmembranen

Adenoviren (DNA Viren)

—- Fusion mit Zellmembran

Lipoplexe

Elektroporation

Gene Gun (Mikropartikel Beschuf3)
Injektion

Nackte DNA

Abb.1: Ubersicht (iber verschiedene Transfektionsmethoden fiir eukaryontische
Zellen und Gewebe

12
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Eine immer weiter verbreitete Methode ist die Elektroporation, da hier einerseits die
Transfektion von Zellen mdoglich ist, die anderen Methoden nicht zugénglich ist, und an-
dererseits eine hohe Effizienz erreichbar ist. Der EinfluB3 elektrischer Felder auf Zellen ist
schon seit langem Objekt wissenschaftlicher Untersuchungen. So wurde schon in den 20-
er und 30-er Jahren dieses Jahrhunderts von dielektrischen Effekten (Muth, 1927) und
vom Zusammenbruch der Zellmembran durch ein elektrisches Feld berichtet (Kraus,
1932). Erst in der zweiten Hélfte des Jahrhunderts fanden diese elektrisch induzierten Ef-
fekte eine biotechnologische Anwendung. So konnten Pohl und Hawk (1966) lebende von
toten Zellen mittels Dielektrophorese trennen. Sale und Hamilton zeigten ein Jahr spiter,
dafl Bakterien und Hefen durch elektrische Felder hoher Intensitdt und kurzer Dauer ge-
totet werden konnen (Sale and Hamilton, 1967). Sie fiihrten diesen Effekt auf den irrever-
siblen elektrischen Durchbruch der Zellmembran zuriick. Im Jahre 1973 bewies
Zimmermann, dal} bei entsprechend gesetzten Feldparametern auch der reversible elektri-
sche Durchbruch der Membran moglich ist.

Zahlreiche Anwendungsgebiete in der molekularen Zellbiologie aber auch in der Genthe-
rapie wurden seitdem aufbauend auf diesem physikalischen Prinzip entwickelt. Darunter
fallen die Produktion monoklonaler Antikorper (Foungn et al., 1989), Zell-Zell Fusionen
(Teissie et al., 1982), Zell-Gewebe Fusionen (Heller et al., 1990) und Insertionen von Pro-
teinen in die Cytoplasmamembran (Mouneimne et al., 1991). Elektropermeabilisierte Zel-
len konnen dabei nicht nur DNA sondern auch fluoreszente Farbstoffe wie Propidium-
iodid, synthetische Oligonucleotide, RNA oder sogar Proteine aufnehmen (Rols et al.,
1998). Diese Methode des Gentransfers blieb zundchst auf eu- und prokaryontische Zel-
len in Suspensionskultur beschrinkt. Elektro- sowie chemokompetente Escherichia coli
Bakterien sind mittlerweile aus der Forschung sowie aus der grof3technischen Produktion
von Wirkstoffen wie Insulin oder Wachstumsfaktoren nicht mehr wegzudenken. Die
Elektroporation von murinen embryonalen Stammzellen hat die Erforschung vieler Gen-
funktionen durch die Erzeugung von ,.knockout* Mutanten erst ermdglicht. Mit Hilfe von
Puls Generatoren, die eine konstante Spannung {liber einen bestimmten Zeitraum lieferten,
gelang es erstmals Gewebe in vivo im lebendenden Tier zu transfizieren (Titomirov et al.,
1991). Inzwischen gibt es Erkenntnisse {iber den Einsatz dieser Transfektionsart in ver-
schiedenen Tiermodellen und an unterschiedlichen Gewebetypen wie Leber (Heller et al.,
1996), Gehirntumoren (Nishi et al., 1996), Haut (Zhang et al., 1996), Herz (Harrison et
al., 1998), murinen Melanomen (Rols et al., 1998), dem Ovidukt in Hithnern (Ochiai et
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al., 1998) und murinen Hodengewebe (Muramatsu et al., 1997).
Im folgenden soll der theoretische Hintergrund der Elektropermeabilisierung niher erléu-

tert werden.

1.3 Theorie der Elektropermeabilisierung

» 1 he observation of transient permeability changes induced by electric impulses in cell
membranes is fundamental and opens new perspectives for our understanding of membra-

ne processes. “ Manfred Eigen

Sowohl die Zellmembran als auch kiinstliche Lipidmembranen besitzen aufgrund der am-
phiphilen Struktur der Membranlipide Eigenschaften eines elektrischen Kondensators.
Deshalb wird der elektrische Durchbruch einer Zellmembran am besten am Modell ei-
nes Plattenkondensators mit parallel dazu geschaltetem Widerstand veranschaulicht.
Das Membraninnere, die hydrophoben Kohlenwasserstoffketten der Lipide, stellt das
Dielektrikum zwischen den ,,Platten dar, die von dem wéssrigen Aulenmedium und
den polaren Kopfen der Lipide gebildet werden. Die Poren und Kanile der Zellmem-
bran stellen den parallel geschalteten Widerstand dar. Der Widerstand des Auflenme-
diums liegt wiederum in Serie zur Membran. Ein Plattenkondensator kann nur bis zu
einem bestimmten Potential, das vom Plattenabstand und von der Dielektrizitdtskon-
stante abhéingig ist, aufgeladen werden. Oberhalb dieses Grenzwertes kommt es zu ei-
nem elektrischen Durchbruch und damit verbunden zu einer Erhdhung der Leit-
fahigkeit. Dieser elektrische Durchbruch ist bei technischen Kondensatoren normaler-
weise irreversibel. Unter bestimmten Vorraussetzungen (wie z.B. bei dem Erreichen
des fiir den Durchbruch notwendigen Membranpotentials innerhalb weniger Mikrose-
kunden) ist die elektrisch induzierte Membranstorung bei Zellen reversibel, und die
Zellmembran besitzt nach kurzer Zeit wieder ihre urspriinglichen Eigenschaften Die
Zellmembran wird bis zu einer Spannung U aufgeladen, die durch folgende Gleichung

»integrierte Laplacegleichung" in vereinfachter Form gegeben ist:
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Ug) = fxrxEx cosa

Ug) = anliegende Spannung [V]

F = Formfaktor

r = Zellradius [cm]

E = duBeres angelegtes Feld [kV/cm]

cosa. = Winkel zwischen den Polen der Zelle und der Feldrichtung

Abb.2: Laplace Gleichung. Abhangigkeit der Durchbruchsspannung einer Zelle vom Zellradius,
dem angelegten Feld, dem Formfaktor einer Zelle und dem Winkel zwischen den Polen der Zellet
und der Feldrichtung.

Die Spannung U bezeichnet das Potential liber der Zellmembran an einem beliebigen
Punkt der Membran, der sich im Winkel o zum elektrischen Feld befindet, wobei U den
Wert der Durchbruchspannung U, erreichen kann. Die Durchbruchspannung U, ist auf3er-
dem abhédngig von einem Formfaktor f, dem Radius a der Zelle und der Feldstirke E des
angelegten Feldes. Der Formfaktor f beriicksichtigt entsprechend der geometrischen
Form der Zelle die Feldverzerrung. Fiir sphirische Zellen betrédgt er 1.5, fiir einen unend-
lich langen Zylinder ist f=1. Der Grenzwert des fiir den Durchbruch notwendigen Poten-
tials iiber der Membran U, betrdgt bei Raumtemperatur 1 V, bei 4°C in etwa 2 V. Die
entsprechende Feldstirke des angelegten Feldes, bei welcher der Durchbruch erzielt wird,
bezeichnet man als E oder E; ;. Wird ein elektrisch homogenes Feld der Feldstirke E=E_
angelegt, so induziert man entsprechend der Gleichung aufgrund der Abhéngigkeit vom
Winkel o einen Membrandurchbruch an den Polen der Zelle, also an den Stellen, die den
Elektroden am nichsten liegen (an diesen Bereichen wird das hdchste Potential Uc er-
reicht, da wegen a=0; cosa=1 ist). Beim Anlegen eines Feldes hoherer Feldstarke wird

aufgrund der Winkelabhéngigkeit die permeabilisierte Membranfldche groBer.




I EINLEITUNG

N N N N
- +
O E=Ec @ @ E»>Ec O
< <
\ g %
o g nl
P - P P DD E P

Cytoplasma % Cytoplasma 50

NS " g’

Abb.3: Induktion eines Membrandurchbruchs durch Anlegen eines elektrischen Feldes. In
dem dargestellten Shema, das keine aktuellen GréRenverhaltnisse wiedergibt, wird das
Verhalten einer Zelle in einem externen elektrischen Feld veranschaulicht. Die Durchbriiche
in der Zellmembran sind an den Polen der Zelle lokalisiert, da dort das hoéchste Potential
anliegt. Die Pfeile spiegeln die Richtung des elektrischen Feldes wieder. a stellt den Winkel
zwischen den Polen der Zelle und der Feldrichung dar. E steht fir die Felstérke, wobei E.
diejenige Feldstarke symbolisiert, bei der der Membrandurchbruch erfolgt. (El) Elektroden,
(r) Zellradius, (P) Zellpol.

Die Verwendung von hypoosmolalen Porationsmedien gewdhrleistet eine sphérische
Form der Zellen und somit eine einfache Anwendung der integrierten Laplace-Gleichung.
Zusitzlich wird durch das Anschwellen der Zellen die fiir den Membrandurchbruch not-
wendige Feldstirke E, ; herabgesetzt. Je nach Zelltyp kann sich die Zellmembran vom
Cytoskelett ablosen, was sowohl die Permeabilisierung erleichtert als auch das Ausheilen
(aufgrund der hoheren Fluiditdt der Membranbestandteile) der Membran nach dem Puls.
Neben der Osmolalitdt kommt auch der Leitfahigkeit des Porationsmediums eine wichti-
ge Rolle zu. Bei gegebenem Zellradius hingt die Relaxationszeit der exponentiellen Auf-
ladung der Membran umgekehrt von der spezifischen Leitfdhigkeit des Mediums ab. Es
hat sich gezeigt, dal entgegen den géngigen theoretischen Vorstellungen der Stoffaus-
tausch zwischen Zelle und Medium nach der Poration mit abnehmender Leitfahigkeit des
Mediums zunimmt. Diese Befunde sind auf transiente elektrische Deformationskrifte zu-
riickzufiihren, die aus der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen dem angelegten
externen elektrischen Feld und dem induzierten Dipol im Cytosol resultieren. Da die
Oberfliche der meisten Zellen negativ geladen ist, wird dieses Dipolmoment durch La-
dungstrennung oder Neuorientierung von Dipolen in der Zellmembran induziert. Diese

Prozesse treten im Nanosekundenbereich in schwach leitenden Medien vor der Aufladung
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der Membran auf, sind aber bis in den Mikrosekunden-Bereich der Membranaufladung
wirksam und beeinflussen entscheidend die Permeabilisierung der Membran.

Wenn eine Zelle mit einem bestimmten Transmembran-Ruhepotential einem externen
elektrischen Feld ausgesetzt wird, wird die der Anode zugewandte Seite hyperpolarisiert
und die der Kathode ausgesetzte Seite depolarisiert (Hibino et al., 1991; Sersa et al.,
1996b). Die Leitfahigkeit einer ungefahr 6 nm dicken Plasmamembran (Dielektrizitits-
konstante: Km 2-3) ist dabei weitaus geringer als die des sie umgebenden Mediums und
das Cytoplasmas (Kc 80). Wird eine Zelle einem kurzzeitigen (us-ms) elektrischen Feld
ausgesetzt, steigt die an der Membran anliegende Spannung U(t) bzw. das Transmem-
branpotential, das normalerweise bei -70 mV liegt, bis auf 0.5 bis 1 V an. Wird dieses
Schwellenpotenial erreicht, kommt es zum reversiblen elektrischen Durchbruch (,,rever-
sible elektrical breakdown* REB). Er ist gekennzeichnet durch eine drastische Erhohung
der Leitfahigkeit von 10-3 Scm2 bis auf 1 Sem-2 und einer damit verbundenen raschen
Entladung der Membran (Weaver et al., 1995). Durch die Erhohung der elektrischen Feld-
energie innerhalb der Membran in Kombination mit den thermalen Fluktuationen der Li-
piddoppelschichten kommt es zur Bildung einer heterogenen Population von Poren und
zur Aktivierung spannungsabhingiger lonenkanéle, die typischerweise ein Aktvierungs-
potential von 50mV besitzen (Tsong, 1991). Durch diese Poren flieBen hauptséchlich Na™
and Cl- Ausgleichsionenstrome, die zur Entladung der Membran beitragen und sie da-

durch vor mechanischer Beschadigung schiitzen.

eé‘%(”'(" . [
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Abb.4: Aufbau einer durch ein externes Feld induzierten Elektrophore. (A) zeigt die Struktur der
Phospholipiddoppelschicht der Zellmembran. (B) Das Feld fihrt zu einer Neuorientierung der
Phospholipidmolekiile und damit zur Bildung hydrophiler Poren, durch die Makromolekile und
Farbstoffe aufgenommen werden kdnnen.

Durch diese Elektrophoren in der Plasmamembran kommt es ebenfalls zum Austritt von

Cytoplasma in das umgebende Medium, wodurch sich dessen Leitfahigkeit erhoht. In-
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dem man ermittelt, bei welchen Feldstirken diese Leitfdhigkeitserhohung auftritt, erhélt
man einen Anhaltspunkt, bei welcher Spannung eine fiir diesen Zelltyp optimale Elektro-
porationsbedingung erreicht wird. Da es durch die Poren zu einem relativ unspezifischen
Austausch an Ionen, Proteinen und chemischen Substanzen mit der extrazelluldren Um-
gebung kommt, wird die Zelle osmotisch stark gestreft. Die Uberlebensrate der Zellen
hingt unter anderem vom Zelltyp, der Zusammensetzung des extrazelluldren Mediums
und dem Volumenverhiltnis intra- und extrazelluldrer Fliissigkeit ab.

In dieser Arbeit wurden sowohl homogene als auch inhomogene elektrische Felder zur
Transformation von Embryonen eingesetzt. Beide Feldtypen unterscheiden sich grund-
satzlich in der Anordnung ihrer Feld- und Potentiallinien. Dieser Sachverhalt hat ent-
scheidenden Einfluf auf die Transfektionseftizienz.

Um diesen Sachverhalt zu erldutern, soll im folgenden kurz der Zusammenhang
zwischen der Feldstirke und dem Verlauf der Feld- sowie der Aquipotentiallinien veran-
schaulicht werden.

Die elektrische Feldstérke, die als der Quotient aus Kraft pro Ladung zu definieren ist,
kann mit Hilfe von Feldlinien veranschaulicht werden (Dobrinski, 1993). Verein-
barungsgemil verlaufen Feldlinien in positiver Richtung von der positiven zur nega-
tiven Ladung.

Die Feldlinien einer einzelnen Punktladung sind geradlinig radial und symmetrisch. Die
Feldstarke nimmt mit dem Quadrat der Entfernung von der Punktladung ab, ebenso die
Dichte der Kraftlinien. Stellt man das elektrische Feld durch Kraftlinien dar, so ist die
Dichte der Kraftlinien ein relatives MaB fiir die Stérke des elektrischen Feldes; je enger
dabei die Kraftlinien beieinander liegen, um so groBer ist die Feldstdrke. In dhnlicher
Weise kann die relative Stirke des elektrischen Feldes durch den Abstand der Aquipoten-
tiallinien voneinander angegeben werden, sofern dabei immer die gleiche Potentialdif-
ferenz besteht. Um elektrische Ladungen auf einer Aquipotentiallinie, die ja senkrecht auf
den Feldlinien steht, zu verschieben, ist keine Arbeit aufzuwenden, da alle Punkte einer
Aquipotentiallinie keine Potentialdifferenz aufweisen, d.h. die Spannung zwischen ihnen
ist gleich Null.

Bringt man eine lebende Zelle mit ihren negativ geladenen Phosphatgruppen in ein
elektrisches Feld, so wirken auf die frei beweglichen Ladungstriger elektromagnetische

Krifte. Unter dem Einflul3 dieser Krifte bewegen sich die negativen Ladungstriger (meist
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handelt es sich um Elektronen) entgegen der Feldrichtung, positive wandern in der
Feldrichtung. Die dadurch aufgezwungene Ladungstrennung bezeichnet man als In-
fluenz. Durch diesen Vorgang ensteht ein dem urspriinglichen Feld entgegengerichtetes
Feld. In einem homogenen Feld hat die Feldstérke {iberall den gleichen Betrag und die
gleiche Richtung und kann daher als Schar paralleler Geraden dargestellt werden, die

senkrecht zwischen den Leitern verlauft.
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Abb.5: Darstellung der Feld- und Potentiallinienverteilung zwischen zwei parallelen (A) und einem punkt-
formigen Leiter (B). Der Verlauf der Feldlinien ist durch blaue Linien angedeutet, wobei die Richtung durch
die Pfeilspitzen markiert wird. Rote Linien geben die Lage der Aquipotentiallinien wieder.

Unter dem Begriff der Elektroporation sind zwei unterschiedliche Phinomene zusam-
mengefaflt, nimlich die Elektropermeabilisierung und die Elektrotransformation. Unter
Elektropermeabilisierung versteht man die Induktion eines permeablen Membranzustan-
des unter Einflul} eines externen elektrischen Feldes. Der Prozef3 der Elektrotransforma-
tion beschreibt dagegen das Durchdringen der Zellmembran durch die DNA infolge
elektrophoretischer Kréfte (Klenchin et al., 1991; Sukharev et al., 1992). Die Elektropo-
ration wird allgemein durch drei Faktoren beeinfluf3t, die jedoch in unterschiedlicher Wei-
se die Elektropermeabilisierung und die Elektrotransformation beeinflussen. Dabei han-
delt es sich um die Stirke des externen Feldes, der eine Zelle ausgesetzt wird, die Puls-
dauer sowie die Anzahl der Pulse. Rols und Teissie konnten zeigen, da3 die Permeabili-
sierung hinsichtlich der Pulsdauer sowie der Pulsanzahl einem Sattigungsgrad unterliegt,
wohingegen die Transformationseffizienz weiter pseudoexponentiell ansteigt (Rols und
Teissie, 1990b). Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Prasenz der DNA wihrend des elek-
trischen Pulses (Winterbourne et al., 1988), da die strukturellen Verdnderungen der Mem-

bran offenbar nur sehr kurzlebig sind (~2 sec) (Wolf et al., 1994). Diese Hypothese wird




I EINLEITUNG

unterstiitzt durch eine Studie von Hibino et al., die nachweist, daf} die durch eine Elektro-
permeabilisierung angestiegene Leitfahigkeit der Membran sehr kurz ist (im msec Be-
reich) (Hibino et al., 1993). Die Aufnahme von Farbstoffen hingegen unterliegt vermut-
lich einem anderen Mechanismus, da dieser ProzeB {iber einen sehr viel ldngeren Zeit-
raum aktiv ist. Der elektrische Puls beeinflufit die Konformation und Orientierung der
DNA im Feld sowohl durch die Feldstéirke als auch durch die Pulsldnge. Da es infolge der
Polarisierung und der damit verbundenen Ladungstrennung zur Dipolbildung innerhalb
eines langgestreckten DNA-Molekiils kommt, bewirkt das Feld eine Rotation der Mole-
kiile, so daB sie mit ihrer Lingsachse entlang der Feldlinien ausgerichtet sind (Porschke
et al., 1984; Neumann et al., 1993). Es konnte gezeigt werden, daB3 es durch einen Puls
von 10 msec Lange und einer Feldstirke von 1kV/cm infolge der Elektrophorese zu einer
Konzentrierung der DNA um den Faktor 5 an der Zellmembran kommt (Wolf et al.,
1994). Unter diesem Gesichtspunkt der Uberkonzentration von DNA kann man sowohl
die Beobachtung erkliren, da3 die Kombination eines nicht- permeabilisierenden Pulses
gefolgt von einem permeabilisierenden die Transformationseffizienz erhoht als auch die
Tatsache der Erniedrigung der Effizienz durch Verdiinnung der DNA unmittelbar nach ei-
nem Puls (Andreason und Evans, 1989; Sukharev et al., 1992). Ungeklért ist, warum es
durch Erhohung der Plasmidkonzentration zur verstdrkten Zellyse kommt. Es besteht die
Vermutung, daB dies auf den verstiarkenden Einflu3 der bei diesen Experimenten verwen-
deten Triger DNA zuriickzufiihren ist (Rols et al., 1992).

Das elektrische Feld zwischen den Elektroden wirkt jedoch nicht gleichmifBig auf alle
dort vorhandenen Zellen. Canatella et al. haben gezeigt, daf3 in Zellkulturen die Elektro-
porationseffizienz, also die Zahl der Zellen, die einen Farbstoff wie Fluorescein oder Cal-
cein aufnehmen, mit zunehmender Zelldichte sinkt (Canatella et al., 2001). Gleichzeitig
steigt jedoch die Uberlebensrate der Zellen an. Dies beruht darauf, daB mit zunehmender
Zelldichte die lokale Feldstirke, der eine einzelne Zelle ausgesetzt ist, reduziert wird (Su-
sil et al., 1998). Die umgebenden Zellen fiihren durch ihre isolierenden Eigenschaften zu
Veranderungen des elektrischen Feldes. Diese Situation muf3 bei der Elektroporation von
Geweben oder ganzen Embryonen berticksichtigt werden, da hier zum einen die ,,Pak-
kungsdichte* der Zellen noch wesentlich hoher ist als in einer Suspension. Zum anderen
sind die Zellen in eine extrazellulire Proteinmatrix eingebunden, die zusétzlich gegentiber
externen elektrischen Einfliissen abschirmt.

Wie effektiv die Elektroporation ist, hdangt davon ab, wie lange die Membran einem elek-
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trischen Feld definierter Stirke ausgesetzt ist. Die Zeitkonstante t, iiber die ein bestimm-
tes Feld effektiv wirkt, wird bei der Verwendung von Rechteckpulsen bereits bei
kleineren Voltzahlen erreicht als bei exponentiell abnehmenden Pulsen. Diese werden

hauptséichlich bei der Transformation von Mikroorganismen und Bakterien wie E. coli

eingesetzt.
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Abb.6: Vergleich des Spannungsverlaufs bei einem exponentiell abnehmenden (A) Puls
(typisch fur die Entladung eines Kondensators) und einem rechteckigen Puls mit
konstantem Spannungsvelauf (B). Es ist ersichtlich, da die zum Erreichen der
Durchbruchsspannung nétige Pulshdhe bei einem rechteckigen Spannungsverlauf
bereits bei kleineren Voltzahlen zustande kommt. t ist die Zeitkonstante, lber die das
Feld auf die Zellen einwirken muf, um einen Membrandurchbruch zu erhalten.

Wenn Gewebe elektrischen Rechteckpulsen ausgesetzt wird, entsteht Warme gemif fol-

gender Gleichung:

Q=V2xT/4.2R)

wobei V (Volumen [um?3]), Q (Wirme [J]), R (Widerstand [Ohm/cm]) und T (Zeitkon-
stante 1) darstellen.

Nach Muramatsu ist die Transfektionseffizienz ungefdhr der entstehenden Wérme
proportional (Muramatsu et al., 1998). Ein Puls von 1000 V/cm und 100 psec entspricht
daher einem Puls von 25 V/cm und 160 msec bzw. 2 Pulsen von jeweils 80 msec Dauer.
Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, mufl die Pulsdauer genau definiert und
unabhingig von der Leitfahigkeit des Mediums sein. Bei den konventionellen Geriten,
die mit der herkdmmlichen Porationstechnik arbeiten, konnen iiberdies verschiedene
Probleme auftreten. Die Applikation langer Feldpulse in leitenden Porationsmedien kann

sowohl in Folge hoher Stromfliisse als auch durch drastische pH-Anderungen in
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Elektrodennéhe und dadurch bedingte Freisetzung von lonen (v.a. Aluminium) aus den
Elektroden zur irreversiblen Schidigung der Zellen fiihren. Die Zellen werden dabei auf
zweierlei Weise geschiddigt und zwar durch das elektrische Feld und den nach
Elektropermeabilisierung auftretenden Stromflul. Das elektrische Feld fiihrt dabei
unspezifisch zur Aktivierung bzw. Inaktivierung spannungssensitiver Ionenkanile und
kann eine irreversible Konformationsdnderung der Membranproteine bewirken (Tsong
et al., 1990). Infolge des Stromflusses heizt sich das Zytoplasma bis auf 45°C auf. Die
freie Enthalpie zwischen einer aktiven korrekten Proteinkonformation und einer inkor-
rekten inaktiven Faltung ist gering, sie betrdgt typischerweise lediglich 5-10 kcal/mol
(Tanford, 1970). Vor allem die Elektronentransferkomplexe der Atmungskette und die
ATP Synthese Maschinerie in der inneren Mitrochondrienmembran werden durch die
Wairmezufuhr irreversibel geschiadigt. Das Auftreten freier Sauerstoffradikale potenziert

diesen Effekt, da es zur Oxidation von Proteinen und Lipiden kommt.

1.4 Frithe Embryogenese des Huhns

Die Embryonalentwicklung des Huhns wird von der Eiablage bis zum Schliipfen nach
einem von Hamburger und Hamilton entwickelten, auf morphologischen Kriterien basier-
enden System in 46 Stadien von Stadium HH1 bis HH46 eingeteilt (Hamburger und
Hamilton, 1951). Wéhrend der Stadien HH1 bis HHS findet die Gastrulation des Amnio-
ten Embryos statt, wobei der Primitivstreifen, der als Aquivalent des Urmundes der Am-
phibien zu betrachten ist, ausgehend von der Koller'schen Sichel von posterior nach
anterior wandert. Durch die Spitze des Primitivstreifens wandern im Stadium HH3
zundchst Zellen ein, die das definitive Endoderm bilden, aus dem sich alle endodermalen
Derivate, wie Magen, Darm und Pankreas ableiten. Die Strukturen des axialen Meso-
derms, wie das Notochord und der Kopffortsatz, entstehen aus Zellen, die ab Stadium
HH4 durch den Knoten einwandern, wéhrend zeitgleich die Immigration der paraxialen,
intermedidren und lateralen Mesodermanteile in den Primitivstreifen stattfindet. Die an-
teriore-posteriore Position der Zellen im Primitivstreifen ist dabei ausschlaggebend,
welchen Mesodermtyp sie bilden. Je caudaler sie einwandern, desto lateraler ist die Me-
sodermstruktur, die aus ihnen hervorgeht. Zeitgleich mit dem Einwandern der Zellen und
der Bildung des Kopffortsatzes beginnt eine Regression des Primitivstreifens, wobei weit-

erhin auswandernde mesodermale Zellen den cranialen Teil des Notochords ausbilden.
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Dadurch bildet sich ein Gradient hinsichtlich der Entwicklungsstufen innerhalb des Em-
bryos aus. Im Kopfbereich beginnt bereits die Organogenese von Nervensystem, Darm

und Herz, wihrend posterior weiter Gastrulation stattfindet.

1.5 Musterbildungsprozesse bei der Anlage der Neural-

platte

Es sollen im folgenden die Funktion und die Charakteristika einiger Proteinfamilien, ins-
besondere TGFp-Faktoren und Homeodoménproteine, dargestellt werden, die bei der An-
lage der Neuralplatte eine Rolle spielen.

In Vertebraten wird die Neuralplatte als erste Stufe eines sich entwickelnden ZNS wih-
rend der Gastrulation durch Unterteilung des Ektoderms in neurale und nicht-neurale Do-
mainen festgelegt. Die Induktion der Neuralplatte sowie die Dorsalisierung des Meso-
derms erfolgt in Amphibien durch die dorsale Blastoporuslippe, in Teleosten durch den
Schild (Oppenheimer, 1936) und in Vogeln durch den Hensen’schen Knoten an der Spitze
des Primitivstreifens (Waddington, 1933). Signale, die von diesem Speman’schen Orga-
nisator ausgehen, konnen prospektive Epidermiszellen zu neuralen Vorlduferzellen um-
programmieren und zur Induktion sekundérer Achsen fiithren.

Signaltransduktion durch BMP (bone morphogenic protein) Molekiile blockiert die Aus-
bildung neuraler Vorlduferzellen im Ektoderm in Vertebraten (Xenopus) und induziert in
Form eines Konzentrationsgradienten die Etablierung der dorso-ventralen Achse in Inver-
tebraten (Drosophila). Neurale Induktion kann man daher auch als lokale Suppression
dieses Signalweges durch BMP Antagonisten wie chordin, noggin, follistatin betrachten
(Piccolo et al., 1996; Zimmermann et al., 1996; Fainsod et al., 1997), die durch den Spe-
mannschen Organisator freigesetzt werden. BMP4 ist im Huhn und im Frosch (Xenopus
laevis) im Ubergangsbereich zwischem neuralem und epidermalem Ektoderm exprimiert
und induziert die Differenzierung der in dieser Region entstehenden Neuralleistenzellen
(LaBonne und Bronner-Fraser, 1999).

Dorsale Uberexpression von BMP4 inhibiert neurale Differenzierungsprozesse im Ekto-
derm der animalen Hemisphere des Froschembryos (Sasai et al., 1995). Im Gegensatz
dazu fiihrt eine Mi3expression von BMP4 oder seiner Antagonisten im Huhn weder im
Bereich der prospektiven Neuralplatte noch im nicht-neuralen Ektoderm zu einer Beein-

flussung der Musterbildungsprozesse wihrend der Gastrulation (Streit et al., 1998; Streit
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und Stern, 1998). Insbesondere sind chordin und noggin nicht in der Lage, in kompe-
tentem Ektoderm neurales Gewebe zu induzieren. Nur an der Grenze zwischen neuralem
und nicht-neuralem Ektoderm, an der neurale Marker wie SOX3 und nicht-neurale Mark-
er wie die Homeoboxgene MSX1 und DLXS sowie TGFp-Faktoren wie BMPS und
BMP7 co-exprimiert sind, kann die Grof3e der Neuralplatte durch ektopische Expression
von BMP4, noggin und chordin beeinfluit werden (Streit und Stern, 1999). Die Grenze
der Neuralplatte wird daher durch die Interaktionen zwischen neuralem und nicht-neu-
ralem Ektoderm sowohl im Frosch als auch im Huhn etabliert (Moury und Jacobson,
1990; Dickinson et al., 1995; Selleck und Bronner-Fraser, 1998; LaBonne und Bronner-
Fraser, 1998). MSX1 Expression wird dabei sowohl von den Fibroblasten Wachstumsfak-
toren FGF4 und FGFS (Streit und Stern, 1999) als auch von BMP4 (Marazzi et al., 1997;
Suzuki et al., 1997) induziert und kann wiederum in Form einer positiven Riickkopp-
lungsschleife BMP4 aktivieren (Bei und Maas, 1998). Die Expression von BMP4 selbst
wird ebenfalls in Form einer positiven Riickkopplungsschleife verstirkt (Biehs et al.,
1996). In der friihen Embryonalentwicklung liegt eine weitgehende Uberlappung von
MSX1 und BMP4 Transkripten vor. Beide sind in HH4 Embryonen im posterioren Prim-
itivstreifenbereich, im umgebenden Epiblasten, im lateralen Mesoderm und in einem
Ring um die Grenze der Neuralplatte herum exprimiert. Ab HH8 beschrinkt sich die Ex-
pression beider Gene auf die dorsalen Neuralfalten des sich schlieBenden Neuralrohres.
In spdteren Entwicklungsphasen wird die dorso-ventrale Musterbildung im Neuralrohr
durch BMP4 und BMP7, die im dorsalen Oberflichen-Ektoderm exprimiert sind, beein-
fluBt (Liem et al., 1995). Im Frosch, Xenopus laevis, ist BMP4 in der Marginalzone der
Gastrula exprimiert, induziert dosisabhéngig ventrales Mesoderm und hat eine antagoni-
sierende Funktion in bezug auf den Speman’schen Organisator. In Abhdngigkeit von der
Hohe der extrazelluliren BMP4 Konzentration, die durch seine Inhibitoren noggin (Lamb
et al., 1993; Zimmerman et al., 1996), chordin (Sasai et al., 1995), follistatin (Hemmati-
Brivanlou et al., 1994), Xnr3 (Hansen et al., 1997), cerberus (Bouwmeester et al., 1996)
und gremlin (Hsu et al., 1998) gesteuert wird, werden verschiedene mesodermale Deri-
vate wie Muskeln, das Notochord, der Pronephros und Blutzellen angelegt und spezifi-

ziert (Dosch et al., 1999).

TGF[-Faktoren
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BMPs zihlen zur Uberfamilie der transformierenden Wachstumsfaktoren (TGFp) und
regulieren als sekretierte Signalproteine eine Vielzahl biologischer Prozesse, wie Prolif-
eration, Apoptose, Differenzierungsvorgénge und die Morphogenese einzelner Organsys-
teme (Ying, 1989; Massague, 1990; Sporn und Roberts, 1992). Die Synthese der BMP
Molekiile erfolgt als grofle funktionsunfdhige Vorldufer-Proteine. Da ihre mRNA eine
Signalsequenz enthilt, die sie als sekretorische Proteine kennzeichnet, erfolgt die Trans-
lation direkt in das Lumen des Golgi Apparates, wo sie proteolytisch prozessiert werden.
Allen Mitgliedern der BMP-Familie gemeinsam ist ein Strukturmotiv aus 7 Cysteinresten
im sekretierten Bereich, die sie von den iibrigen TGFB-Faktoren, die neun Cysteinreste
aufweisen, unterscheidet (Massague, 1990). Kristallographische Studien zeigten, daf3 die
Cysteinreste das Zentrum des Monomers bilden, indem sie intramolekulare Disulfid-
briicken ausbilden (Daopin et al., 1992; Schlunegger und Grutter, 1992). Die Sekretion
erfolgt als inaktive Dimere, die erst durch proteolytische extrazelluldre Abspaltung eines
nicht kovalent mit dem aktiven Plasmid verkniipften Bereiches aktiviert werden (Gray
und Mason, 1990; Hammonds et al., 1991). Diese Region hat eine Bindungsdoméne fiir
Kollagen und Fibronectin, die ein Ansammeln des inaktiven Proteins in der extrazel-
luldren Matrix ermdglichen konnte (Taipale et al., 1996). Die Expressionsmuster ver-
schiedener BMPs zeigen haufig iiberlappende Expressionsdoménen, was eine Interaktion
dieser Proteine nahelegt. In der Tat gelang es, in vitro Heterodimere von BMP4-BMP7
und BMP2-BMP7 zu erzeugen, deren biologische Aktivitdt um ein Vielfaches hoher war
als die der jeweiligen Homodimere (Hazama et al., 1995; Suzuki et al., 1997). BMPs kon-
nen durch ebenfalls sekretierte Antagonisten wie Chordin, Noggin, Follistatin (Y amash-
ita et al., 1995) gebunden und dadurch inaktiviert werden. Die Signaltransduktion der
TGF erfolgt durch Bindung an heterodimere transmembrane Rezeptoren, die eine Serin
Threonin Kinase Aktivitdt besitzen. Diese Rezeptoren kdnnen in zwei Klassen Typ I und
Typ II eingeteilt werden. Lagert sich ein BMP Molekiil an, kommt es zu einer Konforma-
tionsédnderung einhergehender Phosphorylierung von Proteinen der SMAD Familie durch
den Typ I Rezeptor (Wrana und Attisano, 1996). Aktivierte Smad Proteine gelangen in
den Zellkern und wirken dort in verschiedenen Kombinationen als Transkriptionsaktiva-
toren oder -repressoren und bilden einen Teil des Transkriptionskomplexes (Hoodless et

al., 1996).

DLX Gene
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Ein mit der friithen BMP4 Expression weitgehend iiberlappendes Expressionsmuster zeigt
das Homeoboxgen DIx5 als epidermaler Marker im Huhn (Pera et al., 1999). Homeobox-
gene regulieren als Transkriptionsfaktoren wichtige entwicklungsbiologische Prozesse,
indem sie Zellen ihre funktionelle Identitét verleihen und ihre Position wihrend der Mu-
sterbildung determinieren (Morasso et al., 1996). Die Homeobox stellt dabei ein sequenz-
spezifisches DNA Bindungsmotiv dar (Manak und Scott, 1994). Die Genfamilie der
distal-les Gene, die als Tandemcluster auf verschiedenen Chromosomen angeordnet sind,
umfaflt in Sdugetieren 6 und im Zebrafisch mindestens 8 Mitglieder (DIx1-7) (Price et al.,
1991; Robinson und Mahon, 1994; Stock et al., 1996). Sie wurde zunéchst in Drosophila
identifiziert und charakterisiert (Cohen et al., 1989). DIx Gene sind in den Branchialbo-
gen, in der Vorderhirnanlage und im distalen Bereich der sich entwickelnden GliedmaBlen
rdumlich und zeitlich restringiert exprimiert. Ihre Inaktivierung fiihrt in der Maus zu De-
fekten in der Ausbildung der fazialen Schédelknochen, zu einer gestorten Musterbildung
im Telencephalon und zu mangelnder Ossifikation des Skelettes (Acampora et al., 1999).
Die entsprechende Drosophila Mutante ist durch das Fehlen samtlicher GliedmaBlen ge-
kennzeichnet. Die Transkriptionsregulation durch DIx Proteine ist komplex, da sie mittels
der Homeodomine sowohl Homo- als auch Heterodimere mit anderen Homeodomén-
Proteinen wie Msx2 ausbilden konnen. Die Wirkung dieser Heterodimere ist jedoch ant-

agonistisch zu den Homodimeren (Zhang et al., 1998).

Geminin

Ein weiteres Molekiil, das in der Lage ist, die Musterbildung wéhrend der Anlage der
Neuralplatte zumindest im Frosch zu beinflussen, ist Geminin. Es wurde zunéchst in Xe-
nopus aufgrund seiner Fihigkeit isoliert, die Neuralplatte auf Kosten der Epidermis und
der Neuralleiste zu expandieren (Kroll et al., 1998). Das Protein ist bifunktionell aufge-
baut. Seine N-terminale Doméne ist in der Lage, aus ventraler Epidermis dorsales neura-
les Gewebe zu induzieren, wohingegen seine C terminale Doméne ein ,,coiled-coiled*
Proteininteraktionsmotiv besitzt und eine Rolle in der Regulation der DNA Replikation
spielt. Tada et al. (2001) konnten zeigen, dal Geminin den Faktor CDT1 bindet, der den
Aufbau des Pre-Replikationskomplexes (MCM) in der G1 Phase steuert. Geminin bindet
CDT]1 in der G2 Phase und verhindert dadurch eine Neuinitiierung der Replikation. Am
Ende der M-Phase wird Geminin degradiert und CDT1 steht wieder fiir eine neue Runde
der DNA Replikation zu Verfligung. Die inhibitorische Bindung durch Geminin ist damit
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nur eine von mehreren Kontrollen, wie Phosphorylierungsgrad, Kernexport und Degrada-
tion, mit denen die Zelle sicherstellt, da} ihr Genom nur einmal wéhrend eines Zellzyklus
vermehrt wird (Elsasser et al., 1999; Nguyen et al., 2000). Da die Differenzierung von
Zellen einhergeht mit Austritt aus dem Zellzyklus, kann man vermuten, dal Geminin

ebenfalls die Balance zwischen Zellproliferation und -differenzierung beeinfluf3t.

1.6 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Es war Zielsetzung dieser Arbeit, durch Etablierung der Elektroporation am frithen
Vertebraten Embryo in die frithe Embryogenese zielgerichtet eingreifen zu konnen. Mit
dieser Methode ist man in der Lage, das induktive Potential von Einzelzellen und deren
Entwicklungsprogramm wéhrend der Errichtung des Vertebratenbauplanes zu unter-
suchen und zu verdndern. Durch Uberexpression von Genen, Expression dominant
negativer Konstrukte oder durch die Ausschaltung von Genfunktionen kann man im
Modellsystem Huhn gezielt in den ProzeB der Zellspezifizierung eingreifen. Bevor eine
Zelle ein bestimmtes Entwicklungsschicksal einschldgt und ihre zelluldre Identitét, die
sich durch die Aktivierung ihres ganz spezifischen genetischen Programms auszeichnet,
erhilt, wird ihre Funktion und Aufgabe im Zellverband durch Signalmolekiile vermittelt.
Insbesondere durch Manipulationen der frithen Musterbildungsprozesse wihrend der
Anlage der primédren Keimblitter ist es moglich, die Rolle dieser Signalmolekiile, ihre
Position in der genetischen Kaskade und ihre potentiellen Antagonisten zu untersuchen.
Durch Kombination mit klassischen mikrochirurgischen Eingriffen, wie etwa der
isotopischen und isochronischen Transplantation von Anlagen mit induktivem Potential,
erhdlt man einen neuen Ansatz, um das Wechselspiel der Zellen wihrend der
Entwicklung zu verstehen. Speziell bei der Musterbildung im Ektoderm und damit bei
der Anlage der Neuralplatte sollte das Wechselspiel zwischen BMP4, DLX5 sowie

Geminin untersucht werden.
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2.1 Material

2.1.1 RADIOCHEMIKALIEN

32P-dCTP stammte von der Firma Amersham-Buchler (Braunschweig).

2.1.2 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Das Plastikmaterial wurde von den Firmen Falcon, Greiner, Eppendorf, Sarstedt und

Nunc bezogen.

2.1.3 REAKTIONSSETS (“KITS”)

Kit Hersteller

GeneAmp RNA PCR Kit Perkin Elmer Corporation

Multiprime DNS labelling system | Amersham Life Science

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen

Nucleotide Removal Kit Qiagen

Qiagen Plasmid Maxi Kit Qiagen
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2.1.4 ENZYME

2.1.4.1 Restriktionsenzyme

Restriktionsenzyme der Firmen Amersham-Buchler (Braunschweig), Boehringer (Man-
nheim), Gibco-BRL (Karlsruhe), NEB (New England Biolabs, Bad Schwalbach), Phar-
macia (Freiburg), SERVA/Promega (Heidelberg) und Stratagene (La Jolla) kamen zum

Einsatz.

2.1.4.2 Sonstige Enzyme

RNAseA: RNAseA in 10 mM Tris-HCI pH 7.5, 15 mM NacCl auf 10 mg/ml gelost. Pro-
teinaseK: ProeinaseK (Boehringer) auf 10 mg/ml Endkonzentration in dH20 gelost,
Lagerung bei -20°C. Bovine intestinale Alkaline Phosphatase (Boehringer), T4-DNS-

Ligase (konzentriert, Boehringer), Klenow-Fragment (Boehringer).

2.1.5 MEMBRANEN

Fiir Hybridisierungen und DNA-Transfer wurde mit Nylon-Membranen der Firma

Qiagen (Diisseldorf) gearbeitet.

2.1.6 VEKTOREN

Bluescript 1T KS* (Stratagene), pTracer™-CMV2 (Invitrogen), pDSRed (Clontech)

waren die verwendeten Basisvektoren.

2.1.7 ANTIKORPER

2.1.7.1 Primiire Antikorper:

1. slug [(Spezies Spezifitit: Huhn, Xenopus), IgG, Developmental Studies Hybridoma
Bank (Liem et al., 1995; Liem et al., 1997)]

2. Msx1/2 [(Spezies Spezifitidt: Huhn, Ratte, Maus), IgG, Developmental Studies
Hybridoma Bank (Liem et al., 1995)]

3. GFP [Monoklonaler Maus IgG,, , detektiert auch die Varianten YFP, BFP, CFP
(Clontech)]

4. Myc [Monoklonaler Antikorper 1gG, Invitrogen]
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2.1.7.2 Sekundiire Antikorper:

1. Alexa™ 568 (Ziege gegen Maus IgG (H+L)) [Molecular Probes],

2. Alexa™ 568 (Ziege gegen Kaninchen IgG (H+L)) [Molecular Probes]
3. Alexa 488 Ziege gegen Maus (IgG (H+L)) [Molecular Probes]

4. Ziege gegen Maus (IgG+IgM (H+L)), Peroxidase konjugiert [Dianova],

2.1.8 GROPENMARKER

Fiir die DNA-Auftrennung wurde folgender Gro8enmarker verwandt:

1 kb-Marker (Biolabs): 10.0; 8.0; 6.0; 5.0; 4.0; 3.0; 2.0; 1.5; 1.0; 0.5 kb
2.1.9 OLIGONUKLEOTIDE

Alle Oligonukleotide wurden von den Firmen Eurogentec (Koln) oder NAPS
(Gottingen) bezogen. Die Oligonukleotide dienten entweder als Sequenzierprimer oder
sie wurden zur PCR benutzt. Fiir die Generierung von PCR Matrizen zur Herstellung von

In-situ Proben wurde die T7 Sequenz an den riickwérts Primer des entsprechenden Gens

angehangt.
T7 5’-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’
SP6 5’-CCCAAGCTTGATTTAGGTGAC-3’
T3 5’-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3’
mBMP4 vorwirts | 5’-ATGCTCGAGGTCATCCTACTATGCCAAGTC-3’
mBMP4 zuriick 5’-CGTCCATGGCGCTGAAATCCACATAGAGAG-3’
CMV vorwirts 5’-CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG-3’
pCDNA zuriick 5’-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3’
AMP vorwirts 5’-TTACCATCTGGCCCCAGTGCTG-3’
AMP zuriick 5’-ATGAGTATTCAACATTTCCGTG-3’

eGFP vorwarts
eGFP zurick

5’-ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG-3’
5’-GATGACTCTCGGCATGGACG-3’

LacZ vorwarts
LacZ zurick

5’-TGCTGCAAGGCGATTAAGTITGG-3’
5’-ATTCAGGCTGCGCAACTGT-3’

RFP vorwirts
RFP zuriick

5’-ATGGTGCGCTCCTCCAAG-3’
5’-CTACAGGAACAGGTGGTG-3’
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2.1.10 FILME

Alle Farbfotografien wurden mit den Kunstlichtfilmen Extrachrome 320 T und 64T der
Firma Kodak gemacht. Die Autoradiogramme wurden auf XAR-3 oder BIOMAX-

Filmen (beide von der Firma Kodak) exponiert.

2.1.11 PHOTOARBEITEN UND SEQUENZBEARBEITUNG

Die Photos der Embryonen bzw. Schnitte wurden mit Zeiss-Mikroskopen (Binokular
und Axiophot) aufgenommen und digital weiterverarbeitet. DNA-Sequenzbearbeitung
wurden mittels der Computerprogramme Sequencher, GCG (Genetics Computer Group

Inc.) und BLAST (NCBI) durchgefiihrt.

2.1.12 ZELLINIEN
Verwendet wurden Affennierenzellen (Cos7), Hithner- sowie Mausfibroblastenzellen

2.1.13 MEDIEN, NAHRBODEN, STANDARD-LOSUNGEN

Alle Losungen wurden mit Wasser angesetzt, das iiber eine ,,Millipore-Anlage* gereinigt
war und danach autoklaviert oder sterilfiltriert wurde; etwaige Ausnahmen werden bei
der jeweiligen Methode erwédhnt. Die folgenden Losungen sind Bestandteil
verschiedener Methoden und werden daher vorangestellt und bei der einzelnen Methode

nur noch mit Namen erwahnt.

Losung Zusammensezung

LB (Luria-Bertani) Medium/Néhr- | 10 gNaCl
boden 10 g Bacto-Trypton
5 g Bacto-Hefe-Extract

in 1 1 VE-Wasser, pH 7.0
Néhrboden enthielten zusétzlich
1.5% Agar und Topagar(-ose), Agar(-ose)

SOC-Medium 2 g Trypton, 0.5 g Hefeextrakt, 1 ml 1M NacCl,
0.25 ml 1M KCl. 100 ml dH20; 20 Min
autoklavieren, anschlieBend erfolgt die Zugabe
folgender sterilfiltrierter Losungen: 1 ml 1M
MgCl,, 1 ml 1 M MgSOy, 1 ml 2 M Glukose.

Zellkulturmedien Medien stammten von den Firmen Gibco (Pais-
ley, England), Flow Laboratories (Irvine,

England) und Boehringer (Mannheim)
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1x SSC

0.15 M NaCl
15 mM NaCitrat, pH 7.0

10 x TBE

108 g Tris base

40 ml 0.5M EDTA, pH 8.0
55 g Borsdure

ad 1.000 ml H,O

Hybridisierungslosung

7% SDS
0.5 M Na,HPO,pH 7.2

Mowiol

9.6 g Mowiol, 24 g Glycerol in 24 ml dH20, 1
h rithren; 48 ml 0,2 M Tris, pH 8.5, 20 Min
rithren; 50°C; Abzentrifugieren, 1000 g; Uber-
stand bei -20°C lagern.

Ampicillin

25 mg/ml in H,0, steril filtriert, und bei -20°C
gelagert

10 x PBS-Pufter

1.3 M NaCl
70 mM NazHPO4
30 mM NaH,PO, . 2 H,0 pH 7.0

RNase A

10 mg/ml in 10 mM Tris/HCI (pH 7.5), 15 mM
NacCl gel6st, zur Inaktivierung der DNSsen fiir
15 Min. bei 95°C inkubiert und langsam auf RT
abgekiihlt; bei -20°C gelagert

Phenol/Chloroform/Isoamylalko-
hol

Mischung aus Phenol, Chloroform und Iso-

amylalkohol (PCI) im Volumenverhéltnis

25:24:1.

10 x Ladepuffer fiir DNA

0.25% Bromphenolblau
0.25% Xylen Cyanol FF
10x TAE

25% Gycerin

1% SDS

1 mM EDTA

EtBr-Losung

100 mg Ethidiumbromid in 10 ml H,O geldst

und im Dunkeln aufbewahrt; verwendete

Konzentration betrug 2 mg/ml.

Proteinase K

Proteinase K (Boehringer) wurde mit einer
Endkonzentration von 20 mg/ml in H,O gel6st
und bei -20°C aufbewahrt.

TE

10 mM Tris/HC, pH 7.5
1 mM EDTA
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Denaturierungslosung 0.5 M NaOH (pH 14.0)
1.5 M NaCl

4% PFA/PBS 10 g PFA in 250 ml 1XPBS geldst, bei 4°C
gelagert.

Saline 0.86% NaCl in dH20

X-Gal-Losung 20 mg/ml in Dimethylformamid, Lagerung bei
-20°C

Waschpuffer fiir Hybridisierungen | 1% SDS
40 mM Na,PO4 pH 7.2

2.2 Methoden

Molekularbiologische Standardmethoden wurden nach der Beschreibung von Sam-

brook durchgefiihrt (Sambrook et al., 1989). Sie sind daher hier nicht aufgefiihrt.

2.2.1 ISOLIERUNG VON PLASMID-DNA AUS BAKTERIEN
2.2.1.1 Plasmidprdparation mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit

Zur schnellen Gewinnung kleinerer Mengen hochreiner Plasmid-DNA wurde der
"QIAprep Spin Miniprep Kit" (Qiagen, 2000) von der Firma Qiagen (Diisseldorf)
verwendet. Hierbei handelt es sich um eine modifizierte Form der alkalischen Lyse
(Birnboim und Doly, 1979) in Verbindung mit einer Affinitétsaufreinigung an einer Sili-
kongelmembran, die bei hohen Salzkonzentrationen DNA bindet und bei niedrigen
eluiert. Die Zusammensetzung der Puffer P1, P2, N3, PB, PE und EB sind in den
Herstellerangaben zu finden.

Es wurden 3-5 ml einer E. coli-Kultur ii.N. in LB-Medium mit Antibiotikum bei 37°C
angezogen. Mit diesen wurde entsprechend den Herstellerangaben verfahren. Die Kon-

zentration der so gewonnenen DNA entsprach zwischen 200-400 ng/pul.
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2.2.1.2 Plasmidisolation mit dem QIAfilter Maxiprep Kit

Zur Aufreinigung gréfBerer Mengen hochreiner Plasmid-DNA wurde der "QIAfilter Plas-
mid Maxi Kit" (Qiagen, 2000) nach den Angaben des Herstellers verwendet. Der Kit
funktioniert ebenfalls nach einer modifizierten Form der alkalischen Lyse (Birnboim und
Doly, 1979), diesmal in Verbindung mit einer Anionen-Austauschersdule. Die jeweili-
gen Zusammensetzungen der Puffer P1, P2, P3, QBT, QC, QF und TE sind in den
Herstellerangaben zu finden.

Mit dieser Methode konnten 50-100 ml E. coli-Kultur pro Sdule aufgearbeitet werden.

2.2.2 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON NUKLEINSAUREN

Die betreffende DNA-Losung wurde 1:200 in dH,O verdiinnt und die Absorption der
Losung spektroskopisch bei einer Wellenldnge von 260 nm gemessen. Eine optische
Dichte (OD,q4() von 1.0 entspricht einer Konzentration doppelstrangiger DNA von 50
ug/ml.

Alternativ dazu erfolgte die Konzentrationsbestimmungen durch einen optischen Ver-

gleich der Ethidiumbromidfluoreszenz mit Standard-DNA in Agarosegelen (Sambroock

et al., 1989).

2.2.3 HERSTELLUNG DER DNA LOSUNG FUR EMBRYO ELEKTROPORATION

Nach einer zusétzlichen Phenol/Cloroform Extraktion der mit Hilfe des Qiafiltersystems
gewonnenen DNA wurde diese in PBS auf eine Konzentration von 5pg/ul eingestellt.
Zur besseren Visualisierung wurde die Losung mit 0.01% Fast Green versetzt. Alternativ
kann auch Nile Blau verwendet werden. Fiir die Elektroporation von endodermalem Ge-
webe mit dorsal ventral angeordneten Elektroden wurde die Losung zusitzlich noch mit

15% Sucrose (w/v) versetzt.

2.2.4 AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Bei der Agarosegelelektrophorese (Southern, 1975) werden DNA-Fragmente ihrer
GroBe nach aufgetrennt. DNA wandert aufgrund der negativen Ladungen der
Phosphatreste in einem elektrischen Feld zur Anode. Fiir analytische und préparative

Zwecke wurden Agarosegele angefertigt. Der aufzutrennenden FragmentgroBe ent-
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sprechend wurden 0.7-3 prozentige Agarosegele mit jeweils 0.1 pg/ml Ethidium-bromid
verwendet. Als Laufpuffer diente 1x TBE. Die eingesetzte DNA-LOsung wurde vor dem
Auftragen mit einem zehntel Volumen Ladepuffer versetzt. Nach der Elektro-phorese
wurden die Gele bei kurzwelligem UV-Licht (258 nm) fotogafiert. Préparative Gele
dagegen wurden nur bei langwelligem, energiedrmerem UV-Licht (Wellenldange > 300
nm) fotografiert, um die Bildung von Thymidin-Dimeren und Strangbriiche zu vermei-

den.

2.2.5 GEWINNUNG VON DNA-FRAGMENTEN AUS AGAROSEGELEN

2.2.5.1 Mit dem QIlA-quick Gel Extraction Kit

Die Gewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit Hilfe des "QIA-
quick Gel Extractions Kit" von der Firma Qiagen durchgefiihrt. Das dabei verwendete
"QIAquick Spin-Protokoll" (Qiagen, 2000) arbeitet nach dem Prinzip der selektiven
Bindung von DNA an eine Selikon-Gel-Membran. Dabei macht man sich zunutze, daf3
DNA bei hohen Salzkonzentrationen an der Sdulenmatrix haften bleibt, wihrend Konta-
minationen weggewaschen werden. Bei niedrigen Salzkonzentrationen kann die DNA
eluiert werden. Die jeweiligen Zusammensetzungen der Puffer QG, PE und EB sind in
den Herstellerangaben zu finden.

Dazu wurde die entsprechende Bande aus dem Gel ausgeschnitten und es wurde gemal

den Angaben des Herstellers verfahren.

2.2.5.2 Durch Elektroelution

Die entsprechende Bande wurde unter langwelligem UV-Licht mit einem sauberen
Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und das Agarosegelstiick in einen Dia-
lyseschlauch gegeben. Je nach Grofe des Gelstiicks wurden 400-700 ul TE (pH 8.0) zu-
gegeben. Der Schlauch wurde in eine Elektrophoresekammer eingespannt und die DNA
bei 120-150 V 30 Min bis 3 h eluiert. AnschlieBend erfolgte Uberfiihrung der
Pufferlosung in ein Eppendorf-Reaktionsgefdl. Diese Losung wurde zweimal mit Phe-
nol und einmal mit Chloroform/Isomylalkohol extrahiert. SchlieBlich erfolgte eine Etha-

nolprézipitation. Das Prézipitat wurde in in dH,0 oder TE-Puffer aufgenommen.
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2.2.6 RESTRIKTIONSSPALTUNG VON DNA

Das Restriktionsschneiden wurde gemif3 den Angaben des Enzymherstellers und nach
Sambroock (Sambroock et al., 1989) durchgefiihrt. Restriktionsansdtze mit mehreren
Enzymen konnten gleichzeitig erfolgen, wenn die Enzyme kompatible Reaktionsbedin-
gungen erforderten. Unterschieden sich die Reaktionspuffer nur in der NaCl Konzen-
tration, wurde zuerst mit der niedrigeren Salzkonzentration und dem entsprechenden En-
zym inkubiert. AnschlieBend wurde die Salzkonzentration fiir das zweite Enzym einges-
tellt und dieses zugegeben. Benoétigten die Enzyme unter-schiedliche Ionen, erfolgte nach
dem ersten Schneiden eine PCI-Extraktion mit anschlieender Ethanolfidllung, bzw. eine
Aufreinigung iiber den Nukleotid Removal Kit (Quiagen), bevor mit dem anderen Enzym
geschnitten werden konnte. Fiir analytische Restriktionsverdaue wurden 500 ng bis 1 pg
DNA mit 10 U Restriktionsenzym innerhalb von 2 h geschnitten und anschlieend auf
einem Agarosegel ausgewertet. Flir praparative Verdaue wurden 10 pg DNA mit 100 U
Restriktionsenzym fiir 4 h inkubiert.

2.2.7 AUFREINIGUNG VON DNA-LOSUNGEN

2.2.7.1 Phenol/Chloroform-Extraktion

Bei der Phenol/Chloroform-Extraktion (Marmur, 1960) wurde zu einem Volumen einer
wiassrigen DNA-Losung ein Volumen einer Mischung aus Phenol, Chloroform und
Isoamylalkohol gegeben (Mengenverhéltnis 25:24:1). Nach intensivem Mischen auf
dem Vortexer wurde die Emulsion zur Phasentrennung bei RT mit 13.000 rpm fiir 5 Min.
zentrifugiert. Danach befinden sich denaturierte Proteine, Membranbestandteile und
organisch 10sliche Molekiile in der unteren Phenol/Chloroform-Phase und in der
Interphase. Die DNA befindet sich in der oberen wiéssrigen Phase.

Die obere Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues Rohrchen iiberfiihrt. Je
nach benétigtem Reinheitsgrad der DNA wurde der Vorgang mehrmals wiederholt. An-
schlieBend erfolgte, um Phenolspuren zu beseitigen, nach obigem Schema eine weitere
Extraktion mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1). Darauthin schlof sich eine Fillung
der DNA mit Ethanol an.
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2.2.7.2 Dialyse

10-50 pul DNA-Losung wurde auf eine Dialyse-Membran gegeben, die auf 3-5 ml dH20
in einer sterilen Kulturplatte (Nunc) schwimmt. Nach 20 Min wurde die so entsalzte
Losung unter mehrfachen Auf- und Abpipettieren wieder aufgenommen und in ein neues

Eppendorf-Reaktionsgefal {iberfiihrt.

2.2.7.3 Ethanolfiillung von DNA aus widssrigen Losungen

Zur DNA-Losung wurde 1/10 ihres Volumens 3M Natriumacetat zugegeben. Danach
wurde das 2.5-fache Volumen absoluten (oder 96%igen) Ethanols zugegeben und ge-
mischt. Die Fallung wurde fiir ca. 30 Min. bei 4°C oder 5 Min. bei -20°C inkubiert. Zum
Sedimentieren der gefdllten DNA folgten 5 bis 10 Min. Zentrifugation bei 4°C und
13.000 rpm und danach Abnahme des Uberstands. Um die DNA zu waschen, z.B. um
Salzreste zu entfernen, schlo sich Waschen mit 0.5 ml 70% Ethanol an. Es folgte wieder
eine Zentrifugation fiir 3-5 Min. Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt. Nach dem

Trocknen des Pellets wurde die DNA in Puffer oder Wasser (pH >6.0) aufgenommen.

2.2.7.4 Isopropanolfiillung von DNA aus wiissrigen Losungen

Eine Isopropanolfillung hat den Vorteil, dal zur Féallung nur weniger Isopropanol (als
Ethanol im Vergleich) zugegeben werden mufl und dafl die DNA mit weniger Salz
ausfallt. Nachteile der Isopropanolfillung sind die geringere Fliichtigkeit des Isopro-
panols und das weniger feste und durchsichtigere Pellet nach der Zentrifugation.

Anstatt Ethanol wurden 0.7 Volumina Isopropanol zur DNA-Ldsung zugegeben. Weiter

wurde wie bei der Ethanolfallung verfahren.

2.2.8 LIGATION VON DNA-FRAGMENTEN

Das Enzym 74-DNA-Ligase katalysiert die Bildung einer Phosphodiesterbindung
zwischen der 3’-OH-Gruppe am Ende eines DNA-Stranges und der 5’-Phosphatgruppe
am Ende eines anderen DNA-Stranges. Zum Ablaufen dieser endergonischen Reaktion
ist ATP erforderlich. Die Produkte einer Ligation wurden in E. coli transformiert und so
vermehrt.

Ligationen wurden mit 20-50 ng Vektor und dem 3-fachen molaren Uberschu8 des

entsprechenden Fragments in Ligase-Puffer mit 1 mM ATP und 1U 74-DNA-Ligase
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(Promega oder Roche) angesetzt. Uberhang-Ligationen (,,sticky ends”) wurden 3 h bei
20°C oder 1.N. bei 14°C, Ligationen mit stumpfen Enden (,,blunt ends”) stets ii.N. bei
14°C inkubiert. Falls synthetische Oligonukleotide in einen Vektor ligiert wurden, so

wurden diese in einem hundertfachen UberschuB gegeniiber dem Vektor eingesetzt.

2.2.8.1 Klonierung von doppelstringigen, synthetischen DNA-Oligonukleotiden

Bei einzelnen Klonierungsschritten wurden komplementire, einzelstringige DNA-Oligo-
nukleotide mit einer GroBe von 18 bis 40 Nukleotiden (NAPS, Gottingen oder
Eurogentec, Belgien) verwendet. Zwei komplementére einzelstringige Oligonukleotide
wurden dabei auf eine Konzentration von 100 pmol/ul mit Wasser (Millipore) eingestellt
und dann bei Raumtemperatur zu gleichen Verhiltnissen gemischt. Mit Hilfe der Polynu-
kleotidkinase (PNK, Roche, Mannheim) wurden die Oligonukleotide innerhalb von 30
Min bei 37°C an den 5’-Enden phosphoryliert (siche Tabelle). Die phosphorylierten
Oligonukleotide wurden mit dem Nukleotid-Removal-Kit von Qiagen mit einer Ausbeute
von etwa 50% aufgereinigt und in 30 pl mit einer Endkonzentration von etwa 0.8 pmol/

ul eluiert.

doppelstrangiges Oligonukleotid 50 pmol/pl 1 ul

10x PNK Puffer (500 mM TrisHCI pH 8.2, 100 mM MgCl,, 50 mM | 6 pl
DTT, 1 mM EDTA, 1 mM Spermidin)

1 mM ATP 1.5 ul
Wasser (Millipore) 46.5 ul
10 U/ul PNK S5ul
Gesamtvolumen 60 ul

2.2.8.2 T4-DNA-Polymerase

Die Einzelstrang-DNA-spezifische 3’-5’-Exonukleaseaktivitit der T4-DNA-Polymerase
wurde zum Entfernen von 3’-Einzelstrang-DNA-Uberhingen verwendet. Die Reaktion
wurde mit 0.05 pg/ul (bis zu 5 ug) DNA, 1x T4-DNA Polymerase-Puffer, je 100 uM/
dNTP und 3 u/ug DNS T4-DNA Polymerase (Boehringer Mannheim) 20 Min bei 12°C
durchgefiihrt.
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Danach wurde die Reaktion durch Hitzeinaktivierung fiir 10 Min bei 75°C gestoppt und

die Polymerase wurde durch Phenolextraktion aus dem Ansatz entfernt.

2.2.8.3 Klenow-Polymerase

Fir das Auffiillen der beim Schneiden mit den meisten Restriktionsendonukleasen
entstehenden 5°-Einzelstrang-Ubehiingen wurde das groBe Klenow-Fragment der DNA
Polymerase 1 aus E.coli verwendet. Die Reaktion wurde ohne weitere Aufreingungs-
schritte direkt im Anschluf} an einen Restriktionsverdau wie folgt durchgefiihrt:

0.05 pg/ul DNA, 1x Puffer (der zum Verdau verwendete), je 33 uM dNTP, 1.0-1.5 u/pg
DNA Klenow-Polymerase (Boehringer Mannheim); 5 Min 37°C, 12 Min RT.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von EDTA zu einer Endkonzentration von 10 mM

beendet und die Polymerase durch Phenolextraktion entfernt.

2.2.8.4 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Die Entfernung von 5’-Phosphatgruppen von DNA-Enden zur Verhinderung der Religa-
tion linearer Vektor-DNA-Fragmente, insbesondere bei "blunt-end" Klonierungen wurde
unter den folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

50-100 ng/ul in 1x AP-Puffer, 1 U/pmol DNA-Enden intestinale alkaline Kalbsphos-
phatase (CIP); die Inkubation erfolgte in 20-50 pl fiir 1 h bei 37°C oder 15 Min bei 50°C.
Anschlieend wurde der Ansatz mit dH,O auf 200 pl aufgefiillt und einer Phenol-

extraktion unterzogen.

2.2.9 GEWINNUNG EMBRYONALER RNA

Voraussetzung fiir das erfolgreiche Arbeiten mit RNA ist die Minimierung der RNAse-
Aktivitit sowie die Vermeidung von RNAse-Kontaminationen. Zu diesem Zweck wur-
den bei der Gewebepriparation sowie bei allen anderen Arbeiten mit RNA stets
Handschuhe getragen. Das frisch préparierte Gewebe wurde bei -70°C aufbewahrt. Die
Arbeitsfliche wurde vor Beginn griindlich mit Ethanol gereinigt. Sdmtliche Glasgerite

wurden fiir 2 h bei 220°C gebacken und das Wasser fiir alle Losungen mit 0.1% Diethyl-
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pyrocarbonat (DEPC) behandelt, alle Losungen autoklaviert. Der Versuchsansatz wurde
wéhrend der RNA-Préiparation, wenn moglich, auf Eis gehalten. Fiir die Isolation von
Gesamt RNA wurde der RNeasy Mini Kit (Qiagen verwendet). Bis zu 30 mg Gewebe
wurden in 600 pl Puffer RTL (enthielt 10 pl B-Mercaptoethanol pro ml Puffer) durch
vorsichtiges Auf und Ab pipettieren homogenisiert und anschlieBend fiir 3 Min in einer
Tischzentrifuge (Eppendorf) mit 13000 rpm zentrifugiert. Nach Zugabe von 600 ul 70%
Ethanol zum Uberstand wurde das Gemisch auf eine RNeasy Miniséule aufgetragen und
fir 15 sec mit 13000 rpm zentrifugiert. Die S&ule wurde mit 700 pl Puffer RW1
gewaschen (15 sec 13000 rpm), bevor 500 ul Puffer RPE aufgetragen wurden. Es wurde
zweimal fiir 2 Min (13000 rpm) zentrifugiert, wobei die Eppendorfgefdfle ausgetauscht
wurden. Die RNA wurde mit 30 pl DEPC Wasser eluiert (1 Min 13000 rpm) und ihre

Konzentration photometrisch bei 280 nm bestimmt.

2.2.10 cDNA ERSTSTRANG-SYNTHESE

Die reverse Transkription wurde mit dem ,,First-Strand cDNA Sythesis Kit* (Pharmacia)
durchgefiihrt. Dazu wurden 3 bis 5 pg Gesamt-RNA in 20 ul Wasser (Millipore) aufge-
nommen und anschlieBend bei 65°C fiir 10 Min denaturiert. Zu dem Reaktionsansatz

wurde weiterhin folgendes hinzupipettiert:

Gesamt-RNA (3 bis 5 ug) 20 ul
Random Hexanukleotid Primer 1 pul
(pd(N)6 Primer 0,2 pg/ml

DTT (100 mM) 1 pl
Bulk first-strand cDNA Reaction Mix 11 pl

Ansatz zur cDNA-Synthese.

Der Reaktionsansatz wurde fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Teile des Reaktionsansatzes wur-

den direkt in der Polymerase-Kettenreaktion eingesetzt oder bei -20°C gelagert.
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2.2.11 STANDARD POLYMERASE-KETTENREAKTION (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (Saiki et al., 1988) wurde sowohl analytisch zur Orientie-
rungsiiberpriifung von DNA-Fragmenten in Vektoren und zur Expressionsanalyse in
Form der Reversen-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) als auch pripa-
rativ zur Herstellung von DNA-Konstrukten eingesetzt.

Die Primer wurden als DNA-L&sung oder in lyophilisierter Form geliefert, so dal diese
nur noch in H,O gelost und die Konzentration photometrisch bestimmt werden mufte.
Die PCR zum Nachweis eines DNA-Fragments in einem Vektor bzw. die Uberpriifung
der Orientierung von klonierten DNA-Fragmenten in Vektoren wurde mit der Taq-Poly-
merase (Thermus aquaticus) durchgefiihrt. Dazu wurden 1 bis 10 pg der Plasmid DNA,
0.4 uM je Primer, 200 uM je Desoxynukleotid, 1 U Taq-Polymerase und entsprechender
Puffer (10 mM TrisHCI pH 8.8, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,) verwen-det. Es wurde das
folgende Temperaturprofil entweder in einem Mastercycler (Eppen-dorf) oder in einem

Trio-Thermoblock (Biometra) durchfahren.

Schritt Temperatur Dauer
1. Initiale Denaturierung | 94°C 3 Min
2. Denaturierung 94°C 30 sec
3. Annealing 45°C bis 65°C 30 sec
4. Synthese 72°C 1 Min pro kb
5. Endsynthese 72°C 5 Min

Protokoll einer Standard-PCR. Die Schritte 2. bis 4. wurden in der Regel 30 mal wiederholt.

Fiir die Herstellung von PCR Matrizen zur Generierung von /n-situ Proben wurde der T7
Primer als 3’ gelegener Primer eingesetzt, sowie ein fowérts Primer, der innerhalb der

jeweiligen cDNA positioniert war.

2.2.12 REVERSE-TRANSKRIPTASE-POLYMERASE-KETTEN-REAKTION

Zur Analyse der Genexpression von Markergenen in transfizierten Embryonen wurde die
RT-PCR angewandt. Dazu wurde aus transfizierten Bereichen (GFP Expression) Gesamt-

RNA gewonnen (siehe 2.9) und daraus cDNA synthetisiert (siche 2.10). Fiir jeden PCR-

41



2. MATERIAL UND METHODEN

Nachweis wurde cDNA von rechnerisch 220 ng der Gesamt-RNA verwendet.

Die giinstigsten Annealingtemperaturen der verwendeten Primer wurden zunéchst na-
herungsweise berechnet (Baldino et al., 1989) und dann experimentell {iberpriift und
verbessert. Die benétigte Zyklenanzahl wurde fiir jedes Primerpaar (Tabelle) ebenfalls
empirisch bestimmt. Die Auswertung erfolgte nach elektrophoretischer Auftrennung im

Agarosegel.

GAPDH aufwirts ACGCCATCACTATCTTCCAG
abwirts CAGCCTTCACTACCCTCTTG

SLUG aufwirts 1. TATCATACCGCAGCCAGAGA
aufwirts 2. CTGCTACCGTCTCCTCTACC

abwirts 1. ACTCAGTGTGCTACGCAGCA
abwirts 2. CTACGCAGCAGCCAGATTCC

MSX1 aufwirts 1. CTCCAGGAACCTGCTGCTGC
aufwirts 2. ACCTTCGACACCGCTTCGGT
abwirts 1. AGTAGCATAGAGTCCAACGG
abwirts 2. ATCCACCAGGAAGTICTCTCT

DLX5 aufwirts 1. GGCTACTGCTCGCCTACCTC
aufwirts 2. AGTACCAGTACGGCATGAAC
abwirts 1. CAGCGCCAAGGGATGCTGTA
abwirts 2. CCCTCAGTAGATCGTCCCGA

Ampicillin | aufwérts TTACCATCTGGCCCCAGTGCTG
abwirts ATGAGTATTCAACATTTCCGTG

Geminin aufwirts CAGTGATCTGATGAATTCCAA
abwirts CTTCACTTGAAGCAAGATCTG

Ubersicht der Primer, die zu dem Nachweis der Genexpression mit Hilfe der RT-PCR verwendet wurden.
Als Annealing-Temperatur dienten 55°C fiir GAPDH, 52°C fiir Geminin, 45°C fir MSX1, fir SLUG und
fiir DLX5.

2.2.13 MARKIEREN VON RNA-SONDEN MIT DIGOXIGENIN, FLUORES-
ZEIN ODER 358 UTP (Krieg und Melton, 1984)

Zur In-situ-Hybridisierung wurde mit Digoxigenin bzw. Fluoreszein markierte antisinn
RNA verwendet, die nach dem sog. ,,Run-off*- Prinzip synthetisiert wurde. Dazu wurde
das Plasmid am 5" Ende der cDNA mit Restriktionsenzymen geschnitten, die 5-liberhin-
gende Enden erzeugten. Es wurden 10 pg des Plasmids mit dem entsprechenden Restrik-
tionsenzym (100 U) in einem Ansatz von 100 pl linearisiert und anschliefend mit Phenol/
Chloroform extrahiert und mit Ethanol gefallt. Die DNA wurde in 10 ul Wasser (Millipo-
re) aufgenommen und 1 pl auf ein Agarosegel aufgetragen, um die Linearisierung zu
iiberpriifen. Zur radioaktiven Markierung von /n-situ Proben wurde 35-S UTP (SJ 40383,
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Amersham, 800Ci/mmol) bzw. 35-S CTP verwendet. Durch Doppelmarkierung mit 35S-
UTP und 35S-CTP kann man die spezifische Aktivitidt und damit die Sensitivitét der Pro-
be erhohen. Allerdings mull man auch unter Umstdnden einen hoheren Hintergrund in
Kauf nehmen. Die Synthese der RNA erfolgte in dem folgenden Ansatz:

linearisiertes Plasmid (1pg/ul) Tl
10x Transkriptionspuffer 2ul
(Roche, 400 mM TrisHCL pH 8.0,.60 mM MgCL,, 100 mM DTT, 20 mM Spermidin)

10 x Digoxigenin oder Fluoreszein RNA labelling mix 2ul
(Roche, 10 mM ATP, CTP bzw GTP, 6.5 mM UTP und 3.5 mM Digoxigenin bzw Fluoreszein-12-UTP

RNAsin (100 U/ml Promega) Tul

RNA Polymerase (SP¢, T3 oder T abhéngig vom Promotor des Plasmids | 1pl

Wasser (Millipore) 13ul

Der Ansatz wurde bei 37°C fiir 2 h inkubiert und anschlieBend mit Wasser (Millipore)
auf 50ul aufgefillt.

2.2.14 AUFREINIGUNG VON RNA-SONDEN

Die radioaktiv bzw. mit Digoxigenin oder Fluoreszein markierten RNA-Molekiile fiir die
In-situ Hybridisierung wurden mit Hilfe von Sephadex-Gelfiltrationssdulen (ProbeQuant
G-50, Amersham Pharmacia) von freien Nukleotiden gereinigt. Ein Zehntel des Ansatzes
wurde auf ein Agarosegel bzw. bei radioaktiven Proben auf ein denaturierendes 4.5% Po-
lyacrylamidgel aufgetragen, um die Qualitit und Quantitdt der Synthese zu iiberpriifen.
Die Lagerung der RNA-Sonden erfolgte bei -20°C.

2.2.15 RADIOAKTIVE MARKIERUNG VON DNA-FRAGMENTEN

Die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten erfolgte mit dem "Multiprime DNA
labelling system" von Amersham. Bei diesem System (Feinberg und Vogelstein, 1983)
wird doppelstrangige DNA bei 95°C zu Einzelstrang-DNA denaturiert. Zu der ssDNA
werden Klenow-Enzym, Zufallssequenz-Hexamerprimer, dNTPs und 32P-markiertes
dCTP gegeben. Die Primer lagern sich auf der ssDNA-Matrize an, so daf3 das Klenow-

Enzym mit der Polymerisation eines komplementiren Stranges beginnen kann. Bei der
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Polymerisation werden auch 32P-dCTPs in den Strang eingebaut, so da man eine mar-
kierte DNA-Sonde erhilt.

Es wurden 50 ng DNA in linearer Form eingesetzt. Mit H,O wurde das Volumen auf
11.5 pl aufgefiillt. Die DNA wurde fiir 5 Min. im 95°C-Heizblock denaturiert und sofort
1 Min. auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 5 pl Puffer, 2.5 pl Primern, 5 pl 32P-dCTP
(50mCi) und 1 pul Klenow-Polymerase (1U/ul) wurde die Reaktion fiir 30 Min. bei 37°C
inkubiert.

Um die Reaktion zu stoppen, wurde die Probe auf 50 pl mit TE aufgefiillt. Damit nicht
eingebaute Nukleotide entfernt wurden, wurde die Reaktionsmischung iiber eine G-50-
Mikrosédule (Sephadex G-50 Probe Quant; Pharmacia) oder eine P-30-Sédule gegeben.
Die G-50-Sdule wurde dazu zunidchst kurz auf dem Vortexer geschiittelt und an-
schlieBend die AusfluBoffnung gedffnet. Die Sdule wurde in ein Eppendorfgefill gestellt
und bei 735xg 1 Min. zentrifugiert. Die Sdule wurde dann in ein neues Eppendorfgefafl
gestellt, die Reaktionsmischung vorsichtig auf die Sdule pipettiert und flir zwei Min. bei
735xg zentrifugiert. Der Durchflul} enthielt die aufgereinigte Sonde, die freien Nukleo-
tide wurden von der Sdule zuriickgehalten. Um die Qualitét der Sonde zu priifen, wurden
I ul von 50 pl Sdulendurchfluf} fiir eine Szintillationszdhlung eingesetzt. Das Gesamt-
volumen der Sonde sollte ein Signal von 15-25 Millionen counts liefern. Die Sonde wur-
de fiir 10 Min. bei 95°C denaturiert und sofort danach in die Hybridisierungslosung
(65°C) gegeben.

2.2.16 TRANSFORMATION VON BAKTERIEN

2.2.16.1 Kommerziell bezogene Bakterienstimme

1. XL2-Blue ultrakompetente Zellen (chemokompetent) (Stratagene), Effizienz 5x10°
(CFU/pg), Genotyp: recAl end Al gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAllac [F" proAB
lacdZ deltaM 15 Tn10 (Tet’) Amy Cam!]2

2. XL1-Blue elektrokompetente Zellen (Stratagene), Effizienz 1x1010 (CFU/png) , Geno-
typ: recAl end AlgyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAllac [F" proAB lacqZ deltaM15
Tnl0 (Tetr)

44



2. MATERIAL UND METHODEN

3. DH5a chemokompetente Zellen (Life Technologies), Effizienz 1x108 F-¢80dlacZ Z
delta M15 delta (lacZY A-arg F) U169 deo R rec Al end A1 hsdR17 (rg-, mg™) phoA sup
E44 \-thi-1 gyrA96 relAl

2.2.16.2 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Bei der Elektroporation wurde eine Mischung aus Bakterien und DNA einem kurzen,
aber intensiven elektrischen Feld von 1.8 kV, welches einen exponentiellen Abfall zeigt,
ausgesetzt (Dower et al., 1988). Dies fiihrte zur voriibergehenden Bildung von Poren in
der Membran von lebenden Zellen (Calvin und Hanawalt, 1988), durch welche die DNa
in die Zelle gelangen kann. Die Porenentstehung ist vermutlich darauf zuriickzufiihren,
daf} sich die Membranmolekiile der Phospholipiddoppelschicht in einem elektrischen
Feld als Dipol verhalten und die Struktur der Membran so verdndert wird (Neumann et
al., 1982).

Zur Herstellung elektrokompetenter Bakterien wurden E. coli (DH-5-alpha) auf einer
LB-Platte ausgestrichen und ii.N. bei 37°C inkubiert. Mit einer Kolonie dieser Platte
wurden 5 ml LB-Medium angeimpft und 5 h bis i.N. bei 37°C leicht geschiittelt. Mit
diesen 5 ml wurde schlieBlich 1 1 LB-Losung inokuliert und bei 37°C geschiittelt (300
rpm), bis eine ODg von 0.6 erreicht wurde. Nun folgte das Abstoppen des Wachstums,
indem die Bakterien ca. 15-30 Min. in einem Eiswasserbad abgekiihlt wurden. Die
Kultur wurde daraufhin durch 15 Min. Zentrifugieren (4200rpm, 4°C) pelletiert. Zum
Waschen erfolgte Aufnahme in 1 1 eiskaltem ddH,O und nach dem Losen wie bereits
beschrieben erneutes Zentrifugieren. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt,
doch diesmal nur in 0.5 1 ddH,O bzw. beim zweiten Mal in 20 ml 10% Glycerinlésung.
Nach erneuter Zentrifugation wurde das nun erhaltene Pellet in 2-3 ml 10% Gly-
cerinlosung aufgenommen und gut gemischt. Die Konzentration betrug nun durch-
schnittlich 3*1010 Zellen/ml. Danach wurden die Bakterien aliquotiert und bei -70°C
gelagert. Sie konnten so nach Bedarf aufgetaut werden. Es wurden gewo6hnlich Kompe-
tenzen von 106-108 (CFU/ug DNA) erreicht.

Die Kompetenz (CFU/pg) errechnet sich dabei aus folgender Formel:

100CFU 1 x10° 1ml

10= 2x 108
S50pg 8 ng ><O,Imlplatiert>< 8

CFU=
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2.2.16.3 Bakterielle Transformation durch Elektroporation

Die kompetenten Bakterien (ca. 50 pl) wurden auf Eis aufgetaut und mit 1 pl Ligations-
ansatz gemischt. Danach wurden die Bakterien in gekiihlte Elektroporationskiivetten
iiberfithrt und der Elektroporationsapparat eingestellt (1,8kV, 25mF und 200W beim
Pulskontroller). Nach der Pulsapplikation wurde schnellstmdglich 1 ml SOC-Medium zu
den Bakterien gegeben. Die Bakteriensuspension wurde in ein steriles Reaktionsgefdf3
transferiert und ca. 30 Min. bei 37°C leicht geschiittelt, bevor sie auf Selektivagar aus-
plattiert wurde.

Transformationseffizienz wurde durch wiederholtes Einfrieren sowie durch die Verwen-
dung von Luria Broth Medium anstelle von SOC (jeweils um den Faktor 2-3) negativ
beeinflufit. Fiir Ligationsreaktionen ist sie ungefdhr um den Faktor 10 geringer als fiir
Kontrollplasmide. Eine Standardligationsreaktion enthielt ungefdhr 100-1000 ng DNA.
Die Zugabe von 1ul Ligationsansatz resultierte dabei in einer finalen Konzentration von
1-10 ng ligierter DNA bei den Zellen. Fiir die Transformation des gesamten Ligations-

ansatzes muflte dieser vorher auf einer Dialysemembran entsalzt werden.

2.2.16.4 Bakterielle Transformation durch Hitzeschock

Neben der Elektrotransformation wurde auch die Transformation durch Hitzeschock
eingesetzt, um Plasmide in Bakterien einzubringen. Nach dem Auftauen wurden 100ul
chemokompetente Zellen mit 1 pl Ligationsansatz vermischt und fiir 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte fiir 45 Sekunden in einem 42°C Wasserbad gefolgt
von einer erneuten Inkubation auf Eis fiir 2 Minuten. Nach Zugabe von 0.9 ml SOC
Medium wurde fiir eine Stunde bei 37°C mit 225 rpm geschiittelt (Thermoblock).
AnschlieBend wurden verschiedene Mengen 50-200 pl auf angewidrmte Agarplatten
plattiert, die 100 pg/ml Ampicillin, 50 pg/ml X-Gal und 1 mM IPTG enthielten.

2.2.17 DNA SEQUENZIERUNG

Zum Sequenzieren der DNA wurde ein Verfahren benutzt, das auf der kontrollierten
Unterbrechung der DNA-Synthese beruht (Sanger et al., 1977). Einzelstringige DNA
diente dabei als Matrize fiir die Synthese eines neuen Stranges. Es wurde ein Primer

zugegeben, der mit der DNA hybridisieren kann. DNA-Polymerasen benétigen fiir ihre
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Syntheseaktivitit einen kurzen Abschnitt doppelstringiger DNA. Zusitzlich zu den
Desoxyribonukleotiden wurden auch Didesoyribonukleotide (ddNTPs) in den Reak-
tionsansatz gegeben. Diesen fehlt die Hydroxlgruppe am 3’ C-Atom des Zuckers.
Werden die ddNTPs in den neuen DNA-Strang eingebaut, so stoppt das Ketten-
wachstum, da keine weitere Phosphodiesterbindung gekniipft werden kann. Uber die
unterschiedliche Liange der neu entstandenen DNA-Stringe 148t sich die Basenabfolge
nach einer gelelektrophoretischen Auftrennung ermitteln. Lingenunterschiede von ei-
nem Basenpaar konnen aufgelost werden. Die ddNTPs sind je nach Base unterschied-
lich fluoreszenz-markiert, so da3 nach einer Gel-Elektrophorese jedes DNA-Fragment
mit einer Laserapparatur detektiert werden kann.

Die Bestimmung der Nukleotidsequenzen wurde auf einem ABI PRISM-377 DNS
Sequencer durchgefiihrt. Im Reaktionsansatz wurden 300-400 ng DNS, 10 pmol Primer
und 4.5 ml Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit-Losung zugegeben. Die Reaktion
fand in einem Gesamtvolumen von 11.5-13.5 ml statt. Das Cycle Sequencing-Programm
(30”7 95°C, 10’ 50°C, 4' 60°C, 25 Zyklen) wurde in einem Biometra Trio-Thermoblock
durchgefiihrt. Nach der Reaktion wurde der Ansatz mit Ethanol gefillt und im Big Dye-
Auftragspuffer aufgenommen. Die Reaktion wurde dann auf das Sequenziergel auf-

getragen. Die Integrale wurden mit der Computersoftware Sequencer ausgewertet.

2.2.18 NORTHERN BLoOT

2.2.18.1 Gel und Transfer auf Nitrozellulosemembranen

Zum Nachweis von Ampicillin RNA in in vitro transkribierten In-situ Proben wurden
Northern Blots angefertigt (Alwine et al., 1977). Bei dieser Methode wird die isolierte
RNA auf einem denaturierenden Agarose Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufge-
trennt. Das denaturierende Milieu des Gels bewirkt, daB3 die augeprdgten Sekundér-
strukturen, wie etwa Haarnadelschleifen der RNA aufgeschmolzen werden. Die in vitro
transkribierte RNA wurde 30 Min bei 37°C mit DNAse behandelt, um die Vektor DNA
zu entfernen. Die DNAse wurde durch Zugabe von 1mM EDTA sowie durch Erhitzen
auf 75°C fiir 10 Minuten inaktiviert. Die Aufreinigung erfolgte tiber G50 Spinsdulen
(sieche 2.2.14). Die RNA Probe (4.5 ul aus 70 ul) wurde in dem Auftragsmedium auf
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55°C fiir 15 Minuten aufgeheizt und dann auf Eis gekiihlt. Vor dem Auftragen wurden 2
pl Auftragspuffer (50% Glyzerol, | mM EDTA) zugesetzt und das Gel wurde bei einer
Spannung von 100 V etwa 3 Stunden lang gefahren, bis die Lauffront der Proben zu 2/3
durch das Gel gewandert war. Anschliefend wurde das Gel in 20x SSC eine Stunde lang
gebleicht. Zum Blotten wurde der Aufbau nach Southern verwendet. Als Transferlosung
diente 20xSSC. Der Transfer dauerte 4-24 h, je nach GroBe der Fragmente und Menge
der RNA in dem Gel. Nach dem Blotten wurde die Membran in 2x SSC geschwenkt und
bei 80°C gebacken. Teil-weise wurde die RNA anschlieBend nochmals durch

Bestrahlung mit langwelligem UV-Licht (0.3 J/cm?2) kovalent auf dem Filter fixiert.

MOPS Laufpuffer 20 mM MOPS, 5 mM NaOAc, 1
mM (Einstellen auf pH 7.0 mit 5
M NaOH)

RNA Puffer 50% deionisiertes Formamid,
25% Formaldehyd (37%), 10%
10x MOPS

Gel 10 ml 10x MOPS, 1.8 ml Formal-
dehyd (37%), 1 g Agarose (1%), 5
ul Ethidiumbromid (10 mg/ml),
88 ml H,O

2.2.18.2 Hybridisierung der Membranen

Die Prihybridisierung, Hybridisierung und das Waschen der Membran erfolgte in
Hybridisierungsflaschen, die im 65°C Schrank kontinuierlich gedreht wurden.

Die Membranen wurden zunichst fiir mindestens 1 Stunde (meist ca. 2 h) mit 20 ml Hy-
bridisierungspuffer prahybridisiert. Nach der Prihybridisierung wurde die vorberei-tete,
radioaktiv markierte DNA-Sonde fiir 10 Min. im Heizblock bei 95°C denaturiert und
sofort in 20 ml Hybridisierungslosung (auf 65°C vorgewirmt) gegeben. Die Konzen-
tration der Sonde sollte ungefihr 106 counts/ml betragen. Nach Verwerfen der Prihy-

bridisierungslosung wurde die radioaktive Hybridisierungslésung in die Hybridisie-
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rungsflasche gefiillt. Die Hybridisierung wird im 65°C-Schrank iiber Nacht durchge-

fiihrt. Die Membranen wurden mehrmals je 30 Min. bei 65°C gewaschen.

Waschschritte:

Zeit Losungen: Temperatur:
2x 15 Min. 2x SSC/0.1% SDS RT

1x 30 Min. 0.1x SSC/0.1% SDS | 65°C

Die anschlieBende Exposition erfolgte mit einem Biomax-Film bei -70°C. Die
Expositionsdauer betrugt meistens ein bis drei Tage. Die Entwicklung des Films wurde

mit einer Entwicklermaschine durchgefiihrt.

2.2.19 IN-SITU- HYBRIDISIERUNG AM GANZEN EMBRYO

Die Transkriptionsaktivitit eines Gens wurde zum einen mit Hilfe der RT-PCR und zum
anderen durch die /n-situ-Hybridisierung am ganzen Hiithnerembryo nachgewiesen. Die
Expressionanalyse einzelner Gene erfolgte wie beschrieben (Wilkinson, 1992), wobei die
gleichzeitige Detektion zweier verschiedener Genexpressionen in einem Embryo wie in
der Literatur beschrieben unternommen wurde (Dietrich, 1997). Dabei wurden die Em-
bryonen gleichzeitig mit je einer Digoxigenin- und mit einer Fluoreszein- markierten
RNA-Sonde hybridisiert, die dann in zwei Schritten mit Hilfe von Digoxigenin- bzw.
Fluoreszein-spezifischen Antikdrpern (Roche) detektiert wurde. Die Hithnerembryonen
wurden zundchst in PBS prépariert und in einer 4%igen Paraformaldehydlosung (PFA)
iiber Nacht bei 4°C fixiert. AnschlieBend wurden die Embryonen entweder einzeln in Net-
ze in 24-Titerplatten oder zu mehreren in Netze (70 pm Maschenweite, Falcon) in 6 Ti-
terplatten tiberfiihrt und durch die unten tabellarisch aufgefiihrten Schritte gefiihrt. Die
Lagerung der Embryonen erfolgte wahlweise in 100%igen Methanol wihrend der Metha-
nolreihe fiir einige Tage bei -20°C oder vor der Hybridisierung im ,,storage-mix* (50%
Formamid, 25% H20, 25% SSC pH 4.5) fiir einen ldngeren Zeitraum bei -20°C. Zur
Priahybridisierung, Hybridisierung und bei den Waschschritten in der Losung 1 und 3
wurden die Embryonen mit einem kleinen Loffel in Eppendorfgefidf3e tiberfiihrt und dann
in einem Thermoblock (Eppendorf) bei 70°C iiber Nacht hybridisiert. Der Losungswech-

sel erfolgte durch vorsichtiges Pipettieren mit einer Mikropipette. Nach dem zweiten Wa-
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schen in Losung 3 wurden die Embryonen zusammen mit Lésung 3 in eine 6- bzw. 24-
Titerplatte mit 2% BBR in MAB iiberfiihrt. Die Inkubationsdauer der Proteinase K Be-
handlung war abhéngig von dem Entwicklungsstadium der Embryonen. Fiir Entwick-
lungsstadien jlinger als HH 7 wurde sie fiir 1 Min durchgefiihrt und fiir spétere Stadien

auf 3 Min verlingert.

1. Tag
PBT 2 x 5 Min
25% Methanol in PBT 5 Min
50% Methanol in PBT 5 Min
75% Methanol in PBT 5 Min
100% Methanol 5 Min
75% Methanol in PBT 5 Min
50% Methanol in PBT 5 Min
25% Methanol in PBT 5 Min
PBT 2 x 5 Min
6% H,0,/PBT 45 Min
PBT 3 x 5 Min
10 pg/ml ProtK/PBT 1-3 Min
2 mg/ml Glyzin/PBT 5 Min
PBT 2 x 5 Min
0.2% Glutaraldehyde/4% PFA/PBT 20 Min 4°C
PBT 2 x 5 Min
Optional: Lagern bei -20°C
50% Foramid, 5x SSC pH 4.5
Prahybridisierungslosung 5 Min
Prahybridisierungslosung 1h 70°C
Hybridisierungslosung iiber Nacht 70°C
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2. Tag

Losung 1 (50% Formamid, 5x SSC pH 4.5,
1% SDS)

2 x 30 Min, 70°C

Losung 3 (50% Formamid, 2x SSC pH 4.5)

2 x 30 Min, 70°C

2% BBR/MAB Waschen
2% BBR/MAB lh
20% FCS/2%BBR/MAB lh
anti Fluoreszein Antikorper (1:2000) in 20% | {iber Nacht
FCS/2%BBR/MAB
3.Tag:
MAB 3 x Waschen
MAB 5x1h
NTMT pH 8 Waschen
NTMT pH 8 3 x 10 Min
Fast Red in NTMT pH 8 * 45 Minbis 5h
PBT 2 x 10 Min
0.1 M Glyzin/HCL pH 2,2 10 Min
PBT 5x 10 Min
4% PFA/PBS iiber Nacht 4°C
4. Tag:
PBT 2 x 5 Min
MAB 3 x Waschen
MAB 2 x 30 Min
2% BBR/MAB lh
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20% FCS/2%BBR/MAB l1h

anti Digoxigenin Antikorper (1:2000) in iiber Nacht, 4°C

20% FCS/2%BBR/MAB
5. Tag:
MAB 3 x waschen
MAB 5x1h
NTMT pH 9.5 Waschen
NTMT pH 9.5 3 x 10 Min
NBT/BCIP in NTMT pH 9,5* 2-24 h, 1m Dunkeln mit mehrfa-
chem Ldsungswechsel
PBT 2 x 10 Min
50% Glyzerin/PBT lh
80% Glyzerin/PBT 1 h, dann bei 4°C lagern

2.2.20 RADIOAKTIVE IN-SITU ANALYSE

Hiithner bzw. Méuseembryonen wurden auf das entsprechende Stadium (Hamburger-Ha-
milton) hin inkubiert und in PBS prépariert. Die Fixierung erfolgte in 4% PFA/PBS {iber
Nacht bei 4°C. Am néichsten Tag wurden die Embryonen zuerst fiir 2h in PBS gewaschen
und anschlieBend in eine 0.86% NaCL Losung fiir 2 h iiberfiihrt. Zur Dehydratisierung
wurden die Embryonen durch eine aufsteigende Ethanolreihe (70%, 80%, 90%, 95%
100% jeweils 2h) gefiihrt. Im Anschlufl wurden sie fiir 12 h in Isopropanol gelagert und
danach fiir 2h in Toluol inkubiert.

Vor der abschlieBenden Einbettung in Paraplast Plus (Monoject Scientific) wurden sie in
warmen Paraplast (59°C) 24 h inkubiert, um eine vollige Durchdringung des Gewebes mit
Paraffin zu gewihrleisten. Nachdem der Embryo in der GieBform korrekt orientiert wor-
den ist, lie man den Block abkiihlen, welcher nun bei 4°C unbegrenzt gelagert werden

konnte. 8 um dicke Schnittserien wurden mit Hilfe eines Mikrotoms angefertigt. Die auf
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der Wasseroberfldche aufschwimmenden Schnitte wurden auf Superfrost (Heinzel-Men-
zel) Objektragern aufgenommen, wobei je nach Grofe der Embryonen bis zu 8 Schnitte
auf einem Objekttrager angeordnet wurden. Das Wasser flir das Mikrotom wurde zuvor
mit 0.1% DEPC behandelt, um RNAsen zu inaktivieren. Auf den Objekttradgern wurden
die Schnitte fiir 2 h bei 37°C getrocknet und konnten dann bei 4°C gelagert werden.

Fiir die Hybridisierung wurden die Schnitte zunichst fiir 20 Minuten mit einmaligem L6-
sungswechsel mit Xylolersatz behandelt, um das Paraffin zu entfernen. In Analogie zur
Einbettung erfolgte nun eine schrittweise Rehydratisierung mit Inkubationszeiten von je-
weils 2 Minuten. Nach dem finalen Rehydrierungsschritt in 30%igem Ethanol wurden die
Embryonen zunéchst flir 5 Minuten in Saline und anschlieBend fiir 5 Minuten in PBS ge-
waschen. Danach erfolgte eine Fixierung fiir 20 Minuten in 4% PFA in PBS, dann wurden
sie zweimal in PBS fiir 5 Min gewaschen und dann mit Proteinase K (20 pg/ml in 20 mM
Tris pH 7.5, 1 mM EDTA) 7 Min lang verdaut. Diese Maflnahme diente dazu, die RNA
zu demaskieren und fiir die Probe zuginglich zu machen. Nachdem die Proteinase in PBS
ausgewaschen worden war, wurden die Schnitte erneut fiir 5 Min in 4% PFA/PBS refi-
xiert, wiederum in PBS gewaschen und fiir 10 Min in den Acetylierungs-Mix (250 m1 0.1
M TriethanolaMin + 0.625 ml Essigsdureanhydrid) iiberfiihrt, in dem eine Acetylierung
der Proteine stattfand. Durch die Acetylierung werden die negativ geladenen Carboxy-
Gruppen der Aminosduren neutralisiert, wodurch der Hintergrund bei der an-schlieflen-
den Hybridisierung stark vermindert wurde. Bevor die Embryonen danach wieder durch
eine aufsteigende Ethanolreihe dehydriert und anschlieend getrocknet wurden, erfolgte
voher zunichst jeweils ein 5 miniitiger Waschschritt in PBS und anschlieBend in Saline

(0.86% NaCl).

Herstellen der Hybridisierungslosung:

Die Hybridisierungsldsung setzte sich folgendermallen zusammen:

Hybridisierungssalz (0.2g/100ml PVP 200 pl
(Polyvenylpolyocton), 0.2g/100 ml Ficoll,
1,38 g/100ml NaH,PO, pH 6.8, 50mM

EDTA, 3 M NaCl, 0.1M Tris pH8

Formamid (deionisiert) Iml
DTT 200 pl
Dextransulfat 50% 400 pl
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tRNA 1 ul
H,O 199 ul

Die Probe wurde in dem Hybridisierungspuffer auf 1x 105 cpm/ul verdiinnt und konnte
dann bei -20°C gelagert werden. Pro Embryoschnitt wurden je nach Grofe etwa 15-20 pl
der Hybridisierunglosung verwendet. Um Haarnadelschleifen und andere Sekundérstruk-
turen der RNA, die die Anlagerung der Proben erschweren, aufzul6sen, wurde diese fiir 2
Min auf 80°C erhitzt und dann bei 4°C bis zum Gebrauch gelagert. Nach dem Auftragen
der Probe wurde auf die Schnitte ein 60x24 mm grofles Deckglas aufgelegt, um eine
gleichmédfige Verteilung der Probe zu gewéhrleisten. Die Hybridisierung erfolgte {iber
Nacht bei 50°C in einer luftdicht schlieBenden Kammer.

Am Boden der Kammer lagen zwei Schichten 3MM Whatman Papier, das mit einer Lo-
sung bestehend aus 50% Formamid und 2 x SSC durchtrénkt war. Die Objektrdger lagen
dabei erhoht auf abgesdgten Plastikpipetten, damit sie nicht mit dem feuchten Papier in

Beriihrung kamen.

Waschschritte:

Nach der Hybridisierung wurden die Objekttrager direkt in Glaskiivetten tiberfithrt und 15
Min lang in einer Losung aus 2x SSC pH 4.5, 50% Formamid und 1.4 ml/l B-Mercap-
toethanol geschiittelt, damit sich die Deckgléser abldsten.

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die einzelnen Waschschritte:

2x SSC pH 4.5, 50% Formamid und 1.4 ml/l | 30 Min 65°C
3-Mercaptoethanol

2x SSC pH 4.5, 50% Formamid und 1.4 ml/l | 4-5h 37°C
3-Mercaptoethanol

NTE-Puffer (0.5 M NaCL,10 mM TrispH 8, | 15Min 37° C

5 mM EDTA)
NTE-Puffer + 20pg/ml RNAseA 15 Min 37°C
NTE-Puffer 15 Min 37°C

2x SSC pH 4.5, 50% Formamid und 1.4 ml/l | 30 Min 37°C
3-Mercaptoethanol

2x SSC 15 Min RT
0.1x SSC 15 Min RT
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AnschlieBend wurden die Schnitte erneut durch eine aufsteigende Methanolreihe jeweils
2 Min (30%, 50%,70%,80%, 90%, 95% 100%) dehydratisiert. Um zu {liberpriifen, ob ein
spezifisches Signal vorhanden ist, wurde iliber Nacht ein Film in einer Rontgenkasstette

auf die Schnitte gelegt.

Autoradiographie:

Um das radioaktive Signal der /n-situ Proben zu detektieren, wurden die Schnitte in eine
fliissige Filmemulsion (Kodak NTB-2) eingetaucht. Die emittierte Strahlung fiihrt zur
Bildung von Silberkdrnern auf den Strukturen des Schnittes, deren Lokalisation im Dun-
kelfeld analysiert werden konnte. Das Dippen der Schnitte erfolgte in volliger Dunkelheit,
wobei die Obtriager 2-3 mal in einer Kiivette in die 42°C warme Filmlosung eingetaucht
und dann fiir 2 h getrocknet wurden. Die Exposition erfolgte fiir etwa 10 Tage in lichdicht
verschlossenen Objektrigerschachteln. Zur Entwicklung wurden die Schnitte bei Raum-
temperatur fiir 3 min in Entwicklerlosung (Kodak D19, 80g/500ml) eingetaucht. An-
schlieBend wurde die Reaktion durch eine Inkubation (1 Min) in 0,1% Essigéure abge-
stoppt. Nach einer weiteren Inkubation fiir 3 Min in einer 30% Thiosulfatlosung wurden
die Objekttrager dreimal 10 Min in Wasser gespiilt, bevor eine Gegenfarbung durch
Giemsa (Stock: 0.85 g Giemsa, 50 ml Glycerol, 50 ml Methanol) Arbeitslosung (gefil-
tert): 40 ml Stock + 20 ml Na-Phosphat Puffer pH 6 pro Liter) (~20 Min) erfolgte. Nach
Ablauf der Farbung wird die Farbelosung ~30 Min unter flieBendem Leitungswasser aus-
gewaschen (nicht direkt ausgieen). Anschlieend wurden die Schnitte getrocknet, in Eu-

kitt eingebettet und im Dunkelfeld mikroskopiert.

2.2.21 EMBRYOLOGISCHE METHODEN

2.2.21.1 Kollagen-Kultur (Lumsden und Davis, 1983)

Diese Methode diente dazu, Gewebeexplantate zu kultivieren. Dazu wurden in Einsétzen,
die sich in 24 Titer Platten befanden, 40 pul neutralisierte Rattenschwanz-Kollagenlosung
vorgelegt. Dies Einsétze hatten an ihrem Boden eine semipermeable Membran. 9 mg Rat-
tenschwanz-Kollagen (BOEHRINGER MANNHEIM) wurde in 3 ml 0.2% (v/v) steriler
Essigsdure (pH 3) durch Schiitteln {iber Nacht bei 4°C gel6st und war dann mehrere Wo-
chen bei 4°C lagerbar. Die Arbeitslosung wurde am Tag des Gebrauchs folgendermalen

hergestellt:
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Herstellen der Kollagenarbeitslosung:

Rattenschwanz Kollagen 200 pl
MEM-EARLE (SEROMED) 25 ul
Fetales Kélberserum 12.5 ul
L-Glutamin Sul
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) 10 pl

Die Losung hatte vor Zugabe des Natriumhydrogencarbonats eine stark sauren pH Wert
(~3) und besaB eine gelbe Farbe. Im basischen Bereich schlug der im Medium enthaltene
Farbindikator nach rosa um. Es wurde solange NaHCO;5 zugegeben, bis sich der pH Wert
genau im neutralen Bereich befand (pH 7.5). Sichtbar war dies durch einen orangen Farb-
ton des Indikators. Das Einstellen des pH Wertes erfolgte auf Eis, da Kollagen bei basi-
schem pH bei Raumtemperatur schnell polymerisiert. Nachdem das Explantat luftbla-
senfrei in das Kollagen gebracht worden war, wurden die Gewebekultureinsitze (Nunc,
0,02 pm anapore Membran) bei 37°C 15 Min lang inkubiert, damit das Kollagen polyme-
risieren konnte.Wahrend des Polymerisierens kam es hdufig vor, dafl das Gewebestiick
bis auf die Membran des Gewebekultureinsatzes absank. Dies war insofern problema-
tisch, als bei der Ablosung des Kollagentropfens von der Unterlage nach der Inkubation
das Explantat aufgrund der auftretenden Scherkrifte zerreiBen konnte. Nach der Polyme-
risation wurde sowohl auf den Kollagentropfen als auch unter den Einsatz jeweils 500 pul
Kollagenkulturmedium [Medium 199 (Sigma), 5% (v/v) hitzeinaktiviertes FCS, 2mM L-
Glutamin, 1% (v/v) Penicillin 5000 IU/ml und Streptomycin 5000 IU/ml (GIBCO)] gege-
ben. Die Explantate wurden fiir 12 Stunden bei 37°C in einem CO, Inkubator (5% CO,)
inkubiert. Die Gewebeteile wurden danach fiir 30 Min in der Kollagenmatrix in 4% PFA/
PBS auf Eis inkubiert, danach vorsichtig mit Hilfe zweier Pinzetten von der Kollagenma-
trix befreit und entweder flir die /n-situ Hybridisierung oder fiir eine LacZ Farbung weiter

prozessiert.

2.2.21.2 In vitro Kultivierung von Hiihnerembryonen (New Kultur)

Die Kultivierung der Hiihnerembryonen erfolgte wie beschrieben (New, 1955: Stern,
1993).
Die bebriiteten Eier wurden mit einer kleinen Schere am stumpfen Ende gedffnet, das

dickfliissige Eiweill wurde verworfen und das diinnfliissige Eiwei} in einer Petrischale
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aufgefangen. Das von der Vitellinmembran umhiillte Eigelb wurde in eine Schale mit
Pannett-Compton Saline gegeben (PC-Puffer: 4% (v/v) Stammlosung A und 6% (v/v)
Stammldsung B in Wasser (Millipore) (Stammldsung A: 121 g/l NaCl, 15.5 g/ KCL, 10.4
g/l CaCl, x 2 H,0, 12.7 g/MgCl, x 6 H,0) bzw.Stammlosung B: 2.365 g/l Na,HPO4 x ,
H,0, 0.188 g/l NaH,PO,4 x 2H,0); (Pannett und Compton, 1924). Mit einer Pasteurpipet-
te wurde die Vitellinmembran von anhaftendem Eiweil3 befreit und das das Eigelb so ori-
entiert, da} der Embryo oben auflag. Die Vitellinmembran wurde am Aquator mit einer
gebogenen Schere aufgeschnitten und vorsichtig vom Eigelb abgezogen, so dafl der Em-
bryo an der Vitellinmembran haften blieb. Die Membran wurde mit der Embryoseite nach
oben auf eine im Puffer liegende Urglasschale tiberfiihrt. Nachdem ein Glasring mit ei-
nem Innendurchmesser von 22 mm auf die Vitellinmembran aufgelegt wurde, erfolgte
eine mittige Zentrierung des Embryos. Uber-schiissiger Puffer und verbliebenes Eigelb
wurde nun mit einer Mikropipette abgesaugt. Eine 3.5 cm Zellkulturschale wurde mit 4
ml des gesammelten diinnfliissigen Eiweil3 gefiillt und der Glasring zusammen mit dem
Embryo in die Zellkulturschale iiberfiihrt. AnschlieBend wurde der Glasring mit zwei
Spateln an der Schale festgedriickt, aulerhalb des Glasrings befindliches Eiweill wurde
abgesaugt und sowohl Embryo als auch Vitellinmembran von Puffer, Eiwei3 und Eigelb
befreit. Die Kulturschale wurde in einem 38°C Brutschrank bis zum gewiinschten Ent-

wicklungsstadium inkubiert.

2.2.21.3 Vorbereiten des Eies fiir Embryomanipulationen

Die Eier wurden im Brutschrank bis zum Stadium HH 9-10 (~34 h) liegend inkubiert. Das
Ei wurde vorsichtig mit 70% Ethanol abgewischt und mdglichst ohne seine relative Lage
zu verdndern in ein Plastilin Bett gelegt. Mit einer spitzen Schere wurde die Schale so-
wohl am stumpfen Ende des Eies als auch an seinem hochsten Punkt perforiert. Durch das
Loch am stumpfen Ende wurden mittels einer Kaniile in etwa 2-3 ml Eiweil} abgezogen.
Dadurch wurde die dorsal auf dem Dotter liegende Keimscheibe, bzw. der Embryo abge-
senkt, wodurch das Risiko vermindert wurde, ihn beim Aufschneiden der Schale zu ver-
letzen. Mit Hilfe einer Schere oder einer Minikreissdge wurde das dorsal liegende Loch
auf etwa 1x2 cm erweitert. Durch vorheriges Aufbringen von Klebeband (Tesafilm)
konnte man verhindern, da3 Schalenstiicke auf Dotter und Embryo fielen. Um ein An-
trocknen der Vitellinmembran am Embryo und damit dessen Absterben zu vermeiden,

wurde der Embryo durch Aufpipettieren von Tyrode’s Puffer (80 g NaCL, 2 g KCL, 2.71
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g CaCL,.2H,0, 0.5 g NaH,P0O,4.2H,0, 2 g MgCl,.6H,0, 10 g Glukose auf 1 Liter Was-
ser) stets feucht gehalten. Um Infektionen mit Bakterien zu verhinden, wurde dem Puffer
zusitzlich 1% (v/v) Penicillin 5000 IU/ml und Streptomycin 5000 IU/ml zugesetzt. Mit
einer angeschirften Wolframnadel wurde die Vitellinmembran tiber dem Injektionsgebiet
angeritzt. Zu besseren Visualisierung wurde Tinte (1/10 in Tyrodes Puffer [Faber]) mit
Hilfe einer rechtwinklig abgebogenen Kaniile (25 G, Henke/Sass/Wolf) in den Dotter un-
terhalb des Embryos gespritzt. Die richtige Wahl der Tintenmarke ist wichtig, da zahlrei-
che Hersteller der Tinte Phenol beifiigen. Dies fiihrt jedoch zum Absterben des Embryos.

2.2.21.4 Préparation der Méiuseembryonen

Verwendet wurden Embryonen des Mausstammes NMRI. Zur Altersbestimmung wurden
sowohl die Tage post coitum als auch objektive morphologische Kriterien, wie die Somi-
tenzahl (,,Theiler stages®, Einteilung nach Kaufmann) herangezogen. Die trichtigen
Weibchen wurden durch zervikale Dislokation getotet. AnschlieBend wurde der Bauch-
raum direkt oberhalb des Urethers eingeschnitten und die Offnung seitlich an beiden Sei-
ten bis zu den Rippen weiter gefiihrt. Die beiden Uterushdrner wurden herausgeschnitten
und die Embryonen in M2 Medium prépariert. Bei der Priparation wurde zunichst das
muskuldse Uterusgewebe mit Hilfe zweier Pinzetten abgetrennt. Beim Entfernen der
Desidua war darauf zu achten, daB3 sowohl der Ektoplazentarkonus intakt bleibt, als auch
daBl die den Embryo umgebenden extraembryonalen Membranen, das Amnion und die
Allantois, unverletzt bleiben.Wurden sie perforiert, resultierte dies bereits bei Kurzzeit-
experimenten von 6 h in einer stark herabgesetzten Lebensfihigkeit des Embryos und
hiufig zu morphologischen Verdnderungen. Reicherts Membran, die die Allantois um-

gibt, wurde jedoch vorsichtig entfernt.

2.2.21.5 Gentransfer

Im folgenden werden die optimierten Protokolle fiir die Transfektion verschiedener Ge-
webetypen und verschiedener embryonaler Stadien wiahrend der Entwicklung des Hiih-
nerembryos wiedergegeben. Es ist ebenfalls ein kurzer Abrif3 iiber die Elektroporation

von Méauseembryonen dargestellt.
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2.2.21.5.1 In Kultur

Zur Transfektion von Embryonen im Gastrulationsstadium HH3-HH4 wurden diese wie
im Kapitel (2.23.2) beschrieben fiir die Kultivierung in der New Kultur pripariert. Am be-
sten eigneten sich Embryonen, die sich im frithen Stadium HH4 befanden, bei denen noch
kein laterales Mesoderm aus dem Primitivstreifen eingewandert war. Ekto- und Endo-
derm liegen daher noch lose aufeinander. Die Platinelektroden wurden im Abstand von 8
mm auf angefeuchteten (PBS) Whatmann Filterpapieren auf die Vitellinmembran aufge-
setzt. Die Pulsparameterwahl war wie folgt: 5 Pulse, 110 Volt, =50 msec. Die Konzen-
tration der DNA Losung (in PBS) betrug 3-5 pg/ul.

Die ausgezogenen Glaskapillaren wurden von hinten mit Gelladespitzen (Eppendorf) mit
der DNA Losung befiillt. Die Spitze der Kapilla-ren wurde zwecks der besseren Visuali-
sierung schwarz angeférbt. Es wurden einige Nanoliter der Losung zwischen das Endo-
derm und das Ektoderm in der Region anterior zum Knoten gespritzt, so da3 sich das
Endoderm sichtbar wahrend der Injektion aufwolbte. Dies wurde auf der Anode zuge-
wandten Seite des Embryos durchgefiihrt. Bei der Beteiligung von Knotengewebe kam es
dabei zur Ausbildung von fast komplett halbseitig transfizierten Embryonen (siehe 3.1).
Nach Abschluf3 der Elektroporation wurden die Elektroden wieder von den Filterpapieren
entfernt und der Embryo wurde circa fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Anschlieend
wurde tiberpriift, ob das Gewebe der area opaca rund um die Filterpapiere abstarb. War
dies der Fall, so wurde der intakte Teil der area opaca erneut durch trockene Filterpapiere
an der Vitellinmembran fixiert, um zu verhindern, dafl der Embryo entweder abrutschte

oder sich in der Mitte zwischen den Filterpapieren zusammenzog. (siche auch Abb.9 )

2.2.21.5.2 Im Ei

Fiir die Transfektion von Embryonen von Stadium HH9-HH12 hat sich ein Ansatz beste-
hend aus einer etwa 4 mm langen Platinelektrode, die bis auf die 2 mm an der Spitze mit
Nagellack elektrisch isoliert war und einem flammengeschérften Wolframdraht (~40pm
Spitzendurchmesser) bewéhrt. Der Wolframdraht wurde mit der Kathode und der Platin-
draht mit der Anode verbunden. Die Pulsparameterwahl war wie folgt: 3 Pulse, 8 Volt,
=25 msec

Die Platinelektrode wurde lings der Korperachse des Embryos positioniert (siche Abb.7),
wobei darauf geachtet wurde, dal der nicht isolierte Teil des Platindrahtes in der Region

des Transfektionsgebietes zu liegen kam. Die DNA Losung (5pg/ul in Tyrodes), ange-
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farbt mit 0.1% Fast Griin, wurde durch eine ausgezogene Glaskapillare ins Lumen des
Neuralrohres bzw. in einzelne Gehirnvesikel injiziert. An dieselbe Stelle wurde anschlie-

Bend auch die Wolframelektrode eingestochen.

Abb.7:Elektroporation im Ei. Das
Ei liegt dabei in einem Plastillinbett
(PS, rote Schraffur). Dorsal wurde
das Ei mit einer Schere gedffnet.
Die Abbildung ist nicht maR-
stabsgetreu. (S) Eischale, (D) Dot-
ter, (T) unterspritze Tinte, (I) Iso-

lation der Elektroden, (E) Embryo,
(AP) area pellucida, (AO) area
opaca.

Zum besseren Verstiandnis ist diese Abbildung in Zusammenhang mit den Abbildungen
im Ergebnisteil zu betrachten (Abb.17, Kapitel 3.1.5).

Der Abstand beider Elektroden betrug 1-2 mm. Die wéhrend der Pulse entstehenden,
durch elektrolytische Prozesse hervorgerufenen Gasblasen im Neuralrohr schienen den
Embryo in seiner weiteren Entwicklung nicht zu beeintrachtigen. Nach Verschlieen des
Eies nit Klebeband wurden die Embryonen bis zu 48 h bei 38°C inkubiert. Die Uberle-
bensrate nach 24 h betrug typischerweise in etwa 80%. Das Absterben der Embryonen
kann hervorgerufen werden durch bakterielle Infektionen (daher der Antibiotika Zusatz),
Antrocknen der Vitellinmembran und Schadigung der extraembryonalen Blutversorgung
durch den elektrischen Puls. Die Aufnahme der DNA ins Gewebe erfolgte nahe an der

Kathode, aber auf derjenigen embryonalen Seite, die der Anode ausgesetzt war.

2.2.21.5.3 In Explantaten
Explantate wurden aus der Neuralplatte von HH4 Embryonen gewonnen. Die Embryonen
wurden dazu von der Vitellinmembran vorsichtig mit zwei Pinzetten abgezogen und in ei-

ner mit PBS gefiillten 3.5 cm Petrischale mit Hilfe von Insektennadeln auf einem Silikon-
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bett aufgespannt. Das Endoderm im Bereich der Neuralplatte konnte dabei durch vor-
sichtiges Beiseiteschieben mit geschérften Wolframnadeln entfernt werden. Dieser Pro-
zeB3 konnte durch die Verwendung von Dispase (0.2% in PBS) erleichtert werden. Die
Elektroporation erfolgte zwischen parallelen Nylonnetzen, die von kleinen Plexiglaspylo-
nen aufrecht gehalten wurden (Abb.14). Die Nylonnetze hatten die Aufgabe, die bei der
Elektrolyse entstehenden H, und O, Blasen von den Gewebeteilen fernzuhalten, um ihre
Zerstorung durch die Oberfldchenspannung zu verhindern. Die ausgeschnittenen Neural-
plattenexplantate wurden dabei in einen PBS Tropfen (20ul) zwischen. den Netzen iiber-
fiihrt, der das entsprechende Expressionsplasmid (1pg/ul) enthielt.

Es wurde wiederum ein asymmetrischer Elektodenaufbau gewéhlt, wobei die Anode die-
mal mit der punktférmigen Elektrode verbunden wurde. (Erlduterungen sieche Ergebnis-
teil und Diskussion). In diesem Fall bestanden jedoch beide Elektroden aus Platin.

Die Pulsparameterwahl war wie folgt: 3 Pulse, 75 Volt, t=50msec, Abstand der Elek-
troden 3 mm

Nach der Poration wurden die Explantate kurz in Kollagenkulturmedium gespiilt, in die
Kollagenmatrix eingebettet und in einem CO, Inkubator bei 37°C 24 Stunden lang inku-
biert.

Der Transfer der Explantate erfolgte in 2 pul Pipetten (Eppendorf). Ein Anhaften der Ex-
plantate an der Wand der Pipettenspitze konnte durch vorheriges Aufsaugen von FCS in
die Pipettenspitze verhindert.

Stabilere und groBere Explantate, wie etwa Fliigelknospen wurden leicht abgewandelt be-
handelt. Sie wurden ebenfalls in einem PBS Tropfen elektroporiert, wobei die Wahl der
Pulsparameter dselbe war wie flir Neuralplattenexplantate. Allerdings wurden keine Ny-
lonnetze verwendet und die DNA wurde in konzentrierter Form (Sug/ul) in die Fliigel-
knospe direkt injiziert. Die Kultivierung dieser groBen Gewebeteile erfolgte frei

schwimmend im Kollagenkulturmedium dem 10% Hiihnerserum zugesetzt wurde.

2.2.21.5.4 In Mduseembryonen

Die freipraparierten Mauseembryonen, Stadium 8.5-9.5 dpc wurden ebenfalls in einem
PBS Tropfen elektroporiert (siehe Ergebnisteil 1.6). Der Fliissigkeitsspiegel wurde dabei
soweit abgesenkt, dall der Embryo mit seinen extraembryonalen Hiillen auf dem Boden

der 3.5 cm Petrischale auflag. Der Elektrodenaufbau bestand aus zwei parallele Plati-
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nelektroden im Abstand von 8 mm. Die Pulsparameterwahl war wie folgt: 3 Pulse, 35
VYolt, 7=50 msec.

Die Injektion der DNA (5ug/ul) erfolgte ins Mesenchym unterhalb der Neuralfalten. Es
war unbedingt darauf zu achten, kein FCS aus der Préparationslosung in den PBS Tropfen
zu lbertragen, da dies die Transfektionseffizienz drastisch reduzierte. Der Transfer der
Maiuseembryonen geschah in Plastik Pasteurpipetten (COPAM). Direkte Injektionen in
den schlagenden Ventrikel sollten ebenfalls vermieden werden, da dies die Morphologie
des Herzens negativ beeinflusste. Die folgende Abbildung 8 ist als Ergéinzung zu den dar-
gestellten Abbildungen zur Elektroporation von Mauseembryonen im Ergebnisteil (Kapi-

tel 3.6) gedacht.

Abb.8: Elektroporation von 8.5-9.5
Mauseembryonen erfolgt in einer
Petrischale in einem PBS Tropfen
wobei parallele Elektroden verwen-
det werden.

Petrischale

2.2.22 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN

Experimente wurden mit embryonalen Hiithner- und Mausfibroblasten sowie einer Affen-
nierenzelllinie Cos7 durchgefiihrt. Die Zellen wurden unter Standard-Zellkulturbedin-

gungen bei 37°C und 5% CO, kultiviert.

2.2.22.1 Auftauen von Zellen

In fliissigem Stickstoff tiefgefrorene Zellen wurden im Wasserbad aufgetaut und im
Néhrmedium [DMEM (Seromed) mit 1000 mg/1 Glucose (Gibco BRL), 10% inaktiviertes
fotales Kalberserum (Gibco/BRL), 2% Hiihnerserum (Sigma), 2 mM L-Glutamin (Gibco
BRL), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin (Gibco BRL)] aufgenommen und
fiir 5 Min bei 1000 rpm (170 xg) in einer Labofuge GL (Heraeus) zentrifugiert. Das Hiih-

nerserum wurde dabei nur bei embryonalen Hiithnerfibroblasten verwendet. Das Pellet
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wurde in 5 ml Medium resuspendiert, in eine 5.3 cm Zellkulturschale (Greiner) iiberfiihrt
und diese bei 37°C und 5% CO, in einem Zellkulturschrank (Heraeus BBD 6220) inku-

biert. Sobald die Zellen eine konfluente Einzelzellschicht bildeten, wurden sie gesplittet.

2.2.22.2 Splitten von Zellen

Von konfluent bewachsenen Zellkulturschalen wurde das Medium abgesaugt und
zweimal durch je 4 ml PBS ersetzt. AnschlieBend wurde das PBS durch 1 ml Trypsin-
EDTA-Lo6sung (Gibco BRL, 0.5 g/l Trypsin, 0.2 g/l EDTA) ausgetauscht und fiir etwa 3
Min bei 37°C bis zum vollstdndigen Ablosen der Zellen von der Kulturschale inkubiert.
Die Proteolyse der Zellen wurde durch Zugabe von 4 ml Medium abgestoppt und die
abgeldsten Zellen pelletiert (3 Min bei 1000 rpm, 170 xg, in einer Labofuge GL, Heraeus).
Das Zellpellet wurde in Medium resuspendiert und die Suspension auf neue Zellkultur-
schalen so aufgeteilt, daB3 die Zellen im Vergleich zur Ausgangskultur drei- bis zehnfach

verdiinnt wurden.

2.2.22.3 Einfrieren von Zellen

Zur dauerhaften Aufbewahrung von Zellen wurden diese nach Ablésen von der Zellkul-
turschale bei -70 Grad eingefroren. Das zentrifugierte Zellpellet wurde in 1 ml Medium
aufgenommen. Jeweils 500 pl wurden 1/1 mit 500ul Medium versetzt, das 20% DMSO
enthielt und in Kryordhrchen bei -20°C fiir 2 h eingefroren. Uber Nacht wurden sie auf
-80°C Grad tiefgekiihlt und dann in fliissigem Stickstoff eingelagert.

2.2.22.4 Transfektion von Zellen

Die Fibroblasten und Cos7 Zellen wurden auf 5.3 cm Platten bis zu einer Dichte von etwa
50% bis 80% kultiviert. In einem Eppendorfgefdl wurden 88 ul serumfreies DMEM
Medium (Gibco BRL) mit 12 pl des FuGene Reagenzes (Roche) versetzt. Nach 5 Min
wurde diese Mischung tropfenweise zu 4 pl zu der zu transfizierenden DNA-Lsung (1
pug/ul) hinzugegeben und durch vorsichtiges Schwenken gemischt. Nach weiteren 15 Min
wurde die hergestellte Mischung tropfenweise in das Medium der Zellkulturschale
zugefiigt und diese weiter inkubiert. Gleichzeitige Transfektionmit zwei Plasmiden wurde
mit der Calciumphosphat Transfektion erreicht (Graham und van der Eb, 1973). Bei der
Transfektion wurde 36 ul 2M CaCl, mit 20 pg DNA in H,0 und 264 ul Wasser versetzt.
In einem zweiten Gefrierrohrchen (NUNC, 1 ml) wurde 300 pl 2x HEPES Puffer

63



2. MATERIAL UND METHODEN

vorgelegt. Die Calciumphosphat enthaltende Losung wurde tropfenweise zu dem HEPES
Puffer pipettiert, wihrend gleichzeitig Luft durch den Puffer mittels einer Pipettierhilfe
geblasen wurde (Dauer circa 2 Min). Es bildete sich ein feines Prizipitat, das in das

Medium der Zellkulturschale gegeben wurde.

2.2.22.5 Kultivierung der transfizierten Zellen auf Objekttrigern

Etwa 7 h nach der Transfektion wurden die embryonalen Fibroblasten von den Petri-
schalen abgelost (siehe 2.22.2) und auf Objekttragern, die aufgeklebte kleine Kammern
enthielten (Lab-Tek) ausplattiert. Die Objekttriger wurden zuvor fiir 1 h mit einer
0.1%igen Gelatine-Losung beschichtet.

2.2.23 HERSTELLEN VON GEFRIERSCHNITTEN

Vor dem Einfrieren der Embryonen in einer Kryomatrix wurden sie tiber Nacht in einer
30% Sucrose Losung (PBS) gelagert. Das Durchdringen des Gewebes mit Sucrose als
Gefrierschutzmittel bewirkte, dal die Zellen widhrend des Einfrierens nicht durch sich
bildende Eiskristalle zerstort wurden.

Gefrierschnitte wurden auf einem Kryostaten (Leitz) angefertigt. Dazu wurde zundchst
eine Schicht Einbettmittel (Tissue-Tec; Miles) auf einem auf Trockeneis liegenden
Objekthalter aufgetragen und angefroren. Nach nochmaligem Auftragen von Tissue-Tec
wurde der gefrorene Embryo auf der noch fliissigen Schicht in die zum Schneiden
gewiinschte Position gebracht. Langsam wurde schichtweise mehr Einbettmittel um den
Embryo aufgetragen bis dieser vollstandig umhiillt war (Embryo sollte beim Einbetten
nicht auftauen). Es wurden 10 um dicke Schnitte angefertigt, die vom Messer mit einem
Objekttrager (Superfrost) aufgenommen wurde. Verwendet werden konnen auch mit
Gelatine und Chromalaun behandelte Objekttrager. Die Schnitte wurden 30 Min. bei
37°C auf einer Wirmeplatte getrocknet und dann in einem mit Klebeband versiegelten

Objekttragerkasten trocken bei -20°C aufbewahrt.

2.2.24 HISTOCHEMIE
2.2.24.1 Immunfirbung von Gefrierschnitten
Nach dem Auftauen wurden die Schnitte mehrmals fiir jeweils 10 Min. in PBS

gewaschen und dann fiir 1 h in 20% FCS in PBT (Blockierungslosung) iiberfiihrt.
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Darauthin wurden sie {iber Nacht mit dem monoklonalen Anti-MSX Antikoérper (Hybri-
domabank) in einer Verdiinnung von 1:100 in 20% FCS in PBT bei 4°C inkubiert. Am
nichsten Tag wurden die Schnitte viermal mit PBT und zweimal mit 20% FCS in PBT
fiir je 20 Min gewaschen und dann mit dem sekundéiren Antikorper (Ziege-anti-Maus,
Alexa 564, MoBiTec) in einer Verdiinnung von 1:2000 in 20% FCS in PBT fiir zwei
Stunden bei Raumtemperatur behandelt. AnschlieBend wurde fiinfmal in PBT fiir je 30
Min. gewaschen. Eine Anfarbung der Zellkerne erfolgte mit Hilfe von DAPI (4’,6-
Diamidino-2-phenylindol, 1 pg/ml in PBT). Abschlieend wurden die Schnitte in Mo-

wiol eingedeckelt und im Lichtmikroskop mit Nomarski-Interferenzkontrast betrachtet.

2.2.24.2 Nachweis von p-Galaktosidase (X-Gal-Fiirbung)

Embryonen des gewlinschten Alters wurden in 1x PBS prépariert und bei 4°C in
Fixierlosung fiir 30 Min fixiert. AnschlieBend wurden die Embryonen zweimal bei RT in
Ix PBS fiir 20 Min gewaschen. Zum Nachweis der B-Galaktosidase wurden die
Embryonen in X-Gal-Férbelosung bei 30°C fiir 1/2 h inkubier

FIXIERLOSUNG X-GAL-FARBELOSUNG:
Formaldehyd, 1% X-Gal, 1 mg/ml
Glutaraldehyd, 0.2% K3Fe(CN)g, 5 mM
NP-40, 0.02% K,4Fe(CN)g, 5 mM
in 1x PBS

Nach erfolgter B-Galaktosidase-Farbung wurden die Embryonen in PBS gewaschen
gegebenenfalls ii.N. in 4% PFA in PBS fixiert und anschliefend in einer ansteigenden

Glycerin/PBS-Reihe (30%, 50%, 80%) eingelegt.

2.2.25 SIMULATIONEN MIT DEM PROGRAMM ANSYS

Die Brechnung der Feldstirkeverteilung bei der Elektroporation von Embryonen in
einem homogenen bzw. inhomogenen Feld wurde mit dem Program ANSYS (Release
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5.7) durchgefiihrt, ein Programm zur L&sung von Differentialgleichungen das nach der
"Finite Elemente Methode" (FEM) arbeitet.

Da das System sehr komplex ist wurden folgende Vereinfachnungen vorgenommen:

1. Bererchnungen wurden elektrostatisch im "steady current state" durchgefiihrt, d.h. in
den Maxwellgleichungen wurde die zeitliche Ableitung des Feldes gleich Null gesetzt.
Dies war notwendig, um das E-Feld als Gradient eines Potentials darstellen zu konnen.

2. Es wurde nur mit dem Imaginirteil der Dielektrizitit gerechnet.

3. Leitfdhigkeit des Embryos wurde abgeschétzt, zudem dndert sich die Leitfahigkeit
wihrend des elektrischen Pulses.

4. Die chemischen Potentiale der Elektroden wurden vernachlissigt.

Die Werte wurden fiir folgende Parameter berechnet:

Embryodicke 200 pm

Embryolinge 8 mm

Embryobreite 7 mm

Abstand der Elektroden 8 mm

Elektrodendurchmesser 600 um

Pulshdhe 110 Volt

Resistivitit Embryo 1,3 Ohm m (Lokhande et al.,
1996)

Resistivitit Elektroden 0,107 107 Ohm m
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3. ERGEBNISSE

In der vorliegenden Arbeit wurde der Gentransfer in verschiedene Entwicklungsstadien

des Hiithnerembryos mittels der Elektroporationsmethode untersucht. Die Arbeit ist in
zwei Teile gegliedert. Im ersten technischen Teil wird der experimentelle Einsatz dieser
neuen Transfektionsmoglichkeit unter verschiedenen embryonalen Kulturbedingungen
untersucht. Im zweiten Abschnitt hingegen wird der Effekt der Uberexpression des Pro-
teins Geminin auf die Musterbildungsprozesse wihrend der Anlage der Neuralplatte
analysiert. Grundsitzlich kann man drei experimentelle Systeme unterscheiden, in denen
die Elektroporation bei frithen Hithnerembryonen angewendet werden kann:

1. Elektroporation von kultivierten Embryonen wihrend der Gastrulation im Primi-
tivstreifenstadium. Dies entspricht dem Stadium HH3-4. Diese Embryonen werden
dazu aus der natiirlichen Umgebung des Eies entfernt und kénnen mit Hilfe einer
speziellen Kulturmethode, der New Kultur (New, 1955), in einem 37°C Brut-
schrank fiir etwa 36 Stunden inkubiert werden.

2. Elektroporation von Embryonen im Ei, die im folgenden als in ovo Elektroporation
bezeichnet wird. Sie wird angewendet bei der Transfektion élterer Entwicklungs-
stadien (ab HH10), die auf eine ausreichende Blutversorgung und auf die Bereit-
stellung von Néhrstoffen aus dem Dotter angewiesen sind.

3.  Elektroporation von Explantaten, die aus verschiedenen Bereichen des Embryos
gewonnen werden und die in einem in vitro Kultursystem, der Kollagenkultur, kul-

tiviert werden konnen (Lumsden und Davis, 1983).
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Fiir alle drei Vorgehensweisen wurde ein Protokoll entwickelt, das im Abschnitt 2.21.5
in Material und Methoden zu finden ist. Da im ersten Teil der Arbeit die Etablierung und
Adaptation einer Methode dargestellt wird, finden sich in diesem Abschnitt recht detail-
lierte Angaben dariiber, wie bei der Durchfiihrung der Experimente verfahren wurde.

Zur Etablierung der Transfektion in elektrischen Feldern wurden Plasmide elektroporiert,
die die kodierende Sequenz des bakteriellen Enzyms [-Galaktosidase (LacZ-Gen) bzw.
der fluoreszierenden Proteine RFP (rot fluoreszierendes Protein) und GFP (griin fluo-
reszierendes Protein) enthielten. Bei der sog. LacZ Féarbung wird das zunichst farblose
chromogene Substrat X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galaktosid) durch dieses
Enzym gespalten und bildet einen unldslichen blauen (Indigo) Niederschlag. Um das
Schicksal einzelner Zellen im lebenden Embryo verfolgen zu konnen, bietet sich als in
vivo Marker die Verwendung des griin fluoreszierenden Proteins GFP besonders an, wel-

ches aus der Qualle Aequorea victoria isoliert wurde (Chalfie et al., 1994).
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3.1 Elektroporation

3.1.1 ELEKTROPORATION JUNGER HUHNEREMBRYONEN

Um der Frage nachzugehen, wie frithe Musterbildungsprozesse in der Neuralplatte ge-
steuert werden, wurde die von Muramatsu entwickelte Methode der in ovo Elektropora-
tion fiir das System der New Kultur adaptiert und modifiziert (Muramatsu et al., 1997).
Die wichtigsten Parameter, die die Elektroporationseftizienz beinflussen, nimlich Tem-
peratur, Pulsdauer, -linge, -zahl und Pulshéhe sowie die DNA Konzentration wurden
variiert und in ihren Auswirkungen analysiert.

Die Elektroporation wurde bei Raumtemperatur (22°C) ausgefiihrt, nachdem die
Embryokulturen in einem 37°C Inkubator bis Stadium HH 3-4 (fiir die Zuordnung
einzelner Stadien zu bestimmten Entwicklungsabschnitten siche Einleitung) inkubiert
worden waren. Ein weiteres Absenken der Temperatur hitte zwar zur Folge gehabt, dal
die induzierten Membranporen infolge der trageren Fluktuationen der Lipidmolekiile
langer offen bleiben, wurde jedoch aus praktischen Erwédgungen nicht in Betracht gezo-
gen. Bereits der Temperatursprung auf Raumtemperatur in Verbindung mit der Arre-
tierung des Zellzyklus und dem osmotischen Schock, ausgelost durch den elektrischen
Puls, haben zur Folge, daBl die normale Entwicklung etwa nach 2-3 h wieder
aufgenommen wurde. Der osmotische Schock kommt dabei durch die unspezifische
Aufnahme von Ionen aus dem umgebenden Milieu liber die induzierten Poren zustande.
Beobachtungen von Toneguzzo, daB3 linearisierte DNA zu einem erhohten Genexpres-
sionslevel fiihrt, konnten in dieser Arbeit nicht bestitigt werden (Toneguzzo et al.,
1986). Linearisierung und damit stabile Integration ins Genom ist jedoch die Vorrauset-
zung fiir lang persistierende Genexpression. Dieser Prozel3 ist essentiell fiir die Herstel-
lung transgener Tiere und stabiler Zellinien jedoch die WVoraussetzung fiir lang
persistierende Genexpression. Dieser ProzeB ist essentiell fiir die Herstellung transgener
Tiere und stabiler Zellinien.

Der schematische Aufbau der Elektroporationsanordnung fiir die Transfektion von Em-
bryonen im Primitivstreifenstadium ist in Abbildung 9 (A-C) dargestellt. Die Elektrode
bestand aus zwei parallelen Platindrdhten von 0.5 mm Durchmesser, die einen Abstand
von 8 mm besallen und durch einen Mikromanipulator (Eppendorf) gesteuert werden

konnten.
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A B

Glasring

Filterpapier
Petrischale

Abb.9: (A/B) Versuchsaufbau fiir Elektroporation in New Kultur. (A) Schematischer
Querschnitt (B) Aufsicht. Elektroden, bestehend aus Platin liegen auf mit PBS
angefeuchteten Whatmann-Filterpapieren. (C) Anlegen von DNA gefiillten Taschen im
Bereich der Neuralplatte zwischen Endoderm und Ektoderm. (C) kann als
AuschnittsvergroRerung aus (B) betrachtet werden. (V) Vitellinmembran, (PS) Primitiv-
streifen, (EK) Ektoderm, (En) Endoderm.

Die Verwendung von goldbeschichteten Dréhten (BTX) hatte sich nicht bewéhrt, da es
zur Ablosung der Goldlegierung und Ablagerung von organischen Schichten an den Elek
troden kam. Die Injektion einer konzentrierten DNA Ldsung (5 pg/ul in PBS) erfolgte
zwischen Endoderm und Ektoderm im Bereich der prospektiven Neuralplatte. Es wurden
circa 80-150 nl injiziert, wodurch sich das Endoderm wéhrend der Injektion sichtbar auf-
wolbte und Taschen bildete (Abb.9 C). Diese Taschenbildung begiinstigte die Aufnahme
der DNA, da in diesem Fall die konzentrierte Losung sich nicht iiber den gesamten

Embryo verteilen und sich dadurch nicht verdiinnen konnte. Die Bildung dieser Taschen
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war nur wihrend des frithen Primitivstreifenstadiums moglich, solange ektodermale und
endodermale Zellschichten noch nicht durch Mesoderm, das aus dem Knoten und dem
Primitivstreifen einwandert, getrennt sind und noch relativ lose aufeinanderliegen.
Sobald jedoch prichordales Mesoderm und vor allem paraxiales Mesoderm einzuwan-
dern und sich zwischen Ekto- und Endoderm zu schieben beginnt, bildet sich ein sehr
stabiles Mesenchym aus, in dem keine Taschen mehr angelegt werden konnen. Im Ver-
lauf der Inkubation nach der Elektroporation kam es hdufig vor, daB3 sich das Endoderm
zundchst von den Injektionsstellen zuriickzog. Allerdings wurden diese Locher rasch
durch proliferierende endodermale Zellen wieder verschlossen. Als vorteilhaft hat es
sich erwiesen, die Injektionskapillare moglichst flach anzusetzen, um problemlos zwis-
chen die Zellschichten injizieren zu konnen. Auf die Vitellinmembran wurden parallel
zur Léangsachse des Embryos im Abstand von 8§ mm mit PBS benetzte Filterpapiere
(Whatman), von lmm Breite und 3 mm Lénge, aufgelegt, um zu vermeiden, dal die
Vitellinmembran an den Elektroden durch die wéhrend des Pulses entstehende Warme
koaguliert und mit den Elektroden verklebt. Die Wahl eines Elektrodenabstandes von 8
mm war insofern angebracht, als hierdurch die Elektroden am Rande der area opaca
bzw. auf der Vitellinmembran zu liegen kamen und dadurch weit vom eigentlichen
embryonalen Gewebe entfernt waren. Die anliegende Spannung wurde in Schritten von
20 Volt, ausgehend von 20, bis auf 200 Volt erhoht, wobei die Pulsdauer (50 msec) kon-
stant gehalten und jeweils 5 Pulse gesetzt wurden. Eine systematische Variation der
Spannung (siche Abb.10) ergab, dal DNA bereits in geringem Malle bei 20 Volt auf-
genommen wurde (Abb.10 A). Hohere Pulsstirken fithrten dabei sowohl zu einem
besseren Transfektionsergebnis als auch zu einer proportionalen Zunahme von embryo-
nalen MiBlbildungen und Zellschdden (sieche Abb.10 F). Als guter Kompromif3 zwischen
der Gefahr einer Schidigung der Zellen und dem Transfektionsergebnis erwies sich fol-
gende Parameterwahl: S Pulse mit 110 Volt und 50 msec Dauer.

Die Elektrolyse wihrend des Spannungspulses fiihrte neben der Wasserstoffentwicklung
an der Kathode und der Sauerstoffbildung an der Anode auch zur Freisetzung von toxi-
schen Sauerstoff-Radikalen. Um Schiden am Embryo zu vermeiden, wurden die Elek-
troden vorsichtig wieder entfernt und das iiberschiissige PBS mit einer Mikropipette
abgenommen. Die an die Filterpapiere angrenzende area opaca entwickelte sich trotz
dieser MaBnahmen in den meisten Féllen nicht weiter und starb ab. Um ein Abrutschen

des Embryos von der Vitellinmembran oder ein Zusammenziehen des Embryos zu ver-
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hindern, wurde die area opaca erneut durch trockene Filterpapiere auf der Vitellinmem-

bran fixiert.

Voltzahl
n=>5
20 40 60 80 100 120 140 160 180

Feldstirke

(Viem) 25 50 75 100 125 150 175 200 225
Transfektions

effizienz - + ++ ++ - —— e — e
Ausmalf} der
Zellschéadigung - - - + + - - - -

Abb.10: Zusammenfassende halbquantitative Darstellung der Transfektionseffizienz und der damit
einhergehenden Zellschadigung in Abhéngigkeit von der angelegten Voltzahl. Nicht transgene
Embryonen sind mit einem "-" gekennzeichnet. Eine geringe Anzahl transgener Zellen sind mit einem
"+" viele bzw. sehr viele Zellen mit einem "++" bzw."™" symbolisiert. In (A-F) sind ausgewahlte
Embryonen dargestellt, die mit den angebenen Spannungen transfiziert wurden. Man beachte die fast
vollstandige unilaterale Transfektion auf der Anodenseite des Embryos. Bei dem in (F) abgebildeten
Embryo sind die anterioren Kopfstrukturen (Pfeil) aufgrund des hohen Spannungspulses mi3gebildet

Es hat sich gezeigt, daf bei der Verwendung einer parallelen Elektrodenanordung die bei-
den Hilften des Embryos, abhingig von ihrer Lage zu den Elektroden, unterschiedlich
kompetent waren, DNA aufzunehmen (siche Abb.11 A).

Die embryonalen Zellen auf der Anodenseite des Embryos nahmen offenbar bevorzugt
DNA auf, da diese aufgrund der negativen Ladung ihrer Phosphatgruppen dort durch den
Puls elektrophoretisch hingezogen wurde. Wurden dabei Zellen im Bereich des Hen-
sen’schen Knoten transfiziert, kam es zur Ausbildung eines halbseitig transgenen Em-
bryos (siche Abb.11 A-D), da dadurch sowohl craniale wie auch caudale axiale Strukturen
durch die spéter stattfindende Regression des Knotens betroffen wurden. Am ausgeprig-

testen bestand diese Asymmetrie im Neuralrohr, wohingegen mesodermale und endoder-
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male Zellen in geringerem Ausmal diese Priferenz zeigten. AuBBerdem war auffallend,
daf die unilaterale Transfektion in anterioren Bereichen des Embryos héufig stirker aus-
geprégt war als in posterioren Strukturen (sieche Abb.11 A). Ausnahmen von diesem Prin-
zip der unilateralen Transfektion zeigten sich regelmifBig vor allem in lateralen embryo-
nalen und extraembryonalen Bereichen (siehe Abb.11 A, Pfeil), wenngleich in relativ ge-
ringem Ausmall. Vermutlich kommt dieses Ergebnis dadurch zustande, daf3 sich die DNA
Losung bei der Injektion sehr weit lateral ausbreitete und dabei nahe an die Elektroden
herankam. Zellen, die direkt an den Elektroden lagen, wurden durch das elektrische Feld
in ihrer Integritit am stirksten beeintriachtigt. Dadurch nehmen offenbar auch an der An-
ode liegende Zellen DNA auf, obwohl diese elektrophoretisch weggezogen wird. Darauf
deutet auch die Beobachtung hin, dafl nahe der Elektroden sich héufig besonders viele
transgene Zellen befanden. Bemerkenswert ist, dafl das Neuralrohr exakt halbseitig trans-
fiziert wurde, obwohl im Stadium HH4 kein Lumen vorhanden war in das DNA transfi-
ziert werden konnte.

Eine effiziente Transfektion konnte in allen drei Zellschichten dem Ekto-, dem Meso- und
dem Endoderm nachgewiesen werden. Allerdings lie3 sich beobachten, da3 die meisten
transgenen Zellen im Ektoderm und dort wiederum bevorzugt im Neuroektoderm ange-
siedelt waren (siche Abb.11 A-E). Die Aktivitit des fiir die weiteren Experimente ver-
wendeten CMV Promotors scheint daher keinerlei Kompetenzphdnomenen zu unter-
liegen. Der Expressionslevel eines iiberexprimierten Proteins kann sowohl durch die Ko-
pienzahl des Expressionsvektors wie auch durch die Effizienz der verwendeten Promoto-
ren beeinfluBt werden. Die vorliegende Arbeit konzentrierte sich auf den Effekt
verschiedener Promotoren. Mit Hilfe der LacZ Féarbung 148t sich allerdings keine Aussage
iiber den Expressionslevel treffen, da es sich um eine enzymatisch katalysierte Reaktion

handelt.

73



3. ERGEBNISSE

© @

Abb.11: Transfektion junger (HH4) Embryonen mit einem Expressionsvektor, der
das bakteriellen Enzym B-Galaktosidase (LacZ) enthielt. (A) HH10 Embryo nach
12h Inkubation mit unilateraler p—Gal Expression im Neuralrohr. Die Elektro-
poration erfolgte dabei im Stadium HH4. Die Lage der Kathode bzw. Anode relativ
zum Embryo ist dabei durch ein + bzw. - gekennzeichnet. Die Pfeile deuten auf
laterale Areale im Embryo hin, die eine Ausnahme von der ansonsten unilateralen
Transfektion darstellen. (B) AusschnittvergroRerung im Somitenbereich zeigt eine
deutliche LacZ Expression in den Somiten. B-Gal Aktivitat kann im Ektoderm,
Mesoderm und im Endoderm nachgewiesen werden. (C-E) Querschnitte in
verschiedenen Positionen entlang der anterior-posterioren Achse. Die Ebene der
abgebildeten histologischen Schnitte ist durch eine schwarze Linie gekenn-
zeichnet. (NR) Neuralrohr; (VD) Vorderdarm; (SO) Somiten.

In vergleichenden Studien zeigte sich, dall sowohl der Promotor des humanen Cytome-
galovirus (CMV) IE1 Gens (Boshart et al., 1985), der Promotor des Affen SV40 Virus
(Keller und Alwine, 1985) wie auch der von Suemori beschriebene Hybridpromotor
Miw (Suemori et al., 1990) gleichermallen stark aktiv waren (siche Abb.12 A-C). Letzte-
rer besteht aus dem Promotor des Hiithner B-Actin Gens und mehreren LTRs ("long ter-

minal repeats") des Rous Sarcoma Virus (RSV) Enhancers.
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Abb.12: Vergleich der Promotoren MIW (A), CMV (B) und SV40 (C). Es wurden drei Plas-
mide transfiziert, die durchwegs -Galaktosidase unter der Kontrolle der jeweiligen Promotoren
enthielten. Man erkennt, daR alle drei Promotoren in gleichem Ausmalf} die Expression eines
Transgens in elektroporierten Embryonen vermitteln kénnen.

Zeitabhingige Analysen haben gezeigt, da3 die RNA des transfizierten 3-Gal Gens be-
reits nach 45 Minuten mit Hilfe der In-situ Methode nachgewiesen werden konnte
(Abb.13 A). Die histochemische Detektion des entsprechenden Proteins gelang bereits
nach einer Stunde. Die RNA durch das iiberexprimierte Transgen aktivierter Gene konnte

nach etwa 2 Stunden detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

0.5h 2h 4h 6h
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¥ -
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Transgen Transgen Transgen Trans‘ggén :

Abb.13: Zeitabhangige Detektion eines elektroporierten Transgens mit Hilfe der In-situ Analyse.
Elektroporiert wurden Neuralplattenexplantate. Die Stundenangaben stehen fir die Inkubationszeiten
nach der Transfektion. Man erkennt, dal} eine schwache Transgenexpression bereits eine halbe
Stunde nach der Elektroporation nachgewiesen werden konnte (A, Pfeil). Geféarbt wurde konstant fiir
eine halbe Stunde (jeweils n=3), um das Ausmal der Genexpression quantifizieren zu kénnen. Es ist
deutlich ersichtlich, daf} bereits nach 4 Stunden eine starke Expression erzielt werden konnte. Bei der
roten Farbung handelt es sich um Fast Red, einem Substrat der alkalinen Phosphatase.

Um transgene Zellen in vivo zu detektieren, wurden Plasmide transfiziert, die entweder

die kodierende Sequenz des GFPs aus dem Vektor pTracer™-CMV2 (Invitrogen; Pras-
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her et al., 1992) bzw. des modifizierten GFPs aus dem Vektor pIRES-EGFP enthielten,
das eine wesentlich stirkere Fluoreszenz aufweist (Clontech; Cormack et al., 1996; Yang
et al., 1996; Haas et al., 1996).

Die Helligkeit der wahrgenommenen Fluoreszenz korreliert jedoch nicht direkt mit der
Stirke der GFP Expression, sondern ist lediglich abhéngig von der Anregungs- und Emis-
sionswellenldnge des Molekiils (Liu et al., 1999). Allerdings war charakteristisch, daf3
groflere Zellen vor allem im Neuralrohr des Embryos stirker fluoreszierten als kleinere
embryonale Zellen, die haufig in der Peripherie des Embryos angesiedelt waren, oder ex-
traembryonale Zellen.

GFP konnte erst 4-6 Stunden nach der Elektroporation im Fluoreszenzmikroskop nachge-
wiesen werden, da in etwa 60.000 Molekiile pro Zelle benodtigt werden, um das emittierte
Licht visuell zu detektieren. Dies entspricht einer intrazelluldren cytoplasmatischen GFP
Konzentration von ungefdhr 1 micro Mol (Nilswender et al., 1995). Im Gegensatz dazu
reichen bereits 5 B-Galaktosidase Molekiile pro Zelle zur histochemischen Detektion aus
(Murray und Walker, 1989). Die Intensitit der Fluoreszenz nahm {iiber die folgenden
Stunden hinweg zu und erreichte ihren maximalen Level nach 72 Stunden. Danach
schwichte sich die Fluoreszenz leicht aber kontinuierlich ab.

Im Stadium HH3-HH4 kommt es wahrend der Gastrulation im Hithnerembryo zu ausge-
priagten Zellmigrationen, wobei Zellen aus lateralen Bereichen des Epiblasten in der Mitte
konvergieren und in den Primitivstreifen einwandern, ein Prozess, der als Ingression be-
zeichnet wird (Vakaet 1970, 1984). Gleichzeitig erfolgt eine craniale und caudale Strek-
kung des Primitivstreifens durch Zellmigrationen in beide Richtungen. Eine zusammen-
fassende Darstellung der "fatemap", die das prospektive Schicksal der Zellen im Epiblast
im Stadium HH4 wiederspiegelt, wird in Abbildung 15 B (Kapitel 3) gegeben.

Auf Grund dieser ausgeprigten Zellbewegungen war es schwierig, das Ausmal} der
Transfektion auf einen bestimmten Zelltyp bzw. eine definierte Zellpopulation in diesem
frithen Entwicklungsstadium zu beschranken. Lediglich durch Anordnung der Elektroden
und damit durch die Ausbildung eines lokal begrenzten elektrischen Feldes lieB sich das
Ausmal} der Transfektion beeinflussen. Dies wird in den folgenden Kapiteln ausfiihrlich
dargestellt. Es wurden auBlerdem mehrere Versuche unternommen, die Viskositdt der
DNA Losung zu verdndern.

Um die DNA-Lo6sung lokalisiert applizieren zu konnen, wurde ihre Viskositit durch

Zugabe von Polyethylenglykol (PEG) bis zu einem Volumenverhiltnis von 50% (w/v)
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bzw. durch Versetzen mit Rattenschwanzkollagen erh6ht. Die Kollagenldsung polymeri-
siert bei 37°C innerhalb von 15 Minuten zu einem sehr festen aber weitmaschigen Netz-
werk, durch das Substanzen leicht herausdiffundieren kdnnen. Es wurde eine Kollagen-
16sung hergestellt, die 1 pg/ul an DNA enthielt. Sie konnte gezielt auf den Embryo auf-
gebracht werden. In beiden Féllen zeigte sich jedoch, dafl die Embryonen aufgrund der
festen Konsistenz der aufgebrachten Tropfen in ihrer normalen Entwicklung beeintréch-
tigt waren und nur wenige transgene Zellen aufwiesen (Daten nicht gezeigt).

Prozesse, die die Organogenese betreffen, konnen in der New Kultur nicht untersucht
werden, da der Embryo in seinem spiteren entwicklungsbiologischen Potential in diesem
System relativ stark restringiert ist und eine normale Entwicklung nur bis Stadium HH12
stattfindet. Eine notwendige weitere Ausbreitung der area opaca, die fiir die weitere
Entwicklung und die Ausbildung der extraembryonalen Blutversorgung essentiell ist,
kann infolge der Begrenzung durch den Glasring nicht stattfinden. Dariiberhinaus ist die
Rotation des Embryos auf die linke Seite zwischen Stadium HH12 und HH13 durch die
starke Aufspannung der Vitellinmembran sterisch blockiert. Einen experimentellen Ein-
griff in die Musterbildungsprozesse wihrend der Organogenese mit Hilfe der Elektropo-
ration ist somit nur im Ei moglich (siehe Kapitel 5).

Resumé:

Zusammenfassend 1d6t sich sagen, dafl durch die Kombination der Inkubationsmethode
nach New und der Elektroporation als Transfektionsmethode der Wahl ektopische Gen-
expression in allen Keimbléttern des Embryos in einer Zeitspanne von etwa zwei
Stunden erzielt werden kann. Aufgrund der dielektrischen Eigenschaften der Zellen und
der elektrophoretischen Mobilitidt der DNA Molekiile 148t sich eine ausgeprigte Préfer-
enz zur Ausbildung halbseitig transgener Embryonen feststellen. Diejenige embryonale
Seite, die dem EinfluB3 der Anode ausgesetzt wird, nimmt dabei wesentlich besser DNA
auf als die kontralaterale Halfte. Diese kann jedoch als interne wildtypische Kontrolle
dienen. Eine genaue lokalisierte Transfektion definierter embryonaler Bereiche ist mit

Hilfe dieses experimentellen Designs in eingeschrinkter Weise moglich.
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3.1.2 ELEKTROPORATION VON EXPLANTATEN

Eine Moglichkeit, Gene lokal in einzelnen Strukturen bzw. Keimblittern zu {iberexpri-
mieren, bietet die Elektroporation von Explantaten. Hierbei wurden mit Hilfe von in der
Flamme geschérften Wolframnadeln rechteckige Stiicke von 500 um Kantenldnge aus der
Neuralplatte in HH4 Embryonen herausgeschnitten und in eine PBS Losung tliberfiihrt,
die das entsprechende Expressionskonstrukt enthielt (1pg/pl). Um Schiden am Gewebe-
stiick durch die bei der Elektrolyse auftretenden H, und 0, Blasen zu vermeiden, wurde
der DNA Tropfen mit dem Explantat zwischen zwei engmaschige Nylonnetze (70 um
Maschenweite) tiberfiihrt, die die entstehenden Gasblasen nach oben ablenkten (siehe
Abb. 11 A/B). Geriet ein Gewebestiick in Beriihrung mit einer Gasblase, wurde es an die
Oberflache des Tropfens gerissen und dort infolge der herrschenden Oberflichenspan-
nung zerstort. Die Netze waren 1 cm lang, 0.5 cm hoch und hatten einen Abstand von drei
Millimetern. Sie wurden an beiden Enden durch Stiitzen aus Polyethylen aufrecht gehal-
ten. Im Gegensatz zu der im vorherigen Kapitel beschriebenen Elektroporation in New
Kultur wurden bei der Elektroporation von Explantaten nicht zwei paralle Platindréhte
verwendet. Stattdessen wurde der mit der Kathode verbundene Platindraht punktformig
aullerhalb des Netzes auf den Boden der Petrischale aufgesetzt. Die Anode wurde wie bei
der Elektroporation von jungen HH4 Embryonen mit einem etwa 5 mm langen Platindraht
verbunden. Die elektrischen Feldlinien laufen dabei nicht wie bei der Verwendung zweier
gleicher Elektroden parallel zueinander, sondern konvergieren in diesem Fall auf einen
Punkt (siche Einleitung). Es bildet sich dabei ein sogenanntes inhomogenes Feld aus. Da
die Dichte, d.h. der Abstand der elektrischen Feldlinien voneinander, ausschlaggebend fiir
die Starke des elektromagnetischen Feldes ist, bildet sich an der Anode ein wesentlich
starkeres Feld aus als auf der Kathodenseite des Embryos bzw. Explantates. Die anliegen-
de Spannung fillt dabei iiber einen relativ kleinen Bereich sehr stark ab. Diese Tatsache

begiinstigt die Bildung von transienten Membranporen, da die Ladungen auf der Zellober-
fliche stdrker von eineinander getrennt werden und infolgedessen es zur Enstehung von
groBeren Anziehungs- und AbstoBungskriften kommt. Diese Porenbildung bewirkt, dal3
Ionen aus dem Zytoplasma entlang ihres Konzentrationsgradienten in die umgebende ex-
trazelluldre Matrix und das Medium herausdiffundieren konnen. Wahrend der Elektropo-
ration erhoht sich daher die Leitfahigkeit des Gewebes bzw. sein Widerstand nimmt ab,

was eine Zunahme der angelegten Spannung um bis zu 10% bewirkt.
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Abb.14: Schematischer Aufbau der Elektroporationsanordnung fiir Explantate. Durch
die roten Linien in (A/B) wird der Verlauf der Feldlinien angedeutet. In (C) und (E) wurde
die elektrische Feldverteilung fiir ein homogenes und ein inhomogenes Feld nach dem
Finite Elemente Modell berechnet. Die jeweilige Elektrodenanordung ist in (D) bzw. (F)
dargestellt. Mit Hilfe der Farbskala in (C) und (E) ist aufgrund einiger vereinfachender
Annahmen (Material und Methoden) eine lediglich qualitative nicht jedoch quantitative
Interpretation der errechneten Werte méglich. Der Embryo wurde in den Berechnungen
als flache Scheibe symbolisiert.(C) Explantat nach Elektroporation mit paralleler
Elektrodenanordnung. In (D) wird der Unterschied nach der Verwendung einer
asymmetrischen Elektrodenanordnung deutlich. (E) zeigt einen Querschnitt durch das
Explantat in (D).

Es hat sich gezeigt, daf3 in einem inhomogenen Feld die Elektroporation von Explantaten
wesentlich effektiver als eine Anordnung ist, die nur aus zwei parallelen Elektroden be-

steht. Im letzteren Fall waren die transgenen Zellen relativ diinn iiber den gesamten Be-
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reich des Explantates verstreut (n=8) (Abb.14 C). Bei Verwendung einer asymmetrischen
Anordnung waren jedoch die transgenen Zellen zu einem hohen Prozentsatz auf der An-
odenseite des Explantates angeordnet, so dal3 30-50% der Zellen des Explantates transgen
waren (n=15) (Abb.14 D). Es wurden 3 Spannungspulse von je 70V, 50 msec Pulsdauer
appliziert. Eine gleichzeitige Elektroporation von mehreren Gewebestiicken war dabei
moglich. Die effektive Feldverteilung wurde dabei nach dem Infinite Elemente Modell
mit dem Programm ANSYS berechnet (Abb.14 F/H). Man erkennt, dal3 bei der Verwen-
dung eines inhomogenen Feldes, wie es zwischen zwei unterschiedlichen Elektroden ent-
steht, die relative Feldstdrke an der punktformigen Elektrode um den Faktor 10 hoher ist
als an der stabformigen.

Daher hat dort das Feld den groBten Effekt auf den Zellverband. Man erkennt aber auch,
daf} dieser Bereich der grofiten Feldstdrke nur in einem engen Areal wirksam ist. Dies er-
klart die Beobachtung, da3 die Elektroporation um so effektiver war, je néher sich das Ex-
plantat an der punktférmigen Elektrode befand. Zwischen parallelen Elektroden kommt
es erwartungsgemdl zu einer symmetrischen Feldverteilung, wobei die maximal erreich-
ten Feldstiarken um den Faktor 3 geringer ausfallen als bei einem vergleichbaren inhomo-
genen Feld.

Nach jeweils zwei Elektroporationen wurde die DNA Losung ausgewechselt, um Sché-
den bei der durch die Elektrolyse freiwerdenden Radikale am Explantat zu verhindern. Es
wurde darauf geachtet, da3 die Elektroporationskammer als Ganzes mdglichst trocken
blieb, weil sich sonst der Fliissigkeitstropfen kapillar entlang des Netzes ausbreitete und
dadurch Gefahr bestand, dal das Explantat mit der Fliissigkeitsoberfliche in Beriihrung
kam und zerstort wurde.

Die Konsistenz und damit die mechanische Belastbarkeit der Explantate in frithen Ent-
wicklungsstadien war abhéngig von ihrer Herkunft aus den jeweiligen Keimblattern. Dies
hatte starken Einfluf3 auf die experimentellen Moglichkeiten.

Da die Neuralplatte wihrend ihrer Entwicklung ein relativ robustes Epithel mit zahlrei-
chen Zellkontakten ausbildet, eignete sich diese im Gegensatz zu dem wesentlich fragile-
ren Endoderm weit besser fiir Uberexpressionsstudien. Sofort nach der Exzision des
Explantates begann sich das Gewebe von den Réndern her auf Grund der dabei auftreten-
den Konstriktionskrifte einzurollen, wobei die ventrale Seite innen zu liegen kam. Nach
einer Inkubationszeit von 12 h hatte sich das anfangs flache Gewebestiick zu einer Hohl-

kugel umgeformt (Abb.14 E). Eine gezielte Elektroporation von Endodermexplantaten
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aus HH4 Embryonen erwies als technisch nicht durchfiihrbar, da die Integritét dieses Epi-
thels nicht gewahrt werden konnte. Sobald sich in spiteren Entwicklungsstadien ein festes
Mesenchym ausgebildet hatte und das Gewebe dadurch erheblich weniger empfindlich
auf mechanische Beanspruchung reagierte, war man bei Herstellung der Explantate nicht
mehr auf das Neuroepithel beschrinkt. Elektroporierte Extremitdtenknospen, aus HH22
Embryonen isoliert, zeigten etwa nach 12 h Inkubation eine massive Expression des
Transgens. Die Musterbildungsprozesse innerhalb der Knospe waren davon unbeeinfluf3t
und die Struktur behielt ihre dorso-ventralen und anterior-posterioren Achsenverhéltnisse
bei, wie durch die unveridnderte endogene Expression von slug und DLXS5 nachgewiesen
werden konnte (Daten nicht gezeigt). Fiir groe Explantate wurden diese jedoch ohne
Verwendung der Netze in PBS elektroporiert, wobei eine konzentrierte DNA Losung
(5pg/ul) direkt ins Gewebe injiziert wurde.

Nach der Elektroporation wurden die Explantate in einer Kollagenlésung (siche Material
und Methoden 2.2.21.1) fiir 12 Stunden kultiviert (Lumsden und Davis, 1983).
Alternativ wurde mit Hilfe zweierlei Ansitze versucht, Explantate direkt in der Kollagen-
16sung zu elektroporieren, um die mechnische Beanspruchung von fragilem Gewebe zu
minimieren:

a) In Analogie zu einem DNA/PBS Tropfen war es moglich, die DNA direkt der Kolla-
genlosung zuzusetzen. Die Endkonzentration der DNA betrug in diesem Fall ebenfalls
Iug/ul. Die Elektroden wurden direkt an den fliissigen Kollagentropfen angelegt. Die
Blasenbildung wihrend der Elektrolyse war in diesem Fall fiir das Gewebe nicht so kri-
tisch, weil sich die Blasen in dem eher viskosen Medium nicht so gut ausbreiten konnten.
Allerdings konnten mit diesem Ansatz keine sehr guten Transfektionseffizienzen erzielt
werden (Daten nicht gezeigt).

b) Eine zweite Moglichkeit bestand in der direkten Zugabe von DNA zu dem Explantat
in der Kollagenlosung. Dazu wurde das Explantat zunachst einmal in den Kollagentrop-
fen iiberfiihrt, die Elektroden neben dem Kollagen aufgesetzt und mit Hilfe einer Mikro-
kapillare eine hochprozentige DNA Ldsung (Sug/ul) durch das Kollagen injiziert. Sub-
optimal erwies sich jedoch, daf3 das Kollagen sehr leicht die Mikrokapillare verstopft und
dafB3 das Explantat durch den Druck der Injektion leicht beschidigt wurde.
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Resumé:

Zusammenfassend 148t sich anmerken, daf durch die Elektroporation von Explantaten die
Problematik der lokalisierten Transfektion einzelner Bereiche junger Embryonen dahin-
gehend umgangen werden kann, als durch die Auswahl einzelner explantierbarer Struk-
turen eine Eingrenzug des TransfektionsausmalBes automatisch erreicht wird. Die
Herstellung einer groBBer Anzahl von Explantaten ist arbeitstechnisch unproblematisch, so
daB zahlreiche verschiedene Expressionskonstrukte getestet werden konnen.

Eine dhnliche Elektrodenanordnung fiir die Elektroporation von ganzen Embryonen hatte
sich nicht bewihrt, da die punktformige Elektrode direkt auf dem Embryo aufgesetzt wer-
den muBlte und es dadurch zu einer starken Schadigung des Gewebes an der Einstichstelle
kam. Eine VergroBerung des Elektrodenabstandes hétte jedoch die geschilderten Vorziige
einer asymmetrischen Elektrodenanordnung zumindest teilweise aufgehoben, da sich der
iiberwiegende Anteil der transgenen Zellen stets in unmittelbarer Ndhe der punktformigen
Elektrode befand. Bei VergroBerung des Elektrodenabstandes liegt diese jedoch zumeist

am Rande der area opaca und damit im extraembryonalen Bereich.

3.1.3 RE-TRANSPLANTATION VON ELEKTROPORIERTEN EXPLANTATEN

Die Kombination der Elektroporation von Explantaten und ihr anschlieBender Retransfer
in Empfangerembryonen erlaubte es, das Schicksal des transfizierten Gewebes im Kon-
text des sich entwickelnden Embryos zu untersuchen. In den meisten Féllen (~70%) heilte
das Transplantat ohne groBBere Schwierigkeiten ein. Durch den Retransfer unterlagen da-
her die transgenen Zellen Musterbildungsprozessen, die in der artifiziellen Umgebung der
Kollagenkultur nicht gegeben waren. Am leichtesten waren Bereiche aus der sich bilden-
den Neuralplatte im Stadium HH4 zu isolieren, da diese bereits ein stabiles Plattenepithel
ausgebildet hatte. Zunéchst wurde aus der Neuralplatte eines Donorembryos ein Gewebe-
stiick von etwa einem halben Millimeter Kantenldnge mit Hilfe von in der Flamme ge-
schirften Wolframnadeln isoliert. Die Gewebestlicke werden wie im vorherigen Kapitel
beschrieben elektroporiert und anschliefend in einen Empfiangerembryo gleichen Alters
transplantiert. Sofort nach der Elektroporation wurden die Rénder des eingerollten Ex-
plantates abgeschnitten, um ein mdglichst planares Transplantat zu erhalten. Dies begiin-
stigte die Heilungschancen. Nach ein bis zwei Stunden Inkubation sind die Transplantate

bereits vollstdndig eingeheilt. Es ist darauf zu achten, homotopisch zu operieren, da sich
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die einzelnen Bereiche der Neuralplatte stark in ihrem zelluldren Schicksal unterscheiden
(Abb.15 B). In dem in Abb. 15 C dargestellten Embryo wurde heterotopisch transplan-
tiert, d.h. das Transplantat entstammte zwar aus der Neuralplattenregion eines Donorem-
bryos, wurde jedoch im Empfiangerembryo an eine weiter lateral gelegene Region
verpflanzt. Dadurch kam es unter den EinfluB von Faktoren, die das Oberflachenekto-
derm spezifizieren, wie DLXS5, MSX1 und BMP4. Infolgedessen kam es zu einer Respe-
zifikation von Neuroektoderm zu Oberflachenektoderm (siehe auch Schnitt in Abb.15 E).
Man kann dies auch an morphologischen Kriterien erkennen. Das Transplantat besitzt

dieselbe diinne Epithelstruktur, die fiir das Oberflichenektoderm charakteristisch ist.

Abb.15: (A) Schema der Elektroporation und des Retransfer von Explantaten. (B) Anlage-
Plan des Ektoderms und des Primitivstreifens im Stadium HH4 (Bortier und Vakaet, 1992).
(C-D) Embryonen nach erfolgreichem Retransfer der Explantate. (D) zeigt eine ventrale
Ansicht des Embryos. Lokalisierung der transgenen Zellen im Oberflichenektoderm (C) bzw.
im ventralen Neuralrohr (D). Die Ebene der abgebildeten histologischen Schnitte ist durch
einen schwarzen Balken angedeutet. (NP) Neuralplatte, (OP) otische Plakode, (E) Ektoderm,
(S) Somiten, (IM) intermedidres Mesoderm, (EM) extraembryonales Mesoderm
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Resumé:
Durch die Retransplantation elektroporierter Explantate unterliegt ihre veridnderte Gen-

expression den Einfliissen von embryonalen Musterbildungsprozessen.

3.1.4 MIKROELEKTROPORATION MIT GLASKAPILLAREN

Die Elektroporationsmethode mit Glaskapillaren wurde erstmals fiir den Einsatz in ovo
beschrieben (Atkins et al., 1999). Durch den Einsatz von Mikroglaskapillaren ist es
moglich, sehr gezielt verschiedene Bereiche des Embryos zu transfizieren, die kein Lum-
en besitzen, in das DNA injiziert werden kann. Die Glaskapillare bestand aus Borosili-
katglas. Sie wurde in einer heilen Flamme diinn ausgezogen und in einer Mikroschmiede
(Bachhofer) geschliffen. Der Innendurchmesser an ihrer Spitze betrug nicht mehr als 200-
250 pm. Thre Rénder wurden in der Flamme abgerundet, um den Embryo nicht zu
verletzen. In die Kapillare wurde bis etwa einen Millimeter vor der Spitze ein Wolfram-
draht (A-M Systems, 100 pum Durchmesser) geschoben, der auf seiner gesamten Linge
mit Ausnahme des vordersten Millimeters durch eine diinne Teflonschicht elektrisch
isoliert war. Die Kapillare wurde von hinten mit Hilfe von Gelladespitzen (Eppendorf)
mit einer Losung des Expressionkonstruktes in PBS (5pug/ul) befiillt und war durch einen
Mikromanipulator dreidimensional beweglich. Der Fliissigkeitslevel in der Kapillare
wurde durch eine dlgefiilltes Schlauchsystem kontrolliert.

Die Elektroporation der Embryonen, die vorher vorsichtig von der Vitellinmembran
abgezogen wurden, erfolgte auf kleinen leicht geneigten Nylonnetzen, die auf Plexiglas-
FiiBen ruhten. Der in der Glaskapillare liegende Wolframdrat wurde mit der Kathode
verbunden, wiahrend die Anode in Form eines Platindrahtes unter das Netz geschoben
wurde. Bevor die Glaskapillare auf den Embryo aufgesetzt wurde, wurde aus der Offnung
etwas DNA auf den Embryo aufgebracht. Durch Erzeugen eines leichten Unterdrucks
erfolgte ein Ansaugen des embryonalen Gewebes, das dadurch die Offnung der Kapillare
vollstdndig verschlo3 (Abb.16 A). Es wurden 3 Pulse appliziert, wobei die angelegte
Spannung 10 Volt betrug und der Abstand der Elektroden in etwa 2-3 mm maQ.
Anschlieend wurden die Embryonen wieder auf die Vitellinmembran in einer New
Kultur retransferiert. Da die DNA Ldsung nur mit den obersten Zellschichten in Kontakt

kam, ist das Ausmal der Transfektion auf die Dicke von 1-2 Zellagen begrenzt. Diese
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Einschriankung war jedoch fiir die Elektroporation von jungen HH4 Embryonen nur von
geringer Bedeutung, da der Embryo in diesem Stadium onehin nur 3-4 Zellagen dick war.
Zihlungen haben ergeben, da3 bei einem Kapillarendurchmesser von 300 pm auf diese
Weise bis zu 600 Zellen transfiziert werden konnen, die in einem anndhernd kreisfor-
migen Areal angeordnet sind (Atkins et al., 1999). Da bei HH4 Embryonen im Verlauf
der weiteren Entwicklung und Differenzierung noch in erheblichem Ausmal} Zellmigra-
tionen sowie Konvergenz- und Extensionsbewegungen ablaufen, geraten auch die trans-
genen Zellen unter den EinfluBl dieser musterbildenden Prozesse und werden iiber einen

grofleren Bereich des Embryos verteilt.

ADbDb.16: Elektroporation mit Hilfe von
Mikro-Glaskapillaren (A). Embryonen
wurden auf feinen Nylonnetzen elektro-
poriert, wobei die Kathode unter dem
Embryo zu liegen kommt. (A) Glas-
kapillare gefiillt mit DNA Lésung (5ug/pl).
(B) Uberlagerte Hellfeldaufnahme eines
Embryos nach . N. Inkubation. (C)
Querschnitt (Gefrierschnitt) durch das
Neuralrohr auf H6he der angedeuteten
Linie zeigt GFP exprimierende Zellen.(T)
Telencephalon, (Mes) Mesencephalon,
(Met) Metencephalon, (R) Rhombence-
phalon, (AP) Area pellucida, (AO) Area
opaca, (PS) Primitivstreifen.

In einem Querschnitt (Abb.16 C) im Bereich des Rhombencephalons ist zu erkennen, daf3
die GFP exprimierenden Zellen auf der Lumenseite des Neuralrohrs lokalisiert sind. Dies
erklirt sich durch den ProzeB der Auffaltung und dem Einrollen der Neuralplatte zum
Neuralrohr wéhrend der Neurulation (Couly und Le Douarin, 1987). Der zentrale/mediale
Teil begrenzt dabei das prospektive Lumen des Neuralrohres, da die dulleren Rander der
Neuralplatte sich auffalten und dorsal fusionieren. Ventrale Bereiche der Neuralplatte lie-
gen nach Abschlufl der Neurulation daher auB3en, wohingegen dorsale Zellen das Lumen
des Neuralrohres umschlieBen. Da die Mikrokapillare von dorsal auf die Neuralplatte

aufgesetzt wurde, sind die transfizierten Zellen medial im Neuroepithel lokalisiert.

Resumé:
Die Elektroporation mit Glaskapillaren wurde erfolgreich auch fiir jlingere Embryonen

adaptiert. Mit dieser Methode konnen gezielt einzelne Strukturen von jiingeren
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Embryonen transfiziert werden. Sie ist daher der klassischen im Kapitel 1 vorgestellten
Methode vorzuziehen, wenn eine groB3flachige Transfektion des Embryos vermieden
werden soll. Die hier vorgestellten Resultate erheben nicht den Anspruch auf Vollstin-
digkeit. Diese Methode kann sicherlich durch sorgfiltiges Austesten verschiedener
Parameter vor allem fiir die Elektroporation von jlingeren Embryonen noch weiterent-

wickelt werden.

3.1.5 IN 0vO ELEKTROPORATION

Durch die Kultivierung manipulierter Embryonen im Ei bleiben die natiirlichen opti-
malen Entwicklungsbedingungen beziiglich der Nahrstoffversorgung, der Feuchtigkeit
und dem Milieu gewihrleistet. Um auf die ab Stadium HH12 ablaufende Organogenese
oder die Differenzierungsvorginge der auswandernden Neuralleistenzellen Einflull zu
nehmen, bietet sich daher die in ovo Elektroporation an. Diese Methode, von Muramatsu
1997 erstmals beschrieben (Muramatsu et al., 1997), wurde seitdem von verschiedenen
Autorengruppen extensiv eingesetzt, um Induktionsvorgénge bei der Etablierung des
Mittelhirnorganisators (Matsunaga et al., 2000), bei der Augenbildung (Koshiba-Ta-
keuchi et al., 2000) und beim Ablauf der dorso-ventralen Musterbildung im Neuralrohr
(Briscoe et al., 2000) mit Hilfe dieses neuen experimentellen Ansatzes zu untersuchen.
Bei der in ovo Elektroporation kann man prinzipiell zwischen drei experimentellen
Vorgehensweisen unterscheiden. Einerseits ist eine Positionierung der Elektroden ober-
halb und unterhalb des Embryos mdglich, eine Anordnung, die sich zur Transfektion von
endodermalem Gewebe anbietet. Zum anderen konnen die Elektroden von dorsal
kommend links und rechts neben das Neuralrohr plaziert werden, wobei sowohl zwei
parallele Platindrihte in Analogie zur Elektroporation von jungen Embryonen zum
Einsatz kommen konnen, als auch ein Aufbau verwendet werden kann, der aus einer
langen Platinelektrode und einem spitzen Wolframdraht besteht. Werden zwei parallele
Platindrdhte verwendet, sind die Dréahte bis auf den ersten Millimeter durch Nagellack
elektrisch zu isolieren, wodurch nur ein kleiner definierter Bereich des Embryos dem
elektrischen Feld ausgesetzt wird. Altere Embryonen, HH9-12 reagierten erheblich em-
pfindlicher auf elektrische Felder und der damit einhergehenden Zellschiadigung sowie
auf die Hitzeentwicklung. Dies manifestierte sich in einer hoheren Mortalitétsrate bei der

Verwendung von nicht isolierten Elektroden. Reihentests mit unterschiedlichen Span-
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nungen haben ergeben, daBl bereits bei Spannungen um 50 Volt, bei einem
Elektrodenabstand von 8 mm und 3 Pulsen, wobei t 50 msec betrug, die Uberlebensrate
nach einer Inkubationzeit von 24 h auf unter 10% absank (n=20). Im Vergleich dazu sind
MiBbildungen und erhohte Sterblichkeitsraten bei jungen Embryonen in der New Kultur
erst bei angelegten Spannungen um 200 Volt und dariiber zu beobachten. Die Hitze-
entwicklung an den FElektroden fiihrte zu einer Koagulation der Blutgefille des
peripheren extraembryonalen Blutgefd3sytems, das sich ab Stadium HH9 in verstirktem
Malle auszubilden beginnt. Geschieht dies entlang der gesamten anterior-posterioren
Achse, ist eine ausreichende Blutversorgung des Embryos nicht mehr gewéhrleistet,
wodurch dieser nach kurzer Zeit abzusterben beginnt. Da in ovo Elektroporationen
zwischen Stadium HH9 und HH12 ausgefiihrt wurden, galt es, diesem Sachverhalt in
erhohtem Mafle Rechnung zu tragen. Ab Stadium HHI2 fangen iiberdies die Myo-
fibrillen des Herzmuskelschlauchs an, sich rhythmisch zu kontrahieren, und das Herz
beginnt zu schlagen. Wurde der Herzbereich einem elektrischen Puls ausgesetzt, kam es
zu einer Storung der Erregungsleitung und zum Aussetzen des Herzschlages. Das Herz
nahm auch nach einer langeren Erholungsphase seine Aktivitit hdufig nicht wieder auf.

Im Stadium HHO ist die Neurulation bereits weit fortgeschritten und das Neuralrohr ist
zumindestens im anterioren Bereich bis auf den Neuroporus bereits {iberall geschlossen.
Die Unterteilung in die drei primédren Gehirnvesikel Pros- Mes- und Mylenecephalon ist
im Stadium HHI12 abgeschlossen und durch Konstriktionen des Neuroepithels gut
erkennbar. Das zentrale Nervensystem umschliet daher ein Lumen, in das sehr gut
DNA injiziert werden kann. Dadurch wird eine starke Verdiinnung durch Diffusions-
prozesse verhindert. Die DNA wurde dabei nach Applikation eines elektrischen Feldes
infolge ihrer negativen elektrischen Ladung selektiv von der Seite des Neuroepithels
aufgenommen, die ndher an der Anode lag. Dadurch konnte die kontralaterale Hilfte des
Neuralrohres als interne Kontrolle herangezogen werden (siche Abb.17 H). Waren
dorsale Abschnitte des Neuralrohres von der Transfektion betroffen, so exprimierten vor
allem Neuralleistenzellen das Transgen, die ab Stadium HHI10 aus diesem Bereich
auszuwandern beginnen. Sie entwickeln sich zu diversen Strukturen wie z.B. dem
peripheren Nervensystem, den Melanozyten, sowie zu kraniofazialen Knochen- und
Knorpelzellen (LaBonne und Bronner-Fraser, 1999; Le Douarin und Kalcheim, 1986). In
Abb.17 C) sind in einer dorsalen Ansicht eines HH12 Embryos deutlich Stréme von
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GFP exprimierenden Neuralleisten zu erkennen, die entlang der Rhombomeregrenzen

auszuwandern beginnen.

Abb.17: Darstellung des Versuchsaufbaus fiir die Elektroporation in ovo (A/B). In (B)
ist ein schematischer Querschnitt im elektroporierten Bereich dargestellt. (C/D)
Dorsale Aufsicht auf einen Embryo (HH13), (C) zeigt dabei eine Hellfeldaufnahme,
wahrend in (D) im Fluoreszenzlicht die GFP exprimierenden Neuralleistenzellen zu
sehen sind, die entlang der Rhombomergrenzen auszuwandern beginnen. (E) Embryo
bei dem spezifisch die Augenanlage in HH12 transfiziert wurde. Die Galaktosidase
exprimierenden Zellen sind in der Retina lokalisiert (F, Pfeil). (G) zeigt einen Embryo
im Stadium HH13-14 nach Elektroporation von CMV-B-Gal. Die Lage des Quer-
schnittes in (H) ist durch einen weiRen Balken angedeuted. (r1-6): Rhombomere, (V,
VI, IX) Lage des V. (N. trigeminus), V1. (N. abducens) und IX. (N. glosso-pharyngeus)
Kranialnervens, (OV) olfaktorisches Vesikel, (Met) Metencephalon, (Mes) Mes-
encephalon, (NL) Neuralleistenzellen, (OE) Oberfflachenektoderm, (NR) Neuralrohr,
(E) Elektrode. (MES) Mesencephalon, (Pro) Proencephalon

Neben einer symmetrischen Anordung der Elektroden wurde auch ein asymmetrischer
Aufbau, bestehend aus einer langen Platinelektrode, die lings zur Kdrperachse positio-
niert wurde, und einem in der Flamme geschirften Wolframdraht, erprobt. Dabei wurde
die Polaritit so gewdhlt, dal der Wolramdraht die Kathode und der Platindrahtdie Anode
darstellte (siche Abb.17 A/B). Die Spitze des Wolframdrahtes (40um Durchmesser)
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wurde an derselben Stelle mit Hilfe eines Mikromanipulators in das Lumen des
Neuralrohres eingefiihrt, an der vorher die Injektion der DNA Losung (5ug/ul) erfolgt
war. Der Abstand beider Elektroden betrug lediglich 1-2 mm, und es wurden 3 Pulse von
jeweils 25 msec Dauer und einer Amplitude von 8 Volt gesetzt (n=30). Infolge der
Elektrolyse war nach der Poration das Lumen des Neuralrohres mit Gasblasen gefiillt,
was den Embryo jedoch in seiner Entwicklung nicht zu beein-trachtigen schien. Der
Vorteil dieser Elektrodenanordung bestand in der sehr lokalisierten Applikation eines
elektrischen Feldes, ohne den Rest des Embryos in seiner Entwicklung zu beeinflussen.
So war es beispielsweise moglich, die Augenanlage, die in Vertebraten aus dem dien-
cephalischen Bereich des Voderhirnes entsteht, zu transfizieren (Abb.17 E). Sie en-tsteht
durch Evagination des Augenbechers, einer Struktur, die sich aus dem Neuroektoderm
entwickelt und sich spédter zur neuronalen Retina und dem Pigmen-tepithel
ausdifferenziert (Couly und Le Douarin, 1988). Dieser Augenbecher induziert wiederum
im dariiberliegen Oberflichenektoderm eine Verdickung, die sich abschniirt und zur
Linse entwickelt. Durch geschickte Anordung der langen und der punktformigen
Elektrode, lassen sich daneben auch sehr gezielt einzelne Somiten und laterales
Mesoderm transfizieren (Momose et al., 1999).

Die Transfektion von Endoderm dient zur Untersuchung von Musterbildungsprozessen
bei der Induktion und Differenzierung endodermaler Derivate, wie der Pankreas- und
Leberanlage, die sich aus Ausstlilpungen des Vorderdarmes ableiten. Hierbei wurde die
DNA Losung (5ug/ul) von dorsal kommend durch den Embryo hindurch in die
Subgerminalhdhle bzw. in die Region des Darmportals injiziert, in die endodermale Zel-
len einzuwandern und das Darmrohr zu bilden beginnen (n=7). Die Anode kam quer zur
Lingsachse des Embryos zu liegen, wihrend die Kathode in den Dotter unterhalb des
Embryos geschoben wurde. Infolge der dorsal liegenden Anode wurde die DNA durch
den Puls elektrophoretisch nach oben gezogen und dadurch von den endodermalen
Zellen aufgenommen. Abb.18 (B) zeigt dabei einen Embryo, in dem der Osophagus

spezifisch transfiziert worden ist.
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Abb.18 Elektroporation in ovo mit dorsal ventral
angeordneten Elektroden (A). In (C) ist ein Querschnitt
des Embryos in (B) dargestellt. Die Schnittebene ist
durch einen schwarzen Balken markiert. (OE) Ober-
flachen-Ektoderm, (NR) Neuralrohr, (E) Endoderm,
(Pro): Proencephalon, (OES) Osophagus, (V) Ventrikel,
(A) Augenanlage.

Resumé:

Die Elektroporation von Embryonen im Ei stellt eine geeignete und leicht durchfiihrbare
Methode dar, um zielgerichtet mit Hilfe von Geniiberexpressionsstudien in die Signal-
kaskaden einzugreifen, die die Musterbildungsprozesse wihrend der Organogenese be-
einflussen. Durch Einsatz eines asymmetrischen Elektrodenautbaus konnen dabei ge-
zielt einzelne Strukturen, wie Extremititenanlagen, Gehirnvesikel oder die Augenanla-

ge transfiziert werden.
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3.1.6 ELEKTROPORATION VON MAUSEEMBRYONEN

Transiente Geniiberexpressions-Experimente in Méuseembryonen bieten sich zur Kom-
plementierung der genetischen Manipulationsmdéglichkeiten in diesem Modellorganis-
mus an.

Es wurden Embryonen zwischen den embryonalen Stadien 8.5 und 9.5 dpc verwendet.
Bei der Prédparation der Embryonen (sieche 2.2.21.4) muflte die Integritit der extra-
embryonalen Membranen, bestehend aus Amnion und Allantois, intakt bleiben. Im Sta-
dium 8.5 dpc sind die Neuralfalten des Embryos noch nicht geschlossen (sieche Abb.19
A), wodurch kein natiirliches Lumen vorhanden ist, in das DNA injiziert werden konnte.
Die Elektroporation erfolgte auf dem Boden einer 3.5 cm Petrischale zwischen zwei
parallelen Platinelektroden, von jeweils 8 mm Lénge und einem mittleren Abstand von
ebenfalls 8 mm. Zwischen den beiden Elektroden befand sich ein Tropfen (40ul) PBS, in
den der Embryo mitsamt den extraembryonalen Membranen mit Hilfe einer Plastik-
Pasteurpipette (COPAM) transferiert wurde. Es mufite darauf geachtet werden, kein FCS
(fetales Kailberserum) mit zu {iberfiihren, da dies aufgrund seiner hohen Protein-
konzentration die Elektroporationseffizienz stark herabsetzte. Anschlieend wurde der
Fliissigkeitsspiegel vorsichtig abgesenkt, um ein Verrutschen des Embryos zu vermei-
den. Eine konzentrierte Losung des Expressionsplamides (Spg/ul) wurde unterhalb der
Neuralplatte ins Mesenchym injiziert. Dabei konnte ebenfalls die Bildung von Blasen im
Gewebe (wie in der New Kultur) beobachtet werden. Die Inkubation der Embryonen
erfolgte in inaktiviertem fetalem Kélberserum (FCS), dem 10 mmolar Glukose zugesetzt
wurde, bei 37°C fiir 6 h in einem CO, Inkubator (6% CO, Heraeus BBD 6220).

In iiber 90% der analysierten elektroporierten (n=100) Embryonen war die Expression
des Transgens auf das Mesenchym beschrinkt, welches das ZNS umgab (siehe Abb.19
C/D). Nur in Ausnahmefillen konnte in geringem Umfang Genexpression im Neuro-
epithel erzielt werden. Wéhrend der 6 stiindigen Inkubationszeit kam es zu keiner
morphologisch erkennbaren Weiterentwicklung des Embryos, insbesondere zu keiner
Rotation oder Neubildung von Somiten. Als Kriterium fiir Vitalitdt wurde vorhandener
starker Herzschlag herangezogen. Ektopischer Gentransfer konnte auch in dlteren Maus-
embryonen ab Stadium 9.5 erzielt werden, jedoch war die Kultivierung technisch erheb-
lich anspruchsvoller. Sie erforderte die Begasung mit Gasgemischen von erhohtem

Sauerstoffpartialdruck (10% fiir Tag 9.5 Embryonen bzw. 20 % fiir Tag 10.5) sowie den
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Einsatz eines Kultursystems, in dem das Medium mit den Embryonen stindig in

Bewegung gehalten wird, um eine ausreichende Sauerstoffsittigung zu gewahrleisten.

Abb.19: Elektroporation von
Stadium 8.5 Mausembryonen
(A/B). In (A) ist eine schema-
tische Ansicht eines 8.5 Embry-
os ohne extraembryonale Hillen

A B

dargestellt. Die Ebene des his-
tologischen Schnittes in (D) ist
durch eine schwarze Linie ange-
deuted. Ventrale Ansicht des
Embryos nach Elektroporation
in (C) zeigt -Gal Expression un-
terhalb der Neuralfalten. (T) Te-
lencephalon; (Mes) Mesence-
phalon, (Met) Metencephalon,
(P) Ektoplazentarkonus, (VDS)
visceraler Dottersack, PDS: pa-
rietaler Dottersack, (A) Amnion,
(Nf) Neuralfalte, (Vd) Darmka-
nal, (V) Ventrikel

Resumé:

Zusammenfassend 1a0t sich sagen, da3 die Elektroporation eine einfach zu handhabende
und effiziente Methode ist, Geniiberexpressionsexperimente auch in Mausembryonen
durchzufiihren. Allerdings beschrédnkt sich die ektopische Genexpression zumindest fiir

in frithen Stadien elektroporierte Embryonen hauptsachlich auf das Mesenchym.

92



3. ERGEBNISSE

3.1.7 ELEKTROPORATION VON VEKTOREN MIT ZWEI TRANSKRIPTIONS-

EINHEITEN (PROMOTOREN)

Um Elektroporation als Methode der Wahl zur Transfektion von Wirbeltierembryonen
etablieren zu konnen, sollten die transgenen Zellen vor allem zwei Kriterien erfiillen:
Zum einen muf} durch Expression eines Markergens wie GFP oder RFP eine visuelle
Erkennung im lebenden Gewebe gewihrleistet sein, um eventuelle Verdnderungen, etwa
im Bereich von Zellmigrationen, durch Zeitrafferautnahmen dokumentieren zu konnen.
Zum anderen ist es wiinschenswert, daf3 die transfizierten Zellen neben dem Markergen
auch das fiir die entsprechende Studie relevante Genkonstrukt konstitutiv exprimieren.
Es sollte daher eine vollstindige Uberlappung beider Genexpressionen in allen
transgenen Zellen gegeben sein. Um eine derartige Co-Expression zweier Gene in einer
Zelle zu erzielen, gibt es drei prinzipielle Ansatzmdglichkeiten. Man kann unterscheiden
zwischen dem dquimolaren Mischen zweier Plasmide (sieche néchstes Kapitel) und der
Verwendung von Vektoren mit mehreren Transkriptionseinheiten. Dariiberhinaus gibt es
die Moglichkeit, Vektoren einzusetzen, bei deren Transkription eine bicistronische
mRNA gebildet wird. Bei einer bicistronischen mRNA werden im Gegensatz zu einer
monocistronischen RNA zwei verschiedene Proteine von einer mRNA kodiert. Ein
Vektor mit zwei Transkriptionseinheiten, wie der CMVIM-PTracer (Invitrogen) enthalt
zwei starke Promotoren, in diesem Fall den viralen Promotor des frithen E1 Gens aus
dem humanen CMV-Virus, sowie der Promotor des humanen Elongationsfaktors a
(EFla), die die Transkription zweier Gene unabhingig voneinander steuern konnen.
Jede Transkriptionseinheit besitzt ihr eigenes Polyadenylierungssignal, SV40 Poly A
bzw. das BGH (bovines Wachstumshormon) Poly A Signal, das den Transkriptions-
abbruch durch die RNA Polymerase II steuert. In dem in Abb.20 dargestellten
Experiment steht die Transkription von BMP4 unter der Kontrolle des CMV Promotor,
wiahrend die Expression von GFP durch den EFla Promotor kontrolliert wird. Die
Detektion der BMP4 RNA erfolgte mit Hilfe der /n-situ Analyse, wohingegen der
Nachweis von GFP durch Verwendung eines polyklonalen GFP Antikorper (Clontech)
gelang. In den {iberlagerten Fluoreszenz Aufnahmen ist deutlich ersichtlich, dall beide
Gene zwar in demselben embryonalen Bereich nachgewiesen werden kdnnen, eine Co-
Expression in einer Zelle jedoch ausgeschlossen zu sein scheint. Dieses Phidnomen
scheint nicht vom Zelltyp abhéngig zu sein, da benachbarte Zellen, die sich in ihrer

jeweiligen Genexpression unterscheiden, im Ekto-, Meso- sowie Endoderm gefunden
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werden konnen. Es ist auffillig, daB3 in etwa 2/3 der transgenen Zellen GFP exprimiert
wird, wihrend dies im Falle von BMP4 nur in etwa einem Drittel der Zellen der Fall ist

(Abb.20 A/B).

e B0

DAPI+GFP+Alexa 568
Fluoreszenz uberlagert

>

I—>
—[CMV}{mBMP4}—{EF1a-{ GFP |-

2 Transkriptionseinheiten

0,

A5 e
| {7

Abb.20: Elektroporation des P-Tracer Vektors mit CMV-BMP4 und EF1a-GFP (A/B). (B) gibt eine
AusschnittsvergroRerung aus (A) wieder. In beiden Bildern erfolgte eine Uberlagerung griiner und
roter Fluoreszenzen. Die Ebene des histologischen Schnittes in (C) ist durch einen weiflen Balken
angedeutet. In (C) wurden blaue, rote und griine Fluoreszenzen Uberlagert. Rote Zellen (Fast Red
Fluoreszenz) zeigen BMP4 Expression (roter Pfeil). In griinen Zellen (griner Pfeil) erfolgte ein
indirekter Nachweis des GFP-Proteins durch einen polyklonalen GFP-Antikdrper, und einem
Fluoreszenz (488nm) markierten sekundaren Antikdrper. Man erkennt, da etwa 2/3 der Zellen
GFP exprimieren (B).
Als Alternative zur Verwendung von Vektoren mit zwei Promotoren bietet sich der
Einsatz bicistronischer Konstrukte an, die eine sog. IRES-Sequenz besitzen. Dies ist eine
interne Ribosomenbindestelle, die eine Reinitiation der Translation unabhingig von der
Kappenstruktur am 5° Ende erlaubt. Bei der Translationsinitiation an diesen Sequenz-
abschnitten, die sich u.a. in Genen verschiedener Viren wie dem Encephalomyocarditis
Virus (EMCV) und dem Hepatitis C Virus finden, sind sowohl andere Untereinheiten
eukaryotischer Initiationsfaktoren (elFs) als auch nichtkanonische Initiationsfaktoren
involviert (Pestova et al., 2001). Der in diesen Experimenten verwendete Vektor
(pIRES-EGFP, Clontech) besall einen CMV Promotor/Enhancer sowie eine durch Punk-
tmutationen partiell inaktivierte EMCV-IRES-Sequenz (Rees et al., 1996), die bewirken

sollte, daB3 bevorzugt das Gen unter der Kontrolle des CMV Promotors transkribiert

wird. Die durch die IRES-Sequenz vermittelte Transkription von GFP war jedoch nicht
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stark genug, um innerhalb von 24 h nach einer Transfektion zu einer ausreichenden
Akkumulation von GFP zu fiihren. Zellkulturdaten haben ergeben, dal nach einer Trans-
fektion in Fibroblasten erst nach 72 h GFP Fluoreszenz nachgewiesen werden konnte
(Xunlei Xhiou, personliche Mitteilung).

Resumé:

Aus den dargestellten Zusammenhdngen ergibt sich, da durch den FEinsatz von
Vektoren mit zwei Transkriptionseinheiten zwar beide transkribierten Gene in iiber-
lappenden Doménen in den elektroporierten Embryonen nachgewiesen werden konnten,

jedoch auf zelluldrem Level keine Co-Expression erreichbar war.

3.1.8 CO-ELEKTROPORATION ZWEIER PLASMIDE

Durch Injektion in vitro transkribierter RNA und auch DNA (Koster und Fraser, 2001)
kann man im Zebrafisch (Danio rerio) und Krallenfrosch (Xenopus laevis) ektopisch
Proteinexpression erzielen. Dabei kdnnen mehrere RNA Populationen gleichzeitig
injiziert werden. Gewdhnlich werden das zu untersuchende Gen und das als Marker
dienende GFP im Verhiltnis 1/1 gemischt (~2ng mRNA von jedem Gen), wodurch in
beinahe 100% der Fille eine iiberlappende Genexpression erzielt wird. In Analogie
wurden Plasmide, die [-Galaktosidase, GFP und RFP unter Kontrolle des CMV
Promotors enthielten, in einem dquimolaren Verhiltnis bzw. im Verhiltnis 5/1 im Falle
von RFP und GFP gemischt (siche Abb.21 A-F). Bei RFP handelt es sich um das rot
fluoreszierende Protein der indopazifischen Seeanemone Discosoma striata (Matz et al.,
1999), das ein Emissionsmaximum von 583 nm besitzt und bei dem ebenfalls wie bei
GFP eine Codonoptimierung fiir effiziente Transkription in Sdugerzellen vorgenommen
wurde (Haas et al., 1996). Werden RFP und -Galaktosidase im Verhéltnis 1/1 gemischt,
so kommt es zu einer effizienten Translation beider Proteine in weitgehend identischen
Doménen innerhalb des Embryos (Abb.21 A/B). Ob jedoch auf zelluldrem Level beide
Proteine stets co-translatiert werden, konnte nicht absolut sicher ermittelt werden, da die
Bilder sich nicht vollig zur Deckung bringen lassen. Es wurden lediglich in einem qua-
dratischen Areal von 1 cm Kantenldnge mit Hilfe des Computerprograms "Analysis"
(Olympus) die Zahl der Zellen (n=200) ermittelt, die RFP bzw. LacZ exprimierten. Nach
der Detektion der LacZ Férbung konnte durch Anregung mit UV-Licht festgestellt
werden, dafl in etwa 30% der RFP exprimierenden Zellen keine LacZ Férbung
nachweisbar war (roter Pfeil Abb.21 A). In gleicher Weise konnten in einem dhnlichen

Prozentsatz LacZ positive Zellen nachgewiesen werden, in denen keine RFP Expression
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erkennbar war (blauer Pfeil Abb.21 B). Daher kann davon ausgegangen werden, dal3 in
70% der Zellen beide Proteine gleichzeitig translatiert werden. Wurden die beiden
fluoreszierenden Proteine GFP und RFP in dquimolarem Verhéltnis gemischt, konnte
dieses Ergebnis jedoch nicht reproduziert werden. Eine Co-Expresssion beider Proteine
wiirde nach Uberlagerung der Fluoreszenzen als gelb aufleuchtende Zellen erkennbar
sein. Stattdessen dhnelt das Ergebnis der Situation nach Elektroporation des P-TracerT™-
Vektors in der Hinsicht, da3 RFP und GFP exprimierende Zellen benachbart zueinander
liegen. Eine Co-Expression beider Gene in etwa 50% der Zellen konnte erst durch ein
Mischungsverhéltnis von RFP zu GFP von 5/1 erzielt werden (Abb.21 F).

LacZ/RFP: 1/1 LacZ/RFP: 1/1 RFP/GFP: 1/1 RFP/GFP: 5/1
A I N C D

Abb.21: Co-Elektroporation von RFP/LacZ (A/B) bzw. GFP und RFP (C/D). In (A) und (B) ist
jeweils derselbe Embryo abgebildet im Fluoreszenzlicht bzw. im Hellfeld. (E) und (F) stellen jeweils
AusschnittsvergréRerungen der transgenen Bereiche der Embryonen in (C ) und (D) dar. Es ist
deutlich, daR bei einem Mischungsverhaltnis von 5/1 (RFP/GFP) wesentlich mehr Zellen beide
Proteine co-exprimieren. Rote Pfeile weisen auf Zellen hin, die nur RFP, blauer Pfeil auf Zellen, die
nur B-Gal und griiner Pfeil auf Zellen die nur GFP exprimieren. Zellen, die eine Co-Expression von
RFP unf GFP aufweisen, sind durch eine gelben Pfeil markiert. In (C/D) wurden die Fluoreszenz-
aufnahmen Uberlagert, Zellen, die Co-Expression aufweisen, erscheinen daher gelb.

Resumé:
Zusammenfassend 146t sich sagen, dafl durch Elektroporation eines Plasmidgemisches ,

im Mischungsverhéltnis 5/1, in bis zu 70% der Zellen eine Co-Expression und Trans-

lation zweier Gene erreicht werden kann.
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3.1.9 ANALYSE ELEKTROPORIERTER EMBRYONEN

Die Effekte eines iiberexprimierten Genes auf andere Proteine konnen in drei
verschiedene Klassen eingeteilt werden. Entweder kann es zu einer transkriptionellen
Aktivierung anderer Gene kommen oder es ist im Falle eines als Repressor fungierenden
Proteins, wie etwa engrailed, eine Inaktivierung nachgeschalteter Gene zu beobachten.
Als drittes besteht die Moglichkeit, dall das {iberexprimierte Protein keinen Einfluf3 auf
die untersuchten Proteine hat. Alle drei Varianten lassen sich auf dem mRNA Level
durch Verwendung der Ganzkorper In-situ Analyse verifizieren. Durch gleichzeitige
Hybridisierung mit unterschiedlich markierten antisinn RNA Sonden lassen sich das
iiberexprimierte Transgen und das untersuchte putative Zielgen durch zwei unterschied-
liche Farbreaktionen, rot bzw. blau, gleichzeitig darstellen (siche Abb.22 A/B). Als
Alternative kann das Transgen auch auf der Ebene der Proteinexpression durch die
Konstruktion von Fusionsproteinen oder die Verwendung der entsprechenden Anti-
korper detektiert werden. Fiir N- bzw. C-terminale Fusionen konnen dabei entweder
Reportgene wie -Galaktosidase oder fluoreszierende Proteine wie RFP bzw. GFP oder
kurze Oligopeptidsequenzen wie Poly-Histididin oder das Myc Epitop herangezogen
werden. Diese Reporterkonstrukte sind auch durch die entsprechenden Antikdrper
nachzuweisen. Um sicherzustellen, dal} aktivierte Zielgene auch translatiert werden, ist
es ratsam, diese ebenfalls durch spezifische Antikorper zu detektieren.

Im Laufe der Experimente zeigte es sich jedoch, daf} das Kriterium, ob die /n-situ Proben
von einer Plasmid Matrize oder einem PCR Fragment erzeugt wurden, entscheidenden
EinfluB auf das Versuchsergebnis hatte. Es gelang der Beweis, dal DIG markierte
Proben, die von einer Plasmidmatrize (Blueskript) erzeugt wurden, zu falsch positiven
Resultaten in der Ganzkorper In-situ Analyse fiihrten. Dies soll anhand des folgenden
Beispiels erldutert werden:

Die Embryonen in Abb.22 (A-D) wurden mit Slug, einem Zink-Finger-Transkriptions-
faktor, der sowohl von wandernden wie auch von nicht-wandernden Neuralleistenzellen
exprimiert wird (Nieto et al., 1994), transfiziert. Als zu analysierendes Zielgen fiir eine
durch Slug vermittelte Aktivierung wurde Cadherin-6b, ein Zelladhisionsprotein, das im
dorsalen Neuralrohr vor dem Auswandern der Neuralleistenzellen exprimiert wird und
epithelial- mesenchymale Ubergangsprozesse steuert (Nakagawa und Takeichi, 1995),

exemplarisch ausgewidhlt. Wurde eine Cadherin-6b Probe verwendet, die von einer
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Plasmid Matrize generiert wurde, so scheinen alle fiir Slug transgenen Zellen (Abb. 22
A) ebenfalls positiv fiir Cadherin-6b zu sein: (Abb.22 B). Uberdies ist in vielen Fillen
auch die endogene Cadherin-6b Expression erkennbar (Pfeil). Dieses Ergebnis konnte
auch im Einzel-In-situ-Experiment reproduziert werden, was die Entstehung dieses
Artefakts als methodischen Fehler der Doppel-In-situ-Analyse ausschlieft. Durch
Amplifikation der jeweiligen cDNA mit spezischen Primern, wobei der 3’ gelegene
Primer die spezifischen Promotorsequenzen der T3 bzw. der T7 Polymerase enthilt,
konnten jedoch PCR Fragmente generiert werden, die als Matrize fiir die in vitro
Transkription dienten. In Abb.22 A-C kann man erkennen, dal} in Abhéngigkeit von der
Probe widerspriichliche Ergebnisse erzielt wurden. Wihrend man in (B) davon ausgehen
konnte, Slug wirde zu einer universellen Aktivierung von Cadherin-6B in allen
Zelltypen fithren, kann man in (C) deutlich sehen, dal keine der transgenen Slug
exprimierenden Zellen dieses Zielgen aktiviert. Ursache fiir die Erzeugung dieser falsch
positiven Signale waren transkribierte Plasmidsequenzen des Expressionsvektors, ins-
besondere des Ampicillin Gens. Wurden mit CMV-Slug bzw. CMV-GFP elektro-
porierte Embryonen mit einer durch die Polymerase T3 erzeugten Probe eines "leeren”
Blueskrip Vektors ohne Insert hybridisiert, konnte in allen transfizierten Zellen
ektopische "Aktivierung" von Ampicillin nachgewiesen werden (Abb.22 D/F).

Durch die Polymerase T7 generierte Proben waren jedoch nicht in der Lage (Abb.22 H)
transkribierte Plasmidsequenzen nachzuweisen. Dies héngt mit der spezifischen Lage
der T3 und T7 Promotoren insbesondere beziiglich der Orientierung des Ampicillin Gens
im Blueskript Vektor zusammen. Die T3 Polymerase erzeugt sinn, die T7 Polymerase
jedoch antisinn Transkripte des Ampicillin Genes. Diese Resultate konnten durch
Ampicillin Proben, die von PCR Fragmenten gewonnen wurde, verifiziert werden.
Allerdings kann bis jetzt nicht ausgeschlossen werden, dafl weitere transkribierte
Plasmidsequenzen fiir die Erzeugung falsch positiver Signale verantwortlich sein

konnen.
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CMV Slug
Plasmidprobe Cad6B || PCR Cad6B | PBKS "

s

Abb.22: Vergleichende Analyse der In-situ Ergebnisse bei der
Verwendung von RNA Proben, die von einem Plasmid transkribiert wurden
(A/B) bzw. von einem PCR Fragment, das nur die Cad-6b cDNA und den
T7 Promotor enthalt (C). Die Embryonen in (A-D) wurden mit einem CMV-
Slug Expressionsvektor, die Embryonen in (E-H) mit einem CMV-GFP
Expressionsvektor transfiziert. Die Signaldetektion erfolgte in (D/F und H
mit Dig markierten Proben, die vom Blueskript Vektor transkribiert wurden.

Resumé:

Als Zusammenfassung bleibt festzuhalten, da3 nur durch Proben, die von PCR Produkten
transkribiert werden, sich die tatsidchliche transkriptionelle Aktivierung iiberexprimierter

Transgene feststellen lassen.
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3.1.10 DETEKTION TRANSKRIBIERTER PLASMIDSEQUENZEN

3.1.10.1 In elektroporierten Embryonen

Der Nachweis, daB3 in elektroporierten Embryonen neben der transfizierten cDNA noch
weitere Plasmidsequenzen transkribiert werden, gelang mit Hilfe der RT-PCR Reaktion.
Hierbei wurde RNA, die aus transgenen Bereichen des Embryos gewonnen wurde, durch
das Enzym reverse Transkriptase in komplementire DNA umgeschrieben. Vor dem
Umschreiben wurde die isolierte RNA fiir 2 Stunden mit DNase behandelt, um Konta-

minationen durch eventuell vorhandene Vektor DNA auszuschlief3en.

A B

GFP
930-1750

CMYV Promotor

209-

Amp-Resistenz
4370-5100

T7-Promotor

. BGH-PolyA-Signal
2590-2820

5300 bp

—_—

ColE1-Origin
3420-4250

RNA Isolation

DNAse treated

Abb. 23: (A) Karte des GFP Expressionsvektors. Die Pfeile geben die Position der Primer
an,die fur die Amplifikation der Ampicillin RNA verwendet wurden. (B) Transfizierter Embryo.
Die Region, die zur Isolation der RNA verwendet wurde, ist durch ein Rechteck markiert. (C)
Elektrophoretisch aufgetrennte RT-PCR Fragmente. (a) GAPDH Kontrolle, (b) amplifizierte
Plasmidsequenzen, (c) Plasmidkontrolle, bei der dieselben Primer wie in (b) verwendet
wurden. In (II) wurde die RNA vor dem Umschreiben in cDNA mit DNAse behandelt, um
eventuelle DNA Verunreinigungen auszuschliel3en.

Die gemeinsame Amplifizierung des Ampicillin Fragmentes zusammen mit Vektors-
equenzen erfolgte in einer anschlieBenden PCR-Reaktion durch spezifische Primer,

deren relative Lage in Abb.23 A angedeutet ist. Die erhaltenen PCR Fragmente wurden
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elektrophoretisch in einem Agarosegel aufgetrennt (Abb.23 C). Es ist klar ersichtlich,
daB sowohl in der nicht mit DNase behandelten Probenfraktion (I) als auch in derjenigen
mit DNAse Behandlung (II) eine charakteristische Bande vorhanden ist (Spur b). In (I)
ist die Amplifizierung etwas schwicher ausgeprigt, da die fiir eine optimale DNase
Aktivitdt erforderliche Konzentration an Mgt Ionen bis zu 5-10 mM betrégt, ein Wert,
der zu hoch fiir eine effektive PCR-Reaktion ist.

Resumé:

Es laBt sich schluBfolgern, dal es in elektroporierten Embryonen neben der CMV
vermittelten Transkription der jeweiligen cDNA noch zur Transkription weiterer Plas-

midsequenzen kommt.

3.1.10.2 In-situ Proben

Verunreinigungen durch Ampicillin und Vektor RNA konnte auch in den in vitro
synthetisierten /n-situ Proben nachgewiesen werden. Die Detektion erfolgte mit Hilfe
eines Northern Blottes, wobei als Proben jeweils P32 markierte Ampicillin bzw. Geminin
cDNA diente (Abb.24 A/B). Die Verwendung der RT-PCR Reaktion zum Nachweis von
Ampicillin RNA ist in diesem Falle aufgrund ihrer hohen Sensitivitdt wenig geeignet, da
infolge der hohen Konzentration an Vektor DNA (1pug) ein quantitativer Abbau durch
DNasen nicht moglich war (Ambion Inc. Technotes newsletter, Volume 8, Nr. 4). Daher
konnte in den verwendeten RNA Proben stets noch Vektor DNA nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt). In der Transkriptionsreaktion wurden nicht markierte Ribonu-
kleotide verwendet und die Transkripte wurden nach einem DNAse Verdau, um die
Plasmid DNA weitgehend zu entfernen, elektrophoretisch auf einem formamid-haltigen
Gel aufgetrennt. In Abb.24 A/B ist jeweils derselbe Blot dargestellt, der zuerst mit einer

Ampicillin Probe (A) und anschlieBend mit einer Geminin Probe hybridisiert wurde (B).
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Transkriptionsansitze = DNA Transkriptionsansidtze DNA
A T I ro | B T b
-
3000 m— g/ DL
2000 m—
1600 mm—

500 mm—

lgs 2. 3SR e

Ampicillin Probe Ampicillin + Gemihin Probe

LacZ

f1(-) Origin T7-Promotor

MKS
657-759

f1(+) origin
T3-Promotor

pBSK+
2,96 kb

SCAI
2526

Amp-Resistenz
ColE1-Origin

Abb. 24: Northern Blot Analyse in vitro transkribierter RNA Proben. In (B) handelt
es sich um den gleichen Blot wie in (A), nur daf® nach der Hybridisierung mit der
Ampicillin Probe der Blot zusatzlich noch mit einer Geminin Probe hybridisiert
wurde. Aufgetragen wurde in: Spur 1: 10 ug A-DNA Marker; Spur 2: leerer PBSK*
transkribiert mit T7 Polymerase: Spur 3: leerer PBSK* transkribiert mit T3
Polymerase, Spur 4/5: 2 Transkribtionsansatze (T7 Polymerase) von Geminin in
PBSK*; Spur 6: PBSK* DNA, (100 ng) linearisiert mit Scal (schneidet in Ampicillin
an Position in Blueskript). Von der in Spur 6 aufgetragenen DNA erfolgte die
Transkription der Blueskript RNA Proben. Eine Vektorkarte von Blueskript mit der
relativen Lage der T7 und T3 Promotoren ist in (C) dargestellt.

Da es sich um ein Plasmid (Blueskript) zur Herstellung einer Geminin RNA In-situ
Probe handelte, wurde in einem anschlieBenden Hybridisierungsschritt tiberpriift, ob in
den analysierten Proben auch tatsédchlich Geminin RNA vorhanden war. In Spur 2 und 3
wurde Blueskript Vektor RNA aufgetragen, die mit Hilfe der T3 und T7 Polymerase
erzeugt worden war. Die mit der T7 Polymerase hergestellte RNA, die ein antisinn
Transkript des Ampicillin Gens enthélt, hat eine Gro3e von etwa 1.6 kb, wohingegen die
Transkription des restlichen Vektors durch die T3 Polymerase eine Transkriptlinge von

~1.2 kb ergibt. In Spur 3 und 4 sind jeweils zwei Transkriptionsreaktionen (hergestellt

102



3. ERGEBNISSE

mit der T3 Polymerase), in jeweils unterschiedlichen Verdiinnungen aufgetragen (1/10
bzw. 1/70 des Transkriptionsansatzes). Es handelt sich in beiden Féllen um Transkripte
des Geminin Gens (in Blueskript, linearisiert mit Clal). Es sind zwei Banden (~2.6 kb
und >3 kb) erkennbar (Pfeile), die in den Geminin Proben vorhandene Ampicillin
Transkripte darstellen.

Resumé:

Aus diesem Ergebnis 146t sich schluB3folgern, dal es bei der Generierung von In-situ
Proben linearisierter Plasmidmatrizen auch zu einer Transkription von Vektorse-

quenzen kommt.

3.2 Das Gen Geminin

3.2.1 SEQUENZDATEN

Das Gen Geminin, das von Hendrik Knotgen kloniert wurde, kodiert fiir ein Protein, das
aus 223 Aminosduren mit einem rechnerischen Molekulargewicht von 24989 g/mol (25
kDa) bestand. Eine Analyse der Primérstruktur des Proteins liel eine Coiled-Coil-
Doméne (s.u.) und ein mdgliches Kernexportsignal (NES) (s.u.) erkennen. Der Vergleich
mit den Sequenzen der Datenbanken ergab eine Verwandtschaft der abgeleiteten Protein-
sequenz des Gens Geminin zu Proteinen aus dem Frosch Xenopus laevis, dem Menschen,

der Maus Mus musculus und der Fliege Drosophila melanogaster (Abb.25).
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Abb. 25: Vergleich der Proteinsequenz von Geminin mit in den Datenbanken gefundenen Sequenzen aus
dem Menschen, der Maus, dem Frosch und der Fliege. Identische Aminoséuren sind als grau unterlegte Be-
reiche und fehlende Aminoséuren als tiefgestellter Strich dargestellt. Die konservierten Bereiche sind mit

rot (Doméne A) bzw. blau (Domine B) unterlegt. Das mogliche Kernexportsignal (NES) ist gelb unterlegt.

Die Homologie von Geminin zu anderen Genen und sequenzierten Genfragmenten (ESTs,
engl. expressed sequence tags) in den Datenbanken war relativ gering ausgeprégt (Abb.
25). Geminin war zu dem humanen EST (209 aa) (AF067855) und dem EST (206 aa) aus
der Maus (AF068780) in nur 54% bzw. 50% der Aminosduren identisch. Zu den
Proteinen Geminin H (AF067856) und Geminin L (AF067881) aus dem Frosch Xenopus
laevis war eine Identitét von weniger als 50% vorhanden. Allerdings sind offensichtlich
zwei Dominen des Proteins Geminin starker konserviert (Abb.25, rot und blau markiert).
Diese Dominen A und B (A: 29 aa in rot und B: 75 aa in blau) weisen eine hdhere
Homologie zu den anderen Proteinen auf. Die A-Doméne ist zum humanen EST zu 72%,
zum EST der Maus zu 69%, zu Geminin H zu 62% und zu Geminin L zu 58% identisch.
Zu dem verwandten Protein aus der Fliege zeigt sich allerdings nur eine geringe Uberein-
stimmung (10%). Die B-Doméne ist zum humanen EST zu 76%, zum EST der Maus zu
71%, zu Geminin H zu 73%, zu Geminin L zu 73% und zum EST der Fliege zu 32%
identisch.

Durch die laufenden Sequenzierprojekte (Celera Datenbank) konnte Geminin in der Maus
auf Chromosom 13 lokalisiert werden. Die Analyse der genomischen Organisation ergab

einen Aufbau aus 7 Exons und 6 Introns.
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Die Position des humanen Homologs ist durch physikalische Kartierungsmethoden wie
der Radiations-Hybrid-Kartierung (RH) sowie durch die abgeschlossenene Sequenzie-
rung des menschlichen Erbgutes genauer bekannt. Es ist auf dem kurzen P-Arm des Chro-
mosoms 6 in der Region 21.3-22.1 lokalisiert. Diese chromosomale Region zeichnet sich
durch eine hohe Gendichte aus.

Der konservierte c-terminale Teil des Proteins Geminin (105. bis 149. aa) enthélt ein
sogenanntes ,,Coiled-coil“~-Motiv (McLachlan und Stewart, 1975), das aus einer Wieder-
holung von sieben Aminosédureresten zusammengesetzt ist und jeweils an den Positionen
eins und vier hydrophobe Reste beeinhaltet. Diese hydrophoben Reste formen in einer o-
Helix einen hydrophoben Streifen aus, der mit anderen Coiled-coil-Doméanen in Wechsel-
wirkung treten kann und hiufig als Proteininteraktionsdomine in Erscheinung tritt. Die
Vorhersage der Coiled-coil-Doméne erfolgte mit Hilfe des Programms ,,Coils Prediction
2.2 (Lupas et al., 1991).

Die Proteinsequenz von der 170. bis 178. aa des Proteins Geminins (LEALESLAL)
enthélt ein putatives Kernexportsignal (Gorlich und Kutay, 1999), das der bekannten
Konsensus-Sequenz (L-x,_3-L-x,_3-L-x-L) exakt entspricht (Bogerd et al., 1996). Dieses
Kernexportsignal findet sich ebenso in Geminin H und Geminin L aus dem Frosch fehlt

jedoch bei dem entsprechenden Gen aus Maus und Mensch.

3.2.2 EXPRESSION IN DER FRUHEN HUHNER- UND MAUSENTWICKLUNG

Transkripte von Geminin konnten bereits wihrend der Gastrulation im Primitivstreifen-
stadium (HH4) im Ektoderm nachgewiesen werden (Abb.26 A). Geminin wurde in die-
sem Stadium entlang des Primitivstreifens, in der gesamten Neuralplatte (np) und in
geringerem Ausmaf} auch in dem peripheren Ektoderm, das spiter zur Epidermis diffe-
renziert, transkribiert. Im Kopffaltenstadium (HH6) blieb dieses Expressionsmuster
erhalten, allerdings fand ein Abschalten der Geminin Expression in der Mitte des Em-
bryos iiber dem Notochord statt (Abb.26 C, Pfeil). Wihrend des Prozesses der Neuru-
lation (ab HH7) restringierte sich die Expression von Geminin auf die dorsalen Neural-
falten (Abb.26 D/F/G, Pfeil). Nach dem Schlieen des Neuralrohrs (HH10) war Geminin
Expression im dorsalen Neuralrohr und in den auswandernden Neuralleistenzellen

vorhanden (Abb.26 D/F, Pfeil). In spiteren Stadien ab HH11 wurde die Transkription von
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Geminin im Huhn eingestellt.

Abb.26: Expression des Gens Geminin im Hihnerembryo. (A/B) Im Primitiv-
streifenstadium und wahrend der Ausbildung der Neuralplatte (HH3-HH4) konnte
Geminin in einer breiten Domane im Ektoderm und entlang des gesamten Primi-
tivstreifens detektiert werden. (C) Im Kopffaltenstadium (HH7) werden Geminin
Transkripte in der Neuralplatte und im angrenzenden Ektoderm gefunden. Das
Ektoderm oberhalb des Notochords erscheint frei von Transkripten (Pfeil). (C) Zu
Beginn der Neurulation (HH9) wird Geminin in den dorsalen Neuralfalten (Pfeil) und
weiter posterior in der Neuralplatte exprimiert. (D/F) Nach Schlu® des Neuralrohres im
anterioren Bereich (HH10), wird Geminin RNA im dorsalen Neuralrohr und in den
auswandernden Neuralleistenzellen (Pfeil) gefunden. Weiter posterior kodnnen
Transkripte in den dorsalen Neuralfalten und noch weiter posterior in der Neuralplatte.
nachgewiesen werden (Neuralplatte (np); Neuralfalten (nf); Neuralrohr (nt)).

Die Expression des Maus Homologs von Geminin wurde zwischen den embryonalen
Stadien E 8.5-E15.5 (dpc) analysiert. Die cDNA (AA014584) wurde als Image Klon
vom UK HGMP Resource Center bezogen. In frithen Stadien wéihrend der Neurulation
(E 8.5-9.5) zeigt Geminin eine weitgehend ubiquitére schwache Expression (Abb.27 A/
B). Ab Stadium E13.5 findet sich das Gen verstirkt in dorsalen Bereichen des sich
entwickelnden Telencephalons (Abb.27 D-F) sowie in der kranio-fazialen Anlage und

den distalen Bereichen der Extremititen (Pfeile, C). Eine radioaktive In-situ Analyse an
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Sagittalschnitten von E 15.5 Embryonen ergab eine starke Expression in der Subventri-
kularzone des Cortex (Abb.27 G) sowie weitere wesentlich schwichere Expressions-
doménen im Meckel’schen Knorpel, im Thymus, in der Thyroidea und in der Lunge
(Daten nicht gezeigt). Die in der Literatur beschriebene Expression im gesamten zentra-

len Nervensystem (Kroll et al., 1998) konnte nicht bestitigt werden.

Abb. 27: Expression des
Gens Geminin in der Maus.
(A-F) Die zunachst ubiqui-
tére Expression (A/B) in
frihen Stadien ist spater auf
Bereiche des Telencepha-
lons, der Extremitaten und
der kranio-fazialen Anlage
restringiert (Pfeile in C). (D)
zeigt eine laterale Ansicht
auf das freipraparierte ZNS
aus einem E 13.5 Embryo.
(E) und (F) zeigen eine
dorsale bzw. frontale An-
sicht desselben Prapara-
tes. Querschnitt durch den
dorsalen Cortexbereich ei-
nes E 15.5 Embryos. Eine
radioaktive In-situ Analyse
zeigt eine starke Expres-
i sionsdomaine in der Sub-
= ventrikularzone (G). (TE)
. | Telencephalon, (ME) Mes-
{ encephalon, (MY) Mylen-
cephalon, (NR) Neuralrohr,
(SVZ) Subventrikularzone,
(C) Cortex, (BO) Bulbus ol-
faktorius

Resumé:

Im Hiithnerembryo ist Geminin zunichst im Bereich der Neuralplatte und spiter in den
dorsalen Neuralfalten nachweisbar. Die Expression ist auf das Ektoderm beschriankt. In
der Maus zeigt Geminin in frithen Stadien eine recht dhnliche Expression. Allerdings
finden sich Geminin Transkripte in der Maus noch in dlteren Entwicklungsstadien als im
Huhn. Ab Stadium 13.5 dpc ist in der Maus eine charakteristische Expressionsdoma-ne

im Telencephalon in der Subventrikularzohne zu finden.
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3.2.3 ZELLULARE LOKALISATION VON GEMININ AUS HUHN UND MAUS

Aus der zelluldren Lokalisierung eines Proteins lassen sich hdufig Riickschliisse auf
seine Funktion ziehen. Um die zelluldre Lokalisation des iiberexprimierten Proteins
Geminin zu iiberpriifen, wurden embryonale Hiithnerfibroblasten in Zellkultur transfiziert
und auf einem Objekttriger kultiviert. Es erfolgte eine Gegenfarbung des Zellkerns mit
dem blau fluoreszierenden Farbstoff DAPI. Das am N-Terminus mit EGFP fusionierte
Geminin aus Maus und Huhn, EGFP-HA-Geminin, wurde direkt durch die Fluoreszenz
des griin-fluoreszierenden Proteins EGFPs nachgewiesen. Im Falle des Homologs aus
dem Huhn wurde das GFP-Fusionsprotein zu iiber 90% der transfizierten Zellen im
Zytosol detektiert (Abb.28 E-H). In den restlichen Zellen wurde das Protein neben dem
Zytoplasma auch im Zellkern beobachtet. Geminin aus der Maus war dagegen in jeweils
50% der Falle entweder nur im Zytosol oder in beiden Kompartimenten, im Kern und im
Zytoplasma, nachzuweisen (Abb.28 A-D). Murines Geminin besitzt bei ansonsten
struktureller Konservierung der A-und B-Doméne kein putatives Kernexportsignal
(Abb.25) (Gorlich and Kutay, 1999). Blockierung des Exportin Proteins CRM1 (Nishi et
al., 1994; Fukuda et al., 1997) mit Leptomycin B (10ng/ml), einem Pilztoxin, fiihrte zu
iiberwiegenden Lokalisation des GFP-HA-Gem Proteins im Zellkern (Hendrik Knotgen,
personliche Mitteilung). Dies impliziert einen aktiven Transport des Fusionsproteins in
den Nukleus, da es zu groB (> M, 30K) fiir passive Diffusionsprozesse ist (Gorlich and
Kutay, 1999).

Resumé:
Geminin aus dem Huhn zeigte eine liberwiegend zytoplasmatische Lokalisation wéihrend
murines Geminin in etwa 50% der Fille neben dem Zytoplasma auch im Zellkern gefun-

den werden konnte.
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Zelluldre Lokalisation des EGFP-HA-mGeminin in
embryonalen Mausfibroblasten

A0 W
- GFP und Dapi
GFP-Fluoreszenz Dapi-Fluoreszenz Fluoreszenz iiberlagert

Zelluldre Lokalisation des EGFP-HA-Geminin in
embryonalen Hiihnerfibroblasten

o GFP und Dapi
GFP-Fluoreszenz Dapi-Fluoreszenz Fluoreszenz tiberlagert
! Geminin aus dem Huhn
| [ a [ [ T[NES |
| N I . |

Geminin aus der Maus

Abb. 28: Zellulare Lokalisation der Fusionsproteine EGFP-HA-Geminin und EGFP-
HA-mGeminin nach Uberexpression in embryonalen Huhn- bzw. Mausfibroblasten.
(A/E) Abbildung einer embryonalen Maus- bzw. Huhnfibroblastenzelle, die mit dem
Vektor fiir die Uberexpression des Fusionsproteins EGFP-HA-Geminin transfiziert
wurde, im Interferenz- Kontrast. (B/F) Die Fluoreszenz des Fusionsproteins EGFP-
HA-mGeminin ist in 50% der Falle auf das Zytosol beschrankt, in den restlichen Fallen
ist auch eine Lokalisation im Zellkern nachweisbar. In Huhnerfibroblasten ist EGFP
zum Uberwiegenden Teil im Zytoplasma zu finden. (C/G) Die Zellkerne sind durch den
Dapi-Farbstoff sichtbar gemacht. (D) Uberlagerung der GFP- und Dapi-Fluoreszenzen
der in A abgebildeten Zelle. (H) Uberlagerung der Bilder in E F und G. (I) Darstellung
der funktionellen Domanen von Geminin aus Huhn und Maus. (NES) nukledres
Exportsignal.
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3.2.4 UBEREXPRESSION VON GEMININ IM HUHNEREMBRYO

Um die Funktion des Gens Geminin wihrend der frithen Musterbildung in der
Neuralplatte in vivo zu analysieren und um ihm, wenn moglich, eine Rolle innerhalb
bekannter Signaltransduktionswege zuzuweisen, wurde es mit Hilfe der Elektroporation
im Hiithnerembryo iiberexprimiert. Die Embryonen wurden im Primitivstreifenstadium
HH3" bis HH4 elektroporiert und darauf fiir weitere 12h bis 24h in Kultur genommen.
Bei der anschlieBenden Analyse wurden die Embryonen mit Hilfe der [In-situ
Hybridisierung gleichzeitig auf die Expression des Transgens und auf die Expression
eines Markergens hin untersucht. Dabei wurden flir Geminin und das Fusionsprotein
EGFP-HA-Geminin identische Ergebnisse erzielt. Es erfolgte keine Induktion des HMG-
Transkriptionsfaktor SOX2 (Rex et al., 1997), der friih das neurale Ektoderm markiert,
und des Pax-Transkriptionsfaktor Pax3 (Goulding et al., 1991). Dariiberhinaus konnte
keine Aktivierung des friith im nicht neuralen Ektoderm und spéter im dorsalen
Neuralrohr exprimierten TGFB-Faktors BMP4 (Schultheiss et al., 1995; Liem et al.,
1995) nachgewiesen werden. Auch das Homeoboxprotein DLX5 wurde durch die
Uberexpression von Geminin nicht aktiviert (jeweils n=5, Daten nicht abgebildet). Die
Uberexpression von Geminin fiihrte jedoch zur Induktion des Homeoboxgens MSX1 in
jeder transfizierten Zelle (n=20, Abb.29 A/B/D). Erstaunlicherweise schienen alle Zellen
zu dieser Reaktion unabhidngig von ihrer Herkunft fahig zu sein. Die histologische
Untersuchung der Embryonen ergab, da3 beispielsweise MSX1 in allen ektodermalen
Regionen durch Uberexpression induziert werden konnte (Abb.29 D, ecto). Dariiber
hinaus konnte MSX1 auch in mesodermalen Strukturen wie dem Notochord und dem
paraxialen Mesoderm sowie im endodermalen Gewebe des Embryos aktiviert werdeen
(Abb.29 D, meso, endo). In der wildtypischen Situation ist MSX1 im Ektoderm und am
Rand der Neuralplatte, zu keinem Zeitpunkt aber in endo- oder mesodermalen Zellen
exprimiert (Streit und Stern, 1999 a). Die durch die Uberexpression Geminin ausgeldste
Aktivierung der MSX1 Transkription war zellautonom, da nur die transfizierten Zellen
nicht aber die umliegenden Nachbarzellen auf das Geminin Protein reagierten (siche
Vergroflerung in Abb.29 A/B). Die Induktion des MSX1 Gens konnte jedoch nur auf

dem RNA Level nachgewiesen werden, wohingegen eine Detektion des Proteins mit
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Hilfe eines monoklonalen Antikorpers aus der Maus (Liem et al., 1995) nicht moglich
war (Abb.29 E). In diesem Bild ist ein Querschnitt im Bereich des Neuralrohrs eines mit
GFP-HA-Geminin elektroporierten Embryos (Abb.29 D) dargestellt. In diesem Stadium
(HH10) ist MSX1 endogen im dorsalen Neuralrohr erkennbar (Pfeil). Zellen im
ventralen Bereich des Neuralrohrs, die das Fusionsprotein exprimieren (GFP-Fluo-
reszenz), zeigen jedoch keine erkennbare MSX1 Protein Expression, was ja bei Uber-
lagerung der Fluoreszenzbilder als gelbliche Fluoreszenz sichtbar wire. Im Gegensatz zu
RNA war das Protein in keinem der drei Keimblatter nachweisbar (n=3, Daten nicht
gezeigt). Uberexpression des murinen Geminins in Hithner- und Miuseembryonen
fiihrte in keinem der getesteten Félle (Maus n=10, Huhn n=5, Daten nicht gezeigt) zu
einer Induktion von MSX weder auf RNA noch auf Proteinlevel. Dies 146t auf eine
funktionelle Diversitdt in der Rolle von Geminin in verschiedenen Vertebraten schliefen.
Die Experimente zur funktionellen Charakterisierung von Geminin wurden in enger
Kollaboration mit Dr. Hendrik Knétgen durchgefiihrt. Es wurde zunéchst aufgrund der
durch die Uberexpression erzielten Ergebnisse vermutet, dal Geminin eine Rolle bei
Induktion und Spezifikation der Neuralleistenzellen spielte, da es unter anderem die
Neuralleisten spezifischen Markergene Slug und Cadherin-6B aktivierte. Gegen Ende
der Studie wurde jedoch festgestellt, dal es sich bei den durch Geminin vermeintlich
akti-vierten Genen um falsch positive Ergebnisse handelte. Eine genauere Untersuchung
die-ser falsch positiven Signale ergab, dal sie durch die Analysemethode der
Ganzkorper In-situ Hybridisierung zustande kamen. Durch sie wurden transkribierte

Plasmidsequenzen in den elektroporierten Embryonen nachgewiesen (3. 1.10.1).
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CMV GFP-Geminin

P

Abb.29: Uberexpression des Gens Geminin in kultivierten Hiihnerembryonen. Die detek-
tierten Genprodukte sind unter jedem Embryo angegeben. Die Bilder (A-G) sind der Doktorar-
beit von Hendrik Knétgen entnommen. Die Expression des Transgens Geminin ist rot
angefarbt. Die blaue Farbung markiert die analysierte Expression des Markergens. In (E) und
(H) ist die Fluoreszenz des Fusionsproteins GFP-HA-Geminin abgebildet. Die Schnittebene
ist durch eine schwarze Linie angedeuted. Die Expression des Transgens Geminin bzw. des
EGFP-HA-Geminins ist mit einem Pfeilkopf in rot bzw. griin markiert. Eine induzierte Marker-
genexpression ist mit einem schwarzen Pfeilkopf gekennzeichnet. Jede Zelle, die Geminin
exprimierte (A), exprimierte auch MSX1(B). MSX1 wurde sowohl in ektodermalen (F, ecto),
als auch in mesodermalen (F, meso) und endodermalen Zellen induziert (F, endo). Die Ver-
grofRerungen in (A) und (B) zeigen, daf} nur transfizierte Zellen diese Reaktion aufwiesen.
Auch unmittelbar benachbarte Zellen exprimierten kein MSX1. Durch Verwendung des
monoklonalen MSX1 Antikérpers (H, rote Fluoreszenz) konnte gezeigt werden, daf} Zellen die
das GFP-HA-Geminin Fusionsprodukt exprimierten, zwar ebenfalls MSX1 RNA aufwiesen
(n=5, Daten nicht gezeigt), jedoch kein MSX1 Protein exprimierten (n=3, H).

Resumé:
Als Fazit 148t sich aussagen, daB3 allein die Transkription von MSX1 durch Geminin in
allen drei Keimbléattern aktiviert wurde. Ein Nachweis des entsprechenden Geminin Pro-

teins mit einem monoklonalen MSX1 Antikdrper gelang jedoch nicht.
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3.3 Uberexpression von BMP4 und DLX5

Um die Rolle von DLX5 und BMP4 bei Musterbildungsprozessen, die zur Anlage der
Neuralplatte fiihren, aufzuklaren, wurden beide Gene mit Hilfe der Elektroporation wih-
rend der Gastrulation des Hithnerembryos iiberexprimiert. Durch die Uberexpression
eines CMV-BMP4 Vektors konnte DLXS5 (Abb.30 A/B n=8) sowie Geminin (Abb.30 E/
F n=6) im Hithnerembryo nicht aktiviert werden. Es konnte jedoch bestétigt werden, daf3
ektopisches BMP4 Protein in der Lage ist, MSX1 Expression zu aktivieren (Abb.30 C/
D). MSX1 Induktion erfolgte in allen transgenen Zellen, wobei die MSX1 Expression in
autonomer Weise auf die transgenen Zellen beschrinkt blieb (siche VergroBerungen
Abb.30 C/D). Dies ist umso erstaunlicher, als dal} es sich bei BMP4 um ein sekretiertes
Protein handelt, von dem man annehmen sollte, dal es dazu in der Lage wire. Dal} durch
Elektroporation iiberexprimiertes BMP4 jedoch durchaus EinfluB auf die Muster-
bildungsprozesse hat, erkennt man an den morphologischen Verdnderungen der Somiten
und seinem Einflu} auf die Bildung des Neuralrohres. An dem Querschnitt (Abb.30 H)
ist die Dicke des Neuralrohres auf der BMP4 exprimierenden Seite deutlich reduziert.
Die Somitenanlage ist auf dieser Seite ebenfalls wesentlich schwicher ausgeprégt, da es
durch die BMP4 Expression zu einer Lateralisierung des Mesoderms kommt und
mesodermale Zellen respezifiziert werden. Die Expression von Sox2 wurde von BMP4
(Abb.30 G, n=6) nicht beeinfluflt. Dies stimmt insofern mit den Beobachtungen von Pera
et al. iiberein: die Autoren konnten aufler an den Rédndern der Neuralplatte keinen
EinfluBl von BMP4 auf die Etablierung neuraler Identititen feststellen (Pera et al., 1999).
In BMP4 {iberexprimierenden Embryonen kann im Gegensatz zur Uberexpression von
Geminin MSX1 Protein ektopisch in Zellen nachgewiesen werden (Abb.30 J). Die
endogene MSX1 Expression in den dorsalen Neuralfalten und im lateralen
Plattenmesoderm ist durch rote Pfeile gekennzeichnet. Ektopisch MSX1, sowie GFP
exprimierende Zellen im paraxialen Mesoderm sind durch rote bzw. griine Pfeile
markiert. GFP und MSX1 sind nicht co-exprimiert, da der CMV-PTracer Vektor
verwendet wurde und dadurch nur jeweils einer der beiden Promotoren CMV oder EF1a

(siehe auch 3.1.7) aktiv ist.
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CMV-BMP4
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Abb.30: Elektroporation von BMP4 in frithen Hiihnerembryonen. Es wurden die putativen
Zielgene DLXS5 (B), MSX1(D), Geminin (F) und Sox2 (G) auf Induktion oder Repression
durch BMP4 hin untersucht. In (A-F) sind jeweils Doppel-In-situ Analysen dargestellt.,
wobei das Transgen jeweils in rot und das Markergen in blau angefarbt ist. (I-J) Embryonen
wurden mit dem Konstrukt CMV-BMP4-EF 1a-GFP elektroporiert. Die Detektion des MSX1
Proteins erfolgte mit einem monoklonalen Mausantikérper und einem sekundédren
Antikorper aus dem Kaninchen, der eine Fluoreszenzgruppe trigt (568nm). Zellen , die
ektopisch MSX1 bzw. GFP exprimieren, sind durch rote bzw. griine Pfeilkopfe gekenn-
zeichnet. Die Ebene der histologischen Schnitte ist durch eine schwarze Linie markiert.
Endogene Genexpression ist durch einen schwarzen Pfeilkopf hervorgehoben.
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Die Elektroporation des Homeoboxgens DLX5 induziert den TGFp-Faktor BMP4 in
allen transfizierten Zellen (Abb.31 A/B, n=4), war jedoch nicht in der Lage, Geminin
(n=6) und Sox 2 (n=3) in ihrer Expression zu beeinflussen (Daten nicht gezeigt). Eine

zusammenfassende Darstellung der Uberexpressionsexperimente findet sich in Abb.31.

Abb. 31: Uberexpression von CMV-DLX5. Die
CP\-‘W-DLXS detektierten Genprodukte sind jeweils am

= 1 unteren Bildrand angegeben. Die endogene
DLX5 bzw. BMP4 Expression ist durch einen
roten bzw. schwarzen Pfeil hrevorgehoben,
wohingegen ektopisch DLX5 exprimierende
Zellen, die BMP4 co-exprimieren durch einen
roten (A) bzw. schwarzen (B) Pfeilkopf
gekennzeichnet sind.

Expression der Markergene
Transgene | DLX5 BMP4 Geminin Msxl Sox2

BMP4 - n.d. - + -
DLX5 n.d. + - n.d. -
Geminin - - n.d. + -

Abb. 32: Zusammenfassung der Uberexpressionsexperimente der
durch den CMV Promotor angetriebenen Expression von BMP4, DLX5
sowie Geminin entsprechend der analysier-ten Markergene. Eine
Induktion ist mit einem "+", keine Induktion mit einem "-" angedeutet

Resumé:
1) Durch Uberexpression von BMP4 konnte lediglich ein EinfluB auf die Aktivierung
von MSX1 nachgewiesen werden, wobei es auch zur Translation von Protein kam.

2) DLXS5 wiederum fiihrte zur ektopischen Expression von BMP4 RNA.
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4. DISKUSSION

., Experimente sind Fragen an die Natur. Es ist nicht genug, daf3 man verstehe, der Natur
Daumenschrauben anzulegen;, man muf3 auch verstehen konnen, wenn sie aussagt.”

Arthur Schopenhauer

"It cannot be that axioms established by argumentation suffice for the discovery of new
works, since the sublety of nature is greater many times over than the sublety of

arguments" Francis Bacon

Die Diskussion ist in Analogie zum Ergebnisteil in zwei Abschnitte untergliedert. Im er-
sten Teil werden die Vorziige und Nachteile der verschiedenen experimentellen Elektro-
porationsansétze in Embryonen verschiedenen Alters gegeniibergestellt sowie die Prob-
lematik der Analyse elektroporierter Embryonen erldutert. Im zweiten Abschnitt werden
die Effekte der ektopischen Uberexpression von Geminin, BMP4 und DLXS5 auf die

Musterbildung wihrend der Formation der Neuralplatte diskutiert.

4.1 Elektroporation

4.1.1 ELEKTROPORATION VON KULTIVIERTEN EMBRYONEN

Die Transfektion junger Embryonen im Stadium HH4 ist entscheidend fiir die Unter-
suchung, welche Bedeutung musterbildende Einfliisse einzelner Faktoren wihrend der
Gastrulation haben. Mit Hilfe der Elektroporation 1d6t sich in allen Keimblittern des
Embryos in kurzer Zeit eine hohe Genexpression erzielen (siche Abb.14 A-E). Diese
Kombination aus hoher Transfektionseffizienz und der Gewéhrleistung einer starken
Expression in einer kurzen Zeitspanne zeichnet diese Methode im Vergleich zu

Lipofektion, Genkanone und der Infektion mit Retroviren aus. Die Effizienz der Trans-
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fektion ist dabei der Hohe der angelegten Potentialdifferenz proportional. Bis zu jenem
Schwellenwert, ab dem zellschddigende Einfliisse die Oberhand gewinnen, nimmt dabei
die Transfektionseffizienz mit steigender Spannung zu (siche Abb.10 A-F). Dies beruht
auf der Tatsache, daB mit zunehmender Spannung sich sowohl die Zahl der Zellen
erhoht, die unter den Einflul des elektrischen Feldes geraten, als auch die Membran-
pertubationen dieser Zellen starker ausgeprégt sind (siche Einleitung).

Eine stabile langanhaltende und hohe Expression eines transgenen Proteins ist Voraus-
setzung, um seinen Einfluf} auf die Musterbildung verfolgen zu konnen. Daher wurden
drei verschiedene Promotoren, MIW, SV40 und CMV im Elektroporationssystem getes-
tet (siche Abb.12). Die viralen Promotoren SV40 und CMV kontrollieren im normalen
Vermehrungszyklus der Viren die Expression essentieller Gene fiir ihre Replikation. Es
werden daher extrem viele Kopien dieser Genprodukte hergestellt. Dies hat zur Folge,
daf} diese Promotoren in der Lage sind, sehr effizient Genexpression in eukaryontischen
Zellen zu vermitteln. Im Promotor MIW sind {iberdies Teile des B-Aktin Promotors
enthalten, der ebenfalls universell in fast allen Zelltypen aktiv ist.

Im Gegensatz zu der hier durchgefiihrten Studie gibt es in der Literatur jedoch auch
Hinweise dafiir, da die Effektivitit dieser Promotoren sowohl spezies- spezifisch wie
auch vom Zelltyp abhdngig zu sein scheint. Daher konnen quantitative Analysen zur
Promotorstirke haufig nicht problemlos aus anderen experimentellen Systemen iiber-
nommen werden. Dies muf3 bei der Wahl der Promotoren fiir den Einsatz in anderen
experimentellen Systemen beriicksichtigt werden. Elektroporationsdaten am Hoden der
japanischen Wachtel (Coturnix coturnix japonica) ergaben beispielsweise, dafl der SV40
Promotor und der Miw Promotor gleichermallen stark aktiv waren (Sugihara et al.,
2000), wohingegen eine Studie am Ovidukt von Hithnern (Gallus domestica) zeigte, dal3
der Miw Promotor wesentlich aktiver war als der SV40 Promotor (Ochiai et al., 1998).
Die Autoren fiihrten dies auf unterschiedliche Ausstattung an limitierenden
Transkriptionsfaktoren zuriick.

Die Verwendung des CMV Promotors, der als einer der stirksten Promotoren die
Transkription von Genen in eukaryontischen Zellen vermitteln kann (Boshart et al.,
1985), bietet sich aus praktischen Erwigungen an. Einschriankungen hinsichtlich des

Zelltypes und des Alters der Embryonen konnten nicht beobachtet werden.
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Eine gezielte Lokalisierung des Transfektionsbereiches erwies sich aufgrund der
ausgepragten Zellwanderungen wihrend der friithen Morphogenese als schwierig (siche
Ergebnisse 1) und konnte allenfalls durch gewebe- und entwicklungsspezifische Promo-
toren erreicht werden (Nony et al., 1998; Itasaki et al., 1999). Allerdings ist die Zahl der
analysierten und charakterisierten Promotorsequenzen im Huhn vorldufig gering und die
Verwendung heterologer Promotoren aus Frosch und Maus unter Umstinden mit
Schwierigkeiten verbunden, da sich Promotorsequenzen hinsichtlich der Zahl und Art
von Bindestellen regulatorisch wirkender Proteine unterscheiden kénnen. Die Vorteile
eines ubiquitdr aktiven Transfektionsystems, das Proteinexpression auf hohem Level
vermittelt, wird jedoch fiir die meisten Fragestellungen tiberwiegen.

Durch die Verwendung von GFP Expressionsvektoren konnen die transgenen Zellen be-
reits nach 4 Stunden im lebenden Embryo identifiziert werden, wobei nach 24 Stunden
der maximale GFP Expressionslevel erzielt wird.

Die Frage, ob GFP Expression auf lebende Zellen toxisch wirkt, fand widerspriichliche
Antworten (Alexander und Lee, 1997; Liu et al., 1999). Als sicher darf gelten, da} eine
lange wihrende Anregung von GFP zur Bildung toxischer Radikale fithren kann (Clon-
tech, 1996). Die Tatsache, da3 die Fluoreszenz in elektroporierten Embryonen nach 72
Stunden leicht riicklaufig ist, kann zum Teil auf die Tatsache zurlickgefiihrt werden, daf3
GFP exprimierende Zellen einen programmierten Zelltod durchlaufen koénnten (Liu et
al., 1999). Wahrscheinlicher ist jedoch, da3 das Protein zum Teil degradiert und durch
die andauernde Zellproliferation ausgediinnt wird.

Die Expression des Transgens hing ab von der Hohe der injizierten Plasmidkonzentration.
Die Konzentration der injizierten DNA Losungen betrug zwischen 1 und 5 pg/ul, wobei
sich die injizierte DNA Menge in etwa auf 10-20 pl fiir HH4 Embryonen belief. Geringere
DNA Konzentrationen brachten keine guten Transfektionsergebnisse (Daten nicht ge-
zeigt). Diese Konzentration liegt um den Faktor 1000 hoher als die {iblicherweise zur
Transfektion von Zellen in Zellkulturen verwendeten DNA Menge (~2 pg/ml). Vermut-
lich ist die Akzessibilitdt der Zellen durch die dichte extrazellulire Matrix im Gewebe-
verband stark eingeschriankt, so dall eine hohe DNA Konzentration verwendet werden
muf, um zu gewihrleisten, daB DNA Strange bis zur Zellmembran vordringen konnen.
Eines der auffallendsten Ergebnisse bei der Elektroporation von jungen Embryonen ist die

ausgeprigte unilaterale Transfektion (siche Abb.11). Der iiberwiegende Anteil der trans-
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genen Zellen liegt dabei auf der Seite des Embryos, der dem Einflu3 der Anode ausgesetzt
war. Dies konnte durch den kombinatorischen Effekt zweier Phidnomene zustande
kommen:

1. Die Elektrophorese der DNA Losung in Richtung der Anode

2. Die Depolarisation der Membran der Zellen auf der Anodenseite und der

Hyperpolarisation auf der Kathodenseite.

Die Stirke der Depolarisierung und damit das Erreichen der Durchbruchspannung (siche
Einleitung 3) ist ausschlaggebend fiir die Fahigkeit der Zellen DNA aufzunehmen. De-
polarisierte Zellen nehmen offensichtlich wesentlich leichter DNA auf als hyperpolari-
sierte.

Charakteristisch war, daf} in rostralen Arealen, insbesondere im Bereich des sich differen-
zierenden ZNS die unilaterale Transfektion stirker ausgeprigt war als im Vergleich zu
caudalen. Fiir diesen Sachverhalt konnte noch keine plausible Erkldrung gefunden
werden. Die héufig auftretende Transfektion von lateral gelegenen transfizierten Zellen,
die hdufig auf der kontralateralen, also der Kathoden-Seite (siche Abb.11) zu finden sind,
kann vermutlich durch das starke elektrische Feld direkt an den Elektroden erklért werden
(Siehe Abb.14 E). Dadurch nehmen die Zellen trotz der Hyperpolarisation in geringem
Mafle DNA auf. Da die Feldstirke zur Mitte hin abnimmt, sind jedoch medial gelegene

Zellen auf der Kathodenseite dazu offenbar nicht mehr in der Lage.

Zusammenfassend kann man sagen, da} die Elektroporation eine geeignete Methode ist,
frithe Entwicklungstadien des Hiihnerembryos zu transfizieren und dadurch den Einfluf3
verschiedender Gene auf die Gastrulation zu untersuchen. Allerdings kann mit diesem
Ansatz weder die ektopische Genexpression zielgerichtet (abgesehen von der embryo-
nalen Seite) gesteuert werden, noch konnen Aussagen iiber spitere Effekte des iiberexpri-

mierten Genes (liber Stadium HH12 hinaus) gemacht werden.
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4.1.2 ELEKTROPORATION UND RETRANSPLANTATION VON EXPLANTATEN

Durch die Elektroporation von Explantaten konnte die Problematik der lokal begrenzten
Elektroporation umgangen werden, da die Lokalisierung durch die Explantatwahl er-
reicht wurde.

Bei der Transfektion von Explantaten aus der Neuralplatte hat sich asymmetrischer
Aufbau der Elektroden bewihrt, wobei die punktféormige Elektrode mit der Anode
verbunden wurde. Das dadurch aufgebaute inhomogene Feld hat wesentlichen Einfluf3
auf die Transfektionseffizienz. Bei der Elektroporation in einem homogenen Feld waren
die transgenen Zellen in geringer Dichte iiber das Explantat verstreut, wihrend sie nach
der Transfektion in einem inhomogenen Feld an einer Stelle lokalisiert waren (siche
Ergebnisse 2).

Es konnte im Rahmen dieser Arbeit festgestellt werden, daB3 die Elektroporation der Ex-
plantate umso effektiver war, je geringer der Abstand zwischen dem Gewebestiick und
der punktformigen Elektrode war. Betrachtet man den Verlauf der Aquipotentiallinien an
einem punktformigen Leiter (Abb.5) so wird deutlich, dal nahe am Leiter die Spannung
in einem sehr kleinen Bereich stark abfillt. Dieser starke Spannungsabfall ist jedoch wie-
derum die Ursache fiir die Porenbildung in der Zellmembran.

Der Einsatz dieser punktféormigen Elektrode bei der Elektroporation von HH4 Embryonen
in New Kultur hatte sich jedoch nicht bewédhrt, da hierbei die Anode direkt auf den noch
diinnen, lediglich zweischichtigen Embryo aufgesetzt werden muflte, und es wihrend der
Pulse unvermeidlich zur Zerstdérung des umliegenden Gewebes kam. Wird jedoch der
Elektrodenabstand weiter gewihlt, so blieb der Vorteil, den dieser asymmetrische Aufbau
bot, nicht mehr gewahrt.

In der eingesetzen Kollagenkultur entwickelten sich die Gewebeexplantate isoliert vom
iibrigen embryonalen Kontext. Der Retransfer der elektroporierten Explantate in Empfén-
gerembryonen war zwar arbeitstechnisch etwas aufwendiger, gewihrleistete jedoch, daf3
die transfizierten Zellen des Explantates unter den musterbildenden Einflu3 von Signal-
molekiilen aus den einzelnen Keimbléttern des Embryos kamen (Gaiano und Fishell,
1998). Eine homotopische Transplantation ist dabei nicht unbedingt Voraussetzung, es sei
denn die Explantate wurden mit Faktoren transfiziert, von denen vermutet wird, daf sie
Segregation von Neuroektoderm und Oberflichenektoderm beeinflussen. Die Methode

bietet sich vornehmlich an, um in Explantaten erzielte Resultate zu verifizieren.

120



4. DISKUSSION

Determinierung des Zellschicksals, der regionalen Identitdt und des Phinotyps der Zellen
in dem sich entwicklenden ZNS, Prozesse, die durch Signale von Mesoderm und
Endoderm gesteuert werden (Tanabe und Jessel, 1996), sind Beispiele, die mit Hilfe

derartiger Retransplantationsexperimente adressiert werden konnten.

4.1.3 ELEKTROPORATION IM ET

Fir die Transfektion élterer (HH10-HH12) Embryonen im Ei wurden neben einer
parallelen Anordnung der Platinelektroden auch ein asymmetrischer Aufbau eingesetzt.
Die Anwendung eines asymmetrischen Elektrodenaufbaus, bestehend aus einer spitzen
Wolframelektrode (40 pum Durchmesser), die mit der Kathode verbunden und in das
injizierte Gewebe eingestochen wird, wobei die Anode aus einem langen Platindraht
besteht, der entlang der Léngsachse des Embryos liegt, bietet mehrere Vorteile:
1. Isolierende Einfliisse anderer Gewebestrukturen auf die Zielzellpopulation wird ver-
mieden, was wiederum erlaubt, die zu transfizierende Region stark einzuschrianken.
2. Es konnen kleine DNA Mengen und geringe Fliissigkeitsvolumen injiziert werden.
Eine Tatsache, die die Transfektion von Mesoderm erleichtert (Momose et al., 1999).
3. Da die Reichweite des elektrischen Feldes in Folge dieser Anordnung begrenzt wird,
kommt es zu einer allgemeinen Verringerung der Cytotoxizitit. Zum einen steigt bei
dieser Methode die Uberlebensrate der Embryonen an, zum anderen kénnen auch
Embryonen jlingerer Entwicklungsstadien in ovo elektroporiert werden.
Die Elektroporation in ovo bietet somit gegeniiber der Elektroporation in New Kultur
den Vorzug, spitere Musterbildungsprozesse wihrend der Organogenese wie die Eta-
blierung der Grenze zwischen Mittel- und Hinterhirn (Ye et al., 1999) und Differenzie-
rungsvorgdnge im Endoderm wie etwa die Induktion der Pankreasanlage zu untersu-
chen (Grapin-Botton et al., 2001).
Da das sich entwickelnde ZNS ein abgeschlossenes Lumen umschlieft, bietet es sich als
Ziel fiir Uberexpressionsstudien besonders an (sieche Abb.17). Dadurch kénnen sowohl
Prozesse wihrend der Ausbildung des visuellen Systems (Abb.17 G/H) in ihrer
molekularen Natur adressiert als auch die Wanderungsbewegungen der Neuralleistenzel-
len untersucht und beeinflufit werden (Abb.17 C/D). Die gezielte Elektroporation von

Endoderm durch dorso ventral angeordnete Elektroden wird durch die Tatsache er-
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schwert, dal man keine direkte optische Kontrolle {iber den Injektionsort besitzt, da
durch den Embryo hindurch injiziert wird.

.Durch die Elektroporation von replikations-kompetenten Retroviren kdnnten die Vor-
teile beider Expressionssysteme kombiniert werden. Zum einen konnte man Expression
des Transgens in einem kurzen Zeitrahmen (~2h) nach der Transfektion erwarten, zum
anderen wiirden sich die Viren vermehren und weitere Bereiche des Embryos

transfizieren, so daf} sich das Ausmal} der Transfektion erh6hen wiirde.

4.1.4 ELEKTROPORATION VON MAUSEEMBRYONEN

Die ektopische Uberexpression von Genen withrend der Neurulation des Miuseembryos
(Stadium 8.5-9.5) erlaubt die Analyse der jeweiligen Genfunktion sowohl im wild-
typischen -als auch aufgrund der zahlreichen Mauslinien mit Genverlustmutationen- im
mutanten Kontext. Allerdings ist die Kultivierung der elektroporierten Embryonen tech-
nisch anspruchsvoller. Sie erfordert u.a. die Begasung mit speziellen Gasgemischen.

Das Schliefen des Neuralrohres erfolgt in Méausen erst in spiteren embryologischen
Stadien als bei vergleichbaren Hithnerembryonen. Im Stadium 8.5 d.p.c. bildet das Neu-
ralrohr bei Mausen noch kein Lumen aus, in das DNA Losung injiziert werden kann,
wohingegen das umgebende Mesenchym bei dieser Tierart bereits gut ausgebildet ist.
Zusammen mit der zylinderférmigen und nicht flachen, scheibenférmigen Embryo-
struktur wie beim Huhn diirfte dies der Grund dafiir sein, warum die Transfektion des
Neuroepithels in der Maus wesentlich schwieriger zu bewerkstelligen und im Schnitt
ineffektiver ist. Die Expression des Transgens konnte in etwa 90% der Fille nur im

Mesoderm beobachtet werden (Abb.19 C).
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4.1.5 PROBLEMATIK DER CO-EXPRESSION ZWEIER PROTEINE IN EINER
ZELLE

4.1.5.1 Vektor mit 2 Transkriptionseinheiteten (Promotoren)

Co-Expression zweier ektopisch exprimierter Proteine in einer Zelle ist Voraussetzung,

will man sowohl den Effekt eines Genes studieren als auch die transfizierten Zellen

phénotypisch etwa durch Expression eines Markers wie GFP identifizieren.

Bei der Elektroporation des CMV2TM-PTracer Vektors, der den CMV- und den EFla—

Promotor enthilt, wurde festgestellt, dal die Expression der unter ihrer Kontrolle

stehenden Proteine zwar in iiberlappenden Doménen stattfand, aber auf Einzelzellebene

jeweils nur eines der beiden Gene in einer Zelle transkribiert und translatiert wurde

(siche Abb.20).

Diese Effekt konnte verschiedene Ursachen haben, die im folgenden erldutert werden:

1. Die Stillegung eines Promotors durch limitierende Transkriptionsfaktoren, ein Prozef3
der als "squelching" bekannt ist.

2. Die Inaktivierung eines Promotors durch das Tumorsuppressorprotein p53.

3. Das Durchlesen der RNA Polymerase II blockiert den zweiten Promotor.

4. Differentielle Methylierungseftekte.

4.1.5.1.1 Squelching

Die Tatsache, daB3 jeweils nur der CMV-Promotor oder der EF1a—Promotor in den je-
weiligen Zellen aktiv war, konnte auf dem sog. "squelching" Effekt beruhen. Eukary-
ontische Genregulation kann man als Wechselspiel zwischen aktivierenden und repri-
mierenden Einfliissen betrachten. Die Transaktivierung von Genen unterliegt einer
multiplen Kontrolle und involviert typischerweise die Bindung von Transkriptionsfak-
toren an regulatorische Stellen innerhalb des Promotors. Infolge limitierter Mengen an
Komponenten des Transkriptionskomplexes kann die Expression von Genen, die der
Kontrolle eines schwicheren Promotors unterliegen, verhindert werden. Transkrip-
tionsfaktoren kdnnen mit verschiedenen Untereinheiten wie TFIIB oder TFIID (Pugh
und Tjian, 1992) des Polymerase II Holoenzyms interagieren. Da verschiedene Subtypen

von TFIID existieren, die sowohl mit allgemeinen wie auch mit zelltyp-spezifischen
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TAFs komplexiert sind, kann sowohl die gesamte TFIID abhingige Transkription oder
nur ein Subset von Promotoren von "squelching" betroffen sein (Cahill et al., 1994).
Interessanterweise beeinflussen auch zahlreiche Viren die Anzahl der Co-Aktivatoren in
einer Zelle und steuern dadurch ihre eigene Replikation (Martin et al., 1990; Moran,
1993). Der Effekt des "squelching" scheint meistens auf episomale Zielgene beschrinkt
zu bleiben, wohingegen endogene Gene vermutlich aufgrund ihrer Einbettung in die
Chromatinstruktur davon nicht betroffen zu sein scheinen (Natesan et al., 1997).

Da die elektroporierten Plasmide episomal im Zytoplasma vorliegen und nicht ins
Genom integriert werden, konnten ihre Promotoren besonders anfillig fiir Squelching
Effekte sein. Unterschiede in der Sensitivitit des CMV und des EFlo Promotors
konnten dafiir verantwortlich sein, da3 in zwei Dritteln der transgenen Zellen der EFla

Promotor und in den iibrigen der CMV Promotor aktiv ist (siche Abb.20).

4.1.5.1.2 Inaktivierung eines Promotors durch p53

Eine Akkumulation des Tumorsupressorproteins p53 im Zellkern fiihrt zur Arretierung
des Zellzyklus in der G1 Phase und zur Apoptose (Hartwell und Kastan, 1994). Aus-
gelost wird die pS3 abhingige Signalkaskade durch eine Reihe genotoxischer Agentien,
die zu Briichen im DNA Strang fiihren (Nelson und Kastan, 1994), aber auch
Hitzeschock und Hypoxie (Renzing und Lane, 1995) konnen diese Folge haben. Das
Protein p53 wirkt zum einen als klassischer Transkriptionsaktivator, indem es als Tetra-
mer (Jeffrey et al., 1995) an 4 tandemartig angeordnete 5 bp lange Konsensussequenzen
im Promotorbereich bindet (Cho et al., 1994). Daneben reprimiert p5S3 Promotoren, die
das identifizierte Sequenzmotiv GGAACTGG enthalten (Shiio et al., 1992). Beispiele
hierfiir sind der Promotor des Retinoblastoma-Genes oder der SV40 Enhancers/
Promotors (Jackson et al., 1993) als auch eine Reihe viraler Promotoren, wie CMYV,
RSV-LTR und HSV (Hall et al., 1996; Santhanam et al., 1991; Subler et al., 1992), die
dieses Strukturmotiv allerdings nicht besitzen. Liu und Berk konnten zeigen, dafl nur
stimulierte, nicht jedoch basale Transkription von Promotoren unterbunden wird, die
eine TATA Box enthalten (Liu und Berk, 1995).

Transfektion von Geweben sowie einzelnen Zellen durch Elektroporation bzw. Calcium-
phosphat fiihrt zu einer temporéren Stre3situation der Zellen und damit zu einer Aktivie-

rung von p53 (Renzing und Lane, 1995). Unterschiedliche Transfektionseffizienzen und
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ein variables Ausmalf} der Genexpression in verschiedenen Zelltypen sind daher auf ein
schwankendes Niveau der intrazelluldren p53 Konzentration zuriickzufiihren (Allamane
et al., 2001).

Die Beobachtung, dafl bei der Transfektion des P-Tracer Vektors eine gleichzeitige
Expression von BMP4 und GFP nicht erreicht wurde, konnte daher auf derartige durch
p53 hervorgerufene Effekte zuriickzufiihren sein. Bei der Elektroporation werden Zellen
ebenfalls einer tempordren StreBsituation ausgesetzt. Dadurch kommt es zu einer
Aktivierung der intrazelluldren p53 Sigalkaskade. Es ist denkbar, dal der CMV und der

EFla Promotor unterschiedlich sensitiv auf die zelluldre p53 Konzentration reagieren.

4.1.5.1.3 Durchlesen der RNA Polymerase blockiert den 2. Promotor

Im Rahmen dieser Studie konnte gezeigt werden, daB3 die Transkription des elek-
troporierten Vektors nicht effektiv an den vorhandenen Polyadenylierungssignalen,
BGH-PolyA bzw. SV40 PolyA abbricht. Die RNA Polymerase liest {iber diese Signale
hinweg und fallt 1-2kb abwirts dieser Sequenzen von der Matrize ab.

Obwohl diese primdren RNA Transkripte nur sehr kurzlebig sind, ist es vorstellbar, daf3
dies eine zusitzlichliche Moglichkeit darstellt, wodurch der EFla bzw. der CMV—Pro-
motor im P-Tracer Vektor abgeschaltet wird. Diese Transkripte blockieren sterisch das
erneute Binden der RNA Polymerase II an diesen Promotor. Transkriptionsinitiation von
diesem zweiten Promotor wére demnach nur in Zellen moglich, in denen die Aktivitit
des eines Promotors verringert wurde. Stochastisch wére demnach zu erwarten, daf} in

jeweils 50% der Zellen einer der Promotoren aktiv ist.

CMV Abb.33: Die durch das Drchlesen der RNA

Polymerase Il erzeugten primaren Trans-
kripte blockieren den zweiten Promotor,
wodurch das Enzym nicht mehr binden
kann.

CMV-PTracer CMV-PTracer

EFta

EFia

4.1.5.1.4 Differentielle Methylierung
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Daneben konnte auch eine differentielle Methylierung von CpG Inseln im Promotor-
bereich fiir die selektive Abschaltung der durch die Promotoren CMV und EFla
gesteuerten Transkription als epigenetischer Mechanismus in Betracht kommen (Baylin

et al., 1998; Schmutte und Jones, 1998).

Auch andere Effekte der CMV vermittelten Transkription miissen beachtet werden. Da
der CMV Promotor in manchen Fillen auch mit endogenen Promotoren um limitierende
Faktoren des Transkriptionskomplexes konkurriert, kann die normalerweise transak-
tivierende Wirkung einzelner Proteine in eine transreprimierende Wirkung umge-
wandelt werden und dadurch Ergebnisse verfialschen (Reddy et al., 1995). Dariiberhinaus
kommt es durch die starke Transkription zu einer unphysiologisch hohen Konzentration
des transfizierten Proteins, das gegebenenfalls toxisch auf die Zellen wirken kann. Daher
sollte bei Uberexpressionsexperimenten, vor allem wenn putative Transkriptions-aktiva-
toren auf ihre Funktion getestet werden, als Kontrolle ein schicherer Promotor wie der
ADH (Alkohol Dehydrogenase Promotor), der 100 mal schwicher als der kanonische
CMYV Vektor ist, verwendet werden (Lee et al., 1998).

4.1.5.2 Co-Elektroporation zweier Plasmide

Es wurden zwei CMV getriebene Expressionsvektoren, die entweder das bakterielle
Enzym [-Galaktosidase bzw. RFP oder RFP und GFP enthielten, sowohl im dquimo-
laren Verhiltnis als auch im Verhiltnis 5/1 gemischt. Elektroporierte Embryonen
wurden auf die Co-Expression beider Proteine hin untersucht (siche Ergebnisse Abb.
19). Dabei zeigte sich, da3 im Falle von RFP und GFP der Grad der Co-Expression bei-
der Proteine in den Zellen zunahm, wenn eines der beiden Gene im Vergleich zum
anderen unterreprisentiert war (Mischungsverhiltnis). Zwar verringerte sich in diesem
Fall die Zahl der Zellen, die nur GFP exprimierten, jedoch nahm der Grad der Co-
Expression beider Proteine zu. Fiir Anwendungen, in denen GFP als Marker eingesetzt
wird, sollte daher das Verhiltnis zwischen dem zu untersuchenden Gen und GFP etwa 5/
1 oder sogar 10/1 betragen. Ein dhnliches Ergebnis beziiglich des dquimolaren Mischens
zweier Plasmide fiir die in ovo Elektroporation ist auch in der Literatur erwéhnt (Mathis

et al., 2001). Wurden zwei Plasmide gemischt, die B-Galaktosidase bzw. RFP enthielten,

126



4. DISKUSSION

ergab sich ein dhnliches Bild. Ungefdhr 40% der Zellen exprimierten nur eines der
beiden Proteine (Abb.21 C/D).

Erschwert wird die quantitative Analyse jedoch durch die Tatsache, daB sich der Nach-
weis beider Proteine aufgrund unterschiedlicher methodischer Ansétze beziiglich der
Sensitivitdt unterscheidet. Die Detektierung der vom LacZ Gen kodierten 3-Galaktosi-
dase erfolgt indirekt in einer enzymatischen Reaktion, wohingegen das RFP Protein
durch sein rotes Emissionsspektrum direkt nachgewiesen werden kann. Da sich die enzy-
matische Reaktion zeitabhingig intensiviert, konnen dadurch auch sehr kleine Zellen,
die in einem nur sehr geringen Ausmal} das Transgen exprimieren, als positiv eingestuft
werden. Das geringe Niveau einer intrazelluliren RFP Expression wére in diesem Falle
nicht nachweisbar. Daher ist es offenkundig, daB3 bei einem direkten Vergleich ten-
denziell mehr Zellen als positiv hinsichtlich einer B-Galaktosidase Expression gewertet
werden als fiir RFP.

Als Alternative zur Co-Elektroporation zweier Plasmide bietet sich noch die
Verwendung von IRES Sequenzen an, die es erlauben, zwei Proteine von einer mRNA
zu translatieren.

Untersuchungen haben gezeigt, daf3 die Translationsinitiation an IRES Sequenzen héufig
sehr ineffektiv ist und dariiberhinaus von der Lage und Natur der einzelnen Cistrone
abhingig ist (Hennecke et al., 2001). Zelluldrer Stress infolge der Elektroporation sollte
die Translationsinitiation an IRES-Sequenzen begiinstigen, da gezeigt werden konnte,
daBl Translation von mRNAs, die eine Kappe besitzen, unter Aminosduremangel und
Zellstress unterbunden wird (Fernandez et al., 2001). Eine Verschiebung hinsichtlich
priaferentiell translatierter mRNAs geht einher mit einer verringerten Phosphorylierung
des Kappen-Bindungsproteins eIF4E. Dieser Sachverhalt konnte jedoch in den im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten nicht bestitigt werden. Aufgrund
der beobachteten langen Zeitspanne (mindestens 36 Stunden) zwischen Transfektion und
Expression durch IRES Sequenzen kontrollierter cDNAs erscheint zumindest der
Einsatz von IRES-Vektoren, die eine partiell inaktivierte IRES Sequenz besitzen, fiir die

Elektroporation von Wirbeltierembryonen bei Kurzzeitexperimenten wenig praktikabel.
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4.1.6 ENTSTEHUNG FALSCH POSITIVER SIGNAle IN DER ISH ANALYSE

Eine vergleichende Auswertung der Ergebnisse bei der ISH Analyse elektroporierter
Embryonen hat gezeigt, daB3 es bei der Verwendung von Dig In-situ Proben, die von
einer auf dem Blueskript Vektor basierenden Matrize generiert wurden, zur Entstehung
von falsch positiven Signalen kommt (siche Abb.22). Die Ursache hierfiir liegt zum
einen in einer ineffizienten Termination der Transkription des elektroporierten Vektors
durch die Polymerase II, zum anderen in der Existenz Dig markierter Vektor RNA in den
In-situ Proben. Damit es in der ISH Analyse zur Entstehung eines Signals kommt, das
nichts mit der tatsdchlichen Expression des vermeintlich analysierten Proteins zu tun hat,

miissen daher zwei Vorrausetzungen erfiillt werden:

1. Die Existenz transkribierter Plasmidsequenzen zusitzlich zu derjenigen des iiberex-
primierten Genes. Sie werden gebildet durch ineffiziente transkriptionelle Termination
der RNA Polymerase II.

2. Das Vorhandensein von Dig markierter RNA, die durch die Transkription des Vektors

bei der Generierung der In-situ Probe entsteht.

Prinzipiell kann jedoch durch die markierten Proben sowohl RNA als auch DNA nach-
gewiesen werden. Es ist daher vorstellbar, dal nicht RNA in den elektroporierten
Embryonen nachgewiesen wird sondern der transfizierte Vektor selbst. In der folgenden
Argumentation werden u.a. einige Sachverhalte erortert, die gegen eine Detektion von

Vektor DNA sprechen.

4.1.6.1 Polymerase II terminiert nicht effektivam BGH Poly A Signal

Transkriptionelle Termination ist ein wichtiger Prozess, um die Genexpression zu ver-
starken und gewéhrleistet die Wiederverwendung der Polymerase II (Dieci und Sentenac,
1996; Dye und Proudfoot, 1999). Man kann die Termination unterteilen in die Abspaltung
des wachsenden Transkriptes von der Polymerase, das unabhidngig vom Polyadenylie-
rungssignal ist, und in das vom Polyadenylierungssignal abhdngige Abfallen der
Polymerase vom DNA Strang (Dye und Proudfoot, 2001). Die Abspaltung des primiren
Transkriptes erfolgt zufallsabhingig 200-2000 Basenpaare abwirts vom Polyadenylie-

rungssignal und wird von dort liegenden Sequenzabschnitten gesteuert (Tantravahi et al.,
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1993; Birse et al., 1997). Anschlieend erfolgt eine Spaltung und Prozessierung des
primdren Transkriptes am Polyadenylierungssignal, die das Anhéngen eines Poly-A-
Schwanzes 3" und das Hinzufiigen einer Kappe am 5 Ende umfaf3t. Dadurch wird die
fertige mRNA stabilisiert, wihrend der Rest der RNA durch Ribonukleasen degradiert
wird. Zusétzlich ist eine co-transkriptionelle Kopplung zwischen Termination und Pro-
zessierung gegeben, die unter anderem in dem fiir die Termination notwendigen Heraus-
schneiden des letzten Introns besteht (Proudfoot, 2000; Cook, 1999).

Infolge des Durchlesens der RNA Polymerase iiber das Polyadenylierungssignal hinaus
werden kontinuierlich Transkripte von Sequenzen des elektroporierten Vektors gebildet
(siche Abb.23). Das Ampicillin-Gen, das die Antibiotika-Resistenz der transgenen Bak-
terien vermittelt, liegt auf dem CMV-Expressionsplasmid in umgekehrter Orientierung
ungefdhr 1.5 kb abwirts vom Polyadenylierungssignal. Es werden offenbar stindig
Gegenstrangsequenzen unter anderem dieses Gens produziert. Obwohl diese RNA
Fragmente in der lebenden Zelle rasch wieder degradiert werden, sorgt die starke
Aktivitdit des CMV Promotors dafiir, da3 zu jedem Zeitpunkt, wenn auch in geringem
Ausmal, antisinn Ampicillin RNA Transkripte sowie weitere transkribierte Vektorse-
quenzen vorliegen.

DaB3 durch die Dig markierten In-situ Sonden tatsdchlich Vektor und Ampicillin
Transkripte in elektroporierten Embryonen nachgewiesen werden konnen, belegt die
Tatsache, dal} bei Verwendung von Expressionsvektoren, die eine Kanamycin- anstelle
einer Ampicillin-Resistenz tragen, keine positiven Zellen in der Ganzpréiparat In-situ
Analyse detektiert werden kdnnen.

Es konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden, da3 auch Sequenzbereiche zwischen dem
BGH-Poly-A-Signal des Vektors und dem Ampicillin Gen fiir die Generierung der falsch
positiven Signale verantwortlich sind. In dieser Region liegt auch der fiir die Replikation
in E. coli notwendige ColE1 Ori in gleicher Orientierung wie das Ampicillin Gen (siehe
Abb.34).

Da die verschiedenen Vektorgenerationen durch neue Kombination bewdhrter Elemente
aus alten Vektoren erzeugt wurden, unterscheidet sich das Riickgrat dieser Vektoren auf
Nukleotidebene nur marginal. So ergab eine Blast-Suche (Madden et al., 1996) in der
Vector Datenbank (www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen) mit einer 36 bp Sequenz (Kpnl-
HindIl Fragment aus der MCS von Blueskript) 13 Treffer (Raatikainen et al., 2000).

Inwieweit noch andere Bereiche des verwendeten Expressionsvektors fiir die Ge-
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nerierung falsch positiver Signal verantwortlich sind, 148t sich nur durch weiterfiihrende

Experimente wie etwa Ribonuklease-Protektions-Essays untersuchen.

4.1.6.2 Keine Detektion von DNA

Mehrere Argumente sprechen gegen eine Detektion von DNA durch die ISH Analyse:

1. Gegen eine Detektion von DNA spricht, daB3 nach der Isolierung von RNA aus trans-
genen Bereichen elektroporierter Embryonen auch nach einer extensiven DNase Be-
handlung durch die RT-PCR Reaktion Ampicillinsequenzen amplifiziert werden konnten
(siche Abb.23). Dariiberhinaus ist es unwahrscheinlich, da3 es durch die auf eine Anrei-
cherung von RNA abgestimmten Puffersysteme der Isolationskits zu einer Extraktion von
episomaler DNA aus dem Gewebe kommt.

2. Werden mit Hilfe der T3 und T7 Promotoren antisinn bzw. sinn Digoxigenin markierte
Ampicillin RNA Transkripte hergestellt (Ampicillin wurde dabei in die MCS des
PBSKII* kloniert), fiihrt die /n-situ Analyse nur im Fall derjenigen Embryonen zu einem
positiven Ergebnis, die mit der sinn Ampicillin Probe (T3 Promotor) hybridisiert wurden
(siche Abb.22 F). Wiirde hingegen Vektor-DNA detektiert werden, die ja als episomaler
Doppelstrang in der Zelle vorliegt, wire bei beiden Proben ein positives Signal zu
erwarten.

3. Mit dem Vektor PBSKII* (Blueskript) elektroporierte Embryonen zeigten ebenfalls
nach Hybridisierung mit Digoxigenin markierten Ampicillin Proben kein positives
Signal. Dies untersiitzt die These, dal RNA detektiert wird insofern, als dieser Vektor
keinen Promotor besitzt, der in eukaryontischen Zellen aktiv ist und die Transkription des
Vektors unterstiitzen wiirde. Wiirde DNA detektiert, so wére in der ISH Analyse ebenfalls
ein positives Signal zu erwarten.

4. Von den elektroporierten Zellen werden wenige Kopien des transfizierten Expressions-
plasmides aufgenommen, wohingegen von der transkribierten RNA viele tausend Kopien
im Cytoplasma vorliegen diirften. Es ist nicht anzunehmen, da3 die Sensitivitdt der
Ganzpréparat /n-situ Methode ausreichend ist, um wenige DNA Molekiile in Form von

DNA-RNA Hybriden nachzuweisen.
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Abb.34: Vorgeschlagenes Modell zur Entstehung von falsch positiven Signalen durch
die ISH Analyse. Wéahrend der Transkription der Vektormatrize kommt es in einem
kleinen Prozentsatz zur Bildung von sinn Transkripten des Ampicillin Gens sowie
weiterer Plasmidsequenzen, die mit der in den Embryonen vorhandenen antisinn
Ampicillin RNA hybridisieren kénnen. Infolge der Dig Markierung der Probe kénnen

Antikdrper Detektion

Signal

diese dann durch Antikérper detektiert werden. (AK) Antikdrper

4.1.6.3 Transkribierte Vektor DNA in In-situ Proben

Bei Fehlen des homologen Promotors initiieren T3 und T7 Polymerase in sehr geringem
Ausmal} auch Transkription von den jeweils heterologen Promotoren, wobei die T7

Polymerase spezifischer ist (1%) als die T3 (3%) Polymerase (Klement et al., 1990;

d’Allessio, 1987).

Es ist bekannt, daB an 3" Uberhiingen linearisierter Vektoren die DNA abhingige RNA

Polymerase binden und die Transkription einleiten kann.

Um die dargestellten Zusammenhinge erkldren zu konnen, muf3 man offensichtlich an-
nehmen, daf die virale RNA Polymerase (SP6, T3 und T7) nicht nur bei 3" sondern wohl

auch in geringem Ausmaf bei 5” Uberhiéingen sowie glatten Enden der Matrize "umdreht"

131



4. DISKUSSION

und zuriicklauft, wobei sie sowohl einen Sinnstrang der jeweiligen Probe als auch des
Ampicillin Gens und weiterer Vektorsequenzen herstellt. Vermutlich geschieht dies dann,
wenn der Uberhang entweder selbst lang genug ist, um eine Haarnadelstruktur auszu-
bilden, oder aber wenn die RNA-Polymerase das Ende erreicht und dabei die beiden
DNA-Stringe voneinander trennt und so gentigend einzelstringige DNA vorliegt, die eine
Haarnadelstruktur ausbilden kann. Diese fungiert dann wie ein Primer, der von der RNA
Polymerase verlidngert wird. Zwar wird zu einem geringen Prozentsatz die erzeugte Probe
durch den synthetisierten Sinnstrang infolge der Ausbildung eines Duplexes unbrauchbar
gemacht, aber offenbar fiéllt dies auf Grund der hohen RNA Mengen nicht ins Gewicht.
Die in geringem Ausmal} synthetisierte sinn Ampicillin-Probe scheint jedoch auszu-
reichen, um die in den Embryonen vorhandene antisinn Ampicillin RNA nachzuweisen.
Es ist anzunehmen, daf diese illegale Bindung der T7 am 5" Ende der geschnittenen
Matrize ein seltenes Ereignis ist, da T7 und T3 Polymerasen sehr spezifisch ihre nur 20
Nukleotide langen Promotoren erkennen, die sich lediglich in 4 Basen voneinander unter-
scheiden (Klement et al., 1990).

Als erschwerend fiir die Indentifizierung falsch positiver Signale hat sich erwiesen, daf3
nur mit der T7 Polymerase erzeugte Proben Ampicillin RNA in den Embryonen detek-
tieren konnen, da nur sie Digoxigenin markierte Ampicillin RNA in sinn Orientierung
enthalten, die mit dem antisinn Transkript in den Embryonen hybridisieren kann. Wird die
linearisierte Blueskript Matrize jedoch mit der T 3 Polymerase transkribiert, wird ledig-
lich Digoxigenin markierte antisinn Ampicillin RNA gebildet. Diese Proben enhalten da-
her zwei markierte RNA Populationen, die sowohl die endogene Genexpression des
jeweiligen Gens nachweisen, erkennbar als charakteristische Doméne, als auch in den
transgenen Zellen das vermutliche Zielgen anschalten und die Ampicillin RNA detektie-
ren (siche Abb. 22 B).

Auch die transkribierte multiple Klonierungsstelle in Blueskript Vektoren und davon
abgeleiteten Derivate konnen fiir die Generierung von artifiziellen Signalen in der ISH
Analyse verantwortlich gemacht werden (Raatikainen et al., 2000; Blodorn et al., 1998;
Millar et al., 1994). Im Gegensatz zu der Studie von Raatikainen konnte keine Korrelation
zwischen der Orientierung der MKS (Multiple Klonierungsstelle), in PBKS* und PBSK*
Vektoren und der Entstehung artifizieller Signale hergestellt werden (sieche Abb.35). Nur
durch Proben, die von der Polymerase T3 von leerem PBSK™* Vektor hergestellt wurden,

konnte lediglich in elektroporierten nicht jedoch in wildtypischen Embryonen ein Signal
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detektiert werden. Eine ebenso erzeugte Probe ergab jedoch in Rattenembryonen kein
Signal (Raatikainen et al., 2000). Uberdies unterscheiden sich die zur Probenherstellung
verwendeten Blueskript Vektoren in threr MCS Sequenz erheblich von dem eingesetzten

Expressionvektor CMV2.

4.1.6.4 Apoptose als Ursache fiir falsch positive Signale

Es zeigte sich in Studien (Raatikainan et al., 2000), daf3 das positive ISH Signal von der
Sequenz zwischen KPNI und HINDIII hervorgerufen wurde und mit Regionen, wie etwa
der Urogentitalregion und dem Neuralrohr, die starke Apoptose-Aktivitit zeigten (TU-
NEL Férbung, Conlon et al., 1995), co-lokalisiert war. Dieses Artefakt konnte nur in
Rattenembryonen, nicht jedoch in Mausembryonen verleichbaren Alters beobachtet
werden und wurde nur durch T3 generierte Proben des KS*, nicht jedoch des SK*
Blueskript Vektors erzeugt. Dies beiden Vektorvarianten unterscheiden sich lediglich in
der Orientierung ihrer multiplen Klonierungstelle in Bezug auf die relative Lage der T3
und T7 Promotoren.

Der iiberwiegende Anteil des wihrend der Embryogenese auftretenden Zelltodes kann
morphologisch als Apoptose indentifiziert werden (Vaux und Korsmeyer, 1999). Obwohl
es wihrend der finalen Fragmentation der Zellen zu apoptotischen Korpern zur
Einstellung der Transkription und zur Aktivierung der RNAsen kommt (Bursch et al.,
1990), werden wihrend der Fragmentierung der DNA hohe mRNA Mengen gebildet
(Kerkhoff and Ziff, 1995), die die Ursache fiir dieses artifizielle Signal sein diirften.

Es ist allerdings unwahrscheinlich, dafl Zelltod-assoziierte-Prozesse in elektroporierten
Embryonen ebenfalls als Ursache fiir falsch positive Signale verantwortlich gemacht
werden konnen, da zwischen Elektroporation und Fixation des Embryos mindestens 12
Stunden liegen, in denen absterbende Zellen bereits resorbiert worden sein diirften.
Zellen, die mit GFP Fusionskonstrukten transfiziert wurden (und die positiv in der ISH
Analyse waren), zeigten starke Fluoreszenz, was ebenfalls gegen Degradierungsprozesse
spricht. Allerdings ist GFP sehr stabil (mindestens 24 h, Clontechniques, 1999) und

konnte daher auch noch in absterbenden Zellen nachweisbar sein.
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Analysier | Restrikti- | Vektor RNA In-Situ In-Situ Uberex
-tes ons- Polymera | Analyse Analyse primier-
Zielgen enzym se (PCR (Plasmid | tes Gen
Matrize) | Matrize)
DLXS5 BamHI PBSK" T7 negativ positiv Geminin
T7 - negativ Slug
T7 - negativ BMP4
MSX1 EcoRV PBKS" T7 positiv positiv Geminin
T7 negativ positiv Slug
T7 positiv positiv BMP4
Sox2 Xbal PBSK"” T7 - negativ Geminin
Sox10 Sacl PBSK” T7 Partiell Geminin
- positiv
Partiell Slug
- positiv
Cad-6B Spel PBSK"” T7 negativ positiv Geminim
T7 negativ positiv Slug
Slug BamHI PBSK" T7 negativ positiv Geminin
Geminin Clal PBKS" T7 negativ positiv Slug
Cad-7 BamHI PBKS" T7 - Partiell Geminin
positiv
- negativ Slug
BMP4 BamHI PBKS" T3 - negativ Geminin
- negativ Slug
- positiv DLXS5S
BMP2 HindIII PBKS" T3 - negativ Geminin
Pax3 BamHI PBKS" T3 - negativ Geminin
1ID2 Ncol pGEMT Sp6 - Partiell Geminin
positiv

Abb.35: Zusammenfassende Tabelle der elektroporierten Transgene und der analysierten
Markergene. Es sind die Vektoren dargestellt, die als Matrize zur Probenherstellung dienten sowie die
Restriktionsenzyme, die zur Linearisierung verwendet wurden. Die Ergebnisse, die mit Proben von

PCR- und Plasmidmatrizen erzielt wurden, sind vergleichend gegenibergestellt.

4.1.6.5 Losungsmaglichkeiten
Um die beschriebene Problematik zu umgehen, bieten sich 4 verschiedene Losungsmog-

lichkeiten an:

1. Es werden nur Proben verwendet, die mit Hilfe der T3 RNA Polymerase synthetisiert
wurden. Allerdings ist dieses Enzym ineffektiver als die T7 Polymerase.

2. Bei der Herstellung der Proben werden keine linearisierten Plasmide sondern PCR-
Templates verwendet. Diese werden generiert, indem ein genspezifischer Vorwirts-
Primer zusammen mit einem 3" gelegenen Primer eingesetzt wird, der die entspre-
chenden T3 oder T7 Promotorsequenzen enthilt (Gandrillon et al., 1996).

3. Die cDNA der Probe wird mitsamt den T3 und T7 Promotorsequenzen mit Hilfe des

Restriktionsenzyms BSSHII aus dem Plasmid herausgeschnitten und isoliert. Dies ist
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jedoch nur bei PBSKII* Vektoren moglich.
4. Ein elektroporierter Vektor und das Plasmid, von dem die /n-situ Proben hergestellt
werden, missen sich hinsichtlich ihrer Antibiotika Resistenz unterscheiden. In diesem

Fall kdnnen die Proben von linearisierten Plasmiden hergestellt werden.

Eine weitere Moglichkeit, die Bindung von Dig markierter Ampicillin RNA zu
verhindern, konnte die Blockierung der Bindestellen durch kurze Oligonukleotidse-
quenzen sein. Artifizielle Bindung der Blueskript MCS Sequenz an Neurone in Gehirn-
schnitten von Schwein und Ratte konnte durch einen Blockierungsschritt mit 20
Nukleotiden langen Oligomersequenzen vor der eigentlichen Hybridisierung verhindert
werden. (Blodorn et al., 1998). Allerdings wiren in diesem Fall aufgrund der Grof3e des

Ampicillin Genes (900 bp) die Zahl der zu testenden Oligonukleotidsequenzen sehr grof3.

4.2 Geminin

4.2.1 SEQUENZDATEN.

Die Primérstruktur des Proteins Geminin aus dem Huhn, die aus der cDNA abgeleitet
werden konnte, ist mit dem bereits charkterisierten Protein Geminin aus dem Frosch
Xenopus laevis und mit Proteinen aus dem Menschen, der Maus und der Fliege
Drosophila melanogaster, die in Datenbanken gefunden wurden, verwandt (Abb.25;
Kroll et al., 1998; McGarry und Kirschner, 1998). Jedoch ist die Homologie mit etwa
50% fiir den Frosch, die Maus und den Menschen bzw. 19% fiir die Fliege
vergleichsweise gering ausgeprigt. Es konnten lediglich im Frosch zwei Geminin Gene
nachgewiesen werden. In den anderen Spezies ergaben Datenbanksuchen, da3 abgese-

hen von partiell homologen Pseudogenen jeweils nur ein Geminin Gen vorhanden war.

4.2.2 EXPRESSIONSDATEN

Expression des Gens Geminin im Huhn konnte in der gesamten Neuralplatte bis in das
nicht-neurale Ektoderm hinein und entlang des Primitivstreifens detektiert werden. Der
Primitivstreifen selbst und damit die Mittellinie enthélt jedoch keine Geminin Trans-

kripte. Im Verlauf der weiteren Entwicklung wird die Expression auf die dorsalen Neural-
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falten, das dorsale Neuralrohr und die wandernden Neuralleistenzellen eingeschrinkt
(Abb. 26 C-E). Sobald das Notochord unter der anterioren Neuralplatte gebildet wird,
wird die Expression von Geminin in dem benachbarten Teil der Neuralplatte eingestellt
(Abb.26 C, Pfeil).

Ein Abschalten der Geminin Expression in der Mittellinie konnte durch den Faktor Sonic
hedgehog erfolgen, der von den Notochordzellen sezerniert wird und fiir die Differen-
zierung und Spezifikation des neuralen Ektoderms in ventrale und dorsale Qualititen
verantwortlich ist (Roelink et al., 1995).

Wie der an der Entstehung der Neuralleistenzellen beteiligte Zink-Finger-Transkriptions-
faktor SLUG (Nieto et al., 1994) ist das Gen Geminin auch entlang des Primitivstreifens
exprimiert (Abb.26 C). Am Primitivstreifen erfahren Zellen wie bei der Entwicklung der
Neuralleistenzellen einen epithelialen-mesenchymalen Ubergang, indem sie aus dem
Epithel des Epiblasten bei der Einwanderung durch den Primitivstreifen in mesenchymale
Zellen des Mesoderms iibergehen (Schoenwolf, 1991). Aus diesem Grund konnte dhnlich
wie SLUG auch Geminin allgemein in epithelialen-mesenchymalen Differenzierungspro-
zessen eine Rolle spielen. Transkripte von Geminin finden sich bereits wiahrend der
Gastrulation in einer weitgehend iiberlappenden Expressionsdoméne mit den Homeobox-
genen MSX1 und DLXS5. Expression von MSX1 und DLXS konnte bereits im Stadium
HH3-HH4 am Rand der zukiinftigen Neuralplatte nachgewiesen werden (Pera et al.,
1999; Streit und Stern, 1999a). Wihrend des Prozesses der Neurulation sind beide Gene
in den dorsalen Neuralfalten co-exprimiert. Allerdings ist auffallend, da3 die Expressi-
onsdoméne von Geminin im Neuralplattenstadium viel breiter angelegt ist als die von
MSXI und DLXS5. Eine weitgehende Ubereinstimmung mit der MSX1 und DLX5 wird
erst mit der Einschrinkung von Geminin auf den Rand der Neuralplatte nach dem
Kopffaltenstadium erreicht. Ab dem Kopffaltenstadium aktivieren Zellen am Rand der
Neuralplatte, die als Vorldufer der spater im Stadium HH10 auswandernden Neurallei-
stenzellen anzusehen sind, das Zelladhdsionsprotein Cadherin-6b (Nakagawa und
Takeichi, 1995). Als weiterer charakteristischer Marker des dorsalen Neuralrohres und
der wandernden Neuralleistenzellen tritt ab dem 3-Somitenstadium erstmals der Zink-
Finger-Transkriptionsfaktor SLUG in Erscheinung (Nieto et al., 1994). Die Expressions-
doménen von Geminin, Cadherin-6b und SLUG zeichnen sich bereits zum Zeitpunkt ihres
ersten Auftretens durch groBe Ahnlichkeit untereinander aus. Allerdings ist Geminin in

den gesamten Neuralfalten bzw. dem gesamten Neuralrohr entlang der anterior-
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posterioren Achse exprimiert, wihrend SLUG Transkripte nur bis auf die Hohe des
Mittelhirns zu finden sind.

Auch die fiir das Gen Geminin aus dem Frosch bekannten Daten weisen deutliche Abwei-
chungen zu dem hier isolierten Gen auf. Nur die frithe Expression beider Genprodukte in
der Neuralplatte weist gewisse Ahnlichkeiten auf (Abb.26; Kroll et al., 1998). Wihrend
der weiteren Entwicklung kommt es zu erheblichen Abweichungen der Expressionsdo-
ménen voeinander. Nach Abschlufl der Neurulation konnen Geminin Transkripte im
Frosch sowohl ventral als auch dorsal im Neuralrohr, im anterioren Gehirn, in den Augen-
und Gehorvesikeln, in der Nase und in Neuralleistenzellen im Kopf nachgewiesen werden
(Kroll et al., 1998). Die Expression des in dieser Studie isolierten Homologs ist dagegen
in dieser Entwicklungsphase auf das dorsale Neuralrohr und die auswandernden Neural-
leistenzellen restringiert (Abb.26 D/G).

In der Maus ist Geminin wéhrend der Neurulation (8.5-9.5) ubiquitir exprimiert, wobei
eine schwache Akkumulation der Transkripte in der Neuralplatte nachweisbar ist (Abb.27
A/B). Ab Tag 11.5 ist Geminin ist eine restriktive Expressionsdoméne im basalen telence-
phalischen Bereich in der Subventrikularzone exprimiert (Abb.27 G). In dieser mitotisch
sehr aktiven Zone proliferieren Neuroblasten, die nach AbschluBl der Mitose in die
dartiiberliegende Mantelzone einzuwandern beginnen, wo Differenzierungsprozesse statt-
finden (Porteus et al., 1994). Weitere Expressionsdoménen finden sich im olfaktorischen
Bulbus, dem Meckel schen Knorpel, in den Branchialbégen und den distalen Bereichen

der GliedmaBlen (Abb.27 C, sowie nicht gezeigt).

4.2.3 ZELLULARE LOKALISATION

Die zelluldre Lokalisation der drei Proteine aus Frosch, Huhn und Maus ist durchaus
unterschiedlich. In Xenopus ist Geminin ausschlieflich im Zellkern lokalisiert, wihrend
im Huhn Geminin vor allem im Zytosol und nur sehr selten neben dem Zytosol auch im
Zellkern gefunden wurde. Die zelluldre Lokalisation des murinen Homologs unterschei-
det sich insofern, als in etwa 50% der mit Geminin transfizierten Mausfibroblastenzellen
das Gen neben dem Zytoplasma auch im Zellkern gefunden wurde (Abb.27). Der erhdhte
Prozentsatz an nukledrer Lokalisation in der Maus deuted eventuell auf eine verdnderte

Funktion dieses Proteins im Vergleich zum Huhn hin.
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4.2.4 UBEREXPRESSION VON GEMININ

Uberexpression von Geminin aus dem Huhn fiihrte zur Transkription von MSX1 RNA
(siche Ergebnisse Abb.29 B). Allerdings konnte keine Proteinexpression in den trans-
genen Zellen mit einem monoklonalen MSX1 Antikorper nachgewiesen werden (Abb.29
H). In humanen Zellen ist bekannt, daf es zu einer zyklischen Akkumulation von Geminin
in der G2/S Phase und zu einer Degradation des Proteins in der Mitose kommt (Tada et
al., 2001; Wohlschlegel et al., 2000). Eine Uberexpression des Proteins in der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster fihrt wiederum zu einer Arretierung der Zellen in der M-Phase
und in einem Teil der Zellen zur Induktion von Apoptose (Quinn et al, 2001). Vermutlich
ist durch den hohen Uberexpressionslevel eine ausreichende Proteindegradation nicht
mehr gewihrleistet. In der M-Phase erfolgt jedoch nur die Translation von mRNAs bei
denen eine IRES-Sequenz vorhanden ist, wihrend die Translation von mRNAs, die eine
m’GpppN Kappe besitzen, unterbunden ist (Pyronnet und Sonenberg, 2001; Sharff und
Robbins, 1966). Eine mogliche Konsequenz der Uberexpression von Geminin konnte
sein, daB3 es auch im Huhn zu einer Arretierung der Zellen in der M-Phase kommt,
wodurch die Translation der MSX1 mRNA nicht gewéhrleistet wird. Weitere Experi-
mente miissen dies kldren.

Die Uberexpression von Geminin fiihrte nicht zu einer Aktivierung von BMP4. Zunichst
ist BMP4 im nicht-neuralen Ektoderm um die Neuralplatte exprimiert (Liem et al., 1995;
Schultheiss et al., 1995) und findet sich erst spater im dorsalen Neuralrohr (Liem et al.,
1995; 1997). Obwohl die Uberexpression des Gens Geminin nicht zu einer Induktion der
BMP4 Expression flihrte (Abb.27 D), induzierte sie das funktionell eng mit BMP4
verbundene Gen MSX1 (Streit und Stern, 1999a). Murines Geminin war weder in der
Lage MSXI1 in der Maus noch im Hiithnerembryo und vice versa zu aktivieren (Daten
nicht gezeigt). Zusammen mit der verdnderten Expression und der leichten Abweichung
hinsichtlich der intrazelluldren Lokalisation konnte es sein, dafl diese Genfamilie in Huhn
und Maus unterschiedliche Funktionen ausiibt.

Die funktionellen Daten aus den Uberexpressionsexperimenten unterscheiden sich auch
bei den Genen der anderen Spezien signifikant. Wahrend Geminin bei der Uberexpression
im Frosch neurale Identitéit (N-tubulin, Otx2, Pax6) etabliert (Kroll et al., 1998), zeigt es
im Huhn keine neural-induzierenden Eigenschaften, wie das Ausbleiben des neuralen

Markers SOX2 nach der Uberexpression belegt (3.2.4). In der Fruchtfliege Drosophila
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melanogaster ist Geminin zellzyklusabhédngig in mitotisch aktiven Zellen exprimiert und
wird am Ubergang zwischen Meta-und Anaphase degradiert (Quinn et al., 2001). Es zeigt
wie das Xenopus Homolog bei Uberexpression neuralinduzierende Fihigkeiten, unter-
bindet jedoch gleichzeitig auch die Mitose und induziert dadurch Apoptose. In allen 4
Proteinen aus Huhn, Frosch, Maus und Fliege sind eine N-terminale Doméne und eine C-
terminale Doméne konserviert, die ein coiled-coil Proteininteraktionsmotiv besitzt. In der
N-terminalen Doméne befindet sich dariiberhinaus ein  Destruktionsmotiv
(RXALGVLxN), das einen Ubiquitin abhidngigen Proteinabbau wéihrend der Mitose
bewirkt (Kornitzer und Ciechanover, 2000). Diese beiden Doménen sind zumindest in der
Fliege und im Frosch durch eine funktionelle Konservierung gekennzeichnet, wobei in
Xenopus die Féhigkeit neurale Indentititen zu etablieren von den reprimierenden
Einfliilssen der C-terminalen Doméne auf den Zellzyklus getrennt werden kann. Ob
Geminin auch im Huhn eine Rolle bei der Regulation des Zellzykluses hat, ist noch nicht
abschlieend geklart. Es konnte zwar keine zyklische Expression wahrend der Gastru-
lation des Hithnerembryos nachgewiesen werden, wie dies fiir die Proteine aus Frosch und
Fliege der Fall ist (Quinn et al., 2001; Tada et al., 2001). Allerdings ist auffillig, daf3
Geminin in Regionen mit starker Zellproliferation wie den caudalen Bereichen des Primi-
tivstreifens in HH4 Embryonen (Sanders et al., 1993) nicht exprimiert ist (siche Ergeb-
nisse Abb.24 C). In der Neuralplatte und in lateralen Bereichen des Primitivstreifens
beginnen Zellen neuronale bzw. epidermale Differenzierungsprozesse zu durchlaufen,
werden zu neuronalen sowie epidermalen Vorlduferzellen und veringern ihre mitotische
Aktivitit. Neuronale Differenzierung oder Neurogenese wird dabei von proneuralen und
neurogenen Genen gesteuert. (Chitnis et al., 1996; Ma et al., 1996; Dubois et al., 1998)

Es konnte daher sein, dal3 Geminin im Huhn ebenfalls sowohl eine Rolle in der Zellzy-
klusregulation als auch in Differenzierungsprozessen spielt. Eine derartige, in zwei Wir-
kungskomponenten trennbare Rolle, ndmlich die Inhibition des Zellzyklus und die
Induktion von Differenzierungsvorgdngen wurde auch bei Inhibitoren (p21 und RB
[Retinoblastom] Familie) der CDKs ("cyclin dependent kinases") nachgewiesen (Zhu and
Skoultchi, 2001; Ohnuma et al., 1999). So induziert etwa die Uberexpression von
tumorhead in Xenopus zwar die Expression des frithen neuralen Markers Sox2 (Mizuzeki
et al., 1998) und eine Expansion der Neuralplatte, verhindert jedoch die Expression der
spaten Differenzierungsmarker NeuroD und N-Tubulin sowie der Neuralleistenmarker

Xtwist und Xslug (Wu et al., 2001). Allein ektodermale Zellen werden dabei in einem
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hyperproliferativen Zustand gehalten. Der neuralplattenspezifische Transkriptionsfaktor
XBF-1 beeinflult dosisabhdngig sowohl die Zellproliferation als auch die Differen-
zierung innerhalb der Neuralplatte (Induktion von N-Tubulin), wobei er in hohen Dosen
Zellteilungen induziert und in geringen Mengen bewirkt, dal die Zellen den Zellzyklus

verlassen und differenzieren (Hardcastle und Papalopulu, 2000).

4.3 Uberexpression von BMP4 und DLX5

4.3.1 UBEREXPRESSION VON BMP4

Die Implantation von BMP4-beladenen Kugeln (100pg/ml) fiihrte im Hithnerembryo
zwar zu einer Verengung der Neuralplatte (Knoetgen et al., 1999b), nicht aber zu einer
Aktivierung von Geminin (Daten nicht gezeigt), so da3 Geminin nicht unmittelbar in der
Kaskade unter BMP4 zu stehen scheint. Moglicherweise sind allerdings weitere Signale
in Kombination zu BMP4 nétig, um das Gen Geminin zu aktivieren. Die Tatsache, dal3
iiberexprimiertes BMP4 nur in autonomer Weise in den transgenen Zellen selbst die
Induktion von MSXI1 erlaubt (siche Abb.30 D), konnte den Grund in der limitierten
Diffusion des aktiven Proteins in der extrazelluldren Matrix haben. Die Bindungsdoméne
fiir Kollagen und Fibronektin konnte bewirken, dafl vor allem limitierte Mengen an
sekretiertem BMP4 effektiv im Extrazellularraum und an der Basalmembran fest-
gehalten werden. Dariiberhinaus haben Experimente, bei denen BMP4 Protein, absor-
biert an Heparin Kugeln, in den Embryo transplantiert wurden, gezeigt, daB MSX1 nicht
in einem Gradienten um die Kugel herum induziert wird (Hogan, 1998). Dies impliziert,
daB3 ein bestimmter Schwellenwert in bezug auf die BMP4 Konzentration vorhanden sein
mufl, damit eine Zelle die Aktivierung der MSX1 Transkription zuldft. Die MSXI1
exprimierenden Zellen befanden sich dabei in einem Kreis mit maximal 15 Zell-
durchmesser von der Quelle des Proteins. Infolge der mosaikartigen Expression des
Transgens sind die BMP4 exprimierenden Zellen iiber eine weite Flache verstreut, was
den Aufbau einer entsprechend hohen extrazelluliren BMP4 Konzentration erschweren

diirfte.
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Die Morphologie des Neuralrohres in Embryonen, in denen eine Uberexpression des
BMP4 Proteins erfolgte, ist phanotypisch verdandert (Abb.30 H). Die Wand ist wesentlich
diinner ausgeprigt und die Zellen weisen nicht die typische spindelformige Gestalt
neuro-epithelialer Zellen auf sondern erscheinen erheblich abgerundet. Dies ist ein cha-
rakteristisches Merkmal fiir Zellen, die den programmierten Zelltod, die Apoptose,
durchlaufen. In der Tat konnte gezeigt werden, dal} es in neuralem Gewebe, das die mit
BMP4 Protein beladenen Kugeln umgibt, zu einer verminderten Zellproliferation von
neuralen Vorlduferzellen (verminderte BrdU Inkorporation) und zu einer verstdrkten
Apoptose (TUNEL Markierung) kommt (Hogan, 1998; Mabie et al., 1999; Furuta et al.,
1997). Ein Mechanismus, durch den BMP4 die Neurogenese inhibiert, beruht dabei auf
der Degeneration des Transktiptionsfaktors MASHI1 (Shou et al., 1999). Vor der
verminderten Zellproliferation und verstarkten Apoptose kommt es dabei zu einer
Induktion von MSX1 Expression (Vainio et al., 1993; Kratochwil et al., 1996). Die
Regulation durch BMP Faktoren ist jedoch komplex, da ebenfalls in verschiedenen
Systemen gezeigt werden konnte, dal BMP4 einen positiven EinfluB auf die
Neurogenese hat (Li et al., 1998; Schneider et al., 1999).

Allerdings scheint der Ablauf der neuralen Induktion durch ektopisch exprimiertes
BMP4 nicht beeinflulit zu werden. Dies zeigt der pan-neurale Marker SOX2 (HMG
BOX Gen), der in seiner Expression nicht beeinflut wurde (sieche Abb.30 G). Die
Implantation von Heparin Kugeln, die mit rekombinanten BMP4 Protein beladen
wurden, flihrten zwar zu einer Abschwiachung der SOX2 Expression an den Randern der
Neuralplatte (Pera et al., 1999). Doch koénnte es sich dabei um einen dosisabhidngigen
Effekt handeln, der bei einzelnen Zellen nicht zu beobachten war. Diese Ergebnisse
stimmen mit Untersuchungen iiberein, die nachweisen, daB nur die Ubergangsregion
zwischen epidermalen und neuralem Ektoderm in HH4 Embryonen sensitiv auf BMP4
Molekiile reagiert (Streit und Stern, 1999). Die Morphologie des Neuroektoderms
scheint daher nur in den Stadien vor AbschluBl der Neurulation negativ auf den
musterbildenden Einflul der TGF- Molekiile zu reagieren, da es nach Abschluf3 der
Neurulation selbst BMP4 in der Dachplatte exprimiert (Liem et al., 1995). In diesem Sta-
dium stellt BMP4 einen wichtigen Faktor dar, der das Auswandern der Neural-
leistenzellen beeinfluft und die dorsoventralen Differenzierungsprozesse zusammen mit

dem ventralen Morphogen sonic hedgehog im Neuralrohr steuert.
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Es ist auffallend, dal die morphologisch verdnderten Strukturen hdufig keine BMP4
Expression aufweisen, was entgegen den obigen Betrachtungen auf eine nicht zell-
autonome Wirkung sekretierter BMP4 Molekiile hindeutet.

Neben dem deformierten Erscheinungsbild des Neuralrohres fielen mit BMP4 elektro-
porierte Embryonen durch das Fehlen dorsaler mesodermaler Strukturen insbesondere
der Somiten auf (siche Abb.30 H). In Abhéngigkeit von der Hohe der BMP4
Konzentration wird im Frosch das Mesoderm zunehmend bis hin zur Bildung von Blut-
zellen ventralisiert (Dosch et al., 1999). Im Hiihnerembryo fiihrt die Exposition des
somitischen Mesoderms mit BMP4 Molekiilen konzentrationsabhéngig zunichst zur
Umwandlung der medialen Somitenanteile in laterale Anteile bis hin zur vollkommenen
Respezifikation zum lateralen Plattenmesoderm (Tonegawa et al., 1997). Die beschrie-
benen morphologischen Verdanderungen konnten jedoch nur in etwa 20 % der elektro-
porierten Embryonen beobachtet werden, was eine relativ strikte Beschrankung der zel-
luldiren Kompetenz auf BMP4 Signale zu reagieren bedeutet, in spatio und temporérer
Hinsicht. Somitisches Mesoderm reagiert nur wéhrend der Differenzierung von Sklero-

tom und Dermatom auf BMP4 Signale (Tonegawa et al., 1997).

Zusammenfassend 146t sich daher sagen, daf3 die in der Literatur beschriebenen Effekte,
die durch ektopisch appliziertes BMP4 Protein ausgelost werden, durch die Uber-

expression mit Hilfe der Elektroporation bestétigt werden konnten.

4.3.2 UBEREXPRESSION VON DLX5

Das Homeoboxgen DLXS5 und der TGFf Faktor BMP4 sind wéhrend der Gastrulation in
den epidermalen Regionen, die die sich ausbildende Neuralplatte umgeben, co-
exprimiert, was eine regulatorische Interaktion nahelegt. Ektopisch appliziertes BMP4
Protein ist in der Lage, die DLXS positive epidermale Doméne in die Neuralplatte hinein
auszudehnen, kann jedoch die DLXS5 Expression nicht ektopisch induzieren (Pera et al.,
1999). Uberexprimiertes DLXS5 Protein ist jedoch fihig, die Expression von BMP4 in
den transgenen Zellen anzuschalten (siche Abb.31 B). Dies deckt sich mit Daten, die
zeigen, daBl mit RCAS-DLXS5 Virus transfizierte Zellen BMP4 exprimieren konnen
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(Pera, E., personliche Mitteilung). Die Induktion von BMP4 durch DLX5 war dabei
nicht auf den Ubergangsbereich zwischen neuralem und epidermalem Ektoderm
beschrinkt, sondern erfolgte in allen embryonalen und extraembryonalen Regionen.
Offensichtlich gibt es erhebliche Unterschiede hinsichtlich der Kompetenz der Zellen
auf BMP4 bzw. DLXS5 zu reagieren. Allerdings ist zu beachten, dafl im Fall von BMP4
eine ansonsten wildtypische Zelle auf einen externen Stimulus reagiert, wohingegen bei
der Uberexpression eines Transkriptionsfaktors ihr intrinsisches Entwicklungsschicksal
verdndert wird. Ein ventralisierender Effekt von {iberexprimierten DLXS konnte im
Gegensatz zur Uberexpression in Xenopus, wo es den gleichen Phinotyp hervorruft wie
die Uberexpression von BMP4 (Miyama et al., 1999), nicht beobachtet werden.

In der Maus scheint DLXS durch BMP4 induzierbar zu sein und eine Rolle wihrend der
Osteoblasten Differenzierung zu spielen (Miyama et al., 1999).

DLX5 konnte daher auch im Huhn Teil einer positiven Riickkopplungsschleife sein, die

zu einer Verstirkung der BMP4 Expression im Uberlappungsbereich beider Gene fiihrt.
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5.1 Einsatz des Elektroporationssytems in der Entwick-
lungsbiologie

Um entwicklungsbiologisch relevante Fragestellungen addquat adressieren zu konnen,
bietet sich ein kombinatorischer Einsatz der Elektroporation in Hiihner- und Mauseem-
bryonen an. Hithnerembryonen bieten den Vorteil, daB sie leicht zugénglich fiir die Elek-
troporation in ovo sind und daf} sie nach dem Eingriff noch iiber einen langen Zeitraum
hinweg inkubiert werden konnen. Dies ist ausschlaggebend, wenn man den Einfluf3 des
transfizierten Gens auf die terminale Differenzierung bestimmter Organe und Strukturen
untersuchen mochte. Im Gegensatz dazu ist die Embryokultur von Méuseembryonen
technisch anspruchsvoll, nur {iber einen begrenzten Zeitraum hinweg (1-3 Tage) und nur
in einem engen entwicklungsbiologischen Zeitrahmen moglich (E7-12). Einen Ausweg
diirfte die von Tabata et al. 2001 entwickelte Methode der in utero Elektroporation bieten,
die erlaubt, das Schicksal transgener Zellen auch nach der Geburt zu verfolgen (Tabata et
al., 2001). In dieser Studie haben die Autoren ,,Lineage tracing® Studien durchgefiihrt, in-
dem sie in einer Population von Stamm- oder Vorlduferzellen GFP bzw. -Galaktosidase
unter Kontrolle eines starken Promotors wie CMV oder SV40 konstitutiv exprimiert ha-
ben, um die Migration der Neuronen im Cortex der Maus zu untersuchen. Dabei wurde
festgestellt, daB der CMV Promotor in ausdifferenzierten Neuronen abgeschaltet wird,
wohingegen der EFla Promotor weiterhin aktiv war. Durch eine derartig zeitabhéngige
Analyse ist genau zu ermitteln, wann eine transfizierte Zellpopulation diesen Promotor
abschaltet. Dadurch 1468t sich eine Aussage hinsichtlich des Zeitpunktes und der Bedin-
gungen treffen, unter denen ein bestimmter Zelltyp Differenzierungsprozesse durchliuft.
Elektroporation scheint eine sehr geeignete Methode zu sein, um eine detaillierte Analyse
von Promotor und Enhancer Strukturen im Hithner Embryo durchzufiihren. Bei Enhan-

cern handelt es sich um kurze Sequenzabschnitte von 300-500 bp Linge, die Bindungs-
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stellen fiir Transkriptionsaktivatoren als auch fiir Repressormolekiile beinhalten. Sie sind
daher das Ziel positiver und negativer Regulationsmechanismen und bewirken das loka-
lisierte Anschalten von Genen in charakteristischen Expressionsmustern (Small et al.,
1992; Ip et al., 1992). Durch Fusion von Reportergenen wie 3-Galaktosidase oder GFP
mit Enhancer- oder Promotorstrukturen wird die normale Expression der entsprechenden
Gene rekapituliert und man ist in der Lage, sehr schnell durch Deletions- und Mutations-
studien die fiir eine korrekte Expression notwendigen regulativen Sequenzen zu isolieren.
Obwohl transgene Maiuse sich fiir die detaillierte Analyse von embryologischen Enhan-
cern anbieten, hat der zeit- und arbeitsintensive Aufwand dazu gefiihrt, da3 es nur wenige
genaue derartige Studien gibt (Rhodes et al., 1994; Popperl et al., 1995).

Transiente Expressionsstudien zur Promotoranalyse wurden sowohl im Zebrafish Danio
rerio als als auch im Krallenfrosch Xenopus laevis durchgefiihrt (Watabe et al., 1995), in
denen Fusionskonstrukte in frithe Teilungsstadien per Mikroinjection eingefiihrt wurden.
Erschwert wurden diese Analysen durch die mosaikartige Inkorporation der DNA auf-
grund der zahlreichen Zellteilungen, die zwischen der Befruchtung und der Etablierung
der verschiedenen Organanlagen liegen. Der Vorteil des Elektroporationssystems im
Huhn liegt darin, daB3 zu einem definierten Zeitpunkt die Reporterkonstrukte in der jewei-
ligen Organstruktur, wie die der praichordalen Anlage oder etwa einem Keimblatt, analy-
siert werden konnen (Spieler D., person. Mitteilung). Zwar kommt es ebenso nur zu einer
mosaikartigen Expression, da die DNA aufgrund der ausgeprigten extrazellularen Matrix
nicht alle Zellen erreichen kann, die aber nicht so stark ins Gewicht fallt, da bis zu 80 %
der Zellen in einer gegebenen Region transgen sind. Durch die Isolierung von Mutationen
in RFP, die bewirken, daB} sich das emittierte Fluoreszenzspektrum zeitabhéngig von griin
iiber rot dndert, ist es moglich geworden die Dynamik der Promotoraktivierung bzw. In-
aktivierung im lebenden Embryo zu verfolgen (Terskikh et al., 2000)

Neben dem Hiihnerembryo wurde auch die Seescheide Ciona intestinalis, die als Modell-
system fiir die frithe Chordaten Entwicklung gilt (Garstang, 1928), zur Analyse cis-regu-
latorischer Sequenzen durch Elektroporation herangezogen (Corbo et al., 1997, Locascio
et al., 1999). Im Embryonalstadium besitzen diese im adulten Stadium sessilen Filtrierer
eine kaulquappen-dhnliche Larve, die ein sensorisches Vesikel, ein Notochord und ein
dorsales Neuralrohr besitzt. Sie besteht lediglich aus etwa 1000 Zellen, deren Abstam-
mung genau bekannt ist. Dies und die Tatsache, daB3 ihr relativ kleines kompaktes Genom

von 1.8x108 Basenpaaren fast komplett sequenziert ist, macht es relativ einfach, spezifi-

145



5. AUSBLICK

sche Gene und die assoziierten regulatorischen Regionen zu isolieren. Mehrere hundert
befruchtete dechorionierte Eier konnen sehr einfach gleichzeitig in einer Kiivette elektro-
poriert werden und nahezu 100% der iiberlebenden Embryonen zeigen ektopische Gen-
expression.

Mit Hilfe der bekannten Genetik der Maus ist es mdglich, durch Uberexpression in trans-
genen Tieren die rdumliche und zeitliche Funktion bestimmter Gene zu entschliisseln und
ihre Position in der Hierarchie zu ermitteln. Durch sog. Rettungs- oder "rescue" Experi-
mente, in denen man das intakte Gen in der jeweiligen Mutante {iberexprimiert, erhilt
man im Embryo Bereiche, in der die wildtypische Situation wieder hergestellt ist. Somit
bekommt man einen Hinweis, ob dieses Gen notwendig und essentiell fiir die Auspragung
eines bestimmten Merkmals oder fiir die Differenzierung einer Struktur ist. Entsprechend
kann man testen, ob die Funktion orthologer Gene aus anderen Arten konserviert ist, oder
ob in der Hierrarchie untergeordnete Gene in der Lage sind, Mutationen in iibergeordne-
ten Genen zu kompensieren. Eine Einordung einzelner Gene in eine zusammenhéngende
Genkaskade, die die wechselseitigen Interaktionen wiederspiegelt, ist somit mdglich.
Eine groBBe Anzahl von Genen, wie etwa Transkriptions- und Wachstumsfaktoren sind in
der frithen Embryogenese essentiell. Thre Ausschaltung fiihrt hiufig zu einem friih em-
bryonal letalen Phanotyp (Morasso et al., 1999). Um die Funktion dieser Gene wihrend
der zu einem spéteren Zeitpunkt einsetzenden Differenzierungsvorginge zu untersuchen,
ist es notwendig, ihre Funktion zu einem definierten Zeitpunkt in der Embryogenese zu
inaktivieren. Man erreicht dies durch Verwendung des Cre-loxP Systems, bei dem in
transgenen Tieren das jeweilige Gen von zwei LoxP Kasetten flankiert wird. Werden die-
se Méuse mit sog. Cre-Linien gekreuzt, die das Enzym Cre Rekombinase unter der Kon-
trolle eines zellspezifischen Promotors exprimieren, kommt es zu einem
Rekombinationsereignis und damit zu einer Genverlustmutation dieses Genes nur in der
jeweiligen Struktur, wohingegen der restliche Embryo die Wildtypsituation beibehalt
(Marquardt et al., 2001). Die Herstellung derartiger konditionaler Genverlust-Mutanten
ist jedoch sehr zeitaufwendig. Durch Elektroporation dominant negativ wirkender Kon-
strukte ist es moglich, die Auswirkungen einer konditionalen Genverlustmutation in ein-
zelnen Geweben zu untersuchen. Dariiberhinaus kann man durch Einsatz des in ovo
Systems prézise Vorhersagen tiber den mutmaBlichen Phinotyp einer entsprechenden
,knockout* Maus ohne die jeweilige Genfunktion treffen.

Als ein groBer Vorteil der Elektroporation hat sich erwiesen, dafl mit ihrer Hilfe Gene in
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spezifischen Bereichen des Gehirns iiberexprimiert werden konnen. Da diese Methode
auf einem physikalischen Phdnomen beruht, konnen praktisch alle Zelltypen in einem in-
jizierten Bereich transfiziert werden. Epithelien stellen eine natiirliche Barriere fiir die
Ausbreitung der DNA im Gewebe dar. Der positive Aspekt hierbei ist, dal durch Injekti-
on in ein von einem Epithel ausgekleidetem Lumen, wie etwa dem Neuralrohr oder dem
Darm, lokalisiert eine hohe DNA Konzentration erreicht wird. Dies wirkt sich begiinsti-
gend auf die Transfektionseffizienz aus. Die hohe Packungsdichte der Zellen in Verbin-
dung mit den zahlreichen Zell-Zell Kontakten wie ,,tight junctions®, Desmosomen und
der extrazelluldren Matrix verhindern dabei die Diffusion der DNA in das umliegende
Mesenchym und damit deren Verdiinnung. Die Verteilung der transgenen Zellen ist daher
auf ein bis zwei Zellschichten begrenzt. Fiir die Uberexpression von Genen in dickem
mesenchymalen Gewebe bietet sich dagegen nach wie vor die Verwendung von replika-
tionskompetenten sowie defekten Retroviren wie dem ,,avian subtype A* Retrovirus oder
der auf dem RSV (Rous Sarcoma Virus) basierenden Rcas Vektorgruppe (replication
competent ALSV LTR with splice acceptor and subgroup A env gene) an (Mikawa et al.,
1992; Mima et al., 1995). Zwischen der Infektion der Viren und der Expression des jewei-
ligen Transgens liegen Zeitspannen von bis zu 18 Stunden. Fiir die Untersuchung vieler
extrem schnell ablaufender Entwicklungsprozesse wihrend der frithen Embryogenese ist
dies jedoch zu langsam. Dariiber hinaus ist unklar, in welchem Ausmal der virale LTR
Promotor des Rcas Virus in frithen (HH3-HH4) Hithnerembryonen iiberhaupt aktiv ist.
Die Herstellung eines Virusstamms mit hohem Titer (108 Virenpartikel/ml) ist zudem
eine zeit- und arbeitsintensive Tatigkeit, die auBerdem sicherheitstechnisch nicht unpro-
blematisch ist, da einige der verwendeten Retroviren auch in der Lage sind, menschliche
Zellen zu infizieren (Iba et al., 2000). Sollen Zellen mit zwei oder drei Genen gleichzeitig
infiziert werden, so ergibt sich bei der Verwendung von Retroviren das Phdnomen der In-
terferenz. Mit einem Retrovirus infizierte Zellen exprimieren virale Hiillproteine (v-env
Gene) auf ihrer Zelloberflache und verhindern dadurch Zweitinfektionen mit demselben
Virustyp (Iba et al., 2000). Diese Problematik kann durch den Einsatz verschiedener Vi-
renstimme umgangen werden, die sich hinsichtlich ihrer viralen Hiillproteine unterschei-
den, oder aber durch Kombination mit Elektroporation. Yasuda et al. konnten zeigen, daf3
nach Elektroporation replikationskompetenter GFP-RCAS Viren bereits nach 4 Stunden
Genexpressin nachweisbar waren und daf3 sich der GFP positive Bereich durch Vermeh-

rung der Viren im Verlauf mehrer Tage vergroferte (Yasuda et al., 2000). Zukiinftige An-
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wendungsgebiete der Elektroporation im Bereich der Entwicklungsbiologie umfassen die
Transfektion von mRNA, von neutralisierenden Antikorpern und antisense Oligonukleo-
tiden bzw. Morpholinos (Kos et al., 2001) um auf transkriptionellem Level molekularbio-
logische Ablaufe wihrend der Zellspezifizierung, Zellinteraktion und Organogenese zu
untersuchen.

Analyse von Mutationen in entwicklungsbiologisch interessanten Genen war im Huhn
bislang kaum moglich, da es technisch sehr anspruchsvoll ist, die Oozyte mit mutagenen
Substanzen wie EMS zu behandeln. Dariiberhinaus dauert es mehrere Monate bis das
Huhn geschlechtsreif wird. Biotechnologisch gesehen ist die Erzeugung von transgenen
Hiithnern bedeutsam, da diese als lebende Pharmaziefabriken in ihren Eiern gro3e Mengen
an relevanten Substanzen, wie Antikdrpern, Vorldufern von Impfstoffen usw. produzieren
konnten. Da eine direkte Mikroinjektion in den Pro-Nukleus, wie sie sonst bei Herstellung
transgener Nutztiere wie Schweine und Rinder angewandt wird, aufgrund des hohen Ei-
weillgehaltes nicht moglich ist, gelang es durch Elektroporation von primordialen Keim-

zellen transgene Hiihner zu erzeugen (Hong et al., 1998).

5.2 EINSATZ VERSCHIEDENER TRANSFEKTIONSME-
thoden FUR DIE SOMATISCHE GENTHERAPIE

Am effizientesten hinsichtlich somatischer Gentherapie sind auf rekombinanten Viren ba-
sierende Methoden, um Zellen zu transfizieren. Diese Art des Gentransfers wird in unge-
fahr 75 % der Gentherapieansitze verwendet. Mit Hilfe biophysikalischer Methoden wie
Lipofektion oder Elektroporation ist zwar eine vergleichbar hohe Genexpression zu erzie-
len, aber das Ausmal} des Gentransfers ist nach wie vor begrenzt.

Am weitesten verbreitet als Ansatz fiir die Behandlung erblich bedingter Krankeiten wie
Duschene Muskeldystrophie oder Cystischer Fibrose sind daher auf Adenoviren beruhen-
de Systeme. Diese Viren vereinen eine hohe Transfektionseffizienz mit der Fahigkeit,
zahlreiche unterschiedliche Zelltypen unabhédngig von deren proliferativem Status zu in-
fizieren. In diesem Punkt sind sie den ebenfalls verwendeten Retroviren iiberlegen, die
nur sich teilende Zellen infizieren kdnnen. Allerdings kann es zu starken Immunreaktio-
nen gegen die viralen Hiillproteine im Korper des Patienten kommen, bis hin zum Tod
durch einen immunologischen Schock (Lehrmann et al. 1999)

Diese Viren schleusen ihre RNA ins Erbgut ein, wo sie sich nach Umschreiben in cDNA
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durch das virale Enzym reverse Transkriptase unspezifisch iiber Rekombination integrie-
ren. Das virale Erbgut wird bei der Zellteilung mitrepliziert, wodurch auch alle Tochter-
zellen den entsprechenden Faktor produzieren. Die virale DNA kann jedoch nur in den
Zellkern gelangen, wenn die Kernmembran beim Ubergang von der G zur S Phase des
Zellzyklus bei sich mitotisch teilenden Zellen degradiert wird. Da die Integration der vi-
ralen DNA dem Zufallsprinzip unterliegt, kann man nicht steuern, ob das Transgen unter
den EinfluB eines starken oder schwachen Promotors kommt, was zu einer grofen
Schwankungsbreite des Genexpressionslevels fiihrt. Im ungiinstigsten Fall kann es durch
das Integrationsereignis zur Ausschaltung oder Miflregulation zelluldrer Genfunktionen
kommen, was zu einer Erhhung des Krebsriskos beitragen diirfte. Um die unzureichende
Zellspezifitit der Retroviren zu umgehen, wird versucht, ihre membran-stindigen An-
dockproteine derart zu modifizieren, so daf} sie nur noch mit zelltypspezischen Rezepto-
ren interagieren konnen.

Um postmitotische Neurone oder Muskelzellen zu transfizieren, gibt es Bestrebungen,
den Aidserreger HIV oder das Herpesvirus 1/2 zum Gentransport einzusetzen. Aus den
oben genannten Mankos viraler Genterapie ist es wiinschenswert andere Methoden zur
Therapie von Tumoren und Erbkrankeiten zu finden.

Ansitze zur sogenannten Elektrochemotherapie in der Onkologie verlaufen sehr vielver-
sprechend. Der Antitumor-Effekt hydrophiler Zytostatika wie Bleomyzin wird durch
Elektropermeabilisierung drastisch erhoht (Heller et al., 1998). In gleicher Weise konnen
etwa Selbstmord oder Apoptose induzierende Gene oder Substanzen, die eine Immunan-
twort fordern, selektiv in Tumore eingebracht werden (Crystal, 1995; Vile, 1996). Zwar
wird DNA auch nach einfacher intramuskulérer oder intraarterieller Injektion von Zellen
aufgenommen, aber es hat sich gezeigt, dall eine hohe interindividuelle Variabilitit be-
ziiglich des AusmaBes der Genexpression vorhanden ist. Dies diirfte eine klinische An-
wendung vorldufig erschweren. Uberdies ist der Level der Proteinexpression zu gering,
als daB auf diese Weise eine effektive Behandlung erblich bedingter Krankheiten moglich
ist. Durch Kombination mit Elektroporation kénnen jedoch diese Schwierigkeiten um-
gangen und eine hohe Proteinexpression bis zu 9 Monaten erreicht werden (Mir et al.,

1999).
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6.2 Zusammenfassung

Die Anderung des entwicklungsbiologischen Potentials einer Zelle und damit auch die
Verdnderung ihres Schicksals wiahrend der Embryogenese des Vertebratenembryos kann
durch gezielte Uberexpression morphoregulatorisch wirkender Proteine erreicht werden.
Neben viralen Gentransfersystemen bieten sich aufgrund ihrer leichten Handhabung
verschiedene auf physikalischen Prinzipien basierende Methoden, wie Lipofektion,
BeschuB3 mit Mikropartikeln sowie die Elektroporation zur Einfiihrung nackter DNA in
Gewebestrukturen des Embryos an. Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene
experimentelle Ansétze etabliert und verfeinert, um mit Hilfe der Elektroporation Gene
in verschiedenen Stadien des Hiithnerembryos, angefangen vom Beginn der Gastrulation
bis hin zum Abschluf3 der Neurulation iiberzuexprimieren. Zur Analyse der verdnderten
Genexpressionsprofile wurde ein abgedndertes Verfahren der In-situ-Hybridisierung,
basierend auf PCR generierten Matrizen entwickelt. Durch die Mdoglichkeit, ektopisch
transiente Genexpressionen auch in frithen murinen Entwicklungsstadien zu erzielen,
bietet sich nun die Perspektive, dies zusammen mit der in der Maus etablierten
genetischen Manipulationsmoglichkeiten, wie Genverlustmutationen, als kombinatori-

schen Ansatz zur Untersuchung entwicklungsbiologischer Vorgédnge einzusetzen.

Der zweite Teil der Arbeit beschiftigt sich mit den Musterbildungsprozessen wihrend
der Ausbildung der Neuralplatte im Hiihnerembryo. Es wurde mit Hilfe von Uber-
expressionsstudien die Rolle von Geminin, BMP4 und DIX5 in den Muster-
bildungsprozessen, die zur Anlage der Neuralplatte und zur Segregation von neuralen
und epidermalen Identitidten im Ektoderm fiihren, untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dal ektopisch exprimiertes BMP4, ein TGF-p Faktor in der Lage ist, in allen drei
Keimblittern den epidermalen Marker MSX! auf transkriptioneller und transla-tioneller
Ebene anzuschalten. Die Uberexpression von Geminin fiihrte zur Transkription des
Homeoboxgens MSX1 jedoch nicht zu der Umsetzung der MSX1 RNA in eine
funktionelle Peptidsequenz. Das durch den epidermalen Marker BMP4 induzierbare
Homeoboxgen DLXS5 ist in der Lage, die Expression von BMP4 ektopisch in allen
transgenen Zellen zu induzieren und konnte daher Teil einer positiven Riickkopplungs-
schleife sein. Alle drei untersuchten Faktoren fiihren zur Expression von Genen, die an
der Grenze zwischen neuralem und epidermalen Ektoderm aktiv sind und tragen insofern

zur Etablierung epidermaler, nicht jedoch neuraler Identitdten bei.
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6.2 Summary

The change of the developmental potential and therefore fate of cells during vertebrate
embryogenesis can be achieved by overexpression of morphoregulatoric acting proteins.
Besides a variety of gene transfer systems, which use different viral derived strategies for
infection of eucaryotic cells, physical methods for introducing naked DNA into
mammalian tissues have gained wide interest and practical applications. They include
lipofection, microparticle bombardment and electroporation. In the first part of this
thesis a series of different experimental setups were established in order to overexpress
genes during gastrulation and neurulation stages of the developing chicken embryo. For
the analysis of the altered gene expression profiles a modified method of the In-situ-
hybridization analysis was developed using PCR generated templates for the labeling
reaction. It was also possible to transfect young mouse embryos (8.5-9.5 dpc) and culture
them in vitro. This offers the perspective of the combinatorial use of transient trans-
fection techniques and classical knock-out strategies to design experiments for elucida-
ting signal transduction cascades during developmentally regulated morphogenetic pro-
cesses.

In the second part of this thesis the roles of the recently isolated protein Geminin as well
as the homeobox protein DLXS and the TGF-f3 factor BMP4 during induction of the
neural plate and the establishment of epidermal identities were analyzed in gene
overexpression experiments. It could be proved that ectopic expressed BMP4 is capable
of inducing the homeobox gene MSXI1 both on the transcriptional and the translational
level, whereas Geminin only leads to transcription but not translation of the MSX1 gene.
The BMP4 inducible gene DLXS5 could turn on BMP4 expression and may be part of a
positive feedback loop. Ectopic expression of all three factors therefore lead to induction
of genes, which are involved in processes setting up the border between neural and non-

neural ectoderm and support the establishment of epidermal identities.
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6.3 Abkiirzungsverzeichnis

aa
Abb.
ATP
BBR
BGH

BSA

cDNA
CHAPS
Ci

cm
CMV
cpm
DAPI
dCTP
DIG
Dil
DMEM
DNA
dNTP
dpc

DTT
EDTA
EGFP

EK

EST
FCS

GFP
HH

HMG
IRES
kb
kV
LB
MAB
MCS
Min

Adenin

Aminoséure

Abbildung

Adenosintriphosphat

Boehringer-Blockierungs-Reagenz

Rinder Wachstumshormon (engl. bovine growth hormon)
Basenpaare

Rinderserumalbumin

Cytosin

komplementire DNA
3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propansulfonat
Curie

Zentimeter

Cytomegalovirus

gezihlte Zerfille pro Minute (engl. counts per minute)

4’ ,6-Diamidino-2-phenylindol

Desoxycytosintriphosphat

Digoxigenin

1,1’-Dioctadecyl-3,3,3",3 -tetramethylindocarbocyaninperchlorat
Zellkulturndhrmedium (Dulbeccos modified eagle medium)
Desoxyribonukleinsdure

Desoxynukleotidtriphosphat

days post coitum, Tage nach der Plug-Bildung bei Méusen,
Kriterium der Altersbestimmung

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraazetat

verstirkt griin-fluoreszierendes Protein (engl. enhanced green
fluorescent protein)

Einteilung der frithen Entwicklungsstadien des Hiithnerembryos nach
Eyal-Giladi und Kochav, 1976.

Sequenzierter Abschnitt einer cDNA (engl. expressed sequence tag)
fetales Kédlberserum

Guanin

griin-fluoreszierendes Protein

Stunde(n)

Stadien der Entwicklung des Hiihnerembryos (Hamburger und
Hamilton, 1951)

DNA-bindende Proteindoméne (engl. high mobility group)

Interne Ribosomen Eintrittsstelle

Kilobasen

Kilovolt

Bakterienmedium (Luria Broth)

Maleinsaurepuffer

Multiple Klonierungsstelle in Vektoren (engl. multiple cloning site)
Minute(n)
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mRNA
n
NBT-BCIP
NES

nf

np

nt
NTMT
OD 600
PBS
PBT
PC
PCR
PFA
PNK

pp

ps

RNA
rpm
RT-PCR
SDS

sec

T3
T7
TBE
Tris

UV

Xg
ZNS
uF

Boten-Ribonukleinsiure
Knoten (engl. node), die anteriore Spitze des Primitivstreifens
Nitroblautetrazolium mit 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat
Kernexportsignal (engl. nuclear export signal)
Neuralfalten

Neuralplatte

Neuralrohr (engl. neural tube)
Natriumchlorid-Tris-Magnesium-Tween-Puffer

optische Dichte bei 600 nm Wellenldnge
Phosphat-gepufferte Natriumchlorid-Losung
Phosphat-gepufferte Natriumchlorid-Losung mit Tween
Pannett-Compton-Salzlésung
Polymerase-Ketten-Reaktion

4% Paraformaldehyd in PBS

Polynukleotidkinase

priachordale Platte

Primitivstreifen

Ribonukleinsédure

Umdrehungen pro Minute (engl.: rotations per minute)
Reverse-Transkriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion)
Natriumdodecylsulfat ( engl.: sodium dodecyl sulfate)
Sekunden

Thymin

RNA-Polymerase

RNA-Polymerase

Tris-Borat-EDTA-Puffer fiir die Agarose-Gelelektroporese
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Einheiten (engl.: units)

Ultraviolett

Vielfaches der Erdbeschleunigung

zentrales Nervensystem

Elektrische Kapazitit in 10-6 Faraday
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