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in-frame
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Screening
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Tailbud

Template

whole mount in situ

Anlagerung
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Kreuzvernetzung

DNA-Segment, das als Verstirker-Element an der Regulation der
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Verldngerung eines (PCR-) Primers durch Neusynthese
vorwarts
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Durchmusterung

Schwanz

Schwanzknospe
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in situ Hybridisierung an ganzen Embryonen



1. Einleitung 1

Die Bezeichnung ,,Organisator® soll zum Ausdruck bringen, dafs die von diesen
bevorzugten Teilen ausgehende Wirkung nicht nur eine in bestimmter, beschrdnkter
Richtung determinierende ist, sondern dafs sie alle jene ritselhaften Eigentiimlichkeiten
besitzt, welche uns eben nur aus der belebten Natur bekannt sind.

- H. Spemann und H. Mangold, 1924 -

1. Einleitung

1.1 Embryonalentwicklung von Xenopus laevis

Der siidafrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis gehort zur Klasse der Amphibien und zéhlt
innerhalb der Ordnung der Anura (Froschlurche) zur Unterordnung der Aglossa (Zungenlose). Er
lebt vollaquatisch im SiiBwasser und 148t sich problemlos in Aquarien halten. Im Rahmen der
Untersuchung von Entwicklungsprozessen in Vertebraten stellt Xenopus ein geeignetes Tier-
modell dar, um insbesodere die frithe Embryogenese zu untersuchen.

Xenopus-Weibchen lassen sich durch Gonadotropin-Injektionen zur Eiablage stimulieren. Die
Gelege werden in vitro befruchtet und kénnen mehrere hundert Embryonen enthalten.
Befruchtung und Entwicklung finden extrakorporal in einfachen Salzlosungen statt. Oozyten und
Embryonen sind mit 1-1.5 mm verglichen mit denen anderer Vertebraten relativ grofl und daher
gut fiir Mikromanipulationsexperimente wie Injektionen oder Explantationen ge-eignet. Die frithe
Embryogenese verlduft innerhalb von ein bis zwei Tagen und ist von Nieuwkoop und Faber
(1967) in Stadien eingeteilt und beschrieben worden. Diese Stadieneinteilung wurde auch fiir
diese Arbeit verwendet (die Kennzeichnung beispielsweise des Stadiums 12 ist synonym mit der
Bezeichnung NF12). Im Laufe der letzten Jahre ist es durch biochemische und molekular-
biologische Methoden mdglich geworden, zahlreiche Prozesse der Embryonalentwicklung auch

auf molekularer Ebene zu charakterisieren.

Zu Beginn der Entwicklung des Krallenfrosches Xenopus laevis (Abb. 1-1) durchlduft die Zygote
zwolf synchrone, unsymmetrische Furchungsteilungen, in denen kein Zellwachstum erfolgt. Nach
etwa 3-3.5 Stunden hat sich ein Zellhaufen (Morula) gebildet, der im Bereich des animalen Pols
durch zahlreiche kleine, sich schnell teilende Furchungszellen (Blastomeren) gekennzeichnet ist,
wihrend die vegetale Region wenige grofle, dotterhaltige Blastomeren enthélt. Der Embryo des
Blastula-Stadiums besteht nach etwa 5 Stunden aus einer Hohlkugel, die die primédre Leibeshohle
(Blastocoel) umschliefit. Nach AbschluB3 der 12. Zellteilung beginnt mit der ‘Mid-Blastula
Transition’ (MBT) die zygotische Transkription. Nach den anfénglich raschen Zellteilungen ist
nun eine ausreichend hohe Zellzahl vorhanden, um die Gastrulation, die den zukiinftigen

Korperbauplan etabliert, durchfiihren zu kdnnen. 9-14 Stunden nach der Befruchtung bilden sich
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wihrend der Gastrulation die drei Keimblatter, Ektoderm, Entoderm und Mesoderm aus. Das

erste Anzeichen fiir Gastrulation ist die Invagination entodermaler Flaschenzellen in der

St.10

24 Std.

Neyrulatio®

St.12,5

St.19

Abb. 1-1 Embryonalentwicklung des Krallenfrosches Xenopus laevis. Aus der Zygote entwickelt sich
durch Furchungsteilungen eine Morula. Durch weitere mitotische Teilungen entsteht eine Hohlkugel, die
Blastula. Das vegetative Ektoderm invaginiert und verdrigt so die primédre Leibeshohle, das Blastocoel. In
der Gastrula sind die drei Keimblitter, Ektoderm, Entoderm und Mesoderm angelegt. Wéhrend der
Neurulation, die einen Teil der Organogenese darstellt, bilden sich die Strukturen des zentralen Nerven-
systems heraus. Im weiteren werden aus den entsprechenden Keimbléttern die Organe differenziert. Am
Ende des Larvalstadiums werden larvale Strukturen wihrend der Morphogenese aufgeldst und das adulte
Tier entsteht (aus Hollemann, 1994).

marginalen Zone nahe des Blastula-Aquators; dies fiihrt zur Bildung einer sichelformigen
Urmundlippe, die sich zu einem zirkuléren Blastoporus ausweitet. Durch morphogenetische
Bewegungen wandern v.a. ektodermale Zellen in den Blastoporus ein (Involution) und breiten
sich entlang der inneren Oberfliche des Blastocoeldaches zum animalen Pol hin aus. Dadurch
verdringen sie das Blastocoel und formen eine sekundéire Korperhohle, den Urdarm
(Archenteron). Der entstandene dreischichtige Keim besteht aus der duBeren Schicht des
Ektoderms, der inneren entodermalen Schicht, die den neu entstandenen Hohlraum auskleidet,
und dem zwischen Ektoderm und Entoderm gelegenen dritten Keimblatt, dem Mesoderm. Im

Lauf der Entwicklung differenzieren die Keimblétter zu unterschiedlichen Organen: Aus dem
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Ektoderm entstehen Nervensystem, Haut und Sinnesorgane. Das Mesoderm bildet Muskeln,
Knochen, Chorda dorsalis (Notochord), Mesenchym, Herz, Blutgefiflsystem, Niere und
Urogenitalsystem. Entodermale Derivate sind u.a. die inneren Organe, Magen, Darm, Leber,

Pankreas, Lunge und Harnsystem.

Im Anschluf} an die Gastrulation folgt die Neurulation (14-22 Stunden nach der Befruchtung) als
erster Schritt der Organogenese. Sobald der Blastoporus geschlossen ist, bildet sich im
Ektodermbereich die Neuralplatte, aus der zunéchst eine Neuralrinne entsteht. Durch deren
Absenkung und Fusion der Rander (Neuralfalten) wird im Inneren das Neuralrohr ausgebildet,
das den Vorldaufer des Riickenmarks darstellt. Nach Abschluf3 der Neurulation, die die frithe
Embryonalentwicklung abschlieft, folgt die Larvalentwicklung zur Kaulquappe und die Meta-
morphose zum adulten Frosch. Dabei wird von Kiemenatmung auf Lungenatmung umgestellt, der

Schwanz zuriickgebildet und der Mund verbreitert.

1.2 Mesoderm-Induktion bei Xenopus laevis

Eine der Herausforderungen der Entwicklungsbiologie und Embryologie ist es, zu verstehen, wie
aus wenigen Zellen ein Organismus aus zahlreichen differenzierten Zellpopulationen und
Geweben entsteht. Die Enstehung des Mesoderms ist dabei eng mit der Existenz eines
organisierenden Zentrums zu Beginn und wéhrend der Gastrulation verkniipft, das den
Korperbauplan des Vertebratenembryos etabliert. Der Begriff Induktion beschreibt hierbei den
ProzeB3, in dem eine Gruppe von Zellen in der Lage ist, Signale auszusenden, die das
Entwicklungsschicksal einer benachbarten Zellgruppe spezifizieren konnen, sofern diese
kompetent fiir die Signale ist. Die wichtigsten induktiven Ereignisse in der frithen

Embryonalentwicklung von Xenopus laevis sind schematisch in Abb. 1-2 dargestellt.

Nach Eintritt des Spermiums an einem Punkt der animalen Hemisphére erfolgt eine 30° Rotation
des Kortex relativ zum Zytoplasma der Eizelle. Dabei werden Mikrotubuli ausgerichtet, mittels
derer zytoplasmatisches Material in die Aquatorregion transportiert wird, die der Seite des
Eintrittspunkts gegeniiber liegt; an dieser dorsalen Position wird spéter der Spemann-Organisator
lokalisiert sein. Das zuvor radialsymmetrische Ei besitzt nun eine bilaterale Symmetrie.

Den Untersuchungen von Nieuwkoop zufolge werden am Aquator durch Wechselwirkung
animaler und vegetaler Zellen Mesoderm und Entoderm induziert, wobei das vegetale Signal in
einem dorso-ventralen Gradienten verteilt ist (Nieuwkoop, 1969a,b; Boterenbrood und
Nieuwkoop 1973). Demgegeniiber unterscheidet sich das Drei-Signale-Modell der Mesoderm-
Induktion von Smith und Slack (1983) durch die Annahme qualitativ unter-schiedlicher Signale
dorsaler und ventraler vegetaler Blastomeren. Nach diesem Modell existiert ein generelles Signal,

daB in der frithen marginalen Zone (MZ) ventrales Mesoderm induziert. Ein weiteres Signal, das
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dorsales (axiales) Mesoderm induziert, wird von den dorsal-vegetalen Zellen des frithen Blastula-
Embryos emittiert. Dieses vegetale, dorsalisierende Zentrum, das seine Aktivitdt bis zum spéten
Blastulastadium behélt, wird als Nieuwkoop-Zentrum bezeichnet. Die Funktion des Nieuwkoop-
Zentrums ist es, in den dariiberliegenden animalen Zellen die Bildung des (spidten Blastula-)
Organisators zu induzieren. Da die ersten beiden Induktionsereignisse vor Einsetzen der
zygotischen Transkription mit der MBT stattfinden, miissen diese frithen Signale maternaler
Natur sein; sie sind noch nicht identifiziert. Das Ergebnis der frithen Induktionsprozesse ist ein
mesodermaler Ring in der Aquatorialzone des Embryos, der sich nach der zukiinftigen
Entwicklung seiner Regionen in vier Bereiche unterteilen 146t. Die dorso-marginale Zone (DMZ)
bildet Notochord und Somiten, die dorso-laterale marginale Zone entwickelt sich zu Muskeln und
Herz, wihrend sich die ventrale marginale Zone zu Mesenchym, Pronephros und Blut
differenziert. Das dritte induktive Signal dorsalisiert vom Organisator der frithen Gastrula
ausgehend das benachbarte ventrale Mesoderm zu intermedidrem (lateralem) Mesoderm. Weitere
Signale des Organisators induzieren das dariiberliegende Ektoderm (neurale Induktion) sowie das
darunterliegden Entoderm (Anteriorisierung).

Dieses Modell wird durch neuere Studien modifiziert. Heasmann (1997) charakterisiert den
Beginn der Mesoderminduktion in der Blastula anhand zweier dorsaler und eines ventralen
Signalwegs; dies sind zum einen der Xenopus Wnt/p-Catenin- und der ‘Transforming Growth
Factor B’ (TGF-f) Signalweg vom Activin-Typ, sowie der ventrale TGF- Signalweg vom BMP-
Typ (die an der Mesoderm-Induktion beteiligten Signalwege werden im folgenden Abschnitt 1.3
beschrieben). Dabei wird angenommen, dal} bereits die Oozyte in drei Zonen unterteilt ist.
Dartiiberhinaus wirken nach der MBT dorsal sezernierte Proteine (Chordin, Noggin) ventralen
Signalen (BMP) entgegen und erméglichen so eine dorsale Differenzierung. Harland und Gerhart
(1997) bestitigen die Annahme zweier unter-schiedlicher vegetaler Signale und beschreiben die
Mesoderm-Induktion, sowie die damit verbundene Bildung des Spemann Organisators in der
dorsalen marginalen Zone als Antwort auf ein generelles Mesoderm-induzierendes Signal und ein
dieses liberlagerndes dorsal-modifizierendes Signal. Das Mesoderm-induzierende Signal
(wahrscheinlich ein Mitglied der TGF-B Familie) ist um den gesamten Aquator verteilt, wihrend
das dorsal-modifizierende Signal (wahrscheinlich ein Faktor der Wnt-Signalkaskade) kurz nach
der Befruchtung vom vegetalen Pol in den zukiinftigen dorsalen Bereich des Aquators

transportiert wird.

Diejenige Gruppe von Zellen, die die beiden maternalen Signale freisetzt, stellt demnach das
Nieuwkoop-Zentrum dar, das den Organisator bzw. einen Teil davon induziert. Durch die
maternalen Faktoren des frithen Organisators werden zygotische, sog. ‘immediate-early’ Gene fiir
Transkriptionsfaktoren aktiviert, die ihrerseits Mesoderm-dorsalisierende Proteine aktivieren.
Diese induzierenden Faktoren bewirken eine dorsale Differenzierung, indem sie den Signalen
entgegenwirken, die von den Zellen fiir eine ventrale/posteriore Entwicklung bendtigt werden.

Ventralisierende Liganden (wie BMPs bzw. Wnt-8) fordern die ventral-posteriore Enwicklung
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und stellen gleichzeitig Inhibitoren der dorso-anterioren Entwicklung dar. Sie konnen durch
hochaffine Bindung an dorsal-induzierende Faktoren (wie Chordin, Noggin bzw. Frzb)
neutralisiert werden, da so die Wechselwirkung mit deren spezifischen Rezeptoren verhindert
wird (Piccolo et al., 1996; Leyns et al., 1997; Wang et al., 1997b). Demnach wiirde der
Organisator die dorsale Entwicklung fordern, indem er Signale aussendet, die der Wirkung
ventralisierender Signale in allen drei Keimblittern entgegen-wirken. Anhand der spezifischen
Expression von Transkriptionsfaktoren und sezernierten Proteinen 1dft sich der Spemann
Organisator (und seine Unterteilung in Subdoménen) molekular beschreiben (sieche auch Kapitel
3.2.2, Abb. 3-12, 3-14; Kapitel 4.2, Abb. 4-1).

\'} Post

Abb. 1-2 Darstellung der Induktionsprozesse in der friihen Entwicklung von Xenopus laevis. (A-D)
stellen Querschnitte der entsprechende Stadien dar. An, animaler Pol;Vg, vegetaler Pol; V, vegetal; D,
dorsal; VM, ventrales Mesoderm; O, Organisator;Ant, anterior ; Post, posterior. (A) Zygote. Gegeniiber der
Eintrittsstelle des Spermiums in der animalen Hemisphére (sternformige Struktur links oben) verschiebt
sich wéahrend der kortikalen Rotation der Kortex des Eies um 30°. Dabei wird zytoplasmatisches Material
(punktiert) des vegetalen Pols auf Hohe des Aquators auf der rechten Seite transportiert (Pfeil). (B)
mittleres Blastula-Stadium (NF 8.5) mit primérer Leibeshohle (Blastocoel) in der animalen Hemisphire.
Beginn der zygotischen Genexpression. Vegetale Zellen senden ein generelles Mesoderm-induzierendes
Signal (weiBe Pfeile) in die Aquatorialebene aus. Die zygotische Antwort der animalen Zellen etabliert in
der marginalen Zone einen ringférmigen Bereich prospektiven ventral-posterioren Mesoderms. Durch ein
zusitzliches Mesoderm-modifizierendes Signal (schwarzer Pfeil) der dorsal-vegetalen Zellen (Nieuwkoop
Zentrum) wird in der dorsalen marginalen Zone der Organisator induziert. (C) friihes Gastrula-Stadium
(NF 9.5/10). Der Organisator sendet Signale in die benachbarten Regionen (Pfeile): in das laterale
(ventrale) Mesoderm (Dorsalisierung des Mesoderms), in das dariiberliegende Ektoderm (Neuralinduktion)
und in das darunterliegende Entoderm (Anteriorisierung des Entoderms). (D) mittleres Gastrula-Stadium
(NF 11). Im Verlauf der Gastrulation erfolgt die Involution des Mesoderms und die Internalisierung des
Entoderms. Der Organisator ist unter dem Ektoderm lokalisiert und an der fortgesetzten Dorsalisierung des
Mesoderms (gebogener Pfeil) und der vertikalen Neuralinduktion (kurze Pfeile) beteiligt. (E)
Kaulquappen-Stadium (NF 40). AuBere Ansicht mit Bezeichnung der dorso-ventralen (D-V) und der
antero-posterioren Achse (Ant-Post). (Harland und Gerhart, 1997).
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Die wihrend der Mesodern-Induktion exprimierten Transkriptionsfaktoren kénnen dorsal (z.B.
Siamois, Lemaire et al., 1995; Goosecoid, Cho et al., 1991), ventral (z.B. Xvent-1, Gawantka et
al., 1995) oder in der gesamten marginalen Zone (z.B. Xbra, Smith et al., 1991; Xnot2, von
Dassow et al., 1993) lokalisiert sein. Zu den sezernierten Proteinen zdhlen im dorsalen Bereich
z.B. Chordin (Sasai et al., 1996), Noggin (Smith und Harland, 1992), Cerberus (Bouwmeester et
al., 1996), Frzb (Leyns et al., 1997; Wang et al., 1997) und im ventro-lateralen Bereich Xwnt-8
(Smith und Harland, 1991; Christian et al., 1991).

1.3 Signalkaskaden wihrend der Mesoderm-Induktion

Die Signalwege, die an der Mesoderm-Induktion und der dorso-ventralen Gliederung des
Embryos beteiligt sind, kdnnen in zwei Gruppen eingeteilt werden: Zur ersten Gruppe der
Mesoderm-induzierenden Aktivierungswege gehoren der ‘Transforming Growth Factor-f3” (TGF-
) Signalweg vom Activin-Typ und der ‘Fibroblast Growth Factor’ (FGF) Signalweg. Die Wnt/{3-
Catenin-Kaskade und der TGF-f Signalweg des BMP-Typs werden zu den Mesoderm-
modifizierenden Signaliibertragungswegen gerechnet. Diese konnen durch Antagonisten der
Signalmolekiile inhibiert werden (Wnt durch Frzb; BMP durch Noggin, Chordin, Follistatin).

TGF-p Signalwege sind an zahlreichen Prozessen wéhrend der Embryonalentwicklung von
Vertebraten beteiligt (Smith, 1995; Hogan, 1996a,b). Dabei ist die Beteiligung von TGF-
Signalmolekiilen wie Activin, Vg1 oder BMP-4 an der Induktion und Gliederung des Mesoderms
bei Xenopus besonders intensiv untersucht worden. Wéhrend Activin und Vgl dorsales
Mesoderm induzieren, resultiert die Aktivierung des BMP-Signalwegs in der Bildung ventralen
Mesoderms. TGF-f3 Molekiile binden an einen heteromeren Komplex aus zwei transmembranen
Serin/ Threonin Kinasen, die als Typ I und II Rezeptoren bezeichnet werden. Nach Liganden-
bindung phosphoryliert der Typ II Rezeptor den Typ I Rezeptor. Als Folge der Aktivierung des
Typ I Rezeptors werden Proteine der Smad-Familie phosphoryliert. Zahlreiche Smad-Proteine
sind kiirzlich als wichtige Komponenten von TGF-p Signalwegen beschrieben worden (Ubersicht
in Kretzschmar und Massagué, 1998; Massagué, 1996). Die Smad-Proteine kénnen in drei
Subfamilien unterteilt werden: 1) Rezeptor-aktivierte Smads (Smad-1, -2, -5, -8), Co-Smads
(Smad-4) und antagonistische Smads (Smad-6, -7). Dabei scheint es, da3 die Signaliibermittlung
verschiedener Molekiile der TGF-f Familie durch unterschiedliche Smad-Isoformen erfolgt (z.B.
Derynck und Zhang, 1996; Candia et al., 1997; Wrana und Pawson, 1997; Nakayama et al.,
1998). Im Fall der Stimulation durch Activin phosphoryliert der aktivierte Typ I Rezeptor zyto-
plasmatisches Smad-2, das mit Smad-4 einen Heterokomplex bildet. Dieser Komplex wird
darauthin in den Kern transportiert und assoziiert mit dem Winged-Helix Transkriptionsfaktor
FAST-1, einem maternalen Protein, dal die zygotische Transkription von Mix-2 aktiviert (Chen

et al., 1996). Eine dhnliche Signalkaskade existiert auch fiir BMPs; diese fiihrt zur Aktivierung
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eines anderen Smad-Proteins, Smad-1 (Graff et al., 1996). Die Transkriptionsfaktoren, die das
BMP-Signal vermitteln, sind nicht bekannt. Als Zielgene werden die zygotischen Faktoren
Xvent-1 (Gawantka et al., 1995), Xvent-2 (Onichtchouk et al., 1996) oder Mix-1 (Mead et al.,
1996) diskutiert. Wahrend Smad-4 fiir die Assoziation der durch Rezeptor-Kinasen aktivierten
Smads und deren Transport in den Zellkern erforderlich ist, konnen die antagonistischen Smad-
Proteine eine Signaliibertragung durch Faktoren der TGF-§ Familie inhibieren. Sie scheinen
damit in der Lage zu sein, die Regulation der TGF-f/Smad Signalwege zu kontrollieren

(Kretzschmar und Massagué, 1998).

Die Signaltransduktion durch Wachtumsfaktoren der FGF-Klasse verléauft iiber den MAP Kinase
Signalweg und ist ebenfalls an der Mesoderm-Induktion in Xenopus beteiligt (Ubersicht und
Literaturverweise in Harland und Gerhart, 1997). Dies konnte zum einen durch Zugabe von FGF
zu isolierten animalen Polkappen-Explantaten (‘Animal Caps’) gezeigt werden (z.B. Kimelman
und Kirschner, 1987; Isaacs et al., 1992); zum anderen konnte die Mesodermbildung analog
durch Verwendung dominant-negativ wirkender Rezeptoren verhindert werden (Amaya et al.,
1991, 1993). Dariiber hinaus wird ein funktioneller FGF-Signalweg auch fiir die Activin-
induzierte Mesodermblidung benoétigt (Gotoh et al., 1995; LaBonne und Whitman, 1995; Kroll
und Amaya, 1996). Wihrend jedoch Activin fiir die primére Induktion von Mesoderm
erforderlich ist, scheint die Funktion des FGF-Signalwegs eher in der Aufrechterhaltung der
Expression mesodermaler Gene wie des T-Box Gens Xbra (Smith, 1997) zu liegen. Xbra kann
sowohl durch FGF als auch durch Activin und BMP-4 induziert werden, dennoch wird seine
Expression durch einen FGF-abhingigen autoregulatorischen Mechanismus aufrechterhalten
(Schulte-Merker und Smith, 1995). Dabei aktiviert Xbra die Expression von embryonalem FGF
(eFGF), welches wiederum Xbra induziert.

Die Familie der Fibroblast Wachstumsfaktoren (FGF) umfalt mindestens 13 Mitglieder, die mit
spezifischen FGF-Rezeptoren, transmembranen Tyrosinkinasen, wechselwirken. Durch
Ligandenbindung dimerisieren die FGF-Rezeptoren, und es kommt zu einer Autophos-
phorylierung des Rezeptors. Dadurch entsteht eine Bindungsstelle fiir die SH2-Doméne des Grb2
Proteins, das durch Phosphorylierung aktiviert wird und iiber eine SH3-Doméne das SOS Protein
bindet. SOS aktiviert Ras durch GTP-Bindung, was zu einer Rekrutierung von Raf (MAP Kinase
Kinase Kinase) fiihrt und eine aktivierende Kasakade von MAP-Kinasen initiiert. Aktiviertes Raf
phosphoryliert beispielsweise MEK (MAP Kinase Kinase), die ihrerseits eine MAP Kinase
aktiviert. Zu den Substraten der MAP Kinasen gehoren auch zyto-plasmatische Transkriptions-
faktoren, die durch Phosphorylierung aktiviert werden und die Transkription spezifischer Gene
bewirken (Ubersicht in Cahill et al., 1996; Avruch et al., 1994; Clarke, 1994).

Die Wnt/p-Catenin Signalkaskade (Uberblick und Literaturverweise in Dale, 1998; Moon et al.,
1997; Willert und Nusse, 1998; Heasman, 1997) induziert eine dorsalisierende Aktivitdt in dem

Bereich der Aquatorialzone, der spiter dem Organisator entspricht. Die Wechselwirkung eines
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Wnt-Signalmolekiils mit dem Frizzled-Rezeptor fiihrt {iber Inaktivierung der Glykogen Synthase
Kinase-3 (GSK3) zur zytoplasmatischen Akkumulation des P-Catenin Proteins. Nach
Translokation in den Kern interagiert p-Catenin mit dem HMG-Box Transkriptions-faktor
TCF3/LEF1 und beeinflufit die Aktivitat dieses DNA-bindenden Proteins. Es wird angenommen,
daB Wnt-Signale in der MBT, wenn die zygotische Transkiption beginnt, die Transkription

spezifischer Gene, wie z.B. Siamois, aktivieren konnen.

1.4  Zinkfinger-Proteine

1.4.1 Struktur von C,H,-Zinkfingern

Die Entwicklung eines Organismus ist nur moglich, wenn bestimmte Proteine zur richtigen Zeit
und in den entsprechenden Zellen vorhanden sind. Die dazu notwendige Regulation der
Transkription ihrer Gene erfolgt mit Hilfe von Transkriptionsfaktoren, die spezifische DNA-
Sequenzen erkennen und an diese binden konnen. Durch die Analyse verschiedener Nuklein-
sdure-bindender Proteine konnten strukturell unterschiedliche Bindungsdoménen identifiziert
werden, wobei die Zinkfinger-Doméne ein duferst konserviertes Bindungsmotiv in Eukaryoten
darstellt. Das erste identifizierte Zinkfinger-Protein war der Transkriptionsfaktor IIIA (TFIIIA),
der in Xenopus Oozyten zusammen mit einem Molekiil 5S RNA das 7S RNP bildet (Pelham und
Brown, 1980). Die Funktion der ribonukledren Partikel (RNP) besteht in der Speicherung grofBer
Mengen ribosomaler RNA in den Oozyten (Picard und Wegnez, 1979). TFIIIA, das 1984 von
Ginsberg et al. kloniert wurde, ist essentiell fiir die Transkription des 5S RNA Gens (Engelke et
al., 1980; Sakonju et al., 1980). Die von der cDNA abgeleitete Aminosiduresequenz zeigt, dafl
TFIIIA repetitiv neun Doménen mit invarianten Cystein- und Histidin-Paaren (C,H,) enthélt, die
koordinativ ein Zink-lon binden konnen (Miller et al., 1985). Dadurch bilden die
dazwischenliegenden Aminoséuren eine fingerformige Proteinstruktur (Zinkfinger) aus, die aus
einem antiparallelen -Faltblatt und einer a-Helix besteht und durch weitere hoch konservierte,
hydrophobe Aminosdurereste stabilisiert wird (Abb. 1-3). Das Zink-Ion liegt im Inneren der
kompakten, globuldren Struktur und ist tetraedrisch mit den Histidinresten und den beiden
Cysteinresten, die den Wendepunkt des -Faltblattes bilden, koordiniert. Zur Abgrenzung von
Strukturelementen, die eine andere Anordnung oder Anzahl Zink-koordinierender Cystein- und
Histidin-molekiile aufweisen, werden Motive, die dem TFIIIA-Typ entsprechen, als C,H,-Zink-
finger bezeichnet. Sind in einem Zinkfinger-Protein zwei oder mehr Zinkfinger-Module des
C,H,-Typs benachbart, so sind diese durch eine konservierte Linker-Region (H/C-Link) aus
sieben Aminosduren (TGERPFK) verbunden, wie Schuh et al. (1986) durch den Vergleich von

C,H,-Zinkfinger-Doménen verschiedener Proteine zeigen konnten.
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Eine rdumliche Struktur fiir das Zinkfinger-Motiv als kleine, unabhéngig gefaltete Mini-Doméne,
die in modularer Anordnung sequenzspezifisch DNA erkennen soll, war von Berg (1988) und
Nardelli (1991) postuliert worden und konnte durch NMR Studien (Parraga et al., 1988; Lee et
al., 1989) und Rontgen-Strukturanalyse verifiziert werden. Dabei hatten Pavletich und Pabo
(1991) die Kristallstruktur eines Kokristalls der aus drei Zinkfingern bestehenden DNA-
Bindungsdoméne des Maus Proteins Zif268/Egr-1 (Christy et al., 1988) mit der DNA-Ziel-
sequenz bestimmt und gefunden, daB3 die drei Zinkfinger die gleiche Sekundirstruktur besitzen

und sich in einer halbkreisformigen Struktur um die DNA-Doppelhelix winden.

Die Zinkfinger liegen in diesem Komplex in der grolen Furche der B-DNA Doppelhelix und
interagieren mit den Basen der DNA durch Aminosdureseitenketten der a-Helix. Die
Orientierung der einzelnen Zinkfinger in Bezug auf die DNA ist nahezu identisch. Jede Doméne
bildet Kontakte zu drei aufeinanderfolgenden Basenpaaren aus, wobei die Mehrzahl der basen-
spezifischen Kontakte nur mit einem einzelnen DNA-Strang besteht. Daneben existieren auch

Kontakte mit dem DNA-Riickgrat.

“H/C-Link”
A Zinkfinger-Modul Verbindungsregion Zinkfinger-Modul

r 1T '

Hydrophobe
Aminoséure

Cystein

Zink-lon

Abb. 1-3 Schematische Darstellung einer Zinkfinger-Doméne des C,H,-Typs. (A) Zwei benachbarte
Zinkfinger-Module sind durch einen konservierten H/C-Link miteinander verbunden. Die Cystein- und
Histidin-Seitenketten koordinieren ein Zink-Ion, wéhrend drei andere konservierte Aminosduren (Phe, F;
Leu, L; Tyr, Y) zur Bildung einer hydrophoben Struktur beitragen (nach Miller et al., 1985). (B) Die drei
dimensionale Organisation der Zinkfinger-Doméne besteht aus zwei antiparallen -Faltblittern und einer
a-Helix. Diese bilden durch koordinative Bindung des Zink-lTons (schwarz) direkt im Zentrum eine
kompakte Konformation aus, die durch die Seitenketten der am stirksten konservierten Aminoséuren
zusitzlich stabilisiert wird (aus Berg und Shi, 1996).

Die Strukturbestimmung von Komplexen mit anderen DNA-Bindungsdoménen, z.B. des
humanen Onkoproteins GLI (Pavletich und Pabo, 1993) oder des regulatorischen Drosophila
Proteins Tramtrack (Fairall et al., 1993) haben im Vergleich mit der Zif268-Struktur gezeigt, dafl
trotz grundsitzlicher Ubereinstimmung in Bezug auf den Bindungsmodus Abweichungen

existieren. So wurde beispielsweise gefunden, dal zum einen die Ausbildung basen-spezifischer
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Kontakte mit beiden DNA Stringen erfolgen kann und dall dabei mindestens sechs innerhalb der
Zinkfinger-Helix liegende oder benachbarte Aminosduren beteiligt sind. Zum anderen kénnen
benachbarte Zinkfinger-Doménen Protein/Protein-Kontakte ausbilden. Diese neuen Struktur-
informationen haben deutlich gemacht, daf3 es keine generellen Regeln gibt, anhand derer sich die
DNA-Bindungsspezifitit von Zinkfinger-Doméanen vorhersagen 146t. Andererseits ist es
Desjarlais und Berg (1993) gelungen, Zinkfinger-Proteine mit voraussagbarer DNA-Erkennungs-
sequenz zu entwerfen, die gerichtet an spezifische DNA-Sequenzen binden konnen.

Mittlerweile konnten mehr als 10 verschiedene Klassen Zink-bindener Doménen identifiziert
werden, die strukturell und funktionell sehr unterschiedlich sind. Neben dem C,H,-Typ (Prototyp:
TFIIIA) exisitieren Typen von Zink-Doménen die eine andere Komposition der Cysteine (C) und
Histidine (H) aufweisen, wie beispielsweise Cg (Steroid-Thyroid Rezeptoren), C; (GAL4
Familie), C;HC (RING-Finger Familie), C,HC (retrovirales Nukleocapsid), C,HCs (LIM-
Domine) und C, (GATA-1); eine Ubersicht und weiterfiihrernde Literaturverweise geben Berg
und Shi (1996). Dabei zeigt sich, da3 das Vorhandensein Zinkfinger-dhnlicher Sequenzmotive
nicht notwendigerweise bedeutet, daB} jeder Zinkfinger mit Nukleinsduren interagiert. So werden
fiir einen Steroid-Rezeptor (Héird et al., 1990) und ein Protein, das eine LIM-Doméne enthilt
(Schmeichel und Beckerle, 1994), auch Protein/Protein-Wechsel-wirkungen beschrieben.

Auch fiir TFIITA muB3 neben der DNA-Bindung eine weitere Wechselwirkung mit Nukleinsduren
beachtet werden. Wiahrend TFIIIA DNA und RNA spezifisch binden kann (Pelham und Brown,
1980; Honda und Roeder, 1980; Theunissen et al., 1992), bindet das ebenfalls in Xenopus
Oozyten vorkommende p43 Protein nur an RNA (Joho et al., 1990). RNA-Bindung durch
Zinkfinger-Doménen ist auch fiir das Wilms Tumor Suppressorprotein beschrieben worden
(Caricasole et al., 1996).

1.4.2 Multigenfamilien von Zinkfinger-Proteinen und ihre Funktion in der

Embryogenese
Die Identifizierung der Zinkfinger-Doménen in TFIIIA und eines konservierten H/C-Links
ermoglichten die Isolierung von zahlreichen Zinkfinger-Proteinen des C,H,-Typs. Schitzungen
zufolge enthalten die Genome von Vertebraten etwa 1000 Gene fiir C,H, Zinkfinger-Proteine
(Chowdhury et al., 1987; Koster et al., 1988; Bellefroid et al., 1989). Diese kénnen anhand von

Sequenzelementen auBlerhalb der Zinkfinger-Gruppen in Multigenfamilien wie FAX (Finger
Associated Boxes; Kndchel et al., 1989), FAR (Finger Associated Repeats; Klocke et al., 1994)
und KRAB (Kriippel Associated Box; Bellefroid et al., 1993) unterteilt werden. Die Unter-

suchung der genomischen Organisation der KRAB- und FAX-Gene zeigte, dall diese Gene in
groBen Gruppen von bis zu 40 Genen vorkommen. Dariiber hinaus konnten Bellefroid et al.
(1993) zeigen, daBl die Gene der KRAB-Familie eine hoch konservierte Intron/Exon-Struktur
aufweisen und auf hohere Vertebraten beschrinkt sind. Ein GrofBteil der in Vertebraten

vorkommenden Gene fiir Zinkfinger-Proteine, die groBle Cluster von Zinkfingermodulen
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aufweisen, konnte in der Evolution erst spdt durch Gen-Amplifikation entstanden sein. Die
biologische Funktion der repetitiven DNA-bindenden Zinkfinger-Doménen, wie auch der
assoziierten Sequenzmotive (FAX, FAR) ist nicht bekannt. Die meisten Proteine dieser Klasse
von evolutiondr spit entstandenen Multigen-Subfamilien weisen in den Embryonalstadien und
adulten Geweben kein hochspezifisches Expressionsmuster auf.

Im Gegensatz dazu existiert eine kleine Gruppe von evolutiondr hoch konservierten Zinkfinger-
Proteinen (Ubersicht in El-Baradi und Pieler, 1991; Pieler und Bellefroid, 1994), die als
Transkriptionsregulatoren an der Zelldifferenzierung oder Embryogenese beteiligt sind. Die
meisten dieser regulatorischen Zinkfinger-Proteine kdnnen aufgrund homologer Zinkfinger-
Cluster kleinen Unterfamilien zugeordnet werden, wie z.B. der EGR-, der WT1-, der SP1- oder
der GLI-Familie.

Proteine der EGR-Familie (‘Early Growth Response’) besitzen als gemeinsames Strukturmotiv
drei Zinkfinger des C,H,-Typs. Sie sind als Triplett angeordnet und bilden die DNA-Bindungs-
doméne, deren dreidimensionale Struktur fiir Egr-1/zif268 durch Pabo und Pavletisch (1991;
siche Kapitel 1.4.1) aufgeklart wurde. AuBerhalb der hochkonservierten Zinkfinger erstreckt sich
die Homologie auf die benachbarten basischen Regionen. Eine signifikante Abweichung in den
terminalen Sequenzbereichen erlaubt eine Einteilung in Unterklassen.

Die Zinkfinger-Proteine der EGR-Familie binden an die gleiche DNA-Zielsequenz und wirken
als transkriptionelle Aktivatoren. Die Gene dieser Transkriptionsfaktoren gehdren zur Klasse der
‘immediate-early’ Gene und werden nach Stimulation innerhalb weniger Minuten ohne de novo
Proteinbiosynthese transient induziert. Einen weiteren Hinweis darauf, daf3 es sich um Mitglieder
einer Gen-Familie handelt, gibt die einheitliche genomische Organisation der EGR-Gene,
bestehend aus zwei Exons, die durch ein einziges Intron getrennt sind (z.B. die humanen Gene
Egr-1, Sakamoto et al., 1991; Egr-2, Rangnekar et al., 1990; Egr-4, Holst et al., 1993). Allerdings

sind die Gene auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert.

Gegenwirtig sind vier Subfamilien von Egr-Proteinen (Egr-1 bis -4) bekannt, deren einzelne
Mitglieder unter zahlreichen Synonymen beschrieben worden sind. Die Tabelle 1-1 gibt einen
Uberblick iiber die einzelnen EGR-Subfamilien. Egr-1, -2 und -3 sind untereinander stirker
homolog als im Vergleich zu Egr-4. Eine Unterteilung der Egr-Proteine in funktionelle Doménen
—analog zu der von Gashler et al. (1993) fiir Egr-1 vorgeschlagenen Gliederung — zeigt, dall das
Egr-4 Protein keine Repressionsdoméne aufweist (Crosby et al., 1992). Diese Repressionsdoméne
dient der Bindung von NAB-Proteinen, einer kiirzlich identifizierten Klasse von Korepressoren
(Russo et al., 1995; Svaren et al., 1996; Swirnoff et al., 1998; siche Kapitel 3.3.3.4), die an der
Regulation der transkriptionellen Aktivierung durch Egr-Proteine beteiligt sind. Als EGR-Familie
wird daher im folgenden nur diese stdrker konservierte ,,Kerngruppe* von Egr-1, -2 und -3

bezeichnet.
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In der Embryonalentwicklung ist Egr-2/Krox-20 am besten charakterisiert. In der Maus wird
Krox-20 am Tag 9 der Embryogenese spezifisch in den Rhombomeren 3 und 5 des Hinterhirns
exprimiert (Wilkinson et al., 1989). In transgenen Méusen, bei denen die Krox-20 Zinkfinger-
Doméne homozygot deletiert waren, konnte gezeigt werden, dal das Krox-20 Protein eine
essentielle Funktion im Rahmen der Entwicklung des Rhombencephalons besitzt. Die Tiere
wiesen Defekte in der Segmentierung des Hinterhirns auf und starben bereits wiahrend der
Embryogenese (Swiatek und Grindley, 1993). Die Beteiligung von Krox-20 an der Regulation
des Homdobox-Gens HoxB2 wihrend der Segmentierung des Hinterhirns konnte durch in vivo
Bindung von Krox-20 an den Promotor des HoxB2 Gens nachgewiesen werden (Sham et al.,
1993). Topilko et al. (1994) konnten zeigen, dall ein Verlust der Krox-20 Funktion die
Differenzierung der Schwannschen Zellen blockiert und die Myelinisierung des peripheren
Nervensystems verhindert. In Xenopus zeigt das Homologe Xkrox-20 in frithen Neurula-Stadien
ein konserviertes Expressionmuster in Bezug auf die Rhombomere 3 und 5. Dariiberhinaus
existiert eine zusitzliche Expression in den Neuralleistenzellen des 5. Rhombomers (Bradley et
al., 1992).

Subfamilie Bezeichnung Organismus Referenz
EGR-1 NGFI-A Ratte Milbrandt, 1987
Tis-8 Mensch Lim, 1987
zif268 Maus Christy et al., 1988*
Krox-24 Maus Lemaire, 1988
Egr-1 Maus Sukhatme et al., 1988
Egr-1 Mensch Suggs et al., 1990
Egr-1 Zebrafisch Drummond et al., 1994
EGR-2 Krox-20 Maus Chavrier et al., 1988a
Egr-2 Mensch Joseph, 1988
Krox-20 Huhn Nieto et al., 1991
Krox-20 Xenopus Bradley et al., 1992
Krox-20 Zebrafisch Oxtoby und Jowett, 1993
EGR-3 Egr-3 Mensch Patwardhan et al., 1991
Egr-3 (partiell) ~ Maus Patwardhan et al., 1991
pilot Mensch Mages et al., 1993
Egr-3 Ratte Yamagata et al., 1994
EGR+4 NGFI-C Ratte Crosby et al., 1991
pAT133 Mensch Miiller, 1991

Tab.1-1 Unterteilung der evolutionir konservierten EGR-Familie in vier Sub-Klassen. * zif268 hat
in Bezug auf NGFI-A 18 Aminosdure-Substitutionen oder -Deletionen (Christy et al., 1988).

Eine eigene Gruppe bilden die Proteine der Wilms Tumor (WT1) Gene. Das wtl Gen besitzt vier
Zinkfinger-Motive, von denen die Finger 2-4 stark homolog (67% identisch) zur Egr-1 Zink-
finger-Domaéne sind (Mensch, Call et al., 1990; Maus, Buckler et al., 1991; Ratte, Sharma et al.,
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1992; Xenopus, Carroll und Vize, 1996). Neben dem nicht konservierten ersten Zinkfinger des
WTI Proteins unterscheidet sich auch die genomische Organisation des wtl Gens von der der
EGR-Familie, da jeder der vier Zinkfinger in einem individuellen Exon organisiert ist (Gessler et
al., 1990). Das WT1-Zinkfinger-Protein kann die gleiche DNA-Konsensus-Sequenz wie Egr-1
binden (Rauscher III et al., 1990). Allerdings existieren alternativ gespleiite WT1-Transkripte,
die eine verdnderte Bindungsspezifitit (Haber et al., 1990) oder intranukledre Lokalisation
aufweisen (Larsson et al., 1995; Lamond, 1995).

wtl ist ein Tumorsuppressor-Gen (Haber et al., 1993) und in 10-15% der Wilms Tumore mutiert.
Mutationen im wtl Gen resultieren in Wilms Tumoren (Nephroblastomen), der am haufigsten
vorkommenden Krebserkrankung bei Kindern (Matsunaga, 1981; Ubersicht in Hastie, 1994),
sowie in Syndromen wie dem Denys-Dash Syndrom (Glomerulonephropathie) oder dem WAGR
Syndrom. Als putativer transkriptioneller Repressor (Madden, 1991) wird WTI in der sich
entwickelnden Niere (Metanephros) exprimiert (Mundlos et al., 1993). In Xenopus zeigt wtl ein
dhnliches rdumlich-zeitliches Expressionmuster, das bis zum Schwanzknospen-Stadium auf das

sich entwickelnde Nierensystem (Pronephros) beschriankt ist (Carroll und Vize, 1996).

Die SP1-Familie besitzt als typischen Vertreter das SP1-Zinkfinger-Protein, das als erster nicht-
viraler, eukaryotischer Pol II-Transkriptionsfaktor identifiziert und isoliert wurde (Dynan und
Tjian, 1983; Kadonga et al., 1987). SP1 enthdlt drei C,H,-Zinkfingermotive, die an die
Konsensussequenz GGG GCG GGG (Letovsky und Dynan, 1989) binden. Die NMR-Analyse des
zweiten und dritten SP1 Zinkfingers zeigte, dall die Struktur den analogen Zif268-Zinkfinger-
Motiven sehr dhnlich ist (Narayan et al., 1997). SP1 ist ein nukledres Protein, das in den meisten
Zellen konstitutiv exprimiert wird, dessen Expressionsstirke aber wéhrend der Entwicklung und

in verschieden Zelltypen differentiell reguliert wird (Saffer et al., 1991). In der Maus ist SP1
essentiell fiir die Embryogenese. Homozygot defiziente SP17~ Miuse wiesen zahlreiche Defekte

auf und iiberlebten nur bis zum Tag 9.5 (Marin et al., 1997). Die Untersuchung einer Reihe von

potentiellen SP1 Zielgenen in embryonalen Stammzellen zeigte dagegen keine BeeinfluBung

durch die SP17~ Mutation. Auch das SP4 Zinkfinger-Protein ist notwendig fiir eine normale
Embryonalentwicklung, wie Supp et al. (1996) anhand von SP47"~ mutierten Méusen
demonstrieren konnten. Zwei Drittel der SP4~~ Tiere starben wenige Tage nach der Geburt,

wihrend die Uberlebenden eine geringere KorpergroBe aufwiesen. Die homozygoten SP47-

Mainnchen zeigten dariiberhinaus ein abnormales Reproduktionsverhalten. In Drosophila ist das
SP1-verwandte Gen buttonhead (btd) an der Kopfentwicklung beteiligt und kann in Mutanten,
denen Btd fehlt, sogar teilweise durch SP1 von Sédugetieren funktionell substituiert werden

(Wimmer et al., 1993, 1996).

Die GLI-Familie umfafit eine kleine Gruppe von Zinkfinger-Proteinen, die zuerst als Onko-

proteine in humanen Tumoren (Kinzler et al., 1987; Roberts et al., 1989) gefunden wurden. Die
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humanen GLI-Proteine besitzen fiinf Zinkfinger-Domaénen, die sequenzspezifisch an DNA binden
(Kinzler et al., 1988; Kinzler und Vogelstein, 1990). Trotz der Struktur-aufkldrung des DNA-
Bindungsmotivs mit Hilfe eines Gli-Zinkfinger/DNA-Kokristalls (Pavletich und Pabo, 1993) sind
bisher keine Zielgene bekannt, die durch Gli transkriptionell reguliert werden. Das C.elegans Gen
tra-1 (Zarkower und Hodgkin, 1992) sowie das Drosophila Segmentierungs-Gen cubitus
interruptus (Orenic et al., 1990) gehoren ebenfalls zur GLI-Familie und weisen darauf hin, daf3
die Struktur des Gli-Zinkfinger-Clusters evolutiondr konserviert ist. Der Verlust der Funktion von
Gli-3 resultiert beim Menschen in Defekten, die als ,,Greig Cephalopolysyndactylie Syndrom*
(GCPS) zusammengefalit werden (Vortkamp et al., 1991). Gli-3 mutante Mause (‘extra-toes’)
weisen dhnliche Defekte bei der Entwicklung von GliedmafBen und Vorderhirn auf (Schimmang
et al., 1992; Franz, 1994). Neuere Untersuchungen haben gezeigt, daBl Zinkfinger-
Transkriptionsfaktoren der Gli-Familie in der Neuralentwicklung an der Vermittlung von
Signalen des Sonic Hedgehog (Shh) Signalwegs beteiligt sind (Ubersicht in Ruiz i Altaba, 1997;
Lee et al., 1997; Sasaki et al., 1997). In Xenopus fiihrt eine ektopische Expression von Glil in
Embryonen zur Bildung epidermaler Tumore (Dahmane et al., 1997). Zuvor hatten Marine et al.
(1997) zeigen konnen, dall die Transkriptions-Repressoren Xgli-3 und Xgli-4 in der frithen
Xenopus Embryonalentwicklung an der Gliederung des Mesoderms und des Neuroectoderms

beteiligt sind.

1.5  Der Zinkfinger-Transkriptionsfaktor Egr-1

Das Egr-1 Gen wurde als ‘immediate-early’ Gen isoliert, dal nach Serum-Stimulation inner-halb
weniger Minuten ohne de novo Proteinbiosynthese transient induziert wird (z.B. Lemaire et al.,
1988). Dabei ist das Profil der Induktion dem des c-fos Gens sehr &hnlich. Die Induktion von Egr-
1 kann in unterschiedlichen Zelltypen durch eine Vielzahl extrazelluldrer Stimuli erfolgen, die
grob in vier Kategorien eingeteilt werden konnen: (1) mitogene Stimulation in allen Zelltypen;
(2) differenzierungs- oder entwicklungsabhingige Induktion in Nerven, Herz, Knochen und
myeloischen Zellen; (3) Gewebsverletzung oder Bestrahlung, sowie (4) neurale Stimulation durch

Membrandepolarisation oder Krampfauslosung.

Die modulare Struktur des Egr-1 Proteins, das aus strukturell unabhéngigen, funktionellen
Dominen aufgebaut ist (Kapitel 3.1.4, Abb. 3-3), wurde durch Analysen von Deletions-mutanten
und Fusionsproteinen untersucht. Egr-1 ist ein nukledres Phosphoprotein, das drei konservierte
Zinkfingermotive des C,H,-Typs enthélt (Kapitel 1.4.1), die zusammen mit einer angrenzenden
Region durch das Vorhandensein zahlreicher basischer Aminosdure-Seiten-ketten charakterisiert
sind. Neben einer starken N-terminalen und einer schwachen C-terminalen Aktivierungsdoméne

konnte eine Repressionsdoméne identifiziert werden, die durch Bindung eines Faktors der NAB-
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Repressorfamilie die Aktivitdt des Egr-1 Proteins negativ reguliert (Kapitel 3.3.3.4 und 4.5). In
wie weit eine Phosphorylierung an der Regulation der Repression von Egr-1 bzw. der Trans-
aktivierung durch Egr-1 beteiligt ist, ist noch ungeklirt. Egr-1 besitzt eine zweigeteilte Kern-
lokalisationssequenz (NLS), bei der sowohl der Zinkfinger 2 als auch Zinkfinger 3 zusammen mit
einer N-terminalen Sequenz von 15 Aminosduren die nukledre Lokalisation vermitteln kénnen
(Gashler et al., 1993; Matheny et al., 1994).

Die Regulation der Expression des Egr-1 Gens wurde anhand der beteiligten Signaltransduktions-
wege als auch anhand des Promotors untersucht. Der Egr-1 Promotor enthdlt CArG-Boxen,
CC(A/T)4GG, die die Kernsequenz des Serum-Response-Elements (SRE; Ubersicht in Treisman,
1995) darstellen und in deren Néhe sich Bindungsstellen fiir Transkriptions-faktoren der ETS-
Klasse befinden. SREs sind in den Promotoren vieler ‘immediate-early’ Gene vorhanden. Zwei
Molekiile SRF (Serum Response Factor) und ein Ets-Molekiil binden kooperativ am SRE und
bilden einen terndren Komplex aus, der die transkriptionelle Aktivierung des Zielgens induziert.
Im Promotor des fos-Gens von Mensch (Van Straaten et al., 1993) und Xenopus (Mohun et al.,
1989) ist jeweils ein SRE beschrieben worden, wahrend die regulatorische Region des Egr-1
Gens mehrere SREs enthélt, deren Anzahl und Position sich in Maus, Mensch und Xenopus
unterscheiden (Tsai-Morris et al., 1998, McMahon und Monroe, 1995). McMahon und Monroe
(1995) haben in murinen B-Lymphozyten zeigen konnen, dal} bereits die distalen SREs Nr.4 und
Nr.5 (zusammen mit benachbarten Ets-Bindungsstellen) fiir eine maximale Induktion ausreichen.
AuBler den SREs wurde eine Reihe weiterer Erkennungssequenzen moglicher regulatorischer
Elemente (cAMP Response Element, AP1, CREB, SP1, CAAT-Box, TATA-Motiv; Tsai-Morris
et al., 1988; Sakamoto et al., 1991) identifiziert.

Der Signaltransduktionsweg, der zur Aktivierung des Egr-1 Gens fiihrt, verlduft {iber eine
Kaskade von Proteinkinasen der MAP Kinase Familie (MAPK, mitogen-aktivierte Protein-
Kinase), die sukzessive durch Phosphorylierung aktiviert werden (Ubersicht in Marshall, 1995;
Cahill et al., 1996). Ein wichtiges Element dieses Signalwegs ist die MAP Kinase, die transient
aktiviert wird und deren Regulation durch Protein-Kinasen und Protein-Phosphatasen erfolgt
(Guan, 1994; Clarke, 1994). Die Aktivierung des Signalwegs resultiert in einer Phosphorylierung
von Transkriptionsfaktoren durch die terminale Kinase dieser Kaskade.

Extrazelluldre Stimuli aktivieren membranstindige Rezeptor-Tyrosinkinasen. Die Weiter-leitung
des Signals erfolgt u.a. iiber das G-Protein Ras und die Serin/Threonin-Kinase Raf (Avruch et al.,
1994). Durch weitere (MAP-) Kinasen wird eine MAP Kinase (z.B. ERK) aktiviert, die nach
Translokation in den Zellkern nukledre Proteine wie Transkriptions-faktoren (z.B. Elk-1)
phosphorylieren kann. Die Bindung von Transkriptionsfaktoren wie SRF und Elk-1 an den
Promotor (siehe oben) resultiert in der Rekrutierung der basalen Transkriptionsmaschinerie und
der transkriptionellen Aktivierung des Zielgens. Die MAP Kinase-Kaskade ist an der Antwort auf

zahlreiche Stimuli beteiligt und in allen bisher untersuchten Eukaryoten konserviert.
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Die Egr-1 Expression stellt eine friithe Antwort auf Wachstumsfaktoren und Differenzierungs-
signale dar und ist an der Regulation sehr verschiedener Gene beteiligt. Durch Aufklarung der
9 bp langen DNA-Zielsequenz des Egr-1 Zinkfinger-Tripletts (GCG GGG GCG) konnte gezeigt
werden, dal3 die Promotorregionen zahlreicher Gene putative Egr-1 Bindungsstellen enthalten. In
diesem Zusammenhang sind auch iiberlappende Bindungsstellen fiir die Transkriptionsfaktoren
Egr-1 und SP1 dokumentiert worden, wobei SP1 an eine unter-schiedliche, aber dennoch &hnliche
GC-reiche DNA-Sequenz (GGG GCG GGG) binden kann. Nachfolgend sind einige Gene und
Zellsysteme aufgefiihrt, fiir die eine Egr-1 Bindung an den Promotor bzw. eine Beteiligung von
Egr-1 an der Regulation beschrieben worden ist: Thymidin Kinase (TK, Crozat et al., 1995),
Adenosin Deaminase (ADA; Ackerman et al., 1991), Prohormon Convertase 2 (PC2; Jansen et
al., 1997), ‘Platelet derived Growth Factor’ o und f (PDGF-a, -f; Khachigian et al., 1995,1996),
‘“Transforming Growth Factor 3’ (TGF-f; Liu et al., 1996a,b), ‘basic Fibroblast Growth Facor’
(bFGF; Biesiada et al.,1996; Wang et al., 1997a), ‘Tissue Factor’ (Mackman, 1995), a-Myosin
schwere Kette (Gupta et al., 1991), Interleukin 2 (IL-2; Sherka et al., 1995), CD19 (Riva et al.,
1997), Apoptose durch Transaktivierung des p53 Proteins (Liu et al., 1998; Nair et al., 1997),
myeloische Differenzierung (Nguyen et al., 1993; Krishnaraju et al., 1995), Differenzierung von
Astrozyten (Hu und Levin, 1994) und Differenzierung von Schwannschen Zellen (Topilko et al.,
1997).

Im Gegensatz zu Egr-2/Krox-20 (sieche Kapitel 1.4.2) ist eine Beteiligung von Egr-1 an

Entwicklungsprozessen wéhrend der friihen Embryogenese nicht bekannt. Analysen transgener
Miuse zeigten, dall homozygote Egrf/f Tiere ein reduziertes Korpergewicht aufwiesen, steril

waren und einen Hormondefekt hatten (Topilko et al.,1997); die Ergebnisse unterschiedlicher
Gruppen weichen dabei zum Teil voneinander ab (vergleiche mit Lee et al., 1995; Lee et al.,
1996a,b; siehe Kapitel 4.5). Die von Nyugen et al. (1993) postulierte essentielle Funktion von
Egr-1 im Rahmen der Makrophagen-Differenzierung konnte nicht bestitigt werden. Es besteht
daher die Moglichkeit, dal Egr-1 in der Embryonalentwicklung von Méusen keine essentielle
Funktion besitzt oder durch verwandte Proteine der EGR-Familie, die an die gleiche DNA-Ziel-

sequenz binden konnen, funktionell ersetzt werden kann.
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1.6  Zielsetzung der Arbeit

Die Zinkfinger-Proteine der EGR-Familie von Transkriptionsfaktoren waren zum Teil in zahl-
reichen Untersuchungen zur Struktur, Regulation und zur Funktion gut charakterisiert worden,
wobei die funktionellen Daten meist auf Zellkultur-Experimenten oder adulten Tiermodellen
basierten. Weitgehend unbekannt dagegen war, inwieweit EGR-Proteine auch an der ganz frithen
Vertebratenentwicklung beteiligt sind. Das Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob in
Xenopus laevis neben dem von Bradely et al. (1992) beschriebenen Krox20/Egr2-Gen weitere
Mitglieder der EGR-Familie existieren. Im Anschluf3 an eine Isolierung entsprechender Gene
sollte anhand der Expression in frithen Xenopus Embryonalstadien analysiert werden, ob diese
ubiquitdr oder entwicklungsspezifisch exprimiert werden. Im Falle der letzteren Moglichkeit
sollten zur weiteren Charakterisierung raumlich-zeitliche Expressionsanalysen und Experimente

zur Funktion oder Regulation durchgefiihrt werden.
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2. Material und Methoden

Die meisten in dieser Arbeit aufgefiihrten Methoden waren aus ,,Molecular Cloning: A

Laboratory Manual* (Sambrook et al., 1989) entnommen oder waren laboreigene Protokolle.

2.1 DNA-Techniken

2.1.1 Standardléosungen und Puffer

Alle Losungen wurden mit Wasser aus einer Bidest-Anlage angesetzt, gegebenenfalls wurde der pH
eingestellt, und je nach Verwendungszweck wurden die Losungen anschlieend sterilisiert. Losungen und
Nihrmedien wurden durch Autoklavieren fiir 20 min bei 121°C sterilisiert. Bestand die Gefahr der Bildung
unloslicher Prazipitate, wurden die betreffenden Komponenten getrennt autoklaviert. Hitzelabile
Substanzen wurden iiber Membranfilter (0.2 um PorengroBe, Sartorius) sterilfiltriert, ebenso wurde bei
Glukose und Maltose verfahren. Vor jeder Benutzung wurde die Reinheit der Losungen optisch
kontrolliert.

Tris/HCl-Puffer 7.5 oder 9.5: 1M Tris/HCl, pH 7.5 bzw. 9.5

TBE (10x): 0.9 M Tris Base, 0.9 M Borsdure, 0.02 M EDTA

PBS (10x): 8% NaCl, 2% KCl, 65 mM Na,HPO, - 12 H,O, 18 mM KH,PO,, pH 7.2 bis 7.4

SSC (20x): 3 M NaCl, 0.3 M Na-Citrat, pH 7.2 bis 7.4

SSPE (20x): 3 M NacCl, 0.2 M NaH,PO;, - H,O, 20 mM EDTA, pH 7.4

MgClL-Losung: 1 M MgCl, - 6 H,O

MgSO4-Lésung: 1 M MgSO, - 7 H,O

LiCl-Losung: 4 M LiCl

NaCl-Losung: 5 M NaCl

KCl-Lésung: 1 M KCl

Natrium-Acetat-Losung: 3 M NaCH;COO

Natrium-Phosphat-Losung: 1 M NaH,PO, - 1 H,O

Natrium,-Phosphat-Lésung: 1 M Na,HPO, - 12 H,O

Ethidiumbromid-Lésung: 10 mg/ml Ethidiumbromid; 1:20.000 im Agarose-Gel

Ficoll: 10% Ficoll, sterilfiltrieren

EDTA: 0.5 M EDTA, pH 8.0

Maltose-Losung: 20% Maltose - H,O, sterilfiltrieren, Anwendung: 10 ml/l (0.2%) in N&hrldsung
SDS-Losung: 10% Natrium-Dodecylsulfat

Tween-20-Losung: 20% Tween-20

Denhardt’s (100 x): 2% BSA, 2% PVP, 2% Ficoll 400

CHAPS (10%): 10% CHAPS
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2.1.2 Nihrmedien und Antibiotika

Luria-Bertani (LB)-Medium: 1% Bacto-Trypton (DIFCO), 0.5% Hefeextrakt (DIFCO), 1% NaCl, pH
7.5; festes LB-Medium enthielt einen Zusatz von 1.5% (w/v) Agar (DIFCO). Nach dem Autoklavieren und
Abkiihlen auf ca. 50°C konnten den Medien Antibiotika aus sterilen Stammlosungen zur selektiven
Anzucht zugegeben werden. Fiir LB-Mg’'/Maltose Losung wurden diese Komponenten dem Medium vor
der Inokulation aus sterilen Vorratsldsungen zugegeben.

NZY-Medium: 1% NZ-Amin (Casein Hydrolysat), 0.5% Hefeextrakt (DIFCO), 0.5% NaCl, 8.1 mM
MgSO, -7 H,O, pH 7.5; festes NZY-Medium enthielt einen Zusatz von 1.5% (w/v) Agar (DIFCO). Fiir
Top-Agar wurde 0.7% (w/v) Agar zugesetzt.

Ampicillin: 100 mg/ml Ampicillin, Anwendung: ad 75 ug/ml

Tetracyclin: 5 mg/ml Tetracyclin in Ethanol (100%), Anwendung: ad 12.5 ug/ml

Kanamycin: 10 mg/ml Kanamycin, Anwendung: ad 50 ug/ml

Penicillin/Streptomycin (Sigma): 10000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin, Verdiinnung ad 1:1000

2.1.3  Bakterien-Fliissigkulturen und Stammkulturen

Die aeroben Anzuchten erfolgten in 12-mI-PPN-Réhrchen oder in Erlenmeyerkolben aus Duranglas bis
2000-ml Volumen (Schott), die mit 10-15% des Nennvolumens mit Ndhrmedium gefiillt wurden. Fiir
Vorkulturen wurden jeweils Stammkulturen reaktiviert. In 12 ml PPN-Ro6hrchen wurden 5 ml des
entsprechenden Stammanzuchtmediums mit einer Kolonie einer Stammkultur inokuliert. 100 ul der
Vorkultur dienten als Inokulum der Hauptkultur. Die Inkubation aller Kulturen erfolgte bei 37°C und 240
Upm in einem Rundschiittelinkubator (New Brunswick Scientific). Die Stimme XL1-Blue-MRF" und
XLOLR wurden fiir alle laufenden Arbeiten im Abstand von 6-10 Tagen in entsprechende Fliissigkulturen
iiberimpft und frisch angezogen.

Zur Stammbhaltung wurden die Stimme in Fliissigmedium kultiviert und nach Wachstum iiber Nacht mit 1
Volumen 90% Glycerol (v/v) versetzt und bei -70°C eingefroren. Die Bakterienstimme wurden aus
Stammkulturen auf entsprechende Agarplatten ausplattiert und eine Kolonie hiervon zum Animpfen einer

Fliissigkultur verwandt.

2.1.4  Anzucht elektrokompetenter Bakterienzellen

Zunichst wurde der gewiinschte Bakterienstamm auf LB-Agarplatten ausgestrichen (z.B. E. coli XL1-Blue
mit 12.5 ug/ml Tetracyclin) und bei 37°C inkubiert, bis die Kolonien einen Durchmesser von 0.5-1 mm
hatten. Ein 1000 ml Erlenmeyerkolben mit 250 ml Nahrlosung wurde mit ca. 5 Kolonien beimpft, bei 37°C
mit 200 Upm bis ODgy von 0.8-1.0 (mid log-Phase) inkubiert und anschlieend in einem Eisbad gekiihlt.
Die Zellen wurden bei 4°C fiir 10 min in einer Sorvall CL6B-Kiihlzentrifuge pelletiert (GSA-Rotor; 7000
Upm) und mit vorgekiihlten Puffern gewaschen. Bei den sequentiellen Waschschritten wurden die Zellen
jeweils vollstdndig resuspendiert: 1x 1 Vol. 10% (v/v) Glyzerin in dH,O, 1x _ Vol. 10% (v/v) Glyzerin in
dH,0, 1x 1/20 Vol. 10% (v/v) Glyzerin in dH,O. Das Zellpellet wurde in 1/500 bis 1/1000 Volumen der
urspriinglichen Zellsuspension in 10% (v/v) Glyzerin in dH,O resuspendiert. Die Zellen wurden in 1.5 ml

Eppendorfreaktionsgefifie a 40 ul aliquotiert, in flissigem N, schockgefroren und bei -70°C gelagert.
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2.1.5 Elektrotransformation von E. coli Bakterien

Zur Transformation wurde das ,,E. coli Pulser” Elektroporationsgerit der Firma Biorad verwendet. Alle
Schritte wurden bis zur Pulsgabe auf Eis durchgefiihrt. Dazu wurde die Zellsuspension und DNA-L6sung
bei RT aufgetaut, dann auf Eis gekiihlt. Zu den 40 ul Zellen in einem 1.5 ml Eppendorfreaktionsgefaf3
wurde 1 ul des Ligationsansatzes (ca. 10 ng DNA) gegeben und gut vermischt. Der Transformationsansatz
wurde in die Elektroporationskiivette (d = 0.1 cm) an die Aluminiumelektrode pipettiert und moglichst
vollstindig auf den Kiivettenboden geklopft. Die Pulsgabe wurde mit 1.8 kV (parallel zur Probe; 25 uF)
ausgefiihrt und ergab bei Pulszeiten von 3.9-4.5 msec gute Ergebnisse. Nach der Pulsgabe wurden sofort
0.5 ml LB-Medium in die Kiivette pipettiert, mit der Suspension gemischt und verschiedene Volumina
mittels steriler Glaskugeln auf Selektiv-LB-Agarplatten ausplattiert. Die Platten wurden invers iiber Nacht
bei 37°C inkubiert. Konnte zur Insertkontrolle eine Blau/Wei-Selektion (a-Komplementation)
durchgefiihrt werden, so wurden vor dem Ausplattieren der Zellen 40 ul IPTG-Losung und 40 ul X-Gal-
Losung aufgebracht.

IPTG (Isopropylthiogalaktosid): 100 mM IPTG in dHO.

X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galaktosidase): 20 mg/ml X-Gal in Dimethylformamid

2.1.6  Restriktionsenzymatische Spaltung

Zu analytischen Zwecken wurden 200 ng Plasmid-DNA in einem 20 ul Ansatz fiir eine Stunde mit = 2 U
Enzym verdaut. Die Gesamt-Enzymmenge im Ansatz sollte 10% des Volumens nicht {ibersteigen, um
unspezifische Restriktion durch die Enzyme (‘star’-Aktivitdt) zu vermeiden. Der Ansatz enthielt 1/10
Volumen des entsprechenden 10x Restriktionspuffers. Die Hélfte des Ansatzes wurde in einer Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt.

Zu préparativen Zwecken (zur Isolierung eines Inserts, als ‘"Template’ fiir in vitro Synthese von RNA)
wurden 10 pg Plasmid-DNA in einem Gesamtvolumen von 50 ul iiber Nacht mit 30 U Restriktionsenzym
verdaut. Ein Aliquot wurde zur Kontrolle auf ein Gel aufgetragen. Der Rest wurde je nach Versuch auf ein

préaparatives Agarosegel aufgetragen oder direkt aufgereinigt.

2.1.7  Agarose-Gelelektrophorese

Die analytische und préparative Elektrophorese von DNA wurde in horizontalen Elektrophoresekammern
(hauseigene Werkstatt) durchgefiihrt. Je nach Grofe der zu trennenden DNA-Fragmente lagen die
eingesetzten Agarosekonzentrationen zwischen 0.6 und 2.5% (w/v) in 1x TBE-Puffer mit 0.5 ug/ml
Ethidiumbromid (= Elektrodenpuffer). Nach Zugabe einer Farbstoff-Schwereldsung zur aufzutrennenden
DNA wurden die Elektrophoresen bei 80-150 V (konstant) durchgefiihrt.

AnschlieBend wurden die DNA-Banden mittels eines UV-Transilluminators (Herolab) sichtbar gemacht
und anhand eines Videodokumentationssystems (EASY View) dokumentiert. Zur Gréfenbestimmung
unbekannter DNA-Fragmente diente als DNA-Grofenstandard ‘One-kb-Ladder’ (Gibco/BRL).
Farbstoff-Schwerelosung: 10 mM Tris/HCI (pH 7.5), 10 mM EDTA, 0.025% Bromphenolblau, 0.025%
Xylenzyanol, 30% Vol. Glyzerin

‘One kb Ladder’: 0.5 Boehringer Puffer H (10x), 0.4 x TE, 50 ng/ul ,,One kb Ladder” (1 png/ul), 50%
Vol. Farbstoff-Schwereldsung
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2.1.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde sowohl zu analytischen wie zu prédparativen Zwecken
eingesetzt. Als ‘Template’ wurden isolierte Plasmid-DNA, als auch Bakterienkolonien oder Aliquots von
Bakterien- und Phagen-Fliissigkulturen eingesetzt. Bei jedem Versuch wurden eine Positivkontrolle (PCR-
Produkt bekannter Gréfe) und eine Negativkontrolle (dHO anstelle der ‘Template’-DNA) durchgefiihrt.
Ein PCR-Ansatz enthielt folgende Komponenten:

10 x Polymerase Puffer 1/10 Vol.
dNTPs je 0.2 mM
Oligonukleotid 1 0.15 bis 1.5 uM
Oligonukleotid 2 0.15 bis 1.5 uM
‘Template’-DNA bis 10 ng
DNA-abhédngige DNA-Polymerase 0.5-1U/20 ul

(Perkin Elmer, 5 U/ul)

Spezifische Primer wurden in einer Endkonzentration von 0.15 uM eingesetzt, wihrend degenerierte
Primer in einer der Degeneration entsprechend hoheren Konzentration eingesetzt wurden, hochstens jedoch
in einer Endkonzentration von 1.5 uM. Sollte mit einem spezifischen Vektor-Primer und einem anderen
Insert-Primer ein DNA-Stiick aus einem Phagengemisch amplifiziert werden, so wurde auch der
spezifische Primer in einer Endkonzentration von 1.5 uM zugegeben. Das Volumen der Ansétze variierte
zwischen 20 ul und 80 ul Gesamtvolumen.

Alle PCR-Ansédtze wurden mit 2 Tropfen Mineraldl {iberschichtet, um Verdunstungen wihrend der
Temperaturzyklen zu verhindern. Es wurden folgende Thermocycler benutzt: ,,Uno*, ,,Trio“ (beide
Biometra) und Crocodile II (Appligene). Fiir den ,,Trio“~Thermoblock und das ,,Crocodile* wurden 0.5 ml
Eppendorf-Gefiale verwandt. Fiir den ,,Uno“-Thermoblock wurden Platten mit 96 konischen Vertiefungen
der Firma Costar verwandt. Zur Vermeidung von Verdunstung und Kontamination wurden diese Platten
wihrend der Reaktionen mit einer selbstklebenden Kunststoff-Folie abgedeckt.

Zyklenzahl und Dauer der einzelnen Temperaturschritte wurden den Versuchen entsprechend variiert. Fiir
die Dauer der Extension galt die Richtlinie von einer Minute pro kb. Ein Standardprogramm mit 35 Zyklen

sah wie folgt aus:

Denaturieren 1x 2 min 95°C
Denaturieren 35x [1 min 95°C
‘Annealing’ 1 min 56°C
Polymerisieren 1 min 72°C ]
Extension 1x 3 min 72°C

Nukleotid-Mix (dNTPs; Biomol, Hamburg): dATP, dCTP, dGTP, dTTP, je 100 mM, wurden in gleichen

Volumina vereinigt zu einer Endkonzentration von je 25 mM.

Analytische PCR-Ansitze enthielten gewohnlich 22.5 ul Gesamtvolumen. Ein Ansatz enthielt: 2.25 ul 10x
PCR Puffer (Perkin Elmer), ‘Forward’ und ‘Reverse’ Primer Losung aus 15 uM oder 50 uM
Stammlosungen. Nach Zugabe von DNA-‘Template’ und Taq-Polymerase wurde dH,O zu einem
Gesamtvolumen von 22.5 ul addiert, gemischt und mit Mineraldl iiberschichtet. Nach der PCR-Reaktion
wurde dem Ansatz 0.5 Volumen Farbstoff-Schwerelosung zugegeben und das halbe PCR-Volumen

gelelektrophoretisch analysiert.
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Préiparative PCR wurde in einem Volumen von 80 ul durchgefiihrt. Als ‘Template’ wurden 1-10 ng DNA
eingesetzt. Nach der PCR-Reaktion wurden 2-5 ul des Ansatzes zur Kontrolle iiber ein Agarosegel
aufgetrennt. Ergab das PCR-Produkt nach Auftrennung eine einzelne Bande, wurde der Rest iiber einen

Anionenaustauscher von nicht eingebauten Mononukleotiden und Salzen befreit (Nucleotide Removal Kit,

Qiagen).

2.1.9  Aufreinigung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden durch PCR-Reaktion oder durch Restriktionsverdau hergestellt. Es wurden zwei
Methoden der Aufreinigung verwendet, um DNA-Fragmente von DNA-Kontamination, Nukleotiden,
Enzymen und Salzen zu befreien. Die erwdhnten Puffer wurden von der Firma Qiagen mitgeliefert; ihre

Zusammensetzung war nicht bekannt.

2.1.9.1 PCR Purification Kit (Qiagen)

Priparative PCR-Ansétze, die sich in der Gelelektrophorese als frei von Nebenprodukten erwiesen, wurden
iiber eine Silica-Gel-Membran gereinigt und in dH>O aufgenommen. Hierzu wurde der 6lfreie Unterstand
des Ansatzes in ein 1.5 ml Eppendorfgefa3 iiberfithrt und mit dH,O auf 100 ul aufgefiillt. 5 Volumen (500
ul) Puffer PB wurden zugefiigt, gemischt und die Mischung auf die Séule aufgebracht. Nach Zentrifugation
fiir 1 min bei 14.000 Upm wurde mit 750 ul Puffer PE gewaschen und ebenso zentrifugiert. Die Saule
wurde in ein steriles 1.5 ml Eppendorfgefal} iiberfiihrt und zweimal mit je 15 ul dH,O fiir 1 min bei 14.000
Upm eluiert. 2-3 ul des Eluats wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, um die Konzentration des PCR-

Produkts fiir eine Ligation oder Sequenzierung abschétzen zu kdnnen.

2.1.9.2 Nucleotide Removal Kit (Qiagen)

Durch Restriktionsverdau linearisierte Plasmide wurden mit dem QIAgqick Nucleotide Removal Kit
(Qiagen) iiber eine Silica-Gel-Membran aufgereinigt. Zum Ansatz wurden 10 Volumen Puffer PN gegeben,
gemischt, die Mischung auf eine QIAquick Séule gegeben und fiir 1 min bei 14.000 Upm zentrifugiert. Es
wurde 1x mit 750 ul Puffer PE gewaschen, erneut zentrifugiert und mit dH,O in ein steriles 1.5 ml

Eppendorfgefal3 eluiert.

2.1.9.3 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

DNA-Fragmente wurden priparativ nach Restriktions- und Phosphatasebehandlung und elektro-
phoretischer Auftrennung aus Agarose-Gelen isoliert. Auf einem UV-Transilluminator mit 366 nm
Wellenldnge wurden die gewiinschten DNA-Fragmente mit einem sterilen Skalpell herausgeschnitten und
mittels des QIAex Kits (Qiagen) extrahiert. Dazu wurden die ausgeschnittenen Gelstiicke mit dem
dreifachen Volumen des Puffers QX1 versetzt und bei 50°C fiir 10 min unter mehrmaligem Schiitteln
geldst. Der Ansatz wurde auf eine QIAquic Sdule gegeben, 1 min zentrifugiert und jeweils mit 500 ul QX1
bzw. PE-Puffer gewaschen. Abschlieend wurde die DNA mit 50 ul dH,0 eluiert.
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2.1.10 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentration von DNA und RNA wurde in einem Spektralphotometer bei 260 nm gegen einen
Leerwert bestimmt. Gemessen wurden 1:50-Verdiinnungen der Losungen. Es gelten folgende Beziehungen:
DNA:1 OD»g entsprechen 50 ug/ml dsDNA bzw. 1 OD,¢ entsprechen 33 ug/ml Oligonukleotid; RNA: 1
ODs¢ entsprechen 40 pug/ml.

Als MaB fiir die Qualitdt der DNA (Proteinkontamination) wurde die jeweilige OD bei 280 nm bestimmt
und der Quotient aus OD,s/ODygo berechnet. Fiir proteinfreie DNA gilt: OD,50/OD2g=1.8:1. Die
Konzentration sehr kleiner Mengen oder Volumina wurde nach gelelektrophoretischer Auftrennung durch

Vergleich mit DNA-Standards bekannter Konzentration abgeschétzt.

2.1.11 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um eine Rezirkularisierung von Vektoren, bei denen durch Restriktionsverdau mit nur einem Enzym oder
durch Doppelverdau kompatible Enden entstehen konnten, zu vermeiden, wurden diese an ihren 5-Enden
dephosphoryliert. Durch Zugabe von 2 U Kaélber-Intestinal-Phosphatase (CIP, Boehringer) und 1/10 10x
CIP-Puffer behandelte Vektoren konnten in der folgenden Ligation nicht mit sich selbst ligieren. Dadurch
konnte bei nachfolgender Selektion auf den entsprechenden Medien der Hintergrund an Klonen mit
Vektoren ohne Insert reduziert werden. Einfach verdaute Vektoren wurden aufgereinigt, zweifach verdaute
Vektoren wurden anschlielend gelelektrophoretisch von dem herausgeschnittenem Fragment gereinigt und
aus dem Agarose-Gel isoliert.

CIP-Puffer (10x, Boehringer): 100 mM Tris/HCI (pH 8.3), 10 mM ZnCl,, 10 mM MgCl,

2.1.12  Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation von DNA-Fragmenten und Plasmid-Vektoren wurde die Vektor-DNA zuvor dephosphoryliert
(2.7.7). Die Mengenverhéltnisse von Vektor zu Insert wurde wie folgt gewidhlt: Bei gleicher Lange von
Vektor und Insert (= 3 kb) wurde ein molares Verhidltnis von 1:1 angestrebt. Je kiirzer das
Insertionsfragment, desto hoher sollte sein UberschuB im Ligationsansatz sein. Fiir ein 1 kb Fragment
wurde ein etwa eineinhalbfacher molarer UberschuB gewihlt. Die Ligation erfolgte in einem
Gesamtvolumen von 10 ul bei 18°C iiber Nacht oder bei Raumtemperatur fiir mindestens 2 h.
Ligationsansatz: x ul Vektor-DNA, y ul Insert-DNA, 1 ul Ligationspuffer (10 x), 1 ul T4-DNA-Ligase (1
U/ul), dH,0 ad 10 pl.

Ligationspuffer (10x): 660 mM Tris/HCI, 50m M MgCl,, 10m M DTE, 10m M ATP; pH 7.5

2.2.13  Detektion positiver Bakterienklone

Zur Detektion von Bakterienkolonien, die das gesuchte Ligationsprodukt in sich trugen, wurden zwei
Methoden angewandt. Entweder wurde eine PCR direkt von der Bakterienkolonie (‘Colony-PCR’) bzw.
von einem Aliquot einer Flissigkultur durchgefiihrt, oder es wurde eine Isolation der Plasmide im
analytischen MafBstab (TELT-Plasmidpréparation) mit anschlieBender restriktionsenzymatischer Analyse
der Plasmid-DNA durchgefiihrt. Fiir die PCR-Analysen wurden die Primer so gewihlt, dafl entweder ein im
Insertionsfragment positionierter Primer und ein Vektor-spezifischer Primer ein DNA-Fragment

bestimmter Lange amplifizierten oder dal zwei Vektor-spezifische Primer iiber das gesamte Insertions-
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fragment hinaus ein Produkt ergaben. Wurden eindeutige Ergebnisse erzielt, konnte direkt eine

Fliissigkultur im praparativen Malistab angezogen werden.

Kolonie-PCR wurde in 22.5 ul Ansétzen durchgefiihrt. Alle Komponenten exklusive der DNA wurden in
einem PCR-Gefal} vorgelegt. Mit einem sterilen Zahnstocher oder einer sterilen Pipettenspitze wurde von
einer vereinzelten Kolonie ein Teil abgenommen und die Spitze 2-3mal in den PCR-Ansatz getaucht. Die
Spitze wurde dann zum Animpfen einer 5 ml Kultur in ein 12 ml PPN-R&hrchen (Greiner) mit
entsprechendem Antibiotikum-Kulturmedium gegeben. Der PCR-Ansatz wurde mit Mineraldl
iiberschichtet und die PCR gestartet. In eine Kultur-PCR wurden 2.5 ul einer 5 ml Uber-Nacht

Bakterienkultur in einem Gesamt-PCR-Volumen von 22.5 ul eingesetzt.

2.1.14  Subklonieren von PCR-Produkten

PCR-Produkte konnten nach Aufreinigung mittels des PCR Purification Kits (Qiagen) direkt, aber
ungerichtet in den Vektor pPGEM-T (Promega) kloniert werden. pGEM-T stellt eine modifizierte Form des
Vektors pGEM-5Zf(+) dar und eignet sich zum ungerichteten Klonieren von PCR-Produkten. Diese tragen
zu etwa 50% 3’-iiberhdngende Adenine, die von der DNA-Polymerase angefiigt werden. Der Vektor ist im
Polylinker mit dem Enzym EcoRYV linearisiert, und die entstandenen stumpfen Enden sind mit einem 5’-
iiberhdngenden Thymidin versehen. PCR-Produkt und Vektor lassen sich durch die so entstandenen,
zueinander komplementéren Enden, leichter ligieren. Ein pGEM-T Ligationsansatz setzte sich zusammen
aus 1 ul Ligase Puffer (10x), 1 ul pGEM-T Vektor (100 ng/ml), x ul PCR-Produkt (in dH,O), 1ul T4
DNA-Ligase (Promega), dH-O ad 10 ul.

Sollte ein PCR-Produkt gerichtet in Vektoren kloniert werden, wurden die PCR-Primer je um 6-9
Nukleotide an ihren 5'-Enden verldngert, deren Sequenz fiir Schnittstellen bestimmter Restriktions-
endonukleasen kodierten. Das so erhaltenen PCR-Produkt konnte anschlieBend verdaut und nach
Aufreinigung gerichtet in einen entsprechend behandelten Vektor ligiert werden. Ein Ligationsansatz
enthielt folgende Komponenten: 1 ul Ligase Puffer (10x, Boehringer), 100 ng Vektor-DNA, x ul PCR-
Produkt (in dH,0), 1 ul T4 DNA-Ligase (Boehringer), dH,O ad 10 ml. Die Ligation wurde tiber Nacht bei
18°C durchgefiihrt.

Bei der Auswahl der Restriktionsendonukleasen wurde darauf geachtet, das beide Enzyme spezifisch in
Hochsalzpuffer schneiden, um unspezifische (‘star’)-Aktivititen zu vermeiden. Nach Amplifikation wurden
60 ul PCR-Ansatz einmal mit Chloroform extrahiert, 7 ul 10x RE-Puffer und je 1.5 ul Restriktionsenzym
(10 U/ul) hinzugegeben. Der Ansatz wurde fiir 2 h bei 37°C verdaut und wie unter 2.1.12 beschrieben
weiterbehandelt.

Bei einem PCR-Produkt, das mit Primern ohne Restriktionsschnittstellen amplifiziert worden war, muf3ten
iiberhidngende Einzelstringe vor der Ligation zu Doppelstrangen aufgefiillt (‘blunting’) werden. Dieses
wurde durch eine Behandlung mit T4-DNA-Polymerase (Boehringer) erreicht. Zu 60 ul PCR-Ansatz
wurden 7 ul T4-DNA-Polymerase-Puffer, 0.5 ul einer 40 mM dNTP-Losung und 2 ul T4-DNA-
Polymerase (4 U/ul). Der Ansatz wurde bei 37°C fiir 30 min inkubiert. Das PCR-Produkt wurde durch
Gelelektrophorese gereinigt , extrahiert und in 25 ul TE aufgenommen. Zur Ligation wurde die DNA durch
eine T4-Polynukleotid-Kinase (PNK, Boehringer) an den 5’-Enden phosphoryliert. Dazu wurde zur DNA-
Losung 3 wl T4-Kinase-Puffer, 2 ul T4-PNK (10 U/ul) gegeben und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Nach
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erneuter Aufreinigung wurde das PCR-Produkt in einem adidquaten Volumen TE resuspendiert und in der
Ligation eingesetzt (2.1.12).

T4-Polynukleotid-Kinase Puffer (10x): 0.5 M Tris/HCI (pH 7.5), 0.1 M MgCl, (1 M), 10 mM DTT (0.2
M), 10 ug BSA (1 mg/ml)

2.2.15  Extraktion von Plasmid-DNA
Zur Kontrolle von Insertionsfragmenten und fiir die primédre Sequenzierung wurden Plasmide im
analytischen MaBstab isoliert. Fiir Sequenzierungen, Restriktionskarten und Préparationen von ‘Template’-

DNA fiir die Synthese von RNA-Proben wurden Plasmide aus préparativen Ansétzen eigesetzt.

2.1.15.1 Isolierung von Plasmiden im analytischen Mafistab (TELT)

Zur Kontrolle von Transformanten wurden Plasmide zur anschlieBenden enzymatischen Analyse wie
nachfolgend aus E. coli isoliert. In einem 1.5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefal wurden 1.5 ml Zellsuspension
einer 5 ml Uber-Nacht-Kultur 5 min bei 6000 Upm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
erneut 1.5 ml Zellsuspension zugegeben. Nach erneutem Zentrifugieren wurde der Uberstand sorgfiltig
abgenommen, das Pellet in 300 ul TELT-Puffer resuspendiert und 15 ul Lysozym-Ldésung (10 mg/ml)
zugegeben. Nach 5 min Inkubation bei RT wurden Zelltriimmer und Proteine durch Inkubation fiir 3 min in
einem kochenden Wasserbad denaturiert. Danach wurden die Proben fiir 5 min auf Eis gekiihlt und
anschlieend fiir 10-15 min bei 14.000 Upm zentrifugiert. Das Pellet wurde mit einem sterilen Zahnstocher
entfernt. Zur verbleibenden Plasmid-Lésung wurden zur Féllung 0.7 Vol. (200 ml) Isopropanol gegeben.
Die Plasmide wurden durch Zentrifugieren fiir 15 min bei 14.000 Upm gefillt, einmal mit 70% Ethanol
gewaschen und bei 37°C getrocknet. AnschlieBend wurde das Plasmidpellet in 40 ul H,O resuspendiert,
dem zur vollstindigen Entfernung von RNA-Kontaminationen 1 ul einer 1 mg/ml konzentrierten DNase-
freien RNase A-Losung zugegeben wurde. Die so erhaltene Plasmid-DNA konnte fiir die meisten weiteren
Schritte, wie Restriktionsanalysen oder Subklonierungen, ohne weitere Reinigung eingesetzt werden. Fiir
eine Sequenzierung wurden 3-5 ul eingesetzt.

TELT-Puffer: 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM EDTA (pH 8), 3.2 M LiCl, 0.5% Triton X-100
Lysozym-Losung: 10 mg/ml Lysozym (Muramidase) (Biomol, Hamburg)

2.1.15.2 Isolierung von Plasmiden im préiparativen Mafistab (Qiagen)

Die priparative Aufreinigung von Plasmiden aus E. coli erfolgte anhand des Qiagen Plasmid Midi Kits.
Diese Methode beruht auf alkalischer Lyse der Zellen mit anschlieBender Reinigung der Plasmide iiber
einen Anionenaustauscher. Als Startvolumen wurden 50 ml Uber-Nacht Fliissigkulturen in LB-Medium
verwendet. Die Zellen wurden in 50 ml Falcon-Rohrchen abzentrifugiert (4000 Upm, 15 min, 4°C, Sorvall
RC-5B), das Zellpellet in 4 ml Puffer P1 vollstindig resuspendiert und nach Zugabe von 4 ml Puffer P2 5
min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden 4 ml Puffer P3 zugegeben, einige Male invertiert und bei
10.000 Upm fiir 20 min in einem SS34 Rotor (4°C) zentrifugiert. Der zelltriimmerfreie Uberstand wurde
iiber eine mit 3 ml Puffer QBT &aquilibrierte Qiagen-tip 100 Saule gegeben, anschlieBend wurde die Saule
mit 10 ml Puffer QC gewaschen. Die Plasmide wurden mit 5 ml Puffer QF eluiert und mit 0.7 Vol.

Isopropanol (3.5 ml) durch Zentrifugieren (11.000 Upm, 15 min, 4°C) prézipitiert. Das Plasmid-Pellet
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wurde mit 70% Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in 100 ul Puffer TE aufgenommen. Zum
Losen der DNA wurde der Ansatz fiir 5 min auf 65°C erhitzt.

Puffer P1: 50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8.0), 0.1 mg/ml RNase A

Puffer P2: 200 mM NaOH, 1% SDS

Puffer P3: 3 M Kalium-Acetat (pH 5.5)

Puffer QBT: 750 mM NaCl, 50 mM MOPS (pH 7.0), 15% Ethanol, 0.15% Triton X-100

Puffer QC: 1 M NaCl, 50 mM MOPS (pH 7.0), 15% Ethanol

Puffer QF: 1.25 M NacCl, 50 mM Tris-HCI (pH 8.5), 15% Ethanol

2.1.16 Priparation von genomischer DNA (gDNA) aus Xenopus laevis

Die Isolierung genomischer DNA erfolgte mittels eines Extraktionskits (Qiagen) aus Blut von Xenopus
laevis. Zur Gewinnung von Blut wurde ein Frosch dekapitiert und 5 ml Blut in 10 ml 1% Heparin/0,8%
NaCl-Losung aufgefangen. Die Zellen wurden anschlieBend durch Zentrifugation bei 2.000 Upm fiir 10
min bei 4°C sedimentiert, einmal in 0.8% NaCl gewaschen und erneut zentrifugiert. Das Sediment wurde in
1 Volumen TE100 und 4 Volumen Glyzerin (87%) aufgenommen. Die Zellen wurden bis zum Gebrauch
bei -20°C gelagert.

Fiir die préparative Aufreinigung von genomischer DNA aus Blut wurden 0.4 ml der eingefrorenen
Blutzellen mit 20 ml PBS verdiinnt und auf zwei 50 ml Falcon-Réhrchen verteilt. Nach Zugabe von jeweils
10 ml Puffer G1 und 30 ml eiskaltem dH,O wurden die Ansdtze zur Durchmischung invertiert bis die
Suspensionen lichtdurchldssig wurden. AnschlieBend wurde das lysierte Blut 10 min auf Eis inkubiert, 15
min zentrifugiert (4000 Upm; 4°C) und der Uberstand verworfen. Zu den Zellkernsedimenten wurden je 2
ml eiskalter Puffer Gl und 6 ml eiskaltes dH,O gegeben, die Sedimente durch Vortexen geldst und
vereinigt. Nach erneuter Zentrifugation wurden die pelletierten Zellkerne in 10 ml Puffer G2 durch
Vortexen auf hochster Stufe fiir 10-30 sec resuspendiert. Dazu wurden 200 ul Proteinase K-Losung (20
mg/ml, MERCK) gegeben und die Ansétze bei 50°C fiir 60 min inkubiert. Der Ansatz wurde fiir 5 sec auf
hochster Stufe gevortext und auf eine zuvor mit 10 ml Puffer QBT &quilibrierte Qiagen-tip 500 Séule
aufgetragen. Die Sdule wurde anschlieend mit 20 ml Puffer QC gewaschen und die gebundene DNA mit
15 ml Puffer QF eluiert. Zur Prézipitation der DNA wurden 0.7 Volumen Isopropanol (10.5 ml) zugesetzt,
der Ansatz durch invertieren durchmischt und bei 10.000 Upm fiir 30 min bei 4°C zentrifugiert. Das
Sediment wurde mit 70% Ethanol gewaschen, in 200 ul TE aufgenommen und {iber Nacht bei 55°C geldst.
In der Regel wurden 400-500 ug genomischer DNA isoliert. Die Zusammensetzung der Qiagen-Puffer G1
und G2 waren nicht bekannt.

TE 100: 10 mM Tris/HCI (pH 7.5), 100 mM EDTA (pH 8)

2.1.17  Isolierung von A-DNA

Die Aufreinigung von A-DNA erfolgte mittels des A-DNA Kits der Firma Qiagen. Das Protokol basiert auf
einer PEG Prézipitation, gefolgt von einer Anionenaustausch-Chromatographie. A-DNA Fliissigkulturen
wurden nach Ubernacht-Inkubation mit Chloroform (1 ul/ml) versetzt und zur Abtrennung von
Bakterienbestandteilen zentrifugiert. 50 ml Kultur wurden 100 ul Puffer L1 zugesetzt und 30 min bei 37°C
geschiittelt. Nach Zugabe von 10 ml eiskalten Puffer L2 wurde nach vorsichtigem Mischen 60 min auf Eis

inkubiert, 10 min mit mindestens 10.000x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in
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3 ml Puffer L3 resuspendiert, nach Zufiigen von 3 ml Puffer L4 20 min bei 70°C erhitzt und dann auf 0°C
abgekiihlt. 3 ml Puffer LS wurden vorsichtig untergemischt, bevor nach Zentrifugation (15000x g, 30 min,
4°C) der Uberstand unverziiglich abgetrennt wurde. Wiederholung der Zentrfugation fiir 10 min ergab ein
klares partikelfreies Lysat, welches auf eine mit 3 ml Puffer QBT &4quilibrierte Qiagen-tip 100 S&ule
gegeben wurde. Nach dem Waschen der Séule mit 10 ml Puffer QC wurde die A-DNA mit 5 ml Puffer QF
eluiert und mit 0.7 Vol. Isopropanol durch Zentrifugation (15000x g, 30 min, 4°C) prézipitiert.
Anschlieend wurde das DNA-Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und nach Trocknen in 100 ul TE
aufgenommen.

Puffer L1: 300 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM EDTA, 0.2 mg/ml BSA, 20 mg/ml RNase
A, 6 mg/ml DNase I

Puffer L2: 30% Polyethylenglykol (PEG 6000), 3 M NaCl

Puffer L3: 100 mM NacCl, 100 mM Tris-HCI (pH 7.5), 25 mM EDTA

Puffer L4: 4% SDS

Puffer L5: 3 M KAcetat (pH 5.5)

Puffer P1: 50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8.0), 0.1 mg/ml RNase A

Puffer P2: 200 mM NaOH, 1% SDS

Puffer P3: 3 M Kalium-Acetat (pH 5.5)

Puffer QBT, Puffer QC, Puffer QF: siche 2.1.15.2

2.1.18 Nichtradioaktive DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Doppelstrang-DNA wurde mit dem Dye-Terminator-Cycle-Sequencing-Kit
(Applied Biosystems) durchgefiihrt. Der Vorgang basiert auf der Didesoxy-Methode von Sanger et al.
(1977). In einem einzigen Reaktionsansatz werden die Didesoxyanaloga aller vier dNTPs zugefiigt. Die
verschiedenen ddNTPs, deren Einbau in die DNA zu einem nukleotidspezifischen Kettenabbruch fiihrt,
sind mit unterschiedlichen Fluoreszensfarbstoffen markiert. Gleichzeitig wird eine Detektion des Abbruch-
fragments anhand des 3’-terminalen Nukleotids ermdglicht. Das entstehende Gemisch von DNA-Strangen
unterschiedlicher Lénge wird iiber ein denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die
abbruchspezifischen Fluoreszenssignale werden mittels eines Lasers detektiert und iiber eine Photozelle
einem computergestiitzten Auswertungsprogramm ilibermittelt.

Sequenzierreaktionen wurden in 0.5 ml Eppendorf-Gefd3en angesetzt und enthielten 8 ul ‘Dye Terminator
Ready’ Mix, 0.5 ug dsDNA-’Template’, 3.2 pmol Oligonukleotid und dH,0 ad 20 ul. Zur Sequenzierung
von PCR-Produkten und anderen kiirzeren DNA-Fragmenten wurde eine entsprechend der Fragmentldnge
geringere DNA-Menge eingesetzt, so da3 die Molaritét der ‘Template’ erhalten blieb.

Die Proben durchliefen im Thermocycler (Perkin Elmer) 25 Zyklen des folgenden Programms: 96°C 30 s,
60°C 15 s, 60°C 4 min. Zur Aufreinigung wurde der dlfreie Unterstand mit 5 ul 3 M Natriumacetat (pH
5.2) und 2.5 Vol. Ethanol absolut p.a. versetzt, gemischt und fiir 15-30 min bei 14.000 Upm in einer
Tischzentrifuge (Eppendorf) zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 250 ul 70% Ethanol gewaschen,
getrocknet, in 3 wl Formamid/10 mM EDTA resuspendiert und bei -20°C aufbewahrt. Kurz vor dem
Beladen des Gels wurden die Proben fiir 2 min bei 95°C denaturiert. Die Auftrennung der Produkte der
Sequenzreaktion wurde von einem Mitarbeiter des Instituts in einem 7% denaturierenden Polyacrylamidgel

durchgefiihrt.
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2.1.19  Analyse membrangebundener DNA-Fragmente mit nicht-radioaktiven Sonden

(""Southern Blot'")
2.1.19.1 Darstellung Digoxigenin-markierter Sonden durch PCR
Fiir die Digoxigenin-Markierung eines Oligonukleotids mittels PCR wurde ein 50 ul-Ansatz folgender
Zusammensetzung pipettiert: 5 ul Perkin-Elmer 10x PCR-Puffer, 5 ul 10x 4dNTP-DIG-Mix, je 1 ul Primer
P1 bzw. P2 (15 uM Stammldsung), 1 ul DNA (25-50 ng), 36.5 ul H,O und 0.5 ul Tag-Polymerase. Fiir
Proben bis 1.5 kb Lénge wurden Zyklusparameter mit einem Temperaturprofil von 3 min 95°C, 25-30x [1
min 95°C/ 1 min 58°C/ 1 min 72 °C], 2 min 72°C verwendet. AnschlieBend wurden die Proben mit dem
PCR-Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt, mit 45 ul dH>O eluiert und mittels Agarose-Gelelektrophorese
tiberpriift. In die Hybridisierung wurde das Aquivalent einer im Gel gut sichtbaren Bande, d.h. ca. 100 ng
markiertes PCR-Produkt eingesetzt.
4dNTP-DIG-Mix (10x):2 mM dATP, 2 mM dCTP, 2 mM dGTP, 1.9 mM dTTP, 0.1 mM 11-2'-
Digoxigenin-dUTP (Boehringer) in dH,O

2.1.19.2 Hybridisierung gelelektrophoretisch getrennter DNA

Zunichst wurde die DNA durch Agarose-Gelelektrophorese nach Fragmentgroflen aufgetrennt und die
Positionen der zu isolierenden DNA-Fragmente mit Nadelstichen markiert. Dann erfolgte der Transfer der
DNA auf eine Nylon-Membran (Qiabrane Nylon Plus) mittels Kapillarblot-Technik in 0.4 N NaOH nach
Herstellerangabe. Nach dem Transfer {iber Nacht wurden die Markierungen auf die Membran iibertragen,
die Membran in 2x SSC gespiilt und nach Quervernetzung durch UV-Strahlung (Stratalinker, Stratagene;
"Auto-Crosslink™) direkt in die Hybridisierung eingesetzt.

Die Prahybridisierung erfolgte {iber Nacht bei 65°C in einer rotierenden Rohre in einem Hybridisierungs-
ofen (Heraeus). Die Digoxigenin-markierte PCR-Sonde wurde 3 min bei 100°C erhitzt, sofort auf Eis
gekiihlt und nach Austausch des Hybridisierungspuffers zugegeben. Es wurde 4 h bei 62°C in der Rohre
hybridisiert. AnschlieBend wurden die Membranen einmal bei 25°C in 2x SSC/0.1% Tween 20, sowie
dreimal bei 62°C in 0.3x SSC/0.1% Tween-20 gewaschen. Als Vorbereitung auf die Antikdrperreaktion
erfolgten jeweils zwei Waschschritte 4 10 min (25°C) in 1x PBS bzw. 1x MAB. Zum Blocken wurden die
Membranen eingeschweiflit in Kunststoffolie in 1x MAB/ 2% BMB fiir 30 min inkubiert. Nach
Austauschen des Puffers wurde der Antikorper zu einer Endkonzentration von 1:5000 zugesetzt. Nach 30
min wurde dreimal 10 min in 1x MAB/ 0.1% Tween-20 gewaschen und 15 min in 1x APB umgepuffert.
Die Farbreaktion wurde in Petrischalen durchgefiihrt, indem die Filter in 10 ml APB/NBT/BCIP-Losung
geschwenkt wurden; eine positive Farbreaktion war nach 15-30 min sehr gut sichtbar.
Denaturierungslosung: 1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH

Neutralisierungslésung: 1.5 M NacCl, 0.5 Tris-HCI (pH 8.0)

Waschlésung: 4x SSC

Hybridisierungspuffer: 5x SSPE, 5x Denhardt’s, 50 mM Phosphatpuffer (pH 7.5), 0.1% Tween 20, 0.1
mg/ml Spermien-DNA

Puffer fiir Antikorper-Inkubation: s. ‘whole mount’ in situ Hybridisierung (2.7)
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2.1.20  Plaquehybridisierung von A-Phagen-DNA (‘Plaque-Lift Screening’)

Zur Hybridisierung wurden Phagen in Konzentrationen von 10° bis 10® auf je 2 LB-Agarplatten
ausplattiert. Dazu wurden 100 ul des Bakterienwirtsstammes (ODggo=1.0) zusammen mit dem
entsprechenden Volumen Phagen bei 37°C fiir 15 min bei leichter Bewegung inkubiert. Vermischt mit auf
50°C vorgewdrmtem NZY-Topagar (0.7% Agarose in NZY- oder LB-Medium) wurde die
Phagensuspension auf vorgewarmten LB-Agarplatten ausplattiert, 15 min bei 25°C stehengelassen und
iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Hybridisierungsmembranen (Hybond-N, Amersham) wurden fiir 2 min auf den Topagar gelegt und mit
einer Kaniile zur Orientierung durchstochen. Im Anschluf3 wurden die Membranen fiir jeweils 2 min in der
entsprechenden Losung denaturiert, neutralisiert und gewaschen, bevor sie noch leicht feucht (‘semidry’) in
einem Stratalinker (Stratgene) UV-quervernetzt wurden. Die Hybridisierung wurde wie in Abschnitt
2.1.19.2 beschrieben durchgefiihrt. Positive Einzelplaques konnten mittels einer sterilen Pasteurpipette

isoliert werden.

2.1.21  Sequenzspezifische Mutagenese

Um ein Xegr-1 Protein zu generieren, das aufgrund eines Aminoséureaustausches nicht mehr durch NAB-
Repressorproteine gebunden werden kann, wurde mittels des QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kits
(Stratagene) eine sequenzspezifische Punktmutation (I,:[ATC]— F [TTC]) eingefiihrt.

Ein Plasmid wurde in Anwesenheit zweier Oligonukleotid-Primer, die komplementdr zu den
entgegengesetzen Strangen des Vektors waren und die entsprechende Mutation enthielten, in einer PCR-
Reaktion eingesetzt. Durch Pfu DNA-Polymerase wurden die mutierten Primer verlédngert und resultierten
in zirkuldren, nicht verkniipften Strdngen. Mittels Restriktionsverdau mit Dpn I wurde nur methylierte,
nicht mutierte ‘Template’-DNA abgebaut, wihrend die synthetisierte, mutierte DNA erhalten blieb. Diese
wurde in XL1-Blue E.coli transformiert, die iiber ihren Reparaturmechanismus in der Lage sind, die
Strangbriiche in den mutierten Plasmiden zu reparieren.

Die Mutagenese wurde gemiall dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt; dabei enthielt der Ansatz 50 ng
pCS2+NLS/Xegr1-ORF Plasmid, je 125 ng Oligonukleotid (F1(I1261F), R1(I261F)) und wurde mit einer
Zyklenzahl von n=16 amplifiziert. Die Mutation im resultierenden Plasmid (pCS2+NLS/ 1261F) wurde

durch Sequenzierung tiberpriift.

2.2 RNA-Techniken

Um eventuell kontaminierende RNasen zu inaktivieren, wurden GefdBle und Losungen moglichst
autoklaviert (30 min, 121°C). Hitzelabile Substanzen wurden in fester Form in DEPC-Wasser eingewogen.
Gerite, die nicht autoklaviert werden durften, wurden in 0,5 N NaOH fiir 2 h inkubiert und anschlieflend
mit DEPC-dH,O griindlich gespiilt. Bei allen Arbeiten wurden Einmalhandschuhe getragen.

DEPC-dH,O: 0.1% Diethylpyrocarbonat in dH,O; Inkubation fiir 4-12 h bei 37°C und fiir 30 min bei

121°C autoklavieren
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2.2.1 RNA-Isolierung aus Xenopus

2.2.1.1 Embryonalstadien

Zur Extraktion von Gesamt-RNA aus Xenopus Embryonen (10 Stiick je Stadium) wurden zunichst 0.4 ml
Extraktionspuffer in einem 1.5-ml-Eppendorfreaktionsgefdl auf 45°C in einem Thermoblock erwirmt.
Nach Zugabe von 20 ul einer Proteinase K-Losung (20 mg/ml) wurde der Ansatz sofort auf die noch
gefrorenen Embryonen pipettiert. Mittels einer 1-ml-Einmalspritze wurden die Embryonen mehrmals durch
eine G30-Kaniile homogenisiert und die DNA geschert. Der Ansatz wurde bei 45°C fiir 45 min inkubiert
und anschlieBend phenolextrahiert. Die RNA wurde nach Zugabe von 1/10 Volumen 10 M NH,Acetat und
2.5 Volumen 100% Ethanol durch Zentrifugation in einer Eppendorf-Tischzentrifuge (14.000 Upm, 30
min, RT) pelletiert und in 40 ul DEPC-dH,O aufgenommen. Um fiir nachfolgende RT-PCR Experimente
eine Kontamination durch genomische DNA auszuschlieBen, wurde die RNA-Losung mit RNase freier
DNase (Boehringer) behandelt. Dazu wurden 5 ul 10x DNase-Puffer, 2 ul 20 mM Dithiothreitol, 1 ul
RNAsin (40 U/ul, Stratagene), 2 ul RNase freie DNase (20 U/ul) gegeben und die genomische DNA
anschliefend fiir 30 min bei 37°C verdaut. Die Losung wurde Phenol/Chloroform extrahiert und die RNA
wie oben sedimentiert. Nach kurzer Trocknung in einer Vakuumzentrifuge (Speed-Vac) wurde die RNA in
25 ul DEPC-dH,0 aufgenommen, die Konzentration photometrisch bestimmt und mit DEPC-dH,O auf
1 ng/ul eingestellt. In der Regel wurden 30-40 ug total RNA isoliert.

Extraktionspuffer (1x): 50 mM Tris/HCI (pH 7.5), 5 mM EDTA (pH 8), 50 mM NacCl, 0.5% SDS in
DEPC-dH,O

NH,Acetat (10 M): 10 M NHsAcetat in DEPC-dH,O

DNase-Puffer (10x): 400 mM Tris/HCI (pH 8.0), 60 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 1 mM CaCl, in DEPC-
dH,O

2.2.1.2  Adulte Gewebe und Organe

Wenn moglich, wurden Gewebe und Organe nach der Praparation von Hoden zur Spermiengewinnung aus
Xenopus (2.6.2) entnommen, mit 1x MBSH blutfrei gewaschen, in fliissigem N, eingefroren und in 1.5-ml-
EppendorfreaktionsgefdBen bei -70°C gelagert. Zur Extraktion von RNA wurden die Gewebe oder Organe
in fliissigem N, tiefgefroren und mittels eines in fliissigem N, abgekiihlten Morser pulverisiert. Das Pulver
wurden in ebenso vorgekiihlte 1.5-ml-EppendorfreaktionsgefaBe in Aliquots a 50 ul Volumen aufgeteilt.

Die RNA wurde im weiteren, wie unter 2.2.12 beschrieben, extrahiert.

2.2.2 Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)

2.2.2.1 Semi-quantitative RT-PCR

Die RT-PCR wurde zur Analyse des Expressionsmusters in Embryonalstadien und adulten Organen
eingesetzt. Fiir alle Reaktionen wurde das RT-PCR Kit von Perkin-Elmer verwendet. Um DNA-
Kontaminationen zu vermeiden, wurden alle Pipettierschritte mit filtergestopften Spitzen und Pipetten
durchgefiihrt. Ein Reverse-Transkriptase Ansatz enthielt 2 ul 10x PCR Puffer II, 4 ul 25 mM MgCl,-
Losung, je 2 ul dATP-, dCTP-, dGTP-, dTTP-Ldsung (je 10 mM), 1 ul RNase-Inhibitor (20 U/ul), 1 ul
Random Hexamere (50 uM), 1 ul Reverse Transkriptase (50 U/ul), 1 ul gesamt RNA (= 0.5 nug) und dH,O

in einem Gesamtvolumen von 20 ul. Der Ansatz wurde gemischt, mit 50 ul Mineral6l als
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Verdunstungsschutz iiberschichtet und in einem Thermoblock folgendem Temperaturprofil unterworfen:
reverse Transkription 20 min 42°C, Denaturierung 5 min 99°C und Abkiihlung auf 5°C.

Die anschlieBende PCR (100 ul) wurde nicht-radioaktiv oder radioaktiv durchgefiihrt; letztere enthielt
zusitzlich 0.25 ul [a-"P]dCTP (10 uCi/ul; Amersham). Bei den verwendeten Zyklenzahlen n (Xegr-1n =
28, Xegr-3 n =28 und Histon H4 n = 20) konnte jeweils von einer linearen Amplifizierung der PCR-
Produkte ausgegangen werden. Radioaktiv-markierte PCR-Produkte wurden anschlieBend auf einem 6%
Polyacrylamid/Harnstoff-Gel in 1x TBE als Laufpuffer bei 400 V (konstant) fiir 2 h aufgetrennt, wobei pro
RT-PCR 8 ul Ansatz mit 2.5 ul Formamid-TBE-Farbstoff-Mix aufgetragen wurden. Als Marker diente
‘One kb ladder’, dessen Fragmente mit Polynukleotidkinase (PNK) radioaktiv markiert waren (2.2.2.3).
Das Gel wurde nach dem Lauf auf Whatman3M Filterpapier iibertragen, unter Vakuum bei 65°C
getrocknet, mit Saranfolie umhiillt und {iber Nacht gegen einen ,,Phosphorlmager-Screen” (Molecular
Dynamics) exponiert. Fiir nicht-radioaktive RT-PCR wurden in der Regel zwei PCR-Zyklen mehr

eingesetzt, um die niedrigere Sensitivitit auszugleichen; die Analyse erfolgte in Agarosegelen.

2.2.2.2 Auftrennung im Polyacrylamid/Harnstoff-Gel

Ein denaturierendes 6% Polyacrylamid/Harnstoffgel wurde zwischen Glasplatten der Mafie 27 x 20 cm mit
1 mm Abstand zueinander gegossen und in eine Standard Gelkammer (Werkstatt des Instituts) eingebracht.
Vor dem Gieflen des Gels wurden beide Glasplatten mit Repell-Silan behandelt. Vor dem Auftragen der
Proben erfolgte ein 10 min Vorlauf.

Formamid-TBE Farbstoff-Mix: 50% Formamid (100%, deionisiert), 1x TBE, 0.025% Bromphenolblau,
0.025% Xylenzyanol

Repellsilan: 5% Dimethyldichlorsilan in Chloroform

6% Polyacrylamid/Harnstoff-Stamm (1x): 8 M Harnstoff, 5.7% Acrylamid, 0.3% Bisacrylamid in 1x
TBE; Deionisieren: Mischbettionenaustauscher (Biorad A6501-X8CD), Filtrieren: 0.45um. Ansatz fiir 50
ml Gellosung: 6% AA/Urea (1x), Filtrieren: 0.22 um; 44 ul TEMED (100%), 180 ul APS (10%)

2.2.2.3 Phosphorylieren von DNA-Lingenstandard-Fragmenten

Zur radioaktiven Markierung von ,,One kb Ladder“-DNA-Fragmenten wurden diese enzymatisch am 5°-
Ende mit radioaktivem [\{—32P]dATP versehen. Der Ansatz enthielt 1 ul (= 1 ug) ‘One kb Ladder’, 2 ul 10x
T4-PNK (Polynukleotidkinase)-Puffer, 2 ul [y-"P]JdATP, 1 ul T4-PNK (10 U/ul, New England Biolabs)
und dH,O in einem Gesamtvolumen von 20 ul. Der Ansatz wurde fiir 30 min bei 37°C inkubiert und
anschlieend mittels des ‘Nucleotide Removal Kits” von nicht angefiigten Nukleotiden gereinigt. Hierbei
wurden die DNA-Fragmente zweimal mit 400 ul Puffer PE gewaschen und in 50 ul dH,O aufgenommen.
Das Volumen wurde auf 100 pl mit Formamid/10 mM EDTA aufgefiillt. Mit einem ,,Quick Counter*
(BIOSCAN/QC200) wurde der Zerfall pro Minute (dpm, disintegrations per minute) bestimmt und so
eingestellt, da3 pro Spur eine Aktivitit von etwa 20.000 dpm aufgetragen wurde.

2.2.3  Invitro Synthese von RNA
Fiir den Nachweis von in vivo RNA-Transkripten in der ‘whole mount’ in situ Hybridisierung wurde die

‘antisense’ RNA-Sonde (in 3’-5" Richtung transkribiert) mit Digoxigenin-rUTP markiert. Sollte ‘sense’
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RNA (in 5°-3" Richtung transkribiert) als mRNA zur Injektion in Xenopus Embryonalstadien verwandt
werden, wurde sie am 5'-Terminus mit einem ‘RNA Cap’ Strukturanalogon (7mG(5"),pp(57)G, New
England Biolabs) versehen. In beiden Féllen wurden die Losungen und Enzyme des RNA-Transkriptions-

Kits (Stratagene) verwandt.

2.2.3.1 Linearisieren der Plasmid-DNA

10 ug Plasmid wurden in 50 ul Gesamtvolumen {iber Nacht mit einem geeigneten Restriktionsenzym
verdaut. Um unspezifische Aktivitdt der Enzyme zu vermeiden, betrug die Enzymmenge nicht mehr als 30
U. Die DNA wurde anhand des ‘Nucleotide Removal Kits’ (Qiagen) aufgereinigt und in 50 ul RNase-
freiem dH,O aufgenommen. 1 ul wurde auf ein Testgel aufgetragen, um die Vollstindigkeit von Verdau

und Aufreinigung zu kontrollieren.

2.2.3.2 Invitro Synthese von RNA fiir in situ Hybridisierungen

Die Losungen und Enzyme des RNA-Transkriptions-Kits (Stratagene) wurden in folgender Reihenfolge
zusammenpipettiert: 5 ul 5x Transkriptions-Puffer, je 1 ul 10 mM rATP, rCTP, rGTP, 0.36 ul
Digoxigenin-rUTP (Boehringer), 0.64 ul rtUTP, 1 ul 0.75 M DTT, 1 ul RNasin (40 U/ul), 1 ug linearisierte
DNA-"Template’, 1 ul T3- oder T7- oder SP6-RNA-Polymerase (10 U/ul) und RNase-freies dH,O zu
einem Gesamtvolumen von 25 ul. Der Ansatz wurde fiir 2 h bei 37°C inkubiert und anschlieBend die

‘Template’-DNA durch Zugabe von 2 ul RNase-freier DNase I (Boehringer) fiir 15 minbei 37°C verdaut.

2.2.3.3 Invitro Synthese von ‘Cap’-mRNA fiir Mikroinjektionen

Folgende Komponenten wurden in angegebener Reihenfolge vereinigt: 10 wl 5x Transkriptions-Puffer, 2 ul
0.75 M DTT, 1 ul RNasin (40 U/ul), je 5 ul 10 mM rATP, rCTP, rtUTP), 5 ul 1 mM rGTP, 5 ul 10 mM
‘m’GTP-Cap’ [TmG(5 ppp(57)G], 2.5 ng linearisierte DNA-"Template’, 2 ul RNA-Polymerase (SP6, T7
oder T3; 10 U/ul) und RNase-freies dH,O zu einem Gesamtvolumen von 50 ul. Der Ansatz wurde fiir 2-4 h
bei 37°C inkubiert und anschlieBend die ‘Template’-DNA durch Zugabe von 2 ul RNase-freier DNase |
(Boehringer) fiir 30 min bei 37°C verdaut.

2.2.3.4 Aufreinigen in vitro synthetisierter RNA

Salze und Nukleotide wurden mit dem RNeasy-Kit (Qiagen) abgetrennt. Der Transkriptionsansatz wurde
auf 100 wl mit RNase-freiem dH,O aufgefiillt. 350 ul Puffer RLT wurden hinzugegeben und vermischt.
AnschlieBend wurden 250 ul Ethanol absolut p.a. zugefiigt und mit der Pipette gemischt. Die Mischung
wurde auf eine RNeasy-Séule gegeben und bei 10.000 Upm fiir 15 sec zentrifugiert. Es wurde zweimal mit
500 ul Puffer RPE gewaschen und die RNA zweimal mit 10 ul RNase-freiem dH,O in ein steriles, RNase--
freies Eppendorfgefil3 eluiert. 2 ul wurden in einem frisch gegossenen Agarose-Gel aufgetrennt, um die

Transkriptionseffizienz optisch zu ermitteln. Die Zusammensetzung der Qiagen-Puffer war nicht bekannt.

2.2.4 RNase-Protektion
RNase-Protektion wurde durchgefiihrt, um das 5’-Ende der Xegr-1 cDNA zu bestimmen. Eine radioaktiv-

markierte ‘antisense’ RNA-Sonde wurde durch in vitro Transkription in Anwesenheit von [a-"P]JUTP
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synthetisiert und gegen polyA RNA hybridisiert. Nach RNase-Verdau wurden die Proben auf einem
denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt.

Zur Darstellung der radioaktiven Sonden wurden je 2 ul 10 mM Ribonukleotid (rATP, rCTP, rGTP) und 5
ul linearisierte ‘Template’-DNA in der Vakuumzentrifuge fast bis zur Trockne eingeengt. Es wurden eine
radioaktiv-markierte ‘antisense’-Probe (pGEM-T/F272 R+83; 0.2 ug/ul, Sal I linearisiert, ‘antisense’: T7)
und eine nicht markierte ‘sense’-Sonde (pGEM-T/ F272 _R+83; 0.2 ug/ul, Apa I linearisiert, ‘sense’: SP6)
hergestellt. Fiir die Transkription in 10 ul Gesamtvolumen wurden 1 ul 100 uM UTP, 2 wl Transkriptions-
puffer, 1 ul DTT, 1 ul RNase-Inhibitor, 1 ul T7 RNA-Polymerase und 4 ul [a-""PJUTP (20 uCi/ul) bzw.
dH,O zugegeben und 1 h bei 37°C inkubiert. Der anschlieBende DNase-Verdau wurde nach Zugabe von
1ul RNase-freie DNase I (1 pug/ul) 15 min bei 37°C durchgefiihrt. Die Probe wurde iiber eine RNeasy-
Saule (Abschnitt 2.2.3.4) gereinigt und in 30 ul DEPC-behandeltem H,O eluiert.

Zur Hybridisierung wurde die entsprechende Menge RNA (PolyA '-, ‘sense’- oder Gesamt-RNA) in 0.5 ul
PCR-Gefdllen pelletiert, getrocknet und in 24 ul Formamid aufgenommen. Nach Zugabe von 3 ul 10x
Hybridisierungspuffer und 3 ul gereinigter, radioaktiv-markierter Riboprobe wurden die Ansétze mit 30 ul
Ol iiberschichtet und 5 min bei 80°C denaturiert. Die Hybridisierung erfolgte iiber Nacht bei 45°C. Der
Verdau nicht hybridisierter RNA wurde nach Zugabe von 350 ul RNase-Gebrauchslosung 1h bei RT
inkubiert. Nach dem RNase-Verdau wurden die Ansdtze 15 min mit 10 ul 20% SDS und 2 ul Proteinase K-
Losung (20 mg/ml) inkubiert (37°C), Phenol/Chloroform-gereinigt und auf einem 8%
Polyacrylamid/Harnstoffgel aufgetrennt. Dabei wurden von den Kontrollen 10.000-20.000 dpm
aufgetragen. Das Gel wurde nach dem Trocknen iiber Nacht auf einem Phosphorlmager-Schirm (Molecular
Dynamics) exponiert. Da bei der RNase-Protektion nur hybridisierte, doppelstrangige RNA geschiitzt wird,
kann anhand der Grofe des resultierenden spezifischen Signals die Lange des protektierten Fragments, d.h.
die Position des Transkriptionsstarts bestimmt werden.

Hybridisierungspuffer (10x): 4 M NaCl, 400 mM PIPES (pH 6.4), 10 mM EDTA

RNase-Puffer: 750 ul 5 M NacCl, 100 ul 0.5 M EDTA (pH 8.0), 100 ul 1 M Tris-Puffer (pH 7.5), dH,O ad
10 ml. Gebrauchsldsung frisch ansetzen aus 1 ml RNase-Puffer, 4 ul RNase A (2 ng/ul), 0.4 ul RNase T1

(2 ug/ul).

2.3 Proteintechniken: in vitro Transkription und Translation

Das TNT-Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega) eignete sich dazu, von einem Expressionsvektor
in einem einzigen Ansatz die Synthese von mRNA (Transkription) und die Umsetzung der RNA-Sequenz
in Proteinsequenz (Translation) durchzufithren. Das System wurde zur Kontrolle der Funktion des
Expressionsvektors pCS2+MT/XEGR-1 verwandt.

Zu analytischen Zwecken gentigte ein halber TNT-Ansatz im Gesamtvolumen von 25 ul. Es wurden
folgende Komponenten vereinigt: 12.5 ul TNT Kaninchen Retikulozytenlysat, 1 ul TNT Reaktionspuffer,
0.5 ul (= 5 U) SP6 RNA-Polymerase, 0.5 ul 1 mM Aminosiduregemisch ohne Methionin, 4 ul *’S-
Methionin (1000 Ci/mmol bei 10 uCi/ml), 0.5 ul RNase-Inhibitor (40 U/ul), 1 ug zyklische Plasmid-DNA
(‘Template’) und RNase-freies dH,O zu einem Gesamtvolumen von 25 ul. Der Ansatz wurde gemischt und
fiir 2 h bei 30°C inkubiert. 3 ul des Ansatzes wurden mit 17 ul Protein-Schwerelosung gemischt, fiir 10

min bei 100°C im Wasserbad denaturiert und bis zum Auftrag auf ein Proteingel auf Eis aufbewahrt. Das
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14x16 cm Gel enthielt 12% Acrylamid/ 0.1% SDS. Als Kontrollansatz diente eine mitgelieferte SP6
Kontroll-DNA.

2.4  Isolierung von XEGR-Klonen aus cDNA-Banken

Die Durchmusterung von Xenopus Phagenbibliotheken nach EGR-homologen Proteinen wurde mit einer
nicht-radioaktiven Methode durchgefiihrt. Fraktionierte cDNA-Bibliotheken wurden mit spezifischen
Primern mittels PCR durchgemustert. Fraktionen, die ein positives Signal zeigten, wurden einer seriellen
Verdiinnungs- und Amplifikations-Prozedur unterworfen, um den Anteil des gesuchten Phagen gegeniiber
den restlichen im Gemisch anzuheben. Dazu wurde ein Aliquot der in der PCR positiven Phagenfraktion
zur Infektion einer frischen Wirtsbakterien-Losung verwandt und in 64 Mikrotiterplatten-Fraktionen
aufgeteilt. (In jeder Amplifikationsrunde wurden parallel verschiedene Phagenmengen im Verhéltnis von
1:10 zueinander in Titerplatten ausplattiert.) Nach Inkubation und Lyse der Bakterien wurden die
Phageniiberstinde mittels PCR daraufhin untersucht, ob sie den gesuchten Phagen enthielten. Von
positiven Phagenfraktionen wurde anhand einer Verdiinnungsreihe der Titer positiver Phagen und die
minimale positive Menge bestimmt, die fiir eine erneute Verdiinnungs- und Amplifikationsrunde eingesetzt
werden konnte. Nach wiederholten Amplifikationsrunden wurden die Phagen plattiert und durch Plaque-
hybridisierung (2.1.20) tiberpriift. War ein reiner Phagenklon isoliert und amplifiziert worden, konnte mit
Hilfe eines Helferphagen zunichst ein Phagemid exzisiert werden, das au3er einem definierten Vektoranteil
das gesamte cDNA-Insert des Phagen enthielt. Das Phagemid verhielt sich nach Infektion eines zweiten

Bakterienstammes wie ein Plasmid.

Zur Isolierung von Xegr-1 wurde eine A-Zap Express Phagenbibliothek (Stratagene) von T. Hollemann
(1995) verwendet. Sie enthielt cDNAs aus Xenopus laevis Kopf bzw. Schwanzspitzen (Stadium 28-31). Die
RNA war mit ‘random’ Primern oder mit poly(T)-Primern in cDNA umgeschrieben worden. Die priméiren
Phagen waren in 166 Aliquots von je ca. 50.000 unabhingigen Phagen aliquotiert worden und wiesen
jeweils eine Konzentration von ca. 10" pfu/ml (plaque forming units/ml) auf.

Fiir Xegr-3 wurde eine Uni-Zap-XR Phagenbibliothek, die aus einer Xenopus laevis A6 Nierenzellinie
erstellt worden war (Petersen, 1995) verwendet. Es wurden 48 Aliquots mit je ca. 50.000 primédren Phagen

in einer Konzentration von ca. 10° pfu/ml getestet.

Die folgenden Abschnitte beschreiben den detaillierten Ablauf des Phagen-’Screenings’ zur Isolierung der
Xegr-1 cDNA. Die Identifizierung eines Phagenklons der ein Xegr-3 Insert enthdlt wurde analog
durchgefiihrt.

2.4.1 Anreichern eines Kandidaten-Phagen

Mit Hilfe spezifischer Primer wurden PCR-Reaktionen auf Aliquots der Phagen-Fraktionen durchgefiihrt
(22.5 ul Ansatz; 3 min 95°C, 40x [45 sec 95°C, 45 sec 56°C, 30 sec 72°C], 2 min 72°C). In der ersten
Amplifikationsrunde wurden 2.5-10” und 2.5-10° pfu eines Phageniiberstandes zur Infektion von Bakterien
des Stammes E. coli XL1-Blue MRF’ eingesetzt. Die Bakterien wurden vor der Infektion in einer 50 ml

Uber-Nacht Kultur frisch angezogen (LB/Tetracyclin/10 mM MgS04/0.2% Maltose), fiir 10 min bei 4.000
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Upm in einem GSA-Rotor pelletiert und in 10 mM MgSO, auf ODgp= 0.5 eingestellt. Zur Infektion der
Bakterien wurden in einem 12 ml PPN-Rohrchen 600 ul der Bakterien-Suspension mit dem Phagen-
Aliquot vereinigt und fiir 20 min bei 37°C geschwenkt. Wurde nach mehreren Amplifizierungsrunden eine
sehr geringe Phagenmenge (z.B. 2.5-10° pfu) fiir die Infektion von Bakterien verwandt, so wurden
entsprechend weniger Wirtsbakterien eingesetzt, um zu vermeiden, daf3 die Bakterien die Phagen
vollstindig tiberwuchsen und eine Lyse der Bakterien unmoglich wurde. Nach Zugabe von 6.4 ml NZY-
Medium wurde der Ansatz gemischt und zu je 100 ul auf 8x8 = 64 Vertiefungen einer Titerplatte aufgeteilt.
Die Vertiefungen der Platte wurden mit Tesafilm abgeklebt und die Platten iiber Nacht bei 37°C und 250
Upm in einem Schiittelinkubator inkubiert. Am Folgetag wurde die Lyse der Bakterien optisch iiberpriift.
Gut sichtbare Zelltriimmer der lysierten Bakterien und ein klarer Phageniiberstand waren ein Hinweis auf
optimale Amplifizierung.

Um positive Titerplatten-Fraktionen zu finden, wurden PCR-Reaktionen in Vereinigungen (,,pools) der
Titerplatten-Reihen von je 8 Vertiefungen durchgefiihrt. Jeweils 2.5 ul der Reihen A(1-8) bis H(1-8) und
1(A-H) bis 8(A-H) wurden vereinigt. Von den 16 erhaltenen Mischfraktionen (‘Pools’) wurden je 2.5 ul
Phagenlésung in die PCR-Reaktion eingesetzt. AnschlieBend wurden die zu einem positiven ‘Pool’
gehorenden Einzelfraktionen iiberpriift. Positive Positionen konnten dann durch Uberkreuzung positiver
horizontaler und vertikaler Pools erkannt werden. Von diesen Positionen wurde der Phagentiter und die
minimale positive Menge an Phagenlysat bestimmt. Die Menge des fiir die Infektion verwandten Phagen-
Aliquots war dann optimal gewéhlt, wenn nur eine der 64 Fraktionen den gesuchten Phagen enthielt.
Positive Einzelfraktionen wurden in 1.5 ml Eppendorfgeféfie tiberfiihrt, zur Konservierung der Phagen mit
zwei Tropfen Chloroform iiberschichtet und bei 4°C aufbewahrt.

Das optimale Phagenvolumen fiir die nachste Amplifikationsrunde wurde ermittelt, indem eine PCR auf
einer Verdiinnungsreihe der iiberfiihrten positiven Fraktion durchgefiihrt wurde. Je 2.5 ul der
Verdiinnungen 10™ bis 10” wurden in analytischen PCR-Reaktionen untersucht. Es wurden diejenigen zwei
Phagenmengen anschlieend ausplattiert, die oberhalb der kleinsten Menge lagen, die in der PCR noch ein
Signal gegeben hatte.

Um frithzeitig Sequenzinformation iiber den amplifizierten Klon zu erhalten, konnte durch PCR auf einem

Phagenaliquot ein Teil des cDNA-Insertionsfragments amplifiziert und sequenziert werden.

24.2 Vereinzeln eines Phagen

Nach drei bis fiinf Amplifikationsrunden wurde der Anteil des gesuchten Phagen an allen Phagen in der
Kultur untersucht, um zu entscheiden, ob ein Ausplattieren und Vereinzeln des gesuchten Phagen sinnvoll
war, oder ob eine weitere Amplifikationsrunde nétig wurde. Aus einer Verdiinnungsreihe von 10" bis 10”
wurden je 2.5 ul fiir eine quantitative PCR eingesetzt und dieselben Mengen auf NZY-Agarplatten
ausplattiert. Die Durchmusterung von Einzelplaques nach dem gesuchten Phagenklon lohnte sich, wenn
diejenige Phagenmenge ein positives PCR-Signal ergab, die auf der Agarplatte gerade noch Plaques
hervorbrachte.

Das Plattieren von Phagen wurde wie folgt durchgefiihrt: In 1.5 ml Eppendorf-Gefalen wurden 600 ul .
coli XL1-Blue MRF" (ODggo= 0.5 in 10 mM MgSOy) mit je 2.5 ul der Phagenverdiinnungen vereinigt und
fiir 20 min bei 37°C geschwenkt. Die Mischung wurde zu 3 ml NZY-Top Agar gegeben, der vorher auf

48°C &quilibriert wurde. Nach Zugabe des Phagen-Bakterien-Gemisches zum Agar wurde kurz gemischt,
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der Inhalt sofort auf vorgewarmte NZY-"bottom’ Agarplatten (& 9.5 cm) gegeben und durch Schwenken
gleichmiBig verteilt. Die Platten wurden mit geéffnetem Deckel fiir 1 h bei RT und anschlieend invers
iber Nacht bei 37°C inkubiert.

Ein Plaque sollte dann etwa 1 mm Durchmesser besitzen und mdoglichst klar sein. Zur Untersuchung
einzelner Phagenklone wurden Plaques mit einer sterilen Glaspipette in je 100 ul SM-Puffer tiberfiihrt und
eluiert. Ein Aliquot des Phagen-Uberstandes wurde mittels PCR untersucht. Ein positiver Phagenklon
wurde mit zwei Tropfen Chloroform versehen und bei 4°C aufbewahrt.

SM-Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH 7.5), 8 mM MgSO,4, 100 mM NacCl, 0,01% Gelatine; sterilfiltrieren
(0.45um)

243 Generieren einer hoch konzentrierten Phagenlésung

Fiir die Exzision eines Phagemids samt cDNA-Insertionsfragment aus einem Phagen wurde eine hohe
Konzentration des Phagen (‘high titer’) benétigt. Dazu wurden solche Phagenmengen plattiert, die ein
konfluentes Wachstum der Phagenklone gewihrleisteten. Zum Isolieren der Phagen aus dem Agar wurde
der Top-Agar einer Platte abgekratzt und mit 2 ml SM-Puffer in ein 50 ml Falcon-Réhrchen tiberfiihrt.
Nach Zugabe von 75 ul Chloroform wurde der Ansatz gemischt, mit einer Gilson-Pipette mazeriert und
iiber Nacht bei 4°C eluiert. Die Rohrchen wurden fiir 10 min bei 10.000 Upm zentrifugiert und der Uber-
stand in 1.5 ml Eppendorfgefifie tiberfiihrt. Nach Zugabe von Chloroform zu einer Endkonzentration von

0.3% wurde der Phageniiberstand bei 4°C gelagert.

24.4 in vivo Exzision

Fiir die Exzision des Xegr-1 Klons aus einer A-Zap Express Phagenbibliothek wurden die E. coli Stimme
XL1-Blue MRF" und XLOLR morgens aus einer Uber-Nacht-Kultur in entsprechendem Medium neu
angezogen; XLOLR wurde bis zu einer ODgo = 1 kultiviert. 200 ul E. coli XL1-Blue-MRF’, ODgoo= 1.0 in
10 mM MgSOy4, 250 ul des angereicherten Phagen-Lysats und 1 ul ExAssist Helferphage wurden fiir 15
min bei 37°C unter Schwenken inkubiert. Nach Zugabe von 3 ml LB-Medium wurde die Mischung fiir 2.5
h bei 37°C geschiittelt. In diesem Stamm wurde ein definierter Bereich des Phagen einzelstringig
amplifiziert, zu einem Phagemid verpackt und aus dem Wirtsbakterium ausgeschleust, ohne dieses zu
lysieren. Durch Inkubation fiir 15 min bei 70°C wurden die Wirtsbakterien selektiv abgetdtet. Sie wurden
pelletiert (15 min bei 4.000 Upm im Sorvall, SS34 Rotor) und der Uberstand, der das pBluescript-
Phagemid enthielt, in 12 ml PPN- Réhrchen tiberfiihrt und bei 4°C gelagert. Mit den Phagemiden wurde
der E. coli Stamm XLOLR infiziert, in dem sich die Phagemide anschlieBend wie Plasmide verhielten. Zur
Infektion wurden in zwei 1.5 ml Eppendorfgefialen 200 ul E. coli XLOLR (frisch, ODgpo= 1) mit 10 ul
bzw. mit 100 ul Phagemid vereinigt. Nach 15 min Schwenken bei 37°C wurden 300 ul LB-Medium
zugegeben und fiir weitere 45 min geschwenkt. Je Ansatz wurden zweimal 200 ul auf LB/Kanamycin
Agarplatten ausplattiert und iiber Nacht invers bei 37°C inkubiert. Einzelne Klone wurden zum Inokulieren
von Flissigkulturen verwandt. Aus diesen wurde das Plasmid im préparativen MaBstab isoliert.

Die Isolation eines Xegr-3 Klons aus einer Uni-Zap-XR Phagenbibliothek erfolgte unter Verwendung des
angereicherten Helferphagen R408 analog wie fiir Xegr-1 beschrieben. Aus pBluescript-Phagemiden

konnten nach Infektion mit dem Bakterienstamm XL 1-Blue Plasmidklone isoliert werden.
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2.5 Isolierung von Klonen aus genomischen A-Phagenbanken

Die Analyse genomischer A-Phagenbibliotheken wurde wie in Abschnitt 2.4 beschrieben durchgefiihrt. Es
stand eine genomische Lambda FIX II Bibliothek (I. David) zur Verfiigung, die 9-23 kb lange Fragmente
genomischer Xenopus laevis DNA enthielt. Als bakterielle Wirtsstimme zur Durchmusterung und
Amplifikation dienten XL1-Blue MRA und die lysogene Form XL1-Blue MRA(P2).

Nach mehreren Titrations- und Amplifikationsrunden konnte ein positver genomischer Klon isoliert
werden. Nach Aufreinung im préparativen Mafistab (2.1.14) wurde der Klon zum Teil direkt sequenziert.
Da das genomische Fragment grofer als 12 kb war und auch durch ‘Long-Range’-PCR nicht darzustellen
war, wurde zur Subklonierung eine Restriktionsspaltung (préparativer Ansatz mit 4 ug A-DNA je
Restriktionsenzym) durchgefiihrt. AnschlieBend wurde 1/10 des Ansatzes im Agarosegel aufgetrennt und
ein Southern Blotting mit einem spezifischen Digoxigenin-markierten PCR-Produkt durchgefiihrt. Von drei
detektierten Banden wurde diejenige mit der stirksten Signalintensitét (Hind III-Fragment, ca. 4 kb) in den
pGEM-3zf(+) Vektor (Promega) subkloniert. Nach der Sequenzierung des Fragments konnten durch einen
Sequenzvergleich mit homologen 5'-flankierenden Sequenzen des Egr-1 Gens potentiell regulatorische

Elemente identifziert werden, die wie in den Abschnitten 2.11 und 2.12 beschrieben, untersucht wurden.

2.6  Gewinnen von Xenopus Embryonalstadien

2.6.1  Versuchstiere

Xenopus laevis, der Afrikanische Krallenfrosch, gehdrt zur Familie der Pipidae, Unterfamilie Xenopinae.
Pigmentierte und unpigmentierte Krallenfrosche wurden von Dipl. Ing. Horst Kédhler (Hamburg), von den
Firmen Xenopus I (USA) und Nasco (USA) sowie von African Xenopus Facility C.C. (Siidafrika)
erworben. Die Tiere wurden gemil3 den Bestimmungen des Tierschutzes gehalten und behandelt. Xenopus

Embryonalstadien wurden gemaf Nieuwkoop und Faber (1967) bestimmt.

2.6.2  Praparation von Testis

Um die Gelege in vitro befruchten zu kénnen, wurden vor Beginn der Eiablage Testes von Xenopus-
Ménnchen prépariert . Zu diesen Zweck wurde ein Médnnchen dekapitiert und ventral aufgeschnitten. Die
weiBlichen, ovalen Hoden wurden entnommen und bis zum Gebrauch in eiskaltem 1x MBSH-Puffer
gelagert. Bei Bedarf konnten die Testes bis zu 5 Tagen in 1x MBSH-Puffer mit 10 U Penicillin/10 ug
Streptomycin bei 4°C aufbewart werden.

MBSH (1x): 10 mM HEPES (pH 7.4), 88 mM NaCl, | mM KCI, 2.4 mM NaHCO;, 0.82 mM MgSO,, 0.41
CacCl,, 0.66 KNO;

2.6.3  Stimulation der Eiablage

Um die Eiablage fiir den ndchsten Morgen zu stimulieren, wurden einem Weibchen gegen 17 Uhr 50-100 U
humanes Gonadotropin (1000 U/ml) (Sigma) und gegen 23 Uhr 400-600 U je nach GroBe des Weibchens
mittels einer 1 ml Spritze mit G27-Kaniile in den dorsalen Lymphsack injiziert. Zur meistens spontanen

Eiablage am néchsten Tag wurden die Weibchen iiber eine leere Petrischale gehalten.
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2.6.4 Befruchtung und Entwicklung

Die Gelege wurden mit den Spermien aus den préparierten Hoden befruchtet. Etwa 1/5 eines Testis wurde
in 100 pl 1 x MBSH mit einer Mikroschere mazeriert, wodurch die Spermien freigesetzt wurden. Die in 1x
MBSH inaktiven Spermien wurden unmittelbar vor Gebrauch mit 900 ul dH,O vermischt. Durch die
Erniedrigung der Ionenkonzentration erlangten die Spermien ihre volle Beweglichkeit. Mit einer
abgeschnittenen gelben Pipettenspitze wurden die Spermien dann auf den Gelegen verteilt. Die Gelege
wurden so auseinandergezogen, daB3 die Eier einschichtig lagen und nach zwei Minuten mit 0.1x MBSH
iiberschichtet. Eine Stunde nach der Befruchtung wurden die Gelege durch Inkubation fiir 3-5 min in 2%
Cystein (pH 7.8) von ihren Gallerthiillen befreit und anschlieBend mehrmals mit 0.1x MBSH gespiilt. Die
Embryonen wurden auf einer Temperierplatte (hauseigene Werkstatt) bei 14-20°C bis zum gewiinschten
Stadium (Nieuwkoop und Faber, 1967) inkubiert.

Waren die Embryonen fiir ‘whole mount’ in situ Farbungen (Abschnitt 2.7) bestimmt, wurden sie in 5 ml
Schraubdeckelglasrohrchen (Schiitt) auf einem Drehrad fiir eine Stunde in 1x MEMFA fixiert und
anschlielend in 100% Ethanol bei -20°C gelagert. Stadien vor dem Schliipfen aus der Vitellinmembran
wurden vor dem Fixieren manuell mit Uhrmacherpinzetten von dieser befreit.

2% Cystein-HCI: 2% L-Cystein-HCI - H,O, pH einstellen (NaOH) auf 7.8

MEM (10x): 1 M MOPS, 20 mM EGTA, 10 mM MgSO,

MEMFA (1x): 1x MEM, 3.7% Formaldehyd-Ldsung (37%)

2.6.5 Behandlung von Embryonen mit UV und LiCl

Zur Untersuchung der Genexpression wurden mittels UV-Strahlung bzw. Lithium-Ionen embryonale
Phinotypen erzeugt, die aufgrund der Beeintrichtigung der Bildung der Keimblatter und Korperachse einen
entsprechend verdnderten Korperbauplan aufwiesen.

Embryonen wurden ventralisiert, indem ihr vegetaler Pol im Zeitraum vor der ersten Zellteilung (30-40 min
nach Befruchtung) fiir 90 sec mit UV-Licht bestrahlt wurde (ca. 8 mw/cm®). Die Durchfithrung erfolgte in
0.1x MBSH in ,petriperm“-Schalen (Heraeus) mit UV-durchldssiger Membran. Fiir dorsalisierte
Phénotypen wurden frithe Blastula-Stadien (64-128-Zell-Stadiun) fiir zehn Minuten in 0.3 M LiCl inkubiert

und anschliefend mehrmals in 0.1x MBSH gewaschen.

2.7  ‘Whole Mount’ in situ Hybridisierung

In ‘whole mount’ in situ Hybridisierungen wurde das rdumlich-zeitliche Expressionsverhalten der Gene
untersucht. Mit Hilfe von Digoxigenin-markierter ‘antisense’-RNA wurde die endogene RNA in situ

markiert und in einer Farbreaktion sichtbar gemacht. Als Negativkontrolle diente markierte ‘sense’-RNA.

2.7.1 Rehydrieren der Embryonen
Die entsprechenden Embryonen wurden mit 5 ml Losung pro Schritt rehydriert. Dabei wurden pro 5 ml

Schraubdeckelglasrohrchen nicht mehr als 20 Embryonen gleichzeitig behandelt.
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Ethanol [%] Puffer [%] Dauer [min] Anzahl
1. Ethanol 100 % 5 min 1 x @
2. Ethanol 75 % [ HO 25 % | 5 min 1 x @
3. Ethanol 50 % [ HyO 50% |5 min 1 x @
4. Ethanol 25 % | PTw 75 % | 5 min 1 x @
5. PTw 100 % [ 5 min 4 x @
@ = Kopfiber (Drehrad)

2.7.2  Proteinase K-Behandlung

Um die Embryonen durchlissiger fiir die Sonden-RNA zu machen, wurden sie fiir 20 min in 1 ml PTw-
Puffer inkubiert, dem 0.5 ul 20 mg/ml Proteinase K-Losung (Endkonzentration 10 ug/ml, Merck)
zugegeben wurde. Die Embryonen wurden dabei optisch kontrolliert. Zeigten sich leichte Schiden an

einem Embryo, wurde die Behandlung sofort abgebrochen.

2.7.3  Refixieren

Die durch die Proteinase K-Behandlung fragilen Embryonen wurden durch Acetylierung und Inkubation in
PTw/Formaldehyd-Losung refixiert. Die Embryonen wurden in 0.1 M Triethanolamin (pH 7.5)
umgepuffert, durch zweimalige Zugabe von Acetanhydrid acetyliert und anschlieBend in PTw + 4% FA

refixiert.

Puffer Zugabe von Dauer [min] Anzahl
1. 0.1 M Triethanolamin 5 2 x @
2. 0.1 M Triethanolamin 12.5 ul Acetanhydrid 5 1 x @
3. 12.5 wl Acetanhydrid 5 1 x @
4. PTw 5 2 x @
5. PTw +4 % FA 20 1 x @
6. PTw 5 S5x@

Der PTw-Puffer wurde bis auf 1 ml entfernt und 250 ul Hybridisierungs-Losung hinzugegeben. Waren die
Embryonen in die schwerere Hybridisierungs-Lsung abgesunken, wurde der Uberstand durch 500 ul
dieser Losung ausgetauscht und der Ansatz fiir 10 min bei 60°C inkubiert. Die Losung wurde wiederum
gewechselt und die Embryonen fiir 6 h bei 60°C prahybridisiert. Die Losung wurde gegen 500 ul
Hybridisierungs-Losung mit 1 ug/ml Proben-RNA ausgetauscht und iiber Nacht bei 60°C hybridisiert.

2.74  Waschen
Um unspezifisch gebundene Sonden-RNA zu entfernen, wurden die Embryonen unter stringenten

Bedingungen bei 60°C gewaschen und mit 10 ug/ml RNase A und 10 U/ml RNase T1 verdaut.

Puffer Dauer (min) T (°C) Anzahl

1. Hybridisierungs-Puffer | 10 60 1 x
(500 ul)

2. 2x SSC 20 60 3 x

3. 2x SSC 30 37 2 x
mit RNasen

4. 2x SSC 10 RT 1 x

3. 0.2x SSC 30 60 2 x

6. MAB 15 RT 2 x
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2.7.5  Antikérper-Inkubation
Vor Inkubation mit dem Detektions-Antikdrper wurden die Embryonen in 2% Boehringer Mannheim

Block (BMB) und 20% Serum inkubiert, um unspezifische Bindungen des Antikdrpers zu vermeiden.

— = Horizonale Wippe
Puffer Dauer (min) T (°C) Anzahl
1. MAB + 2% BMB 60 RT 1 x—
2. MAB + 2% BMB 60 RT 1 x—
+20% Serum
3. MAB + 2% BMB 240 RT 1 x—

+20% Serum

+ AK (1/5000)
4. MAB  (Waschen) 30 RT 2 x—
5. MAB  (Waschen) iiber Nacht 4°C 1 x—

2.7.6  Farbentwicklung
Die Zeitdauer der Farbentwicklung wurde so gewihlt, dal das spezifische Farbsignal maximal war,

wihrend eine Hintergrundférbung das Signal noch nicht iiberdeckte.

|| Puffer | Dauer | T (°C) | Anzahl
1. MAB 60 min RT 1 x
2. APB 5 min RT 2 x
3. NBT/BCIP bis 24 h RT 1 x
4. MEM 15 min RT 1 x
5. MEM Ubernacht 4°C 1 x

PTw (1x): 1x PBS, 0.1% Tween-20

Hybridisierungs-Puffer: 50% Formamid (deionisiert), 5x SSC, 1 mg/ml Torula RNA, 100 ug/ml Heparin,
1x Denhardt’s, 0.1% Tween-20, 0.1% CHAPS, 10 mM EDTA, RNase freies dH>O

RNasen: 20 ug/ml RNase A, 10 U/ml RNase T1

MAB (2x): 200 mM Maleinsdure, 300 mM NaCl, pH 7.5

BMB (10%): 1x MAB, 10% BMB (Boehringer Mannheim Blocking Reagent, 1096 176). Erhitzen zum
Ldsen, autoklavieren und in Aliquots einfrieren.

Antikoérper: Sekunddrer Ziege-anti-Maus Antikorper konjugiert an alkalische Phosphatase wurde von
Boehringer Mannheim bezogen.

Alkaline Phosphatase Buffer (APB): 100 mM Tris/HCI (pH 9.5), 50 mM MgCl,, 100 mM NacCl, 0.1%
Tween-20

Firbelosung NBT/BCIP: BM Purple AP Substrate precipitating (Boehringer Mannheim, "1442-074)

wurde als Fertiglosung bei RT eingesetzt.

2.8  in situ Hybridisierung von Diinnschichtschnitten

2.8.1 Fixierung
Die Embryonen wurden in 1x MEMFA fiir 2 h bei Raumtemperatur auf einer Wippe fixiert. Anschlieend
wurden sie in 100% Ethanol iiberfiihrt und bei -20°C aufbewabhrt.
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2.8.2 TESPA-Beschichtung der Objekttriger fiir Schnittpriparate

Objekttrager wurden fiir 1 h in 1% HCI in 70% Ethanol gewaschen, mit dH,0 gespiilt und bei 70°C
getrocknet. Danach wurden sie fiir 10 sec - 2 min in 2% (v/v) TESPA ((3-Triethoxysilyl)-propylamin,
Sigma) in Aceton getaucht, in Aceton gespiilt und bei 80°C im Trockenschrank getrocknet. Die
behandelten Objekttrager konnten staubfrei bei Raumtemperatur gelagert werden. Zum Teil wurden sie vor
Beginn der Herstellung von Schnittpréparaten zur Aktivierung fiir 1 h in 2.5% (v/v) Glutaraldehyd in 1x
PBS eingelegt. Nach Waschen mit dH,O wurden die Objekttrager luftgetrocknet.

2.8.3 Einbettung in Paraffin und Anfertigung von Schnitten

Das Paraffin (PolyFin, Polyscience Inc.) wurde bei 60°C verfliissigt. Die Embryonen wurden je zweimal
fiir 20 min bei Raumtemperatur erst in 100% Ethanol, dann in Xylol dehydriert. AnschlieBend folgte eine
Infiltration des Paraffins durch Inkubation der Embryonen fiir mindestens zweimal 1 h bei 60°C. Zur
Einbettung wurden flexible Kunststofformen (1.2 ¢cm x 1.5 cmx 2.2 ¢m, Peel-a-way Molds T12,
Polysciences Inc.) verwendet. Auf einer nichttemperierten Unterlage wurde das Paraffin in die Formen
vorgelegt, der dquilibrierte Embryo unverziiglich hinzugefiigt und unverziiglich mit einer auf 60°C
vorgewdrmten Glasnadel ausgerichtet. Nach 30 min wurde der ausgehértete Block herausgelost. Zum
Anfertigen der Schnitte wurde der Paraffinblock trapezférmig zurechtgeschnitten und durch kurzzeitiges
Anschmelzen der Unterseite auf einem hdlzernen Probenhalter (1 cm x 2 cm x 3 cm) ausgerichtet
naufgeklebt.

Der Probenhalter mit dem Objekt wurde im Halter eines Mikrotoms (Leica Instruments) fixiert. Mittels
Rotationstechnik wurden Bander von Serienschnitten mit einer Schnittdicke von 8-12.5 um erzeugt. Die
einzelnen Schnitte wurden mit einer Pinzette sequentiell auf mit TESPA-beschichtete Objekttrager
iiberfiihrt, die zuvor mit entgastem 50% Ethanol benetzt worden waren. Anschlieend plazierte man die
Objekttrager auf einer 40°C warmen Heizplatte, damit sich die Schnitte ausbreiten konnten, und trocknete

iiber Nacht.

2.8.4 Entparaffinierung, Rehydration und Refixierung
Um das Wachs zu entfernen wurden die Schnitte zweimal 10 min in Xylol gewaschen. AnschlieBend
wurden die Schnitte in einer abnehmenden Ethanolreihe (100% bis 30%) je 2 min rehydriert. Zur

Refixierung wurde 20 min lang in 4% Formaldehyd in 1x PBS, pH 8.0 inkubiert.

2.8.5 Vorbehandlung und Prihybridisierung

Nach dem Spiilen der Schnitte in 2x SSPE wurden die Objekttriager zur Permeabilisierung der Préparate fiir
30 min bei 37°C in Proteinase K-Losung inkubiert (3 ug/ ml Proteinase K in 0.1 M Tris, pH7.5, 10 mM
EDTA). Nach Spiilen mit 2x SSPE wurde fiir 15 min eine Inkubation in 0.2 M HCI durchgefiihrt. Die
Acetylierung erfolgte nach erneutem Spiilen in 2x SSPE, indem die Schnitte in 0.1 M Triethanolamin, pH
8.0 iiberfithrt wurden und unter Bewegung 0.25% Acetanhydrid zugesetzt wurde. Eine zweite Zugabe
erfolgte nach 5 min, nach 5 min Inkubation wurden die Objekttrager in 2x SSPE gewaschen.

Alle Verfahrensschritte, fiir die eine Hybridisierungstemperatur von 60-65°C erforderlich war, wurden in
feuchten Kammern in einem Hybridisierungsofen (Heraeus) durchgefiihrt. Dazu wurden die auf

Stiitzbanken waagerecht ausgerichteten und mit Losung tiberschichteten Objekttrager in einer feuchten
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Kammer inkubiert, deren Gefiflboden mit in 1x PBS getrinktem Filterpapier ausgelegt war. Zur
Prahybridisierung wurden die Objekttrager mit je 300 ul Hybridisierungslésung beschickt und bei 65°C fiir
2 h inkubiert.

2.8.6  Hybridisierung

Die Denaturierung der RNA Sonde erfolgte fiir 5 min bei 70°C. Nach Entfernen iiberschiissigen Puffers
wurden die Objekttrdger mit Sondenldsung (1 wg/ml) tiberschichtet und in der feuchten Kammer bei 60°C
iiber Nacht inkubiert. Hybridisierungs-Losung und weitere Reagenzien: s. Abschnitt 2.7, ‘whole mount’ in

situ Hybridisierung.

2.8.7 Waschen, Antikoérper-Inkubation und Nachweis der Sonde (Posthybridisierung)

Die Objekttrager wurden mit 2x SSPE bei 65°C gespiilt; es folgten zwei Waschschritte bei 65°C fiir 10 min
mit je 300 ul a) Hybridisierungspuffer und b) 50% Hybridisierungspuffer/ 50% Formamid, 2x SSPE, 0.3%
CHAPS. Nach Zugabe von 500 ul 2x SSPE, 0.3% CHAPS (30 min, 25°C) und Spiilen in 2x SSPE (30
min) wurden die Schnitte mit RNase A behandelt (0.02 ug/ul in 4x SSPE, 37°C flir 10 min). AnschlieBend
wurde erst fiir 45 min bei 65°C mit 50% Formamid/2x SSPE und dann mit je 500 wl 2x SSPE/ 0.3%
CHAPS (10 min, 25°C) gewaschen. Dann wurden die Objekttrager fiir dreimal 10 min in Puffer-1
aquilibriert und zum Blockieren unspezifischer Antikérperbindungsstellen mit je 500 ul 1% BMB/20%
Serum in Puffer-1 fiir 2 h inkubiert. Nach Austausch des Puffers wurde der Antikérper in einer
Konzentration von 1:500 bis 1:4000 zugegeben. Der einstiindigen Inkubation folgten zwei Waschschritte:
3% 10 min in Puffer-1 und 10 min in Puffer-3. Der Nachweis der hybridisierten RNA Sonde erfolgte durch
Farbentwicklung mittels NBT/BCIP Losung (2-16 h, 25°C). Zur Steigerung der Nachweisempfindlichkeit
fiir RNA schwach exprimierter Gene wurde eine Férbelosung mit Polyvinylalkohol hohen
Molekulargewichts verwendet (10% PVA (w/v); De Block und Debrouwer, 1993), wobei die Objekttrager
vertikal fiir 2-16 h bei 30°C inkubiert wurden. Die Farbreaktion wurde durch Waschen in dH,0 (3x 5 min)
gestoppt. Um das Verhéltnis Signalintensitdt/ Hintergrundfarbung zu verbessern wurden die Praparate fiir
wenige Sekunden in Methanol getaucht und in rascher Folge in einer alkoholischen Reihe (20-40 sec in
jeder Losung) rehydriert, bevor sie fiir 40 min in MEMFA refixiert wurden. AbschlieBend wurden die
Schnitte mehrmals in Ix PBS/ Tween gewaschen und mit Glycerin/1x PBS unter Deckglédschen
eingeschlossen.

Puffer-1: 100 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl

Puffer-3: 100 mM Tris-HCI (pH 9.5), 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,, 0.1% Tween-20

Tris-NaCI-PVA Stammlésung: 10% (w/v) PVA (30.000-70.000 MW), 100 mM Tris (pH 9.5), 100 mM
NaCl

PVA Firbelosung: 5 mM MgCl,, 0.2 mM BCIP, 0.2 mM NBT in Tris-NaCIl-PVA Stammlosung

2.8.8 Dokumentation der Diinnschnitte
Die Priaparate wurden mit einem Phasenkontrastmikroskop mit Nomarski-Optik (Zeiss) bewertet. Die

digitale Bildaufzeichnung erfolgte mittels einer CCD-Kamera (Sony) und entsprechender Software (Scion).
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2.9  Mikroinjektion in Xenopus-Embryonen

In vitro transkribierte mRNA wurde mit Hilfe eines Mikroinjektors 5242 (Eppendorf) in einzelne Zellen
friiher Xenopus-Embryonalstadien injiziert. Die RNA wurde in ausgezogene (Kapillar-Puller, Leitz)
Borosilikat Glaskapillaren gefiillt (GC100F-10, Clark Electomedical Instruments). Die Kapillare wurde in
einen mechanischen Mikromanipulator gespannt, der mit einem Luftdrucksystem in Verbindung stand.
Unter optischer Kontrolle wurde die Spitze der Kapillare mit einer Uhrmacherpinzette gedffnet.
Injektionsdruck und -dauer wurden so eingestellt, dal pro Injektion ein RNA-Volumen von maximal 10 nl
austrat. In Zellen des Zwei- oder Vier-Zell-Stadiums wurde ein Volumen von je 10 nl mRNA-L&sung
injiziert. In einzelne Zellen spéterer Stadien wurden 5 nl mRNA-Losung injiziert.

Xenopus Embryonen wurden wie in Abschnitt 2.6 beschrieben generiert. Fiir die Injektion wurden sie in
Injektionspuffer iiberfithrt und auf Objekttragern vorgelegt, die zuvor mit Repell-Silan-behandelt worden
waren.

Nach der Injektion wurden die Embryonen fiir 1h in Injektionspuffer gehalten, der anschlieend fiir einige
Stunden gegen Post-Injektionspuffer ausgetauscht wurde. Die weitere Entwicklung lief in 0.1x MBSH-
Puffer ab, der 10 U Penicillin/10ug Streptopmycin enthielt. Die Embryonen wurden kultiviert bis nicht
injizierte Kontrollembryonen das entsprechende Stadium erreicht hatten. Albinos wurden fiir 1 h in
MEMFA fixiert, in 100% Ethanol wiberfiihrt und bei -20°C gelagert. Pigmentierte Embryonen wurden fiir
mehrere Stunden fixiert und dann bei 4°C in MEMFA gelagert. Die erzielten morphologischen Effekte
wurden bewertet und einzelne Embryonen photographisch dokumentiert. Hierzu diente ein Stemi SV 6
(Zeiss) Stereomikroskop mit Kameraaufsatz (Zeiss); es wurden Ektachrome 64T (Kodak) Kunstlicht-
Diafilme verwandt.

Injektionspuffer: 1% Ficoll, 0.5x MBSH

Post-Injektionspuffer: 0.5% Ficoll, 0.1x MBSH

2.10 Analyse induzierter animaler Kappen (‘Animal Caps’)

Um zu untersuchen, ob Xegr-1 einen EinfluB} auf die Mesoderm-Induktion hat, wurden animale Polkappen
durch Mesoderm induzierende Faktoren stimuliert. Mittels einer histologischen Analyse wurde gepriift,
inwieweit Xegr-1 die Art des entstehenden mesodermalen Gewebes beeinfluen kann. Die Préparation und

Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. H. Grunz (Gesamthochschule Essen).

2.10.1 Induktion und Priparation animaler Kappen (,,Animal Caps*)

Zur Induktion wurden die Wachstumsfaktoren bFGF, Activin und BMP-4 verwandt. Im Fall von bFGF und
Activin wurden die Explantate nach der Isolation in der Proteinlésung inkubiert. BMP-4 und Xegr-1
wurden als mRNAs in beide Blastomeren des 2-Zell-Stadiums injiziert.

Fiir die Préparation animaler Kappen wurden cysteinisierte Embryonen verwendet. Die Vitellinmembran
wurde manuell mit einer ausgezogenen Glasnadel und einer Pinzette vom vegetativen Pol aus entfernt.
Mittels ausgezogener Glasnadeln wurde das Blastocoeldach herausgeschnitten und in kleine Petrischalen

mit 0.7% Agarose in 0.5x MBSH iiberfiihrt. Sollten die animalen Kappen stimuliert werden, erfolgte die
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Inkubation unmittelbar nach der Exzision fiir 2 h in Mikrotiterplatten. Nicht zu inkubierende Explantate
wurden in Barth-Losung/0.1% BSA gehalten.

Barth-Loésung: A: 88 mM NaCl, 1.005 mM KCl, 0.408 mM CacCl, - 2H,0, 0.339 mM Ca(NOs),- 4H,0,
0.828 mM MgSO4-7 H,O; B: 2.381 mM NaHCOs; C: 0.211 mM Na,HPO,, 0.276 mM KH,PO,. Lésungen
getrennt ansetzen, dann zusammenfiihren; pH 7.4

Wachstumsfaktoren zur Inkubation: bFGF (Amersham) und Activin (H. Grunz) verdiinnt in Barth-

Losung/0.1% BSA

2.10.2 Histologische Analyse

Die Explantate wurden inkubiert, bis die Kontroll-Embryonen mindestens das Stadium 42 erreicht hatten.
Je fiinf Kappen wurden mit Glaskapillaren in Bouin’s Fixativ iiberfiihrt. Die histologischen Farbungen
wurden nach der modifizierten Azan-Farbetechnik nach Heidenheim durchgefiihrt. Die histologische
Analyse sowie die lichtmikroskopische Auswertung wurden freundlicherweise in der Abteilung von Prof.
H. Grunz an der Gesamthochschule Essen ausgefiihrt.

Bouin’s Fixativ: 150 ml Pikrinsdure, 50 ml Formaldehyd, 10 ml Eisessig

2.11 Analyse von Promotorelementen durch Band-Shift Experimente

Der Vergleich des genomischen Fragments mit den 5'-flankierenden Sequenzen der homologen Egr-1
Gene zeigte z. T. konservierte Promotorelemente (CarG-Box / ets Bindungs sequenz). Da die entsprechend
bindenden humanen Proteine (SRF bzw. ELK-1) bekannt waren, konnte untersucht werden, ob sich in vitro
DNA/Protein-Wechselwirkungen nachweisen lassen. Die Spezifitdt der Bindungen wurde anhand von
Mutanten mit verdnderter Erkennungssequenz untersucht. Das Oligonukleotid fiir Xegr-1 entspricht der
Nukleotidsequenz von -389 bis -425, die Mutanten weisen Punktmutationen in den Erkennungssequenzen
auf. Als Kontrolle diente ein c-fos Oligonukleotid. Die Proteine wurden ausgehend von humaner cDNA in
vitro translatiert und waren mit sechs Histidinmolekiilen markiert; sie wurden von Prof. Nordheim zur
Verfiigung gestellt. Komplementére Oligonukleotide, die die zu untersuchenden Sequenzen aufwiesen,
wurden nach 5 min im 100°C-Wasserbad iiber Nacht abgekiihlt und die tiberhéingenden Enden mit Klenow-
Fragment aufgefiillt und **P-markiert (10.000 cpm). Nach Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide mittels
einer Nunc-Trap G-50 Séule wurden die Oligonukleotide zusammen mit je 1 ug Protein SRF und/oder
ELK-1 bei 25°C fiir 30 min inkubiert. Die Protein/DNA-Komplexe wurden auf einem 5%
Polyacrylamidgel in 0.5x TBE fiir 2 h bei 220V aufgetrennt. Das Gel wurde getrocknet und auf einem

Rontgenfilm bzw. ,,Phosphorlmager Screen® exponiert.

Oligonukleotide

xegr-1 wt F 5’- ATCCGGAAAGCCCTTAAAAGGAGCAGGAA
xegr-1 wt R 5’- CGGGGTTCCTTCCTGCTCCTTTTAAGGGCTTTCC

SREmut F  5'- ATCCGGAAAGCaCTTcAAAtGAGCAGGAA

SREmut R  5'- CGGGGTTCCTTCCTGCTCATTTgAAGLGCTTTCC
EBSmut F  5'- ATCCttAAAGCCCTTAAAAGGAGCAttAAGCtA
EBSmut R  5'- CGGGGTagCTTaaTGCTCCTTTTAAGGGCTTTaa

c-fos wt F  5'- GATCCACACAGGATGTCCATATTAAGGACATCCTGTCG
c-fos wt R 5'- GATCCGACAGGATGTCCTAATATGGACATCCTGTGTGT
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Proteine
SRF-6His (Jahnknecht et al., 1991); N6His-Elk-1 (Jahnknecht and Nordheim, 1992)

2.12  Analyse mikroinjizierter Promotorkonstrukte durch Detektion von

-Galaktosidase in Xenopus Embryonen

Zur Analyse des Xegr-1 Promotors wurden genomische Fragmente vor die codierende Sequenz des (3-Gal
Proteins in den pCS2+cfgal Vektor (Rupp et al., 1994; Turner und Weintraub, 1994) kloniert. Dieser
Vektor produziert ein f-Gal Protein, das im Zytoplasma lokalisiert ist und durch X-Gal Férbung
nachgewiesen werden kann. Nach Linearisierung und Aufreinigung wurden die Promotorkonstrukte in die
vier Blastomeren des 4-Zellstadiums in Xenopus Embryonen mikroinjiziert. Hatten die Embryonen das
Gastrula-Stadium erreicht wurden sie nach Entfernen der Vitellinmembran 1 h fixiert: entweder wurden sie
direkt in 1x MEMFA iiberfithrt oder nach dreimaligem Waschen in 1x PBS in 2% Formaldehyd,
0.2%Glutaraldehyd, 0.02% Nonidet P40, 0.1% Na-Deoxycholat in 0.1x PBS inkubiert. Nach Spiilen in 1x
PBS erfolgte die X-Gal Farbung fiir 1 h bis liber Nacht bei 30°C. Die Férbelosung setzte sich wie folgt
zusammen: 1x PBS plus 5 mM K;Fe(CN), 5 mM K4Fe(CN)g, 2 mM MgCl,, 0.02% Nonidet P40; X-Gal
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galaktospyranosid) in DMF wurde zu 1 mg/ml frisch hinzugefiigt. Nach
Abschluf} der Farbung wurden die Embryonen in 1x PBS gewaschen, in MEMFA refixiert und in 100%
Ethanol bei -20°C aufbewahrt.

2.13 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von den Firmen Tib Molbiol (Berlin), Applied Biosystems (Weiterstadt) und
Eurogentec (Seraing, Belgien) bezogen. Die Primer sind wie folgt bezeichnet: (F) fiir ‘forward’ (oberer
Strang in 3°- Richtung) bzw. (R) fiir ‘reverse’(unterer Strang in 3’- Richtung). Primer, die zum Klonieren

verwendet wurden enthalten zum Teil Erkennungssequenzen fiir bestimmte Restriktionsenzyme.

| Bezeichnung Sequenz 5’-

EGR-1

EGR1(D2)F GAG ATG TTA GCC TGG TAT CTG C
EGR1(D2)R GTA CTG TTG ATG GTC TTG AGG TCC
EGR1(12/T3-55)F CGA TTG CAG AAC CGG CGA CAA C
EGR1(12/T3-332)R CAG CAT CAT CTC CTC CAG TTT G
EGR1(12/T7-419)R TTG GGT TAC ATT CTA CAG AAA
EGR1(12/R-772)R CCC TGT TGT TGT GGA AAI AGA
EGRI1 F-459 (14/55F) ~ TTG CCA TCT CTA ACA TAT ACT
EGRI1 F-391 (14/F2) TTG CCA GAA GTG ATG AGA GGA
EGR1 R-513 (14/F2) CTG AGA AGG GGT AAG ATG TTG AC
EGR1 F-611 AAG GGA TTT TTA CTC TAT ACA
EGR1 R-261 ATC AGG TCA GCG AGG ATA CAC
EGRI1 F-218 TTG CCA AAA CGG AGA TGC T

EGR1 R-542 TCC AAG GAG AAC CGA CCA GTA
EGR1 5-Sokol CGC GGT ACC ATG GCA GTT GCC AAA ACG GA

EGR1 5-pCS GCG GAA TTC AGC AGT TGC CAA AAC GGA GAT
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EGRI1 3-end CCG CTC GAG GTC TTA CCA AAT CTC AAT TG
EGR1 ORF/F-723 CGC GAA TTC ACC CTT CCA GGC TAT GGA
EGR1 ORF/R-1173 CCG AGA TCC TTT TGC CTC AAG TG

EGR1 ORF/R-1493 CCG TCT AGA TAC CAA ATC TCA ATT GT
EGR1 AS-5"Xhol CTG CTC GAG CCG TGC GGG GGA AGC GAT TGC
EGR1 AS-3"EcoRI CCG GAA TTC TTT ATA AAT TTA CAT TTC AG
EGR1 F1(I1261F) CCT GTC TAC CTT CAA GGC CTA TGC AAC C
EGR1 R1(1261F) GGT TGC ATA GGC CTT GAA GGT AGA CAG G

EGR-1 genomisch

gl F-474 (4SRE) ATC ATT ACT ACT ATT GCA CCT
gl R-231 (4SRE) CTA AAT CTA TCT CAC ATA TCC G

gl F-556 CTT TGT GGC ATC AGC TCA CTG G

gl R-446 ACA AGT TGT GGT GCA TGT GAG C

gl R-281 (F556a) ATA GGC TGG TTT GGC TTC C

gl R-364 (F474a) AGC ATT TAT TGT AAG TGT G

gl F-339 (R446a) TTG TCC CAT TTC GCC TCG C

gl F-171 (R231a) TAG TTT AGC ATT CAC AGC C

gl F-272 (SRE1) TTA CAT GGC CTA AGC TGC C

gl R-265 (SP6) TGT CAT TCA ACA ACT ACT GG

gl R+83 TSS TGT TGC AAT TAA AGC TTT GCT GGC T

gl R+40 TSS GTT GTC GCC GGT TCT GCA ATC GCT T

gl H5(Xho.Hind)F GCA GCT CGA GAA GCT TAA CTA AAG TAG GCT

g1 H5-beta gal TTG TGA TCA GCC ATC AGC TTC TCG GGA ATC C
NAB

Xnab1-50F CAA CCT CTC ACA TCG CTG C

Xnab1-422R CAT TCA GAA ACT GAG AGA GC

mmNAB-F2 CGC GAA TTC ATG CAC AGA GCT CCC TCT CCC ACA
mmNAB-R2 CCG CTC GAG TCA CTG CCG GCT GGC TTC TGC CTC
TNAB1-F1 CGA GGA TTC ATG GCC TTC TGT CAA CGC CTC CCT
rNAB1-R1 GAA TCT AGA CTA TCT TGA GTC TTC GGG CTC TGT
TNAB1-F2 CCA TCG ATT CGC CAC AGC CTT ACC TAG G
TNABI-R2 TGC TCT AGA CTA TCT TGA GTC TTC GG

F-1 (1261F) CCT GTC TAC CTT CAA GGC CTA TGC AAC C

R-1 (1261F) GGT TGC ATA GGC CTT GAA GGT AGA CAG G

EGR-3

EGR3(E1)F CTA CCA CAA CAC AGA GAT GCC T

EGR3(E1)R AGA GAG GGT TGG TGG CTC ATA C

EGR3-F 535 TTC TGG CAC ATA CAC ACA TGC

EGR3-F 426 GCA CGT AGT GAT GAG AGG AAG

EGR3-R 253 CTG AARA CGT GCC ACT GTA GGA

EGR3-F 274 GCT GGT TCA AGA ATA ARA TGT

EGR3-R 340 TCT TGG AAC AGI TAT TAC AGG

EGR3-F 285 GCA TTT TCA TCA CAC TCC TG

EGR3-F 176 (F285) ACA GGG AAC TTG TGG TAA AT

EGR3-R 191 (R340) CCC AAT ARA ACT CTA TGA CA

EGR3-R 677 GGA CAT TGT TTG GGG TAC AC

EGR3-R 1258 GAA ACA TAG AAT CCA CAT CA

EGR3-R 2020 TAA CTG GTG TGT TTT GGC AA

degenerierte Primer

EGR-1F TTY WSH MGN WSH GAY GAR YT
EGR-1R YTC RTC DSW NCK DGC RAA YYT
EGRall-2F CCI ATG ATI CCI GAY TAC
EGR1-3F TTY CCI CAR CAR CAR GGI GA
EGR2-4F GGI ATG ATI AAY RTI GAY ATG

EGR3-5F TAY CAY CAY CCI AAY GAY ATG G
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EGR2,3-5R CKY TCR TGI ACI GGI GTY TT
EGRall-2R TCR CAY TGR AAI GGY TTI TGI CC
EGR-4R CKY TCR TGI GGI GGI GTY TT

sonstige Primer

Xbra-F GGA TCG TTA TCA CCT CTG

Xbra-R GTG TAG TCT GTA GCA GCA

Chd-F CTA AGG GCC CAT GGT TCA CGA T
Chd-R ATT GGC ACG GAT TGG GTT GGT A
XL(K20)-3R CAC GTG GAC TGG GGT CTT AC
XHiston4-F CGG GAT AAC ATT CAG GGT ATC ACT
XHiston4-R ATC CAT GGC GGT AAC TGT CTT CCT
R-LacZ124 CCT CTT CGC TAT TAC GCC AG

SP6 TTA GGT GAC ACT ATA GAA TAC

T3 ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA

T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG

2.14 Plasmide

Zur Darstellung der mRNAs fiir die Injektionen wurden cDNAs oder entsprechende Fragmente in den
Expressionvektor pCS2+ bzw. dessen Modifikationen (Rupp et al., 1994; Turner und Weintraub, 1994)
kloniert. Der pCS2+ Vektor besitzt einen starken eukaryotischen Promotor (sCMV 1E94), gefolgt von
einem prokaryotischen SP6-Promotor, der die in vitro Sythese der RNA erlaubt. Es folgt eine Poly-
adenylierungssequenz des SV40-Virus, die von zwei Polylinkern umgeben ist. In SP6-transkribierter
‘CAP’-mRNA war dieses Polyadenylierungssignal am 3’-Ende enthalten. Modifizierte pCS2+ Versionen
konnten eine Epitopmarkierung (MT, 6x myc) und/oder eine Kernlokalisationssequenz (NLS bzw.
MTNLS) enthalten, oder zytoplasmatische 3-Galaktosidase (cfgal) bzw. ein Fusionskonstrukt exprimieren.
Plasmide, die aus anderen Laboren bezogen wurden, sind durch Angabe der Erstverdffentlichung

gekennzeichnet.

pBK-CMV/Xegrl cDNA enthélt 2807 Nukleotide der Xegr-1 cDNA (Sequenz siche Abb. 3-2). Ab
Nukleotid 211 existiert ein 1494 bp langer offener Leserahmen. Die cDNA ist iiber die Restriktionsstellen
5'EcoR I und 3"Xho I in den pBK-CMV Vektor kloniert. Fiir in vitro Transkription (‘antisense’ RNA):

Linearisierung mit EcoR I; T7.

pCS2+MT/Xegrl ORF enthélt die Nukleotide 3-1494 der kodierenden Sequenz (Nukleotide 214-1701 der
cDNA). Mittels PCR (Primer: EGR1-5"pCS/-3"end) wurde aus der cDNA ein entsprechendes Fragment
amplifiziert und tber die eingefiihrten Restriktionsstellen ‘in-frame’ mit dem Myc-Tag in den pCS2+MT
Vektor kloniert (5'EcoR I, 3"Xho I; MT liegt N-terminal). Das resultierende Protein enthdlt die
Aminosduren 2-497. Linearisierung fiir in vitro Transkription: Not I, SP6. Das Plasmid pCS2+NLS/Xegr1
ORF wurde unter Verwendung des Vektors pCS2+NLS analog kloniert.

pCS2+MTNLS/E1 ZF-enR stellt ein Fusionsprotein aus einem Sequenzbereich (Aminosadure 242-390),
der die Xegr-1 Zinkfinger-Doméne enthélt, und der engrailed Repressor-Doméne dar. Die Klonierung

erfolgte liber Restriktionsschnittstellen, die durch Primer (EGR10RF/F-723 (EcoR I); EGR1ORF/R-1173
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(Spe 1)) in das amplifizierte Fragment eingefiihrt worden waren, in den EcoR I/Xba I-geschnittenen Vektor
pCS2+MTNLS-enR. Zur in vitro RNA-Synthese fiir Injektionen wurde mit Apa I linearisiert und SP6

transkribiert.

pCS2+MTNLS/E1 ZF-Ela enthélt das gleiche Xegr-1 Insertionsfragment wie das Zinkfinger-engrailed
Konstrukt pCS2+MTNLS/E1ZF-enR. Der Sequenzbereich wurde durch PCR (Primer EGR1ORF/F-723
(EcoR 1); EGR1IORF/R-1173 (Spe 1)) aus dem Plasmid pCS2+NLS/1261F amplifiziert. Das EcoR 1/Spe I-
geschnittene Insert wurde in die EcoR I/Xba I-Schnittstellen des pCS2+MTNLS/E1A Vektors kloniert. Zur
in vitro RNA-Synthese fiir Injektionen wurde mit Not I linearisiert und SP6 transkribiert.

pCS2+/antisense Xegrl enthidlt 2546 bp der cDNA, die in ,.entgegengesetzter Orientierung in den
pCS2+ Vektor kloniert wurden. Dazu wurde auf dem Plasmid pBK-CMV/XegrlcDNA eine PCR mit den
Primern EGR1AS-5"Xho I und EGR1AS- 3’EcoR I durchgefiihrt. Das 5'Xho I/ 3’"EcoR I-geschnittene
Amplifikat wurde in die 5’EcoR I/3"Xho I-Restriktionstellen des pCS2+ Vektors ligiert. Zur Darstellung
von ‘antisense’-RNA, die durch Cap-Strukturanalogon (Kapitel 2.3.3) und Polyadenylierung stabilisiert ist,

erfolgte die Transkription nach Linearisierung (Not I) in ‘sense’-Orientierung (SP6).

pCS2+NLS/1261F stellt das Plasmid pCS2+NLS/Xegr1-ORF dar, bei dem eine gezielte Punktmutation
eingefithrt wurde (Primer: EGRI1-F1(1261F)/-R1(1261F); siehe Kapitel 2.1.21). Der resultierende
Aminosédureaustausch (Li[ATC]—F [TTC]) betrifft eine Aminoséure in der Repressions-Doméne des
Xegr-1 Proteins und soll die Bindung von NAB-Repressorproteinen verhindern (sieche auch Kapitel

3.3.3.3). Zur in vitro RNA-Synthese fiir Injektionen wurde mit Not I linearisiert und SP6 transkribiert.

pGEM-T/X-NAB1 enthélt ein 600 bp groBles Fragment, das homologe Bereiche zur NAB1-Sequenz der
Ratte besitzt. Die abgeleitete Aminosduresequenz des partiellen X-NAB1 ¢DNA ist in Abb. 3-19
dargestellt. Ausgehend von der isolierten cDNA Sequenz wurden spezifische Primer fiir die RT-PCR
Analyse generiert. Zur Darstellung von ‘antisense’-Proben fiir in situ Hybridisierungen wurde mit Nco [

linearisiert und SP6 transkribiert.

pCS2+NLS/rrNAB1 enthilt die kodierende Sequenz fiir NAB1 (Ratte; Russo et al., 1995; Start des
Proteins ist nach Miteilung von J. Svaren das Met-86). Das Ausgangsplasmid Plasmid war JDM1641 (J.
Svaren), das ein Sac II/Age I-Fragment (ratNAB1) enthielt und in den Plasmidvektor pCB6 (Kpn I/Cla I)
kloniert worden war. Mittels PCR (rrNAB1-F2/R2) wurde ein Fragment mit 5'Cla I (=BspD 1)/ 3"Xba I-
Schnittstellen generiert, das in den BspD I/ Xba I-geschnittenen pCS2+NLS Vektor kloniert wurde. Das
Start-Methionin 86 wurde dabei zerstort. Zur in vitro RNA-Synthese fiir Injektionen wurde mit Not I

linearisiert und SP6 transkribiert.

pCS2+NLS/mmNAB2 enthélt die kodierende Sequenz des murinen NAB2 Gens (Svaren et al., 1996). Als
Ausgangsmaterial fiir die Klonierung diente das Plasmid JDM2013 (J. Svaren). Es enthélt ein Not I/Xho I-
Fragment des murinen NAB2 in pBluescript-1I(SK), das das 5"'Ende und den gesamten ORF umfafit. Mit
den Primern mmNAB-F2/-R2 wurde ein PCR-Fragment mit Restriktionsschnittstellen (5" EcoR I, 3" Xho I)
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generiert und in pCS2+NLS subkloniert. Zur in vitro RNA-Synthese fiir Injektionen wurde mit Not |
linearisiert und SP6 transkribiert.

pGEM-3zf(+)/g1HS enthilt ein genomisches Xegr-1 Fragment von 4116 bp Lénge (Sequenz siche Abb. 3-
22). Infolge der Bestimmung des Transkriptionsstarts (siche Kapitel 3.4.2) ergibt sich fiir das isolierte
Xegr-1 Promotorfragment eine Linge von 3091 bp (d.h. das erste Nukleotid des genomischen Fragments
entspricht der Promotorposition -3091). Es wurde aus einer Hind III-geschnittenen Préparation einer
genomischen A-Fix II Phagenbibliothek isoliert und in pGEM-3zf(+) subkloniert. Der genomische Klon
wurde zur Darstellung der Promotorkonstrukte (pCS2+cfBgal/Al, pCS2+bgal/B1, pCS2+bgal/B2) sowie
des Fragments fiir die RNase-Protektionsanalyse (P GEM-T/F272 R+83) verwendet.

pGEM-T/F272_R+83 enthilt die Nukleotide 2735-3191 des genomischen Xegr-1 Fragments. Mittels
PCR (Primer: glF-272 (SRE1)/gIR+83 TSS) wurde aus dem genomischen Xegr-1 Klon ein Fragment
amplifiziert und in den Vektot pGEM-T subkloniert. Transkripte dieses Plasmids wurden in der RNase-
Protektionsanalyse eingesetzt: zum einen als radioaktiv-markierte ‘antisense’-Sonde (Linearisierung Sal I,
Transkription T7); zum anderen als nicht markierte ‘sense’-Sonde (Linearisierung Apa I, Transkription

SP6).

pCS2+cpgal/Al enthélt 1892 bp Xegr-1 Promotorsequenz und 5-UTR; Nukleotide -1662 (Bcl I) bis +230
(Bcl 1) in BamH 1 Restriktionsstelle von pCS2+cfgal. Das zu klonierende Fragment wurde durch PCR
generiert (Primer F: T7 (Hind III)/R: glH5-Bgal (Bcl I)). Die -Galaktosidase (gal)-kodierende Sequenz
befindet sich 'in frame' 3" zur Promotorsequenz. Alle drei SREs sind enthalten. Das Fusionsprotein enthélt
neben dem Pgal-Anteil zwei zusétzliche Aminoséduren. Die Injektion in Embryonen erfolgten in Form von

zirkulérer oder linearisierter DNA (Linearisierung: Bsa I/Hind I1I; 6686 bp).

pCS2+cpgal/B1 enthilt 2973 bp Xegr-1 Promotorsequenz; Nukleotide -3091 (Hind I) bis -119 (BamH I).
Die (-Galaktosidase-kodierende Sequenz befindet sich 'in frame' 3” zur Promotorsequenz. Nur das distale
SRE III ist enthalten. Das Fusionsprotein enthélt neben dem Pgal-Anteil 82 zusétzliche Aminoséuren.

Injektion zirkulér oder linear (Linearisierung: Bsa I/Hind III; 7686 bp).

pCS2+cfgal/B2 enthilt 3320 bp Xegr-1 Promotorsequenz; Nukleotide -3091 (Hind I) bis +230 (Bcl I).
Das Fragment (Hind III/BamH I; B1) wurde in den Vektor (Hind I1I/BamH I) kloniert, nach Verdau des
neuen Vektors mit BamH I wurde ein BamH I/Bcel I Fragment (aus PCR-Produkt fiir A1) einkloniert. Die
[-Galaktosidase-kodierende Sequenz befindet sich 'in frame' 3" zur Promotorsequenz. Das Fusionsprotein
enthilt neben dem Pgal-Anteil zwei zusétzliche Aminosduren. Die gesamte Promotorsequenz ist enthalten.

Injektion zirkulér oder linear (Linearisierung: Bsa I/Hind I1I; 8041 bp).

pSP64T/Xbra enthilt die gesamte cDNA von Xenopus Brachyury (Cuncliffe und Smith, 1992).
Klonierungsstelle: Bgl II. Linearisierung: Sal I (‘sense’, SP6) bzw. Bgl II (‘antisense’,T7).
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pSP35/chd enthilt die kodierende Region von Xenopus Chordin (Sasai et al., 1994). Fiir ‘antisense” RNA

Synthese: Linearisierung EcoR I; Transkription: T7.

pNTM2/Bsc [Eomes] enthélt 1467 bp eomes cDNA (Aminosduren 215-692; Ryan et al., 1996).
Klonierung: 5°-EcoR I, 3’-Not I in pBlueskript SK(-). Fiir ‘antisense’ RNA Synthese: Linearisierung EcoR
I; Transkription: T3.

pCS2+/XSRF enthilt die kodierende Region (Nukleotide 551-2142) des Xenopus SRF-Gens (Mohun et
al., 1991). Das Fragment wurde mit Bgl II-Linkermolekiilen in die Bgl II Schnittstelle insertiert. Zur
Darstellung von ‘antisense’ RNA fiir in situ Hybridisierungen wurde mit Eco RI linearisiert und mit T7

transkribiert.

pBK-CMV/ERS81 enthélt die von Chen et al. (Manuskript in Vorbereitung) 5 Xho I/ 3’EcoR I-klonierte
cDNA des X.I.ER81-Gens. Zur Darstellung von ‘antisense’ RNA fiir in situ Hybridisierungen wurde mit
EcoR I linearisiert und mit T7 transkribiert.

pBluescript II SK(-)/Xegr-3 [Fragment] enthélt ein 4525 bp groBes Xegr-3 Fragment, das aus einer
Xenopus Nieren-cDNA Bank (A6 Nierenzellen, Fraktion MP1.2, Petersen, 1995; in A-Uni-ZAP,
Stratagene) isoliert wurde (Sequenz siehe Abb. 3-5). Klonierungsstellen im Vektor: EcoR I und Xho 1.

2.15 Chemikalien, Gerite und Computer

Biochemische Feinchemikalien wurden von den Firmen Boehringer Mannheim, Fluka, Roth, Serva, Sigma
und Biomol bezogen. Alle anderen Chemikalien stammten von den Firmen Fluka, Baker oder Merck und
wiesen den Reinheitsgrad p.a. auf. Die komplexen Mediumbestandteile wurden von DIFCO Laboratories
bezogen. Gebrauchswaren und Gerédte wurden, wenn nicht gesondert angegeben, von folgenden Firmen
bezogen: Abimed (Hannover), Costar (Bodenheim), Eppendorf (Hamburg), Falcon (Heidelberg), Schiitt
(Géttingen), Greiner (Frickenhausen), Kranich (Gottingen), Qiagen (Hilden), Sarstedt (Langenhagen) und
Siemens (Hamburg).

Die Auswertung von DNA- und Proteinsequenzen erfolgte mit Hilfe des ,,DNA Star* Softwarepakets auf
einem Apple Macintosh Computer. Bildbearbeitung und Grafiken wurden anhand der Programme Adobe
Photoshop 4.0 und Freehand 7.0 ausgefiihrt. Die vorliegende Arbeit wurde an einem IBM kompatiblen
Computer unter Verwendung von MS WinWord 6.0 erstellt.
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3. Experimente und Ergebnisse

Als Mitglieder der EGR-Familie sind bislang Egr-1, -2, -3 und -4 isoliert worden. Wéhrend
einzelne Subtypen aus anderen Vertebraten bereits isoliert waren (siche Einleitung), war fiir
Xenopus laevis zu Beginn der vorliegenden Arbeit nur das Krox-20/Egr-2 Gen bekannt (Bradley
et al.,, 1992). Die Krox-20 Expression ist in der frilhen Froschembryogenese auf das
Nervensystem beschrinkt und zeigt im sich entwickelnden Hinterhirn ein segmentspezifisches
Muster. Aufgrund dieser Beobachtung stellte sich die Frage, ob a) weitere Egr-Gene im
Krallenfrosch konserviert sind und b) diese, sofern vorhanden, auch eine Funktion wihrend der
frithen Embryonalentwicklung haben. Die Zielsetzung dieser Arbeit war es daher, zu versuchen,
entsprechende Mitglieder aus Xenopus laevis zu isolieren und zu charakterisieren. Der erste Teil
der Arbeit beschreibt die Isolierung der cDNAs fiir Xegr-1 und Xegr-3, sowie die Analyse der
zeitlichen und rdumlichen Expression. Der zweite Abschnitt beschéftigt sich mit der Funktion des

Xegr-1 Gens in der frithen Embryonalentwicklung von Xenopus laevis.
3.1 Isolierung EGR homologer cDNAs aus Xenopus laevis

Die Verwandtschaft zwischen den Mitgliedern der EGR-Familie 148t sich am besten durch einen
Vergleich von Sequenzbereichen bestimmen, die auBerhalb der hoch konservierten Zinkfinger-
DNA-Bindungsdoméne liegen. Dabei zeigt sich, da3 die Homologie zwischen Egr-1, -2 und -3
untereinander hoher ist, als zu Egr-4, da es auBBerhalb der Zinkfinger-Region homologe Bereiche
gibt, die nur in den ersten drei EGR-Subtypen vorkommen (Crosby et al., 1992). Dazu gehort vor
allem die stark basische Region, die in der aminoterminalen Region direkt vor dem Zinkfinger-
Triplett liegt. Auch ein Teil der fiir Egr-1 definierten Repressionsdoméne (Gashler et al., 1993),
samt der fiir die Repression durch NAB-Proteine notwendigen Aminoséure Isoleucin (Svaren et
al., 1996; siehe Kapitel 3.3 und 4.5), die in Egr-1, -2 und -3 konserviert ist, fehlt in Egr-4.
Aufgrund der stirkeren Abweichung der Egr-4 Sequenz von den anderen Egr-Proteinen wurde
Egr-4 bei dem Versuch, in Xenopus nicht bekannte Egr-Proteine zu isolieren, nicht weiter

berticksichtigt.

Ausgehend von einem Sequenzvergleich der Aminosduren PMIPDY... KTPVHE (Aminosiure-
positionen siehe Abb. 3-1) wurden degenerierte Oligonukleotide fiir konservierte
Sequenzelemente aullerhalb der Zinkfinger-Doméne generiert, die entweder fiir die Egr-1/-2/-3
Familie oder fiir einzelne Subtypen charakteristisch waren. Die Primer waren 3" des in Egr-1
konservierten Introns positioniert und so gewihlt, da nach der ersten PCR-Amplifikation eine

weitere PCR zur Anreicherung mit innen liegenden Primern durchgefiihrt werden konnte (,,semi-
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x1 _Egrl 219

mm_Egrl 248

hs Egrl 250

x1 Egr2 204 = |PMIPDYSALFPPQCORDLHS.....

mm_Egr2 221

hs_Egr2 171

xl_Egr3 167  |BMIPDYNL...... YHNT .EMPPV.DQ A KAFK.........

rr Egr3 189  |PMIPDYNL...... a KAFK.........

hs_Egr3 189  |PMIPDY¥NL...... YHHPNDMGSIPEH . ] P KAFK.........
....................... 303
....................... 333
....................... 335
.................... ASAYSBEONLPLRPIERP H 285
GPGASGG PGSGSAAVTATP. . . YNPHH :RP H 337
GPGASGGS PGSSSAAAAAAAAAAYNPHH, RPF | 287
........ EKQVLPSFVGMSHQPS......... 250
........ DKQIHPGFGSLP.QPP......... 272
........ DRKQIHPGFGSLP.QPP......... 272

Abb. 3-1 Einteilung der EGR-Familie in Subtypen. Der Sequenzvergleich des Proteinfragments
[PMIPDY...KTPVHE] von Xenopus, Maus und Mensch zeigt, da3 es Bereiche gibt, die in allen drei
Subtypen konserviert sind (rot markiert). Daneben existieren Regionen, die spezifisch fiir einen Subtyp sind
(Egr-1, griin; Egr-2, blau; Egr-3, gelb) Anhand dieser spezifischen Aminosduresequenzen konnen die
isolierten Fragmente, x| Egr-1 und x1_Egr-3, eindeutig den entsprechenden Subfamilien zugeordnet werden.
Punkte kennzeichnen Zwischenrdume, die fiir eine optimale Ausrichtung eingefiihrt wurden. Das Fragment ist
N-terminal vor der Zinkfinger-Doméne lokalisiert. Die Aminosdure-Positionen sind angegeben. Egr-1:
Xenopus, diese Arbeit; Maus, Sukhatme et al., 1988; Mensch, Suggs et al., 1990. Egr-2: Xenopus, Bradley et
al., 1992; Maus, Chavrier et al., 1988; Mensch, Joseph et al., 1988. Egr-3: Xenopus, diese Arbeit; Ratte,
Yamagata et al., 1994; Mensch, Patwardhan et al., 1991. hs, Mensch; mm, Maus; rr, Ratte; x1, Xenopus.

nested” bzw. ,,nested PCR*). Subtypenspezifische und iibergreifende Oligonukleotide wurden in

verschiedenen Paarungen und Kombinationen eingesetzt.

3.1.1 Isolierung eines Xegr-1 Fragments

Zu Anfang wurde eine RT-PCR auf Gesamt-RNA von Xenopus Embryonalstadien (NF 17, 28)
durchgefiihrt, deren klonierte Produkte jedoch keine weiterfithrenden Resultate lieferten. Daher
wurde auf Xenopus genomischer DNA eine ‘Nested’- bzw. ‘Semi-Nested’- PCR durchgefiihrt,
deren duflere Primer fiir Aminosduresequenzen kodierten, die in allen Egr-Genen vorhanden
waren (‘PMIPDY’: EGRall-2F; ‘GHKPFQC’: HC-2R), und innere Primer, die spezifisch fiir die
Egr-1 Subfamilie waren (‘FPQQQGD’: EGR1-3F; ‘KTPVHE’: EGR1-4R). In Abhingigkeit von
der Primerkombination, der Hybridisierungstemperatur und der Zyklenzahl wurden PCR-
Fragmente unterschiedlicher Lénge generiert. Ein 255 bp grofles Fragment wurde isoliert (1.PCR:
EGRall-2F/HC2R, 48°C, 40 Zyklen; 2.PCR: EGRall 2F/EGR1-4R, 52°C, 40 Zyklen), subkloniert
und sequenziert. Ein Vergleich der von diesem genomischen DNA Fragment kodierten
Aminoséuresequenz mit den homologen EGR-Proteinen zeigt die eindeutige Zuordnung zum
Egrl1-Subtypus (Abb. 3-1).

Um festzustellen, ob dieses Gen in der frithen Embryonalentwicklung exprimiert ist, wurde

anhand des klonierten Fragments eine grobe Charakterisierung vorgenommen: Zum einen wurde
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mit Xegr-1 spezifischen Primern (EGR1[D2]-F/-R) eine RT-PCR auf Gesamt-RNA friiher
Stadien bzw. adulter Gewebe durchgefiihrt, die zeigten, dal entsprechende cDNAs sowohl in der
frithen Entwicklung als auch im adulten Frosch vorhanden waren. Zum anderen wurde in einer
‘whole mount’ in situ Hybridisierung nachgewiesen, daf die entprechende RNA bereits wihrend

der Gastrulation ein spezifisches Expressionsmuster zeigte.

3.1.2 Isolierung einer Xegr-1 cDNA

Da Xegr-1 bereits in friihen Stadien eine spezifische Expression aufwies, wurde die vollstindige
cDNA Sequenz ermittelt. Ausgehend von dem klonierten Xegr-1 Fragment wurden spezifische
Primer generiert, um mittels PCR ¢cDNA Bibliotheken zu durchmustern. Hierzu wurde eine
Xenopus h-ZAP Express ‘tail’ cDNA Bibliothek (Dr. T. Hollemann) benutzt. Diese enthielt mit
Oligo-d(T) in cDNA transkribierte mRNA aus der Schwanzspitze von Xenopus Embryonalstadien
(NF 28-31) und umfaBte Einzelfraktionen mit je 50.000 primiren Phagen zu 10" pfu/ml. 35
Einzelfraktionen (‘tail’ 5.1-5.35) wurden in einer analytischen PCR mit Xegr-1 spezifischen
Primern (EGR1[D2]-F/-R) getestet; dabei zeigten 14 Fraktionen ein PCR-Produkt erwarteter
Lange. Die Spezifitit des Produktes wurde in der Fraktion, die das stdrkste Signal aufwies, mit
weiteren Primern (EGR1-F/-R2; EGR1-F2/-R2) verifiziert. Um den Anteil des gesuchten Phagen
im Gemisch anzureichern wurde eine serielle Verdiinnungs- und Amplifikationsprozedur
durchgefiihrt. Nach drei Amplifikationsrunden wurde ein Aliquot der positiven Einzelfraktion in
unterschiedlichen Konzentrationen ausplattiert und durch ‘Plaque-Lift Screening’ analysiert. Um
einen reinen Phagenklon zu identifizieren, wurden die Filter gegen eine durch PCR generierte
Digoxigenin-markierte Sonde (Primer EGR1[D2]-F/-R) hybridisiert. In der anschlieBenden PCR-
Analyse waren sieben von zehn isolierten Einzelklonen positiv. Nach Anreicherung der reinen
Phagen wurden durch in vivo Exzision Phagemide erzeugt, aus denen die pBK-CMV Plasmide
samt der entsprechenden Insertionsfragmente herausgeschnitten wurden. Die verschiedenen
Plasmide wurden im quantitativen Mafstab dargestellt. Eine Restriktionskartierung zeigte, daf3
vier der sieben Klone identische Insertionsfragmente von 2.8 kb enthielten. Eine
Datenbankanalyse (Altschul et al., 1990) ergab fiir die vier Klone eine hohe Ahnlichkeit mit
EGR-1 Sequenzen. Zwei Klone zeigten Ahnlichkeit mit der Sequenz des Proto-Onkogens Pim-1
(Palaty et al., 1994) und eine Sequenz wies nur geringe Ubereinstimmung mit EST (‘estimated

sequenz tag)-Sequenzen auf. Die im Plasmid *4 enthaltene cDNA wurde vollstindig sequenziert.

3.1.3 Xegr-1 cDNA und Proteinsequenz

Die Xegr-1 cDNA Sequenz stammt von einem einzelnen Klon, umfafit 2807 Nukleotide und
enthélt einen offenen Leserahmen von 1704 Nukleotiden. Als Startkodon wurde das erste ATG an
Nukleotidposition 211 vermutet, da es das am weitesten 5" liegende ATG darstellt und mit 5'-

CTG ATG G-3" dem Kozak-Konsensus fiir Startsequenzen 5'-A/G-X-X-A-U-G-G-3" (Kozak,

1991) am &hnlichsten ist. Der offene Leserahmen (Position 211-1704) codiert fiir ein Protein von
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497 Aminosduren mit einem kalkulierten Molekulargewicht von 54.2 kD. Das Xenopus Egr-1
Protein weist damit dhnliche Werte auf, wie die Proteine von Maus (533 Aminoséduren, 56.6 kD;
Sukhatme et al., 1988) und Ratte (508 Aminoséduren, 53.9 kD; Milbrandt, 1987). Der 3'-
untranslatierte Bereich enthdlt zwei Polyadenylierungssignale (AAUAAA), von denen das erste
an Position 2427 relativ weit vom 3'-Terminus der cDNA entfernt ist. Das zweite Signal
(Position 2768) ist demgegeniiber nur 16 Nukleotide vom 18 Basen langen Poly(A)Schwanz
entfernt.

Das Protein besitzt drei in Folge angeordnete ,,Zink-Finger* des C,H,-Typs (Aminosdureposition
308-330, 338-358 und 376-386), die durch die ebenfalls hoch konservierten 'H-C-Links'
verbunden sind. In den Zinkfingern und angrenzenden Sequenzen sind zahlreiche basische
Aminosduren vorhanden. Die aminoterminalen 307 Aminosduren enthalten viel Prolin (13 %)
und Serin/ Threonin (26 %). Auch der zur Zinkfinger-Region carboxyterminal gelegene
Sequenzbereich zeichnet sich durch einen hohen Gehalt an Prolin (13%) und Serin/Threonin
(39%) aus.

Maus Egr-1 wird durch die Proteinkinase CKII (Casein Kinase II) phosphoryliert (Jain et al.,
1996). Von den flinf ermittelten CKII Konsensussequenzen (SX, ;D/E) sind vier in der Xenopus
c¢DNA erhalten: T'"XXXE, S'°*XD, S$**XD und S$**XXD. Diese potentiellen
Phosphorylierungsstellen liegen in Regionen, die wichtig fiir die Transaktivierung, den Kern-
import und die DNA-Bindung sind (Jain et al., 1996).

Abb. 3-2 Xegr-1 cDNA Sequenz und abgeleitete Aminosiuresequenz. Am Rand sind die Positionen
der Nukleotide (links) bzw. der Aminosduren (rechts) angegeben. Die Aminosduresequenz ist fiir den
langsten offenen Leserahmen gezeigt. Das Stopkodon ist markiert ( %). Die C,H,-Zinkfinger-Doméine ist
doppelt unterstrichen und die an der Zink-Bindung beteiligten Cysteine und Histidine sind fett
hervorgehoben. Die potentiellen Phosphorylierungsstellen (T' *XXXE, $'*XD, S*”XD und $**XXD) sind
durch kursiven Fettdruck gekennzeichnet. Eine basische Region (Aminosédureposition 285-310), die von
Gashler et al. (1993) als Teil eines zweigeteilten Kernlokalsierungssignals des murinen Egr-1 Proteins
beschrieben wurde, ist einfach unterstrichen. Zwei Polyadenylierungssignale (Pos. 2427, 2768) sind kursiv
gesetzt und einfach unterstrichen. Eine schematische Darstellung der Xegr-1 cDNA ist in Abb. 3-21B
gezeigt.

1 CAG GAC TGG GGG AGC CGT GCG GGG GAA GCG ATT GCA GAA CCG GCG ACA ACC CCA GCA GCA

61 GCC AGC AAA GCT CTA ATC GCA ACA ACA ACA ACA ACA AAA CAC TGG TTA TTA TCA GCA CAA

121 CAT ACA CAG TGC CCC AAA GCC CAC TGT ACC GAG GGA AGA GAG CTT GCC TGT CTC CCC TCA
M A v A K T E M L v 10

181 CCA TTC TCC CTA GGG ATT CCC GAG AAG CTG ATG GCA GTT GCC AAA ACG GAG ATG CTC GTG
S P L Q I S D P F S S F P H S P T M D N 30

241 TCA CCT CTG CAG ATC TCT GAT CCG TTC AGC TCT TTC CCC CAT TCC CCT ACT ATG GAT AAC
Y P K L E E M M L L N A G G P Q F L G A 50

301 TAC CCC AAA CTG GAG GAG ATG ATG CTG CTC AAT GCC GGG GGA CCT CAG TTC CTG GGC GCC
S v P D G S G F N S T v E G A E Q F D H 70

361 TCA GTC CCT GAT GGC AGC GGC TTC AAT TCC ACG GTG GAG GGA GCT GAG CAA TTC GAT CAC
L T A D A F S E M S L S S E K A L v E S 920

421 CTA ACA GCA GAT GCC TTC TCT GAA ATG TCA CTG AGC AGT GAG AAA GCT TTG GTA GAA TCC
S Y A N Q T T R L P S L T Y T G R F S L 110

481 AGC TAT GCC AAC CAG ACC ACC AGA TTG CCA TCT CTA ACA TAT ACT GGT CGG TTC TCC TTG
E P A T N S S N T L 174 14 E P L F S L v S 130

541 GAA CCT GCA ACC AAC AGC AGT AAT ACC CTA TGG CCA GAG CCT CTC TTC AGC CTT GTC AGT
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CCT

CAG
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GTT

CAC
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GGG
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AAG
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CaG
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CGC

ATA

TGC

ATG

AGG

AAT

TTT

AGC

AGA

AGT

GAC
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TTA

ACC

ACT

CAC

ATC

CGC

ACA

CAC

ACA

GGG

GAG

AAG

cce

TTT

GCC

TGC

GAC

ATT
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GGC

AGA

AAG

TTT

GCC

AGA

AGT
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AAG

AGG
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ATT
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ACA
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ATT
CTT
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TCG

TCT
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AAT
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cca
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TTT
TTA
CTT
GTT
ACA
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TTG
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GCG

TAC

GTT

GCC

ACA
AAC
ATT
CAT
AAT
CTA
AAT
GAA
AGA
TTT
TTA
CGT
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CGG
GTC
TAG
TGG
ACA

TAA

GCA

TCA

cca

ACC

TTC

ATT
AGG
GAC
TTT
AAT
TAC
TTT
ATG
ACA
TTG
TTT
GTA
ATG

TAT
TTA
TCC
CAT

GAT

ACA

TCT

TCC

AGT

GAG
CGC
TTT
TAT
TTC
ATA
GGT
AAT
GCA
TAT
TCA
TCT
TAT

ATT
TTT
CCT
TTA
TTG
AAT

TCT

cca

ACC

TCG

ATT
AAT
ACC
TTT
AAC
ATG
ACT
AGG
CTT
TCT
AGT
GCG
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GAC
TGT
ACT
TTT
AAT
ATA

GCA

TAC

GTT

TTC

CCT

TGG
CTG
AAG
ACA
ATG
TAT
CTT
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ATG
TTT
CTC
TGA
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AGC
AAC
GAG
TTA
GCG
TAA

ACA
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CAC

CAG

ATG

TAA
AAG

TCC
ATC
ATT
GAT
CTG
TAT
TCT
AGT
CCT
TTT

TTG
TGA
TAG
CTT
CTT
AAT

CCT

TCT

AGT
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TCC

GAC
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GGC
TTT
CTT
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TTT
TTG
TTT
AAC
GAT

AAG
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GCA
TGT
TAC
ATT

GTC
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TCC

CAT

TCA

TTT
TCC
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TAA
TCA
CAT

GTA
AGC
GTA
TTG
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GTA
TGG
AAT
TGC
TTA

TCA

GTG

TTC

GGG

GCA

AAT

TAT

AAG

GTG

ATT

AAT

ATG

AAT
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TTG

ATA
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ATT
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TTA
TTG
GTT
TGG

GCT
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TCT
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TCT
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TGG
CTG
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TTT
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TAA
TAT
GGT
GAT

TCT

TCT
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AGC

GAT

GAT
TCT
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TTT
TTT
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TAG
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GTT
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TAT
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TTT

ATG

GGG
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TAT
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TTG
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TGG
TGA
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TAT
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TGG
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ACA
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TCA

GGG
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TTC
TTT
TTG
TCC
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TTA
GTT
TAC
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AGG
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GAA
ATT
AAC

TGT
AR

TTG

TCC

TCA

GGA

TCT

TTA

GAG
GGG
GAA
ATT
CAT
GTT
ATT
TGC
ACG
TCT
CTT
TAA
AGA

TGT
cca
ATG
GTG
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AGG

TCA

ccc

GTG

TCT

ACA

TAT
TGC
TGC

TTC
CAT
TAC
TTT
CAC
GCT
AAG

AGA
CAG
ACT
ACA

2807

TAC

GTT

ACA

ATA

TAT

TAT
CTA
ATG
GGG
TTT
ATG
CAT
TAA
ATG
GAT
GGA

GTT
CTC
GTT
TAT

AAG

TCT

TCT

TAC

ATG

TCC

ATA
TGA
AGA
GTT
ATT
CTT
GTA
GAG
GTT
TCA
GTC
TTT
GAT

GGA
ATT
TGG
CCT

150

170

210

230

250

270

290

310

330

350

370

390

410

430

450

470

490

497
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3.1.4 Vergleich der Aminosiure-Sequenzen von Xegr-1 mit den homologen
Proteinen anderer Vertebraten

Der Transkriptionsfaktor Egr-1 besitzt einen modularen Aufbau bestehend aus strukturell
unabhingigen, funktionellen Doménen. Nach Gashler et al. (1993) 146t sich das Egr-1 Protein in
folgende Bereiche gliedern: @ starke Aktivierung, @ Repression, @+@ Kernlokalisierung, @

DNA-Bindung und ® schwache Aktivierung.

1 2 3 4 5
N [ (T 2 (c
ACT REP DNA (ACT)
NLS NLS

Abb. 3-3 Funktionelle Domiinen des Egr-1 Proteins. Die starke Aktivierungsdomiine @ (ACT) umfaft
den N-Terminus und enthélt zahlreiche Serine und Threonine. Es folgt eine kurze Region, iiber die eine
Transkription durch Egr-1 reprimiert werden kann (@, REP). Die Domine @ (NLS) bezeichnet eine
basische Region, die fiir die Kernlokalisation notwendig ist. Die DNA-bindende Domine @ (DNA/NLS)
umfaft drei C,H,-Zinkfinger und ist zum Teil an der Kernlokalisation beteiligt. Eine schwéchere Trans-
aktivierungsdomine ® (ACT) ist im Serin/Prolin/Threonin-reichen C-terminalen Bereich des Egr-1
Proteins vorhanden (nach Gashler et al., 1993).

Die Proteinsequenzen von Maus (Lemaire et al., 1988) und Ratte (Milbrandt, 1987) sind zu 98%
identisch und &hneln sehr stark dem humanen Egr-1 (92% Identitdt; Sukhatme et al., 1988).
Daher ist der Ubersichtlichkeit halber nur ein Vergleich der einzelnen Dominen von Xenopus,
Mensch und Zebrafisch (Drummond et al., 1994) dargestellt (Abb. 3-4). Dabei fillt vor allem die

hohe Konservierung der basischen Domdnen @ und @ auf, die zu 96% bzw. 98% der des

Frosches identisch sind. Die DNA-bindenden ,,Zinkfinger* sind beim Frosch, beim Menschen,
bei der Maus und der Ratte zu 100% identisch, widhrend die Zebrafisch-Sequenz zwei
konservative Aminosduresubstitutionen aufweist. Die dritte Doméne ist von Matheny et al.
(1994) und Gashler et al. (1993) als Teil einer zweigeteilten Kern-lokalisierungssequenz
beschrieben worden. Diese konnte zusammen mit der DNA-Bindungsdomaéne ein konserviertes
Motiv in (EGR-) C,H,-Zinkfingern darstellen (Gashler und Sukhatme, 1995). AuBlerhalb dieser
beiden kombinierten Bereiche fillt die Ahlichkeit stark ab. Die inhibitorische Domine @ ist fiir

die drei verglichenen Proteine nur noch zu 67% identisch; durch die spezifische Wechselwirkung
mit Korepressoren der NAB-Familie (Russo et al., 1995; Svaren et al., 1996) kann die
transkriptionelle Aktivierung durch Egr-1 reprimiert werden. Die fiir die NAB-Bindung
essentielle Aminosdure Isoleucin (Russo et al., 1993; Xenopus: 1*°!, siche Kapitel 3.3.3.4) ist in

allen Vertebraten-EGR Proteinen konserviert (Abb. 3-8). Die beiden flankierenden Aktivierungs
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1 (48%)
MAVAKTEM.LVSPLQISDPFSSFPHSPTMDNYPKLEEMMLLNAGGPQFLG 49 X. laevis
--A—-A--Q-M G SN H. sapiens
—-=A-——--.-LPA L. . IM--SA-TP--N D. rerio
A iieieeeeneeosocncessesssss SVPDGSGFNSTVEGAEQ.FDHL 71
—-AGAPEGSGSNSSSSSSGGGGGGGGGSN-SSSS-T--PQADTG--PYE——
L PEGAVFGSG-PG-=.——=——
TADAFSEMSLSSEKALVESSYANQTTRLPSLTYTGRFSLEPATNSSNTLW 121
—-ES-PDI-LNN--V---T--PS PI P--G
AG-TL--I-M..-—-P-SDQT-ST-. .-—-PIS—————————— T-C—-S——
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PLSCSVQSNDSSPIYSAAPTFPNSSSEIFPDHSPQPFQ. . .NASIPYPPP 207
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S HOSEPN YSSA-PD---ESG-N.-STTVGT-LQ-SSS
2
AYPVSKT. . . TFQVPMIPDYLFPQOOGDVSLVSADQKPFQAMESRTQ QP 253
-—-AA-G...G LG-GTP-————— GL-———— —-
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SLTPLSTIKAYATH.TSQDLKTINSTYQSQITI KPSRMRKYPNRPSKTPP 301
F--0SG AL-TS L—-
A H F--QTG SV... L—-
4 (98%)
HERPYG CPVESCDRRFSRSDELTRHIRIHTGQKPFQCRICMRNFSRSDH 350
A
A T
5 (46%)
LTTHIRTHTGEKPFACDICGRKFARSDERKRHTKIH LRQKDKKADKATP 399
SVV
E M E-GAT
V...SVA........SPVS.........SYSPSASTSYPSPVPTSYSSPV 429
A...-S-TSSLSSYP---ATSYPSPVIT--PSP-T—==—=———=== F——=G
AAVQ-SVSNISISAS—-===..cceeeee=—PSP. I-—————= S.-FP-——-
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Abb. 3-4 Sequenzvergleich der Egr-1 homologen Proteine von Xenopus, Mensch und Zebra-fisch. Die
funktionellen Regionen wurden entsprechend der Einteilung in Abb. 3-3 bezeichnet: @ starke Aktivierung,
@ Repression, ®+® Kernlokalisierung, @ DNA-Bindung und ® schwache Aktivierung Die an der Zink-
Bindung beteiligten Cysteine und Histidine der C,H,-Zinkfinger in der DNA-bindenden Doméne @ sind
fett hervorgehoben. Die fiir die von Korepressoren der NAB-Familie notwendige Aminosdure Iso-leucin
(Russo et al., 1993) in der Domine @ (Xenopus I'*") ist durch Unterstreichung und Fettdruck markiert.
Striche kennzeichnen identische Aminosduren, Punkte stehen fiir eingefiigte Zwischenrdume. Fiir jede
Domine ist die Identitdt in Bezug auf alle drei Sequenzen angegeben. Xenopus, diese Arbeit; Mensch,
Sukhatme et al., 1988; Zebrafisch (D. rerio), Drummond et al., 1994.
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domdnen @ und ® sind nur noch zu knapp 50% identisch. Der Serin/Threonin-reiche
N-Terminus wie auch die an Prolin/Serin/Threonin-reiche carboxyterminale Domine sind
erhalten geblieben. An zwei Stellen der aminoterminalen Doméne lassen sich jedoch

Unterschiede feststellen: Die humane Sequenz besitzt eine Serin/Glycin-reiche Region, die weder

in Xenopus noch im Zebrafisch vorhanden ist. Letzterer weist dariiberhinaus eine Insertion aus 11
Aminosduren auf, die in den beiden hoheren Vertebraten nicht erhalten ist.

Der Vergleich der Egr-1 Proteinsequenzen von Frosch, Mensch und Zebrafisch zeigt deutlich,
daBB Xegr-1 das Homologe in Xenopus ist. Aufgrund der hohen Konservierung funktioneller
Elemente wie z.B. der DNA-bindenden Zinkfingerdoméne ist es wahrscheinlich, da3 Xegr-1 wie
die homologen Egr-1 Proteine anderer Vertebraten einen sequenzspezifischen Transkriptions-

faktor darstellt.

3.1.5 Isolierung eines Xegr-3 Fragments

Ausgehend von der gleichen priméren Amplifikation, die auch fiir Xegr-1 verwendet worden war
(EGRall-2F/HC-2R auf genomischer DNA), konnte durch eine zweite PCR mit einem internen
Egr-2 spezifischen Primer ein 243bp groB3es Fragment erzeugt werden (1.PCR: EGRall-2F/HC2R,
48°C, 40 Zyklen; 2.PCR: EGRall-2F/XL(K20)-3R, 52°C, 40 Zyklen). Die abgeleitete
Aminosduresequenz zeigte im Vergleich mit den entprechenden Fragmenten der homologen Gene
in Maus und Mensch (beide Patwardhan et al., 1991), da3 das Fragment zum EGR-3 Subtyp
gehort.

Eine erste Charakterisierung mittels RT-PCR (EGR3[E1]-F/-R) ergab, dal entsprechende
mRNAs in zahlreichen adulten Geweben enthalten sind, aber im Unterschied zu Xegr-1 wéhrend
der Embryonalentwicklung erst zu einem spéteren Zeitpunkt angeschaltet werden. In der ‘whole
mount’ in situ Hybridisierung zeigte sich erst ab dem Neurulastadium ein definiertes

Expressionsmuster.

3.1.6 Isolierung einer Xegr-3 Klons

Zur Darstellung eines Xegr-3 Klons wurden zuerst die Fraktionen verschiedener cDNA
Bibliotheken mittels PCR iiberpriift. Von 48 Fraktionen einer Xenopus Nieren cDNA Bibliothek
(Petersen, 1995) zeigte nur eine ein PCR-Signal fiir die Xegr-3 spezifischen Primer. Die
verwendete Uni-ZAP-XR Phagenbibliothek war aus einer Xenopus laevis A6 Nierenzellinie
hergestellt worden und enthielt zum Zeitpunkt der Analyse 50.000 Primédrphagen in einer
Konzentration von 1.5-10” pfu/ml. Die positive Fraktion wurde zur Anreicherung amplifiziert und
anschlieBend — analog zur Isolierung von Xegr-1 — mittels der seriellen Verdiinnungs- und

Anreicherungsmethode analysiert. Nach der dritten Anreicherungsrunde wurde ausplattiert; von
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acht isolierten Phagenplaques zeigte in der Kontroll-PCR nur ein Insert ein positives Signal. Aus
dem angereicherten Einzelphagen wurden in vitro pBluescript-Phagemide exzisiert, aus denen
das Plasmid samt Insertions-fragment isoliert wurde. Das gesamte enthaltene Fragment wurde

sequenziert.

Abb. 3-5 Nukleotidsequenz des Xegr-3 Klons und abgeleitete Aminosiuresequenz. Am Rand sind die
Positionen der Nukleotide (links) bzw. der Aminoséduren (rechts) angegeben. Die Aminosduresequenz ist
fiir den ldngsten offenen Leserahmen gezeigt. Die begrenzenden Stopkodons sind markiert (). Die CoH»-
Zinkfinger-Doméne ist doppelt unterstrichen und die an der Zink-Bindung beteiligten Cysteine und
Histidine sind fett hervorgehoben. Das Polyadenyherungss1gnal (Pos. 4479) ist einfach unterstrichen.

Fiir die Nukleotidregion 541-990 1Bt sich ein Intron-Exon-Ubergang beschreiben (s. Abb. 3-6). Demnach
stellt der gezeigte Xegr-3 Klon wahrschemhch eine nicht oder nur unvollstindig gespleiite Sequenz dar.
Die Aminosiure Aspartat an Position 34 (D**; Fettdruck, doppelt unterstrichen) markiert den Start des
zweiten Exons. Fiir die Vergleiche der Amlnosauresequenz wird daher nur die Aminoséuresequenz ab D**
verwendet.

1 AAT TCG GCA CGA GAC AAA CCA AAC ATG TTA GGT CAC ATG AGC CAA TTA ACA GAC AGA TTT
61 GTA TCT TTT ACT TCC ACG CTT CTT CCT GTT ACA GTT AGA GCT GCA GTA TTT CTG GTC AGG
121 TGA TCT CTG AGG CAG CAC AAA GAC CAT CAC AAA ATG ATG GTT CAA GAC AAG AGA TGT AAA
181 AGG GCA AGA TTT ACT TGT TTG TTT GAT AAG ATT CTT TAA TAT GCC ACT TAA TTT CAT ATA
241 AAC TAT CTG TTG CTC AAG TAT TCA TTT TGG GAG TAT CGT TTT CCT TTA ATT CTG CCT GAG
301 GAC ACC ATA ACC ATA AAT AAC CCA TAA TGC AAT TCA TCA GTT ATG AAG AGC TCA GTA CAT
361 TTC TGG TTA AAT GAT TCA TTA ATA GGC CTG AAT TTG GAG CGA GGC CAC TAG GGT GGC AAA
421 ATA TTT GGG GGC GGC ATG CTG CCC AGC CTC TTT CAG GGG AAC ACT CCC CAG TGT TCT GGC
481 ACA TAC ACA CAT GCA CGT GTG CGC TCG CAG GGG GTA GTT CAG GCT AGG ACT GCG TGG CCT
541 AGA GGT GCC TGC CTA GGA AAT CTG GCC CTG TTT ATT ATT AGG CTA GAA AAT TGG TGT GAA
601 TTG CAA TTT TAA ATT AAA CAG TTA ATT TTG CAT GAA TAA TTA AAA AGA AAA ATT ATA AAT
661 TGT GGT GTA AAA CAA ACA ATG TCC CTT CTA AGC AAG CCT TGC CTT GTA CTA ACT GTG TGG
721 CTA AGG CAT GTG TTA AGG GCT TCC TTG CTC TGG AGT TGG CTG CAC TTC CCA TCA CTA AAA
781 TAA AGT ACA GCT CTA GTA TAA ATG ACA ACA TGT AGC TGC TAT TTG TAT GGC TTT AAT AGT
* M H F L 4
841 GGG TGC CGT TCA GCA ATC ATT TTT GTG CAT AGT GTT AAA TGA GTC CTA ATG CAT TTT CTG
F Q S L R P I A K v I I N H G Q Y I L M 24
901 TTT CAG AGC CTC AGA CCA ATT GCT AAG GTA ATA ATA AAT CAT GGA CAG TAT ATA CTC ATG
S v I L F L F P L D N \Y% I D L G L S N D 44
961 AGT GTC ATA TTG TTT CTT TTT CCT CTA GAT AAT GTG ATA GAC CTG GGC TTG AGC AAT GAC
K T S Q D L S Y S G T F Q P G N K T \Y% T 64

1021 AAA ACC TCC CAG GAT CTC TCC TAC AGT GGC ACG TTT CAG CCA GGT AAT AAG ACG GTC ACT

1081 TAT TTG GGA AAG TTT TCC TTT GAC TCA CCC TCC AGT TGG TGC CAG GAA AAT ATA ATT AGC

1141 CTT ATG AGC ACT GGC ATC CTT GGT GTG CCC ACT TCA CAA GCA ACA AAT GCT GGA GGA AGT

1201 GGA AAC GGT GGA AGT AAC GGT GGC CTT ATG GGA CAA AAT CAA AGT GAT GTG GAT TCT ATG

1261 TTT CAT GCC CTA CCA TCA TAT GCT GGC TGC GGA GAC CTG TAC CAT GAG CAA GTA GGC TTC

1321 CAA GGA GGT GGC ATG GCA CCC TAC ACC TCC CAG GAA TAT TCA TCT GCC AAA CAG AGT TTG

1381 GAC TTT CCT ATG ATA CCA GAC TAT AAT TTG TTC CAC CAC AAC ACA GAG ATG CCT CCA GTG

1441 GAC CAA AAG CCT TTT CAG AAC ATG GAG GCA ATA AGA GTC AAT CCA CCA CCC ATA ACA cCcCA

1501 CTG GAA ACC ATT AAG GCA TTT AAG GAA AAG CAG GTT TTG CCC AGT TTT GTA GGC ATG AGC
H Q P S L I L K P I R P R K Y P N R P S 244



3. Experimente und Ergebnisse 60
1561  CAC CAA CCC TCA CTT ATC CTG AAA CCC ATC CGT CCC AGA AAA TAC CCC AAC CGT CCA AGT

K T P VvV H E R P H A € P A E G € D R R F 264
1621  AAA ACC CCT GTC CAT GAA AGG CCT CAT GCC TGC CCT GCA GAA GGC TGC GAC CGT CGT TTC

s R § D E L T R H L R I H T G H K P F Q 284
1681  TCA CGC TCT GAT GAG CTG ACA CGC CAT CTG CGT ATC CAC ACG GGA CAC AAG CCC TTT CAG

c R I ¢ M R § F S R § D H L T T H I R T 304
1741  TGT CGC ATC TGT ATG CGG AGT TTC AGC CGC TCC GAC CAC CTC ACC ACC CAC ATT CGC ACT

H T G E K P F S € D F € G R K F A R S D 324
1801  CAC ACC GGG GAA AAG CCC TTT TCT TGT GAT TTC TGT GGA CGC AAA TTT GCA CGT AGT GAT

E R K R H A K I H L K Q K D K K G G D L 344
1861  GAG AGG AAG CGA CAT GCA AAA ATC CAT CTC AAG CAA AAA GAC AAG AAA GGA GGG GAC TTG

A vV C S P S V 6 G A P V V T T C G * 364
1921  GCT GTC TGC TCA CCT TCT GTG GGT GGG GCA CCA GTT GTA ACC ACC TGT GGT TAA AGG GTT
1981  ACT GTC ATG GGA AAA AAA AAT TCT TTG CCA AAA CAC ACC AGT TAA TAG TGC TGC TCC AGC
2041  AGA ATT CTG CAC TGA AAT CCA TTT CTC AGA AGA GCA AAC AGA ATT TTT TAT ATT TAA TTG
2101  TGA AAT CTG ACA TGG GGA TAG ACA TAT TGT CAG GTT CCC AGC TGC CCC CAG TCA TGT GAC
2161  TTG TGT TTG GAT AAA CTT CAG TCA CTC TTT ACT GCT GTA CTG CAG TTT GGA ATG ATA TCA
2221  CCC CCA CTA TCT TCC TCC CCC CAG CAG CCT AAC AAC AGA ACA ATG GGA AGG TAA CCA GAA
2281  AGC AGC TCC CTA ACA CAA GAT AAC AGC TGC CTG GTT GAT CTA AGA ACA GCA CTC AGT AGT
2341  TAA ATA CAG GTC CCA CCG AGA CAC ATT CAA TTA CAC TAA GTA GGA GGA ACA ACA GCC TGT
2401  CAG AAA GCA GTT CCA TCC TAA AGT GCT GGC TCT TTC TGA AAT CAC ATG ACC AGG CAA AAT
2461  GAC GTG AGA TGT TAT TAG ATA TTA GAA CTA AAA AAA ATA CAC TTG CTG GTT CAA GAA TAA
2521  AAT GTT ATA TGG TAG AGT TAA TTA TTT GCA GAG TAA ACA ATG TCA TTT AGA AAT AAA AAC
2581  TAC ACC ATA AAA ATC ATG ACA GAA TCC TTT TAA GGA CTG TTT CTG GCC AGC CCT GAG TTT
2641  ATC TAA AAG TGA AGA AAA CAC ACG ATG CAT TCC TGC CTC AGT GAA ATG TGT TTA AAA GAA
2701  CAT TCC CTG TGC ATT AAT TCC TGA ACA GAC ATT AGC TGA GCA TTG GTA TCG GTT AAA GAC
2761  CTG CAG AGC ATT ACT CCT TTC TGT CAA GTG TTC TAT ACT GTA CTG CAT AAC ATT TTT CTA
2821  TGC CCA CCC TTA ACA CGG CAG TGC ATT TTC ATC ACA CTC CTG CAT TAA TAT CCT GAG TGT
2881  TTA ACT CCA ATG TGT ACC TTG CAG AGC ATG ACT TCA CCT GTT AGG CCA GGA TCC ACT GTG
2941  TTC CTA GTA TGC TGT ACC AAC AGA ACA CTG CTC CAT CCC TTC TCT GTA TCC ACA CTG CAT
3001 TAA TAG TGA CAT TAA GCC TAT TAT ACT TGC TCC ATG TAC AGT ATG TGC TCC TGT TAG AAG
3061  AGT ACA GGG AAC TTG TGG TAA ATT CTA AAA ACA GGG TCC TAC TTT GTA AGG GCT TCT GGT
3121  CCC TTA ATG CTG CCT AGA CAA GAT TCT GCT GCT GCT CGT ATA CTC CAA CTG TTA TAC CCC
3181  AGG GTG CTT CTT ACC TAT GTA TCC CCA ATA TAG ACT CTT TCC CTG ACC TTT CTG TTC TCC
3241  CAC TGG ACA TTA TTT TTT CAG AAC AAA ATT ACT CCT TTT CAA TAT CTG TCT CTC TCT GTC
3301  TCT GTC TCT CTG TCT CTG TCT CTC TCT CTC TCT CTC TCT CTC TCT CTC TCT CTC AAT CTA
3361  TCT TTC TAT CTA TCT ATC TAT CTA TCT ATC TAT CTA TCT ATC TAT CTA TCT ATC TAT CTA
3421  TCT ATC ATC TAT CTA TCT ATC TAT CTA TCT ATC GAT CTA TCT ATC TAT CTA TCT ATC TAT
3481  CTA TCT ATC TAT CTA ATC TCT CTC TAT CTA TCT CTC TTT CCA ACA GTT ACA ACA CCC TTT
3541  AGT ATA TTT TCT TTC TCC TCT CTG AGA ATT ACA CTC TCC ATT CTC CTT TCT TAC TCT CAT
3601  TTT TTT CTC TCT CTC TCA TAC ATG CCC CCC CTA CTT TTC TTT TAA CGT CTG TCA TAG AGT
3661  TTT ATT GGG AAA AGA AAA CAG CTA CAG CTT GAG TCA CCC TGT GGA TGT GTG TGA GTG TGT
3721  GGT GGT GGC TGT GAA CGT GTG ACA ATG TGG CAG TGG TTG TGT CTT GTG GGG TCA GTT CTA
3781  TGG ATG TGG CTA GTC ATT TCA AGG CCT ATC CAC TAC ATG TTA ATA AGA TTA TCT GAA GCT
3841  TCA TTT GGG GAT TAC ATT TTT ATC AAG ATA CAA GTT TAA TCC TGT AAT AAC TGT TCC AAG
3901  ATC ACC ATG CCA GTA TGC ACT GGC CTG GCC GGT AAA AAT GAT GGC TGA TCC CAA TGT TAT
3961  TAA TAG AGA AAA AAG ATA AAT ATA TAG GAA GGC TGG TAT TTT TTA CCA GAA ATG GTG GCA
4021  GCC CTA CAT ATA GTA CAC CAT AAC CCT GTC CTT CCG TCT CAA TGT GGC ACC GTA TCA TTG
4081  TCC TTA TTA TTC ATT ATT GAC TTG TTT GTC ATT CAT TTA ATT TCT TTC TTA CTC TTT GTC
4141  ATC CTA TTC TTC CTT TAT GTT TTA TTC TCA CAG CTC AAG CTC AAA CTT TAT CCT GGT GCA
4201  CAA TAA GCA ARA TGC GTT ATC TGT AAT CTC ATG TGC ATG CTC CAT CAT TTC CTT TTC TTG
4261  TAT TTA ACT CAT TAT TCC CTA TGG TAG TAC CTG CTG AAC TAC TTC TGC TCG GCT GCA GAA
4321  TTA GCA TCT GGT CAA GGT TTA GCG ATG GCA GGG CCC AGG GCA GAA AGG ACT TGT TCT ACT
4381  TCT GTA AGA GAG GAA CTG CGG CTA TTG TGG GAC ACA GAG GCC AGA GAC AGT TCT TAA CCT
4441  GCG GTT GTC TGG TTT TCA TTT ATC TTC TTT AAT TCC CAA ATA AAC ACA CAC TAT TTT ATC
4501  TAT AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA A 4525
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3.1.7 Xegr-3 Klon und Proteinsequenz

Die isolierte Xegr-3 Klon hat eine Lange von 4525 Nukleotiden. Der langste offene Leserahmen
enthdlt in seinem 5’-Bereich als mogliche Startkodons ein ATG (Nukleotidposition 889), dessen
Umgebung jedoch nicht mit der Kozak-Konsensussequenz libereinstimmt (Kozak, 1989). Weiter
in 5’-Richtung ist der offene Leserahmen durch zahlreiche Stopkodons in allen drei Leserahmen
unterbrochen. Ausgehend vom ersten Methionin ergibt sich eine mogliche Proteinsequenz von
361 Aminosduren mit einem kalkulierten Molekulargewicht von 40 kD. Im Vergleich dazu
betragt die Lange der humanen Egr-3 cDNA 4.3 kb und sagt ein Protein von 386 Aminosduren
und 42.6 kD Molekulargewicht voraus (Patwardhan et al., 1991). Wie die homologen Egr-3
Proteine weist auch die von dem Xegr-3 Klon abgeleitete Aminosiuresequenz ein Zinkfinger-
Triplett der C,H,-Struktur auf (Amino-saureposition 255-277, 285-305 und 313-333). AuB3erhalb
der Zinkfinger-Doméne gibt es im Gegensatz zu Xegr-1 keine auffallendes Vorkommen
bestimmter Aminosduremotive. Im langen 3 -untranslatierten Bereich befindet sich an Position

4479 ein Polyadenylierungssignal (AAUAAA), das 19 Basen vor dem Poly(A)Schwanz liegt.

Ein Vergleich der genomischen Struktur verschiedener EGR-Subtypen zeigt, dal} die typische
Genstruktur aus zwei Exons besteht, die im 5'-Bereich des Gens durch ein Intron getrennt sind
(Xegr-1, siehe Kapitel 3.4.3; Maus Krox20/Egr-2, Chavrier et al., 1988a,b; Ratte NGFI-A/Egr-1,
Changelian et al., 1989; Mensch Egr-3, Patwardhan et al., 1991; Zebrafisch Egr-1, Drummond et
al., 1994). Wie aus einem Vergleich der von dem isolierten Xegr-3 Klon abgeleiteten
Aminoséduresequenz mit dem humanen Egr-3 Protein deutlich hervorgeht, existiert im Bereich 3°
des Introns eine hohe Sequenzédhnlichkeit (Abb. 3-7, Kapitel 3.1.8), wihrend in 5'-Richtung keine
Ubereinstimmung zu erkennen ist. Dies konnte bedeuten, daB dieser Bereich entweder nicht
entsprechend konserviert wurde, oder dall ein alternativer Startpunkt fiir Xegr-3 existiert. In
diesem Fall wire das klonierte Xegr-3 Fragment das Produkt einer nicht oder nur unvollstindig
gespleifiten RNA. Diese Annahme wird durch die Tatsache gestiitzt, da} sich in der RT-PCR
Analyse bei Verwendung eines ‘Forward'-Primers (Egr3-F 535), der 5° zur potentiellen
SpleiBBakzeptorstelle liegt, keine PCR-Produkte nachweisen lieBen; dabei wurde RNA von
Stadien verwendet, die in der ‘whole mount’ in situ Hybridisierung mit einer Xegr-3 ‘antisense’
RNA-Sonde der 3" untranslatierten Region (UTR) Transkripte zeigten.

Dariiber hinaus zeigt der Sequenzbereich an der Position des mdoglicherweise konservierten
Introns Ahnlichkeit mit der Konsensussequenz eines Intron/Exon-Ubergangs (Padgett, 1986).
Eine theoretisch mogliche Spleilidonorstelle an Position 545 wiirde ein im Leseraster weiter
5" liegendes Methionin (Nukleotidposition 436) als Start des ersten Exons definieren, wobei die
Sequenz um das alternative Startmethionin ebenfalls nicht der Kozak-Konsensussequenz (Kozak,
1989) entspricht (Abb. 3-6). Da jedoch der in der RT-PCR eingesetzte Primer Egr3-F 535 im
Bereich dieses theoretischen ersten Exons liegt und keine Transkriptamplifikate nachweisbar
sind, diirfte es sich bei dem isolierten Klon um eine nicht bzw. unvollstdndig gespleifite Sequenz

handeln, die das zweite Exon sowie die gesamte 3 -UTR des Xenopus Egr-3 Gens enthilt.



3. Experimente und Ergebnisse 62

Exon1 [ Intron 1 Exon 2
Konsensus A G[gt aag t cee Py, nca g]NN
Xegr-3 Fragment AGA G[GT GCC TGC ... TTT CTT TTT CCT CTA G]AT (541-990)
Arg A sp

Abb. 3-6 Theoretischer lntron/Exon-fJbergagg fiir das Xegr-3 Fragment. In 5"-Sequenz des Xegr-3
Fragments existieren Bereiche, die eine hohe Ahnlichkeit mit der Konsensussequenz fiir Intron/Exon-
Ubergénge (Padget, 1986) auf weisen. Demnach sind in dem isolierten Xegr-3 Fragment wahrscheinlich

genomische Intron-Sequenzen enthalten. Die Aminosiure Aspartat (Asp, D™*) stellt die erste Aminosiure
des zweiten Exons dar.

3.1.8 Vergleich der Aminosiure-Sequenzen von Xegr-3 mit den homologen

Proteinen anderer Vertebraten

Uber die Proteine der Egr-3 Subfamilie sind weit weniger Informationen vorhanden als iiber Egr-
1 und -2. Nur die Sequenzen fiir Mensch (Patwardhan et al., 1991; Mages et al., 1993), Ratte
(Yamagata et al., 1994) und sowie eine partielle Maus cDNA (Patwardhan et al., 1991) sind
bekannt. Da die Aminosduresequenzen von Mensch und Ratte zu 98% identisch sind, wurde im
folgenden Vergleich nur die humane Sequenz betrachtet. Die fiir den Vergleich in Abbildung 3-7
verwendete Xenopus Egr-3 Sequenz stellt die Aminoséuresequenz des ldngsten, nicht unter-

brochenen Leserasters ab Aminosiure 34 (D**), d.h. ab Beginn des zweiten Exons dar.

Die Gesamtdhnlichkeit der abgeleiteten Aminoséuresequenzen des Xegr-3 Klons und von hsEgr-
3 liegt bei 72%. Zur besseren Ubersicht wurde eine Einteilung in Doménen analog zum Egr-1
Protein vorgenommen (Abb. 3-3; Kapitel 3.1.4). Die Zinkfinger- und die Kern-lokalisierungs-
doméne sind mit jeweils nur einem konservativen Aminoséureaustausch am hdchsten konserviert
(99% bzw. 96%). Die anderen Bereiche weisen Ahnlichkeiten von 59% - 64% auf. Der Grad der
Sequenzéhnlichkeit, die sich 3" des Introns in den Doménen @-® feststellen 14Bt, entspricht den
im Vergleich von Egr-1 mit homologen Sequenzen ermittelten Werten (Abb. 3-4, Kapitel 3.1.4).
Die in Egr-1 fiir die Bindung eines Korepressors der NAB-Familie notwendige Aminosdure

Isoleucin (Russo et al., 1993) ist auch in Xenopus Egr-3 (I***) enthalten.

Der Vergleich der Aminosduresequenz des zweiten Exons mit der Sequenz der humenen Egr-3
Proteins zeigt eine hohe Konservierung der funktionellen Dominen @ bis ®. Auch der von
Exon 2 kodierte Bereich der ersten Doméne ist mit 59% gut konserviert. Daher ist anzunehmen,
daB der isolierte Klon ein Fragment des Egr-3 homolgen Transkriptionsfaktors in Xenopus

darstellt.



3. Experimente und Ergebnisse 63

1 (59%)
................................................... DNVIDLGLS 42 X.laevis
-TGK-AEK-PVTMSSLL-QLPDN-YPEEIPSA-N--SGSSDSVVHYNQMATE ——M-I--T H.sapiens

NDKTSQODLSYSGTFQ. . PGNKTVTYLGKFSFDSPSSWCQENIISLMSTGILGVPTSQATN 100
-E-PNPE S—-PA A N---D A PA....

AGGSGNGGSNGGLMGQON . QSDVDSMFHALPSYAGCGDLYHEQVGF . . . QGGGMAPYTSQE 156

S-ALSTQT-TAS . -V-PP-G--EA-YP-——P-SN-————S-P-S-HDP--NPGLA-SP-D
2 (64%)
YSSAKQSLD. . . FPMIPDYNLFHHNTEMPPV . DOKPFONMEATRVN PPPITPLETIKAF 211
~Q———PA——SNL————————— Y-—PND-GSIPEH G-DP ——-T
3 (96%) 4 (99%)
KEKQVIL.PSFVGMSHQPSLIL, KPIRPRKYPNRPSKTPVHERPHA CPAEGCDRRFSRSDE 271
-D--IH-G-GSLP.—-P-T- L

LTRHLRIHTGHKPFQCRICMRSFSRSDHLTTHIRTHTGEKPFSCDFCGRKFARSDERKRH 329

A
5 (64%)

AKIH LKQKDKK. . .GG.DLAVCSPSVGGAPVVTTCG 361

-------- E——AEK--APS-SSA-P-SL——————-A 386

Abb. 3-7 Sequenzvergleich der Egr-3 homologen Proteine von Xenopus und Mensch. Die Bezeichnung
in funktionelle Regionen erfolgte entsprechend der Einteilung in Abb. 3-3. Die Cysteine und Histidine der
C,H,-Zinkfinger in der DNA-bindenden Domine @, die an der Zink-Bindung beteiligt sind, sind fett
hervorgehoben. Die bei Egr-1 fiir die von Korepressoren der NAB-Familie notwendige Aminoséure
Isoleucin (Russo et al., 1993) in der Domine @ (Xenopus Egr-3: I'™) ist durch Unterstreichung und Fett-
druck markiert. Striche kennzeichnen identische Aminosduren, Punkte stehen fiir eingefiigte Zwischen-

rdume. Die Identitét innerhalb der einzelnen Doménen ist angegeben. Xenopus, diese Arbeit; Mensch,
Parwardhan et al., 1991.

3.1.9 Vergleich der Aminosiure-Sequenzen von Egr-1, -2 und -3 in Xenopus laevis

Die Klonierung einer Xegr-1 cDNA und eines Xegr-3 Frgaments ermoglicht einen Vergleich der
EGR-Familie innerhalb einer Spezies (Abb. 3-8). Die Proteinsequenz fiir Xegr-3 ist ab der
Aminosiure Aspartat-34 (D**), die den Beginn des zweiten Exons darstellt (Abb. 3-6), gezeigt.

Die Ahnlichkeiten der einzelnen Proteine untereinander liegen zwischen 47-52%. Die
Gesamtidentitit aller drei Proteine liegt bei nur 26%. Um eine genauere Differenzierung zu
ermoglichen, wurde auch in diesem Fall die fiir Egr-1 beschriebene Gliederung in Doménen
vorgenommen. Dabei zeigt sich, dal die fiir diese Familie charakteristische Struktur des
Zinkfinger-Tripletts mit 90-95% am stérksten konserviert ist. Die terminalen Regionen aller drei

Proteine weisen dagegen nur geringe Ahnlichkeit auf. Der N-Terminus ist zu 12% identisch, die
C-terminale Region zu 5%. Die basische Doméne ®, die einen Teil der Kernlokalisations-

sequenz darstellt, nimmt mit 49% eine Mittelstellung ein. Bemerkenswert ist ferner die Tatsache,

daB die fiir die Bindung eines Korepressors notwendige Aminoséure Isoleucin (Russo et al.,
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1993; Xegr-1, I’*'; Xegr-3, I*") trotz geringer Gesamtidentitit der Repressionsdomine (15%)
erhalten wurde. Aufgrund der guten Konservierung der Kernlokalisierungs- und DNA-Bindungs-
doméne stellen alle drei EGR-Zinkfingerproteine Transkriptionsfaktoren dar, die an die gleiche

Erkennungssequenz binden konnen (Patwardhan et al., 1991; Swirnoff und Milbrandt, 1995).

1 (12%)
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............................................................ XEgr3
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............................................ 421

Abb. 3-8 Sequenzvergleich der EGR-homologen Proteine in Xenopus laevis. Die funktionellen
Regionen wurden entsprechend der Einteilung in Abb. 3-3 bezeichnet. Die an der Zink-Bindung beteiligten
Cysteine und Histidine der C;H,-Zinkfinger in der DNA-bindenden Domine @ sind fett hervorgehoben.
Die Aminosiure Isoleucin, die von Russo et al., (1993) beim murinen Egr-1 als wichtig fiir Bindung von
Korepressoren der NAB-Familie beschrieben wurde, ist in allen drei Xenopus EGR-Proteinen konserviert
(Doméne @; Xegr-1, 126'; Fettdruck, unterstrichen). Striche kennzeichnen identische Aminosauren, Punkte
stehen fiir eingefiigte Zwischenrdume. Die Werte fiir die Identitdt aller drei Sequenzen sind fiir jede
funktionelle Region gegeben. Xegr-1, -3, diese Arbeit; Xegr-2 (Xkrox-20), Bradley et al., 1992.
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3.2  Untersuchungen zur Expression

Fiir die Untersuchung der zeitlichen Expression wurden RT-PCR Analysen auf Gesamt-RNA von
Xenopus Embryonalstadien und adulten Geweben durchgefiihrt. Das rdaumliche Expressions-
muster, d.h. die Lokalisation der mRNA im Embryo, wurde durch ‘whole mount’ in situ

Hybridisierung in Embryonen unterschiedlicher Entwicklungsstadien untersucht.

3.2.1 Zeitliches und riumliches Expressionsmuster des Xegr-1 Gens

3.2.1.1 Analyse der zeitlichen Xegr-1 Expression durch RT-PCR

Die Durchfithrung radioaktiver RT-PCR sollte zeigen, zu welchem Zeitpunkt der frithen
Embryonalentwicklung Xegr-1 Transkripte vorhanden sind, und in welchen Organen des adulten
Frosches die mRNA exprimiert wird.

Methoden wie RNase-Protektion und die Northern-Blot Technik besitzen den Vorteil, {iber eine
markierte Hybridisierungssonde die entsprechende RNA direkt zu detektieren, d.h., diese
Methoden stellen die tatséchlich vorhandene Menge spezifischer Transkripte dar. Demgegentiber
beruht die RT-PCR Analyse auf der Amplifikation komplementédrer DNA (cDNA), die zuvor
durch das Enzym Reverse Transkriptase von der RNA transkribiert wurde. Durch die
Amplifikation in der PCR kdénnen Transkripte aus sehr geringen RNA-Mengen nachgewiesen
werden. Um Daten zu erhalten, die sich in ihrer Quantitit relativ zueinander vergleichen lassen,
miissen die Reaktionsbedingungen der PCR so gewéhlt werden, dal die Amplifikation
proportional zur eingesetzten cDNA-Menge (bzw. der RNA-Menge) verlauft; d.h., nur wenn die
der reversen Transkription nachfolgende PCR-Reaktion in einem linearen Bereich durchgefiihrt
wird, konnen semi-quantitative Aussagen liber die Menge des Transkripts gemacht werden. Zur
Standardisierung wurde Histon H4 verwendet, da es wihrend der frithen Xenopus Embryonal-
entwicklung konstitutiv exprimiert wird (Niehrs et al., 1994). Ein RT-PCR Ansatz fiir Histon H4
enthielt stets die gleiche Menge RNA wie der Ansatz des zu analysierenden Gens. Daher konnten
die resultierenden Produktmengen miteinander verglichen werden. Die durchgefiihrten RT-PCR
Analysen waren semi-quantitativ, da keine absolute Bestimmung der eingesetzten RNA-Menge
erfolgte. Die Spezifitit der RT-PCR war abhédngig von den Sequenzen der Primer und den
Zyklusparametern der PCR (z.B. Anlagerungs-Temperatur) und konnte durch Subklonierung der

Produkte und deren Sequenzierung nachgewiesen werden.

Die Abbildung 3-9 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer Variation der Zyklenzahl fiir eine
radioaktive RT-PCR Analyse mit den Xegr-1 spezifischen Primern F-2 und R-513. Als
‘Template’ wurden 0.5 ug Gesamt-RNA (Stadium 10) in einem Gesamtvolumen von 100 ul
eingesetzt. Die PCR-Reaktion erfolgte unter Standardbedingungen (3 min 95°C, 1 min 58°C, 1
min 72°C). Nach Abschlull der PCR-Reaktion wurde 1/5 des Ansatzes in einem 6%

Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf einem Phosphorlmager-Schirm (Molecular Dynamics)
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autoradiographiert und digital ausgewertet. Als Ergebnis ist zu erkennen, dafl die Produkt-
zunahme im Bereich der eingesetzten Zyklen linear, d.h. proportional zur eingesetzten
‘Template’-Menge verlduft. Die durchschnittliche Amplifikationsrate betrug 1.83 und entspricht

der Zunahme der Produktmenge bzw. der eingebauten Radioaktivitit je Zyklus.

100000 - Abb. 3-9 Variation der Zyklenzahl in einer
RT-PCR Analyse fiir Xegr-1. Die Anzahl der
PCR-Zyklen n ist logarithmisch gegen die
eingebaute Radioaktivitit (relative Einheiten)
aufgetragen und zeigt eine lineare Produkt-
zunahme. In der Reverse-Transkriptase
4 Reaktion wurden 0.5 ug Gesamt-RNA
eingesetzt. Die anschlieBende PCR erfolgte
unter Standardbedingungen (3 min 95°C, 1 min
58°C, 1 min 72°C;) fiir n Zyklen.

10000 -

100 +—m--oro-—-ovor—--v—-"-7—"--v—"1
» 23 24 25 % 2 2 I[nl

Fiir die Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der Xegr-1 Expression wurde eine RT-PCR auf
Gesamt-RNA Préparationen frither Xenopus Embryonalstadien durchgefiihrt (Abb. 3-10). Fiir
Xegr-1 wurden in der PCR 28 Zyklen mit den Primern F2/R513 (499 bp Produkt) durchgefiihrt;
fiir Histon H4 (H4-F/H4-R, 220 bp) wurden 20 Zyklen durchgefiihrt. Die verwendeten RNA-
Praparationen waren frei von kontaminierender genomischer DNA (gDNA); Kontrollansitze
enthielten H,O statt RNA (Negativkontrolle) und gDNA (Positivkontrolle).

Xegr-1 Transkripte waren bereits maternal in der unbefruchteten Eizelle in sehr geringer Menge
nachweisbar. Erst nach Beginn der zygotischen Transkription im Stadium 8 (Newport und
Kirschner, 1982a, 1982b) konnte ein Anstieg der Expression detektiert werden; ab Stadium 9
steigt die Menge des Transkripts an und erreicht wéhrend der Gastrula-Stadien NF10.5 - NF11.5
das hochste Niveau. Im Verlauf der Neurulation nimmt die Expression leicht ab. Eine zweite
Phase erhohter Expression ist mit dem Erreichen des Kaulquappen-Stadiums (Stadium 46) zu
erkennen. Fiir den adulten Frosch lassen sich Xegr-1 Transkripte in zahlreichen adulten Organen,
wie z.B. Gehirn, Nerven, Herz, Muskel, Leber, Niere, Testis oder Lunge nachweisen. Abgesehen
von der etwas schwicheren Expression im Ovar zeigten alle anderen Gewebe ein anndhernd
gleiches Niveau.

Die Analyse in der frithen Entwicklung ergab, dafl Xegr-1 ein maternales Gen ist und durch ein
biphasisches Expressionsmuster charakterisiert wird. Im adulten Tier konnte das Transkript
ubiquitdr verteilt in allen untersuchten Organen nachgewiesen werden. Da die in der RT-PCR
detektierte Produktmenge innerhalb des linearen Amplifikationsbereiches der PCR direkt von der
Zyklenzahl abhéngig ist, war es moglich, durch eine niedrigere Zyklenanzahl das maternale
Signal von Xegr-1 zu ,,unterdriicken” und den biphasischen Verlauf der spiteren Expression

starker zu akzentuieren.
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Abb. 3-10 Analyse der Xegr-1 Expression durch RT-PCR. Fiir die reverse Transkription wurden
jeweils 0.5 ug stadien- oder gewebespezifischer Gesamt-RNA eingesetzt. (Xegr-1, Primer F2/R513, 28
Zyklen, 499 bp Produkt; Histon H4, Primer H4-F/-R, 22 Zyklen, 220 bp Produkt). (A) Xegr-1 Expression in
Xenopus Embryonalstadien. Xegr-1 Transkripte sind bereits im Ei vorhanden.und zeigen in der Embryonal-
entwicklung die stirkste Expression wéahrend der Gastrulation (NF 10 - NF 12.5). (B) Xegr-1 Expression in
Geweben/Organen aus dem adulten Frosch. Xegr-1 Transkripte wurden in allen analysierten Gebeben
nachgewiesen. Fiir die sieben Proben auf der rechten Seite der Abbildung (gDNA, H,0, Nerv, Muskel,
Blase, Auge und Oozyte) wurde in der PCR ein anderes Primerpaar verwendet. Die Amplifikate zeigten
nach der Gelauftrennung Doppelbanden. (Xegr-1, Primer F55/R332, 28 Zyklen, 299 bp Produkt, gDNA 24
Zyklen; Histon H4, Primer H4-F/-R, 24 Zyklen, 220 bp Produkt). gDNA, genomische DNA.

3.2.1.2 Analyse der riumlichen Xegr-1 Expression durch 'whole mount' in situ
Hybridisierung

Die RT-PCR Analyse hatte gezeigt, da3 Xegr-1 Transkripte bereits in der friilhen Embryogenese
vorhanden waren. Um zusétzlich das raumliche Expressionsmuster des Xegr-1 Gens untersuchen
zu koénnen, wurden ‘whole mount’ in situ Hybridisierungen mit Embryonen unterschiedlicher
Stadien durchgefiihrt. Fiir die ‘antisense’ RNA-Sonde wurde das Plasmid pBK-CMV/Xegr-1 mit
Sal I (bzw. BamH 1) linearisiert und in vitro transkribiert. Die resultierende RNA hatte eine
Lange von 2.8 kb (bzw. 1.6 kb).

Die friitheste Expression von Xenopus Egr-1 im Embryo ist im spiten Blastula-Stadium (NF 9) als
Farbung vereinzelter Gruppen von Zellen in der dorso-marginalen Zone zu sehen. Diese
verdichtet sich zu einer homogenen Fliche (NF 9.5). Das erste Auftreten der in situ-Farbung
korreliert gut mit dem in der RT-PCR gezeigten Anstieg der Expression nach der MBT. Wenn
sich in der frithen Gastrulation die dorsale Urmundlippe einstiilpt (NF 10.25), sind die
Transkripte ausschlieBlich in diesem Bereich, dem Organisator, lokalisiert. Mit fortschreitender
Gastrulation dehnt sich das Xegr-1 Signal in Form eines Gradienten in der marginalen Zone (MZ)

um den Blastoporus herum aus (NF 10.5), bis im Stadium 10.75 ein vollstindiger Ring zu sehen
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ist. Dabei bleibt die stirkste Expression auf der dorsalen Seite des sich einstiilpenden Mesoderms
erhalten. Gegen Ende der Gastrulation umgibt die Expressionsdoméne den Blastoporus, zeigt
aber zusitzlich eine sehr schwache Fiarbung entlang der dorsalen Mittellinie, im Bereich des
prospektiven Notochords (Chorda dorsalis). Zu Beginn der Neurulation (Stadium 13) nimmt die
Xegr-1 Expression stark ab und bleibt auf eine kleine Region von Zellen um den sich
zusammenziehenden Blastoporus begrenzt. Abgesehen davon sind wihrend der Neurulation keine

spezifischen Transkripte in Embryo machweisbar. Ab dem Zeitpunkt des frithen Schwanzknospen-

Stadiums (Stadium 24) konnte eine Xegr-1 Expression in der Schwanzspitze lokalisiert werden,
die in den folgenden Stadien aufrechterhalten wird. Anterior im Embryo sind ab Stadium 30
Transkripte im Bereich des Vorderhirns sichtbar. Zwischen zwei kleinen, bilateral symmetrisch
angeordneten Arealen bildet sich im Verlauf der folgenden Stadien eine Verbindung, so daf} die

detektierte Struktur die Form eines Hufeisens annimmt.

Die ‘whole mount’ in situ Hybridisierungen und die RT-PCR Analyse zeigen fiir Xegr-1 in der
frithen Gastrulation ein Organisator-spezifisches Expressionsmuster. Zudem legen die ‘whole
mount’ in situ Hybridisierungen die Vermutung nahe, da3 Xegr-1 zu den schwach exprimierten
Genen gehort: Die Farbreaktion dauert 12-30 Stunden, unabhidngig von der Lange der
eingesetzten antisense-Probe und von der Art der Farbeldsung. Die lange Farbungsdauer fiihrt mit
NBT/BCIP-Férbelosung zur Bildung unspezifischer Hintergrundfarbung, wéhrend die alternative
Verwendung des BM-Purple Substrats {iber einen ldngeren Zeitraum die Integritit der

Embryonen zerstort.

Legende fiir die folgende Seite:

Abb. 3-11 Die riumliche Verteilung von Xegr-1 und Xegr-3 in der frithen Xenopus Embryogenese.
'Whole mount' in situ Hybridisierungen an unpigmentierten Embryonen wurden mit Digoxigenin-
markierten Xegr-1 (A-G) und Xegr-3 (H-K) ‘antisense” RNA-Sonden durchgefiihrt.

(A-G) Réumliche Verteilung von Xegr-1. (A) Im Stadium 9.5 sind Transkripte in der dorsalen
Marginalzone (DMZ) zu erkennen (animaler Pol oben, Blick auf DMZ). (B) In der frithen Gastrulation
Expression im Organisator. Der Pfeil markiert die sich auf der dorsalen Seite einfaltende Urmundlippe.
(animaler Pol, oben; dorsal, rechts). Das Signal breitet sich in einem Gradienten in der marginalen Zone
(MZ) aus und bildet eine vollstindigen Ring um den Blastoporus (C, animaler Pol, oben; dorsal, rechts und
D, Blick auf vegetalen Pol). (E) Am Ende der Gastrulation wird Xegr-1 um den sich zusammenziehenden
Blastoporus (dorsal, unten) exprimiert. Eine schwache Féarbung ist entlang der dorsalen Mittellinie zu
erkennen. (F) Im Bereich des Vorderhirns zeigen zwei symmetrische, mit einander verbundene Areale
Xegr-1 Expression (Blick von oben auf den Kopf). (G) Expression in der Schwanzspitze.

(H-K) Riumliche Verteilung von Xegr-3. (H) Im Stadium NF23 sind zusétzlich zur Expression in den
Somiten und im Riickenmark Transkripte im Bereich der Augenvesikel (Pfeil) zu erkennen. (I, J) In den
Stadien NF26 und NF32 sind die Pronephrosanlage (Pfeil) bzw. drei stark angefdrbte Strukturen im
Pronephros (zwei Pfeile) gekennzeichnet. (K) Im Stadium 35 sind Xegr-3 Transkripte in Ganglien (ga),
Hinterhirn (hh), Kiemenbogen (kb), Ohrbldschen (ob), Pronephros (embryonale Vorniere; pn) pro-
nephrischer (png), Gang; Somiten (so) undWirbelséule (ws) nachzuweisen.
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Abb. 3-11 Die riumliche Verteilung von Xegr-1 und Xegr-3 in der frithen Xenopus Embryogenese
(Legende siehe vorhergehende Seite)
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3.2.2 Vergleichende Expressionsanalyse an Diinnschnitten

Um eine weitere Charakterisierung vornehmen zu konnen, wurde die frithe Expression von

Xegr-1 mit der anderer Organisator- bzw. Mesoderm-spezifischer Gene verglichen (Abb. 3-12).

Early Expression of Organizer-specific Genes
in Xenopus laevis

- Q2.5
ST9.5 ST10.25 ST11
Chordin . @ @
ST9.5 ST 10.25 ST1075
Goosecoid @ @
ST 10.25 ST 11
Brachyury @ @
ST 10 ST 11
Otx-2

)
)

ST 10.25 ST 11

XFD-1 /Pintallavis

>
=

ST 10.5 ST 11

Abb. 3-12 Expression Organisator-spezifischer Gene in Xenopus laevis. Die Darstellung zeigt einen
Vergleich verschiedener Gene, die wahrend der Gastrulation im Bereich des Spemann Organisators
exprimiert werden. Die Gene Xegr-1 (diese Arbeit), Goosecoid (gsc, Cho et al., 1991, Brachury (Xbra,
Smith et al., 1991), Otx-2 (Xotx-2, Pannese et al., 1995) und XFD-1 (Dirksen und Jamrich, 1992) kodieren
fiir Transkriptionsfaktoren; Chordin (chd, Sasai et al., 1994) kodiert fiir ein 16sliches Protein. Das
Expressions-muster von Xegr-1 in der friihen Gastrulation zeigt groe Ahnlichkeit mit der Expression von
Chordin und Brachyury.

In der schematischen Darstellung zeigen die Expressionsmuster von Xegr-1 und Chordin (chd) in
der friihen Gastrulation sehr groBe Ahnlichkeit. Die ringformige Expression von Xegr-1 im
Stadium 11 ist mit der von Brachyury (Xbra) vergleichbar. Um zu iiberpriifen, ob der zeitliche
Verlauf der beschriebenen Expressionen tatsdchlich wie bei Xegr-1 ist, wurde eine vergleichende
RT-PCR Analyse mit RNA embryonaler Stadien durchgefiihrt (Abb. 3-13).
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Abb. 3-13 RT-PCR Analyse zur zeitlichen Korrelation der Organisator-spezifischen Gene Xegr-1,
Brachyury (Xbra) und Chordin (chd) in Xenopus. Fiir die reverse Transkription wurden jeweils 0.5 ug
stadienspezifischer Gesamt-RNA eingesetzt. Die PCR-Amplifikation wurde mit jeweils 28 Zyklen durch-
gefiihrt. Primer, Anlagerungstemperaturen und Grof3e der PCR-Produkte fiir die untersuchten Gene: Xegr-1
(F2/R513) 60°C, 499 bp; Xbra (Xbra-F/-R) 56°C, 188 bp; chd (chd-F/-R) 60°C, 399 bp.

Es zeigte sich, daB mit Einsetzen der zygotischen Transkription nach der Mid-Blastula-Transition
(Stadium 8) alle drei Gene ,,angeschaltet” wurden. Dabei war unter den gewidhlten Reaktions-
bedingungen (jeweils 28 PCR-Zyklen) Xegr-1 im Stadium 9 geringfiigig stirker exprimiert als
Xbra. Demgegeniiber lieBen sich Chordin-Transkripte bereits ab Stadium 8.5 deutlich
nachweisen. Fiir einen Vergleich der spezifischen Amplifikation muf} allerdings beriicksichtigt
werden, daf3 die Primerpaare nicht notwendigerweise die gleiche Effizienz in der PCR aufweisen.
Fiir zwei andere als die in dieser Analyse verwendeten Primerpaare fiir Xegr-1 und Xbra konnte
gezeigt werden, dafl die PCR-Reaktion fiir Brachyury im Vergleich zu Xegr-1 ca. zwei Zyklen

mehr erforderte, um eine entsprechende Produktmenge zu generieren (Krain, 1997).

Um die Lokalisation der Gene wihrend der Gastrulation genauer zu bestimmen, wurde eine
vergleichende Expressionsanalyse durchgefiihrt. Anhand von in situ Hybridisierungen an
seriellen Diinnschnitten wurden die Transkriptionsfaktoren Xegr-1, Xbra und Eomesodermin
sowie das sezernierte Molekiil Chordin verglichen. Eomesodermin (eomes) ist ein kiirzlich
isoliertes Mitglied der T-Box Familie von Transkriptionsfaktoren, das eine Rolle in der Induktion
und Differenzierung des Mesoderms spielt (Ryan et al., 1996). Fiir jedes Gen wurden
aufeinanderfolgende Parallelschnitte (10 wm) spéter Blastula- sowie frither und spéter Gastrula-
Stadien verwendet. In Abbildung 3-14 ist das Ergebnis fiir die entsprechenden Stadien (NF 9,
10.5 und 12) gezeigt.
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Abb. 3-14 Vergleichende Expressionanalyse von Xegr-1, Xbra, Eomesodermin und Chordin. An
seriellen Diinnschnitten des spéten Blastula-Stadiums (NF 9) sowie des frithen (NF 10.5) und spéten
Gastrula-Stadiums (NF 12) wurden in situ Hybridisierungen mit Digoxigenin-markierten ‘antisense’ RNA-
Sonden durchgefiihrt. In den beiden unteren Reihen sind VergroBerungen der dorsalen bzw. ventralen
Urmundlippe im Stadium 12 dargestellt. (Animaler Pol, oben; dorsal rechts).

Im spéten Blastula-Stadium (NF 9) werden Xegr-1 und Chordin in der dorsalen marginalen Zone
(DMZ) exprimiert. Demgegeniiber ist die Expression von Eomesodermin sowohl dorsal als auch
ventral lokalisiert. Zu Beginn der Gastrulation (NF 10.5) zeigte sich dorsal eine verstirkte

Expression von Xegr-1, wahrend auch im ventralen Mesoderm Transkripte zu sehen waren. Die
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Transkripte von Xbra und eomes wiesen eine dhnliche Verteilung im dorsalen und ventralen
Mesoderm auf, wobei die Expression von Xbra insgesamt schwicher war. Auch eomes zeigte
eine dorsal stirkere Expression, die sich im Gegensatz zu Xegr-1 und Xbra bis weit in die
animale Hilfte ausdehnte. Die Lokalisation von Chordin blieb auf weiter innen liegende
Zellschichten der dorsalen Region beschrinkt. Im weiteren Verlauf der Gastrulation (NF 12)
blieben diese etablierten Expressionsmuster weitgehend erhalten. In der spéten Gastrula waren
die Transkripte aller vier untersuchten Gene in der DMZ zu sehen. Xegr-1, Xbra und eomes
werden auch ventral exprimiert, allerdings waren die Signale in der ventralen marginalen Zone
(VMZ) zum Teil schwicher als im Bereich der dorsalen Urmundlippe. Eine detaillierte Analyse
des invaginierten Mesoderms ergab, daBl Xegr-1 und Xbra im Zentrum des Organisators
exprimiert sind. Wéhrend sich Xegr-1 dorsal und ventral in tieferen und oberfldchlichen Zell-
schichten gleichméaBig verteilt nachweisen liefl, war Xbra in den dulleren Zellschichten etwas
schwicher exprimiert als im Inneren des Organisators. In den du3eren Zellschichten der ventralen
Region konnte im Gegensatz zu Xegr-1 keine Xbra Expression detektiert werden. Eomes ist
gleichméBig verteilt und weist dorsal eine grofere Expressionsdoméne auf, die bis in die animale
Hemisphére reicht. Chordin wurde ausschlieBlich dorsal, aber nicht in der VMZ exprimiert. Es

war primdr in den tieferen Zellschichten des einwandernden Mesoderms nachzuweisen.

Zusammenfassend 148t sich feststellen, dal Xegr-1 und Xbra hinsichtlich der rdumlichen

Expression wihrend der Gastrulation die groBte Ubereinstimmung zeigen.

3.2.3 Analyse der riumlichen Xegr-3 Expression durch 'whole mount' in situ
Hybridisierung

Fiir die ‘whole mount’ in situ Hybridisierungen mit Xegr-3 wurde das Plasmid pBstll- SK/Xegr-3

mit EcoR I (Nukleotidposition 2042) linearisiert und in vitro transkribiert. Die resultierende

‘antisense’ RNA-Sonde hatte eine Linge von 2.48 kb und beinhaltete fast die gesamte 3 -UTR
des Xegr-3 Klons.

Xegr-3 Expression in der frilhen Embryogenese konnte im Nervensystem (Hinterhirn, Ganglien,
Riickenmark), den Somiten, den Sinnesorganen (Ohrbldschen, Augen), dem Exkretionssystem
(Pronephros, pronephrischer Gang) und den Branchialbdgen lokalisiert werden und ist in
Abbildung 3-16 dargestellt. Im Stadium 23 ist eine Xegr-3 Expression in den Somiten und im
Riickenmark gut zu erkennen, wéhrend die Transkripte um die Augenvesikel herum sowie im
Bereich des zukiinftigen Ohrbldschens nur ansatzweise nachzuweisen sind. Neben einer
verstirkten Farbung am Rand des Ohrblédschens wird das Expressionsmuster in Stadium 26 durch
schwache Expression im caudalen Branchialbogen und in der Pronephrosanlage unterhalb der

vorderen Somiten charakterisiert. In der Epiphysenregion oberhalb der Augenvesikel ist eine
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punktformige Expression erkennbar, die in den folgenden Stadien erhalten bleibt. In Embryonen
der Stadien 32 und 35 kann Xegr-3 zusitzlich in Bereichen des Hinterhirns und in drei stark
gefarbten Punkten im Pronephros lokalisiert werden. Transkripte konnen auch bei der weiteren
Entwicklung der embryonalen Vorniere beobachtet werden, wie die Expression im gewundenen
tubldren System des Pronephros und in der auswachsenden Verldngerung des pronephrischen

Gangs zeigt.

3.3  Untersuchungen zur Funktion

3.3.1 EinfluBl von UV- bzw. LiCl-Behandlung auf die Egr-1 Expression

Um zu untersuchen, ob die Expression von Xegr-1 in Zusammenhang mit der dorso-ventralen
Gliederung des Gastrula-Mesoderms steht, wurde seine Expression in Embryonen analysiert, die
zum einen durch UV-Bestrahlung ventralisiert (Scharf und Gerhart, 1983), zum anderen durch
Behandlung mit LiCl dorsalisiert worden waren (Kao und Elinson, 1988).

UV-Bestrahlung des vegetalen Pols von frisch befruchteten Eiern verhindert die fiir die kortikale
Rotation des Zytoplasmas notwendige Mikrotubuli-Anordnung. Wird die fiir die Spezifikation
der embryonalen Achsen entscheidende Rotation gestdrt, resultiert dies in Anderungen des
festgelegten Korperbauplans. Als Folge entwickeln sich ventro-posteriorisierte (,,ventralisierte)
Embryonen, bei denen die Entwicklung dorsaler Strukturen verhindert ist. Dorsal exprimierte
Gene werden reprimiert; Goosecoid, chordin oder noggin zeigen in UV-behandelten Embryonen
keine Expression (Cho et al., 1991; Sasai et al., 1994; Smith und Harland, 1992).

Lithium-Ionen blockieren den Phosphatidylinositol (PI)-Zyklus durch Inhibition der Inositol-
Phosphatasen und &dndern dadurch die Aktivitét eines intrazelluldren Signalwegs (Maslanski et al.,
1992). Werden Embryonen im 32-64-Zellstadium in Lithiumchlorid-Losung inkubiert, fiihrt dies
zu ektopischer Expression von im Organisator exprimierten Genen (z.B. goosecoid, Cho et al.,

1991) und demzufolge zur Bildung dorso-anteriorisierter Phianotypen (,,Dorsalisierung*).

Xegr-1 wurde in ventralisierten und dorsalisierten Embryonen exprimiert. In den ventralisierten
Embryonen (Stadium 10.5) war die Expression gegeniiber unbehandelten Embryonen aber
verzogert und reprimiert. Die Expression in der marginalen Zone um den Blastoporus bildete
ventral noch keinen geschlossenen Ring und war in einem schmaleren Band, d.h. in einer
geringeren Anzahl von Zellen nachweisbar (Abb. 3-15). Im Gegensatz dazu konnte bei LiCl-
behandelten Embryonen eine ektopische Expression in der gesamten marginalen Zone detektiert
werden. Die ringformige Expressionsdomiine war stark in Richtung Aquator verbreitert und

zeigte die Transkripte zur gleichen Zeit wie in den normalen Embryonen.
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Abb. 3-15 Xegr-1 Expression in ventralisierten und dorsalisierten Embryonen. Embryonen des
Stadiums 10.5 wurden in 'whole mount' in situ Hybridisierungen mit Digoxigenin-markierten Xegr-1
‘antisense’ RNA-Sonden hybridisiert. (A) Unbehandelter Embryo (wt). (B) Durch UV-Bestrahlung
ventralisierter Embryo, der eine schmalere Xegr-1 Expressionsdoméne als in (A) aufweist. (C) In LiCl-
behandelten, dorsalisierten Embryonen sind Transkripte im Verglich mit (A) und (B) in einem gréBeren
Bereich der marginalen Zone detektierbar. Die unterschiedliche Ausdehnung der Expressionsdoménen in
den behandelten Embryonen ist durch Doppelpfeile gekennzeichnet.

3.3.2 EinfluB3 von Xegr-1 auf die Histologie stimulierter Animaler Kappen

Wachstumsfaktoren der FGF- und TGFf-Familie konnen in dem (isolierten) ektodermalen
Gewebe animaler Polkappen die Expression Mesoderm-spezifischer Gene induzieren (z.B. Smith
et al., 1987). Anhand animaler Polkappen-Explantate (‘Animal Caps’) sollte analysiert werden,

ob Xegr-1 einen EinfluB} auf die induzierte Mesodermentwicklung besitzt.

Die Zellen des animalen Pols sind in einem bestimmten Zeitfenster, von der Mitte der Blastula bis
zur Gastrulation, kompetent fiir Mesoderm-induzierende Signale. Durch Koinjektion von
synthetischer mRNA der zu analysierenden Faktoren ins 2- bis 4-Zell-Stadium (vor Explantation
der Polkappen) bzw. Inkubation in der entsprechenden Proteinldosung (nach Explantation) liefl
sich priifen, ob die Induktion mesodermaler Gewebe durch diese Signalmolekiile von Xegr-1
beeinflulit wird. Induzierte animale Kappen bilden in Abhingigkeit von Art und Konzentration
des induzierenden Faktors verschiedene Arten mesodermalen Gewebes aus (Green et al., 1992).
Nach Fixierung der Kappen wurden durch die Abt. Prof. Grunz (Gesamthochschule Essen)
gewebespezifische histologische Farbungen durchgefiihrt, Schnittpriaparate hergestellt und
ausgewertet. Alle drei eingesetzten Mesoderm- induzierenden Faktoren zeigten in den
histologischen Préparaten die erwarteten Effekte (Activin, Moriya und Asashima, 1992; bFGF,
Kimelman und Kirschner, 1987; BMP-4, Dale et al., 1992; BMP-4/Activin, Jones et al., 1992).
Dabei zeigten die Activin induzierten animalen Kappen eine deutliche, fiir dorsales Mesoderm
typische Elongation.

Unbehandelte animale Kappen entwickelten sich zu ektodermalem Gewebe (,,ciliated epidermis®;

A; Tab. 3-1). Diese atypische Epidermis bildet den Grundzustand, zu dem die Zellen des
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animalen Pols in Abwesenheit Mesoderm-induzierender Signale differenzieren. Die Explantate
von Embryonen, die mit synthetischer Xegr-1 mRNA (2 ng/Embryo) injiziert worden waren,
verhielten sich wie die unbehandelten Kontrollen und entwickelten sich zu atypischer Epidermis
(B). Das bedeutet, da3 Xegr-1 in der eingesetzten Konzentration nicht in der Lage ist, in den

Zellen isolierter animaler Kappen die Bildung mesodermaler Strukturen zu induzieren.

Injektion Inkubation
Xegr-1 BMP-4 | bFGF  Activin | Prip. Histologie

ng ng ng/ml ng/ml

- - - - A atypische Epidermis ("default state")

2 - - - B atypische Epidermis

- - 100 - C Mesenchym, Coelomepithel, Blutzellen, wenig Muskel, wenige
Blasen (typischer FGF-Effekt)

2 - 100 - D wie in C, Blutzellen, Coelomepithel, wenig Muskel, wenige Blasen,
etwas weniger Mesenchym als in C

2 - 10 - E wie in D, mit weniger Coelomepithel, mehr atyp. Epidermis

- 0.4 - - F 3/5: atypische Epidermis, 2/5: Blasen, Coelomepithel, wenige
Blutzellen

0.5 0.4 - - G atypische Epidermis

1 0.4 - - H atypische Epidermis

2 0.4 - - I atypische Epidermis, kein Coelomepithel

- - - 25 J viele Somiten, gestreifte Muskulatur, etwas ,,neural®, Chorda

2 25 K wie in J, Somiten, Chorda, etwas ,,neural*

- 0.4 - 25 L atypische Epidermis mit Blutzellen, 4/5 homogen, 1/5 Coelom-
epithel, Muskel

2 0.4 - 25 M atypische Epidermis mit Blutzellen, wenig Muskel, wie K

- 0.4 - 12.5 N atypische Epidermis mit Blutzellen

2 0.4 - 12.5 o atypische Epidermis geht z.T iiber in Blasenwand, Blasen incl.
Blutzellen, kein Coelomepithel

Tab. 3-1 Histologie animaler Kappen, die mit Mesoderm induzierenden Faktoren (bFGF, Activin und
BMP-4) und Xegr-1 behandelt worden waren. Animale Polkappen wurden im frithen Gastrula-Stadium
isoliert und bis zur spéten Gastrula inkubiert. Xegr-1 und BMP-4 wurden als mRNA in beide Blastomeren
des 2-Zell-Stadiums injiziert. Die Inkubation mit bFGF und Activin erfolgte im Anschluf} an die Isolierung
der animalen Kappen. Prép.: Priparat (je 5 Stiick).

Die Inkubation in bFGF induzierte mesodermale Gewebe ventralen Charakters (C), vor allem
Blut und Bindegewebe/Coelom (sekunddrer Hohlraum). Wurden animale Kappen Xegr-1
injizierter Embryonen mit bFGF inkubiert, so konnte im Vergleich mit der Mesoderm-Induktion
durch bFGF allein keine verdnderte Differenzierung des Gewebes beobachtet werden (D). Auch
bei Verwendung einer zehnfach geringeren bFGF-Konzentration entwickelte sich ein fiir bFGF-
Induktion typisches Mesoderm ventralen Charakters (E). Ein Einflu auf die FGF induzierte
Mesoderm-Induktion durch Xegr-1 wurde nicht beobachtet. Die Injektion von BMP-4 mRNA
(0.4 ng/Embryo resultierte in einer nur schwach ausgepriagten Ventralisierung des Gewebes. 2/5
der Préiparate differenzieren zu blasenhaltigem Coelomepithel und nur wenigen Blutzellen,
wihrend 3/5 der Explantate atypische Epidermis bildeten (F). Isolierte animale Kappen, denen
BMP-4 und Xegr-1 koinjiziert wurden, entwickelten sich zu atypischer Epidermis (G, H), die im
Fall der Préaparation I Blutzellen enthielt. Da aber die injizierte Konzentration an BMP-4 bereits

allein nicht ausreichte, um eine einheitliche Ventralisierung in allen untersuchten Explantaten zu
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induzieren (F), kann daraus nicht geschlossen werden, da3 Xegr-1 in der Lage ist, der BMP-4
abhingigen Ventralisierung animaler Kappen entgegenzuwirken. Wurden die isolierten
Polkappen in 25 ng/ml Activin inkubiert, konnten in den Préparaten Somiten und Muskeln (inter-
medidres Mesoderm), sowie Chorda und einige ,,neurale” Strukturen nachgewiesen werden (J).
Wurden mit Xegr-1 RNA injizierte Embryonen in Activin inkubiert (K), zeigten die Explantate
im Vergleich mit den nur Activin-behandelten animalen Kappen (J) keine Anderung in der
Histologie. Dem dorsalisierenden Effekt des Activins konnte durch Koinjektion von BMP-4
entgegengewirkt werden (L, N). Dabei zeigte sich, dal die BMP-4 Konzentration, die zuvor fiir
eine einheitliche Ventralisierung der Explantate nicht ausreichend war (F), geniigte, um die
Activin-induzierte Differenzierung zu dorsalen Merkmalen zu verhindern und Blutzellen
(ventrales Mesoderm) zu induzieren. Eine Koinjektion von Xegr-1 fiihrte zu keiner signifikanten

Anderung der Differenzierung animaler Polkappen-Zellen (M, O).

Die histologische Untersuchung stimulierter animaler Kappen ergab keinen Anhaltspunkt dafiir,
daB3 Xegr-1 in den isolierten Explantaten in der Lage war, einer Induktion ventralen Mesoderms
(bFGF oder BMP-4) oder dorsalen Mesoderms (Activin) entgegenzuwirken; eine Mesoderm-

induzierende Aktivitit von Xegr-1 konnte nicht beobachtet werden.

3.3.3 Versuch einer funktionellen Charakterisierung von Xegr-1 durch RNA-

Injektionen in Embryonen

Das Zinkfinger-Protein Xegr-1 gehort zu einer hochkonservierten Subfamilie von Transkriptions-
faktoren. Das friihe Expressionsmuster mit dem von der DMZ ausgehenden ringformigen
Gradienten in der MZ um den Blastoporus erlaubte eine Einordnung in die Gruppe Organisator-
spezifischer Gene. Um zu iiberpriifen, ob diese charakteristische Lokalisation eine funktionelle
Bedeutung in der frithen Embryonalentwicklung hatte, wurden Mikroinjektionsexperimente
durchgefiihrt. Dabei wurde in vitro transkribierte mRNA in einzelne Blastomeren des 2-Zell- bis
64-Zell-Stadiums injiziert, die dann von der zytoplasmatischen Translationsmaschinerie in das
entsprechende Protein libersetzt wurden. In den injizierten Zellen und deren Tochterzellen konnte
das Protein dann seine Funktion ausiiben und — moglicherweise — mit den frithen Entwicklungs-
prozessen interferieren.

Drei unterschiedliche Ansédtze von RNA-Injektionsexperimenten wurden vorgenommen:

Uberexpression, Aktivierung und Inhibition (Abb. 3-16).
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Abb. 3-16 Strategien zur Analyse der Xegr-1 Funktion durch RNA-Injektionen in Xenopus
Embryonen. Fiir eine ektopische Expression wurde sythetische mRNA injiziert, die die gesamte
kodierende Region des Xegr-1 Gens enthielt. Schwarze Balken kennzeichnen Zinkfinger-Motive. Zur
Aktivierung wurde eine mutierte Xegr-1 Version verwendet, die eine eine durch Punktmutation
herbeigefiihrte Aminoséuresubstitution (I*'—F) aufwies und die Bindung von Korepressoren der NAB-
Familie (Russo et al., 1993) verhindern sollte. Ein weiterer Ansatz bestand in der Injektion von RNA, die
fiir ein Fusionsprotien aus der DNA -Bindungsdoméne von Xegr-1 und der Transaktivierungsdoméne des
Adenovirus E1A kodiert (ZF-E1A). Analog wurde versucht, die Funktion von Xegr-1 zu inhiberie, indem
RNA eines Konstrukts injiziert wurde, bei dem die DNA-bindende Zinkfingerdomédne mit der
Repressionsdomine des engrailed Proteins fusioniert war (ZF-enR). Die Injektion von ‘antisense’ Xegr-1
RNA sollte durch Wechselwirkung mit den endogenen Transkripten die Bildung des Xegr-1 Proteins
unterdriicken. Eine andere Moglichkeit die Funktion des Xegr-1 Proteins zu inhibieren, bestand in der
Injektion von RNA, die fiir Proteine der NAB-Familie kodiert (rNAB1, mNAB2). Durch ektopische
Expression dieser Korepressoren sollte die transaktivierende Aktivitét von Xegr-1 eingeschrankt werden.

3.3.3.1 Uberexpression

Durch Uberexpression der fiir das Xegr-1 Protein kodierenden mRNA in verschiedenen Regionen
des sich entwickelnden Embryos sollte gezeigt werden, ob das Protein per se einen Effekt auf die
Entwicklung hat. Als Templates fiir die in vitro RNA-Synthese dienten die Plasmide pCS2+MT/
EGR1-ORF und pCS2+NLS/EGR1-ORF. Die Injektionen erfolgten in unterschiedlichen
Konzentrationen (0.2-5 ng/Embryo) in definierte Blastomeren (1/2, 2/2, 2/4, 4/4, 1/8, 1/16, 1/32,
1/64) und Lokalisationen (animal, dorsal, ventral, MZ). Es konnten keine signifikanten

Abweichungen vom Phénotyp nicht injizierter Embryonen beobachtet werden.

3.3.3.2 Aktivierung

Proteine der NAB-Familie von transkriptionellen Repressoren kdnnen an die Repressionsdoméne
der EGR-Transkriptionsfaktoren binden und dadurch deren Aktivtit vermindern (Russo et al.,
1995). Die Einfiihrung einer Punktmutation in der EGR-Repressionsdoméne fiihrte zu einem
Austausch der fiir die NAB-Bindung essentiellen Aminosaure Isoleucin — Phenylalanin (Ratte:
1293F) und resultierte in einem 15-fachen Anstieg der transkriptionellen Aktivitit von Xegr-1

(Russo et al., 1993). Eine analoge Substitution wurde mittels gerichteter Mutagenese in das
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Xenopus Egr-1 eingefiihrt (I261F, siche 2.1.21). Diese Mutante stellte aufgrund der Inbibition der
Repression durch ein NAB-Protein eine ,,aktivierte“ Version des Xegr-1 Proteins (‘gain of
function’) dar und wurde in Form von synthetischer mRNA injiziert.

Fiir die mRNA-Synthese wurde das Plasmid pCS2+NLS/I261F eingesetzt. Die Injektion erfolgte
in unterschiedlichen Konzentrationen (0.5-4 ng/Embryo) in definierte Blastomeren (2/2, 2/4, 4/4).

261

Abb. 3-17 Effekte der Xegr-1 Punktmutante I F in Xenopus Embryonen. Embryonen, denen RNA,
die fiir die Xegr-1 Punktmutante I’*'F kodiert, injiziert worden war, zeigten Augen- und Achsendefekte. (A)
Die Embryonen weisen verschiedene Verdnderungen der Korperachse auf (verkiirzte/gekriimmte Achsen,
ventrale Einschniirungen). Die Augen sind z.T. reduziert, fusioniert oder fehlen ganz. (B) Embryonen mit
unterschiedlich stark fusionierten Augen.

Die Injektion von 2 ng/Embryo in den animalen Pol fiihrte zu morphologischen Verdnderungen
gegeniiber dem nicht injizierten Wildtyp (Tab. 3-2). Die Embryonen wiesen zu 39% Stérungen
bei der Augenentwicklung auf. 40% der resultierenden Phidnotypen zeigte Achsendefekte wie z.B.
verkiirzte oder gekriimmte Kdrperachsen. Bei dem gréferen Teil der betroffenen Embryonen
(29%) wurden Verdnderungen der Augen und der Korperachse beobachtet, obwohl die Effekte
auch unabhéngig von einander auftraten (Augendefekte 10%; Achsendefekte 11%). Inwieweit die
Entstehung der resultierenden morphologischen Verdanderungen durch RNA-Injektion fiir eine
»aktivierte® Form von Xegr-1 mit der Organisator-spezifischen Expression von Xegr-1 korreliert

werden kann, ist noch nicht geklért.
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Konstrukt pCS2+NLS/I1261F Tab. 3-2 Effekte der Xegr-1 Punkt-
Anzahl der Experimente 4 mutante I™F. Embryonen W}lrden
animal in beide Zellen des Zwei-Zell-

Anzahl der Embryonen 152 Stadiums injiziert d bi
jiziert un is zum
RNA (ng/Embryo) 2 Schwanzknospenstadium inkubiert.
Injektion 2/2 Achsendefekte umfassen verkiirzte
und/oder gekrimmte Achsen sowie
Morphologie Augen ventrale Einschniirungen. Zum Spektrum
normal normal 43 (28.3%) der. A}lgendefekte gehoren reduzwurte,
S fusionierte und fehlende Augen. Phino-
Achsendefekte normal 17 (11.2%) typen wurden als Gastrulationsdefekte
normal Augendefekte 15 ( 9.8%)| eingeordnet, wenn eine unvollstindige
Achsendefekte Augendefekte 44 (29.0%)| SchlieBung des Neuralrohrs zu
beobachten war oder die Entwicklung
T e i die, Gasruladon binaus
Achsendefekte 61 (40.2%) Gelege erfolgte, wenn sich die Kontroll-
Augendefekte 59 (38.8%) | population nicht-injizierter Embryonen

normal entwickelte.

Zur funktionellen Untersuchung wurde eine mRNA fiir ein weiteres, aktivierendes Protein-
konstrukt iiberexprimiert, bei dem die DNA-bindende XEgr-1 Zinkfinger-Doméne (ZF) an die
starke Transaktivierungsdoméne des Adenovirus E1A-Proteins fusioniert worden war (Lillie und
Green, 1989). Fiir den Fall, da8 Xegr-1 einen transkriptionellen Repressor darstellt, konnte die
Verwendung eines Xegrl-ZF/E1A Konstruktes der Funktion von Xegr-1 entgegenwirken. Die
Umwandlung eines transkriptionellen Repressors in einen Aktivator durch die Fusion der
spezifischen DNA-Bindungsdoméne eines Transkriptionsfaktors mit einer Aktivierungsdoméne
ist u.a. bereits fiir Xenopus Gli-Proteine durchgefiihrt worden (Marine et al., 1997).

Als ‘Templates’ fiir die in vitro RNA-Synthese wurde das Plasmid pCS2+MTNLS/EGR1ZF-Ela
verwendet. Die Injektion der RNA erfolgte in unterschiedlichen Konzentrationen (0.5-
2 ng/Embryo) in definierte Blastomeren (2/2) und Lokalisationen (animal, dorsal, ventral, MZ).
Die Resultate der Injektionsexperimente lieferten keine Hinweise, die Aufschluf} iiber eine

Funktion von Xegr-1 in der frithen Entwicklung héitten geben kdnnen.

3.3.3.3 Inhibition

Der dritte Ansatz zielte auf die Ausschaltung des endogenen Proteins durch Uberexpression einer
‘antisense’ RNA, die komplementir zur Xegr-1 mRNA ist. Dadurch kann eine Expression der
‘sense’ RNA infolge teilweisen Abbaus der endogenen RNA und eingeschriankter Translation der
verbliebenen RNA stark vermindert werden (Lombard und Slack, 1997). Eine im Uberschu3
vorliegende ‘antisense’ RNA sollte die endogene mRNA in Form eines nicht translatierbaren
RNA-Duplex binden und so die Bildung des Xegr-1 Proteins inhibieren bzw. einschrénken.

Als Templates fiir die in vitro RNA-Synthese diente das Plasmid pCS2+/AS-EGR1. Die Injektion

erfolgte in unterschiedlichen Konzentrationen (0.05-3.8 ng/Embryo) in definierte Blastomeren
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(1/2, 2/2, 2/4, 4/4, 2/8, 1/16) und Lokalisationen (animal, MZ). Injektion von Xegr-1 ‘antisense’
RNA fiihrte nicht zur Ausbildung aberranter Phénotypen.

Desweiteren wurde ein Konstrukt fiir ein Fusionsprotein injiziert, das aus der Xegr-1 Zinkfinger-
Doméne und der Repressor-Domine des Drosophila Proteins engrailed (enR) bestand. Diese
engrailed Doméne besitzt trankriptionsreprimierende Aktivitdt und beeintrachtigt die Wechsel-
wirkung von Transkriptionsaktivatoren mit der basalen Transkriptionsmaschinerie (Han und
Manley, 1993). Die Fusion mit heterologen DNA-Bindungsdoménen resultiert in chiméren
Proteinen, die die Aktivitdt cis-regulatorischer Elemente reprimieren (Jaynes und O’Farrell,
1991). Fiir den Fall, daB Xegr-1 in Xenopus eine aktivierende Funktion besitzt, sollte durch Uber-
expression dieses Zinkfinger/enR-Repressorkonstrukts die Xegr-1 Funktion inhibiert werden. Ein
derartiger ,,dominant-negativer” Effekt konnte Hinweise auf die Funktion des Xegr-1 Proteins
liefern. Mit Hilfe dieser Strategie konnte gezeigt werden, dal ein Xbra/enR-Konstrukt in der
Lage ist, die transkriptionelle Aktivierung durch das endogene Brachyury zu beeintrachtigten und
die Funktion von Xbra in Embryonen zu inhibieren (Conlon et al., 1996). Ein weiteres Beispiel
fiir die Verwendung dominant-negativer enR-Konstrukte stellt die Analyse des Zinkfinger-
Proteins X-MyT1 (Bellefroid et al., 1996) dar.

Fiir die mRNA-Synthese wurde das Plasmid pCS2+MTNLS/EGR1ZF-enR eingesetzt. Die
Injektion der RNA erfolgte in unterschiedlichen Konzentrationen (0.125-5 ng/Embryo) in
definierte Blastomeren (1/2, 2/2, 2/4, 4/4, 1/8) und Lokalisationen (animal, dorsal, MZ). Es
konnten keine signifikanten Abweichungen vom Phénotyp nicht injizierter Embryonen

beobachtet werden.

Ein dritter Ansatz zur Untersuchung der Xegr-1 Funktion durch Inhibierung bestand darin, RNA
zu injizieren, die fiir Korepressoren der NAB-Familie kodierte. Es sollte untersucht werden, ob
die Aktivitdt der vorhandenen Xegr-1 Proteinmenge in der friihen Embryonalentwicklung durch
eine Uberexpression eines NAB Korepressors unterdriickt werden kann. Mittels degenerierter
Primer konnte durch RT-PCR ein 600 bp langes Fragment des NAB1 homologen Gens aus
Xenopus kloniert werden (siehe 3.3.3.4). Da es jedoch nicht gelang, aus den vorhandenen Gen-
Bibliotheken die vollstindige Xenopus NAB1 c¢cDNA zu isolieren, wurden fiir die RNA-
Injektionen in Xenopus Embryonen die heterologen Gene von Maus (NAB1) und Ratte (NAB2)
verwandt. Ein derartiger Ansatz ist gerechtfertigt, da zum einen aufgrund der Sequenz des
klonierten Fragments die Existenz eines homologen NAB-1 Proteins in Xenopus nachgewiesen
wurde (Kapitel 3.3.3.4) und zum anderen Beispiele bekannt sind, die zeigen, dal3 Struktur und
Funktion von Proteinen in der Entwicklung verschiedener Spezies erhalten sein konnen. Dies ist
am Beispiel des Homdobox-Proteins Xnot zu sehen, das notwendig fiir die Notochord-
Differenzierung in Xenopus und Zebrafisch ist (Gont et al., 1996; Talbot et al., 1995).
Dariiberhinaus sind Elemente von Signaltransduktionskaskaden, wie z.B. der MAP Kinase-

Kaskade, die in Menschen und Miusen an Signaltransduktion und Genregulation beteiligt sind
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(Avruch et al., 1994), ebenfalls in Xenopus vorhanden (LaBonne et al., 1995; Umbhauer et al.,
1995; Gotoh et al., 1995). Aufgrund dieser Tatsache kann in Fillen, in denen das entsprechende
Protein nicht oder unvollstdndig bekannt ist, das heterologe, d.h. artfremde Protein verwendet
werden, das im Wirtsorganismus moglicherweise seine konservierte Funktion ausiiben und die
Funktion des endogenen Proteins iibernehmen kann. Dies konnte fiir die Verwendung von
Faktoren der MAP Kinase-Kaskade, das humane Elk- und SRF-Protein (und mutierten
Versionen), sowie fiir die murine MAPK-Phosphatase (MKP-1) in den Analysen zur

Genregulation von Xegr-1 in animalen Kappen gezeigt werden (Krain, 1997).

Als Templates fiir die in vitro RNA-Synthese wurden die Plasmide mit der kodierenden Region
der heterologen NAB-Proteine, pCS2+NLS/rrfNAB1 und pCS2+NLS/mmNAB2, verwendet. Die
Injektion der mRNAs erfolgte in unterschiedlichen Konzentrationen (NAB1 0.04-5.2 ng/Embryo;
NAB2 0.2-5.4 ng/Embryo) animal in definierte Blastomeren (1/2, 2/2, 4/4). Embryonen, die mit
heterologem NAB1 bzw. NAB2 injiziert worden waren, zeigten im Vergleich mit den
Kontrollembryonen keine phénotypischen Verdnderungen und gaben keine Hinweise auf eine

Beeintrachtigung der Entwicklung in Xenopus durch Inhibition von Xegr-1.

3.3.3.4 Beschreibung eines NAB1 homologen Fragments aus Xenopus

Um zu untersuchen, ob die Funktion von Xegr-1 in der Entwicklung durch den NABI
Korepressor beeinflult werden kann, sollte eine cDNA des NAB1 homologen Gens aus Xenopus
isoliert werden. Mittels degenerierter Primer konnte in einer RT-PCR auf RNA des Stadiums 18
ein 600 bp langes Fragment isoliert werden, das eine hohere Ahnlichkeit zu NABI (Ratte; Russo
et al., 1995) als zu NAB2 (Maus; Svaren et al., 1996) aufweist (Abb. 3-18). Mit Hilfe Xnabl-
spezifischer und weiterer degenerierter Primer (J. Svaren) wurden die vorhandenen cDNA-
Bibliotheken durch PCR-Analysen getestet, wobei keine positiven Klone gefunden wurden. Auch
aus genomischer DNA konnten keine zusétzlichen Sequenzinformationen gewonnen werden, so
daB fiir keine der beiden beschriebenen funktionellen Dominen NCD1 (Egr-1 Wechselwirkung)
und NCD2 (Repression) die vollstindige Sequenz bekannt war (Svaren et al., 1996).

Die Analyse der zeitlichen Expression mittels RT-PCR aus stadienspezifischer RNA zeigte, da3
Xnab1-Transkripte bereits maternal vorhanden sind und bis zum spétest untersuchten Stadium
(NF 32) prisent sind (Abb. 3-19). Im Gegensatz zu Xegr-1 ist die friihe Xnabl Expression im
Embryo wahrscheinlich ubiquitér, da trotz des Resultats der RT-PCR weder in ‘whole mount’ in
situ Hybridisierungen noch in in situ Hybridisierungen an Diinnschnitten eine rdumliche
Expressionsdomine lokalisiert werden konnte. Auf eine mdgliche ubiquitdre Expression deutet
auch die RT-PCR Analyse auf Gewebe-RNA hin, da Xnabl1-Transkripte in allen untersuchten
Proben (Ovar, Testis, Leber, Riickenmark, Gehirn, Niere) detektiert werden konnten. Dieser
Befund entspricht der Beobachtung von Russo et al. (1995), die in NorthernBlot-Analysen
ebenfalls NABI-Expression in simtlichen Geweben feststellen konnten (Herz, Testis, Niere,

Leber, Gehirn, Thymus, Milz). Die Analysen haben gezeigt, daB zum Zeitpunkt der Xegr-1
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Expression Xnabl Transkripte vorhanden sind. Da aufgrund der angenommenen ubiquitdren
Expression von Xnabl dieses mit Xegr-1 kolokalisiert ist, besteht die Moglichkeit, dall Xnab1 die

Aktivitdt von Xegr-1 beeinflussen kann.
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Abb. 3-19 Analyse der Xnabl Expression durch RT-PCR. Fiir die reverse Transkription wurden
jeweils 0.25 ug Gesamt-RNA eingesetzt. Xnabl Transkripte konnten in allen untersuchten RNA-
Préparationen verschiedener Entwicklungsstadien und Gewebe nachgewiesen werden. (Xnabl, Primer
F50/-R442; 56°C, 45 sec je Zyklusschritt, 26x; Histon H4, Primer H4-F/-R, 22 Zyklen).

3.4  Isolierung und Charakterisierung des Xegr-1 Promotors

3.4.1 Isolierung eines genomischen Xegr-1 Klons

Neben der funktionellen Charakterisierung sollte die Regulation des Xegr-1 Gens untersucht
werden. Mit dem Ziel, essentielle Promotorelemente zu finden, wurde ein Fragment genomischer
Xenopus DNA kloniert, das 5’-genflankierende Sequenz enthielt. Die Strategie fiir die Isolierung
eines solchen Genabschnitts bestand darin, Phagen-Bibliotheken genomischer DNA mittles PCR
auf das Vorhandensein Xegr-1 spezifischer Regionen zu analysieren und entsprechende Klone
durch PCR-Screening zu vereinzeln. Um primér 5’-liegende Sequenzen zu identifizieren, wurden
Primer aus dem 5’-Bereich der cDNA gewahlt (F55/R332; F218/R542); als AusschluBBkriterium
diente ein Primerpaar am Ubergang Zinkfinger/3’-UTR (F391/R513).

Ausgehend von einer genomischen Lambda FIX II Bibliothek (I. Dawid) konnte nach neun
Titrations- und Amplifikationszyklen im anschlieBenden Plaque-Lift Screen ein einzelner
positiver Phagenklon isoliert werden. Die DNA des rein amplifizierten Phagen wurde mit
verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten und einem Southern Blot mit Digoxigenin-
markierter Sonde (PCR-Produkt F218/R542) unterworfen. Von drei detektierten Banden wurde
die mit der starksten Signalintensitit (Hind III Fragment) subkloniert und vollstindig sequenziert.

Dieser genomische Xegr-1 Klon hat eine Lange von 4116 bp.
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Abb. 3-18 Sequenzvergleich von NAB-Proteinen. Dargestellt ist ein Vergleich von NAB1 (Ratte),
NAB2 (Maus) und der abgeleiteten Aminséuresequenz eines 600 bp Xenopus NAB1-Fragments. Zwei
konservierte Doménen (NCD1, NCD2; Svaren et al., 1996; schwarze Linien) sind gekennzeichnet. Striche
kennzeichnen identische Aminosduren, Punkte stehen fiir eingefiigte Zwischenrdume. Xenopus, xINABI,

diese Arbeit; Ratte, rTNABI, Russo et al., 1995; Maus, mmNAB2, Svaren et al., 1996).

3.4.2 Bestimmung des Transkriptionsstarts (RNase Protektion)

Um den genomischen Klon auf Promotorelemente hin untersuchen zu konnen, war es notwendig,

den Startpunkt fiir die Transkription zu determinieren. Die Position des 5'-Endes der RNA wurde

durch RNase Protektion bestimmt (Abb. 3-20), indem als Hybridisierungsprobe ein markiertes
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Fragment verwendet wurde, das die Sequenz des Transkriptionsstarts enthielt. Nach
Hybridisierung gegen polyA” RNA und RNase-Verdau wurden die Proben auf einem
denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. Durch RNase Protektion wird nur doppelstrangige
RNA geschiitzt, so da3 anhand der Grof3e des resultierenden spezifischen Signals die Position des
Transkriptionsstarts ermittelt werden kann.

Zur Darstellung der Hybridisierungssonde wurde ein genomisches Fragment, das die Sequenz
zwischen dem proximalen SRE (‘serum response element’) und der 5’-Region der cDNA enthilt
(Position 2735-3191), subkloniert. Nach Linearisierung des Plasmids wurde die ‘antisense’ RNA-
Sonde durch in vitro Transkription in Anwesenheit von *?P-rUTP synthetisiert. Nach
Hybridisierung und RNase-Verdau konnte in der polyA” RNA eine 99 bp lange Bande detektiert
werden. Ausgehend vom 3'-Ende des Konstrukts (Primer R+83) wurde der Transkriptionsstart
(Position +1) der Xegr-1 RNA fiir die Nukleotidposition 3092 des genomischen Klons bestimmt.
Der Beginn der transkribierten RNA liegt damit 16 Nukleotide vor dem 5’-Ende der klonierten
cDNA; die Gesamtldnge des Xegr-1 Transkripts betrdgt demnach 2823 bp.

A

+ | antisense Abb. 3-20 Bestimmung des Transkriptionsstarts
+ | polyA+ durch RNase Protektion. (A) 0.3 ug polyA” RNA
sense wurden fiir 12 h bei 45°C gegen eine P-rUTP
+ | RNase markierte ‘antisense’ RNA-Sonde hybridisiert.
- | tRANA AnschlieBend wurden nicht hybridisierte Einzelstrange
- durch RNase-Verdau entfernt. Als Kontrolle dienten a)
M M die Hybridisierung gegen ‘sense’ RNA (Positiv-
kontrolle) und b) die ‘antisense’ RNA Probe und tRNA
ohne RNase-Verdau (Sondenintegritit). (B) Schema
zur Bestimmung des Transkriptionsstarts durch
500 - - Anlayse der Lédnge des geschiitzten Fragments.
396 - Ausgehend von dem mit Sal I linearisierten Plasmid
344 - pGEM-T/F272-R+83, das das 5'Ende der Xegr-1
298 o — -« 285 cDNA sowie den 5" flankierenden Sequenzbereick
enthielt, wurde eine radioaktiv-markierte ‘antisense’
220 L. -« 234 Sonde generiert (285 bp). Diese e?nthielt neben 234 bp
201 e Xegr-1 Sequenz und einen Anteil von 51 bp Vektor
sequenz, der nicht geschiitzt werden konnte. Dic
Hybridisierung der ‘antisense’ Sonde mit polyA” RNA
154 protektierte ein 99 bp Fragment, wihrend mit einet
134 ‘sense’ Kontroll-RNA die gesamte Xegr-1 Sequenz
(234 bp) erhalten blieb. Bei Inkubation der ‘antisense’
Sonde mit tRNA ohne anschlieBenden RNase-Verdau
konnte das die vollstindige Sondenlinge von 285 bp
(inklusive des Vektorsequenz) detektiert werden.
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3.4.3 Sequenzvergleich von genomischer DNA und Xegr-1 cDNA

Das klonierte genomische Fragment enthilt 3091 Nukleotide 5'-flankierender Sequenz (Abb.
3-21). Der ermittelte Transkriptionsstart (+1) liegt 16 Basen vor dem Beginn der cDNA. In der
3’-Region reicht das Fragment bis zur Position 469 der cDNA (Hind III Schnittstelle), wobei der

Leserahmen der mRNA durch ein 539 bp langes Intron unterbrochen wird.

-3091 AAGCTTAACTAAAGTAGGCTAGAAATGTTGTATATTATGCCTTGGGT TTCTGTACCAGCC
-3031 CAAGGCAACCACAGCCCTTTAGCAGGAAAGATCTCTGTCTCCAAAGATGCCCCAGTAGCT
-2971 CACCATCTTCTTTTCTGATGAT TTACTGTACTGAATATATAATT TAAATGTCACCACTGT
-2911 TTAGTAAATAGTACAGATTATTGGTACATGGCAGCATAGCAACCAGTGCAATTAGCATCA
-2851 AAATGTTATAAGCAGCCCTGTAGCATCAGCCTTTGTGACAGGGGAATCT TATTTTCTGCT
-2791 TGATGGTTTATGACCCCCTAAACTTAGCT TCTCAACAGCTGCTCAAAGCACACTGAGCAT
-2731 GTGAGAGTCACAGACACTCCTAACAAAAT TCAAGATGGGAAACT TCTGTGGCAGAAGGCC
-2671 TGGATCATTACTACTATTGCACCTTTAGGCTGGT TCAGTAAGTTCAGTATATAAAATATG
-2611 ACATTTCTAGCCAAATTCATTTTTAGGAT TTAGCTCTCATTCGAAAGGGAAAGAGGACTG
-2551 TCAAATTTTCATGAAACTT TGTGTAGGCT TCAGGTGATATGCAACAGAACCCAAAAGGGA
-2491 AACAATGTAATTGTCATGTAGCAAAAGTGTAATCTGTCCTCACAATTTCCATGTCTACAT
-2431 GATGGATACCAGTCTGTCCATTCACTGGCTGTCTGTGTT TTAAGTGATCTAACACAGAAA
-2371 TAATTTGTGAAACATGCTGGCAATATGCGAGAGGACTGGTGTGCAGCTAATGCTATATTT
-2311 GGTTCAGAAGTAAATGCTATTCTGTTGCTCCTTTCACACTTACAATAAATGCTGTGTTAA
-2251 ATGTTATTCAGGTAGGCCCTCT GT TCAGCTGCCAGCCAATGCCTGCCAATACGCCATGGG
-2191 AAGCAATTCACCTGGTTCCAAAAAAACGGTCAGT TCCAAGCTGCCTCTGTTAAAAGCCTT
-2131 GCCAGTACTCCTGTAAATATACAGGCCCTCTTTTGTTGCCCCTATATAATGTAGTATGAT
-2071 TTCTCTTTGTGGCATCAGCTCACTGGAAAACAACAATTATTTTTTTT TGTTT TAATTATT
-2011 TTTATTCTGGCAGCATGGCAAAATAACGAGTAAAAATGTATATTCTTGAAAGTAACATGT
-1951 TGAAAGTGACCTGAATTCAGAAAACCCATTATCCAGAAGACTCAGAATTACGAGAAGGCC
-1891 GTCTCCCATAGACACCATTTTATCCAAATAATCCACATTTTTAAAAATGATTTCCTTTTT
-1831 CTCTGTAATAATAAAACAATCGCTTGTACTTGATCCAAAATAAGATATAACTAATCCTTA
-1771 TTGGAAGCCAAACCAGCCTATTTGGGT TTATT TAATGTT TACATGAT TT TGTAGCAGACT
-1711 TAAGGTATAAAGATACTAATCACAGAAAGATCCATTATCTGGAAAACTTGATCAGGTTTT
-1651 CCTGATTAGGCGCAATACAATTCTACTGGGTTTATTTAGTGATT TTCATGATGATTTTCT
-1591 AGTAGACTTAAGGTATGAGAAGCCAAATTATGGAAAGATTTGTTTTCCAGAAAATCCCAG
-1531 ATCCCAAGAATTCTGGATAACAGGCCCATACCAGTCCTTAGTGATGGGCGAATTTTTGTC
-1471 CCATTTCGCCTCGCCGAAAAATTCAAATTTTCTGTGAAATTTGCAAAACGGGAAAAAATT
-1411 TGTGTTCTGACACTCTCGTCAATTTTGACGCCGGCGT TAAAGTTAATGGGCGTCCAAATA
-1351 ATGTTGACGCGCGCCAGTTTTGACGCAATCTACT TTTTCCAACGTGAGT CCAAAATTTCT
-1291 TGACGACGGCGAATTTTCGCTGCAGTGTATTTGCTGGCGGCGAAGCTCTGAAATTGGCAG
-1231 CGAATTTGTGCCTAGCAAATGTATTTGTCGATCACTACT TGCCACTTATTTCAGTTGTCC
-1171 AAAAACCTGTCCTGTTGAGCTACTGCAGATTCTGTGAGCTGCTCACATGCACCACACAAC
-1111 TTGTGATACTGAGACACAGCCGAAGGGAATAGCAACTCTTTATCAGGGGGTTTCACTTGC
-1051 TGCTAGTGAAGTGCAAGCATCAGTGTCTCATTGCAAAATC CATGGAAGAACATGAAAGTGT
-991 CACATTTAGATGATGTAAGAACAAATTAGATAATAATAAATTAGATAATAATAAATCCCC
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-931
-871
-811
-751
-691
-631
-571
-511
-451

-391
-331
-271
-211
-151

-91

-31

+30
+90
+150

+210

+270

+330

+390
+450
+510
+570
+630
+690
+750
+810
+870

+930

+990

AGGGAAGTGTACTTTGTAATGT TGTAGCTGTGCARATGCAACCCCCAATTTTTAGATTAC
AAATTGCATTTTAT TGTACATT TATCAAATGACAAGCCTAGT TTAGCATTCACAGCCCAA
TGCCTACATGGCCAAATCCCTACGTTT TT TAGGGAGGTGCAGAT TTGCTTTTTGGCTTGT
ACTGAAAATGTAGTAAAATATGACTTTAAAGCCCAAACGGCAGT TGTGACTGTGCAGCTG
TGACTGGCAGTGCCATAGGAGGCT GCAGGGTGAGACACAGCATAAGAGACGGATATGTGA
GATAGATCTAGATCTATAGTAGCTTTGTGATATAAAT TCTTT TATCTATGCAATGTAGCA
AT TGGGAGCGCACCTGTGT GTGTGAGAGGTTGGCAGTCCATGCACTAGTGCAGCGCTCTC
TCTGCAGCCTCCCTGCTCCTGTCTGGGCTCCAGCACCTCATCAGCACTTTTTTCCCTCTA
TGTGAAACAGAAAGGGAGAGGGAGCTGAT CCGGAAAGCCCTTAAAAGGAGCAGGAAGGAA

CCCCGCCGGAACAGCGACTTACATGGGCATAGCCT TACAT GGCCTAAGCT GCCGGGGT TT
CCGGAAGGT GGCGGGGGAGGCGGCGCT TGGCCGGGAT GCCCGGT GCT TGGGATACACCGC
CAGGGTGACCGGTAGAATCCATGGCTGCT TATACACTCCCCGGGTGGCACCCAGCGAGCG
GCACCGTTCCCAGTCTGGGCTTCCCTGGT TCCGAAGGGT TTGCACGGGGT TCCATCTCCA
GTCTTCCCCCTTCCGAGTCGACGT CACGGATCCT CCAGCTACCCTCCAAATT TGGGCTTC

CTGCAGTCCATATATGGCCATGTACGTCACAAAAGGGGAGGAGATT GAAGGCTACGAACG

+1 2

GCCGTGCGGGGGAAGCGAT TGCAGAACCGGCGACAACCCCAGCAGCAGCCAGCAAAGCTC
TAATCGCAACAACAACAACAACAAAACACTGGTTATTATCAGCACAACATACACAGTGCC
CCAAAGCCCACTGTACCGAGGGAAGAGAGCTTGCCTGTCTCCCCTCACCATTCTCCCTAG

M A V A KT EMTULV S P L Q
GGATTCCCGAGAAGCTGATGGCAGTTGCCAAAACGGAGATGCTCGTGTCACCTCTGCAGA

I s b p F S S F P H S P TMUDNY P K L
TCTCTGATCCGTTCAGCTCTTTCCCCCATTCCCCTACTATGGATAACTACCCCARACTGG

E EMMULULNWAGSGUPQF L G A S V P D
AGGAGATGATGCTGCTCAATGCCGGGGGACCT CAGTTCCTGGGCGCCTCAGTCCCTGATG

G S G F N S TV E GAE Q F D HUIL T A
GCAGCGGCTTCAAT TCCACGGT GGAGGGAGCTGAGCAAT TCGATCACCTAACAGCAGGTA

AGCACGTTGCTACCGTCTAATATCAGGGCTGTCCCACCTGCTAGTAAAGGGCTTGCTGGG
AGCTGTAGT TCTACCACAAATGAATGGCTGCAAACCAGATTTAGACGTAATTGATAGCAG
TGGGATGTAGCCTTCTATGTTGGGAAATGTCATTGCTGT GAGGT TGATAAGTGACAGACA
TTTGCATGATCAATAGAACATAATCAATGGACTTTGCATTTTGCCTT TGCAAGATCAACT
CTCCCTTTGACTAGGGT TCATTCTTTTAAGACAT CGGGGGTCCAACCTGGGGCCCTCCAG
TAGT TGT TGAAT GACAGGT GCATGCTGGGAGC TGTAGCT GGAGGGCATAGCTGATATACT
GCTGCTATAGTAGTTTATCATTTCATTGGTAAAATCACCCCCCAGAAGTGCTGTGATGTT
GACAAGTGTAGTCTTTATGCAT TGCCTATAAACAGATGCATGTCAGCTTCCTGAATAATT

D
CAATGTGCAGCGGGTCTGT TTGTT TACACACTGTAACCTGCTTT TGT TCTCT TGCAGATG

A F S EM S L S S E K A
CCTTCTCTGAAATGTCACTGAGCAGTGAGAAAGCTT
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-+—iH (i L Xegr-1 Klon

Abb. 3-21 Sequenz eines genomischen Xegr-1 Klons, der die 5" flankierende Region, Exon 1 und ein
Intron umfafit. (A) Das isolierte Fragment hat eine Linge von 4116 bp und enthdlt 3091 bp 5’
flankierende Sequenz. Der Promotor weist konservierte SRF Bindungsstellen (CArG-Boxen; doppelt
unterstrichen), ETS-Bindungsstellen (einfach unterstrichen) sowie eine TATA-Box (punktiert) auf. Der
Transkriptionsstart (+1) und das 5" Ende der Xegr-1 cDNA (#; Kapitel 3.1.3 ) sind markiert. Der
genomische Klon enthilt das Exon 1 und den Beginn des zweiten Exons. Die kodierenden Sequenzen sind
durch Fettdruck gekennzeichnet. Das Intron hat eine Lange von 539 bp. (B) Struktur der Xegr-1 cDNA und
des genomischen Klons. Die isolierte cDNA enthélt die vollstindige kodierende Sequenz und einen
Poly(A)-Schwanz (A,). Schwarze Blocke zeigen die Position der C,H,-Zinkfinger-Motive. Der genomische
Klon weist in der 5° zum Transkriptionsstart (Pfeil) gelegenen Promotorregion Bindungsstellen fiir SRF
(CArG-Boxen, [][J und Ets-Proteine (|) auf. Die Anordnung dieser Elemente wird in Kapitel 3.4.4
beschrieben. Das Exon 1 und der Begin des Exons 2 umschlieen das Intron, dessen Position in Bezug zur
cDNA gekennzeichnet ist.

Xenopus laevis besitzt einen pseudotetraploiden Chromosomensatz (Kobel und Du Pasquier,
1986), d.h. es existieren jeweils vier Allele eines Gens. Zur Untersuchung, inwieweit sich die
Sequenzen von cDNA und genomischem Fragment entsprechen, wurde ein Nukleotidvergleich
durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, da3 beide Sequenzen identisch sind, so daB3 davon ausgegangen
werden kann, daf3 die cDNA genau das Transkript des genomischen Fragments darstellt und nicht
eines im pseudotetraploiden Chromosomensatz vorkommenden Homologen. Die genomische
Struktur von Xegr-1 ist in Abbildung 3-21B dargestellt. Der Vergleich von ¢cDNA und
genomischer DNA zeigte dariiberhinaus, da3 der genomische Klon von Position +447 bis +930
ein Intron enthielt. Die Intron-Exon Ubergiinge entsprechen den von Padgett (1986) ermittelten

Konsensussequenzen fiir hohere Eukaryoten (Abb. 3-22).

Exon1l | Intron ] Exon2
Konsensus NMA G [gtaagt... PYioncag] NN
Xegr-1 GCA G [gtaagc...pysgpy,gcgg] AT
Ala A sp
hs egr-1 GCA G [gtaagc... pyi, gccag] AG
Ala G 1lu

Abb. 3-22 Intron-Exon-Ubergiinge des Xegr-1 Gens. Die Xegr-1 Sequenzen fiir die Ubergiinge von
Exon und Intron sind der von Padgett (1986) formulierten Konsensussequenz sehr dhnlich. Auch der
Vergleich mit der genomischen Sequenz des humanen Egr-1 (Sakamoto et al., 1991), das wie Xegr-1 nur
ein Intron besitzt, zeigt, daB die Uberginge gut konserviert sind.
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Die 5’-flankierende Sequenz von Xegr-1 enthélt mehrere Bindungsstellen fiir Transkriptions-
faktoren. Darunter konnten drei 'Serum Response Elemente' (SRE) identifiziert werden. SREs
sind Promotorelemente, an denen die Transkriptionsfaktoren SRF (serum response factor) und
TCF (ternary complex factor) kooperieren (Treisman, 1995). Drei CC(A/T)¢GG Elemente (CArG
Boxen), die die Bindungsstellen fiir SRF darstellen, sind im Promotor vorhanden: zwei proximale
an Position -84 (SRE I) und -106 (SRE II) sowie ein distales SRE an Position -413 (SRE III). Die
beiden proximalen Elemente sind durch eine Ets-Bindungsstelle (EBS) getrennt, wéhrend das
distale SRE von zwei EBS flankiert wird (Abb. 3-23).

Zur Suche nach weiteren potentiellen regulatorischen Elementen wurde eine Datenbankanalyse
anhand des Programms Matlnspector V2.2 (Quandt et al., 1995) vorgenommen. Dabei konnten
zahlreiche potentielle Bindungsstellen (zum Beispiel fiir AP-1, CREB oder GATA-Faktoren) im
Xegr-1 Promotor identifiziert werden. Eine Egr-1 Bindungsstelle mit dem Konsensus
CGCCCCCGC, wie sie im humanen Promotor vorhanden ist (Sakamoto, 1991), ist im 3.1 kb
langen Xegr-1 Promotorfragment nicht enthalten. Ein putatives TATA-Motiv (AAATA) befindet
sich 27 Nukleotide vor der Transkriptionsstartstelle.

3.4.4 Vergleich 5'-flankierender Sequenzen

Ein Vergleich mit den bekannten Promotorsequenzen der homologen Egr-1 Proteine von Maus
(Tsai-Morris et al., 1988), Ratte (Changelian et al., 1989), Mensch (Sakamoto et al., 1991) und
Zebrafisch (Drummond et al., 1994) zeigte, dal3 zwei regulatorische Elemente, CArG-Box und
EBS, konserviert sind. Ausgehend vom Konsensus CC(A/T)GG kommen in den verschiedenen
Spezies unterschiedlich viele CArG-Boxen vor, wobei ihre relative Anordnung zueinander
erhalten ist. Die Zebrafischsequenz weicht nur insofern von der der anderen Promotoren ab, als
daB das konservierte Muster etwa 400 Nukleotide weiter vom Transkriptionsstart entfernt
lokalisiert ist. Auffallend ist, dall keines der SREs in allen fiinf Genen konserviert ist: Die
Anordnung bei Maus und Ratte ist identisch und zeigt CArG-Boxen und EBS in allen fiinf
moglichen SREs. Im Xenopus Promotor fehlen die beiden mittleren (distalen) CArG-Boxen,
wihrend beim Zebrafisch die 2. und 4. Box (ausgehend vom Transkriptionsstart) nicht vorhanden
sind. In der humanen Sequenz sind die beiden &uBeren CArG-Boxen sowie die proximale EBS

verlorengegangen (Abb. 3-23).
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A

X.laevis TAGTAGCTTTGTGATATAAATTCTTTTATCTATGCAATGTAGCAATTGGGAGCGCACCTGTGTGTGTGAGAGGTTGGCAGTCCATGCACTAGTGCAGCGCTCTCTCTGCA -506
M.musculus CCTCGC-CCC-C-CCGGGCC-GG GCCC-GC-C---CCC- -.-GT-G-A-CCGCC-C-C-CCCA-- TAC--G-C --C-CAC--G -499
R.norvegicus ........ cc-c- --C--AC--G -489
H.sapiens CCTCGC-CCC-CT -479
2 = o -918
GCC.TCCCTG.CTCCTGTCTGGGCTCCAGCACCTCATCAGCACTTTTTTCCCTCTATGTGAAACAGAAAGGGAGAGG . GAGCTGATCC .[GGAAAGCICCTTAAAAGGAGCA -400
-G-G----C-A----C-CGCGCG---AG--T--CAG-TG-G-ACCAAG. ... -394
-G-G----C-A----C-CGCGCGT--AG--T--GGG-TG-G-ACCAAG. ... -395
-G-G----C-GA---C-CGAGCG---GG--T--CGGCTT-G-ACCAGG. ... -395
............. GAGC-----A--T--ATTG-A-CCA--CCTCCG----A--GCCAAG -833
GGAACAGCGAC. TTACATGGGCATAGCCTTACATGG . « + v ... CCTAAGCTGCCGGG.GTTTCCGGAAGGTGGCGGGGGAGGCGGCGCTTG -303
AGTGGCC-AAT-TGGC--T-CC-C-==-—— CTCTG--A--A--G-CGA---GGG- -289
AGTGGCC-AAT-TGGC--T-CC-C-=-=~~ CTCTG--A--A--G-CGAA--GGG- -289
AGTGGCC-GAT-TGGC----C.-C------ CTCTG--A--A--GAAGAA....G- -295
CAGGGCGGAGCGCGAT-TTCC.-GCCAG--CTCTGCTACA-C-CA-AC-G-AAAC -726
GCCGGGATGCCCGGTGCTTGGGATACACCGCCAGGGTGACCGGTAGAATCCATGGCTGCTTATACACTCCCCGGGTGGCACCCAGC. .. . . GAGCGGCACCGTTCCCAGT -198
LTT-—-— ----CTG-G--C--G-GA- -191
e PT—--= e ----CTG-G--C--AGG-- -191
CGGA--.GAGGG-CAA-GC---~.ACT---GAGCT-CCGGTCCCG--GG--CC---G--GGC--G-GCT-TA--C~...TC-=C-. .. ... A---.TGGG--CCTGGGA- -197
C-GAAC--TTAGCAGA---TT--GGAGAAAAGGAA-ACTTGC-CT-CCGTTTCTCT-CGAG-G---~-G-G...C~...TA--G-GCATTGATTT-CTGTG-AGGAGGAA -622
CTGGGCTTCCCTGGTTCCGAAGGGTTTGCACGGGGTTCCATCTCCAGTCTTCCCCCTTCCG. . AGTCGACGTCAC. . . GGATCCTCC . AGCTA. . CCCTCC . AAATTTGG| -97
GC....CGGAGC--G-~ .GCA-GGT--A-G-G-.C-A---C----GGATGGGAG-. .GC-TC---—-—~ T - =T-—-A--| -96
+GCA-GGT--AAGCG-.C-A--GC----GGATGGGAG-. .TC-TC---—--— TCC--G--=--= CG-TCGGT—-T~=.-T---A--| -96
~TGCA-G-T--A-G-G-.CGGG-GC-G-CGGATGGGGG-. ..C-TC-=-===— TCC--G--=--= C..-CGGT--TG-=.=T-=-A--| -94
~.-=--A--T-CCC-C-ATTTAATGCACAGGCTTAACGTT-AAG-TCC-CAAT-TGC-TTTTTCC-~T-G-CA-ACGTCATGTG-~-TCCACTGCAGTG-~T-A-~AT-~ -513
GCT'TCC[TGC . AGTICCATATATGGCCATGTACGTCACAAAAGGGGAGGAGATTGAAGGCTACGAACGCTTTARATAGGAGGCGAGCAGTGGCAGCCGC . . GAGAGA 6
-T.TC-=-~ G-A--C--GCCCGTGCT-T-C-AG--C—=-G-—--=~ AG-C---TTC-.--G--T-GC. 6
-T.TC= CG-A--C--GCCCGTGCT-T-T-AG--C~=-=-G-=---~ AG—C———TTC—.——G——T—GC..— 6
------ G-CG-A--C---CCCGTGCC-T-C-AG--C~=-C==--=-AG-CG--T-C-.--G--T-GC 6
~A-A-.AT-T--AA-G-AG--G-G-TT--C-G-GC--TGA. . ....... AAG----.[1] 6

B - 400 +1

Xenopus 4H |-"—‘—| |-‘-| I—I:

|:| CArG-Box

Maus 4'.I:|."_H:|.D D.H:Il —* ' Ets Bindungsstelle (EBS)
- =

o —— A=

Zebrafisch 4.-[}"—'—'] %D -

5 43 2 1
1 I I

Abb. 3-23 Der Xegr-1 Promotor enthélt konservierte Bindungsstellen fiir SRF (CArG-Boxen) und
ETS (EBS). (A) zeigt den Vergleich der 5'flankierenden Sequenzen des egr-1 Gens von Xenopus, Maus,
Ratte, Mensch und Zebrafisch. Konservierte CArG-Boxen sind grau unterlegt, EBS durch Rahmen
gekennzeichnet. Im Zebrafisch egr-1 Promotor liegen die markierten regulatorischen Elemente 427 bp ([1])
weiter vom Transkriptionsstart entfernt als die anderen Sequenzen. Xenopus, diese Arbeit; Maus,Tsai-
Morris et al., 1988; Ratte, Changelian et al., 1989; Mensch, Sakamoto et al., 1991; Zebrafisch, Drummond
et al., 1994. (B) Schematische Darstellung der Anordnung der regulatorischen Elemente des Serum
Response Elements (SRE), CArG-Box und EBS. Keines dieser Sequenzelemente ist in allen
Promotorsequenzen der verschiedenen egr-1 Gene konserviert. Die Numerierung der murinen SREs (1-5)
sowie der Xenopus SREs (I-III) ist angegeben. Der Transkriptionstart ist mit +1 gekennzeichnet.

3.4.5 Bildung eines terniren Komlexes aus SRF und Elk-1 am Xegr-1 Promotor

Fiir die murinen SREs konnte von McMahon und Monroe (1995) gezeigt werden, daf3 vor allem
die distalen SREs, SRE5 und SRE4 eine wichtige Bedeutung fiir die Induktion des Egr-1 Gens
haben. Von diesen beiden Elementen ist in der Xenopus Sequenz nur das distale SRES des
murinen Gens konserviert worden (s. Abb. 3-23). Die Frage, ob dieses SRE auch im Xegr-1

Promotor funktionell eine Rolle spielt, wurde in einem Gelretardations-Experiment {iberpriift
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(Abb. 3-24). Anhand eines solchen Elektromobilititsshift-Assays (EMSA) 146t sich kldren, ob ein
spezifisches Oligonukleotid in vitro durch bestimmte Proteine gebunden wird. Die Spezifitdt der
DNA-Protein-Wechselwirkung wird anhand von Promotorelementen, die mutierte Erkennungs-
sequenzen enthalten, kontrolliert.

Zur Analyse, ob das Xenopus SRE III in der Lage ist, mit hSRF und hEIlk-1 einen spezifischen
Komplex auszubilden, wurden verschiedene Oligonukleotide verwendet: Xegrl SRE (Wildtyp
SRE III), Xegrl SRE/mSRE (enthilt mutierte CArG-Box) und Xegrl SRE/mEBS (enthélt mutierte
Ets-Erkennungssequenz). Als Positivkontrolle diente das fos-SRE (SRE des humanes c-fos
Gens), da die am fos-SRE gebildeten Komplexe in der Literatur gut beschrieben sind (Hipskind et
al., 1991; Janknecht und Nordheim, 1992).

Bei Inkubation des Wildtyp-Oligonukleotids Xegr1 SRE mit SRF bildet sich ein Komplex, der im
Gel genauso schnell wandert wie fos-SRE und SRF (Komplex K1; Abb. 3-24). Wihrend
XegrlSRE und Elk-1 zusammen keine DNA-Protein-Wechselwirkung zeigten, fithrte die
Inkubation von SRF, Elk-1 und Xegrl1SRE zur Bildung von Komplexen unterschiedlicher Grofie
(K1, K2). Xegrl/mSRE zeigte weder bei Inkubation mit den einzelnen Proteinextrakten noch bei
gleichzeitiger Inkubation aller drei Komponenten einen spezifischen Komplex. EMSA mit
Xegrl/mEBS ergab in Gegenwart von SRF wie auch bei Anwesenheit von SRF und Elk-1 einen
Komplex (K1). Die Inkubation von Xegrl/mEBS mit Elk-1 zeigte keine Wechselwirkung. In der
Kontrolle am c-fos SRE fiihrte die Inkubation mit Elk-1 zu keinem Komplex und mit SRF zu
einem Komplex (K1). Die Gegenwart beider Proteine fiihrte zur Formation von zwei Komplexen
(K1, K2).

K1 beschreibt einen bindren Komplex, bestehend aus dem Oligonukleotid und einem SRF-Dimer.
Treten DNA, SRF und Elk-1 in Wechselwirkung, bildet sich ein terndrer Komplex K2, der aus
dem Oligonukleotid, einem SRF-Dimer und einem Molekiil Elk-1 aufgebaut ist. Bei hohen
Konzentrationen an Elk-1 kann es am Xegr-1 SRE zur Ausbildung terndrer Komplexe hoherer
Ordnung kommen (Daten nicht gezeigt), die neben DNA und SRF-Dimer (wahrscheinlich) zwei
Elk-Molekiile enthalten (Janknecht und Nordheim, 1992).

Der gebildete Komplex K2 enthélt sowohl SRF als auch Elk-1; in Abwesenheit von Elk-1 ist SRF
nur zur Bildung binidrer Komplexe in der Lage. Da terndre Komplexe nicht durch Elk-1 und
Oligonukleotid entstehen, ist deren Formation abhingig von SRF. Dariiberhinaus verhindert auch
die Mutation der SRF-Bindungsstelle bzw. der EBS-Bindungsstelle die Bildung ternirer

Komplexe.

Die Verwendung der mutierten Oligonukleotide konnte auch die Spezifitit der DNA-Protein-
Wechselwirkungen zeigen. Wurde die Bindungsstelle fiir SRF zerstort (Xegrl/mSRE), konnte
kein binérer (und kein ternirer) Komplex gebildet werden. Mutationen der Bindungsstellen fiir
Ets-Proteine (Xegrl/mEBS) verhinderten die Bildung des terndren Komplexes K2, aber nicht die

bindrer Komplexe, da die Bindung von SRF nicht beeinflufit wurde.
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Gen Xegr-1 c-fos
Oligo SRE SREmut | EBSmut SRE
) SRF| - - + +|- -+ +|- -+ +|- - + +
Protein
ELK | - + - +|- + - +|- + - +[- + - +
| —— K2
- v -

Abb. 3-24 SRF und EIk-1 binden spezifisch an den Xegr-1 Promotor. In einem Elektromobilitéitsshift-
Assay (EMSA) wurde die Bindung von humanen SRF und humanem Elk-1 an radioaktiv markierte
Oligonukleotide, die die Sequenz des Xegr-1 SRE III enthielten, untersucht. Als Kontrolle diente das SRE
des humanen c-fos Gens. Die Spezifitit der DNA-Proteinwechselwirkungen wurde durch mutierte
Bindungssequenzen des Xegr-1 SREs (SREmut bzw. EBSmut) tiberpriift. Die Inkubation der Protein-
extrakte mit den Oligonukleotiden resultierte in verschiedenen Komplexen (K1, K2). SRF kann an das
Xegr-1 SRE binden (K1), wihrend mit Elk-1 allein keinen Komplex ausgebildet wird. Werden beide
Protein zusammen mit dem Xegr-1 SRE Oligonukleotid inkubiert bildet sich ein Terndrkomplex (K2).
SRE, serum response element; SRF, serum resonse factor; EBS, Ets-Bindungssequenz.

Das distale SRE des Xegr-1 Promotors ist in der Lage, mit den heterologen Proteinen hSRF und
hEIk-1 einen terndren Komplex zu bilden. Hieraus ergab sich die Frage, ob auch in Xenopus die
fiir einen Terndrkomplex notwendigen Faktoren existieren, und ob sie in einem entsprechenden
raumlich-zeitlichen Bereich wie Xegr-1 vorhanden sind. XSRF ist das Homologe des humanen
SRF Proteins. Da ein zum humanen elk-1 homologes Gen in Xenopus z. Z. nicht bekannt ist,
wurde die Lokalisation des kiirzlich aus Xenopus isolierten ets-verwandten Proteins Xer81 (Chen,
Manuskript in Vorbereitung; Monte et al., 1995) untersucht. Xer81 ist in der Lage, an Ets-
Erkennungssequenzen im Promotor des Drosophila E74 Gens zu binden (Mitteilung von B.
Krain; Janknecht und Nordheim, 1992).
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Zur Analyse einer moglichen Kolokalisation wurden in situ Hybridisierungen mit Xegr-1, Xer81
und Xsrf (Mohun et al., 1991) an aufeinanderfolgenden Diinnschnitten von Gastrula-Stadien
durchgefiihrt. Das Ergebnis der vergleichenden Expressionsanalyse fiir Xegr-1 und Xer81 ist in
Abbildung 3-25 dargestellt und zeigt, dall beide Gene im Bereich der DMZ koexprimiert sind.
Xegr-1 weist die bereits beschriebene Expression in der VMZ und DMZ auf, wihrend Xer81
Transkripte zusédtzlich in den animalen Zellen des Blastocoeldachs lokalisiert sind. Eine
lokalisierte Expression von Xsrf konnte demgegeniiber weder in ‘whole mount’ in situ
Hybridisierungen noch in in situ Hybridisierungen an Diinnschnitten detektiert werden. Dall Xsrf
Transkripte in der frithen Embryogenese einschlieBlich der Gastrulation vorhanden sind, ist
jedoch von anhand von Northern Blot Analysen (Mohun et al., 1991) und RT-PCR (Krain, 1997)
gezeigt worden. Es besteht daher die Moglichkeit, das Xsrf in der frithen Entwicklungsstadien

ubiquitdr, aber nur sehr schwach exprimiert wird.

Xegr-1 ER-81

NF 10.5

Abb. 3-25 Expression von Xegr-1 und Xenopus ER81 im Embryonalstadium 10.5. In situ
Hybridisierungen an Diinnschnitten wurden mit Digoxigenin-markierten ‘antisense’ RNA-Sonden durch-
gefiihrt. Xer81 Trankskripte werden in Xenopus wéhrend der Gastrulation in der animalen Hemisphére
exprimiert und iiberlappen mit der Expressionsdoméne von Xegr-1. ER81 ist ein Mitglied der ETS-Familie
von Transkriptionsfaktoren. Es ist nicht bekannt, ob ER81 an der Aktivierung von Xegr-1 wéhrend der
Gastrulation beteiligt ist. ER81, Xer81.

Demnach sind die Faktoren, die in der frithen Entwicklung fiir die Ausbildung eines Ternér-
komplexes theoretisch notwendig sind — Xenopus XSRF und ein Protein der ETS-Familie —
iberlappend exprimiert. Ob Xsrf und Xer81 die Transkriptionsfaktoren darstellen, die an der

Aktivierung des Xegr-1 Gens beteiligt sind, ist nicht bekannt.

3.4.6 Analyse von Xegr-1 Promotorfragmenten durch Injektion in Embryonen

Im Xegr-1 Promotor konnten in vitro regulatorische Elemente identifiziert werden. Die Bindung
von SRF und Elk-1 an diese SREs ist notwendig und hinreichend fiir eine Induktion des Xegr-1
Gens (Krain, 1997). Es stellte sich die Frage, ob spezielle Promotorbereiche ausreichend sind, um

in vivo die Expression des Xegr-1 Gens in der dorsalen Urmundlippe zu kontrollieren. Um die



3. Experimente und Ergebnisse 94

raumliche Aktivitdt des Promotors zu analysieren, wurden drei Fragmente (A1, B1, B2) an ihrem
3’-Ende mit einem P-Galaktosidase-Reporter fusioniert und diese Konstrukte als DNA in

Embryonen injiziert (0.04-4 ng/Embryo; 2/2, 2/4, 4/4 Zellen; Abb. 3-26A). Zum entsprechenden
Zeitpunkt wurde die Enzymaktivitit durch Nachweis der (3-Galaktosidase in den Embryonen

analysiert (Abb. 3-26B-D).

SRE 1 11
A B2 —'—I—l—ﬂ cpgal |

<+«— 3320bp —

m
B1 — I chgal |

2973 bp

111 I
Al ——H{ chear ]

<« 1892bp —»

Kontrolle

A1 NE11 A1 T NF11 B2 NF 10.5

Abb. 3-26 Analyse von Xegr-1 Promotorfragmenten. (A) Das Schema zeigt den Aufbau der
Konstrukte B2, B1 und Al, die aus unterschiedlich langen Bereichen Xegr-1 Promotorsequenz vor einem
(-Galaktosidase (cfgal) Fusionsprotein bestehen. B2 enthdlt die gesamte isolierte Xegr-1
Promotorsequenz. B1 umfalit die 5'Sequenz des Promotors einschlieBlich des distalen SREIII. Das
Fragment in Al stellt den im 5'Bereich um 1,2 kb verkiirzten Promotor dar und enthélt wie B2 alle drei
SREs. Als Kontrolle dient zytoplasmatisches 3-Gal (Vektor pCS2+cfBgal) ohne Xegr-1 Promotosequenz.
Die Fusionsproteine enthalten zwei (B2, Al) bzw. 82 (B1) zusitzliche Aminosduren. Die
Promotoekonstrukte wurden in Form von DNA in Embryonen injiziert. Zum Zeitpunkt der Gastrulation
wurde die rdumliche Verteilung der $-Galaktosidaseaktivitit untersucht. (B-D) Analyse mikroinjizierter
Promotorkonstrukte durch Nachweis von (3-Galaktosidase in Xenopus Embryonen. Die Verteilung
der B-Galaktosidase wird zum Zeitpunkt der Gastrulation durch X-Gal Féarbung detektiert. (B, C) Die
Injektion des Promotorkonstrukts A1 (100 ng/Embryo, in beide Zellen des Zwei-Zellstadiums) resultiert in
einer ektopischen Expression des -Gal Proteins, die nicht mit der rdumlichen Expression von Xegr-1
korrelliert (A, vegetaler Pol, oben; B, Blick auf vegetalen Pol). (D) zeigt die ektopische Verteilung von f3-
Gal in einem Embryo, das mit dem Promotorkonstrukt B2 injiziert worden war (100 ng/Embryo, in beide
Zellen des Zwei-Zellstadiums). Auch in diesem Beispiel ist das injizierte Xegr-1 Promotorfragment nicht
ausreichend, um in Gastrula-Embryonen eine -Gal Expression in der Region zu generieren, die der
Expressionsdomine des endogenen Xegr-1 Gens entspricht (vegetaler Pol, oben).
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Das Konstrukt A1 beinhaltete den im 5'-Bereich um 1.2 kb verkiirzten Xegr-1 Promotor, der alle
drei SREs enthielt. In B1 war der Promotor 5 deletiert, so dall nur noch das SRE III vorhanden
war. Das B2 Konstrukt umfaflte das gesamte isolierte Promotorfragment (inklusive aller SREs).
Die Injektion des Vektors (pCS2+cfBgal) ohne Promotorfragment diente als Positivkontrolle fiir
die anschlieBende -Galaktosidase-Farbung. Als nachteilig konnte sich in diesem speziellen Fall
die Tatsache ausgewirken, dafl der Vektor pCS2+ ein Fragment des starken sCMV-IE94
Enhancer/ Promotors (‘simian cytomegalovirus major immediately early transcription unit’ [E94)
enthélt, das drei potentielle CArG-Boxen und fiinf Erkennungssequenzen fiir Ets-Proteine
aufweist (Chang et al., 1993). Die dadurch theoretisch mogliche Sequestrierung von SRF und Ets-
Proteinen wurde verhindert, indem das zu injizierende Fragment durch Restriktionsverdau und
Aufreinigung von den entsprechenden Vektorsequenzen (linearisiert) dargestellt wurde. Ein

Vergleich der Injektion zirkuldrer bzw. linearisierter DNA zeigte keinen Unterschied.

Die Promotorfragmente wurden in Form zirkuldrer bzw. linearisierter (Plasmid-)DNA injiziert.
Ein Vorteil linearisierter DNA besteht darin, da} sie zum einen effizienter repliziert wird (Marini
et al., 1988) und zudem in das Genom integriert und anschlieBend in jede Tochterzelle weiter-
gegeben werden kann (Etkin et al., 1984). Dadurch weist sie eine stirkere bzw. ldnger anhaltende
Amplifikation auf als zirkuldre DNA, die durch die Zellteilung auf die Tochterzellen verteilt und

dadurch gleichzeitig ,,verdiinnt“ wird. Die Injektion der Konstrukte Al, B1, B2 sowie des
[-Galaktosidase-Reporters erfolgte in einem Konzentrationsbereich von 0.04-4 ng/Embryo mit
folgenden Lokalisationen: beide Blastomere im Zwei-Zell-Stadium (marginale Zone und
animaler Pol); zwei dorsale Blastomere (marginale Zone) im Vier-Zell-Stadium; vier Blastomere
im Vier-Zell-Stadium (marginale Zone) und vier Blastomere im Acht-Zell-Stadium (marginale
Zone). Wenn die Embryonen das Gastrula-Stadium erreicht hatten, wurde auf f-Galaktosidase-
Aktivitit getestet. Das Ergebnis war stets eine zuféllige Farbung — unabhéngig vom Promotor-
konstrukt. Eine Promotor-abhéngige Aktivierung des Reporter-Gens, die die Verteilung des
endogenen Gens widerspiegeln wiirde, konnte nicht nachgewiesen werden. Das bedeutet, dafl
selbst das 3.1 kb lange Promotorfragment nicht ausreichend ist, um mittels DNA-Injektion ein

Muster zu erzeugen, das der riumlichen Expression von Xegr-1 entspricht oder dhnelt.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Gene, die fiir die Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren
Xegr-1 und Xegr-3 kodieren, aus dem Krallenfrosch Xenopus laevis isoliert und weitergehend
charakterisiert. Einleitend werden Struktur und Expression sowie die Einordnung in die EGR-
Familie anhand des Vergleichs mit denen verwandter Proteine beschrieben. Im Folgenden wird
fiir Xegr-1 ausgehend von einer vergleichenden Expressionsanalyse der Zusammenhang mit dem
dhnlich exprimierten Gen Xbra diskutiert. Die Isolierung eines Xegr-1 Promotorfragments fiihrt
zur Betrachtung eines Signaltransduktionsweges, der im Kontext der frithen Mesoderm-Induktion
fiir die Regulation des Xegr-1 Gens von Bedeutung ist. AbschlieBend wird die Problematik der

funktionellen Analysen von Xegr-1 diskutiert.

4.1 Homologe Gene der EGR-Familie in Xenopus laevis

Zinkfinger-Proteine lassen sich aufgrund ihrer Strukturmerkmale in zwei Klassen unterteilen:
Klasse I umfaB3t Proteine, deren Gene in gro3en Clustern organisiert sind, wie z.B. die FAX- und
KRAB-Subfamilien. Sie sind evolutionér spit entstanden und kommen nur in Vertebraten vor.
Demgegeniiber sind die Zinkfinger-Proteine der Klasse II evolutiondr hoch konserviert und an der
Regulation von Entwicklungsabldufen in Vertebraten beteiligt. Sie sind hdufig an Prozessen der
Zelldifferenzierung und der Morphogenese beteiligt und zeigen in der Regel ein differentielles
Expressionsmuster in der Embryogenese. Anhand der Anordnung der Zink finger-Doménen und
von gemeinsamen Sequenzelementen auBerhalb der Zinkfinger konnen die Klasse II-Proteine
einzelnen Subfamilien zugeordnet werden, z.B. der SP1-, EGR/KROX-, GLI- und WT1-Familie
(siehe Einleitung; Ubersicht in Pieler und Bellefroid, 1994).

Die aus Xenopus isolierte Xegr-1 cDNA und das Xegr-3 Fragment lassen sich aufgrund ihrer
Struktur (Zinkfinger-Triplett), der Aminosiure-Sequenz (Abschnitt 3.1.4 und 3.1.8) und einer
spezifischen RNA-Lokalisation (Abschnitt 3.2.1.2 und 3.2.2.2) wihrend der frithen Entwicklung
eindeutig der EGR-Familie der Klasse Il Zinkfinger-Proteine zuordnen. Der Vergleich der Egr-1
Aminosédure-Sequenzen von Xenopus, Mensch und Zebrafisch zeigt fast identische Zinkfinger-
und Kernlokalisationsdomédnen (98% bzw. 96%). Der N-terminale transaktivierende Bereich ist
dagegen nur zu 48% konserviert, wihrend der C-Terminus eine Identitdt von 46% aufweist. Die

vorausgesagte Proteinsequenz fiir Xegr-3 weist einen vergleichbar hohen Grad der Konservierung
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auf: Xenopus und humanes Egr-3 besitzen nahezu identische Kernlokalisations- und DNA-
Bindungsdominen (96% bzw. 99%). Die Ahnlichkeit der N-terminalen Domine, die fiir den
Bereich ab Beginn des zweiten Exons ermittelt wurde, betridgt 59%, wihrend die C-terminale
Region zu 64% konserviert ist. Auch auflerhalb der stark konservierten Zinkfingerdoméne
bestehen signifikante Sequenzéhnlichkeiten und erlauben ein klare Zuordnung zu den Egr-1 bzw.
Egr-3 Subtypen (Abb. 3-1). Aufgrund der hohen Ahnlichkeit der Proteine ist es wahrscheinlich,
daB3 die isolierten Gene die Homologen der bekannten Egr-Proteine darstellen. Fiir Xegr-1 wird
diese Annahme zusétzlich durch die Tatsache gestiitzt, dall neben den Proteinsequenzen auch die
Genstruktur erhalten ist, was sich an der konservierten Position des Introns zeigt. Ein weiterer
Anhaltspunkt, der Xegr-1 zweifelsfrei als das Egr-1 Homologe charakterisiert, sind die im Xegr-1
Promotor enthaltenen regulatorischen Elemente. Die 5’-flankierende Region von Xegr-1 weist
zahlreiche potentielle Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren auf, unter denen vor allem die
SREs (CArg-Box und benachbarte Ets-Bindungsstellen) konserviert sind.

Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, die Beteiligung bzw. den Einflufl von Xenopus EGRs in der
friithen Embryogenese zu studieren. Dabei lassen sich Vergleiche mit den homologen Proteinen,
die {iber Sequenz/Struktur/DNA-Bindung hinausgehen, nur bedingt zichen. So ergab beispiels-
weise die Untersuchung der Xegr-1 Expression im adulten Frosch mittels RT-PCR, daf3
Transkripte in allen untersuchten Geweben vorhanden waren (Abschnitt 3.2.1.1). Diese Daten
lassen sich nur bedingt mit den anfianglichen Expressionsanalysen in anderen Vertebraten
vergleichen, da diese mittels der Northern-Blot Methode durchgefiihrt wurden, die eine geringere
Sensitivitdt als die hier angewandte RT-PCR Technik aufweist. Demnach wird Egr-1 in Maus
(Gehirn, Herz, Lunge, Thymus; Lemaire et al., 1988; Sukhatme et al., 1988), Ratte (Lunge,
Gehirn; Milbrandt, 1987) und Zebrafisch (Gehirn, Muskel; Drummond et al., 1994) gewebe-
spezifisch exprimiert. Wéahrend fiir die Egr-1 Proteine der hoheren Vertebraten so gut wie keine
embryonalen Daten existieren, ist die Induktion von Egr-1 in unterschiedlichen Zelltypen durch
zahlreiche unterschiedliche Stimuli (Mitogene, Wachstumsfaktoren, Bestrahlung, neuronale
Erregung) sehr gut dokumentiert (Uberblick und Literaturverweise in Gashler und Sukhatme,
1995).

Ein Vergleich der zur Zeit bekannten Mitglieder der EGR-Familie in Xenopus (Xegr-1, -2, -3)
zeigt das folgende Bild: die Zinkfinger-Doménen aller drei Proteine sind nahzu identisch (90%),
wobei die meisten Aminosiuresubstitutionen konservativer Natur sind. Uber eine mittlere
Ahnlichkeit der benachbarten basischen Domine (49%) fillt die Ubereinstimmung an den
Sequenztermini drastisch ab (5-13%). Die hohe Konservierung der DNA-bindenden und kern-
lokalisierenden Sequenz weist auf eine Funktion dieser Proteine als nukledre Transkriptions-
faktoren hin. Da fiir homologe Proteine in Vertebraten gezeigt wurde, dafl die Zinkfinger-
Doménen verschiedener EGR-Subtypen an die gleiche Konsensussequenz binden konnen, folgt
daraus, dall die Abweichungen in den C- und N-terminalen Doménen fiir die differentielle

Expression und Funktion der einzelnen Proteine verantwortlich sein diirften.
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4.2  Xegr-1 Expression im Spemann-Organisator

., Ein Stiick aus der oberen Urmundlippe eines in Gastrulation begriffenen Amphibienkeims tibt
eine organisierende Wirkung auf seine Umgebung aus, derart, dafs es, an eine indifferenzierte
Stelle eines anderen Keimes verpflanzt, dort die Bildung einer sekunddren Embryonalanlage
verursacht. Man kann ein solches Stiick daher als Organisator bezeichnen.* (Spemann und
Mangold, 1924). Diese Beobachtung war der erste Anhaltspunkt fiir die Existenz eines
organisierenden Zentrums, das die Grundziige des Korperbauplans in Vertebraten etabliert. Der
Spemann-Organisator ist Ausgangspunkt induktiver Wechselwirkung und morphogenetischer
Zellbewegungen, die in der Gastrulation die Festlegung der Korperachsen und spezifische
Induktion der Gewebe einleiten. Mindestens die Hélfte der Zellen der Gastrula bendtigen fiir ihre
normale Entwicklung Signale aus dem Organisator, obwohl dieser selbst nur 5% der Zellen
ausmacht. Dabei ist der Organisator nicht die einzige Informationsquelle im Gastrula-Stadium,
denn durch Aktivierung oder Derepression umgebender Zellen werden in diesen und durch diese
weitere Prozesse wie spezifische Differenzierung oder Morphogenese initiiert.

Der Organisator ist in der dorso-marginalen Zone (DMZ) des Gastrula-Embryos lokalisiert. Seine
induzierenden Eigenschaften und auch die Kompetenz des umliegenden Gewebes zur Antwort
dndern sich im Verlauf der Gastrulation, und bereits Mangold mutmalite, da3 der Amphibien-
Organisator nicht aus einer einheitlichen Zellpopulation besteht (zitiert in Gilbert, 1994). Die
untere (anteriore) Hélfte des Organisators induziert nur Kopfstrukturen, wihrend der obere
(posteriore) Teil nur Rumpf-Schwanz-Strukturen induziert (Zoltewicz und Gerhart, 1997; Abb.
4-1a). Die Struktur des Spemann-Organisators lat sich heute daher in (mindestens) zwei
funktionelle Doménen unterteilen: einen Kopf- und einen Rumpf-Organisator. Letzterer wird
auch als Rumpf/Schwanz-Organisator beschrieben, wobei der Schwanz-Organisator als dritte
Organisator-Domine angesehen werden kann. Diese spéten rdumlichen Bestimmungen konnten
entsprechenden Strukturen frither Entwicklungstadien zugeordnet werden, so daf sich folgendes
Bild ergibt: Die dorsalen vegetalen Zellen der Blastula bilden ein erstes induktives Zentrum, das
sog. Nieuwkoop-Zentrum (Nieuwkoop, 1969a,b; 1977), das seine induktive Aktivitit bis zum
spaten Blastula-Stadium behilt, selbst aber kein Bestandteil des Organisators wird. Maternale
Genprodukte dieser dorsal-vegetalen Zellen des Nieuwkoop-Zentrums, die selbst zu
endodermalem Gewebe differenzieren, induzieren die iiberliegende marginale Zone (MZ) zur
Bildung des ,spidten Blastula-Organisators“. Der spite Blastula-Organisator ist in den tiefer
liegenden Zellen (‘deep cells’) der unteren Hélfte der DMZ des Stadiums NF 9 lokalisiert. Diese
Domaine entspricht dem Kopf-Organisator. Der spite Blastula-Organisator induziert bis zur
frithen Gastrula (Stadium 10.5) in der direkt dariiberliegenden, animalen DMZ den Gastrula-
Organisator, der Rumpf-organisierende Aktivitét besitzt. Dieser Gastrula-Organisator entspricht
der vegetalen ‘Alignment Zone’ von Lane und Keller (1997). Als mogliche dritte funktionelle
Doméne kann zum Zeitpunkt der spaten Gastrula (Stadium 13) ein Schwanz-Organisator definiert

werden, der in der dorsalen Urmundlippe lokalisiert ist und zur Schwanzausbildung bis ins
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Schwanzknospenstadium erhalten bleibt. Gont et al. (1993) beschreiben die Ausbildung der
Schwanzknospe als kontinuierliche Fortsetzung des Gastrulationsprozesses.

Zusammengenommen bilden Kopf- und Rumpf-Organisator das Aquivalent des klassischen
Spemann-Organisators zu Beginn der Gastrulation. Das bedeutet, dafl an der anterior-posterioren
Spezifikation der Achsen in Xenopus multiple, distinkte Organisatoren beteiligt sind, die in einer

zeitlichen und rdumlichen Abfolge wirken (Lane und Keller, 1997).

Der Begriff Spemann-Organisator war lange Zeit ,,nur empirisch definiert. Das Problem, wie der
Organisator organisiert ist, ist in den letzten Jahren verstdrkt mit der Fragestellung verkniipft
worden, ob die regionale Expression von Genen mit der Unterteilung des Organisators in
Subdoménen korreliert werden kann. Zur Zeit sind etwa ein Dutzend Gene bekannt, die
spezifisch im Organisator exprimiert werden (Abb. 3-12; Ubersicht und Literaturhinweise in
Lemaire und Kodjabachian, 1996; Harland und Gerhart. 1997). Sie kodieren entweder putative
Transkriptionsfaktoren (z.B. Goosecoid, Pintallavis/XFKH1, Xotx2, Xliml, Xbra, Xnot2,
Eomesodermin; Abb. 4-1B) oder sezernierte Proteine (z.B. Chordin, Cerberus, eFGF; Abb. 4-1C).

Mit der Klonierung des Egr-1 Homologen in Xenopus konnte ein weiteres Gen fiir einen
Transkriptionsfaktor isoliert werden, das in der dorso-marginalen Zone des Gastrula-Stadiums
exprimiert wird. Xegr-1 ist das erste Zinkfinger-Protein des C,H,-Typs das im Organisator
identifiziert wurde. Wie die meisten der Organisator-spezifischen Gene wird auch Xegr-1 nicht
gleichméBig im gesamten Organisator exprimiert, sondern ist in einer Subregion lokalisert (Abb.
3-14).

Ein Vergleich der friihen Expressionsdoménen von Xegr-1, Xbra, Eomesodermin und Chordin
zeigt, daB} zwischen Xegr-1 und Xbra eine sehr groBe Ahnlichkeit in Bezug auf die Lokalisation
innerhalb des Organisators besteht. Die fritheste Expression von Xegr-1 kann sowohl in den
tieferen, als auch in den oberflichlicheren Zellen der dorsalen marginalen Zone der spiten
Blastula (Stadium 9) detektiert werden. Sie ist in den in situ Hybridisierungen frither nachweisbar
als die Expression von Xbra, dem Xenopus Homologen des murinen Transkriptionsregulators
Brachyury (Smith et al., 1991), und zeigt sich noch vor Ausbildung der Urmundlippe, die sich zu
Beginn der Gastrulation bildet. Der Organisator des Stadiums 10.5 zeigt eine {iberlappende
Verteilung von Xegr-1 und Xbra (Abb. 3-14) in der animalen (posterioren) Region des
Organisators. Dabei ist die Expression beider Gene dorsal und in den oberflichlichen
Zellschichten stirker als in der ventralen marginalen Zone bzw. den tieferen Zellschichten. Xegr-
1 reicht weiter an die dorsale Urmundlippe heran als Xbra. Xegr-1 und Xbra werden in einer
Doméne exprimiert, die etwa die Hilfte der Zellen des Organisators umfalit (Vodicka und
Gerhart, 1995) und deren Position der des Gastrula-Organisators entspricht, d.h. im Rumpf-
Organisator (Lemaire und Kodjabachian, 1996). Nach Harland und Gerhart (1997) konnte die
Xbra Expressionsdoméine aber auch die Grenze zwischen den beiden Subregionen, Kopf- und

Rumpf-Organisator, darstellen. In der spédten Gastrulation (Stadium 12) sind Xegr-1 und Xbra in
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Abb. 4-1 Genexpression im Spemann-Organisator. Dargestellt ist ein Sagittalschnitt durch die dorsale
Marginalzone eines frithen Gastrula-Stadiums. Die kopf-induzierende Region (Kopf-Organisator) ist rot
unterlegt, der Bereich, der sich zu Rumpf/Schwanz-Strukturen entwickelt ist blau eingefarbt. (A) beschreibt die
Differenzierungs-“Schicksale* der entsprechenden Organisator-Regionen. AG, Vorderdarm; GF, Darmboden;
GR, Darmdach; HM, Kopf-Mesoderm; No, Notochord; NP, Neuralplatte; PE, Schlundentoderm; L, Leber. (B)
Expressionsdoménen von Genen, die Transkriptiosfaktoren kodieren. Xegr-1 (diese Arbeit), Xbra (Smith et al.,
1991), goosecoid (Cho et al., 1991), XFKHI (Dirksen und Jamrich, 1992), Xotx-2 (Blitz und Cho, 1996), Xnot2
(von Dassow et al., 1993), Xlim1 (Taira et al., 1992). (C) Lokalisierte Expression von Genen, die sezernierte
Proteine kodieren. Chordin (Sasai et al., 1994), eFGF (Isaacs et al., 1995), noggin (Smith und Harland, 1992),
cerberus (Bouwmeester et al., 1996), xnr-3 (Smith et al., 1993).

den tieferen und oberflichlichen Zellen des invaginierten dorsalen Mesoderms, wie auch des
nicht-invaginierten Gewebes um den sich schlieBenden Blastoporus detektierbar. Dabei wird
Xegr-1 im Gegensatz zu Brachyury auch in den dueren Zellschichten der ventralen marginalen
Zone exprimiert. Die Expressionsdoméne von Xegr-1 geht zu diesem Zeitpunkt iiber den Bereich
des Organisators hinaus, wie in situ Hybridisierungen an der Expression in den mesodermalen
Zellen des zukiinftigen Notochords entlang der dorsalen Mittellinie gezeigt werden konnte. Das
Notochord stellt die wichtigste Quelle von Signalen dar, die das paraxiale Mesoderm als
zukiinftigen somitischen Muskel spezifizieren. Ebenso wie Xbra zeigt auch Xegr-1 eine
fortgesetzte Expression in der spéteren Schwanzknospe, die als Resultat des fortlaufenden

Prozesses eines Schwanz-Organisators betrachtet werden kann (Gont et al., 1993).

Der Spemann-Organisator in Xenopus kann embryologisch in zwei funktionell unterschiedliche
Bereiche, den Kopf-Organisator (spdte Blastula) und den Rumpf/Schwanz-Organisator
(Gastrula), unterteilt werden. Diese Gliederung in definierte Subdominen findet ihre
Entsprechung auf molekularer Ebene in der lokalisierten Expression Organisator-spezifischer
Gene. Xegr-1 kolokalisiert mit Xbra und zeigt in der frilhen Gastrulation eine Expressions-

domane, die zum groBten Teil mit der Position des Rumpf-Organisators korreliert.
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4.3  Xegr-1 und die Mesoderm-Induktion durch den Transkriptionsfaktor Xbra

Xenopus Brachyury gehort zur Familie der T-Box Gene und ist an der Mesoderm-Induktion
beteiligt (Papaioannou und Silver, 1998; Smith, 1997). Die Funktion von Brachyury in der
Vertebraten-Embryogenese umfalit die Aktivierung von Genen, die fiir die normale Gastrulation
benotigt werden, die Bildung des posterioren Mesoderms und die terminale Differenzierung des
Notochords (Cuncliffe und Smith, 1992, 1994).

Die auffallend dhnliche Expression von Xegr-1 und Xbra im Verlauf der Gastrulation fiihrte zu
der Fragestellung, ob neben der rdumlichen Beziehung auch eine funktionelle Wechselwirkung
zwischen den beiden Transkriptionsfaktoren besteht. Eine derartige Wechselwirkung lieBe sich
aber nur fiir den Entwicklungszeitraum der Gastrulation bzw. der Mesoderm-Induktion
definieren, da beide Gene nicht ausschlieBlich im Organisator exprimiert werden, sondern in der
spateren Entwicklung unterschiedliche Expressionsdominen aufweisen.

Die in situ Hybridisierungen zeigten Unterschiede beim Nachweis der Transkripte und lassen den
SchluB zu, daf Xegr-1 aufgrund der extrem langen Dauer der Farbreaktion (12-24 h) im
Vergleich mit Xbra (2-3 h) ein sehr schwach exprimiertes Gen darstellt. In der Gastrulation
unterscheidet sich Xegr-1 dorsal durch seine bis an die Urmundlippe heranreichende Expression
(Abb. 3-14, Stadium 10.5) und durch Signale in den duBleren Zellschichten der ventralen Lippe
(Stadium 12). In der dorsalen Mittellinie, dem zukiinftigen Notochord, ist die Expression von
Xegr-1 deutlich schwicher als die von Xbra. Das biphasische Expressionsmuster von Xegr-1
zeigt nach der Gastrulation eine Abnahme, zum Schwanzknospenstadium hin eine Zunahme.
Letztere korreliert mit der Expression zweier punktformiger Areale im Bereich des Vorderhirns
(Stadium 32), die in der Folge durch ein ,,Band“ Xegr-1 exprimierender Zellen verbunden
werden. Im Gegensatz dazu wird die Xbra Expression nach der Gastrulation stirker reduziert und
ist wihrend der Neurulation im Notochord und posterioren Zellen exprimiert (Conlon et al.,
1996); im Stadium 18 sind keine Xbra-Transkripte detektierbar (Krain, 1997; Smith et al., 1991).
Der Vergleich von Experimenten, die zur Charakterisierung der Funktion beider Transkriptions-
faktoren durchgefiihrt wurden, zeigte deutliche Differenzen zwischen Xegr-1 und Xbra. Bei
Uberexpression von Xbra in Xenopus-Embryonen erfolgte keine Mesoderm-Invagination am
Blastoporus, und es kam zu ektopischer Bildung posterioren Mesoderms (Cuncliffe und Smith,
1992, 1994; Rao et al., 1994), wobei in Abhidngigkeit von der Xbra Konzentration
unterschiedliche Arten an Mesoderm induziert wurden (Cuncliffe und Smith, 1992; O'Reilly et
al., 1995). Ektopische Expression von Xegr-1 lieferte keine Anzeichen fir eine
Mesoderm-Induktion. Um die Inhibition der endogenen Xbra Funktion in Xenopus Embryonen zu
untersuchen, wurde ein dominant-negativ wirkendes Repressorkonstrukt (Xbra-enR) verwendet,
bei dem die transkriptionelle Aktivierungsdoméne gegen die Repressordoméine des Drosophila
engrailed-Proteins ausgetauscht worden war. Injizierte Embryonen zeigten am Ende der
Gastrulation Schwierigkeiten, den Blastoporus zu schlieen, wihrend in Kaulquappen-Stadien

posteriore Strukturen fehlten. Durch Koinjektion von (Wildtyp) Xbra-RNA konnte eine partielle
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,»Wiederherstellung® (‘rescue’) der posterioren Defekte erzielt werden (Conlon et al., 1996). Ein
entsprechender ‘loss-of-function’-Ansatz wurde fiir Xegr-1 durchgefiihrt, dabei konnte jedoch
keine Beeinflussung des Phinotyps durch ein Xegrl-ZFD/engrailed Repressorkonstrukt

beobachtet werden; selbst hohe Konzentrationen wirkten nicht toxisch.

Neben den Unterschieden, die in den Experimenten zur Funktion der Proteine beobachtet wurden,
zeigten die Induktionsversuche zur Analyse der Regulation zum Teil vergleichbare Resultate fiir
Xegr-1 und Xbra. Die Untersuchungen zur Induktion und Regulation von Xegr-1 wihrend der
Mesoderm-Induktion wurden innerhalb einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe Nordheim
(Med. Hochschule Hannover; Universitdt Tiibingen) von Bernhard Krain im Rahmen seiner
Dissertation durchgefiihrt (Krain, 1997). Die Analysen erfolgten im Animalkappensystem.

Die Transkription beider Gene, Xegr-1 und Xbra, konnte durch Mesoderm-induzierende Peptid-
wachstumsfaktoren (eFGF, Activin, BMP-4) induziert werden. Durch Verwendung dominant-
negativer Rezeptoren wurde gezeigt, dal die Induktion von Xegr-1 (und Xbra) von einem
intakten FGF-Signalweg abhingig ist. Da bekannt war, dafl die Mesoderm-Induktion durch FGF
iiber Elemente der MAP Kinase Signalkaskase verlduft (LaBonne et al., 1995; Gotoh et al., 1995;
Umbhauer et al., 1995) wurden Inhibitoren oder modifizierte Versionen der beteiligten Signal-
molekiile eingesetzt, um die Bedeutung des MAPK-Signaltransduktionsweges fiir die Xegr-1
Induktion zu analysieren. Die Inhibition der MAPK-Kaskade durch die MAPK-Phosphatase-1
(MKP-1) hatte den gleichen inhibierenden Effekt auf die Expression von Xegr-1 (und Xbra) wie
der dominant-negative FGF-Rezeptor (dnFR). Auch die Induktion durch konstitutiv aktives Ras,
sowie die Inhibition durch dominant-negatives Raf zeigten keine Unterschiede zwischen Xegr-1
und Xbra. D. h. die Induktion von Xegr-1 (und Xbra) in isolierten animalen Kappen erfolgt also
durch die FGF-induzierte Aktivierung des MAP Kinase-Signalweges. Nach der Betrachtung der
zytoplasmatischen Transmitter dieser Kaskade wurden nun die Faktoren untersucht, die im
Zellkern direkt an der Regulation der Zielgene beteiligt sind. Zum einen war fiir Transkriptions-
faktoren der Ets-Familie eine Beteiligung am FGF-vermittelten MAPK-Signalweg gezeigt
worden (Literatur in Wasylyk und Nordheim, 1997), und zum anderen war bekannt, daf in
Zellkultur-Experimenten SRF- und Ets-Proteine an der Regulation der Egr-Expression beteiligt
sind (McMahon und Monroe, 1995). SRF- und Ets-Proteine konnen an SREs (‘serum response
elements’) des Zielgen-Promotors einen terndren Komplex ausbilden und dadurch die
Transkription initiieren. Mittels dominant-negativem Elk-1 (dnElk-1), einer transkriptionell
inaktiven Mutante eines Ets-Proteins, konnte die FGF-induzierte Xegr-1 Expression in animalen
Kappen spezifisch inhibiert werden. Die Verwendung einer konstitutiv aktiven Version von SRF
(SRF-VP16) aktiviert ebenfalls nur Xegr-1 (in Abwesenheit Mesoderm-induzierender Faktoren).
Xbra wird weder durch dnEIk-1 inhibiert, noch durch SRF-VP16 aktiviert. Dies legt den Schlufl
nahe, dal} die transkriptionelle Regulation von Xegr-1 und Xbra unterhalb der MAP Kinase ERK

auf unterschiedliche Weise erfolgt.
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Aufgrund der sehr dhnlichen Expression der beiden Gene wihrend der frithen Entwicklung stellte
sich die Frage, ob zwischen Xegr-1 und Xbra eine gegenseitige Wechselwirkung existiert. Um
diese Moglichkeit zu untersuchen, wurden Injektionsexperimente durchgefiihrt. Dabei zeigte sich,
daB Xbra in der Lage ist, in animalen Kappen Xegr-1 zu induzieren, wihrend Xegr-1 keine Xbra
Induktion bewirkte. Da Xbra die Expression von FGF induzieren kann (Schulte-Merker und
Smith, 1995) und Xegr-1 iiber einen FGF-induzierten MAPK-Signalweg reguliert wird, kann die
Xegr-1 Induktion durch Xbra durch zwei unterschiedliche Mechanismen bewirkt werden:
entweder direkt durch Wechselwirkung des Transkriptionsfaktors Xbra am Xegr-1 Promotor oder
indirekt iiber eine FGF-vermittelte Signaltransduktion. Die Blockierung des FGF Signalwegs
mittels dnFR oder MKP-1 inhibierte die Xegrl- Aktivierung durch Xbra. Das resultierende
Modell (Abb. 4-2; Panitz et al., 1998) beschreibt die Xegr-1 Aktivierung durch Xbra als einen
indirekten Effekt, der iiber Xbra-induziertes FGF und den FGF-vermittelten MAP Kinase Signal-

transduktionsweg verlauft.
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Abb. 4-2 Modell fiir eine indirekte Xegr-1 Induktion durch Xbra, die iiber den FGF-vermittelten
MAP Kinase Signalweg verlduft. Aktivierung von Xegr-1 kann durch dorsale und ventrale Wachstums-
faktoren erfolgen. Die Induktion ist abhdngig von einem funktionierenden FGF-Signalweg, der
Ras/Raf/ERK sowie die Transkriptionsfaktoren SRF und Elk enthélt. Xbra kann Xegr-1 induzieren, indem
es FGF aktiviert, das sowohl Xbra (autoregulatorischer Kreislauf) als auch Xegr-1 induziert. Xegr-1 stellt
damit ein indirektes Zielgen fiir Xbra dar.
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Die Tatsache, daB3 Xegr-1 keine Induktion von Xbra bewirken konnte, steht im Einklang mit den
kiirzlich publizierten 5’-flankierenden Sequenzen von Xbra (Artinger et al., 1997) und Xbra2
(Latinkic et al., 1997), die beide keine der bisher bekannten Egr-1 Erkennungssequenzen
aufweisen. Dariiberhinaus sind in diesen Promotoren keine CArG-Boxen enthalten, was eine

Erldrung fiir die fehlende Reaktion beziiglich des aktivierenden SRF-VP16 Konstrukts sein kann.

Wihrend Xbra an der Mesoderm-Induktion beteiligt ist (Cuncliff und Smith, 1992; O’Reilly et
al., 1995), scheint dies fiir Xegr-1 nach den bisherigen Erkenntnissen nicht zuzutreffen. Die
histologische Untersuchung von Xegr-1 (RNA) injizierten animalen Kappen ergab keine Anhalts-
punkte fiir die Induktion mesodermaler Gewebe (Tab. 3-1). Die Kappen hatten sich analog zu den
nicht injizierten Kontrollexplantaten zu atypischer Epidermis entwickelt. Die Explantate zeigten
keine Elongation. Demgegeniiber ist Xbra in der Lage, in isolierten Kappen ventro-laterales
Mesoderm zu induzieren, wie histologisch an Xbra-injizierten animalen Kappen nachgewiesen
werden konnte (O'Reilly et al., 1995). Weder ektopische Expression noch die Inhibition von
Xegr-1 zeigten einen Effekt auf die Mesoderm-Induktion in animalen Kappen: In Xegr-1
injizierten Explantaten liel sich kein Einflul auf die Mesoderm-Induktion durch koinjizierte
Wachstumsfaktoren der FGF- und TGF- Familie festellen (Tab. 3-1). Weiterhin fiihrte die
Injektion von dnElk in animalen Kappen zwar zur Inhibition der Xegr-1 Expression, zeigte aber
keine generelle Storung der Mesodermbildung. Laut Mitteilung von B. Krain entwickelten auch
dnElk-injizierte Embryonen einen normalen Phénotyp. Die Expression von Xegr-1 konnte nicht
mit der Elongation animaler Kappen oder der Expression anderer mesodermaler Gene in

Zusammenhang gebracht werden (Krain, 1997).

4.4  Der Xegr-1 Promotor kann SRF und Elk-1 binden

Da SRF und Elk-1 an der spezifischen Regulation der Xegr-1 Aktivitét beteiligt sind, wurde
untersucht, ob diese Transkriptionsfaktoren eine direkte Wechselwirkung am Xegr-1 Promotor
ausbilden konnen. Die Klonierung eines 3.1 kb langen Promotorfragments ergab, dafl der
5’-flankierende Bereich eine Vielzahl von potentiellen regulatorischen Elementen aufweist. Der
Vergleich der Promotorregionen verschiedener Egr-1 Proteine zeigt, daf3 die relative Anordnung
der regulatorischen Elemente erhalten ist (Abb. 3-23). Bemerkenswert ist ferner, daf3 es fiinf
mogliche Positionen der SREs gibt, von denen aber keine in allen Vertebraten konserviert ist.
Durch einen Vergleich konnten im Xenopus Egr-1 Promotor drei konservierte SREs, d.h. SRF-
bindende CArG-Boxen und Ets-Bindungsstellen, identifiziert werden. Durch Gelretardations-
assays (EMSA) wurde getestet, ob SRF und Elk-1 Proteine in der Lage sind, mit spezifischen
Xegr-1 Promotorsequenzen Komplexe zu bilden (Abb. 3-24). Als Oligonukleotide dienten dabei

die Xegr-1 Promotorbereiche, die dem distalen SRE des Maus Egr-1 Promotors entsprachen.
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Obwohl sich die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen hinsichtlich der Bedeutung der
einzelnen SREs fiir Egr-1 Aktivierung unterscheiden, ist das jeweils distale SRE als wichtig fiir
die Egr-1 Induktion beschrieben worden (McMahon und Monroe, 1995; Watson et al., 1997).
SRF kann sowohl allein als auch in Gegenwart von Elk-1 einen Komplex am Xenopus SRE
formen, wihrend Elk-1 in Abwesenheit von SRF nicht in der Lage ist, das SRE zu binden (Abb.
3-24). Robinson et al. (1997) hatten kiirzlich durch ‘Differential Display’ und ‘whole genome’-
PCR gezeigt, dall Egr-1 ein direktes Zielgen des murinen Transkriptionsfaktors ETSI ist.

Die Ergebnisse zeigen, da3 die SRE/Ets-Elemente im Xegr-1 Promotor als Bindungsstellen fiir
einen Multiproteinkomplex dienen konnen, der dem fiir das c-fos SRE beschriebenen Ternér-
komplex &hnlich ist. Die in vitro Daten identifizieren das distale Xegr-1 SRE nicht nur als
potentielles Element fiir die transkriptionelle Regulation, sondern zeigen gleichfalls die
Moglichkeit auf, dal die Wirkung der injizierten Faktoren iiber eine direkte Bindung an den

Xegr-1 Promotor erfolgt.

Aufgrund der Tatsache, daB3 die heterologen Proteine hSRF und hElk-1 in der Lage sind, am
distalen SRE des Xegr-1 Promotors einen terndren Komplex zu bilden, stellt sich die Frage nach
der Existenz der homologen Proteine in Xenopus. Sind die Faktoren, die am Xegr-1 Promotor
einen Komplex bilden konnen, im Gastrula-Embryo vorhanden und mit Xegr-1 kolokalisiert?
Anhand von in situ Hybridisierungen mit XSRF (Mohun et al., 1991) und ER81 (Chen et al.,
Manuskript in Vorbereitung) an seriellen Diinnschnitten von Gastrula-Stadien konnte gezeigt
werden, da3 die Expression beider Proteine zeitlich und rdumlich mit der von Xegr-1 iiberlappt.
XSREF ist das Homologe des humanen SRF, wihrend ER81 ein Ets-verwandtes Protein darstellt.
Ebenso wie fiir ER81 ist fiir die in Xenopus identifizierten Proteine Ets-1 und Ets-2 keine
Organisator-spezifische Expression beschrieben worden. Eine Expression von c-ets-1 ist in
frithen Stadien vorhanden, fillt wihrend der Gastrulation rasch ab und ist von der Neurulation an
bis in die spite Embryogenese wieder nachweisbar (Stiegler et al., 1993). Demgegeniiber zeigen
Meyer at al. (1997), dal die zygotische Expression von ets-1 und ets-2 nach der MBT ubiquitar
beginnt und wihrend der Gastrulation auf einen Ring um den Blastoporus beschrinkt wird. In den
Neurula- und Schwanzknospenstadien wurden Transkripte u.a. in Neuralleistenzellen, Ganglien
und dem Pronephros beobachtet.

Zusammenfassend 14t sich feststellen, dal XSRF und einige Xenopus ets-Proteine wihrend der
Gastrulation in Bereichen exprimiert werden, die mit Xegr-1 iiberlappen. Sie konnten die
terminalen Faktoren der MAP-Signalkaskade darstellen, die an der Regulation von Xegr-1 in der

friihen Embryogenese beteiligt sind.

Durch Injektion von SRE enthaltenden Promotorkonstrukten in Embryonen wurde die rdumliche
Aktivitdt des Xegr-1 Promotors untersucht. Es galt, die Frage zu kldren, ob die spezifischen
regulatorischen Elemente innerhalb des Promotorkontextes ausreichend sind, um in vivo die

Expression des Xegr-1 Gens im Organisator zu regulieren. Als Nachweis der Promotoraktivitét
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diente die Enzymaktivitit (3-Galaktosidase) des gebildeten Reporter-Fusionsproteins. Die
Embryonen wurden im Gastrula-Stadium analysiert und zeigten unabhingig vom Promotor-
konstrukt eine zufallsverteilte Farbung, deren Verteilung vielmehr von der Injektionsstelle
abhéngig war, als daB} sie die endogene Verteilung von Xegr-1 im Organisator wiedergespiegelt
hitte. Im Gegensatz zu Kaufmann et al. (1996), die zeigen konnten, daB3 injizierte Promotor-
fragmente des XFD-1" Gens ausreichen, die rdumliche Expression des Gens zu simulieren,
konnte eine rdumliche Aktivierung des Reporter-Gens, die mit der Verteilung des endogenen
Xegr-1 Gens korreliert, nicht nachgewiesen werden. Die Tatsache, da} selbst das gesamte
Promotorfragment (3.1 kb) nicht ausreichend ist, um ein Muster zu erzeugen, das der rdumlichen
Expression von Xegr-1 entspricht oder dhnelt, gibt einen Hinweis darauf, dafl weitere
regulatorische Elemente (zusitzliche Bindungsstellen bzw. weitere Proteine) fiir die spezifische

Aktivierung wihrend der Gastrulation bendtigt werden.

4.5  Zur funktionellen Charakterisierung von Xegr-1 in der frithen

Embryonalentwicklung

Fiir Untersuchungen zur Funktion von Genen bzw. der kodierten Proteine wihrend der frithen
Embryogenese ist das Xenopus-System gut geeignet, da aufgrund der GroBe der befruchteten
Oozyten und der ersten Teilungsstadien (ca. 1-1.5 mm) (RNA-)Mikroinjektionen durchgefiihrt
werden konnen. Dabei ist es z.T. moglich, Effekte, die infolge einer Expression der synthetischen
mRNA fiir den zu charakterisierenden Faktor auftreten, direkt mit einer Funktion zu korrelieren.
Dennoch ergeben sich fiir Expressionsstudien zwei generelle Probleme: Zum einen wissen wir
nicht, ob das translatierte Protein in einer biologisch verfiigbaren Form vorliegt und ob die
injizierte synthetische mRNA in eine biologisch aktive Form des Proteins iibersetzt wird.
Andererseits 148t sich nur schlecht eine Aussage treffen, inwieweit das Expressionsniveau
(gemessen als Signalstirke der Farbung) mit der biologischen Effektivitdt korreliert (Slack,
1994). Fiir den Fall, dal zum einen fiir die kodierende Sequenz eines klonierten Gens mittels
Uberexpression der RNA keine Funktion definiert werden kann und zum anderen das
gleichzeitige Vorhandensein eines endogenen Genprodukts mangels eines spezifischen Anti-
korpers nicht nachgewiesen werden kann, ergibt sich wie im Fall von Xegr-1 die Schwierigkeit,
die Bedeutung der Expression in einem spezifischen Bereich des sich entwickelnden Embryos zu
interpretieren. Die Annahme, daf3 eine Lokalisation im fiir die Entwicklung essentiellen Gastrula-
Organisator mit einer entsprechend relevanten Funktion einhergeht, konnte fiir Xenopus Egr-1
nach den bisherigen Ergebnissen nicht bestitigt werden.

Bei den Versuchen, in denen Fusionsproteine bestehend aus DNA-bindendender Doméne von
Xegr-1 und der Aktivator- bzw. Repressordomine heterologer Proteine (E1A und engrailed)

verwendet wurden, kdnnte aufgrund sterischer Effekte eine spezifische DNA-Bindung der Zink-
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finger-Doméne verhindert worden sein. Die Ansdtze mit DNA-Bindungsdoméinen anderer
Zinkfingerproteine haben allerdings bereits zu Effekten gefiihrt, die im Hinblick auf die Funktion
des untersuchten Gens interpretiert werden konnten (z.B. MyT1, Bellefroid et al., 1996; Xenopus
tailless, Hollemann et al., 1998; Xbra, Conlon et al., 1996).

Eine weitere Moglichkeit, die Funktion von Xegr-1 zu hinterfragen, bestand in der Identifizierung
von NAB-Proteinen, die in der Lage sind, durch Wechselwirkung mit der Repressionsdoméne
EGR-Proteine in ihrer Aktivitidt zu reprimieren. Die im murinen Egr-1 identifizierte, fiir die
NAB-Bindung notwendige Aminosédure Isoleucin (Russo et al., 1993) ist auch in Xegr-1
konserviert. In Transfektionsexperimenten konnten Russo et al. (1995) zeigen, dal eine Egr-1
Substitutionsmutante (I**—F) zu einer 15-fachen Steigerung der transkriptionellen Aktivitit
fiithrt. Durch die ektopische Expression der Xegr-1 Mutante (I261F; 2 ng/Embryo, 2/2
Blastomere) konnte wahrscheinlich eine Aktivierung erzielt werden, die mit einer Haufigkeit von
39% in einer morphologischen Verédnderung des Phénotyps resultierte (Abb. 3-17). Die Frage, ob
die Defekte im Kopfbereich eine direkte Folge der Uberexpression von ,,aktiviertem* Xegr-1
darstellen, und ob dies die Funktion von Xegr-1 im Organisator widerspiegelt, 146t sich nach den
vorliegenden Daten nicht schliissig beantworten. Dal} eine Inhibierung der NAB-abhédngigen
Repression von Xegr-1 noch nicht ausreicht, um im Embryo in einem hohen Prozentsatz
spezifische Effekte zu generieren, konnte darauf hinweisen, dal weitere Prozesse fiir die
Aktivierung, z.B. posttranslationale Modifikationen, erforderlich sind. Es ist bekannt, daf
Phosphorylierung von Egr-1 einerseits zu einem Anstieg der DNA-Bindungsaktivitét fiihrt
(Huang und Adamson, 1994) und andererseits nicht notwendig fiir die Aktivitit als Repressor ist,
da bakteriell exprimiertes Egr-1 in vitro die Transkription reprimiert (Zeleznik und Sukhatme,
unverdffentlicht; zitiert in Gashler und Sukhatme, 1995). In diesem Zusammenhang wird von
Russo et al. (1993) die Moglichkeit diskutiert, dafl eine Phosphorylierung die EGR-Repressions-
doméine durch Verhinderung einer Wechselwirkung mit einem Kofaktor inaktiviert und dadurch
die Aktivitit von Egr-1 erhoht.

Geht man davon aus, dall Egr-1 erst durch Inhibition der Repression aktiviert werden muf3, um als
Aktivator wirken zu konnen, bedeutet dies, da3 Egr-1 durch die Bindung von NAB-Proteinen in
einem inaktiven Grundzustand vorliegt. Eine solche Annahme wiirde erkliren, warum die Uber-
expression von NAB-1 und NAB-2 keinen zusitzlichen, reprimierenden Effekt erzeugt. Dal3 die
Verwendung heterologer NAB-Proteine zu keinem Einflul auf die Embryonalentwicklung
gefiihrt hat, kann aber auch daran gelegen haben, da3 weitere Faktoren oder Modifikationen nicht
vorhanden waren. Das Kernlokalisationssignal (NLS), das iiber das Plasmidkonstrukt in die
synthetische mRNA eingefiihrt wird, diirfte, sofern es keine essentiellen Doménen des zu
bildenden Proteins maskierte, keinen EinfluB gehabt haben, da zumindest fiir NAB1 gezeigt
worden ist, daf} es die Egr-1 Funktion nicht durch dessen Retention im Zytoplasma beeinfluf3t
(Russo et al., 1995). NABI1 besitzt ein eigenes NLS und ist nicht in der Lage, die Bindung von
Egr-1 an DNA zu verhindern (Swirnoff et al., 1998).
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Die Verwendung heterologer Proteine stellt kein prinzipielles Problem dar, da fiir andere
Proteine, z.B. Faktoren der MAP Kinase-Kaskade, gezeigt werden konnte, da3 die heterologen
Proteine in der Lage sind, im Wirtsorganismus die Funktion des endogenen Proteins zu

iibernehmen (siehe Kapitel 3.3.3.3).

Die Verwendung von ‘antisense’ RNA stellt eine weitere Mdglichkeit zur spezifischen
Unterdriickung der Genexpression dar. In Bezug auf Egr-1 war gezeigt worden, dal3 'antisense’
Oligonukleotide in myeloischen Zellen die Egr-1 Expression verhindern und dadurch die Makro-
phagen-Differenzierung blockieren konnen (Nguyen et al., 1993). Dal} Injektion von ‘antisense’
RNA auch in Xenopus erfolgreich eingesetzt werden kann, war durch die Untersuchung der
antagonistischen Wechselwirkung zwischen Gsc und Bmp-4 demonstriert worden (Steinbeisser et
al., 1995). Und nicht zuletzt die Studien von Lombardo und Slack (1997) zur Inhibition der eFGF
Expression in Xenopus haben gezeigt, dal3 zwar eine Reduzierung der endogenen RNA durch
‘antisense’ RNA nachgewiesen werden kann, diese aber nicht notwendigerweise in der Bildung
phénotypischer Effekte am ganzen Embryo resultieren mufl. Demnach wiesen mit ‘m’GTP-Cap’
[7TmG(57),,p(57)G] versehene ‘antisense’ Transkripte von CS2+ Plasmiden eine gute Stabilitéit in
Embryonen bis zum Ende der Neurulation (Stadium 17) auf, d.h., da3 die ‘antisense’ RNA zum
Zeitpunkt der Gastrulation zur Inhibition der Genexpression vorhanden ist. Durch ‘antisense’
RNA konnte die Stabilitdt einer ‘sense’ RNA um 65% und die Proteinexpression um 80%
reduziert werden. Allerdings war hierzu ein hoher UberschuB an ‘antisense’ RNA notwendig
(1000-1250x%). Eine vollstandige Reduktion infolge einer Sattigung konnte nicht erreicht werden.
Auch die Injektion von ‘antisense’ RNA in Embryonen fiihrte zu einer Reduzierung sowohl der
endogenen RNA um 60%, als auch des Proteins, was zeigt, da} ‘antisense’ RNA durchaus ein
Mittel ist, um die biologische Aktivitidt der ‘sense’ RNA zu inhibieren. Durch Injektion von
‘antisense’ Xbra RNA konnten Cuncliffe und Smith (1992) allerdings keinen Effekt wiahrend der
Embryogense erreichen.

Das Ziel, durch Ausschaltung eines Mitglieds einer Multigenfamilie dessen in vivo Funktion in
der frithen Embryonalentwicklung zu untersuchen, konnte fiir Xegr-1 ebenso wenig erreicht
werden, wie z.B. fiir eFGF (Lombardo und Slack, 1997). Dies konnte bedeuten, dal3 andere
(unbekannte) Xenopus Egr-Mitglieder zur gleichen Zeit und am gleichen Ort wie Xegr-1
exprimiert werden und dessen Funktion {ibernehmen konnen. Die zur Zeit bekannten Xenopus
EGR-Proteine (Xegr-1, -2 und -3) weisen allerdings zeitlich und rdumlich sehr verschiedene
Expressionsmuster auf. Eine funktionelle Redundanz durch andere Mitglieder der EGR-Familie
konnte daher ein Grund sein, daB3 auch die anderen Injektionsexperimente zur Inhibition der
Xegr-1 Funktion keine morphologischen Effekte zeigten. Vielleicht miissen mehrere Mitglieder
einer Multigenfamilie ausgeschaltet werden, um einen (groBeren) biologischen Effekt zu

erreichen.
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Die Resultate aus den Versuchen zur Inhibierung der Egr-1 Funktion in Xenopus stehen im
Einklang mit Ergebnissen aus Analysen Egr-1 defizienter Méuse. Lee und Mitarbeiter (1995)
inaktivierten in embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) beide Egr-1 Kopien und konnten zeigen,
daB3 der Verlust von Egr-1 in ES-Zellen keinen Einfluf auf Zellwachstum und Zelldifferenzierung
hat. Homozygot-mutierte Méuse, denen Egr-1 fehlte, zeigten normale Wachstumsraten und
wiesen keine offensichtliche Stérung der zelluldren Differenzierung auf. Die Autoren vermuten
als Ursache eine funktionelle Kompensierung durch redundante Mechanismen, obwohl sie keinen

entsprechenden Anstieg der Expression anderer Mitglieder der EGR-Familie beobachten konnten.

Dariiberhinaus zeigten die Egr—l_/ ~ Miuse keine offensichtlichen Entwicklungs- oder Verhaltens-

defekte (Lee et al., 1995). Lediglich die homozygoten Egr—l_/_ Weibchen waren unfruchtbar, was

auf eine gestorte Regulation eines Hypophysenhormons (‘Luteinizing Hormon’, LH) zurtick-

gefiihrt werden konnte (Lee et al., 1996a). Eine neuere Studie von Topilko et al. (1998) weist
demgegeniiber betrachtliche Unterschiede auf: Homozygot-mutierte Egr-lf/ ~ Maénnchen und

Weibchen wiesen eine reduzierte Korpergrofe auf und waren steril. Als Ergebnis werden dem
Egr-1 Protein in Bezug auf hormonproduzierende Zellinien der vorderen Hypophyse zwei
unterschiedliche Funktionen, transkriptionelle Aktivierung und Kontrolle der Zellproliferation,
zugeschrieben. In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dal Egr-1 im Gegensatz zu den
Befunden von Nguyen et al. (1993) nicht notwendig fiir die Makrophagen-Differenzierung ist
(Lee et al., 1996b).

Diese Zusammenhinge zeigen, dall viele Effekte die mit der Funktion von Egr-1 assoziert

wurden, unabhéngig von Egr-1 sind.

Homologe Gene konnen in der Entwicklung verschiedener Vertebraten einerseits in analogen
Strukturen exprimiert werden und in analogen Funktionsabldufen integriert sein, wie beispiels-
weise bei Xnot/floating head in Xenopus und Zebrafisch (Gont et al., 1996; Talbot et al., 1995)
oder von Goosecoid in Xenopus, Maus und Huhn wéhrend der Gastrulation (Cho et al., 1991;
Blum, et al., 1992; Izpisua-Belmonte et al., 1993) demonstriert wurde. Auf der anderen Seite
kann die Tatsache, dal Gene, deren Homologe im Xenopus-Organisator exprimiert werden, bei
Inaktivierung in der Maus keinen frithen Phénotyp entwickeln (gsc, Rivera-Perez et al., 1995;
Egr-1, Lee et al., 1996a; Topilko et al., 1998) als Anhaltspunkt dafiir dienen, dal} sie —
inbesondere in einer Multigen-Familie — durch andere Faktoren funktionell substituiert werden
konnen. Aufgrund fehlender embryonaler Defekte bei der Inaktivierung des murinen Egr-1 Gens
besteht die Moglichkeit, daBB Xegr-1 trotz seiner frithen, Organisator-spezifischen Expression
nicht notwendigerweise eine essentielle Funktion in der Embryonalentwicklung von Xenopus

besitzt.

Dennoch erlaubt die Isolierung des Xenopus Egr-1 Gens und des Xegr-1 Promotors die

Betrachtung einiger Aspekte im Rahmen der Embryonalentwicklung: Zum einen zeigt Xegr-1 als
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das erste im Organisator identifizierte Zinkfinger-Protein zu Beginn der Gastrulation ein
Expressionsmuster in einem spezifischen Bereich des Organisators. Im Zusammenhang mit
anderen Genen, die im Organisator in verschiedenen Regionen exprimiert werden, stellt es daher
einen weiteren Anhaltspunkt fiir eine komplexe Unterteilung des Organisators in einzelne
Doménen dar. Zweitens kann Xegr-1 als Beispiel fiir die Genregulation in der Embryonal-
entwicklung eines Vertebraten dienen: Einige Gene, die frith im Organisator exprimiert werden,
zeigen in der spiteren Entwicklung eine sekundire Expression. Dies kann zum einen bedeuten,
daB3 die Genprodukte eine duale Funktion haben, oder andererseits ein Hinweis sein, daf fiir die
Regulation von Entwicklungsprozessen in aufeinanderfolgenden Stadien durch den gleichen
Faktor ein Satz von Liganden, Rezeptoren, intrazelluldren Effektoren und transkriptionellen
Regulatoren verwendet wird. Dabei induzieren Signale die regionale Expression von
Transkriptionsfaktoren, die ihrerseits neue, rdumlich begrenzte Signalwege induzieren bzw.
kontrollieren. Als grundlegende Einheit eines derartigen regulatorischen Netzwerks konnen
Elemente des Typs [Signal— Transkriptionsfaktor— Signal] angesehen werden (Arnone und
Davidson, 1997; Davidson, 1993). Fiir die Regulation von Xegr-1 in der frithen Embryogenese
lassen sich somit folgende ,,Module* erkennen: [Wachstumshormon— Xbra— FGF], [FGF—
Xegr-1— ... (unbekanntes Signal)] (siche Abb. 4-2). Die auf der Isolierung von Xegr-1
basierenden Daten (diese Arbeit und Krain, 1997) haben gezeigt, da3 an der Egr-1 Aktivierung in
der frithen Xenopus Embryonalentwicklung prinzipiell die gleichen Signalkaskaden und
transkriptionellen Regulatoren beteiligt sind wie in Séugetierzellen. Durch die Klonierung des
Xegr-1 Promotors war es mdglich, nachzuweisen, dal der MAP Kinase-Signalweg iiber die cis-
regulatorischen Elemente direkt auf das Xegr-1 Gen wirken kann. Abschliefend 146t sich
feststellen, daBB mit Xegr-1 neben FGF ein weiteres, indirektes Zielgen fiir Xbra identifiziert

worden ist.

4.6  Xegr-3 in der Entwicklung von Xenopus laevis

Der ebenfalls im Verlauf dieser Arbeit identifizierte Zinkfinger-Transkriptionsfaktor Xegr-3 stellt
das Egr-3 Homologe der Egr-Genfamilie in Xenopus dar (siehe Kapitel 3.1.8, 3.1.9, 4.1). Studien
zur funktionellen Charakterisierung haben gezeigt, dal eine Transaktivierung durch Egr-3 infolge
der fast identischen DNA-bindenden Zinkfinger-Doméne durch die gleiche Zielsequenz wie fiir
Egr-1 erfolgen kann (Patwardhan et al., 1991). Ebenso wie Egr-1 gehort Egr-3 zu den frithen
Genen, die nach Stimulierung ohne de novo Proteinbiosynthese andere Zielgene induzieren
konnen (‘immediate-early response genes’). Eine Egr-3 Expression ist bisher nur fiir Gewebe der
adulten Ratte beschrieben worden und zeigt, dal die einzelnen EGR-Subtypen trotz

vergleichbarer Bindungseigenschaften in den adulten Organen unterschiedlich exprimiert werden
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(Patwardhan et al., 1991; Milbrandt, 1987; Lemaire et al., 1988). In Northern Blot-Analysen
konnten beispielsweise in der Niere nur Egr-3, aber keine Egr-1 Transkripte nachgewiesen
werden. Demgegeniiber konnte allerdings eine Egr-1 Expression in kultivierten Nierenzellen,
sowie in isoliert perfundierter Niere nachgewiesen werden (Joannidis et al., 1997). Zur Frage-

stellung, ob Egr-3 wihrend der Entwicklung eine Rolle spielt, liegen keine Ergebnisse vor.

Die Identifizierung des Egr-3 Homologen in Xenopus ermoglichte es, die Expression in der
friihen Embryonalentwicklung zu untersuchen. Dabei zeigte sich, dal3 die drei Xenopus EGR-
Proteine in der Entwicklung differentiell exprimiert werden (Kapitel 3.2.1, 3.2.3; Bradley et al.,
1992). Bei der Expressionsanalyse in ganzen Embryonen wurden Transkripte fiir Xegr-3 im
Vergleich mit Xegr-1 und -2 erst spéter, ab den Neurula-Stadien detektiert.

Vergleicht man die muskelspezifische Expression von Xegr-3 mit XMyoD, ein fiir die Muskel-
differenzierung notwendiges bHLH Protein (Hopwood et al., 1992; Weintraub, 1993), fillt auf,
dall die Transkripte entlang der anterior-posterioren Achse von Schwanzknospen-Stadien
ebenfalls nicht gleichméBig exprimiert werden. Wéhrend Xegr-3 cranial in den anterioren
Somiten stirker exprimiert wird als caudal, ist die XMyoD Expression im caudalen
Schwanzbereich, wo noch Muskeldifferenzierung stattfindet, hoher als in den anterioren Somiten.
Im Gegensatz zu Xegr-3 ist die XMyoD Expression bereits in Gastrula-Stadien vorhanden.

Fiir eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren, Signalmolekiilen und -Rezeptoren, sowie anderen
Faktoren ist eine Expression im Pronephros (Pronephros-Anlage, Tubuli, Glomerus,
pronephrischer Gang) beschrieben worden (detaillierte Ubersicht in Davies und Brindli, 1997);
dennoch sollen im Folgenden nur drei Beispiele erwahnt werden: Der Transkriptionsfaktor XPax-
2 (Heller und Bréndli, 1997) zeigt im Bereich von Pronephros, Hinterhirn und Wirbelséule
iiberlappende Expressionsdoménen mit Xegr-3. Auch der Transkriptionsregulator Xl-ets-2
(Meyer et al., 1997) weist in Schwanzknospen-Stadien ein dhnliches Expressionsmuster wie
Xegr-3 auf und wird neben der Expression in Pronephros, pronephrischem Gang und Wirbelsdule
auch in den Ganglien im Bereich der Augen und des Ohrbldschens stark exprimiert. Im
Gegensatz zu XPax-2 und Xl-ets-2, die beide bereits frither als Xegr-3 exprimiert werden,
exisitiert mit dem Xenopus Wilms Tumor-Gen (xWT1; Carroll und Vize, 1996) ein
Transkriptionsfaktor, dessen Expression von Stadium 20 bis zum spidten Schwanzknospen-
Stadium auf das entstehende Nierensystem beschrinkt bleibt. Das Tumorsuppressor-Gen WT1
kodiert fiir ein Zinkfinger-Protein, dessen Zinkfinger-Doméne der der EGR-Familie sehr dhnlich
ist und an die gleiche EGR Konsensus-Sequenz binden kann (Gessler et al., 1990; Call et al.,
1990). Es wird in Xenopus im Glomus des Pronephros exprimiert.

Welche Funktion Xegr-3 beispielsweise bei der Muskelbildung oder der Entstehung der

(embryonalen) Niere im Rahmen der frithen Entwicklung besitzt, bleibt zu kléren.
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4.7  Ausblick

Zur weiteren Charakterisierung von Xegr-1 sollte untersucht werden, ob und wo eine spezifische
Expression wéhrend der Organogenese stattfindet. Die Herstellung eines Antikdrpers zum
Nachweis des endogenen Proteins wire ein wichtiger Schritt, um den tatsdchlichen Wirkungort
von Xegr-1 lokalisieren zu konnen. Eine weitere Moglichkeit zur Untersuchung der Regulation
von Xegr-1 stellt die Promotoranalyse in transgenen Froschen dar. Dafiir stehen seit kurzem zwei
Strategien zur Verfiigung, die die Nachteile des Xenopus-Systems umgehen, denn aufgrund der
langen Generationszeit und des tetraploiden Chromosomensatzes sind Mutagenese- und
Ziichtungsexperimente in Xenopus nicht in der Art durchfiihrbar, wie dies fiir Analysen in Maus
oder Fisch der Fall ist. Kroll und Amaya (1996) etablierten eine Methode, bei der Plasmide durch
Restriktionsenzyme in dekondensierte Spermienkerne integriert und anschliefend in
unbefruchtete Oozyten transplantiert wurden (REMI, restriction enzyme mediated integration).
Die zweite Methode zur Erzeugung transgener Frosche basiert auf der Verwendung viraler
invertierter Sequenzen (ITRs, inverted terminal repeats) des Adeno-assoziierten Virus (Fu et al.,
1998).

Im Hinblick auf eine Analyse des Xegr-1 Promotors konnte sich allerdings die nur schwache
Expression des Xegr-1 Gens als nachteilig herausstellen.

Fiir Xegr-3 gilt es, nach Vervollstindigung des 5'-terminalen Bereichs der cDNA die Beteiligung
an Entwicklungsprozessen wie z.B. der Morphogenese des Pronephros oder der Muskel-

entwicklung funktionell zu charakterisieren.

Anmerkung

Teile dieser Arbeit wurden vorab veroffentlicht:

Panitz F, Krain B, Hollemann T, Nordheim A, Pieler T (1998). The Spemann Organizer-
expressed zinc finger gene Xegr-1 responds to the MAP kinase/Ets-SRF signal transduction
pathway. EMBO 1J. 17, 4414-4425.
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6. Zusammenfassung

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Frage, ob im Krallenfrosch Xenopus laevis neben dem Egr-2/Krox-20
Gen, daB eine essentielle Funktion in der Entwicklung des Nervensystems hat, weitere Gene der EGR
(‘early growth response’) Zinkfinger-Familie existieren und ob diese eine Funktion in der frithen
Embryonalentwicklung besitzen. Die vollstdndige Sequenz des Egr-1 homologen Gens in Xenopus (Xegr-
1), ein genomisches Xegr-1 Promotorfragment sowie ein partieller Xegr-3 Klon konnten isoliert werden.

Xegr-1 ist ein Zinkfinger-Protein des C,H,-Typs und gehdrt zu einer evolutiondr konservierten Gruppe von
Transkriptionsfaktoren. Die DNA-bindende Zinkfinger-Doméne ist zu 100% mit den homologen Proteinen
von Maus, Ratte und Mensch identisch. Xegr-1 ist ein sehr schwach exprimiertes Gen, das bereits maternal
vorhanden ist. Die stirkste Expression in der frilhen Embryonalentwicklung findet wihrend der
Gastrulation statt. Xegr-1 ist der erste Zinkfinger-Transkriptionsfaktor, der zu Beginn der Gastrulation im
Spemann Organisator exprimiert wird. Mit fortschreitender Gastrulation breitet sich die
Expressionsdomine in einem Gradienten in der marginalen Zone ringférmig um den Blastoporus aus. Ein
Vergleich mit der Expression anderer Organisator-spezifischer Gene zeigt, daBB Xegr-1 und Xbra
hinsichtlich der riumlichen Expression die grofte Ubereinstimmung aufweisen.

Zur funktionellen Charakterisierung von Xegr-1 in der frilhen Embryogenese durch Mikroinjektionen
synthetischer RNA in Xenopus Embryonen wurden drei unterschiedliche Strategien eingesetzt:
Uberexpression, Aktivierung und Inhibition. Sowohl ektopische Expression von Xegr-1 als auch der
Einsatz von ‘antisense’ RNA zeigte keinen phanotypischen Effekt. Auch bei der Verwendung von
Fusionsproteinen, bei denen die DNA-bindender Zinkfinger-Doméne von Xegr-1 an eine Aktivator- bzw.
Repressordoméine heterologer Proteine (E1A bzw. engrailed) fusioniert ist, war kein Einflul auf die
Entwicklung erkennbar. Die Uberexpression heterologer NAB-Proteine, die als Korepressoren durch
Wechselwirkung mit der Repressionsdoméne Egr-Proteine in ihrer Aktivitét reprimieren konnen, ergab
ebenfalls keine Anhaltpunkte fiir eine Stérung der Embryonalentwicklung. Demgegeniiber resultierte eine
»aktivierte Form von Xegr-1, die eine Substitution einer fiir die NAB-Bindung essentiellen Aminosdure
enthielt, in Augen- und Achsendefekten. Inwieweit diese Effekte mit der Expression von Xegr-1 im
Organisator in Zusammenhang stehen, ist noch nicht bekannt.

Die Isolierung des Xegr-1 Promotors ergab, das neben anderen potentiellen regulatorischen Elementen
Bindungsstellen fiir zwei terminale Transkriptionsfaktoren der MAP Kinase-Kaskade, SRF (‘serum
response element’) und Elk-1 (einem Protein der ETS-Familie), konserviert sind. Durch
Elektromobilityshiftassays (EMSA) konnte gezeigt werden, da3 SRF und Elk-1 in der Lage sind, spezifisch
an Xegr-1 Promotorsequenzen zu binden. Es konnte konnte gezeigt werden, das die Regulation der
Mesoderm-spezifischen Expression von Xegr-1 iiber den MAP Kinase/SRF-ets Signalweg verlauft (B.
Krain, Dissertation Universitidt Hannover, 1997).

Zur Untersuchung, ob das Xegr-1 Promotorfragment in der Lage ist, in vivo die Expression des Xegr-1
Gens im Organisator zu regulieren, wurden Xegr-1 Promotor/pfgal-Reporterkonstrukte in Embryonen
injiziert. Dabei konnte eine rdumliche Aktivitdt des Reportergens, die mit der endogenen Verteilung des
Xegr-1 Gens korreliert, nicht nachgewiesen werden.

Der partielle Xegr-3 Klon enthdlt das zweite Exon, das den grofiten Teil des Proteins kodiert. Der
Vergleich mit den homologen Proteinen anderer Vertebraten zeigt, das Xegr-3 ebensfalls stark konserviert
ist. Die Zinkfinger-Doméne stimmt zu 99% mit der des menschlichen Homologen iiberein. Xegr-3 wird in
der frithen Embryogenese vor allem im Nervensystem, den Somiten und der embryonalen Niere
(Pronephros) exprimiert. Welche Funktion Xegr-3 im Rahmen der frithen Entwicklung, beispielsweise bei
der Nephrogenese spielt, bleibt zu kléren.

Schlagworte: egr-1/ egr-3/ Xenopus laevis/ Serum Response Element
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6. Summary

In the clawed toad Xenopus laevis the EGR-2/Krox-20 gene, a member of the EGR (‘early growth
response’) family of zinc finger proteins, plays an essential role in neural development. The aim of this
study was to determine whether Xenopus laevis possesses additional EGR genes and whether these have a
function during early embryonic development. The complete sequence of Xenopus egr-1 homolgue (Xegr-
1), a genomic Xegr-1 promoter fragment as well as a partial Xegr-3 clone were isolated.

Xegr-1 is a zinc finger protein of the C,H, type and belongs to an evolutionary highly conserved group of
transcriptions factors. Its DNA binding domain is 100% identical to the homologous proteins in mouse, rat
and human. Xegr-1 is weakly expressed and already maternally detectable. During early embryonic
development strongest expression can be detected at gastrulation. Xegr-1 is the first zinc finger
transcription factor to be expressed in the region of the Spemann organizer. As gastrulation proceeds, the
expression domain spreads as a gradient in the marginal zone around the blastoporus. Comparison with the
expression characteristics of other organizer-specific genes demonstrates that Xegr-1 and Xbra show the
greatest overlap in regard to their spatial expression.

In order to functionally characterize the role of Xegr-1 during early development, microinjections of
synthetic RNA in Xenopus embryos were performed using three different strategies: overexpression,
activation and inhibition. Neither ectopic expression of Xegr-1 nor injection of antisense RNA resulted in a
phenotypic effect. The employment of chimeric proteins containing the DNA binding zinc finger domainof
Xegr-1 fused to an heterologous activation or repression domain (E1A or engrailed) also showed no
influence on development.

Overexpression of heterologous NAB corepressors, which can interact with the Egr-1 repression domain
thus repressing the activity of Egr proteins, did not disturb embryonic development. On the other hand,
defects with respect to eye formation and body axis could be observed using an ‘activated’ form of Xegr-1
in which an amino acid that is essential for NAB binding was substituted. To what extent these effects are
linked to the Xegr-1 expression in the organizer is not yet known.

The isolation of the Xegr-1 promoter revealed conserved binding sites for two terminal transcription factors
of the MAP kinase pathway, SRF (serum response element) and Elk-1 (a protein of the ETS family). Using
electromobility shift assays (EMSA) it was demonstrated that SRF and Elk-1 bind specifically to Xegr-1
promoter elements. The regulation of the mesoderm specific expression of Xegr-1 was shown to be
dependent on the MAP kinase/SRF-ets signalling pathway (B. Krain, Dissertation Universitdt Hannover,
1997). By injection of Xegr-1 promoter/fgal reporter constructs into embryos it was determined whether
the Xegr-1 promoter fragment is sufficient to regulate Xegr-1 gene expression in the organizer. A spatial
activity of the reporter construct, correlating with the endogenous distribution of the Xegr-1 mRNA, could
not be detected.

The partial Xegr-3 clone contains the second exon which codes for the major part of the protein.
Comparison with the homologous proteins demonstrates that Xegr-3 is highly conserved containing a zinc
finger domain with 99% identity to the human homologue. Xegr-3 expression was detected in the nervous
system, somites and the embryonic nephros (pronephros). The functional role Xegr-3 plays during early
development, e.g. in kidney development, remains to be investigated.

Keywords: egr-1/ egr-3/ Xenopus laevis/ serum response element
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