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Einleitung

1. Einfihrung

Die Entwicklungsbiologie beschéftigt sich mit der Entstehung eines vielzelligen Organismus
aus einer befruchteten Eizelle (Zygote). Dabel bildet sich in einem dynamischen Prozel3 aus
einer einfachen eine lUberaus komplexe, hochorganisierte Struktur. Bel der Entstehung von
Wirbeltieren beginnt unmittelbar nach der Befruchtung der Eizelle zundchst eine Phase, die
durch schnelle, mitotische Zellteilungen gekennzeichnet ist. Die Zygote wird dabei in kleinere
Zellen, die Blastomere, unterteilt. Am Ende dieser Phase haben sich die Blastomere zur
Blastula angeordnet, aus deren Epithel, dem Epiblasten, sich der spéatere Embryo entwickelt
(Abb. 1). Anschlief3end beginnt die Gastrulation, in der die Blastula dramatisch umgeformt
wird. Die Zellteilungsrate verlangsamt sich und ausgeprégte Zellwanderungen setzen ein, bel
der die Zellen der Blastula die Zellen der drei Keimblétter, das Ektoderm, das Mesoderm und
das Endoderm, hervorbringen. Die damit entstandene rdumliche Organisation des Embryos
ermoglicht die Interaktion von Zellen der verschiedenen Keimbl&tter miteinander, die dabei
die weitere Diversifikation der Zellen und letztlich die Entstehung von Geweben und Organen
auslost. Im Wirbeltierembryo differenzieren die Zellen des Ektoderms auf diese Weise in die
Zellen des zentralen Nervensystems, der Neuralleiste und der Epidermis. Die Zellen des
Endoderms entwickeln sich in das Verdauungssystem mit seinen assoziierten Organen wie
Pankreas und Leber und die Zellen des Mesoderms in das hamatopoetische System, die
Nieren, die Knochen und die Muskeln. In dem ersten Teil dieser Arbeit werden die zellul&ren
Interaktionen, die zur Induktion der Vorderhirnanlage im Ektoderm fihren, untersucht und
zwischen dem Huhner- und Kaninchenembryo verglichen. Im zweiten Teil wird die Rolle
eines in dieser Arbeit identifizierten Gens bel die Differenzierung der Neuralleistenzellen
anaysiert.

1.1 Die Gastrulation der Wirbeltierembryonen

Sowohl bei den Amphibien, wie dem Frosch Xenopus laevis, als auch bei den Amnioten, wie
dem Huhn Gallus gallus, der Maus Mus musculus und dem Kaninchen Oryctolagus cuniculus,
wandern bei der Gastrulation auf3enliegende Zellen des Epiblasten nach innen ein und bilden
dabei das Endoderm und das Mesoderm. Bei dem Frosch beginnt die Einwanderung, indem
dotterreiche Zellen vom vegetalen Pol durch die Epibolie der Zellen vom animalen Pol interna-
lisiert werden (Abb. 1). Dabei bildet sich die Blastoporenlippe, wo die vegetalen Zellen einge-
stilpt werden. Die zu Beginn der Gastrulation an der dorsalen Blastoporenlippe
eingeschobenen, dotterreichen Zellen bilden das anteriore (vordere) Endoderm, das sich spéter
zu dem Vorderdarm und der Leber entwickelt (Bouwmeester et al., 1996). Diesen endoder-
malen Zellen folgen die Zellen, die vom Epiblasten um die Blastoporenlippe einwandern und
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das axiale Mesoderm ausbilden. Die zuerst einwandernden Zellen des axialen Mesoderms
werden zum sogenannten prachordalen Mesoderm, das weit nach anterior einwandert und
zwischen dem Vorderdarm und der zukiinftigen Vorderhirnanlage liegt (Hausen und Riebesell,
1991; Abb.1). Die spater einwandernden Zellen des axialen Mesoderms tragen dagegen zum
Notochord bei, das unter dem weiter posterior (hinten) gelegenen Teil des Nervensystems
liegt.

Amphibien Amnioten
Vorgastrulation Epiblast

Dotterreiches
Endoderm

Primitives
Endoderm

Frithe Gastrulation

Blastoporenlippe

Primitivstrerfen ‘ '
—-
Defimtives
Endoderm

Spite Gastrulation Axiales

Mesendoderm

Knoten

Anteriorer Rand des
eingeschobenen Endoderms

Abb. 1. Schematischer Vergleich von Amphibien- (Frosch) und Amniotenembryonen (Huhn, Kaninchen, und
Maus) wéhrend der Gastrulation. Im Froschembryo begrenzt vor dem Beginn der Gastrulation der Epiblast
(hellblau) das Blastozoel am animalen Pol. Das zukiinftige Endoderm (orange) befindet sich am dotterreichen,
vegetalen Pol. Der grofdte Teil der dotterreichen Zellen wird zur Versorgung des Embryos verbraucht (orange-
gestreift). Zu Beginn der Gastrulation wandern Zellen des Epiblasten tiber die dorsale Blastoporenlippe (rot) ein.
Die einwandernden Zellen schieben die endodermalen Zellen nach innen und entwickeln sich selbst zum
Mesoderm (gelb). Der anteriore Teil des Endoderms (mit einem Stern markiert) entwickelt sich zur Leber und
zum Vorderdarm. Bei der Darstellung des Amniotenembryos ist zur besseren Ubersicht auf das extraembryonale
Gewebe mit Ausnahme des extraembryonalen Endoderms verzichtet worden. Bereits vor der Gastrulation ist der
Embryo der Amnioten zweischichtig und besteht aus dem Epiblasten (hellblau) und dem primitiven Endoderm
(weil3). Zu Beginn der Gastrulation entsteht am posterioren Ende des Embryos der Primitivstreifen (rot), durch
den zunéchst das definitive Endoderm (orange) und dann das Mesoderm (gelb) einwandern. Dabei wird das
primitive Endoderm unter dem Epiblasten ersetzt und in den extraembryonalen Teil verschoben.
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Bel der Gastrulation der Amniotenembryonen finden sich morphologisch vergleichbare
Prozesse. Das Endoderm und das Mesoderm wandern durch eine langgestreckte Offnung im
Epiblasten ein. Diese Offnung ist der Blastopore der Amphibien vergleichbar und wird als
Primitivstreifen beschrieben (fir weiterflihrende Diskussionen siehe Arendt und Nibler-Jung,
1999). Der Primitivstreifen bildet sich bei den Amnioten zunéachst am zukiinftigen posterioren
Ende des Embryos und breitet sich dann nach anterior aus. Dabei wandern Zellen des
Epiblasten von den Seiten auf den Primitivstreifen zu, durchwandern ihn und breiten sich unter
dem Epiblasten aus (Schoenwolf, 1991). Aufgrund der festen Verbindung der drei Keimblatter
an der anterioren Spitze des Primitivstreifens wurde die Spitze des Primitivstreifensim Kanin-
chenembryo zuerst von V. Hensen als,, Knoten" beschrieben (Hensen, 1876). Seitdem wird der

Begriff des,,Hensenschen Knotens* oder abgekirzt ,, Knoten* fir alle Amnioten verwendet.
Die anteriore Spitze des Primitivstreifens bringt wie an der dorsalen Blastoporenlippe des

Frosches das anteriore Endoderm und das axiale Mesoderm hervor. Die ersten einwandernden
Zellen werden zum anterioren Endoderm, das sich wie bei den Amphibien zum Vorderdarm und
zur Leber entwickelt (Schoenwolf und Sheard, 1990; Lawson et al., 1991; Selleck und Stern,
1991; Lawson und Pedersen, 1992; Beddington, 1994; Abb. 1). Nachdem der Primitivstreifen
seine volle Lénge erreicht hat, wandern die Zellen des axialen Mesoderms aus der anterioren
Spitze des Primitivstreifens zwischen das Endoderm und Ektoderm (Beddington, 1982; Tam
und Beddington, 1987; Tam, 1989). Die ersten Zellen wandern wie bei den Amphibien bisunter
das zukinftige Vorderhirn und bilden in der Region vor dem Notochord das préchordale
Mesoderm aus. Bei Hihnerembryonen liegt es in frihen Stadien mesenchymal im Endoderm
und kann von diesem nicht eindeutig abgegrenzt werden (Abb. 2). Es wird daher auch als
M esendoderm beschrieben. Das prachordale Mesoderm nimmt in seinen Ausmal3en vom Fisch
Uber Frosch biszu V 6geln und Saugern immer weiter ab (Hausen und Riebesell, 1991; Kimmel
et a., 1995; Bellairs und Osmond, 1998; Couly et al., 1992). Bei den Mausen befindet sich die
entsprechende Zellpopulation einschichtig im Endoderm (Sulik et al., 1994). Diese Zellen sind
jedoch morphologisch und in ihrer Genexpression von denen des Endoderms verschieden und
bilden erst spéter ein prachordal es M esenchym zwischen Endo- und Ektoderm. Das préchordale
Mesoderm wird auch als prachordale Platte bezeichnet, da es sich morphologisch von dem
stabférmigen Notochord abgrenzt. Der Begriff der prachordalen Platte wurde zuerst von Oppel
(1890) und spéter praziser von Adelmann (1922) fur mesenchymale Zellen anterior vom
Notochord benutzt, die sich unter dem entwickelnden Vorderhirn befinden (siehe auch Meier,
1981; Seifert et al., 1993; Kuratani et al., 1999).
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Abb. 2: Sagittaler Schnitt der anterioren Region
eines Huhnerembryos im prachordalen Platten-
== Stadium. (A) Die Expression des Homeobox-

<4 gens GANF ist mit Hilfe der In-situ-Hybridi-
: sierung in blau sichtbar gemacht. In der
anterioren Neuralplatte ist das Gen GANF
exprimiert. Im direkt darunter liegenden
A | préchordalen Mesoderm ist GANF schwécher
exprimiert. (B) Schematische Darstellung der
verschiedenen Gewebe des in A abgebildeten
Huhnerembryos. Das Ektoderm ist hellblau, der
Hensensche Knoten rot, das primitive
Endoderm weil3 und das definitive Endoderm
orange geférbt. Das axiale Mesoderm besteht
aus der préchordalen Mesoderm (gelb) und dem
anterioren Notochord (hellorange).

Anteriore Neuralplatte Hensgen’scher Knoten

Primitives Endoderm

Prichordales Mesoderm Anteriores Notochord
Definitives Endoderm B

1.2 Das primitive Endoderm der Amnioten

Im Gegensatz zu den Amphibien besitzen die Amnioten extraembryonal e Gewebe. Diesetragen
nicht zu dem Embryo selbst bei, sondern gewahrleisten tiber die Ausbildung des Dottersackes
bzw. der plazentalen Strukturen bei den Amnioten die V ersorgung des Embryoswéhrend seiner
Entwicklung. Das extraembryonale oder , primitive® Endoderm befindet sich bereits vor der
Gastrulation unter dem Epiblasten. Der junge Amniotenembryo ist daher zweischichtig und
besteht aus einer &ufleren Schicht, dem Epiblasten, und ener inneren, dem primitiven
Endoderm (Abb. 1). Wahrend der Gastrulation wird das primitive Endoderm durch das Uber den
Primitivstreifen einwandernde, definitive Endoderm unter dem Epiblasten ersetzt und in den
nicht-embryonalen Teil verdréngt. Das primitive Endoderm wird bei dem Huhnerembryo als
Hypoblast (Eya-Giladi und Kochav, 1976) und bel den Sdugern als viszerales Endoderm
(Kaufman, 1992) bezeichnet.

Von der Existenz des primitiven Gewebes bei den Amnioten abgesehen ist die Entstehung der
drei Keimbl&tter wéhrend der Gastrulation unter den Amphibien und Amnioten prinzipiell
ahnlich. Nicht nur die Zellbewegungen und das spétere Schicksal der sich ausbildenden Zellen
sind identisch, sondern auch die Expression zahlreicher konservierter Gene unterstitzt die
Homol ogisierung der oben angefiihrten Gewebe zwischen den unterschiedlichen Wirbeltierem-
bryonen. So exprimieren die dotterreichen Zellen am anterioren Rand des eingeschobenen
Endodermsim Frosch und die Zellen des anterioren, definitiven Endoderms des Huhns und der

Maus das Homeoboxgen XHex und den sezernierten Faktor Cerberus (Bouwmeester et al.,
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1996; Newman et al., 1997; Belo et a., 1997; Thomas et al., 1997; Biben et a., 1998; Shawlot
etal., 1998; Thomaset a., 1998). Die Expression der Homeoboxgene Lim1 und Goosecoid, des
Forkheadgens HNF3b und der sezernierten Proteine Chordin und Noggin ist dagegen charakte-
ristisch fUr die Zellen der dorsalen Blastoporenlippe (Frosch) bzw. der Spitze des Primitiv-
streifens (Huhn und Maus) und der préchordalen Platte nach deren Einwanderung (Harland und
Gerhart, 1997; Piccolo et a., 1996; Zimmermann et al, 1996; zusammengefaldt in Beddington
und Robertson, 1999).

1.3 Das Konzept des Organisators

Auf der Suche nach den regulativen Mechanismen, die die Entwicklung eines Wirbeltierem-
bryos steuern, sind verschiedene ,,organisierende Zentren identifiziert worden. Bel diesen
Zentren handelt es sich um spezialisierte Zellen, die durch die Aussendung von induktiven
Signalen den Aufbau des Embryos gestalten (Harland und Gerhart, 1997; Pearse und Tabin,
1997). Das bekannteste und zuerst beschriebene derartige Zentrum ist der , Organisator” der
Amphibienembryonen, der wahrend der Gastrulation fir die Zellen aller drei Keimblétter, des
Ektoderms, des Mesoderms und des Endoderms, schicksalsbestimmend ist (Spemann, 1931).
Der Organisator hat fur das Ektoderm zwei wesentliche Auswirkungen. Unter dem Einflul3 des
Organisators unterteilt sich zum einen das Ektoderm zunéchst in einen zentralen, neuralen und
einen peripheren, nicht-neuralen Teil. Der erste bringt das spétere zentrale Nervensystem
hervor, wahrend der zweite sich zur Epidermis entwickelt. Im Ubergangsbereich beider
Regionen entstehen spéter die Neuralleistenzellen (s.u.). Darlber hinaus ist der Organisator
auch an der Regionalisierung des Ektoderms beteiligt, bel der das neurale Ektoderm in das
Vorder-, das Mittel- und das Hinterhirn sowie in das Rickenmark untergliedert wird (Harland
und Gerhart, 1997).

Der Organisator der Amphibien besteht aus den Zellen der dorsalen Blastoporenlippe
(Spemann und Mangold, 1924; Abb. 1). Diese Zellen kdnnen einen kompletten, sekundéaren
Embryo induzieren, wenn sie in einen Wirtsembryo transplantiert werden (Spemann und
Mangold, 1924). Der transplantierte Organisator differenziert dabel selbst wie unter normalen
Bedingungen in den endodermalen Vorderdarm und in axiales Mesoderm (préchordale Platte
und Notochord). Das induzierte, neurale Gewebe besteht jedoch aus rekrutierten und umpro-
grammierten Zellen des Wirtsembryos (zusammengefaldt in Harland und Gerhart, 1997). Die
préachordale Platte, die aus der dorsalen Blastoporenlippe hervorgeht, behdlt einen Teil der
induktiven Fahigkeiten des Organisators. Sie kann anteriore, neurale Strukturen wie das
Vorderhirn im Transplantationsexperiment induzieren und wird daher auch als Kopforgani-
sator bezeichnet (Niehrs, 1999). Das anteriore Endoderm verflgt nicht Uber eine derartige
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Eigenschaft (Bouwmeester et al., 1996). Die Zellen des Notochords, die von der dorsalen
Blastoporenlippe nach den Zellen der prachordalen Platte einwandern, wie auch die dorsale
Blastoporenlippe nach dem Auswandern der Zellen der préchordalen Platte induzieren
dagegen Neuralgewebe von posteriorer Identitdt und werden aus diesem Grund auch als
Rumpforganisator (anteriores Notochord) und Schwanzorganisator (posteriores Notochord)
bezeichnet.

Das klassische Spemannsche Organisatorexperiment wurde in anderen Spezies zur
Uberprifung der Allgemeingiiltigkeit des Konzeptes fir andere Wirbeltierembryonen
wiederholt. In allen untersuchten Wirbeltierembryonen wurden dabei vergleichbare organi-
sierende Strukturen identifiziert, so z. B. das embryonale Schild des Fischembryos (Shih und
Fraser, 1996) und der Knoten des Hiihner- (Waddington, 1932; Gallera, 1971; Dias und Schoe-
nwolf, 1990; Storey et al., 1992), des Maus- sowie des Kaninchenembryos (Beddington, 1994,
Waddington, 1936; Waddington, 1937). Die Transplantation eines jungen Knotens aus dem
Huhnerembryo in die extraembryonale Region eines Hihnerembryos fihrt zur Ausbildung
eines kompletten, sekundéren Neuralsystems mit anterioren und posterioren ldentitéten,
wahrend ein dlterer Knoten, aus dem die prachordalen Mesodermzellen bereits ausgewandert
sind, nur posteriores Neuralgewebe induziert (Gallera, 1971; Dias und Schoenwolf, 1990;
Storey et al., 1992). Die Transplantation des préchordalen Mesoderms, das aus dem Knoten
unter das anteriore Ektoderm wandert, ergibt wie beim Frosch die Induktion von Vorder-
hirngewebe, wahrend das anteriore Notochord neurales Gewebe von Mittel- und Hinterhirn-
charakter induziert (Hara, 1961; Storey et a., 1992; Izpisua-Belmonte et a., 1993; Pera und
Kessel, 1997; Streit et a., 1997; Knoetgen et al., 1999b; Peraet al., 1999).

Die geringe GroRe des Knotens verhinderte fur lange Zeit die Uberpriffung des Organisa-
torkonzepts fur den Mausembryo. Die ersten erfolgreichen Transplantationen ergaben, dal3 der
Knoten aus den Mauseembryonen eine sekundére Achse induzierten, der allerdings anteriore
Strukturen fehlten (Beddington, 1994; Tam et al., 1997; Tam und Steiner, 1999). Die Trans-
plantationen wurden allerdings in die Region des zukunftigen Hinterhirns und des Riicken-
marks durchgeftihrt, die schon unter dem Einflufd von posteriorisierenden Signalen gestanden
hat (Muhr et a., 1999). Aus diesem Grund konnte das auf das Transplantat reagierende
Gewebe nicht mehr die Kompetenz gehabt haben, um anteriore Strukturen auszubilden
(Beddington, 1994). Die Abwesenheit der anterioren Identitdten in den Organisatorexperi-
menten bel der Maus ist daher entweder auf das Fehlen des anterioren Signals oder aber auf die
eingeschrankte Kompetenz an der Implantationsstelle zurtickzufiihren. Die erste Moglichkeit
gewann an Bedeutung, as eine Reihe von Experimenten auf die Existenz eines vom
klassischen Organisator unabhangigen ,Kopforganisators® im anterioren, primitiven
Endoderm der Maus hindeutete (zusammengefaldt in Beddington und Robertson, 1998). Diese
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Ergebnisse unterstiitzten die Idee, dal3 das anteriore, primitive Endoderm der Maus die kopfor-
ganisierenden Qualitdten des Organisator Ubernommen haben kénnte (Bouwmeester und
Leyns, 1997).

1.4 Die Induktion des Vorder hirnsin Saugetier embryonen

Die Rolle des anterioren, primitiven Endoderms bei der Induktion der Vorderhirnanlage im
Mausembryo ist durch eine Reihe von Experimenten untersucht worden. Die mechanische
Ablation des anterioren, primitiven Endoderms an kultivierten Mausembryonen verhinderte
die Expression des anterioren Neural plattenmarkers Hesx-1/Rpx und verringerte die Grof3e der
anterioren Neuralfalten (Thomas und Beddington, 1996). Bei genauerer Analyse stellte sich
zudem heraus, dal3 viele Gene, die im klassischen Organisator und dessen Derivat, der
prachordalen Platte, exprimiert sind, Uberraschenderweise schon vor der Ausbildung des
Primitivstreifens in einer unabhéngigen Doméne im anterioren, primitiven Endoderm der
Maus gefunden worden (Dkk-1, HNF3[3, Gsc, FGF8, Liml, Otx2, Nodal; Ang et a., 1994,
Shawlot und Behringer, 1995; Filosaet al., 1997; Varlet et a., 1997; Glinkaet al., 1998; Tsang
et al., 1999). Auch die definitiven endodermalen Marker Hex und Cer-l sind zusétzlich auch
im anterioren, primitiven Endoderm von Maus (Thomas et a., 1998; Belo et al., 1997)
exprimiert. Die Homeoboxgene Hesx1/Rpx und Otx2 sind nicht nur in der anterioren Neural-
platte und dem prachordalen Mesoderm, sondern ebenfalls auch im anterioren, primitiven
Endoderm der Maus exprimiert (Ang et a., 1994; Hermesz et a., 1996; Thomas und
Beddington, 1996; Belo et al., 1998; Thomas et a., 1998).

Die genetische Inaktivierung von Hesx1/Rpx, Liml, Otx2, HNF3b oder Nodal fuhrt zwar zu
schweren KopfmifRbildungen (Weinstein et al., 1994; Acampora et al., 1995; Matsuo et al.,
1995; Shawlot und Behringer, 1995; Ang et al., 1996; Varlet et al., 1997; Dattani et al., 1998),
dajedoch all diese Gene sowohl im anterioren, primitiven Endoderm a's auch im Knoten oder
dessen Derivaten exprimiert werden, bleibt der zelluldre Ursprung dieses Defekts ungeklart.
Andere Experimente untersuchten die Rolle des anterioren, primitiven Endoderms direkter: In
chiméren Méusen, deren primitives Endoderm vorwiegend aus Nodal -/- oder Otx2 -/- Zellen,
wahrend der Rest des Embryos aus normalen Zellen bestand, fehlten ebenfalls die anterioren
Kopfstrukturen (Varlet et al., 1997; Rhinn et a., 1998). Die gezielte Inaktivierung des Gens
Cripto fuhrte zum Verlust des Primitivstreifens und deswegen weder zur Ausbildung eines
Knotens noch zur Bildung des definitiven Endoderms oder des axialen Mesoderms. Dennoch
bildeten die mutierten Embryonen anteriore, neurale Strukturen aus, obwohl das Ektoderm nur
von primitivem Endoderm unterlegen ist (Ding et a., 1998). Allerdings stehen die Ergebnisse
der genetischen Inaktivierung des Gens Wnt3 im Widerspruch zu diesen Experimenten.
Obwohl diese Mutation die Entwicklung des Knotens behindert und gleichzeitig die des
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anterioren, primitiven Endoderms unangetastet 183, fuhrt sie zum Verlust der anterioren,
neuralen Strukturen (Liu et al., 1999).

Mogliche Induktionen der Vorderhirnanlage im Amniotenembryo:

Frihes Primitivstreifenstadium Prachordales-Platten-Stadium

? Ektoderm

? Primitivstreifen

Anteriores Primitives Endoderm  Definitives Endoderm Axiales Mesoderm

Abb. 3: Die Induktion der Vorderhirnanlage kann im Embryo der Amnioten auf zwei unterschiedlichen Geweben
beruhen. Zum einen kénnte das anteriore, primitive Endoderm zu Beginn der Gastrulation Signale aussenden
(gelber Pfeil links) und dadurch die Anlage des Vorderhirns im anterioren Ektoderm initiieren (griin). Zum
anderen konnen die induzierenden Signale aber auch von dem axialen Mesoderm, das wéahrend der Gastrulation
einwandert, ausgehen (gelber Pfeil rechts).

Fir die Séuger stellt sich daher die Frage, ob und inwieweit die Induktion der Vorderhirn-
anlage vom klassischen Organisator getrennt und vom anterioren, primitiven Endoderm
Ubernommen worden ist. Die induktiven Signale kénnen enerseits ausschliefdlich vom
anterioren, primitiven Endoderm ausgehen oder andererseits zusatzlich zum anterioren, primi-
tiven Endoderm durch den Organisator bzw. dessen Derivat, der préchordalen Platte,
wiederholt werden (Abb. 3).

Die Rolle des anterioren, primitiven Endoderms scheint innerhalb der Gruppe der Amnioten
unterschiedlich zu sein. Beispielsweise ist die Expression des in der anterioren Neuralplatte
exprimierten Homeoboxgens der ANF Klasse zwischen dem Sauger- und dem Hihnerembryo
unterschiedlich (Kazanskaya et al., 1997). Wahrend das Hihnergen GANF nicht im anterioren,
primitiven Endoderm exprimiert ist (Knoetgen et al., 1999b), zeigt das orthologe Gen Hesx-1/
Rpx der Maus und des Kaninchens bereits vor der Gastrulation eine deutliche Expressions-
doméne im anterioren, primitiven Endoderm (Thomas und Beddington, 1996; personliche
Mitteilung von C. Viebahn). Daher war zu Beginn dieser Arbeit ungeklért, ob die Auftrennung
des Organisators eine generelle Eigenschaft der Amnioten ist oder ob sie ausschliefdlich fur die
Sauger zutrifft. In dem ersten Teil dieser Arbeit wurde daher den Fragen nachgegangen, ob die
Sauger am Beispiel der Kaninchenembryonen das primitive Endoderm al's ein dem Organisator
vergleichbares Signalzentrum etabliert haben und ob der , Kopforganisator® dabei exklusiv ins
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anteriore, primitive Endoderm Ubertragen worden ist oder ob er durch den klassi schen Organi-
sator rekapituliert wird. Aul3erdem sollte Uberprift werden, ob die Auftrennung des Organi-
sators ein fur alle Amnioten guiltiges Phdnomen ist, das diese klar von den Amphibien abgrenzt
und in evolutiver Hinsicht von Bedeutung ist.

1.5. Die Entstehung der Neuralleiste
Unter dem Einfluf3 des Organisators unterteilt sich das Ektoderm des Hihnerembryos zunéchst

in zwel Regionen. Der zentrale/mediale Teil entwickelt sich wahrend der Gastrul ation wie oben
beschrieben zur Neuraplatte, die sich wahrend der Neurulation enrollt und sich zum
Neuralrohr, dem Vorlaufer des zentralen Nervensystems, entwickelt (Couly und Le Douarin,
1987; siehe Abb. 4). Der aul3ere/distale Teil des Ektoderms entwickelt sich zum Oberflachen-
ektoderm, das nach dem Einrollen und Abschniiren des Neuralrohrs, den gesamten Embryo als
Epidermisumgibt. Der Ubergangsbereich zwischen dem spéter neuralen und dem spéter epider-
malen Ektoderm erfahrt in der weiteren Entwicklung ein besonderes Schicksal. Er bringt die
sogenannten Neuralleistenzellen hervor, die sich nach dem Schlief3en des Neuralrohrs aus dem
Epithel des dorsalen Ektoderms [6sen und durch den Embryo zu wandern beginnen (LaBonne
und Bronner-Fraser, 1999). Diese Zellen entwickeln sich unter anderem zum peripheren
Nervensystem, zu Melanozyten sowie zu kraniofaszialen Knochen- und Knorpelzellen (Le
Douarin, 1982).

Wahrend der Entwicklung des Ektoderms sind verschiedene Gene in dem intermedidren
Bereich des Ektoderms, das spéter die Neuralleistenzellen hervorbringt, exprimiert. Der sezer-
nierte Faktor der TGFR-Familie BMP4 und die Homeoboxgene MSX1 und DLX5 sind die Gene,
die zuerst am Rand der Neuralplatte exprimiert werden (Liem et al., 1995; Pera et a., 1999;
Selleck und Bronner-Fraser, 1995; Streit und Stern, 1999a). Die Expression dieser Gene bleibt
auch nach der Neurulation im dorsalen Teil des Neuralrohrs bestehen. Zu Beginn der Neuru-
lation werden der Transkriptionsfaktor PAX3 und das Zelladhasionprotein Cadherin-6b in den
sich erhebenden Neuralfalten transkribiert (Goulding et al., 1991; Nakagawa und Takeichi,
1995). Wéhrend Pax3 allerdings auch nach dem Auswandern der Neuraleistenzellen im
dorsalen Neuralrohr exprimiert wird, wird das Cadherin-6b nur von Neuralleistenzellen vor
ihrem Auswandern exprimiert. Der Zink-Finger-Transkriptionsfaktor SLUG, der Helix-Loop-
Helix-Repressor D2 und das Glykoprotein NOELIN-1 werden dagegen sowohl von noch nicht-
wandernden Neuralleistenzellen as auch von wandernden exprimiert (Nieto et al., 1994,
Martinsen und Bronner-Fraser, 1998; Barembaum et al., 2000). Nach dem Auswandern der
Neuralleistenzellen exprimieren sie den HM G-Transkriptionsfaktor SOX10 (Cheng et al., 2000)
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bzw. ein Teil von ihnen das Zelladhasionprotein Cadherin-7. Nachdem die Neuralleistenzellen
Uber das Neuralrohr hinausgewandert sind, weisen sie das Epitop HNK-1 auf ihrer Zellober-

flache auf (Nakagawa und Takeichi, 1995; Bronner-Fraser, 1986; Vincent und Thiery, 1984).

Entwicklung des Ektoderms im Hluhnerembryo

Gastrulation
Distales Ektoderm
Intermediares Ektoderm
1 Mediales Ektoderm

Frihe Neurulation

cal

Spéate Neurulation

e

Auswandern der Neuralleistenzellen

Epidermis
Wandernde Neuralleistenzellen

Neuralrohr (ZN&)

Abb. 4: Schematische Darstellung der Entwicklung des Ektoderms im Huhnerembryo. Wahrend der Gastrulation
wird das Ektoderm zunéchst in zwei verschiedene Regionen unterteilt. Der zentrale, mediale Teil wird zur Neural-
platte und der periphere, distale Teil zum nicht-neuralen Ektoderm. Das mediale Ektoderm verdickt sich und rollt
sich wéhrend der Neurulation zum Neuralrohr, dem Vorlaufer des zentralen Nervensystems, ein. Das distale
Ektoderm umhullt nach der Neurulation den gesamten Embryo und entwickelt sich zur spéteren Epidermis. Der
intermediére Teil des Ektoderms (blau) zwischen dem nicht-neuralen und neuralen Ektoderm bildet wahrend der
Neurulation die Neuralleiste, die dorsale Kante der Neuralfalten. Die Zellen der Neuralleiste wandern nach dem
Schlief3en des Neuralrohrs aus dem Ektoderm.
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Die Rolle einiger dieser Gene bei der Differenzierung der Neuralleistenzellen ist durch eine
Reihe von Uberexpressions- und Genverlustexperimenten untersucht worden. In Mé&usen
bewirkt die gezielte Verlustmutation des Gens MSX1 ebenso wie die Mutation des Gens Pax3
den Verlust von Derivaten der Neuralleistenzellen (Foerst-Potts und Sadler, 1997; Franz, 1990;
Epstein et al., 1991; Tremblay et al., 1995). Allerdings scheint PAX3 nicht unmittelbar an der
Differenzierung der Neuralleistenzellen beteiligt zu sein, da die Neuralleistenzellen in vitro
ohne eine Expression von Pax3 differenzieren kénnen (Bang et a., 1997). Das sezernierte
Protein BMP4 kann in Explantaten von Neuralplatten die Differenzierung von Neuralleisten-
zellen ausl6sen (Liem et al., 1995). Unklar ist allerdings, ob in vivo BMPA4 als Signal aus dem
nicht-neuralen Ektoderm oder aus dem dorsalen Neuralrohr agiert (LaBonne und Bronner-
Fraser, 1999). Die Uberexpression des Gens SLUG in Froschembryonen fulhrt zu einer Vergré-
Rerung der Expressionsdomanen von Neuralleistenmarkern (LaBonne und Bronner-Fraser,
1998), und die funktionelle Inaktivierung von SLUG durch Gegenstrang-Oligonukleotide im
Huhnerembryo verhindert die normale Entwicklung von Neuralleistenzellen (Nieto et a.,
1994). Die Gene 1D2 und NOELIN-1 kénnen durch Uberexpression mit Hilfe von rekombi-
nanten Viren im Hihnerembryo ektodermale Zellen in der N&he der epidermal-neuralen Grenze
in Neuralleistenzellen umprogrammieren (Barembaum et a., 2000; Martinsen und Bronner-
Fraser, 1998). Die Uberexpression von Cadherinen in Hilhnerembryonen mit Hilfe rekombi-
nanter Viren zeigt, dald fir ein Auswandern der Neuralleistenzellen ein Wechsel in der
Expression der Zelladhasionsproteine Cadherin-6b und Cadherin-7 notwendig ist (Nagakawa
und Takeichi, 1998).

Bisher ist jedoch nicht bekannt, wie die genannten Gene bel der Ausbildung der Neuralleisten-
zellen aktiviert werden und ob untereinander Abhéngigkeiten zwischen ihnen bestehen. In dem
zweiten Teil der vorgestellten Arbeit werden daher ein im Rahmen der Arbeit identifiziertes
Gen, Cresto, und der Zink-Finger-Transkriptionsfaktor S_.UG auf ihre Fahigkeit hin untersucht,
inwieweit sie in Uberexpressionsexperimenten im Hihnerembryo transfizierte Zellen in
Neurallei stenzellen umprogrammieren kénnen und wel che der angefiihrten Gene dabei aktiviert

werden.
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2. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Aufkldrung von Prozessen, die an der Entwicklung des
Ektoderms der Wirbeltierembryonen beteiligt sind. Zwei unterschiedliche Fragestellungen
wurden bearbeitet. Zum einen sollte mit Hilfe von Transplantationsexperimenten der zellulére
Ursprung des organisierenden Zentrums, das fur die Induktion der Vorderhirnanlage verant-
wortlich ist, ermittelt werden. Die dabei identifizierten Zentren des Kaninchen- und des
Huhnerembryos sollten sowohl untereinander a's auch mit dem am besten untersuchten Wirbel-
tierembryo, dem Frosch Xenopus laevis, verglichen werden, um Aussagen Uber die Konser-
vierung der Induktion der V orderhirnanlage unter den Wirbeltierembryonen treffen zu kénnen.
Im zweiten Tell der Arbeit wurde ein neu identifiziertes Gen, Cresto, charakterisiert, das an der
Differenzierung des Ektoderms im Hiuhnerembryo in die Neuralleistenzellen beteiligt zu sein
schien. In Uberexpressionsexperimenten sollte die Rolle des Gens und des ebenfalls an der
Entstehung der Neuralleistenzellen beteiligten Zink-Finger-Transkriptionsfaktors S.UG analy-
siert und verglichen werden, um Aussagen Uber eine genetische Aktivierungskaskade, die zur

Differenzierung von Neuralleistenzellen fuhrt, treffen zu kbnnen.
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Material und Methoden

1. Verwendete Plasmide, Organismen und Zellen

1.1 Plasmide

Zur Klonierung wurden die Plasmide Bluescript 11 KS + (Stratagene) und pTracer-CMV2
(Invitrogen) verwendet. Fir die In-situ-Hybridisierung wurden die folgenden, tabellarisch
aufgefuhrten cDNA-Fragmente benutzt (Tab. 1).

Genname Restrikti- | RNA Quelle

onsenzym | Polyme-

rase

GANF Smal T3 Knoetgen et al., 1999b
oTX2 EcoRI T3 Bally-Cuif et a., 1995
KROX20 EcoRlI T3 Sham et al., 1993
GBX2 Xhol T3 Nisset al., 1998
CNOT1 EcoRlI T7 Steinet a., 1995
CH-T BamH| T7 Kispert et al., 1995
HOXB1 Hindlll T7 Guthrieet a., 1992
SOX2 Xbal T7 Rex et a., 1997
SOX3 BamH|I T7 Rex et a., 1997
SOX10 Sacl T7 Cheng et a., 2000
SLUG BamH|I T7 Nieto et al., 1994
ID2 Ncol SP6 Martinsen und Bronner-Fraser 1998
BMP4 BamH| T3 Schultheiss et al., 1995
BMP2 Hindlll T3 Schultheiss et al., 1995
DLX5 BamH| T7 Peraet a., 1999
MSX1 EcoRV T7 Streit und Stern, 1999a
PAX3 BamHI T3 Goulding et al., 1993
CAD7 BamHI T3 Nakagawa und Takeichi, 1995
CADG6B Spel T7 Nakagawa und Takeichi, 1995
Cresto Clal T7 Knoetgen et al., eingereicht

Tab. 1: Ubersicht der verwendeten cDNA-Fragmente. Das zur Linearisierung des Plasmids verwendete Restrikti-

onsenzym, sowie die zur Synthese der RNA eingesetzte Polymerase sind angegeben.
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1.2 Organismen und Zellen
1.2.1 Bakterien

Fur die Klonierung von Plasmiden wurde der E.coli Stamm DH5a benutzt (Hanahan, 1985).

1.2.2 Embryonale Huhnerfibroblasten
Primére embryonale Huhnerfibroblasten wurden in tiefgefrorenem Zustand von Thomas
Battger zur Verfligung gestellt (Béttger, 1999).

1.2.3 Hihnerembryonen

Die befruchteten Huhnereier der Rasse White Leghorn wurden von der Firma Lohmann
Tierzucht (Cuxhaven) bezogen und in einem Brutschrank (Kleinmotorbriter, W. Ehret,
Emmendingen) bei 38°C und einer Luftfeuchtigkeit von 60% bis zu dem gewlinschten Entwick-
lungsstadium entsprechend Hamburger und Hamilton (Hamburger und Hamilton, 1951)

inkubiert.

1.2.4 Kaninchenembryonen
Weibliche Kaninchen der Rasse New Zealand White wurden in einem superovulierten und
besamten Zustand von dem Zichter Lammers (Euskirchen) erworben. Die Embryonen wurden

am Tag 6,0 bzw. 7,0 nach der Befruchtung entnommen.

2. Isolierung von Nukleinsauren

2.1 Aufreinigung von bakterieller Plasmid DNA

Die Praparation von bakterieller Plasmid DNA erfolgte nach dem Qiagen Plasmid Aufreini-
gungsprotokoll. Alle verwendeten Plasmide verliehen den transformierten Bakterien eine
Resistenz gegen das Antibiotikum Ampicillin, so dal3 zum selektiven Kultivieren der plasmid-
tragenden Bakterien stets LB-Medium (1% (w/v) Bacto-Tryptone (Gibco BRL), 0,5% (w/v)
Bacto-Hefe Extrakt (Gibco BRL), 1% (w/v) NaCl in Wasser (Millipore)) mit 50 pg/ml
Ampicillin verwendet wurde. Zur Aufreinigung der Plasmid DNA wurden die Qiagen Systeme
(MINI, bis 10 pg, MAXI, bis1 mg und MEGA, fir biszu 5 mg Plasmid DNA) eingesetzt. Die
Plasmid DNA, die bei der Elektroporation der Hiihnerembryonen (siehe 7.3) verwendet wurde,
wurde im Anschlufd an das Qiagen Protokoll noch zweimal mit je einem Volumen Phenol/
Chloroform/lsoamylalkohol (25:24:1v/viv) extrahiert. Dann wurde die DNA einma mit
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1 v/v) ausgeschiittelt und nach Zugabe von einem Zehntel
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Volumen Natriumazetatl6sung (3 M, pH 5,2) mit 2,5 Volumen Ethanol ausgefdllt. Das Pellet
wurde in 70%igem Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert, getrocknet und dann in PBS (130
mM NaCl, 7 mM Na,HPO,4, 3 mM NaH,PO, in Wasser (Millipore), pH 7,0) mit einer Endkon-

zentration von 5 pg/pl aufgenommen.

2.2 Aufreinigung von DNA- oder RNA-Sonden

Die radioaktiv markierten DNA-Molekiile, die als Sonden fur die Hybridisierung der cDNA
Banken dienten, bzw. mit Digoxigenin oder Fluoreszein markierte RNA-Molekile fir die In-
situ-Hybridisierung wurden mit Hilfe von Sephadex-Gelfiltrationssaulen (ProbeQuant G-50,

Amersham-Pharmacia) von freien Nukleotiden gereinigt.

2.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebe und Hihnerfibroblasten

Die Gewinnung von Gesamt-RNA aus Huhnergewebe erfolgte nach der Einzelschrittmethode
von Chomczynski (Chomczynski und Sacchi, 1987) mit Hilfe des,,Micro RNA Isolation Kits*
(Stratagene). Die Embryonen wurden dazu aus dem Ei prépariert und in PBS Uberfihrt. Die
gewlnschten Gewebeteile wurden dann mit einer gebogenen Insektennadel und einer
Wolframnadel isoliert (Insektennadeln: 0,1 mm Durchmesser, Lange 12 mm, Wolframdraht:
0,125 mm Durchmesser, PLANO, Marburg) und mit einer Mikropipette in ein in flissigem
Stickstoff gekiihltes Eppendorfgefal tberfihrt. Zur Gewinnung von RNA aus embryonalen
Huhnerfibroblasten wurden diese auf einer 5,3 cm Schale nach der Transfektion (siehe 6.3) bis
zur Konfluenz kultiviert. Anschlief3end wurden sie in 1 ml Trypsin-EDTA-L6sung (0,5 g/l
Trypsin, 0,2 g/l EDTA, Gibco BRL) von der Kulturschale abgel6st und mit 1 ml Kultur-
medium (siehe 6.2) versehen. Dann wurden sie in einem 2 ml Eppendorfgefal in einer
Tischzentrifuge bei 1600 rpm fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Die pelle-
tierten Zellen wurden unmittelbar nach der Zentrifugation in flissigem Stickstoff tiefgefroren.
Zum Aufschlu® der Zellen und zur Inaktivierung aller Proteine, insbesondere der RNA
abbauenden Enzyme, wurde eine denaturierende Lésung (4 M Guanidiniumisothiocyanat, 20
mM Natriumzitrat, 0,5% Sarkosylat, 100 mM 2-Merkaptoethanol) direkt zu dem tiefge-
frorenen Probenmaterial gegeben. Nach dem Auftauen wurde das Gewebe durch mehrmaliges
Auf- und Abpipettieren homogenisiert. Das Volumen der Proben wurde mit Hilfe einer
Mikropipette abgeschétzt. Das Homogenat wurde dann durch Zugabe von einem Zehntel

Volumen Natriumazetatlésung (2 M, pH4,0) angesduert und durch Zugabe von einem
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V olumen Phenol und einem Funftel VVolumen Chloroform-Isoamylalkohol Gemisch extrahiert.
Die Phasen wurden durch Zentrifugation bei 10000 xg getrennt und die anschlief3ende Prazipi-
tation der RNA durch Zugabe von einem Hundertstel Volumen Glykogen-L dsung (20 mg/ml)
als Tragermaterial verbessert. Die wal¥ige Phase wurde mit einem Volumen Isopropanol
versetzt und die RNA bei 10000 xg innerhalb von 30 min pelletiert. Das Pellet wurde in
75%igem Ethanol gewaschen. Die Reinheit und die Konzentration der préparierten RNA

wurde am Spektralphotometer Uberprift.

2.4 Elektrophorese und Elektroelution von DNA aus Agar osegelen

DNA-Fragmente wurden zur Analyse ihrer Grof3e oder zu ihrer Préparation in einem Agaro-
segel elektrophoretisch aufgetrennt. Es wurden entsprechend der erwarteten DNA-Fragment-
grofien 1 bis 1,8%ige Agarosegele mit TBE Puffer (89 mM Tris-Borat, 89 mM Borséaure, 2 mM
EDTA, pH 8,0) mit etwa 10 pg/ml Ethidiumbromid verwendet. Zum Auftragen wurden die
Proben mit einem Finftel ihres Volumens an Probenpuffer (0,125% (w/v) Bromphenol Blau,
25% (w/v) Ficoll, 100 mM EDTA) versetzt und nach dem Anlegen einer konstanten Spannung
von 1 bis 7 V/cm aufgetrennt. Die DNA-Fragmente wurden durch Anregung mit UV-Licht
(Wellenlange 258 nm) analysiert. Um die Beschddigung der DNA zu verringern, wurde bel
praparativen Gelen UV-Licht mit einer Wellenlange von 366 nm verwendet. Die DNA-
Fragmente wurden aus praparativen Agarosegelen elektrophoretisch eluiert. Dazu wurden im
Anschluf3 an die Elektrophorese die zu isolierenden DNA-Banden unter Anregung mit UV-
Licht sichtbar gemacht, mit einen Skalpell ausgeschnitten und in einen Dialyseschlauch
Uberfuhrt. Je nach Grofie des ausgeschnittenen Agarosestiickes wurden 500 pl bis 1000 pl 0,5x
TBE in den Diayseschlauch gegeben und beide Enden mit Gefrierbeutelklammern
verschlossen. Anschlief3end wurde fur 15 bis 20 min eine Spannung von 8 V/cm angelegt.
Darauf wurde die Polung fur weitere 30 s vertauscht und anschlief3end der Puffer aus dem
Dialyseschlauch in ein Eppendorfreaktionsgefal? tberfiihrt. Die DNA wurde nach Zugabe von
einem Zehntel Volumen Natriumazetatlsung (3 M, pH 5,2) und 1 pl Glykogenlésung (20 mg/
ml) mit einem Volumen Isopropanol gefélt und bei 10000 xg fur 30 min zentrifugiert. Das
Pellet wurde mit einem halben Volumen an 70%igem Ethanol gewaschen und nach dem

Trocknen in 15 bis 30 pl Wasser aufgenommen.
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3. Modifizierung von Nukleinséuren
Die verwendeten Techniken und Methoden basieren soweit nicht anders beschrieben auf
Sambrook et al., 1989.

3.1 Restriktionsverdau

Fur analytische Restriktionsverdaue wurden 500 ng bis 1 pg DNA mit 10 U Restriktionsenzym
innerhalb von 2 h geschnitten und anschlief3end auf einem Agarosegel ausgewertet. Fir prépa
rative Verdaue wurden 10 pg DNA mit 100 U Restriktionsenzym fir 4 h inkubiert.

3.2 Dephosphorylierung der 5 -Enden von DNA-Fragmenten

Mit Restriktionsenzymen geschnittene Vektoren wurden zur Verhinderung der Religation vor
der Ligation von DNA-Fragmenten dephosphoryliert. Dazu wurden die geschnittenen Vektoren
zunachst aufgereinigt (Nukleotid Removal Kit, Qiagen) und dann mit Hilfe des Enzyms
Alkalische Phosphatase innerhalb von 30 min bei 37°C dephosphoryliert (1 U Intestinale
Phosphatase fir 20 pmol Vektor, Roche).

3.3 Erzeugung von glatten Enden bel DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente mit 5 -tberhéngenden Enden (bis zu 5 pg) wurden mit Hilfe des Klenow-
Enzyms (2,5 U) in Gegenwart von dNTPs (50 uM) im T4-DNA-Polymerase Puffer (50 mM
TrisHCI pH 7,5, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT) fr 30 min bei 37°C zu glatten DNA-Enden aufge-
fullt.

DNA-Fragmente mit 3’ -Uiberhangenden Enden (bis zu 5 pg) wurden mit Hilfe der T4-DNA-
Polymerase (1 U) in Gegenwart von dNTPs (50 uM) im T4-DNA-Polymerase Puffer fir 20 min
bei Raumtemperatur zu glatten DNA-Enden abgebaui.

3.4 Klonierung von doppelstrangigen, synthetischen DNA-Oligonukleotiden

Bel verschiedenen Klonierungsschritten wurden komplementére, einzelstrangige DNA-Oligo-
nukleotide mit einer Grof3e von 18 bis 40 Nukleotiden (NAPS, Gottingen oder Eurogentec,
Belgien) verwendet. Zwei komplementére einzelstrangige Oligonukleotide wurden dabel auf
eine Konzentration von 100 pmol/pl mit Wasser (Millipore) eingestellt und dann bei Raumtem-
peratur zu gleichen Verhaltnissen gemischt. Mit Hilfe der Polynukleotidkinase (PNK, Roche,
Mannheim) wurden die Oligonukleotide innerhalb von 30 min bel 37°C an den 5'-Enden

phosphoryliert (Tab. 2). Die phosphorylierten Oligonukleotide wurden mit dem Nukleotid-
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Removal-Kit von Qiagen mit einer Ausbeute von etwa 50 % aufgereinigt und in 30 pl mit einer

Endkonzentration von etwa 0,8 pmol/ul eluiert.

doppel strangiges Oligonukleotid 50 pmol/pl 1l

10x PNK Puffer (500 mM TrisHCI pH 8,2, 100 mM MgCl,, 50 mM | 6 pl
DTT,1mM EDTA, 1 mM Spermidin)

1mM ATP 15u
Wasser (Millipore) 46,5 pl
10 U/pl PNK 5ul
Gesamtvolumen 60 W

Tab. 2: Ansatz zur Phosphorylierung von Oligonukleotiden.

3.5 Ligation

DieLigation von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe der T4-DNA-Ligase (1 U, Promega oder
Roche) in einem Volumen von 10 Wl im Ligationspuffer (30 mM TrisHCI pH 7,8, 10 mM
MgCl,, 10 mM DTT, 0,5 mM ATP). Dazu wurden 25 ng bis 50 ng des dephosphorylierten
Vektors mit einem 3 bis 10 fachen Uberschuf? an phosphoryliertem DNA-Fragment zugegeben
und Uber Nacht bei 16°C inkubiert. Falls synthetische Oligonukleotide in einen Vektor ligiert

wurden, wurden diese in einem hundertfachen UberschuR gegeniiber dem Vektor eingesetzt.

3.6 DNA-Konstrukte

3.6.1 Konstruktion des eukaryontischen Expressionsvektors pCMV 3

Der Vektor fur die cDNA-Bank mufdte den folgenden Kriterien gerecht werden. Zum einen
sollte er eine gerichtete Klonierung der cDNA ermdglichen. Zum anderen sollte von dem
Vektor unmittelbar Gegenstrang-RNA fir die In-situ-Hybridisierung synthetisiert werden
koénnen. Schliefdlich sollte der Vektor auch die Eigenschaften eines eukaryontischen Expres-
sionsvektors haben, um die klonierte cDNA sofort im Hihnerembryo Uberexprimieren zu
kénnen (siehe 7.3). Als Ausgangsvektor fir einen derartigen Vektor diente das Plasmid
pTracer-CMV2 (6212 Nukleotide, Invitrogen). Dieser Vektor enthielt zwei eukaryontische
Promotoren, den Promotor des Cytomegalo-Virus (CMV) und den Promotor des Elongations-

faktors la (EF-1a), gefolgt von den Polyadenylierungssequenzen des Rinderwachstum-
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hormons (BGHpA) bzw. des SV40 Virus (SV40pA). Der EF-1a Promotor kontrollierte die
Expression eines GFP-Zeocin-Resistenz-Fusionsproteins. Der EF-1a Promotor, die Sequenz
des Fusionsproteins und das Polyadenylierungssignal SV40 pA wurden aus dem Vektor
entfernt. Dazu wurde der pTracer-CMV 2 Vektor mit den Restriktionsenzymen Stul und Pvull
geschnitten, religiert und so die Sequenz von Nukleotid 1683. bis 4222. entfernt. Das daraus
resultierende Plasmid wurde pCMV 2 genannt und umfal3te 3672 Nukleotide.

Der pCMV 2 Vektor wurde dann um zwei Schnittstellen fir das Restriktionsenzym Sfil in der
multiplen Klonierungsstelle (MCS) des Vektors erweitert. Dazu wurde er mit dem Restriktions-
enzym BstX| geschnitten und doppelstrangige Oligonukleotide fir die beiden Sfil-Schnitt-
stellen hineinligiert. Die Orientierung des doppel stréngigen Oligonukleotids im Vektor wurde
durch Sequenzierung der MCS Uberprift. Der daraus hervorgehende V ektor wurde pCMV 2-Sfi
genannt.

Die beiden Sfil Schnittstellen wurden mit dem folgenden doppel stréngigen Oligonukleotid in
den Vektor eingefigt.

Stil A Sfil B

TCOCECCATTACGECCT GCAGGAT CCBECCECCT CEECCCAGT
AGCCGGT AATGCCGGACGT CCTAGGCCGGECGGAGCCGEGT CA

Um spater von den klonierten cDNAs Gegenstrang-RNA fir die In-situ-Hybridisierung
gewinnen zu konnen, wurde das Plasmid pCMV 2-Sfi um einen T7 Promotor erweitert. Dazu
wurde es mit den Restriktionsenzymen Notl und Xbal geschnitten und doppel stréngige Oligo-
nukleotide fiir den T7 Promotor mit Uberhingen fiir die Notl und Xbal Schnittstellen hineinli-
giert. Der Expressionsvektor wurde nun pCMV 3 genannt (Abb. 5).

Der T7-Promotor wurde mit dem folgenden doppelstrangigen Oligonukleotid in den Vektor
eingefugt.

Notl-Uberhang  T7-Promotor  Xbal-Uberhang

GGCCCCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAT
CGAGAGGGATATCACTCAGCATAATAGATC
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In den pCMV 3 ligierte cDNA-Fragmente wurden mit Hilfe der folgenden Primer sequenziert:
Der CMV-Vorwérts-Primer (CGC-AAA-TGG-GCG-GTA-GGC-GTG) bindet aufwérts der
MCS (769-789). Der pCDNA-Primer (TAG-AAG-GCA-CAG-TCG-AGG) bindet abwérts der
MCS (1052-1069).

AspT18l
Prmel*  HindIII Kpnl BamH]I Sfil

GTTTAAACTTAAGCTTGGTACCAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGGCCATTACGGCCTGCAGGATG

Sfil MNotl Xhal Proel*

GCCGCCTCGGCCCACAGTGGCGGCCGCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTATCTAGAGGGCCCGTTTAAAC

Abb. 6: Ubersicht der multiplen Klonierungsstelle (MCS) des Vektors pCMV 3 mit Restriktionsschnittstellen von
Base 901 bis einschliefilich 1040.

3.6.2 DNA-Konstrukte des Gens Cresto

3.6.2.1 Deletionsmutanten des Gens Cresto

Mit Hilfe der PCR (siehe 3.12.3) und spezifischen Primern (siehe Tab. 3) wurden ausgehend
von dem in dieser Arbeit identifizerten Gen Cresto die Deletionsmutanten Cresto A, Cresto B
und Cresto C erstellt (zur Ubersicht Abb. 18) und diese zuerst in den Vektor pBSII kloniert.
Nachdem die Konstrukte sequenziert worden waren, wurden siein den Vektor pCMV 3 kloniert.
Das DNA-Konstrukt Cresto C erstreckte sich von dem kompletten, nicht-trandatierten 5’'-
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Bereich des Gens Cresto Uber das Startcodon bis einschliefdich des fur die 90. Aminosiure
kodierenden Codons, an das sich ein Stopcodon anschlof3. Die beiden anderen Deletionsmu-
tanten wurden am 5'-Ende mit einer Restriktionsschnittstelle fiir das Enzym EcoRI versehen.
Nach der Klonierung der Deletionsmutanten in den Vektor pBSII wurden sie mit dem Restrik-
tionsenzym EcoRI und Clal geschnitten. Die Clal Schnittstelle wurde wie unter 3.3 beschrieben
zu einem glatten Ende modifiziert. Dann wurde das DNA-Fragment der Deletionsmutante in
den Expressionsvektor fur Cresto, pPCMV-Cresto, ligiert, der zuvor mit EcoRl und Notl
geschnitten und dessen Notl Schnittstelle wie unter 3.3 beschrieben in ein glattes Ende
Uberfuhrt worden war. Das Gen Cresto besitzt eine Schnittstelle fur das Restriktionsenzym
EcoRI beginnend mit dem G des Startcodons. Dadurch wurden die Deletionsmutanten Cresto
A, die die 37. bis 90. Aminosaure des Proteins Cresto umfalite, und Cresto B, die die 85. bis
165. Aminoséure des Proteins Cresto einschlof3, mit den ersten drei Aminosauren des Proteins
Cresto fusioniert (Abb. 18 in gelb). Auch die Deletionsmutanten Cresto A und Cresto B
verflgten daher Uber den gleichen nicht trandatierten 5’ -Bereich und tber die gleichen ersten

drei Aminosauren.

DNA-Konstrukt | Primer

Cresto A aufwarts GAATTCCATGATTCAGCCTTCTGCAAAAGGT
abwarts TCATTGAATGACATCATCTGTATTCTC

Cresto B aufwarts GAATTCCACAGATGATGTCATTCAAGCT
abwérts TCACCCTGTTAGCCTCTCAATCAT

Cresto C aufwarts GCGTGCGTTACTTCAGTGATC
abwarts wie bei Cresto A

Tab. 3: Ubersicht der verwendeten Primer zur Erzeugung der Deletionsmutanten Cresto A, B und C. Die

angegebene Sequenz ist immer vom 5’ - zum 3’ -Ende angegeben.

3.6.2.2 DNA-Konstrukte fur ein Fusionsprotein aus GFP und Cresto

Eswurden verschiedene DNA-Konstrukte zur Fusion des griin-fluoreszierenden Proteins (GFP)
und Cresto hergestellt. Dabei wurde die kodierende Sequenz des GFPs aus dem V ektor pTracer-
CMV 2 (Invitrogen; Prasher et al., 1992) bzw. des modifizierten GFPs (EGFP, engl. enhanced
green fluorescent protein) aus dem Vektor plRES-EGFP (Clontech; Cormack et a., 1996; Y ang
et a., 1996; Haas et al., 1996) verwendet. Die folgenden Konstrukte wurden erstellt.
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3.6.2.2.1 Cresto-GFP

Die kodierende Sequenz des GFPs aus dem Vektor pTracer wurde mit den Restriktionsschnitt-
stellen Clal und Notl mit Hilfe der PCR (siehe 3.12.3) und entsprechenden Primern versehen
(Clal-GFP-Notl, siehe Tab. 4). Das amplifizierte DNA-Fragment wurde mit glatten Enden in
einen mit BamHI geschnittenen und mit Klenow-Enzym behandelten Vektor pCMV 3 kloniert.
Das Gen Cresto wurdein gleicher Weise mit einer Restriktionsschnittstellefur Clal am 3'-Ende
als Ersatz fir das Stopkodon versehen (Cresto-Clal, siehe Tab. 4) und wie oben in den Vektor
pCMV 3 ligiert. Anschlief3end wurden beide Vektoren mit den Restriktionsenzymen Clal und
Notl verdaut und das Fragment Clal-GFP-Notl in den Vektor pPCMV 3-Cresto-Clal ligiert.

DNA-Konstrukt Primer

Clal-GFP-Notl aufwéarts AAATCGATATGGCTAGCAAAGGAGAAGAACTTTTC
abwarts TTGCGGCCGCTTAATCCATGCCATGTGTAATCCCAGCAGCAGT

Cresto-Clal aufwarts GCGTGCGTTACTTCAGTGATCTGATGAATTCCA
abwarts ATCGATGTAATTTCCACTTGAAGCAAGATCTGATAC

GFP-Clal aufwarts ATGGCTAGCAAAGGAGAAGAACTTTTCACT
abwarts ATCGATTTAATCCATGCCATGTGTAATCCCAGCAGCAGT

Clal-Cresto-Notl aufwarts AAATCGATATGAATTCCAAAATGAAACAAAGCCTGAAT
abwarts TTGCGGCCGCTCAGTAATTTCCTTCACTTGAAGCAAGATCTGA

Kpnl-EGFP-Clal aufwarts GGTACCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTT
abwarts ATCGATCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGAGTGAT

Tab. 4: Ubersicht der Primer furr das Fusionskonstrukt aus GFP und Cresto.

3.6.2.2.2 Cresto-HA-GFP

Das Konstrukt Cresto-GFP wurde mit Clal verdaut und ein Hamagglutinin-Linker (Rizzuto et
al., 1995) mit Hilfe des folgenden doppelstréangigen Oligonukleotids in die Schnittstelle Clal
ligiert. Die durch das Oligonukleotid kodierten Aminosduren sind unter der Nukleotidsequenz

angegeben.

Clal-Uberhang HA-Linker Clal-Uberhang

CGCCTATGATGI TCCTGATTATGCAAGCTTAGG
CGATACTACAAGGACTAATACGT TCGAATCCGC
GY DVZPDYASILG
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3.6.2.2.3 Cresto-GS-GFP
Das Konstrukt Cresto-GFP wurde mit Clal verdaut und ein (GGS)-Linker mit Hilfe eines
doppel strangigen Oligonukleotidsin die Schnittstelle Clal ligiert. Die durch das Oligonukleotid

kodierten Aminosauren sind unter der Nukleotidsequenz angegeben.

Clal-Uberhang GS-Linker Clal-Uberhang

CGGAGGTAGT GGT GGCTCTGECGGTAGCGGT GGCAG
CTCCATCACCACCGAGACCGCCATCGCCACCGTCGC
G GS GGS GG S G G D

3.6.2.2.4 GFP-Cresto

Zunéchst wurde die kodierende Sequenz fur GFP aus dem Vektor pTracer mit Hilfe der PCR
(Primer siehe Tab. 4) mit einer Schnittstelle fur das Restriktionsenzym Clal anstelle des
Stopcodons am 3 -Ende versehen (GFP-Clal). Dann wurde GFP-Clal mit glatten Enden in den
Vektor pPCMV 3, der zuvor mit dem Enzym BamHI geschnitten und mit dem Enzym Klenow
aufgefullt worden war, ligiert (pCMV-GFP-Clal). Mit Hilfe der PCR wurde das Fragment Clal -
Cresto-Notl erstellt (Primer siehe Tab. 4). Das Fragment wurde mit den beiden Restriktionsen-
zymen Clal und Notl verdaut und in den auf dieselbe Weise geschnittenen Vektor pPCMV-GFP-
Clal ligiert.

3.6.2.2.5 EGFP-HA-Cresto

Diekodierende Sequenz des EGFPs aus dem V ektor pl RES-EGFP wurde mit den Restriktions-
schnittstellen Kpnl und Clal mit Hilfe der PCR und entsprechenden Primern versehen (Kpnl-
EGFP-Clal, Primer siehe Tab. 4). Die Sequenz der Schnittstelle Clal ersetzte das Stopkodon des
EGFPs. Dann wurde das Konstrukt GFP-Cresto (3.6.2.2.4) mit den Enzymen Kpnl und Clal
verdaut und das auf dieselbe Weise verdaute Fragment Kpnl-EGFP-Clal ligiert. Dieses
Konstrukt wurde dann Clal verdaut und ein Hamagglutinin-Linker mit Hilfe eines doppel stran-
gigen Oligonukleotids in die Schnittstelle Clal ligiert. Die durch das Oligonukleotid kodierten

Aminosauren sind unter der Nukleotidsequenz angegeben.

Clal-Uberhang HA-Linker Clal-Uberhang

CGATATCAAGCT TATCGGCTATGATGT TCCTGATTATGCAAGCTTAGG
TATAGI TCGAATAGCCGATACTACAAGGACTAATACGT TCGAATCCGC
bl KL I GYDVZPDYASILG
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3.6.2.3 DNA-Konstrukte zur Fusion von Cresto mit Myc- bzw. His-Epitop

Das DNA-Konstrukt Cresto-Clal (3.6.2.2.1) wurde mit einem Myc- bzw. einem His-Epitop am
3'-Ende versehen. Dazu wurde Cresto-Clal mit dem Restriktionsenzym Clal und Notl verdaut
und spezifische doppel stréngige Oligonukleotide fir die Epitope wie unter 3.4 beschrieben in
die Schnittstelle ligiert. Die durch das Oligonukleotid kodierten Aminosauren sind unter der

Nukleotidsequenz angegeben.

Clal-Uberhang Myc-Tag Notl-Uberhang

CGAACAAAAACT CATCTCAGAAGAGGATCTGTGA
TTGITTTTGAGTAGAGT CTTCTCCTAGACACTCCGG
E Q KL I S EE DL *

Clal-Uberhang His-Tag  Notl-Uberhang

CGATCATCATCACCATCACCATTGA
TAGTAGTAGTGGTAGTGGTAACTCOGG
D HHHHHH*

3.7 Konstruktion von cDNA Banken aus embryonalen Hihner gewebe

Um bisher unbekannte Gene, die an der Musterbildung des Hihnerembryos beteiligt sind,
identifizieren zu kdnnen, wurden aus embryonalem Hiihnergewebe cDNA-Expression-Banken
angelegt. Bei der Herstellung dieser Banken muf3te berticksichtigt werden, dal3 das Ausgangs-
material nur in geringer Menge zur V erfligung stand. Auf3erdem sollte vor allem cDNA involler
Lange gewonnen werden und diese gerichtet kloniert werden. Dartiber hinaus sollte eine
einfache Subtraktion die | solierung von entwicklungsbi ol ogisch rel evanten Genen begiinstigen.
Um diesen Anforderungen gerecht zu werden, wurde eine durch die Polymerase-K ettenreaktion
(siehe 3.12) amplifizierte und gerichtet klonierte cDNA-Bank mit Hilfe eines modifizierten
»SMART cDNA Library Construction Kits* (Clontech) hergestellt. Dazu wurde 1 pg Gesamt-
RNA (siehe 2.3) verwendet. Zur Erststrangsynthese der cDNA wurde die Reverse Transkriptase
(MMLV Reverse Transkriptase, Superscript 11, Gibco BRL) eingesetzt. Als Primer fir diese
Reaktion diente ein Oligo-dT-Primer, CDS Ill (5-ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCG-
ACATG-(T)39-N_1N-3'), der spezifisch an die Poly-A-Enden der Boten-RNA (mRNA) hybri-
disiert und so die Kopie der in der Gesamt-RNA unterreprasentierten mRNA ermdglicht. Die

Fahigkeit der Reverse Transkriptase nach dem vollsténdigen Kopieren der mRNA in cDNA an
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das DNA-Molekil im RNA-DNA-Hybrid Cytodinreste anzuhdngen erlaubte, den SMART 111
Primer Uber dessen Guanidinreste komplementér zu binden. Anschlief3end kopierte die Reverse
Transkriptase den SMART |11 Primer an den cDNA Erststrang (engl. Primer Extension). Die
Erststrangsynthese lieferte so DNA Kopien der mRNA, die am 3'-Ende die Sequenz des CDS
[l Primers aufwiesen und sofern sie in ihrer ganzen Lange in cDNA kopiert wurden, am 5’-
Ende die Sequenz des SMART 111 Primers. Unvollsténdige Kopien der mRNA besal3en nur die
CDS 11 Sequenz am 3'-Ende und nicht die SMART 111 Sequenz am 5’ -Ende und wurden in der
nachfolgenden PCR nicht amplifiziert. Dadie Sequenz des SMART |11 Primers des Herstellers
ein ATG enthielt, wurde abweichend von dem kommerziellen Protokoll ein modifizierter
SMART Il Primer (5 -AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACGGCCGGG-3)
verwendet (Eurogentec). In dessen Sequenz wurde das storende ATG durch ein ACG ausge-
tauscht, um nach der spéter erfolgenden Klonierung der cDNASs in einen eukaryontischen
Expressionsvektor pCMV 3 keine unerwinschte Initiation der Translation innerhalb des 5'-
Primers zu ermdglichen. Um ausreichende Mengen an cDNA zu erhalten und komplette cDNA
Kopien anzureichern, wurde die cDNA nun in einer PCR amplifiziert. Als spezifische Primer
wurden der 5'-PCR Primer (5 -AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3'), der komplementér
zur SMART Il Sequenz war, und der CDS 11l Primer verwendet. 18 bis 20 Zyklen waren
bereits ausreichend, um die cDNA so stark zu amplifizieren, dald sie auf einem Agarosegel mit
Ethidiumbromid sichtbar gemacht werden konnte (Abb. 15). In allen Féllen wurde stets das
gleiche Bandenmuster erhalten und diente als Kontrolle fir eine gelungene cDNA-Synthese.
Anschlief3end wurde die cDNA in den eukaryontischen Expressionsvektor, pPCMV 3, kloniert.
Dazu wurden die cDNA-Molekile in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und alle
mit einer Lange von mehr al's 1000 Nukleotiden aus dem Gel ausgeschnitten und eluiert (siehe
2.4). Dann wurden sie mit dem Restrik-tionsenzym Sfil in dem 5'- und 3'-Primer, die jedes
amplifizierte cDNA-Molekil flankieren, geschnitten. Das Restriktionsenzym Sfil hat eine
Erkennungssequenz, die aus zwei Abschnitten, die aus vier Basen bestehen und die um 5
Nukleotide beliebiger Basensequenz von enander getrennt sein missen
(GGCCNNNNNGGCC). Durch einen Verdau mit Sfil konnten dadurch zwei verschiedene
Enden entstehen, die zur gerichteten Klonierung der cDNA Molekile in den Expressionsvektor
geeignet waren. AulRerdem verringert die Verwendung von einem Restriktionsenzym statt zwei
verschiedenen die Wahrscheinlichkeit, dal3 durch interne Schnittstellen in den zu klonierenden
Genen diese ungewol It zerschnitten wurden. Die Ligation der geschnittenen cDNA-Fragmente

in den Vektor pCMV3 mufite mit einer besonders hohen Ausbeute geschehen, um bei der
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spateren Subtraktion die Selektion von Klonen ohne ein Insert (religierte pCMV 3 Vektoren)
nicht zu beglnstigen. Um den mit dem Restriktionsenzym Sfil an beiden Schnittstellen
geschnittenen pCMV 3 Vektor sicher von nur einfach geschnittenem Vektor elektrophoretisch
trennen zu kénnen, wurde ein pCMV 3 Vektor mit einem Insert von 1500 Nukleotiden mit Sfil
geschnitten, dephosphoryliert und dann aus dem Gel aufgereinigt. Fur die Ligation wurden
anstelle der sonst tblichen 50 ng Vektor 400 bis 500 ng des geschnittenen V ektors eingesetzt.
Um eine hohe Transformationseffizienz bei der Elektroporation des Ligationsansatzes in die
Bakterien zu erreichen, wurde der Ligationsansatz zuvor entsalzt (siehe 4.2). Aul3erdem wurden
kompetente Bakterien, die mit einer Effizienz von mehr als 5* 108 pro pg Plasmid DNA trans-
formiert werden konnten, verwendet. Die transformierten Bakterien wurden zu je 35000
Kolonien auf 24 mal 24 cm Agarplatten ausgestrichen (15 g Bacto Agar in 1 L LB-Medium,
autoklaviert, nach dem Abkuhlen auf 50°C mit 2 ml 50 mg/ml Ampicillin versetzt).

3.8 Markieren von RNA-Sonden mit Digoxygenin oder Fluoreszein (Krieg und Melton,
1984)

Zur In-situ-Hybridisierung wurde mit Digoxygenin bzw. Fluoreszein markierte Gegenstrang-
RNA verwendet. Die Gegenstrang-RNA wurde nach dem ,, Run-off* -Prinzip synthetisiert. Dazu
wurde zuné&chst das die cDNA enthaltende Plasmid am 5'-Ende der cDNA mit einem Restrik-
tionsenzym geschnitten. Dabei wurden nur Restriktionsenzyme verwendet, die ein 5’ -Uberhén-
gendes Ende erzeugten. Es wurden 10 pg des Plasmids mit dem entsprechenden
Restriktionsenzym (100 U) in einem Ansatz von 100 W linearisiert. Anschlief3end wurde der
Ansatz mit Phenol und Chloroform extrahiert und mit Ethanol gefdlt (siehe Material und
Methoden 2.1). Die ausgeféllte DNA wurde 10 pl Wasser (Millipore) aufgenommen. 1 pl der
resuspendierten DNA wurde zur Uberpriifung der Linearisierung auf ein Agarosegel aufge-
tragen.

Der Ansatz (Tab. 5) wurde bel 37°C fur 2 h inkubiert. Dann wurde er auf 50 pl mit Wasser
(Millipore) aufgefullt und mit Hilfe von Sephadex-Gelfiltrationssiulen von dem Uberschuf? an
nicht eingebauten Nukleotiden bereinigt (siehe 2.2). Ein Zehntel des Ansatzes wurde auf ein
Agarosegel aufgetragen, um die Qualitat und Quantitdt der Synthese zu Uberprifen. Die RNA-
Sonde wurde bei -20°C gelagert.
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linearisiertes Plasmid (1 pg/i) 1l
10 x Transkriptions Puffer 2u
(Roche, 400 mM TrisHCI pH 8,0, 60 mM MgCl,, 100 mM DTT, 20 mM Spermidin)

10 x Digoxigenin oder Fluoreszein RNA labelling mix 2ul
(Roche, 10 mM ATP, CTP bzw. GTP, 6,5 mM UTP und 3,5 mM Digoxingenin bzw. Fluo-
reszein-12-UTP)

RNasin (100 U/ml; Promega) 1l
RNA Polymerase (SP6, T3 oder T7 abhangig vom Promoter des Plasmids) 1l
Wasser (Millipore) 3

Tab. 5: Ansatz zur Markierung von RNA-Sonden.

3.9 Herstellung von radioaktiv markierten DNA-Moleklen

Zur Herstellung von radioaktiv markierten DNA-Molekilen wurden zwischen 50 ng und 100
ng der aufgereinigten DNA (siehe 2.4) bel 95°C fur 10 min denaturiert und anschlief3end sofort

auf Eis gekihlt. Hexamernukleotide mit jeder moéglichen Sequenz (Ng) dienten als Primer fir

das Klenow-Fragment, das diese unter Einbau von radioaktiven dCTP innerhalb von 1 h bei
37°C verlangerte (Tab. 6; Multiprime DNA labelling System RPN1601, Amersham-

Pharmacia). Die markierte DNA-Sonde wurden mit der G50 Saule von dem Uberschuf? an nicht

eingebauten Nukleotiden bereinigt (siehe 2.2). Der Einbau der radioaktiven Nukleotide wurde

indem L1701 Liquid Scintillation System (Beckman) gemessen. Eswurden spezifische Aktivi-

taten von 1* 10% bis 3*10° cpm/pg DNA erreicht.

zu markierende DNA 50ng-100ngin28

(N)g Primer/BSA Mix 54l

Klenow Puffer (50 mM TrisHCI, | 10 pl
10 mM MgCl, , 1 mM DTT)

32phosphor-a-dCTP (50 pCi) Sul

Klenow-Enzym 1l

Wasser (Millipore) auf 100

Tab. 6: Ansatz zur radioaktiven Markierung von DNA-Fragmenten.
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3.10 Subtraktion von Klonen durch Kolonie-Hybridisierung

Um Gene, die sowohl in der frih - as auch in der spét-exprimierten cDNA-Probe in hohem
Ausmal’? vorkamen, zu unterdriicken, wurden von der ausplattierten Plasmid-Bank der spét-
exprimierten cDNAS Filter gezogen und diese mit der radioaktiv-markierten frih-exprimierten
cDNA hybridisiert. Von den Filtern wurde eine Autoradiographie erstellt. Anschlief3end
wurden nur die Klone analysiert, die nach einer Autoradiographie negativ waren. Diese Klone
enthielten Gene, die entweder in beiden cDNA-Proben in nur geringer Menge oder aber nur in
der spéteren cDNA-Probe vorhanden waren. Die Kolonien wurden in einer Dichte von etwa
35000 Kolonien pro 24 cm mal 24 cm Bakterienplatte ausplattiert. Die Klone wurden bis zu
einem Koloniedurchmesser von etwa 0,5 mm bei 37°C inkubiert und anschlief3end fir minde-
stens 1 h bei 4°C gelagert. Es wurden Qiabrane Membranen (Qiagen) auf die Platten aufgel egt
und die Position der Membran auf der Platte wurde durch Durchstechen von Membran und
Agarplatte mit einer in Tusche geschwérzten Kantle markiert. Die Membranen wurden nach
etwaeiner Minute von der Bakterienplatte abgezogen und mit der Bakterienseite nach oben fir
4 min auf Filterpapier inkubiert, das mit Denaturierungslésung (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl)
getrankt war. Anschlief3end erfolgte je eine vierminutige Inkubation auf in Neutralisierungs-
|6ung getrénktem Filterpapier (0,5 M TrisHCI pH 7,4, 1,5 M NaCl) und auf in 2 x SSC (0,3 M
NaCl, 30 mM Natriumzitrat, pH 7,0 mit Zitronensdure eingestellt) getranktem Filterpapier.
Dann wurden die Membranen getrocknet und fir 1,5 h bei 80°C gebacken.

Zur Hybridisierung von radioaktiv markierten DNA-Sonden auf die an die Membranen
gebundene DNA wurden die Membranen zunéchst fur 1 h mit der Préhybridisierungsiésung
(0,5 M Na,HPO, mit H3PO, auf pH 7 eingestellt, 7% SDS) bei 65°C im Hybridisierungsofen
inkubiert. Anschlief3end wurde die fir 5 min bei 95°C denaturierte, radioaktiv markierte DNA
Sonde in Prahybridisierungsldsung zugegeben und Uber Nacht bel 65°C inkubiert. Nach der
Hybridisierung wurden die Membranen bei 65°C fir je 20 min zweimal mit 2 x SSC/0,1 % SDS,
einmal mit 1 x SSC/0,1 % SDS bei 65°C fur 20 min und einmal mit 0,1 x SSC/0,1 % SDS
gewaschen, um Uberschtissige und unspezifisch bindende Sonden zu entfernen. Die Membranen
wurden in Folie eingeschlagen und in einer Rontgenkassette auf einem XOMAT-Film (Kodak)
gelegt. Der Film wurde je nach Stérke des Signals Uber Nacht bzw. biszu drei Tagen exponiert.

3.11 cDNA Erststrang-Synthese fur die Reverse-Transkriptase-Polymerase-K ettenre-
aktion

Die reverse Transkription wurde mit dem , First-Strand cDNA Sythesis Kit* (Pharmacia)
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durchgefihrt. Dazu wurden 3 bis 5 pg Gesamt-RNA in 20 pl Wasser (Millipore)
aufgenommen und anschliefRend bei 65°C fur 10 min denaturiert. Zu dem Reaktionsansatz

wurde weiterhin folgendes hinzupipettiert (Tab. 7):

Gesamt-RNA (3 bis5 ug) 20
Random Hexanukleotid Primer 1
(pd(N)6 Primer 0,2ug/ml

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

Tab. 7: Ansatz zur cDNA-Synthese.
Der Reaktionsansatz wurde fur 1 h bei 37°C inkubiert. Teile des Reaktionsansatzes wurden
direkt in der Polymerase-K ettenreaktion eingesetzt oder bei -20°C gelagert.

3.12 Polymer ase-K ettenr eaktion (PCR)

Die Polymerase-K ettenreaktion (Saiki et al., 1988) wurde sowohl analytisch zur Orientierungs-
Uberprifung von DNA-Fragmenten in Vektoren und zur Expressionsanalyse in Form der
Reversen-Transkriptase-Polymerase-K ettenreaktion (RT-PCR) als auch préparativ  zur
Herstellung von DNA-Konstrukten und zur Amplifikation der cDNA fur die Plasmid-cDNA-

Banken verwendet.

3.12.1 Standard Polymer ase-K ettenr eaktion

Die PCR zum Nachweis eines DNA-Fragments in einem Vektor bzw. die Uberpriifung der
Orientierung von klonierten DNA-Fragmenten in Vektoren wurde mit der Tag-Polymerase
(Thermus aquaticus) durchgeftihrt. Dazu wurden 1 bis 10 pg der Plasmid DNA, 0,4 UM je
Primer, 200 uM je Desoxynukleotid, 1 U Tag-Polymerase und entsprechender Puffer (10 mM
TrisHCI pH8,8, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl,) verwendet. Es wurde das folgende Temperatur-
profil entweder in einem Mastercycler (Eppendorf) oder in einem Trio-Thermoblock
(Biometra) durchfahren (Tab. 8).

Schritt Temperatur Dauer

1. Initiale Denaturierung | 94°C 3 min

2. Denaturierung 94°C 30 sec
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3. Annealing 45°C bis65°C 30 sec
4. Synthese 72°C 1 min pro kb
5. Endsynthese 72°C 5min

Tab. 8: Protokoll eine Standard-PCR. Die Schritte 2. bis 4. wurden in der Regel 30 mal wiederholt.

3.12.2 Reverse-Transkriptase-Polymer ase-K etten-Reaktion (RT-PCR)

Zur Analyse der Genexpression von Markergenen in transfizierten embryonalen Huhnerfibro-
blasten wurde die RT-PCR angewandt. Dazu wurde aus nicht-transfizierten Kontrollzellen und
den mit Cresto transfizierten Fibroblasten Gesamt-RNA gewonnen (siehe 2.3) und daraus
cDNA synthetisiert (siehe 3.11). Fir jeden PCR-Nachweis wurde cDNA von rechnerisch 220
ng der Gesamt-RNA verwendet. Die ginstigsten Annealingtemperaturen der verwendeten
Primer wurden zundchst ndherungsweise berechnet (Baldino et al., 1989) und dann experi-
mentell Uberprift und verbessert. Die benttigte Zyklenanzahl wurde fir jedes Primerpaar (Tab.
9) ebenfalls empirisch bestimmt. Die Auswertung erfolgte nach elektrophoretischer
Auftrennung im Agarosegel.

GAPDH aufwarts ACGCCATCACTATCTTCCAG
abwarts CAGCCTTCACTACCCTCTTG

SLUG aufwérts 1. TATCATACCGCAGCCAGAGA
aufwérts 2. CTGCTACCGTCTCCTCTACC
abwarts 1. ACTCAGTGTGCTACGCAGCA
abwarts 2. CTACGCAGCAGCCAGATTCC

MSX1 aufwarts 1. CTCCAGGAACCTGCTGCTGC
aufwérts 2. ACCTTCGACACCGCTTCGGT
abwarts 1. AGTAGCATAGAGTCCAACGG
abwarts 2. ATCCACCAGGAAGTCTCTCT

DLX5 aufwarts 1. GGCTACTGCTCGCCTACCTC
aufwarts 2. AGTACCAGTACGGCATGAAC
abwarts 1. CAGCGCCAAGGGATGCTGTA
abwarts 2. CCCTCAGTAGATCGTCCCGA

Cresto aufwarts CAGTGATCTGATGAATTCCAA
abwarts CTTCACTTGAAGCAAGATCTG

Tab. 9: Ubersicht der Primer, die zu dem Nachweis der Genexpression mit Hilfe der RT-PCR verwendet wurden.
Als Annealing-Temperatur dienten 55°C fir GAPDH, 52°C fir Cresto, 45°C fur MSX1, fur SLUG und fur DLX5.



Material und Methoden 38

3.12.3 Her stellung von DNA-Fragmenten mit modifizierter Basenabfolge

Mit Hilfe der PCR wurden unter anderem Restriktionsschnittstellen oder Start- oder Stopcodons
fur Deletionsmutanten in DNA-Konstrukte eingefuhrt. Dazu wurden spezifische Primer
verwendet, die an 5-Ende um eine entsprechende Basenabfolge erganzt worden waren.
Derartige PCR-Reaktionen wurden mit der DNA-Polymerase Pwo (aus Pyrococus woesel,
Roche) in entsprechendem Puffer (10 mM TrisHCI pH 8,85, 25 mM KCI, 5mM (NH,),SOy,, 2
mM MgSO,) durchgefiihrt. Diese DNA-Polymerase erreicht durch ihre 3'-5 Exonuklease-
Aktivitét (,, Proofreading activity*) eine hthere Genauigkeit bei der DNA-Synthese. Aul3erdem
erzeugt die Pwo Polymerase DNA-Doppelstrdnge mit glatten Enden, die nach einem
Phosphorylierungsschritt einfach kloniert werden konnten. Aufgrund der geringeren Prozessi-
vitdt und Syntheserate wurde die Synthesezeit im Gegensatz zur Standard-PCR auf 2 min pro
kb erhoht und 2,5 bis5 U Enzym verwendet.

3.12.4 Amplifikation des Gens SLUG aus cDNA

Das Gen SLUG wurde mit Hilfe von spezifischen Primern in voller Lange kloniert. Dazu wurde
die cDNA ausden embryonalen Hiihnerfibroblasten (siehe 2.3 und 3.11) verwendet. Die Primer
wurden nach der in der Datenbank verfigbaren Sequenz des Gens S_UG entworfen (Tab. 10).
Der erste Primer aus Tab. 10 ist komplementar zu dem 1. bis 24. Nukleotid der in der Datenbank
gespeicherten SLUG cDNA. Das Startkodon beginnt an Position 12. Der zweite Primer ist
komplement&r zum 844. bis 866. Nukleotid der S UG cDNA. Das Stopkodon beginnt an
Position 818 der cDNA. Fir die Amplifikation wurde die Pwo-DNA-Polymerase verwendet
(siehe 3.12.3).

SLUG aufwarts CTGCCTTCAAAATGCCACGCTCCT
abwarts GGAGTGGAGACAAATGCATTGAG

Tab. 10: Ubersicht der Primer, die zur Amplifikation des kompletten Gens SLUG aus cDNA eingesetzt wurden.

4. Analyse von Nukleinsauren

4.1 Sequenzierungen

DNA-Sequenzierungen erfolgten als Service durch technische Angestellte der Abteilung
Molekulare Zellbiologie mittels des Tag-Dye-Deoxy Terminator Kits (Perkin EImer-ABI) auf
ABI 377 Sequenziergeréten.
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4.2 In-situ-Hybridisierung am ganzen Embryo

Die transkriptionelle Aktivitdt eines Genes wurde zum einen mit Hilfe der RT-PCR (siehe
3.12.2) und zum anderen durch die In-situ-Hybridisierung am ganzen Hihnerembryo nachge-
wiesen. Die Expression einzelner Gene wurde wie beschrieben analysiert (Wilkinson, 1992).
Die gleichzeitige Detektion der Expression zwel verschiedener Gene in einem Embryo wurde
wie beschrieben unternommen (Dietrich, 1997). Dabei wurden die Embryonen gleichzeitig mit
einer Digoxigenin- und mit einer Fluoreszein-markierten RNA-Sonden (siehe 3.8) hybridisiert,
diedannin zwel getrennten Schritten mit Hilfe von Digoxigenin- bzw. Fluoreszein-spezifischen
Antikdrpern (Roche) detektiert wurden.

Die Hihnerembryonen wurden zunédchst in PBS prépariert und in 4 %iger Lésung (w/v) aus
Paraformaldehyd (PFA) in PBS Uber Nacht bei 4°C fixiert. Anschlief3end wurden die
Embryonen entweder einzeln in Netze in 24-Titerplatten oder zu mehrerenin Netze in 6-Titer-
platten Uberfihrt und durch Umsetzen der Netze durch die unten tabellarisch aufgefihrten
Schritte gefuihrt. Die Embryonen konnten wahlweise in 100%igen Methanol wahrend der
Methanol-Reihe (Tab. 11) bei -20°C fir einige Tage oder vor der Hybridisierung im Lagermix
(s.u.) fur einen langeren Zeitraum bei -20°C gelagert werden. Zur Préhybridisierung, Hybridi-
sierung und den Waschschritten in der Lésung 1 und 3 wurden die Embryonen mit einem
kleinen Loffel in Eppendorfreaktionsgefél3e tberfihrt und dann in einem Thermoblock
(Eppendorf) inkubiert. Der Wechsel der L6sung erfolgte durch vorsichtige Abnahme der alten
und Zugabe der neuen Flussigkeit mit einer Mikropipette. Nach dem zweiten Waschen in
Losung 3 wurden die Embryonen zusammen mit der Lésung 3 aus dem Eppendorfreaktions-
gefain eine 6- bzw. 24-Titerplatte mit 2% BBR in MAB ausgeschuittet.

Die Inkubationdauer der Behandlung mit Proteinase K wurde mit dem Entwicklungsstadium
der Embryonen variiert. Fir Entwicklungsstadien jinger als HH7 wurde sie fir 1 min durchge-
fahrt und flr spétere Stadien auf 3 min verlangert.

Tabellarische Ubersicht der Waschschritte und Inkubationen, wiahrend insgesamt 5 Tagen (Tab.
11 bis Tab. 15)

PBT 2x5min
25% Methanol in PBT 5min
50% Methanol in PBT 5min
75% Methanol in PBT 5min
100% M ethanol 5min
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75% Methanol in PBT 5min

50% Methanol in PBT 5min

25% Methanol in PBT 5min

PBT 2x5min

6% H,O,/PBT 30 min

PBT 3Xx5min

10 pg/ml ProtK/PBT 1-3min

2 mg/ml Glyzin/PBT 5min

PBT 2x5min

0,2% Glutaraldehyde/4% PFA/PBT 20 min, 4°C

PBT 2x5min
Optional: Lagern bei -20°C
50% Formamid, 5x SSC pH 4,5

Préhybridisierungsl dsung 5min
Prahybridisierungsl6sung 1h,70°C
Hybridisierungsldsung Uber Nacht, 70°C

Tab. 11: Ubersicht der Waschschritte und Inkubationen am ersten Tag der In-situ-Hybridisierung. (PBT (0,1%
Tween-20 in PBS); Préhybridisierungslsung (50 % Formamid, 5 x SSC pH 4,5, 1 % SDS, 50 pg/ml Hefe tRNA,

50 pg/ml Heparin); Hybridisierungsldsung (Prahybridisierungsldsung mit 1 pg/ml Gegenstrang-RNA (siehe 3.8)

je Probe)).

Losung 1 (50% Formamid, 5x SSC pH

4,5, 1% SDS)

2 x 30 min, 70°C

L6sung 3 (50% Formamid, 2x SSC pH

2 x 30 min, 70°C

4,5)

2% BBR/MAB waschen
2% BBR/MAB 1h
20% FCS/2% BBR/MAB 1h

anti Fluoreszein Antikorper (1:2000) in

20% FCS/2% BBR/MAB

Uber Nacht, 4°C

Tab. 12: Ubersicht der Waschschritte und Inkubationen am zweiten Tag der In-situ-Hybridisierung. (MAB (100

mM Maleinsdure, 150 mM NaCl, pH 7,5, mit NaOH eingestellt); BBR (Boehringer Blockierungsreagensin MAB,

Roche)).
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MAB 3 x Waschen
MAB 5x1h
NTMT Waschen

pH 8,0

NTMT 3x 30 min

pH 8,0

Fast Red in NTMT pH 8,0° 45minbis5h
PBT 2x 10 min
0,1 M Glyzin/HCI pH 2,2 10 min

PBT 5x 10 min
4%PFAIPBS tiber Nacht, 4°C

Tab. 13: Ubersicht der Waschschritte und | nkubationen am dritten Tag der In-situ-Hybridisierung. (* Fast Red TR/
Naphtol AS-MX Tabletten (Sigma) in je 1 ml Wasser (Millipore) geldst (1 mg/ml 4-Chlor-2-methylbenzendia-
zonium, 0,4 mg/ml 3-Hydroxy-2-naphthol sdure-2,4-dimethylanilidphosphat, 0,15 mg/ml Levamisol, 100 mM
TrisHCI pH8,0), vor dem Gebrauch durch einen 0,22 um Spritzenaufsatzfilter (Millipore) von unlgslichen
Bestandteilen gereinigt; NTMT pH 8,0 (100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM MgCl,, 1% Tween-20, 2

mM Levamisol)).

PBT 2x5min

MAB 3 X Waschen
MAB 2x30min

2% BBR/MAB 1h

20% FCS/2% BBR/MAB 1h

anti Digoxigenin Antikérper (1:2000) | Uber Nacht, 4°C
in 20% FCS/2% BBR/MAB

Tab. 14: Ubersicht der Waschschritte und Inkubationen am vierten Tag der In-situ-Hybridisierung.

MAB 3 x Waschen
MAB 5x1h
NTMT Waschen

pH 9,5

NTMT 3x30min
pH 9,5
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NBT/BCIPin NTMT pH 9,5 2 bis 24 h, im Dunkeln, mit mehrfa-
chem L 6sungswechsel

PBT 2x 10 min

50 % Glyzerin/PBT 1h

80 % Glyzerin/PBT 1 h, dann bei 4°C lagern

Tab. 15: Ubersicht der Waschschritte und I nkubationen am fiinften Tag der In-situ-Hybridisierung. (* 200 ul NBT/
BCIP Stammldsung (18,75 mg/ml NBT, 9,4 mg/ml BCIP in 67% DM SO (v/v), Roche) pro 10 mI NTMT pH 9,5,
Reaktion vor Licht schitzen und Féarbel6sung alle 3 h wechseln; NTMT pH 9,5 (100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI
pH 9,5, 50 mM MgCl,, 1% Tween-20, 2 mM Levamisol)).

5. Molekularbiologische M ethoden (Sambr ook et al., 1989)

5.1 Herstellung von kompetenten Bakterien fur die Transfektion durch Elektroporation
Zur Préparation von ,, elektrokompetenten Bakterien wurde eine Vorkultur DH5a Bakterien
aus einer Einzelkoloniein 5 ml LB-Medium angeimpft und Uber Nacht bei 37°C unter Schiit-
teln (200 bis 250 rpm) inkubiert. 2,5 ml der Vorkultur wurden in 500 ml L B-Medium tberimpft
und bel 37°C bis zu einer optischen Dichte bei einer Wellenlénge von 600 nm von 0,5 bis 0,6
inkubiert. Die Kultur wurde 10 bis 15 min auf Eis gekuhlt, dann zentrifugiert (15 min, 2000 xg,
Sorvall GS-3 Rotor) und das Pellet in 10 ml eiskaltem Wasser resuspendiert. Anschlief3end
wurden 250 bis 500 ml eiskaltes Wasser zugeben, gemischt und erneut zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und das Bakterienpellet in der tibrigen Fliissigkeit resuspendiert.
Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. Dann wurde das Bakterienpellet in 10%igem
Glyzerol resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und etwa
ein Pelletvolumen 10%iges Glyzerin zugeben. Die Bakterien wurden resuspendiert, in 50 pl
Aliquots auf Eppendorf-Reaktionsrohrchen aufgeteilt und auf Trockeneis eingefroren. Die
Bakterien wurden anschlief3end bel -80°C aufbewahrt.

5.2 Transfor mation von Bakterien durch Elektroporation

Zur Transformation der elektrokompetenten Bakterien wurde ein Gene Pulser mit Pulskon-
troller verwendet (BioRad). Um die Effizienz der Transformation zu erhdhen, wurde der Ligati-
onsansatz vor der Elektroporation entsal zt. Dazu wurde der gesamte Ligationsansatz fir 20 min
auf einen auf Wasser (Millipore) schwimmenden Filter mit einer Porengréf3e von 0,025 pm
gegeben (Filter VS 0,025 pm, Millipore). Anschlief?end wurde 1 pl Ligationsansatz zu 50
kompetenten Bakterien gegeben und in eine Elektroporationskivette (1 mm Elektrodenabstand)
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Uberfihrt. Der Elektroporationsapparat wurde auf eine Spannung von 1,8 kV, eine Kapazitét
von 25 pF und einen Widerstand von 200 Ohm eingestel It und der Spannungspul s ausgel 6st. Im
Anschlufld wurden unmittelbar 300 yl warmes SOC-Medium (20 g/l Tryptone, 5 g/l Hefe
Extrakt, 0,5 g/l NaCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,, 20 mM Glukose) zugeben und fur 45 min
bei 37°C unter Schuttelninkubiert. Anschlieffend wurden verschiedene Voluminades Transfor-
mationsansatzes auf LB-Ampicillin-Agar Platten (100 pg/ml Ampicillin) ausplattiert.

6. Kultivierung von embryonalen Huhnerfibroblasten (M organ und Fekete, 1996)

6.1 Auftauen von embryonalen Huhnerfibroblasten

In flussigem Stickstoff tiefgefrorene primére embryonale Huhnerfibroblasten wurden im
Wasserbad aufgetaut und im Néhrmedium (DMEM mit 1000 mg/I Glucose (Gibco BRL), 10%
inaktiviertes fotales Kélberserum (Gibco BRL), 2% Huhnerserum (Sigma), 2 mM L-Glutamin
(Gibco BRL), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin (Gibco BRL)) aufgenommen
und fur 5 min bei 1000 rpm (170 xg) in einer Labofuge GL (Heraeus) zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 5 ml Medium resuspendiert, in eine 5,3 cm Zellkulturschale (Greiner) gegeben und
diese bei 37°C und 5% CO, in einem Zellkulturschrank (Heraeus BBD 6220) inkubiert. Sobald
die Zellen eine konfluente Einzelzellschicht bildeten, wurden sie passagiert.

6.2 Passagieren

Von konfluent mit embryonalen Huhnerfibrobl asten bewachsenen Zellkulturschalen wurde das
Medium abgesaugt und zweimal durch je 4 ml PBS ersetzt. Anschlief3end wurde das PBS durch
1 ml Trypsin-EDTA-L6sung (Gibco BRL, 0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA) ausgetauscht und fir
etwa 3 min bei 37°C bis zum vollstandigen AblGsen der Zellen von der Kulturschale inkubiert.
Die Proteolyse der Zellen wurde durch Zugabe von 4 ml M edium abgestoppt und die abgel 6sten
Zellen pelletiert (3 min bei 1000 rpm, 170 xg, in einer Labofuge GL, Heraeus). Das Zellpellet
wurde in Medium resuspendiert und die Suspension auf neue Zellkulturschalen so aufgeteilt,

dai3 die Zellen im Vergleich zur Ausgangskultur drei- bis zehnfach verdinnt wurden.

6.3 Transfektion der embryonalen Hihnerfibroblasten

Die embryonalen Hihnerfibroblasten wurden auf 5,3 cm Platten bis zu einer Dichte von etwa
50 bis 80 % kultiviert. In einem Eppendorfgefald wurden 88 pl serumfreies DMEM Medium
(Gibco BRL) mit 12 pl des FuGene Reagenzes (Roche) versetzt. Nach 5 min wurde diese

Mischung tropfenweise zu 4 pl einer 1 pg/pl der zu transfizierenden DNA-LGsung hinzuge-
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geben und durch vorsichtiges Schwenken gemischt. Nach weiteren 15 min wurde die herge-
stellte Mischung tropfenweise in das Medium der Zellkulturschale gegeben und diese weiter

inkubiert.

6.4 Kultivierung der transfizierten embryonalen Huhnerfibroblasten auf Objekttrégern
Etwa 7 h nach der Transfektion werden die embryonalen Fibroblasten von den Petrischalen
abgelost (siehe 5.2) und auf Objekttragern (, Chamber-Slides*), die zuvor fur 1 h mit einer
0,1%igen Gelatine-L 6sung beschichtet wurden, ausplattiert.

7. Embryologische M anipulationen

7.1 In-vitro-Kultivierung von Hiuhnerembryonen (New Kultur)

Die Kultivierung von Hiihnerembryonen wurde wie beschrieben (New, 1955, Stern, 1993)
durchgefihrt. Die bebriiteten Eier wurden mit einer kleinen Schere am stumpfen Ende getffnet.
Das dickflussige Eiweil3 wurde verworfen. Das diinnfltssige Eiweil3 wurde in einer Petrischale
aufgefangen. Das von der Vitellinmembran umhiillte Eigelb wurde in eine Schale mit Pannett-
Compton Saline gegeben (PC-Puffer: 4% (v/v) Stammlésung A und 6% (v/v) Stammldsung B
in Wasser (Millipore) (Stamml6sung A: 121 g/l NaCl, 15,5 g/l KClI, 10,4 g/l CaCl, x 2 H,0,
12,7 g/l MgCl, x 6 H,0 bzw. Stammlésung B: 2,365 g/l Na,HPO, x 2 H,0, 0,188 g/l NaH,PO,
X 2 H,0); Pannett und Compton, 1924). Mit einer Pasteurpipette wurde die Vitellinmembran
von anhaftenden Eiwel (3 befreit. Das Eigelb wurde so orientiert, dal3 der Embryo oben auflag.
Dann wurde das Eigelb am Aquator mit einer gebogenen Schere aufgeschnitten. Anschliefiend
wurde die Vitellinmembran so vorsichtig vom Eigelb gezogen, dal’ der Embryo an der Vitellin-
membran haften blieb. Die Vitellinmembran wurde mit dem Embryo nach oben auf eine im
Puffer liegende Uhrglasschale gelegt. Ein Glasring mit einem Innendurchmesser von 22 mm
wurde auf die Vitellinmembran gelegt, so dal3 der Embryo in der Mitte des Glasring lag. Darauf
wurde Uberschissiger Puffer und verbliebenes Eigelb mit einer Mikropipette entfernt. Eine 3,5
cm Zellkulturschale wurde mit 4 ml des gesammelten dinnfliissigen Eiweil3es gefillt. Der
Glasring wurde nun von dem Uhrglas zusammen mit dem Embryo in die Zellkulturschale
Uberfihrt. Anschlief3end wurde der Glasring mit zwel Spateln an der Zellkulturschale festge-
drickt. Auf¥erhalb des Glasringes befindliches Eiwei 3 wurde abgesaugt, und der auf der Vitel-
l[inmembran liegende Embryo und die Vitellinmembran wurden von Puffer, Eiweil3 und Eigelb
befreit. Die Kulturschale wurde in einem 38°C Brutschrank zum gewlinschten Entwicklungs-
stadium inkubiert.
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7.2 Transplantationen

7.2.1 Transplantation von Kaninchengewebe in Hilhner embryonen

Dasinduktive Potential von verschiedenen Zellen aus dem Kaninchenembryo wurde in in-vitro
kultivierten Hihnerembryonen analysiert. Zur Gewinnung des primitiven Endoderms wurden
die 15 bis 18-Wochen-aten Kaninchen am Tag 6,0 bis 6,5 nach der Besamung bzw. zur
Gewinnung von Zellen des Primitivstreifensam Tag 7,0 nach der Besamung durch die Injektion
von 450 mg Phenobarbital (Nembutal, Bayer) in die Ohrvene getttet. Die zu diesem Zeitpunkt
noch nicht implantierten Embryonen konnten durch Spulen der Uteri mit auf 37°C
angewarmten Medium (DMEM, Gibco BRL) ausgespult werden.

Die Kaninchenembryonen im Vorprimitivstreifenstadium (Tag 6,0 bis 6,5 nach der Besamung)
wurden in DMEM Medium mit 20% FCS Uberfuhrt. Der anterioren Pol der embryonalen
Scheibe wurde durch Einstechen einer Wolframdrahtnadel in die azellulére Blastozystenhiille
unmittelbar neben der morphologisch sichtbaren anterioren Sichel (siehe Abb. 8 H, Viebahn
1995) markiert. Darauf wurde der Embryo aus der Blastozystenhtille prépariert und mit Hilfe
der anterioren Markierung in eine anteriore und in eine posteriore Halfte zerschnitten. Nun
wurde das anteriore oder das posteriore, primitive Endoderm mit Hilfe von Wolframnadeln
isoliert, mit Partikeln des wasserunl 6slichen roten Farbstoffs Carmin (Sigma) markiert und auf
das Blastoderm eines kultivierten Hihnerembryos mit Hilfe einer Mikropipette Gibertragen. Die
Transplantate wurden mit einer gebogenen Insektennadel am anterioren Rand der Area
pellucida zur Area opaca zwischen das primitive Endoderm und das Ektoderm des Hiihnerem-
bryosimplantiert (siehe Abb. 8 L). Die Hiihnerembryonen wurden fir 6 bis 10 h inkubiert. Die
Knoten bzw. Primitivstreifenstiicke der Kaninchenembryonen wurden mit Wolframdrahtnadeln
aus den am Tag 7,0 nach der Besamung gewonnenen Embryonen ausgeschnitten, ebenfalls mit
Carmin markiert und wie oben in die Hihnerembryonen transplantiert. Die Hihnerembryonen
wurden Uber Nacht fur etwa 20 h inkubiert.

7.2.2 Transplantation von Huhner gewebe

Zum Vergleich zu den transplantierten Geweben des Kaninchenembryos (6.2.1) wurden die
topol ogisch identischen Gewebe aus Hihnerembryonen in gleicher Weise transplantiert. Zum
einen wurde das anteriore, primitive Endoderm, der anteriore Hypoblast, aus dem Vorprimitiv-
streifen- (EK XI11/XI111) bzw. aus dem mittleren Primitivstreifenstadium (HH3) transplantiert
(Abb. 8 A - D). Vor der Entnahme aus den Spenderembryonen wurde das Gewebe durch Mikro-
injektion des lipophilen Fluoreszenzfarbstoffs CM-Dil (chlormethyliertes 1,1'- Dioctadecyl-
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3,3,3',3 -tetramethylindocarbocyaninchlorat, Cell Tracker, Molecular Probes) markiert. 50 g
CM-Dil wurden zuné&chst in 10 pl Ethanol gelést und darauf 1:10 in 0,3 M Saccharose-L 6sung
verdinnt. Dann wurde mit Hilfe eines Mikroinjektors (Eppendorf Microinjector 5242) das
primitive Endoderm des Spenderembryos durch mehrfache Injektion in das Gewebe markiert.
Nach der Transplantation konnten die markierten Zellen des Spenderembryos durch
Einstrahlung von Licht mit einer Wellenldnge von 550 nm in vivo oder auch nach der In-situ-
Hybridiisierung zur Fluoreszenz (bei 570 nm) angeregt werden.

Der Knoten des Hiihnerembryos wurde aus den Stadien HH3+ bisHH4 wie fir den Kaninchen-
knoten beschreiben transplantiert (Abb. 8 E,F; 6.2.1).

7.3 Gen-Transfer in Hilhnerembryonen durch Elektroporation

Zur Analyse der Funktion der im Screen identifizierten Genen wurden diese im sich entwik-
kelnden Hihnerembryo tiberexprimiert. Dazu wurde eine neue Anwendung der Elektroporation
eingesetzt (Muramatsu et a., 1997; Itasaki et al., 1999; Momose et al., 1999). Die Hihnerem-
bryonen wurden zuné&chst in der New Kultur prépariert (6.1). Im Primitivstreifenstadium (HH3
bis HH4) wurde ihnen dann eine konzentrierte L 6sung des Expressionsvektors (5 pg/pl in PBS)
mit Hilfe einer Mikropipette (Eppendorf Mikroinjector 5242) injiziert. Dabei wurden einige
Nanoliter der Lésung zwischen das Endoderm und das Ektoderm gegeben, so dal3 sich das
Endoderm sichtbar wahrend der Injektion aufwdlbte. Auf die Vitellinmembran wurden parallel
zum Embryo Filterpapiere (Whatman), die in etwa die Grof3e der Elektroden hatten, aufgel egt
(siehe Abb. 7). Die Platinelektroden wurden so auf diese Filterpapiere aufgesetzt, dal3 sich die
Anode unterhalb und die Kathode oberhalb der Ebene des Embryos befand. Die Embryonen
wurden dann einem elektrischen Feld ausgesetzt (90 bis 120 V/cm, funf Rechteckpulse von je
50 msec Lange, BTX Electro Square Porator T820 mit BTX Enhancer 400). Die Elektrolyse
wahrend des Spannungspulses fuhrte neben der Wasserstoffentwicklung an der Kathode und
Sauerstoffentwicklung an der Anode auch zur Freisetzung von toxischen Radikalen. Um
Schéden am Embryo zu vermeiden, wurden die Elektroden von der New Kultur entfernt und
dabel das Uberschiissige PBS mit einer Mikropipette abgenommen. Die an die Filterpapiere der
Elektroden angrenzende Area opaca entwickelte sich trotz dieser Mal3nahmen in den meisten
Falen nicht weiter und mufte durch neue, trockene Filterpapiere auf der Vitellinmembran
fixiert werden, um ein Abrutschen des Embryos von der Vitellinmembran zu verhindern. Der

Embryo wurde danach wieder bei 38°C inkubiert.
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Mikroinjektionskanole Abb. 7: Schematische Darstellung der Elektroporati-
on von Hiihnerembryonen. Der Hiihnerembryon wur-
de mit seiner ventralen Seite nach oben auf der
Vitellinmembran kultiviert. Die DNA-L6sung wurde
zwischen das Ektoderm (blau) und das Endoderm
(orange) an verschiedenen Stellen mikroinjeziert.

Vathods Zwei Elektroden aus Platin wurden auf beiden Seiten

des Embryos plaziert und nach der Injektion der
DNA-L6sung der Embryo dem elektrischen Feld aus-
gesetzt. Zur Vereinfachung ist der Embryo sagittal

@ aufgeschnitten dargestellt und die in vitro-Kultur

Anade Huhnerermbrya nicht geze' gt.

*

DNA Lisung

7.4 Gen-Transfer in Explantate

Aus dem ventralen Teil der Neuralplatte im Entwicklungsstadium HH10 wurden mit Hilfe von
Wolframdrahtnadeln Stiickeisoliert. Zuvor wurde der Embryo mit 1% (w/v) Dispasell (Roche)
in PBS behandelt und Mesoderm und Endoderm von der Neuralplatte mit Insektennadeln
entfernt. Die Explantate der ventralen Neuralplatte wurden mit einer Mikropipette in PBS
zwischen zwei auf eine Petrischale aufgeklebte Netze pipettiert. Zwischen den Netzen befand
sich eine PBS-Losung mit 1 pg/pl der zu transfizierenden DNA. Die Netze hatten einen
Abstand von 2 mm voneinander. Aul3erhalb der Netze befanden sich eine stabformige Platin-
anode und eine punktférmige Platinkathode. Nachdem das Explant zwischen die Netze gegeben
worden war, wurden drei Spannungspulse (70 V, drei Rechteckpulse von je 50 msec Lénge,
BTX Electro Square Porator T820 mit BT X Enhancer 400) appliziert. Anschlief3end wurden die
Explantate mit einer Mikropipettein Ndhrmedium (DMEM mit 10% FCS, Gibco) uberfuhrt und
dann in einer Petrischale, die zuvor mit Fibronektin beschichtet wurde (25 pg/ml Fibronectin
(F2006, Sigma) in PBSfur eine Stunde bel Raumtemperatur) im gleichen Medium bei 37°C und
5% CO, in einem Zellkulturschrank (Heraeus BBD 6220) kultiviert.

8. Immunhistochemie

Die Fusionsproteine von Cresto mit dem His- bzw. dem Myc-Tag wurden mit Hilfe von
kommerziellen monoklonalen Antikdrpern detektiert. Dazu wurden die auf den Objekttragern
kultivierten embryonalen Huhnerfibroblasten fur 1 h in 4%iger PFA-LOsung in PBS fixiert.
Anschlief3end wurden die Zellen dreimal in PBT-L6sung gewaschen und dann fur 1 h in 20%
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FCS in PBT Uberfuhrt. Darauf wurden sie Uber Nacht mit dem monoklonalen Anti-Myc
Antikorper (1gG1, R950-25, Invitrogen) bzw. dem monoklonaen Anti-His Antikorper (1gG2b,
R930-25, Invitrogen) in einer Verdinnung von 1:500 in 20% FCS in PBT bei 4°C inkubiert.
Am né&chsten Tag wurden die Zellen viermal mit PBT und zweimal mit 20% FCSin PBT fir je
20 min gewaschen und dann mit dem sekundéren Antikorper (Ziege-anti-Maus, Alexa 488,
MoBiTec) in einer Verdinnung von 1:2000 in 20% FCS in PBT fir zwel Stunden inkubiert.
Anschlieffend wurde funfmal in PBT fur je 30 min gewaschen. Eine Anfarbung der Zellkerne
erfolgte mit Hilfe von DAPI (4’ ,6-Diamidino-2-phenylindol, 1 pg/ml in PBT).
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Ergebnisse

1. Analyse der neuralinduzierenden Fahigkeiten verschiedener Gewebe im Transplanta-
tionsexperiment

Um der Frage nachzugehen, von welchen Zellen die Signale zur Ausbildung der anterioren
Neuralstrukturen wahrend der friihen Embryonalentwicklung im Wirbeltierembryo ausgehen,
wurde das neuralinduzierende Potential verschiedener Gewebetypen aus dem Hihner- und dem
Kaninchenembryo in Transplantationsexperimenten untersucht. Das zu analysierende Gewebe
wurde aus Hihner- bzw. Kaninchenembryonen isoliert und in Kontakt zu naivem Ektoderm des
Huhnerembryos gebracht (Abb. 8 A,C,E,G). Alsreagierendes Gewebe wurde das Ektoderm des
Huhnerembryos an der Grenze der Area pellucida zur Area opaca, dem Ubergang von embryo-
nalen zum extraembryonalen Bereich im Primitivstreifenstadium ausgewahlt (Abb. 8 L). Diese
Region des Ektoderms ist zum Zeitpunkt der Transplantation kompetent, in neurales Gewebe
umprogrammiert zu werden, wenngleich sie normalerweise zur Epidermis bzw. zum extraem-
bryonalen Ektoderm differenziert (Spratt, 1952; Rosenquist, 1966; Schoenwolf und Sheard,
1990; Garcia-Martinez et al., 1993).

Es wurden zwel prinzipiell unterschiedliche Gewebetypen des Kaninchen- bzw. Hiuhnerem-
bryos auf ihr neuralinduzierendes Potential untersucht. Zum einem wurde das anteriore,
primitive Endoderm analysiert, zum anderen wurde die Spitze des Primitivstreifens, der
Knoten, transplantiert. Das primitive Endoderm unterliegt vor dem Beginn der Gastrulation
dem anterioren Ektoderm und kommt daher als frihester Kandidat fur neuralinduzierende
Signale in Betracht. Vom Knoten gehen zum einen direkt neuralinduzierende Signale (Ruiz i
Altaba, 1993) aus und zum anderen wandern Zellen des Ektoderms am Knoten ein und bilden
das anteriore, definitive Endoderm und spéter das préchordale Mesoderm, die beide zeitlich
nach dem primitiven Endoderm dem anterioren Ektoderm unterliegen und deshalb ebenfalls
Kandidaten fir das gesuchte Signal waren.

Das anteriore, primitive Endoderm und der Knoten wurden jeweils aus dem Huhner- und aus
dem Kaninchenembryo gewonnen und in ihrer induktiven Kapazitdt auf das naive Ektoderm
analysiert. Aus dem Huhnerembryo wurde das anteriore, primitive Endoderm, das dort al's der
anteriore Hypoblast (ah) bezeichnet wird, aus dem Vorprimitivstreifenstadium (EKXII/XIII,
Eyal-Giladi und Kochav, 1976; Abb. 8 A,B) und aus dem friihen Primitivstreifenstadium (HH3,
Abb. 8 C,D) isoliert und in einen Wirtsembryo im Primitivstreifenstadium implantiert (HH3 bis
HH4, Abb. 8 L). Das anteriore, primitive Endoderm des Kaninchenembryos im Vorprimitiv-

streifenstadium, das anteriore, viszerale Endoderm (ave), wurde in gleicher Weise manipuliert
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(Abb. 8 G,H). Der Knoten des Hihnerembryos (n; Abb. 8 E,F) und der Knoten des Kaninchen-
embryos (n; Abb. 8 J,K) wurden beide im voll ausgebildeten Primitivstreifenstadium transplan-
tiert. Zur Kontrolle wurde auch der Teil des Primitivstreifens, der sich unmittelbar hinter dem
Knoten befindet, transplantiert (pn; Abb. 8 J K).

| Hihner Spender Kaninchen Spender || Hihner Wirt |
v

&

Vorprimitiv- Friher Primitivstreifen  Vorprimitiv-  Primitivstreifen
streifen Primitivstreifen streifen

Abb. 8: Ubersicht der Spender- und Empfangerembryonen des Transplantationsexperiments zur Analyse der
neuralinduzierenden Fahigkeit. (A-D) Im Vorprimitivstreifenstadium (A,B) und im friihen Primitivstreifenstadium
(C,D) wurde aus dem Huihnerembryo das anteriore, primitive Endoderm (der anteriore Hypoblast, ah) transplan-
tiert. (E,F) Im Primitivstreifenstadium wurde aus dem Huhnerembryo die Spitze des Primitivstreifens, der Knoten
(n), transplantiert. (G,H) Im Vorprimitivstreifenstadium wurde aus dem Kaninchenembryo das anteriore, primitive
Endoderm (das anteriore, viszerale Endoderm, ave) transplantiert. Das anteriore Ende des Kaninchenembryos ist
in diesem Stadium verdickt und wird auch anteriore Randsichel genannt (amc). (J,K) Im Primitivstreifenstadium
wurde aus dem Kaninchenembryo die Spitze des Primitivstreifens, der Knoten (n), und der unmittelbar dahinter-
liegende Teil des Primitivstreifens (pn) transplantiert. (L) Schematische Darstellung der Implantationsstelle im
Huhnerembryo an der anterioren Grenze zwischen der extraembryonalen und embryonalen Region. (B,D,F aus
Hamburger und Hamilton, 1951).

Die durch die Transplantate im HUhnerembryo hervorgerufenen Strukturen wurden mit Hilfe
der In-situ-Hybridisierung auf die Expression der folgenden Markergenen untersucht (Abb. 9).
Das Homeoboxgen OTX2 diente als Marker fur das Vorderhirn und das Mittelhirn (Bally-Cuif
et al., 1995), das Homeoboxgen GANF fir das anteriore VVorderhirn (Kazanskaya et al., 1997,
Knoetgen et al., 1999b), das Homeoboxgen GBX2 fir das anteriore Hinterhirn (fir
Rhombomere 1 bis 3; Niss und Leutz, 1998), das Homeoboxgen KROX20 fiir das posteriore
Hinterhirn (fir die Rhombomere 3 und 5; Sham et al., 1993) und das Homeoboxgen HOXBL fiir
das posteriore Hinterhirn und Rickenmark (posterior vom Rhombomer 3; Guthrie et al., 1992).

Das Homeoboxgen CNOT1 diente als Marker fir zwei Regionen, fur das dorsale Vorderhirn
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(CNQOT1-fb) und fur den Knoten und das Notochord (CNOT1-n; Stein und Kessel, 1995). Das
T-Box-Gen CH-T (Brachyury) wurde als Marker fir die zuktinftigen, mesodermalen Zellen des
Primitivstreifens und das Notochord benutzt (Kispert et al., 1995). Mit den HM G-Transkripti-
onsfaktoren SOX2 und SOX3 wurde eine generelle, neurale | dentitét nachgewiesen (Rex et al.,
1997), wobel SOX3 zu Beginn der Gastrulation auch das gesamten Ektoderm markiert, spéter
jedoch wie SOX2 auf das neurale Gewebe beschrankt ist.

GANF

CNOT1-b
OTX2 Abb. 9: Schematische Darstellung der Expression der Markergene in einem

GBX2 Huhnerembryo im 10-Somiten-Stadium (HH10). OTX2 diente als Marker fiir das
KrRox2o Vorder- und das Mittelhirn (rot), GANF fir das anteriore Vorderhirn
(dunkelgrau), GBX2 fur das anteriore Hinterhirn (blau), KROX20 fir das
HOXB1 posteriore Hinterhirn (gelb) und HOXBL1 fir das posteriore Hinterhirn und
Ruckenmark (dunkelgriin). CNOT1 diente als Marker fir zwei Doménen, fur das
dorsale Vorderhirn (CNOT1-fb; hellgrin) und fir den Knoten und das
Notochord (CNOT1-n; hellgrin). CH-T (Brachyury) wurde zum Nachweis der
CH-T, spdter mesodermalen Zellen des Primitivstreifens bzw. des Notochord
CNOTI-n yerwendet. SOX2 und SOX3 dienten als pan-neurale Marker.

Hihnerembryo
(HH10, 10 Somiten)

1.1 Transplantation des anterioren, primitiven Endoder ms

Das anteriore, primitive Endoderm des Hiiherembryos, der anteriore Hypoblast (ah), wurde in
19 Féllen transplantiert, wobei es in 15 Fallen aus dem Vorprimitivstreifenstadium (EKXI1/
X111) und in 4 Féllen aus dem mittleren Primitivstreifenstadium (HH3) entnommen wurde (Tab.
16). Da das transplantierte Hihnergewebe nach der Transplantation in den Wirtsembryo
integrierte, wurde es vor der Entnahme aus dem Spenderembryo mit dem Fluoreszenzfarbstoff
CM-Dil (Molecular Probes) markiert, so daf? esim Anschluf3 an die Inkubation nach Anregung
mit Licht (Wellenlange 550 nm) sichtbar gemacht werden konnte. Die Implantation des
anterioren Hypoblasten fihrte in keinem Fall zu einer Induktion des anterioren Neuramarkers
GANF oder zu einer morphologischen Veranderung des tberliegenden Ektoderms (Abb. 10
A E). Das Uber dem implantierten, primitiven Endoderm liegende Ektoderm wiesin alen Féllen
eineim Vergleich zur Umgebung unveranderte Morphologie auf.

Das anteriore, primitive Endoderm des Kaninchenembryos, das anteriore, viszerale Endoderm

(ave), fuhrte jedoch im gleichen Experiment an der Transplantationsstelle zu der Ausbildung
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einer ektopischen Verdickung des benachbarten Ektoderms (Abb. 10 B-D,F-H). Dieses
pseudostratifizierte, kolumnare Epithel (Abb. 10 F-H) in Kombination mit der ektopischen
Expression des panneuralen Markergens SOX3 (zu 100%, n = 3, Abb. 10 B,F) wie auch der
beiden anterioren Neuralmarker OTX2 (zu 60%, n = 6, Abb. 10 C) und GANF (zu 67%, n =9,
Abb. 10 D) wiesen die induzierte Struktur as anteriore Neuralplatte aus. Allerdings expri-
mierten die induzierten Strukturen nicht den panneuralen Marker SOX2 (zu 0%, n = 10), der
jedoch auch als Antwort auf starke Neuralinduktoren erst nach 9 h induziert wird (Streit und
Stern, 1999b). Dariiber hinaus differenzierten diese ektopischen Neural platten weder zu Neural -
falten noch zu Neurarohren aus, sondern blieben auf dem Stand einer Neuralplaite bzw.

bildeten sich bei 1angeren Inkubationszeiten wieder zurlck.

_ HihnerAH || Kaninchen AVE |
__ GANF__ || sOX3 || OTX2 | GANF |

Sl ool anp*

Abb. 10: Vergleich des anterioren, primitiven Endoderms aus dem Huhner- und Kaninchenembryo im Transplan-
tationsexperiment. (A,E) Durch die Implantation von anteriorem Hypoblast aus dem Hihnerembryo (ah) wurde
keine Induktion einer ektopischen anterioren Neuralplatte im Empfangerembryo hervorgerufen. Die Expression
des Gens GANF (blau) ist an der Transplantationstelle nicht induziert und das Ektoderm des Empféngerembryos
Uber den implantierten Zellen nicht verdickt. Die transplanierten Zellen wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Dil
markiert (rot). (B-H) Eine Induktion einer ektopischen Neuralplatte (np*) bzw. einer anterioren Neuralplatte
(anp*) wurde durch das transplantierte anteriore, viszerale Endoderm des Kaninchenembryos (ave) hervorgerufen.
Die ektopische, neurale Verdickung exprimiert die Markergene SOX3 (B,F), OTX2 (C,G) und GANF (D,H). In den
histologi schen Schnitten ist die ektopische V erdickung des Ektoderms erkennbar (F,G,H). (Die Ebene der abgebil-
deten histologischen Schnitte ist durch eine schwarze Linie angedeutet. Neuralplatte (np) bzw. anteriore Neural-
platte des Empfangers (anp); induzierte Neuralplatte (np*) bzw. induzierte anteriore Neural platte (anp*)).
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Hihner AH Kaninchen AVE

n=19* n=27
OTX2 - 3/5 60%
GANF 0/19 0% 6/9 67%
SOX3 - 3/3 100%
SOX2 - 0/10 0%

Tab. 16: Zusammenfassung der Transplantationen des anterioren, primitiven Endoderms aus dem Hihner- und
dem Kaninchenembryo. *Vorprimitivstreifenstadium (EK XI1/X111) n=15, mittleres Primitivstreifenstadium
(HH3) n=4.

1.2 Transplantation des Knotens aus dem Huhnerembryo

Dasinduktive Potential des Huhnerknotenswurde bereits von anderen Autoren intensiv studiert
(z.B. Waddington, 1932; Gallera und Nicolet, 1969; Dias und Schoenwolf, 1990; Storey et al.,
1992). Als Kontrolle wurden diese Experimente hier zunédchst wiederholt. Dabei wurde
bestétigt, dal? der Knoten aus dem Hihnerembryo im mittleren bis vollstandigen Primitivstrei-
fenstadium (HH3+/HH4) eine ektopische Neuralachse induzieren kann, welche sowohl aus
anterioren als auch aus posterioren Identitéten besteht (Abb. 11; Tabelle 17). In 79% der Fale
ergab die Transplantation eines Huhnerknotens eine ektopische, morphologische Veradnderung
(n=24). In fast alen Falen waren diese ektopischen Neuralachsen positiv fur den Vorderhirn-
und Mittelhirnmarker OTX2 (94%, n=16, Abb. 11 A,B,E,;F) und den Vorderhirnmarker
CNOT1-fb (100%, n=6, Abb. 11 C). Der anteriore Marker GANF trat mit einer geringeren
Haufigkeit von 67% auf (n=6, nicht abgebildet), moglicherweise, weil das Gen GANF nur
vorUbergehend im Vorderhirn exprimiert ist und im hier analysierten Stadium bereits wieder
abgeschaltet wird (Knoetgen et al., 1999b). Von den Knotentransplantaten war bekannt, dal3 sie
in notochord-ahnliche Gewebe differenzieren (Dias und Schoenwolf, 1990; Stein et al., 1996).
Diese Derivate des Transplantats waren stets positiv fur die beiden mesodermalen Marker
CNOT21-n (100%, n=5, Abb. 11C,G) und CH-T (100%, n=5, Abb. 11 D,H). Allerdings wurde
die Expression beider Gene CH-T und CNOT1-n nicht im Ektoderm des Wirtsembryos
induziert. Aul3erdem fand sich kein Anzeichen fir eine Deepithelisierung von mesodermalen
Zellen aus dem Ektoderm des Wirts an der Implantationsstelle. Dies deutet darauf hin, daf3 an
der Transplantationsstelle die Ausbildung eines Hlhnerorganisators, der dann selbst notochord-
ahnliche Strukturen aus dem Ektoderm hervorbringt, nicht auftritt, wéhrend das transplantierte
Knotengewebe entsprechend seinem normalen Schicksal in notochord-dhnliche Strukturen

differenziert.
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In den meisten Féallen waren die induzierten Achsen Kopf-an-Kopf zu der endogene Achse
orientiert, wobel sich zwel unabhangige Kopfe in unmittelbarer Nachbarschaft entwickelten
(Abb. 11 A). In einigen Féllen wurden jedoch auch Beispiele fir eine entgegengesetzte Orien-
tierung der beiden Achsen gefunden, bei denen die sekundéare OTX2-Doméne zur Area opaca
orientiert war (Abb. 11 B). Dain das mesodermfreie, zukiinftig extraembryonale bzw. zum Teil
noch epidermale Ektoderm transplantiert wurde, wurde die Ausbildung von Derivaten des
Mesoderms wie Somiten nicht beobachtet, die aus einer Umprogrammierung des paraxialen

und lateralen M esoderms hatten resultieren kénnen.

| Transplantat: Knoten des Hihnerembryos |
|OTX2 HOXB1 ||OTX2 HOXB1

Abb. 11: Induktion einer kompletten Neuralachse durch die Transplantation eines Hiihnerknotens aus dem Primi-
tivstreifenstadium. (A-F) Die induzierten Neuralachsen bestanden sowohl aus anterioren Identitaten (Expression
des Vorder- und Mittelhirnmarkers OTX2 in rot) als auch aus posterioren Identitdten (Expression des posterioren
Hinterhirn und Rickenmarkmarkers HOXB1 in blau). In den meisten Féllen waren die Achsen Kopf-an-Kopf
orientiert (A). In einigen Fallen fand sich aber auch die entgegengesetzte Orientierung (B). (C-H) Die ektopische
Neuralachse exprimierte auch den Vorderhirnmarker CNOT1-fb (C). Unter der induzierten Neuralachse fand sich
ein Notochord, das CNOT1-n und CH-T exprimierte (C,G bzw. D,H). In D wurden durch das Transplantat zwei
unabhéngige Neuralfalten induziert, unter denen jeweils eine notochord-ahnlichen Struktur lag (H).

In A und B sind Embryonen dargestellt, die mit einer Doppel-in situ-Hybridisierung auf die Expression von OTX2
und HOXB1 untersucht wurden. In C und D sind Embryonen abgebildet, die mit einer einfachen In situ-Hybridi-
sierung auf die Expression von CNOT1 bzw. CH-T untersucht wurden. Das Vorderhirn (fb), das Riickenmark (sc)
und das Notochord (nc) der Empféngerembryonen sind in der Abbildung markiert. Die entsprechenden ektopi-
schen Strukturen sind mit einem Stern versehen (*). Die Ebene der histologischen Schnitte ist durch eine Linie
angedeutet.
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Huahnerknoten Kaninchen- Kaninchen
knoten anteriorer
Primitivstreifen
n=24 n=122 n=40

Ektopische 19/24 79% 66/122 54% 28/40 70%
Strukturen
OTX2 15/16 94% 18/23 78% 0/8 0%
GANF 4/6 67% 6/15 40% 0/4 0%
CNOT1-fb 5/5 100% 6/6 100% 0/6 0%
CNOT1-n 5/5 100% 4/6 67% 4/6 67%
GBX2 - 77 100% 2/2 100%
KROX20 - 2/6 33% 1/2 50%
HOXB1 5/6 83% 20/28 71% 6/6 100%
SOX3
SOX2
Ch-T 5/5 100% 4/12 33% 4/4 100%

CNOT1 wird in zwei unabhangigen Regionen exprimiert: fb: im dorsalen Vorderhirn; n: in
einer Doméane um den Knoten.

Tab. 17: Zusammenfassung der Transplantationsexperimente des Knotens und des hinter dem Knoten gelegenen

Teils des Primitivstreifens.

1.3 Transplantation des Knotens aus dem Kaninchenembryo

Die Analyse der induktiven Eigenschaften wurde auf den Knoten des Kaninchens ausgedehnt
(Abb. 8 J). Dadie Kaninchenknoten im Vergleich zu dem anterioren, primitiven Endoderm des
Kaninchens eine viel ausgepragtere Neuralinduktion hervorriefen, wurde die Inkubationszeit
der Wirtsembryonen von 10 h auf 20 h verlangert, was den ektopischen Strukturen erlaubte, sich
bis in die Neurulationsstadien zu entwickeln. Das transplantierte Kaninchengewebe Uberlebte
aufgrund der fur die Hihnerembryonen optimierten Kulturbedingungen wie dem hohen pH-
Wert von 9,2 diese Inkubationszeit nicht. Daher konnte es nach der Inkubation nicht wiederge-
funden werden, so dal3 eventuelle Signale unmittelbar nach der Transplantation emittiert
worden sein mufdten. Aus den Transplantationen von Hihnerknoten ist bekannt, dal3 das trans-
plantierte Gewebe nur fir wenige Stunden vorhanden sein muf3, um einen Effekt auf das
Ektoderm zu haben (Streit et al., 1998). Der transpl antierte Kaninchenknoten konnte daher auch
nicht zu den induzierten Achsen beitragen, so dal3die bei der Transplantation der Hiihnerknoten
beobachtete, auffallige Selbstdifferenzierung in notochord-ahnliche Strukturen ausblieb (siehe

Ergebnisse 1.2). In den Transpl antati onsexperimenten fihrten die Kaninchenknoten in 54% der
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Fale zu einer ektopischen, morphologischen Verdnderung (n=122, Tab. 17). Mit grof3er
Haufigkeit wurden Vorderhirnidentitéten induziert, die OTX2 (78%, n=23, Abb. 12 A,B,M,N)
und CNOT1-fb (100%, n=6; Abb. 12 O,P) exprimierten. Mit einer etwas verringerten
Haufigkeit trat der Vorderhirnmarker GANF (40%, n=15, Abb. 12 C) auf. Die ektopischen
Neuralachsen entwickelten typische Neuralfalten, die sich teilweise zu Neurarohren
geschlossen hatten (Abb. 12 B,G). Diesund die dorsale Expression von CNOT1-fb, deuteten an,
dal3 auch eine ausgepragte dorso-ventrale Musterbildung, vermutlich durch Faktoren wie Sonic
hedgehog, das vom Knoten sezerniert wird (Roelink et al., 1995), erfolgte. Auch der anteriore
Hinterhirnmarker GBX2 (100%, n=7, Abb. 12 E,K) sowie der posteriore Hinterhirnmarker
HOXB1 (71%, n=28, Abb. 12 B,G,L,Q) wurden hdufig von den induzierten Strukturen expri-
miert. Die Expression des posterioren Hinterhirnmarkers KROX20 wurde seltener detektiert
(33%, n=6, Abb. 12 D,J), was moglicherweise auf den Umstand zurlickzufthren ist, dal3
KROX20 im Vergleich zu den anderen Markern erst recht spat wahrend der Entwicklung ab dem
Stadium HH10 (Sham et al., 1993) exprimiert wird.

Um die Moglichkeit auszuschlief3en, dal3 die bisher beschriebenen ektopischen Neuralachsen
nicht direkt auf neuralinduzierende Faktoren vom transplantierten Kaninchenknoten, sondern
sekundér von einem durch den Kaninchenknoten induzierten Hihnerorganisator herrihrten,
wurden die beiden mesodermalen Marker CNOT1-n und CH-T in die Untersuchung einge-
schlossen. Bei beiden Genen handelt es sich um Marker fir zukiinftige und friihe mesodermale
Zéllen, die fur den Knoten typisch sind. Das Gen CH-T wurde in 33% der Félle aktiviert (n=12,
Abb. 12 N,S), wohingegen eine Expression des Gens OTX2 in 78% der Falle beobachtet wurde
(n=23). Das Verhdltnis dieser Haufigkeiten demonstriert, dal3 die VVorderhirnmarker zu einem
deutlich héheren Prozentsatz induziert wurden, ohne dal’ gleichzeitig die Expression von CH-
T beobachtet wurde. Diese Beobachtung wurde auch durch die Auswertung der Wirtsem-
bryonen mit Hilfe der Doppel-in-situ-Hybridisierung unterstiitzt. Dabel wurde die Expression
von OTX2 in Abwesenheit des mesodermalen Markers CH-T gefunden (n=4, Abb. 12 M,R).
Dartiber hinaus wurde die Vorderhirnexpressionsdoméane des Gens CNOT1 (CNOT1-fb) in
jedem Fall detektiert (100%, n=6, Abb. 12 O,P), wahrend die posteriore Doméne (CNOT1-n)
seltener auftrat (67%, n=6, Abb. 12 P).

Die Ergebnisse, die bei der Transplantation der Kaninchenknoten erhalten wurden, differierten
in einem weiteren Aspekt von denen der Transplantation des Hihnerknotens. Wenn ein Kanin-
chenknoten verpflanzt wurde, exprimierten einige der Wirtsembryonen CH-T und CNOT1-nin

einer posterioren Doméane der sekundéren Neuralachse, die immer auf das Ektoderm begrenzt
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war (Abb. 12 S,U). Im Gegensatz dazu ergaben die gleichen Transplantationen bei den Hihner-
knoten in jedem Fall eine posteriore CH-T oder CNOT1-n Expressionsdoméne, die auf das
sel bstdifferenzierende Transplantat zurtickging (Abb. 11 G,H). Die Instabilitét des Kaninchen-
organisators nach der Transplantation im Huhnerembryo konnte moglicherweise die
Aktivierung von CH-T und CNOT1-n im benachbarten Ektoderm erlauben, wahrend der sich
weiter entwickelnde Hiihnerembryo selbst zwar CH-T und CNOT1-n exprimierte, gleichzeitig
aber deren Expression im benachbarten Ektoderm unterdriickte. Dies geschah wahrscheinlich
durch die , anti-dorsalisierende Aktivitét“ des Knotens, die eine Ausbreitung der Organisator-
qualitéten auf die umliegende Region durch den TGFb-Faktor ADMP verhindert (Yuan et al.,
1995; Joubin und Stern, 1999). Der Huhner- und der Kaninchenknoten hatten jedoch
gemeinsam, dal3 in beiden Féllen die Basalmembran an der Transplantationsstelle intakt blieb
und dal3 sie keine Deepithelialisierung des der Implantationsstelle Uberliegenden Ektoderms
bewirkten.

Insgesamt wurde beobachtet, dal’® der Knoten aus dem Kaninchenembryo eine sekundére
Neuralachse in Huhnerembryonen, die immer eine Vorderhirnidentitét ausbildete, induzieren
konnte. Die Vorderhirnidentitdt wurde auch in Abwesenheit der Organisatormarker des

Huhnerembryos gefunden.
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| Transplantat: Knoten des Kaninchenembryos |
|OTX2 HOXB1]|OTX2 HOXB1|| GANF || KROX20 || GBX2 |

F

Abb. 12: Induktion einer kompletten Neuralachse durch die Transplantation eines Kaninchenknotens in einer
Huhnerembryo. In A und B bzw. M und N sind Embryonen dargestellt, die mit einer Doppel-in-situ-Hybridi-
sierung auf die Expression von OTX2 und HOXB1 bzw. OTX2 und CH-T untersucht wurden. InC, D, E, F, O und
P sind Embryonen abgebildet, die mit einer einfachen In situ-Hybridisierung auf die Expression von GANF,
KROX20, GBX2, HOXB1 bzw. CNOT1 untersucht wurden. Das Vorderhirn (fb), das Hinterhirn (hb), das
Rickenmark (sc) und das Notochord (nc) der Empféngerembryonen sind in der Abbildung markiert. Die entspre-
chenden ektopischen Strukturen sind mit einem Stern versehen (*). Die Ebene der histologischen Schnitteist durch
eine Linie angedeutet. Die ektopischen Strukturen waren fiir alle neuralen Marker positiv. In einigen Fallen expri-
mierten sie OTX2 in Abwesenheit von CH-T (M,R) bzw. nur die Vorderhirndomane von CNOT1 (CNOT1-fb) in
Abwesenheit von der zweiten Domaneim Knoten (CNOT1-n; O). Die ektopische Expression von CNOT1 und CH-
T wurde nur im Ektoderm beobachtet. Es bildeten sich keine notochordartige Strukturen aus (S,U).
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1.4 Transplantation deshinter dem Knoten liegenden TeilsdesPrimitivstreifensausdem
Kaninchenembryo

Als Kontrolle, ob jedes Transplantat des Kaninchenprimitivstreifens im Huhnerembryo
unspezifisch die Aushildung einer kompletten, sekundaren Neuralachse hervorrief, wurde der
unmittelbar hinter dem Knoten liegende Teil des Kaninchenprimitivstreifens ebenfalls trans-
plantiert (Abb. 8 J). Derartige Transplantate ergaben in 70% der Falle eine morphologische
Verénderung (n=40, Tab. 17, Abb. 13). Keine dieser ektopischen Neuralachsen exprimierte
die anterioren Marker OTX2 (0%, n=8, Abb. 13 A,L), GANF (0%, n=4, Abb. 13 B,G), oder
CNOT1-fb (0%, n=6, Abb. 13 M). Die Haufigkeiten, mit der die posterioren Marker wie die
Hinterhirnmarker GBX2 (100%, n=2, Abb. 13 D,J) und KROX20 (50%, n=2, Abb. 13 C,H)
und der posteriore Hinterhirn- und Rlckenmarkmarker HOXB1 (100%, n=6, Abb. 13
A,B,E,F,K) beobachtet wurden, waren jedoch im Vergleich zu den Ergebnissen der Knoten-
transplantationen unveréndert. Auch die Induktion der mesodermalen Marker CH-T und
CNOT2-n trat mit grofRer Haufigkeit im Ektoderm an der Transplantationsstelle auf (100%,
n=4, Abb. 13 L,N und 67%, n=6, Abb. 13 M,0). Diese Ergebnisse legten nahe, dal3 die
Induktion der mesodermalen Marker durch die Knotentransplantate (siehe Ergebnisse 1.3) auf
die Gegenwart von hinter dem Knoten liegenden Primitivstreifenanteilen in den transplan-
tierten Gewebestticken zurtickzufihren waren.

Insgesamt erwies sich auch der hinter dem Knoten liegende Primitivstreifenabschnitt des
Kaninchens as potenter Induktor von ektopischen Neuralachsen, die jedoch stets unvoll-

sténdig waren und denen die anterioren |dentitéten fehlten.

1.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der Transplantationsexperimente

Mit den durchgefihrten Transplantationsexperimenten wurde in dem primitiven Endoderm
des Huhnerembryos kein Signal gefunden, dal3 die V orderhirnanlage im Ektoderm induzieren
konnte. Das primitive Endoderm des Kaninchenembryos dagegen enthielt ein solches Signal,
das zur Induktion einer Neural platte mit einer anterioren I dentitédt, dem friihsten Anzeichen der
Vorderhirnanlage, befahigt war. Die Transplantation des Knotens (der anterioren Spitze des
Primitivstreifens) des Hihner- bzw. Kaninchenembryos ergab fir beide Spezies das gleiche
Ergebnis. Der Knoten induzierte im Transplantationsexperiment die Ausbildung einer
kompletten, sekundéren Neuralachse, die immer eine Vorderhirnanlage enthielt. Das Signal
zur Anlage des Vorderhirns fand sich daher in den Huhnerembryonen ausschliefdlich im

Knoten bzw. dessen Drivaten, wahrend es im Kaninchenembryo sowohl im primitiven
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Endoderm als auch im Knoten enthalten war.

Transplantat: Hinter dem Knoten liegender Teil des Primitivstreifens
aus dem Kaninchenembryo

|OTX2 HOXB1| GANF HOXB1]|

KROX20 || GBX2 |  HOXB1 |

Abb. 13: Induktion einer unvollstdndigen Neuralachse, der die
Vorder- und Mittel hirnidentitéten fehlten, durch die Transplanta-
tion des hinter dem Kaninchenknoten liegenden Primitivstreifens.
InA, B bzw. L sind Embryonen dargestellt, die mit einer Doppel-
in-situ-Hybridisierung auf die Expression von OTX2 und
HOXB1, GANF und HOXB1 bzw. OTX2 und CH-T untersucht
wurden. InC, D, E und M sind Embryonen abgebildet, die mit ei-
ner einfachen In-situ-Hybridisierung auf die Expression von
KROX20, GBX2, HOXBL1 bzw. CNOT1 untersucht wurden. Das
Vorderhirn (fb), das Hinterhirn (hb), das Riickenmark (sc) und
das Notochord (nc) der Empféngerembryonen sind in der Abbil-
dung markiert. Die entsprechenden ektopischen Strukturen sind
mit einem Stern versehen (*). Die Ebene der histologischen
Schnitte ist durch eine Linie angedeutet. Die ektopischen Struk-
turen waren nur fir die posterioren, neuralen Marker KROX20,
GBX2 und HOXBL1 positiv. Die Expression der anterioren, neura-
len Marker OTX2, GANF und CNOT1-fb wurde in keinem Fall
beobachtet. Die Expression von CNOT1 war auf die Knotendo-
mane begrenzt (CNOT1-n). Die ektopische Expression von
CNOT1 und CH-T wurde nur im Ektoderm beobachtet. Es bilde-
ten sich keine notochordartigen Strukturen aus.
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2. ldentifikation des Gens Cresto im Sequenzier ungs/Expr essionsscr een

Um bisher unbekannte Gene, die an der Differenzierung des Ektodermsin seine verscheidenen
Derivate beteiligt waren, zu identifizieren, wurde im zweiten Teil dieser Arbeit ein Sequenzie-
rungs/Expressionsscreen durchgefihrt. Dazu wurden zunéchst cDNA-Banken angelegt, aus
denen nach einer einfachen Subtraktion (s.u.) zuféllig Klone ausgewéhlt wurden. Die DNA
dieser Klone wurden sequenziert und die Expression von dabei gefundenen, unbekannten
Genen im Huhnerembryo bestimmt. Zur Funktionsanalyse wurden einige dieser Gene
anschlief3end im Hihnerembryo tUberexprimiert und ihr Effekt auf die Entwicklung des Hihner-

embryos analysiert.

2.1 Herstellung der cDNA-Plasmid-Banken

Zur Herstellung der cDNA-Banken wurde Gewebe aus zwei verschiedenen Entwicklungs-
stadien des Hihnerembryos prépariert. Dazu wurde jewells die Region vor dem Primitivstreifen
aus dem frihen Primitivstreifen- bzw. aus dem préchordalen Plattenstadium isoliert (Abb. 14).
Ausdem friihen Primitivstreifenstadium wurde anteriores Ektoderm zusammen mit dem darun-
terliegenden, anterioren, primitiven Endoderm prapariert. Aus dem Préchordal platten-Stadium
wurde anteriores Ektoderm zusammen mit anteriorem, definitiven Endoderm und axialem

Mesoderm gewonnen.

Abb. 14: Schematische Darstellung
der Gewebe, die fur die Herstellung
. _— , . . . der cDNA-Banken aus den Hihner-
Frihes Primitivstreifenstadium Prachordales-Platten-Stadium embryonen isoliert wurden. Die

Ektoderm Primitivstreifen frihe cONA-Bank enthielt Gene’ die

im anterioren Ektoderm und dem

\ \ darunterliegenden primitiven Endo-
[T [ —— derm im frihen Primitivstreifen-
E_f;::_i Eﬁ‘{ stadium exprimiert wurden. Die
spédte cDNA-Bank enthielt Gene, die

Primitives Endoderm  Definitives Endoderm Axiales Mesoderm Im _antenor?n_ . EktOderm' dem
anterioren definitiven Endoderm und

dem axialen Mesoderm exprimiert wurden. Das Ektoderm ist in blau, das primitive Endoderm in wei3, das
definitive Endoderm in orange, das axiale Mesoderm in gelb und der Primitivstreifen in rot dargestellt. Das
explantierte Gewebe ist mit einer schwarzen Linie umzeichnet.

Gewebeprdparation aus Hihnerembryonen:

Aus jeweils zehn Hihnerembryonen der beiden Entwicklungsstadien wurden etwa 3 bis 4 ug
Gesamt-RNA gewonnen. Davonwurde 1 pg zur Herstellung von cDNA verwendet. Ein Funftel
der Erststrang-cDNA wurde darauf mit Hilfe der PCR innerhalb von 20 Zyklen amplifiziert und
ein Zwanzigstel der amplifizierten cDNA auf einem Agarosegel aufgetrennt (Abb. 15). Es
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wurde stets das gleiche Bandenmuster, unabhangig von dem Entwicklungsstadium der
Embryonen gefunden. Dies deutete darauf hin, dafd nur wenige Gene unterschiedlich expri-

miert wurden und in der Gesamtheit ein sehr @hnliches Expressionsprofil vorlag.

A B C Abb. 15: Elektrophoretisch aufgetrennte,

' amplifizierte cDNA. (A) Grofenmarker in bp.
(B) cDNA aus dem frihen Primitivstreifen-
stadium. (C) cDNA aus dem prachordalen

3000 Plattenstadium. Das Bandenmuster ist in
2000 beiden Proben sehr ghnlich.
1600
1000
500

Die cDNA-Fragmente, die grof3er als 1.000 Basenpaare waren, wurden anschlief3end in den
Expressionsvektor pPCMV 3 ligiert und in Bakterien transformiert. Die Ligation in den Expres-
sionvektor ergab etwa 40.000 Klone je Ligationsansatz. ES wurden zunéchst ohne einen
Subtraktionsschritt 100 zuféllig ausgewahlte Klone sequenziert und mit den Sequenzen der
Datenbank verglichen. Dabei wurden in Uber 80% der Félle Sequenzen von bereits aus dem
Huhn oder aus einer anderen Spezies bekannte, sogenannte House-K eeping-Gene identifiziert,
die unter anderem am Grundstoffwechsel, am Aufbau des Zellskeletts und am Aufbau und
Abbau von Proteinen beteiligt waren. Etwa 25% der cDNA-Fragmente von bereits bekannten
Genen mit einer Lange von 1.000 bis 3.000 bp enthielt die kompletten Gensequenz. Um die
entwicklungsbiologisch uninteressanten House-K eeping-Gene bel der Auswahl der Klone zu
unterdriicken, wurde el ne el nfache Subtraktion der unabhangig vom Entwicklungsstadium stark
exprimierten Gene vorgenommen (Material und Methoden 3.10). Dadurch wurden etwa 90%
der Klone von der weiteren Analyse ausgeschlossen, so dal3 etwa 4.000 Klone je Ligations-
ansatz Ubrig blieben. Davon wurden 400 zufdlig ausgewahlte Klone sequenziert und mit den
Sequenzen der Datenbanken verglichen. Die Expression von 25 cDNA-Fragmenten, die
aufgrund ihrer Sequenz vermuitlich fir ein komplettes Protein kodierten, wurde mit Hilfe der In-

situ-Hybridisierung analysiert. 21 der analysierten Gene wiesen ein restriktives Expressions-
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muster auf (Tab. 18). Ein Gen aus diesem Screen wurdeim Detail untersucht (Nummer 75; Tab.

18). Dasich im Verlauf dieser Arbeit fur dieses Gen eine bedeutende Rolle bel der Entstehung

von Neuralleistenzellen (engl. neural crest cells) ergab, wurde dieses Gen ,, Cresto* genannt.

Nummer Lénge der Homologie der cDNA Expression der cDNA
der cDNA cDNA
(bp)
54 1060 humanes Phosphatidylinositol- | anteriore Neuralfalten (HH7), Neuralrohr und
Transfer-Protein Kopfmesoderm (HH10)
75 1100 Frosch Geminin siehe Abb. 17; Cresto
81 1900 keine gesamte Neuralfalten (HH7), Vorderhirn
(HH10)
82 1100 nierenspezifischer Phosphatase | Neuralplatte und Neuralrohr
Inhibitor der Ratte
83 1800 keine Kopfmesoderm
92 1000 keine Neuralplatte bis HH5
102 1400 keine Neuralplatte ab HH6 und Neuralrohr (HH10)
103 1300 keine schwach in anterioren Neuralfalten
104 1800 keine anteriore Neuralfalten
105 2500 keine schwach im Kopfmesoderm
106 1800 keine anteriore  Neuralplatte (HH5), anteriore
Neuralfalten (HH7)
109 1050 humane Protein Kinase, die an | Kopfmesoderm
der Zellteilung beteiligt ist.
112 1200 keine anteriore Neuralplatte (HH5)
132 3000 keine schwach um Neuroporus (HH10)
134 1300 keine Neuralplatte (HH5) und Neuralrohr (HH10)
136 1600 Zink-Finger-Protein Endodermportal (HH10)
140 1600 keine kein Signal nach In-situ-Hybridisierung
141 1100 keine kein Signal nach In-situ-Hybridisierung
144 1100 keine schwach im Mittelhirn
151 1000 keine kein Signal nach In-situ-Hybridisierung
153 2000 GTPase Doméane des Myosins schwach in anteriorer Spitze des Neuralrohrs
157 1200 keine schwach im Primitivstreifen, v.a. posterior
162 1050 Kernprotein aus dem Frosch kein Signal nach In-situ-Hybridisierung
166 2000 hypothetisches 52,9 kDa Protein | im exraembryonalen Bereich, Area opaca
aus der Hefe




Ergebnisse 64
186 1300 humanes GTP-bindendes Pro- | schwach in Neuraplaite (HH4), dorsae
tein Neuralfalten (HH7)
190 1600 humane Protein Kinase anteriore Neuralfalten

Tab. 18: Ubersicht der mit Hilfe der In-situ-Hybridisierung analysierten Klone aus dem Sequenzierungs/Expressi-
onsscreen. Essind dieim Screen verwendete Nummer des cDNA-KIons, die Lange der cODNA in Basenpaaren (bp)
sowie zur jeweiligen cDNA gefundene Homologien und eine Beschreibung der Expressionsdoménen der cDNA
im Hihnerembryo angegeben.

2.2 Das Gen Cresto

Das Gen Cresto kodierte fur ein Protein, das aus 223 Aminosduren mit einem rechnerischen
Molekulargewicht von 24989 g/mol (25 kDa) bestand. Die Primérstruktur des Proteins wies

eine Coiled-Coil-Domane (s.u.) und ein mogliches Kernexportsignal (NES) (s.u.) auf. Der

Vergleich mit den Sequenzen der Datenbanken ergab eine Verwandtschaft der abgeleiteten

Proteinsequenz des Gens Cresto zu Proteinen aus dem Frosch Xenopus laevis, dem Menschen,

der Maus Mus musculus und der Fliege Drosophila melanogaster (Abb. 16).
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Abb. 16: Vergleich der Proteinsequenz von Cresto mit den in den Datenbanken gefundenen Sequenzen aus dem
Menschen, der Maus, dem Frosch und der Fliege. Identische Aminosduren sind als Punkte und fehlende Amino-
sauren alstiefgestellter Strich dargestellt. Die konservierten Bereiche sind mit rot (Doméne A) bzw. blau (Doméne
B) unterlegt. Das mdgliche Kernexportsignal (NES) ist hellgrau unterlegt.

Das Gen Cresto wies insgesamt eine geringe Homologie zu anderen Genen und sequenzierten



Ergebnisse 65

Genfragmenten (ESTSs, engl. expressed sequence tags) in den Datenbanken auf (Tab. 19). Die
|dentitét des Proteins Cresto zu dem humanen EST (AF067855) und dem EST aus der Maus
(AF068780) betrug nur 54% bzw. 50% (Tab. 18). Zu den Proteinen Geminin H (AF067856) und
Geminin L (AF067881) des Frosches Xenopus laevis bestand eine Identitét von weniger als
50%. Im komplett sequenzierten Genom der Fliege Drosophila melanogaster wurde der engste
Verwandte des Proteins Cresto mit einer Homologie von 19% gefunden (AE003789). Aller-
dings waren zwei Doménen des Proteins Cresto starker konserviert (Abb. 16, rot und blau
unterlegt). Diese Doméanen A und B (A: 29 aain rot und B: 75 aain blau) wiesen eine hdhere
Homologie zu den anderen Proteinen auf. Die A-Domane war zum humanen EST zu 72%, zum
EST der Maus zu 69%, zu Geminin H zu 62% und zu Geminin L zu 58% identisch. Zu dem
verwandten Protein aus der Fliege zeigte sich alerdings nur eine geringe Ubereinstimmung
(10%). Die B-Domane war zum humanen EST zu 76%, zum EST der Maus zu 71%, zu Geminin
H zu 73%, zu Geminin L zu 73% und zum EST der Fliege zu 32% identisch.

Mensch | Maus Frosch H Frosch L Fliege

209 aa 206 aa | 219 aa 216 aa 192 aa
Huhn (223 aa) | 54 % 50 % 48 % 47 % 18 %
Mensch 78 % 42 % 42 % 15%
Maus 41 % 43 % 17%
Frosch H 87% 18 %
Frosch L 19%

Tab. 19: Ubersicht der prozentualen Ubereinstimmung der Proteine Cresto aus dem Huhn, Geminin H und L aus
dem Frosch und der aus den Datenbanken abgel eiteten Proteine aus der Maus, dem Menschen und der Fliege.

Der konservierte c-terminale Teil des Proteins Cresto (105. bis 149. aa) enthielt ein sogenanntes
» Coiled-coil“-Motiv (McLachlan und Stewart, 1975), das aus einer Wiederholung von sieben
Aminosdureresten besteht, die jewells an den Positionen eins und vier hydrophobe Reste
enthdlt. Diese hydrophoben Reste bilden in einer a-Helix einen hydrophoben Streifen enlang
der Helix aus, der mit anderen Coiled-coil-Doméanen interagieren kann und haufig als Protein-
interaktionsdomane beobachtet wird. Die Vorhersage der Coiled-coil-Doméane erfolgte mit
Hilfe des Programms ,, Coils Prediction 2.2* (Lupas et al., 1991).

Die Proteinsequenz von der 170. bis 178. aa des Proteins Cresto (LEALESLAL) enthielt ein
mogliches Kernexportsignal (Gorlich und Kutay, 1999), das der bekannten K onsensus-Sequenz
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(L-X2_3-L-X2_3-L-X-L) exakt entSp”Cht (Bogerd etd . 1996)

2.3 Die Expression des Gens Cresto in der frihen Entwicklung des Hihnerembryos

Das Gen Cresto wurde bereits wahrend der Gastrulation im Primitivstreifenstadium (HH4) im
Ektoderm transkribiert (Abb. 17 A). In diesem Stadium wurden Transkripte entlang des Primi-
tivstreifens, in der gesamten Neuralplatte (np) und in geringerem Ausmal auch in dem
peripheren Ektoderm, das spéter zur Epidermis wird, gefunden. Im Kopffatenstadium (HH6)
blieb dieses Expressionsmuster erhalten, allerdingswurde Cresto in der Mitte des Embryos tiber
dem Notochord nicht mehr exprimiert (Abb. 17 B, Pfeil). Wahrend der Neurulation (ab HH7)
konzentrierte sich die Expression von Cresto auf die dorsalen Neurafalten (Abb. 17 C, E, Pfell).
Nach dem Schlief3en des Neurarohrs (HH10) wurde Cresto im dorsalen Neurarohr und in den

auswandernden Neuralleistenzellen exprimiert (Abb. 17 D, F, Pfell).

Expression des Gens Cresto im Hihnerembryo ‘
HH4 HH6 HH7 ¥ RR{0=, ¥

PN

b

Abb. 17: Expression des Gens Cresto im Huhnerembryo. (A) Im Primitivstreifenstadium (HH4) wurde Cresto in
einer breiten Doméane im Ektoderm und entlang des gesamten Primitivstreifens exprimiert. (B) Im Kopffalten-
stadium wurde Cresto in der Neuralplatte und im angrenzenden Ektoderm transkribiert. Das Ektoderm oberhalb
des Notochords war frei von Transkripten (Pfeil). (C,E) Zu Beginn der Neurulation (HH7) fand sich Cresto RNA
in den dorsalen Neuralfalten (Pfeil) und weiter posterior in der Neuralplatte. (D,F) Nachdem sich das Neuralrohr
anterior geschlossen hatte (HH10), wurde Cresto im dorsalen Neuralrohr und in den auswandernden Neuralleisten-
zellen (Pfeil) exprimiert. Weiter posterior fanden sich Transkripte in den dorsalen Neurafalten und noch weiter
posterior in der Neuralplatte. (Neuralplatte (np); Neuralfalten (nf); Neuralrohr (nt)).

2.4 Uber expression des Gens Cresto im Hithnerembryo durch Elektroporation

Zur Uberexpression des Gens Cresto bzw. der konservierten Bereiche des Gens Cresto im sich
entwicklenden Huhnerembryo wurden verschiedene DNA-Konstrukte hergestellt (siehe
Material und Methoden 3.6.2; Abb. 18). Alle wurden von dem starken viralen CMV -Promotor
getrieben (Boshart et a., 1985). Zuerst wurde das klonierte Gen Cresto in unveranderter Form
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Uberexprimiert (Abb. 18, Cresto*). Dann wurden die Deletionmutanten ,, Cresto A*, ,, Cresto B*
und ,Cresto C* untersucht. Das Protein Cresto wurde auf3erdem mit einen Myc- bzw. His-
Epitop am C-Terminus versehen, ,, Cresto-myc* bzw. ,, Cresto-his* (Abb. 18, in dunkel- bzw.
hellgrau). Dartiber hinaus wurden verschiedene Fusionsproteine aus Cresto, verschiedenen
Linkern (Hamagglutinin bzw. (Glyzin-Glyzin-Serin)-Linker; dunkelblau) und GFP bzw. EGFP
(grun) erstellt (Abb. 18; , Cresto-GFP*, , Cresto-HA-GFP*, ,, Cresto-GS-GFP*, ,, GFP-Cresto”,
,EGFP-HA-Cresto*).

Cresto 57 59 159 165
[ | | [
13 31 49 EE] 155 223
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[ —
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Abb. 18: Ubersicht der im Hiihnerembryo (iberexprimierten Konstrukte des Gens Cresto. Die konservierten
Regionen des Gens Cresto sind wie in Abb. 16 in rot bzw. blau dargestellt. Der am 5'-Ende nicht-translatierte
Bereich des Gens Cresto einschliefdlich der Sequenz, die fir die ersten drei Aminoséuren kodierte (in gelb), wurde
mit den Deletionsmutanten Cresto A und Cresto B fusioniert. Die Deletionsmutante Cresto A bestand aus den
ersten drei Aminosduren von Cresto, die mit den Aminoséuren 37. bis 90. fusioniert wurden. Cresto A enthielt
daher die erste konservierte Doméane A des Proteins Cresto (in rot). Die Mutante Cresto B umfafdte ebenfalls die
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ersten drei Aminosauren und die Aminosauren 85. bis 165. des Proteins Cresto. Cresto B enthielt die zweite konser-
vierte Doméne B des Proteins Cresto (in blau). Die Mutante Cresto C bestand aus den ersten 90 Aminosauren des
Proteins Cresto und enthielt die erste konservierte Region des Proteins Cresto (rot). Die Konstrukte Cresto-myc
und Cresto-his kodierten ein c-terminal mit einem Myc- bzw. His-Tag (dunkelgrau bzw. hellgrau) versehenes
Fusionsprotein. Das Konstrukt Cresto-GFP bestand aus einer c-terminalen Fusion von Cresto mit GFP (grun). Bei
den Konstrukten Cresto-HA-GFP und Cresto-GS-GFP wurde ein Hamagglutinin-Linker (HA) bzw. ein Glyzin-
Glyzin-Serin-Linker (GS) zwischen Cresto und GFP eingefiigt (jeweils dunkelblau). Das Konstrukt GFP-Cresto
bestand aus einer n-terminalen Fusion von Cresto mit GFP (griin). Bei dem Konstrukt EGFP-HA-Cresto wurde das
EGFP (enhanced GFP) Uber einen Hamaggl utinin-Linker mit Cresto am c-terminalen Ende verbunden. Die Anzahl
der Aminosauren ist jeweils angegeben.

2.4.1 Uber expression des Gens Cresto und der Konstrukte fiir Fusionsproteine aus Cresto
und GFP im Hihnerembryo

Um die Funktion des Gens Cresto in vivo zu analysieren, wurde esmit Hilfe der Elektroporation
im Huhnerembryo Uberexprimiert. Die Embryonen wurden im Primitivstreifenstadium HH3+
bis HH4 elektroporiert und darauf fir weitere 12h bis 24h kultiviert. Anschlief3end wurden die
Embryonen mit Hilfe der In-situ-Hybridisierung gleichzeitig auf die Expression des Transgens
und auf die Expression eines Markergens untersucht. Fur das Gen Cresto und fir die Fusions-
proteine EGFP-HA-Cresto bzw. EGFP-GS-Cresto wurden identische Ergebnisse erhalten. Die
anderen GFP-Fusionsproteine erwiesen sich als inaktiv (Daten nicht abgebildet). Entweder
zeigten sie weder eine Fluoreszenz des GFPs noch einen Effekt von Cresto (Cresto-GFP,
Cresto-HA-GFP, Cresto-GS-GFP) oder sie wiesen zwar ein funktionstiichtiges Cresto aber ein
inaktives GFP auf (GFP-Cresto).

Der HMG-Transkriptionsfaktor SOX2 (Rex et a., 1997), der frih das neurale Ektoderm
markiert, der Pax-Transkriptionsfaktor PAX3 (Goulding et a., 1991) und der frih im nicht-
neural en Ektoderm und spéter im dorsalen Neuralrohr exprimierte TGFR-Faktor BMP4 (Schult-
heiss et al., 1995; Liem et al., 1995) wurden durch die Uberexpression von Cresto nicht
induziert (n=5; n=5; Daten nicht abgebildet; n=5, Abb. 19 JK,P). Die Uberexpression von
Cresto fuhrte jedoch in jeder transfizierten Zelle zur Induktion des Homeoboxgens DLX5, das
normalerwei sefrtih im nicht-neuralen Ektoderm am Rand der Neural platte exprimiert ist (n=13,
Abb. 19 A B,G). Die Uberexpression von Cresto war in gleicher Weise ausreichend, um die
Expression des Homeoboxgens MSX1 in jeder transfizierten Zelle zu induzieren (n=9, Abb. 19
C,D,H). Interessanterweise waren alle Zellen zu dieser Reaktion unabhangig von ihrer Herkunft
fahig. Die histologische Untersuchung der Embryonen ergab, dal? beispielsweise MSX1in alen
ektodermalen Regionen durch die Uberexpression von Cresto induziert werden konnte (Abb.
19 H, ecto). Daruber hinauswurde MSX1 auch in mesodermal en Strukturen wie dem Notochord

und dem paraxialen Mesoderm und in endodermalem Gewebe des Embryos induziert (Abb. 19
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H, meso bzw. endo). Unter normalen Bedingungen ist MSX1 im Ektoderm am Rand der Neural-
platte und zu keinem Zeitpunkt in endo- oder mesodermalen Zellen exprimiert (Streit und Stern,
19994a). Dieselbe uneingeschrankte Antwort auf die Uberexpression von Cresto wurde auch fiir
den Zink-Finger-Transkriptionsfaktor S UG (n=11, Abb. 19 E,F,l) und das Zelladhédsions-
protein Cadherin-6b (n=5, Abb. 19 L,M,Q) gefunden. Cadherin-6b ist normalerweise in den
dorsalen Neuralfalten vor der Auswanderung der Neuralleistenzellen exprimiert (Nakagawa
und Takeichi, 1995). Der Transkriptionsfaktor S_LUG wird dagegen sowohl in noch nicht
wandernden Neuralleistenzellen in den dorsalen Neuralfalten als auch in bereits wandernden
Neuralleistenzellen transkribiert (Nieto et al., 1994). Die durch die Uberexpression des Gens
Cresto ausgel 6ste Induktion der oben genannten Markergene war zellautonom, danur dietrans-
fizierten Zellen nicht aber die umliegenden Nachbarzellen auf die Uberexpression von Cresto
reagierten (siehe Vergrélderung in Abb. 19 C und D).

Die Uberexpression des Gens Cresto war dartiber hinaus auch ausreichend, um die Expression
des Repressors von bHLH-Transkriptionsfaktoren 1D2 (n=5, Daten nicht gezeigt), des HM G-
Transkriptionsfaktor SOX10 (n=5, Daten nicht gezeigt) und des Zelloberfldchenproteins
Cadherin-7 (n=16, Abb. 19 N,O,R) zu aktivieren. Obwohl die Aktivierung wieder unabhangig
von der Zellschicht der transfizierten Zellen war (Abb. 19 R), fand die Induktion dieser Gene
nichtin alen transfizierten Zellen statt (Abb. 19 N,0). ID2 ist normal erweise in den anterioren,
dorsalen Neurafalten und in anterioren, wandernden Neuralleistenzellen exprimiert und
vermag ektodermale Zellen an der Grenze von nicht-neuralem und neuralem Ektoderm in
Neuralleistenzellen umzuprogrammieren (Martinsen und Bronner-Fraser, 1998). Der
Transkriptionsfaktor SOX10 ist erst in auswandernden Neuralleistenzellen nach dem Stadium
HH9 exprimiert (Cheng et a., 2000). Das Zelladhésionsprotein Cadherin-7 ist ein Marker fir
einen Teil der wandernden Neuraleistenzellen (Nakagawa und Takeichi, 1995). Keiner der
elektroporierten Embryonen wies jedoch mit Cresto transfizierte Zellen auf, die das Epitop
HNK-1 besal3en (n=15, Daten nicht gezeigt), das auf wandernden Neuralleistenzellen, nachdem
siedas Neuralrohr verlassen haben und bereits Giber die Breite des Neuralrohrs hinausgewandert

sind, exprimiert wird (Vincent und Thiery, 1984).
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Abb. 19: Uberexpression des Gens Cresto in kultivierten Hiihnerembryonen. Die detektierten Genprodukte sind
unter jedem Embryo angegeben. Die Expression des Transgens Cresto ist in rot angefarbt. Die blaue Farbung
markiert die analysierte Expression der Markergene. In L und N ist die Fluoreszenz des Fusionsproteins EGFP-
HA-Cresto abgebildet. Die Expression des Transgens Cresto bzw. des Fusionsproteins EGFP-HA-Cresto ist mit
einem Pfeilkopf in rot markiert. Eineinduzierte Markergenexpression ist mit einem schwarzen Pfeilkopf markiert.
Die normal en Expressionsdomanen der Markergene sind mit einem schwarzen Pfeil markiert. Die Schnittebene ist
durch eine schwarze Linie angedeutet. (A,B,G) Jede Zelle, die Cresto exprimierte (A), exprimierte auch DLX5 (B).
DLX5 wurde auch in mesodermalen Zellen induziert (G, meso). (C,D,H) Jede Zé€lle, die Cresto exprimierte (C),
exprimierte auch MSX1 (D). MSX1 wurde sowohl in ektodermalen (H, ecto), als auch in mesodermalen (H, meso)
und endodermalen Zellen induziert (H, endo). Die Vergroerungen in C und D zeigen, dal3 nur transfizierte Zellen
diese Reaktion aufwiesen. Auch unmittelbar benachbarte Zellen exprimierten kein MSX1. (E,F,l) Jede Zé€lle, die
mit Cresto transfiziert wurde (E), exprimierte auch SLUG (F). SLUG wurde auch in den mesodermalen Zellen des
Notochords (nc) und in extraembryonalen Endodermzellen (e€) induziert (1). (J,K,P) Die Cresto-exprimierenden
Zéllen (J) exprimierten nicht BMP4 (K,P). (L,M,Q) Die Zellen, die das Fusionsprotein EGFP-HA-Cresto expri-
mierten (L), exprimierten auch Cadherin-6b. In dem histologischen Schnitt sind endodermale Zellen, die
Cadherin-6b exprimieren gezeigt (Q, endo). (N,O,R) Nur ein Teil der Zellen, die das Fusionsprotein EGFP-HA-
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Cresto exprimierten (N), exprimierte auch Cadherin-7 (O), jedoch wieder unabhangig von der Positionim Embryo
(R, ecto, meso, endo).

Expression der Markergene

Transgene
DLX5 MSX1 Cresto Slug Cad-6b ID2 Cad-7 SOX10 HNK-1 BMP4 BMP2 SOX2 PAX3
Cresto + + + + % % _ _ _ _ _
EGFP-HA- + + + + +* +* +* -
Cresto
Cresto-A + + (.,.) (_,_)
Cresto-B - - + + _
Cresto-C (+) (+)
Cresto-Myc +
Cresto-His +
Slug - + + + - +* - -

Tab. 20: Zusammenfassung der Uberexpressionsexperimente der durch den CMV-Promotor angetriebenen
Expression von Cresto, von dem Fusionsprotein EGFP-HA-Cresto, von den Deletionsmutanten Cresto A, Cresto
B und Cresto C, sowie von den Fusionsproteinen Cresto-myc bzw. Cresto-his und von dem Gen SLUG, entspre-
chend der jeweils analysierten Markergene. Eine uneingeschrankte Induktion ist mit einem ,,+*, eine Induktion in
einem Teil der transfizierten Zellen ist mit einem ,,+ **, eine schwache Induktion ist mit einem ,,(+)* und keine
Induktion ist mit einem ,,-“ angedeutet.

Insgesamt fiihrte die Uberexpression des Gens Cresto im Hilhnerembryo in jeder transfizierten
Zelle zur Induktion eines Expressionsprofils, das mit den Markern DLX5, MSX1, Cadherin-6b
und S_LUG charakteristisch fur friihe Neuralleistenzellen war. Ein Teil der transfizierten Zellen
exprimierte darlber hinaus auch spétere Neuralleistenzellmarkergene wie 1D2, SOX10,
Cadherin-7. Die Expression des spaten Markers HNK -1 wurde jedoch nicht durch die Uberex-
pression des Gens Cresto induziert.

2.4.2 Die Uber expression des Gens Cresto |oste bei neuralen Zellen Wander ungen aus

Die Uberexpression von Cresto in vivo verstarkte das Auswandern von Zellen aus dem dorsalen
Neuralrohr. Embryonen, die vor allem einseitig elektroporiert worden waren (n=4; Abb. 20 A),
wiesen eine verstarkte einseitige Auswanderung von S_UG-positiven Zellen aus dem dorsalen
Neuralrohr auf der elektroporierten Seite auf (Abb. 20 B, Pfeilspitze). Zur Uberprifung, ob die
Uberexpression des Gens Cresto Zellen des Neuralrohrs zum Auswandern veranlassen konnte,
wurden die Wanderungseigenschaften der transfizierten Zellen in vitro untersucht. Die Zellen
der dorsalen Neuralfalten oder des dorsalen Neuralrohrswandern nicht nur im Embryo, sondern
auch in vitro aus, wenn die dorsalen Neuralfalten oder die dorsalen Neuralrohre auf mit Fibro-
nektin beschichteten Gewebekulturschalen explantiert werden (Dupin und Le Douarin, 1993).
Dagegen bringen ventrale Explantate keine wandernden Zellen hervor (Liem et al., 1995).
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Daher wurden ventrale Neuralplatten-Explantate aus Embryonen im 10-Somiten-Stadium
(HH10) mit dem Fusionsprotein EGFP-HA-Cresto bzw. zur Kontrolle mit einfachem EGFP
elektroporiert und anschlief3end auf mit Fibronektin beschichteten Gewebekulturschalen kulti-
viert. Wahrend die mit EGFP elektroporierten Explantate keine auswandernden Zellen hervor-
brachten (Abb. 20 C-F), wanderte ein Grofdteil der mit EGFP-HA-Cresto transfizierten Zellen
der Explantate in einem Zeitraum von 12 h bis 36 h aus (Abb. 20 G-J).

Neurale Zellen erhielten daher durch die Uberexpression des Gens Cresto die Eigenschaft, sich

aus dem neuralen Ektoderm zu [6sen und als einzelne Zellen zu wandern.

[ CMV-Cresto | CMV-EGFP [ CMV-EGFP-HA-Cresta

|

Abb. 20: Die Induktion von Zellwanderung durch die Uberexpression des Gens Cresto. (A,B) Die Expression von
SLUG ist nach der Uberexpression des Gens Cresto in dem Embryo angeférbt. Die endogene Expression von
SLUG im dorsalen Neuralrohr ist auf der Hohe des Mittelhirns durch einen Pfeil angedeutet. Die einseitig
induzierte Expression von SLUG ist durch einen Pfeilkopf markiert. Auf der elektroporierten Seite wanderten
SLUG-positive Zellen verfriiht aus dem dorsalen Neural rohr aus (B). (C-J) Kulturen von ventralen Neural platten-
Explantaten aus 10-Somiten-Embryonen auf Fibronektin beschichteten Kulturschalen nach 12 h bzw. 36 h. (C-F)
Keine Zellen wanderten aus dem Explantat aus, nachdem diese mit dem Kontrollvektor CMV-EGFP el ektroporiert
worden waren. (G-J) Nach der Elektroporation des Explantats mit dem Vektor CMV-EGFP-HA-Cresto wanderten
nach 12 h viele der elektroporierten Zellen aus dem Explantat.
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2.4.3 Die Uberexpression der Deletionskonstrukte Cresto A, Cresto B und Cresto C

Um zu Uberprifen, ob die beiden konservierten Doméanen des Gens Cresto (Abb. 16 und 18 in
rot und blau) unabhangig voneinander eine Funktion austiben konnten, wurden die Deletions-
mutanten Cresto A, Cresto B und Cresto C erstellt und im Hihnerembryo Uberexprimiert. Die
Uberexpression der Deletionsmutante Cresto A, die den Grofteil der ersten konservierten
Doméane umfalite (Abb. 18), induzierte die Expression von DLX5 (n=6; Abb. 21 A,B) und MSX1
(n=5; Daten nicht gezeigt) in vollem Umfang wie bei der Uberexpression des normalen Gens
Cresto. Die Expression der Marker Cadherin-6b und SLUG (n=6 bzw. n=4) wurde jedoch von
Cresto A nur in einem geringen Umfang und auch nicht in alen Zellen induziert (Daten nicht
gezeigt). Die Uberexpression der Deletionsmutante Cresto B, die die zweite konservierte
Domaéne enthielt (Abb. 16 und 18 in blau), konnte die Expression von DLX5 (n=4; Abb. 21 C,D)
und MSX1 (n=4; Daten nicht gezeigt) nicht induzieren. Die Expression der spéteren Neurallei-
stenzellmarker Cadherin-6b (n=8; Abb. 21 E,F) und SLUG (n=5; Abb. 21 G,H) wurde jedoch
von Cresto B in vollem Umfang wie durch das vollsténdige Gen Cresto angeschaltet. Wie bel
der Uberexpression des Gens Cresto wurde aber auch durch Cresto B das Epitop HNK-1 nicht
induziert (n=6, Daten nicht gezeigt). Die Uberexpression der Deletionsmutante Cresto C fiihrte
nur zu einer schwachen Aktivierung von DLX5 (n=4, Abb. 21 1,J) und MSX1 (n=4, Daten nicht
gezeigt), obwohl Cresto C wie Cresto A die erste konservierte Doméane von Cresto einschlof3.
Die Uberexpression der Deletionsmutanten Cresto A, Cresto B und Cresto C ergab, dal? Cresto
A vor allem DLX5 und MSX1 und nur schwach Cadherin-6b und SL UG, wéhrend Cresto B nur
Cadherin-6b und SLUG, nicht aber DLX5 und MSX1 induzierte. Cresto C erwies sich im

Uberexpressionsexperiment al's inaktiv.
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CMV-Cresto-A

| CMV-Cresto-B

Abb. 21: Uberexpression der Dele-
tionsmutanten des Gens Cresto, Cresto
A, Cresto B und Cresto C in Huhner-
embryonen. Die detektierten Genpro-
dukte sind unter jedem Embryo
angegeben. Die Expression des
Transgens ist in rot angefarbt. Die
blaue Farbung markiert die analysierte
Expression der Markergene. Die
Expression des Transgensist mit einem
Pfeilkopf in rot markiert. Eine
induzierte Markergenexpression ist mit
einem schwarzen Pfeilkopf markiert.
Die endogenen Expressionsdoméanen
der Markergene sind mit einem
schwarzen Pfeil markiert. (A,B) Jede
Zéelle, die Cresto A exprimierte (A),

23, exprimierte auch DLX5 (B). (C,D)

Keine Zelle, die Cresto B exprimierte
(C), exprimierte dagegen DLX5 (D).
(E,F) Die Uberexpression von Cresto

B induzierte die Expression von

Cadherin-6b. (G,H) Die Uberex-
pression von Cresto B schaltete auch
die Expression von SLUG an. (I,J) Die
Uberexpression von Cresto C induziert
die Expression von DLX5 nur sehr
schwach.

2.5 Die Uberexpression des Gens Cresto in embryonalen Hiihner fibroblasten
2.5.1 DiezelluldreL okalisation der Uberexprimierten Proteine EGFP-HA-Cresto, Cresto-

hisund Cresto-myc

Zur Uberpriiffung der zelluldren Lokalisation des liberexprimierten Proteins Cresto wurden

embryonale Huhnerfibroblasten transfiziert und auf einem Objekttrager kultiviert. Zum einen
wurde das am N-Terminus mit EGFP fusionierte Cresto, EGFP-HA-Cresto, direkt durch die

Fluoreszenz des griin-fluoreszierenden Proteins nachgewiesen. Zum anderen wurde ein am C-

Terminus mit einem Myc- bzw. mit einem His-Tag fusioniertes Protein Cresto mit Hilfe von
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monoklonalen Antikorpern untersucht. Es erfol gte eine Anfarbung des Zellkerns mit dem blauf-
luoreszierenden Farbstoff DAPI.

Zelluldre Lokalisation des EGFP-HA-Cresto Zellulare Lokalisation des Cresto-His-Tag
Fusionsproteins in embryonalen Huhnerfibroblasten Fusionsproteins in embryonalen Hiihnerfibroblasten

~ [YDAPI-Fluoreszenz 0 DAPI-Flucreszenz

GFP-Fluoreszenz Ubetlagerung’

GFP-Fluoreszenz GFP + DAPI-Fluoreszenz
iiberlagert

Abb. 22: Zelluldre Lokalisation der Fusionsproteine EGFP-HA-Cresto bzw. Cresto-his nach Uberexpression in
embryonalen Huhnerfibroblasten. (A) Abbildung einer embryonalen Hihnerfibrobl astenzelle, die mit dem Vektor
fur die Uberexpression des Fusionsproteins EGFP-HA-Cresto transfiziert wurde, im Interferenz-Kontrast. (B) Die
Zellkerne sind durch den DAPI-Farbstoff sichtbar gemacht. (C) Die Fluoreszenz des Fusionsproteins EGFP-HA -
Cresto ist zum groften Teil auf das Zytosol der Zelle beschrankt. (D) Uberlagung der drei ersten Bilder (A-C). (E)
In einem Teil der transfizierten Zellen findet sich das Fusionsprotein EGFP-HA-Cresto wie in der abgebildeten
Zelle auch im Zellkern. (F) Uberlagerung der GFP- und DAPI-Fluoreszenz der in E abgebildeten Zelle. (G)
Abbildung einer embryonalen Huhnerfibroblastenzelle, die mit dem Vektor fur das Fusionsprotein Cresto-his
transfiziert wurde, im Interferenz-Kontrast. (H) Die Zellkerne sind durch den DAPI-Farbstoff sichtbar gemacht.
(1) Die Fluoreszenz des Antikorpers gegen den His-Teil des Fusionsproteins Cresto-his ist zum grof3ten Teil auf
das Zytosol der Zelle beschrankt. (J) Uberlagung der drei ersten Bilder (G-I).

Sowohl das GFP-Fusionsprotein als auch die mit dem Myc- bzw. His-Tag fusionierten
Varianten wurden in den meisten transfizierten Zellen im Zytosol detektiert (Abb. 22 A-D,G-
J). In einem kleinen Teil der transfizierten Zellen wurden die Proteine neben dem Zytoplasma
auch im Zellkern beobachtet (Abb. 22 E,G, 1 bis 3% der transfizierten Zellen).
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2.5.2 Der Einfluld von Cresto in embryonalen Huhner fibroblasten auf die Expression der
Gene MSX1, SLUG und DLX5

Die Uberexpression von Cresto im sich entwicklenden Hiihnerembryo war ausreichend, um in
jeder transfizierten Zelle ein Expressionprofil hervorzurufen, das charakteris-tisch fir frihe
Neuralleistenzellen ist (Tab. 20). Um zu untersuchen, ob auch andere Zellen die Kompetenz
aufwiesen, in dieser Form auf eine Uberexpression von Cresto zu reagieren, wurden die mit
dem EGFP-HA-Cresto transfizierten, embryonalen Hihnerfibroblasten auf die Expression der
Markergene MSX1, SLUG und DLX5 mit Hilfe der RT-PCR untersucht.

|GAPDH | Cresto | MSX1 | SLUG | DLX5 |

2000 Z - - - z
::I\TI\TI\TI\TI\T

1000

500
396

Abb. 23: Analyse der Genexpression der transfizierten embryonalen Hihnerfibroblasten mit Hilfe der RT-PCR.
Die PCR wurde zur Kontrolle der eingesetzten cDNA-Menge fur die Amplifikation von GAPDH mit 22 Zyklen
durchgefihrt. Die Amplifikation von Cresto, MSX1, SLUG und DLX5 erfolgte mit je 30 Zyklen. Links ist der
GrolRenmarker aufgetragen (Angaben in bp). Die Spuren mit cDNA der nicht-transfizierten Zellen sind mit (K) und
die der mit EGFP-HA-Cresto transfizierten Zellen mit (T) markiert.

Aus einer konfluenten Zellkulturschale (Durchmesser 5,3 cm) wurden 20 bis 40 pug Gesamt-
RNA isoliert. Als Kontrolle fir die Menge an eingesetzter RNA bzw. cDNA wurden
Transkripte fur die Glyzerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH) mit spezifischen
Primern nachgewiesen (Abb. 23, GAPDH). Die unbehandelten, embryonaen Huhnerfibro-
blasten exprimierten das Gen Cresto nicht (Abb. 23, Cresto, K). Die Expression von Cresto
konnte nur in den transfizierten Zellen detektiert werden (Abb. 23, Cresto, T). Die Analyse der
Markergene MSX1, SLUG und DLX5 ergab keine signifikante Veranderung gegentiber den
nicht-transfizierten Zellen (Abb. 23, MSX1, SLUG, DLX5, K und T). Uberraschenderweise
exprimierten die embryonalen Hihnerfibroblasten allerdings alle drei Markergene bereits im
nicht-transfizierten Zustand. Dennoch war eine Verstarkung der Expression dieser Gene in den
transfizierten Zellen nicht zu beobachten.

Insgesamt hatte die Uberexpression des Gens Cresto in den embryonalen Hihnerfibroblasten

keinen Einflud auf die Expression der frihen Neuralleistenmarkergene wie DLX5, MSX1 und
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S UG.

2.6 Die Uber expression des Gens SLUG im Hithnerembryo

Diefunktionelle Inaktivierung des Gensfur den Zink-Finger-Transkriptionsfaktor SLUG durch
Gegenstrang-Oligonukleotide verhindert die normale Entwicklung der Neuralleistenzellen
(Nieto et al., 1994). Um die Funktion des Gens SLUG im Uberexpress onsexperiment zu analy-
sieren, wurde ein vom CMV-Promoter kontrollierter Expressionsvektor fir SLUG in Hihner-
embryonen im Primitivstreifenstadium HH3+ bis HH4 Uberexprimiert. Anschlief3end wurden
die Embryonen mit Hilfe der In-situ-Hybridisierung gleichzeitig auf die Expression des

Transgens und auf die Expression eines Markergens untersucht (Tab. 20).

| CMV-SLUG | | Abb. 24: Uberexpression des Gens
. SLUG in Hihnerembryonen. Die de-
tektierten Genprodukte sind unter je-

| dem Embryo angegeben. Die
‘ Expression des Transgens LUG ist in
rot angefarbt. Die blaue Farbung mar-
kiert die analysierte Expression der
{ Markergene. Die Expression des
. Transgens SLUG ist mit einem rotem
- Pfeilkopf markiert. Eine induzierte
i Markergenexpression ist mit einem

4 M i " schwarzen Pfeilkopf markiert. Die
e Ok ﬁ. - "’esﬁ normalen Expressionsdoménen der

CMV-SLUG | Markergene sind mit einem schwarzen
Pfeil markiert. (A,B) Jede Zéelle, die
SLUG exprimierte (A), exprimierte
auch Cadherin-6b (B). (C,D) Jede
Zéelle, die SLUG exprimierte (C), ex-
primierte auch Cresto (D). (E,F) Die
Uberexpression von SLUG (E) indu-
zierte nicht die Expression von DLX5
(F). (G,H) Jede Zéelle, die SLUG expri-
mierte (G), exprimierte auch MSX1

(H).

Die Uberexpression des Gens SLUG fiihrte nicht zur Induktion von BMP4 (n=3, Daten nicht
gezeigt) oder DLX5 (n=4, Abb. 24 E,F). Die Uberexpression von SLUG schaltete die
Expression des Gens Cresto in jeder elektroporierten Zellen an (n=8, Abb. 24 C,D). Dartiber
hinaus induzierte die Uberexpression von SLUG auch die Expression von MSX1 (n=4, Abb. 24
G,H) und von Cadherin-6b (n=5, Abb. 24 A,B) in jeder transfizierten Zelle. Die Expression von

SOX10 (n=5, Daten nicht gezeigt) wurde in einem Teil der transfizierten Zellen induziert. Die
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Expression der spateren Neuralleistenzellmarker wie Cadherin-7 (n=3, Daten nicht gezeigt)
und HNK-1 (n=3, Daten nicht gezeigt) wurde dagegen durch die Uberexpression von SLUG
nicht erreicht.

| nsgesamt i nduzierte die Uberexpression des Transkriptionsfaktors SLUG ein dhnliches Expres-

sionsprofil wie Cresto mit der Ausnahme von DLX5 und Cadherin-7.
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Diskussion

Das Ektoderm der Wirbeltierembryonen untergliedert sich in drei verschiedene Regionen, dem
spateren zentralen Nervensystem, den Neuralleistenzellen und dem Oberflachenektoderm (der
Epidermis). Die hier vorgestellte Experimente konzentrierten sich auf die ersten beiden Aspekte
dieser ektodermalen Differenzierung. Der erste Teil der Arbeit beschreibt die zelluléren Inter-
aktionen, die bei der Induktion des anterioren Teils des zentralen Nervensystems, des Vorder-
hirns, im Wirbeltierembryo beteiligt sind und vergleicht dabei die V6gel und die Saugetiere am
Beispiel der Hihner- bzw. der Kaninchenembryonen. Im zweiten Teil der Arbeit wird die Rolle
des Zink-Finger-Transkriptionsfaktors SLUG und des in dieser Arbeit identifizierten Gens
Cresto bei der Induktion der Neuralleistenzellen im Hilhnerembryo mit Hilfe von Uberexpres-

sionsexperimenten analysiert.

1. DieInduktion der Vorderhirnanlageim Wirbeltierembryo

1.1 Die Induktion der Vorderhirnanlage im Hihnerembryo

Der zentrale/mediale Teil des Ektoderms entwickelt sich zum zentralen Nervensystem, das
zunéchst a's Verdickung des Ektodermsin Form der Neural platte erkennbar wird und sich dann
zum Neurarohr einrollt und abschniirt. Die Anlage desVorderhirnsfindet sich bei dem Hihner-
embryowiebel alen Wirbeltierenin dem anterioren Teil der Neural platte (Spratt, 1952; Garcia-
Martinez et a., 1993), die sich im Huhnerembryo bereits vor dem vollendeten Primitivstreifen-
stadium auszubilden beginnt (Schoenwolf, 1991). Erste Anzeichen fir die Induktion der
Vorderhirnanlage finden sich wenig spéter in der ersten Expression des Homeoboxgens GANF
in der anterioren Neuralplatte im friihen préachordalen Plattenstadium (Kazanskayaet al., 1997,
Knoetgen et a., 1999b).

Die Induktion der anterioren Identitét in der Neura platte geht vor alem auf vertikale Signale
aus der dem Ektoderm unterliegenden Zellschicht zuriick (zur Ubersicht: Ruiz i Altaba, 1993).
Als mogliche Kandidaten fur die Quelle des anteriorisierenden Signals kommen daher die
Gewebe in Betracht, die in der zeitlichen Abfolge dem anterioren Ektoderm unterliegen, also
zunéchst die Zellen des anterioren, primitiven Endoderms und nach dem Beginn der Gastru-
lation die Zellen des definitiven Endoderms und des axialen Mesoderms, der préchordalen
Platte (Abb. 3).

Die Ralle, die das primitive Endoderm bei der friihen Entwicklung des Ektoderms hat, wurde
bereits in mehreren Studien untersucht. In Experimenten, in denen der gesamte Hypoblast

rotiert wurde, zeigte sich, dal3 die Orientierung des Hypoblasts unter dem Ektoderm die Orien-
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tierung des Primitivstreifens beeinflussen kann (Waddington, 1932; Waddington, 1933; Azar
und Eyal-Giladi, 1981; Foley et al., 2000). Der posteriore Hypoblast spielt dartiber hinaus eine
wichtige Rolle bei der Entstehung des Primitivstreifens (Spratt, 1946; Khaner, 1995;
Bachvarova et al., 1998; Bottger et al., 2000). In allen bisher durchgefiihrten Untersuchungen
sind jedoch keine eindeutigen Induktionen von neuralem Ektoderm, die durch Zellen des
Hypoblasten im Huhnerembryo hervorgerufen wurden, berichtet worden (Callebaut et al.,
1999). Insbesondereist auch die Rolle des Hypoblasten bei der Induktion der anterioren Neural-
platte bisher nicht nachgewiesen worden. Die hier durchgeftihrten Transplantationsexperimente
von Zellen des anterioren Hypoblasten fuhrten weder zu einer morphologischen Verdickung
des Ektoderms noch zu einer Induktion des Gens GANF (Abb. 10 A,E). Auch das definitive
Endoderm erwies sich in dieser Hinsicht als negativ. Diese Experimente belegen, dal3 das
anteriore, primitive Endoderm wie auch das anteriore, definitive Endoderm im Hihnerembryo
nicht dasinduzierende Signal fur die Anlage desV orderhirns enthalten. Das anteriore, primitive
Endoderm ist nicht hinreichend, um die Vorderhirnanlage zu induzieren.

Allerdingsist eineintakte untere Zell schicht, bestehend aus den Zellen des Hypoblasten und des
definitiven Endoderms, fur eine Ausbildung und richtige Positionierung des prachordalen
Mesoderms unter dem anterioren Ektoderm erforderlich. In Experimenten, in denen der
Hypoblast und das anteriore, definitive Endoderm entfernt wurden, konnten die Zellen des
préchordalen Mesoderms nicht an ihre normale Position wandern (Knoetgen et al., 1999b). Die
Anlage des Vorderhirns wurde damit gemessen an der Expressionsdomane des Gens GANF
verkleinert. Das primitive und definitive Endoderm ist daher notwendig aber nicht ausreichend
flr eine normale Entwicklung der Vorderhirnanlage, da es das induzierende Signal selbst nicht
enthalt. Dieses wird vielmehr von den Zellen des préachordalen Mesoderms, der préachordalen
Platte ausgesendet, wie bereits durch mehrere Arbeiten bestétigt wurde (Daleet al., 1997; Foley
etal.,1997; Lietal., 1997; Peraund Kessel, 1997; Shimamuraund Rubenstein, 1997; Knoetgen
et al., 1999b). Die Transplantationsexperimente des prachordalen Mesoderms ergaben, dal3 das
prachordale Mesoderm sowohl erforderlich a's auch ausreichend ist fur die Induktion des Gens
GANF in der anterioren Neuralplatte.

Die Zellen des prachordalen Mesoderms wandern wahrend der Gastrulation aus der Spitze des
Primitivstreifens, dem Hensenschen Knoten, unter die zuktnftige Vorderhirnanlage. Die Spitze
des Primitivstreifens enthalt daher, bevor die prachordalen Zellen auswandern, noch das Signal
die Anlage eines VVorderhirns zu induzieren. Nachdem die Zellen des préchordalen Mesoderms

ausgewandert sind, verliert der Knoten dieses Potential und induziert nur noch posteriores
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Neuralgewebe (Dias und Schoenwolf, 1990; Storey et al., 1992).

Die Spitze des Primitivstreifens des Hihnerembryos, der Hensensche Knoten, kann daher zu
Recht auch a's Organisator im Spemannschen Sinne bezeichnet werden. Die Transplantation
des Knotensim Entwicklungsstadium HH3+ und HH4, bevor das axiale Mesoderm den Knoten
verlassen hat, fuhrt zu der ektopischen Ausbildung einer Neuralachse, die sowohl anteriore a's
auch posteriore Identitéten aufweist (Abb. 11 A,B,E,F).

Die Orientierung der ektopischen Achse ist in den meisten Falen Kopf an Kopf zu der des
Wirtsembryos wiein Abb. 11 A ,E ausgebildet. Dies konnte dafiir sprechen, dal3 der Hypoblast
schon vor der Gastrulation einen Einfluf3 auf das Ektoderm ausiibt und die induzierte ektopische
Achse auf den Hypoblasten zuwéachst. Allerdings tritt in einigen Falen auch die umgekehrte
Orientierung der induzierten Achse auf, wobel siein den extraembryonalen Teil hineinwéchst,
der zu keinem Zeitpunkt mit primitivem Endoderm in Kontakt stand (Abb. 11 B,F). Diese Félle
belegen, dal? die Anlage des Vorderhirns durch den Knoten auch im naiven Ektoderm erfolgen
kann und dal3 der Hypoblast dafir nicht notwendig ist. Allerdings waren diese induzierten
Vorderhirnanlagen im Vergleich zu den Vorderhirnanlagen in den Kopf-an-Kopf-orientierten
Achsen wesentlich kleiner (zum Vergleich Abb. 11 A und B). Dies kdnnte wieder auf die unter-
stiitzende Funktion des primitiven Endoderms zurtickzufiihren sein, so dal3 im Ektoderm, das
Signale vom primitiven Endoderm erhalten hat, die Induktion der Vorderhirnanlage durch das
préachordale Mesoderm aus dem Knoten viel ausgepragter ist alsim naiven Ektoderm, das nie
unter dem Einflul3 des primitiven Endoderms stand.

Die Induktion der Vorderhirnanlage im Huhnerembryo entspricht insgesamt der der Amphibien
(zusammengefaldt in Harland und Gerhart, 1997; Abb. 25). Die Induktion wird bei den Hiihner-
embryonen wie bei den Amphibien wahrend der Gastrulation durch die Zellen des prachordalen
Mesoderms unter das anteriore Ektoderm getragen. Das anteriore, definitive Endoderm tragt zu
dieser Induktion weder in den Huhnerembryonen noch in den Amphibienembryonen bei
(Bouwmeester et al., 1996). Insbesondere hat das primitive Endoderm, Gber das die Vogel wie
alle Amnioten nicht aber die Amphibien verfiigen, nicht das Signal, das die Vorderhirnanlage
induziert, Gbernommen (Abb. 25). Das fur die Amphibien aufgestellte Spemannsche Konzept
Uber das organisierende Zentrum in der dorsalen Blastoporenlippe und deren Derivate, das

sowohl den Kopf als auch den Rumpf induziert, trifft daher auch fir die VV 6gelembryonen zu.
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Vor-Gastrulation Frithe Gastrulation Spéte Gastrulation

Amphibien
(Xenopus)

Vogel
(Huhn)

Sauger
(Kaninchen,
Maus)

Abb. 25: Schematischer Vergleich der Induktion der V orderhirnanlage zwischen dem A mphibienembryo (Xenopus
laevis), dem Hiuhnerembryo und dem Saugerembryo (Kaninchen und Maus). Der Ursprung des induzierenden
Signals (gelber Pfeil) liegt sowohl bei den Amphibien als auch bei den Vogeln in dem anterioren, axialen
Mesoderm (der prachordalen Platte; in griin dargestellt). Im Unterschied dazu gehen induzierende Signale bei den
Saugetierembryonen bereits von dem anterioren, primitiven Endoderm aus, die von Signalen aus dem axialen
Mesoderm jedoch wiederholt werden. Die induzierte Vorderhirnanlage ist in hellrot unterlegt. Das Ektoderm ist
hellblau, die dorsale Blastoporenlippe im Froschembryo und der HensenHensenschsche Knoten im Hihner- bzw.
Saugerembryo rot, das primitive Endoderm weil3, das definitive Endoderm orange und das axiale Mesoderm gelb
gefarbt.

1.2 Induktion der Vorderhirnanlageim Saugetierembryo

1.2.1 Die Induktion der Vorderhirnanlage im Sdugetierembryo durch das anteriore,
primitive Endoderm

Im Mausembryo scheint die Induktion der Vorderhirnanlage zeitlich friher als im Huhner-
embryo stattzufinden (siehe Einleitung). Dies scheint auch fir den Kaninchenembryo
zuzutreffen, da das Ortholog des anterioren Neural plattenmarkergens GANF, das in der Maus
wieim Kaninchen HESX-1 heif, sowohl in der Maus (Thomas und Beddington, 1996) als auch
im Kaninchen (personliche Mitteilung von C. Viebahn) zu Beginn der Gastrulation im
anterioren, primitiven Endoderm und dann wenig spéter im anterioren Ektoderm exprimiert ist,
wahrend esim Huhnerembryo erst im prachordalen Plattenstadium exprimiert wird. Aul3erdem
ist das anteriore Ende der Kaninchenembryonen im Vorprimitivstreifen, morphologisch
erkennbar, verdickt (Viebahn et al., 1995; Abb. 8H), was mdglicherweise ein weiteres
Anzeichen fur den frihen Induktionsprozef3 ist.

Das anteriore, primitive Endoderm des Kaninchenembryos aus dem Vorgastrulations- bzw.

frilhen Gastrulationsstadium rief eine bemerkenswerte Neuralinduktion im naiven Ektoderm
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des Huhnerembryos, die von der Expression von neuralen und anterioren Markern begleitet
wurde, hervor. Damit konnte erstmalig in einem direkten Transplantationsexperiment das
induktive Potential des anterioren, primitiven Endoderms eines Saugetierembryos nachge-
wiesen werden. Gleichzeitig warfen diese Ergebnisse jedoch die Frage auf, ob das anteriore,
primitive Endoderm die Induktion der V orderhirnanlage vom Knoten und seinem Derivat, dem
prachordalen Mesoderm, tUbernommen hatte, oder ob das anteriore, primitive Endoderm

zusétzlich zu den Signalen aus dem Knoten agierte.

1.2.2 Der Einflul? des Knotens des K aninchenembryos auf die Anlage des Vorderhirns
Die Transplantation des Knotens aus dem Kaninchenembryo unter das naive Ektoderm des
Huhnerembryos ergab ein mit der Transplantation des Hiihnerknotens weitgehend vergleich-
bares Ergebnis. Der Knoten aus dem Kaninchenembryo konnte eine komplette, sekundare
Neuralachse induzieren, die immer aus anterioren ldentitéten (dem Vorderhirn) und aus
posterioren Identitéten (dem Mittelhirn, Hinterhirn und Rickenmark) bestand. Auch die Grélse
der induzierten, sekundéren Neuralachsen war mit denen der durch den Hihnerknoten hervor-
gerufenen vergleichbar. Dies beweist, dal3 die Signale, die zur Induktion der V orderhirnanlage
fuhren, auch im Knoten der Kaninchenembryonen enthalten sind und dal3 diese Signale
zwischen dem Kaninchen und dem Huhn so weit konserviert worden sind, daf3 sie unterei nander
austauschbar sind. Die gleichen Ergebnisse wurden auch durch L. Wittler und U. Teichmann
bei den Transplantationen von Knoten aus Mauseembryonen in Hilhnerembryonen erhalten
(Knoetgen et al., 2000).

Damit scheint das Fehlen der anterioren Strukturen, das bei den Transplantationen der Knoten
der Maus in den Mausembryo beobachtet worden war (Beddington, 1994; Tam et a., 1997;
Tam und Steiner, 1999), an der fehlenden Kompetenz des Ektoderms an der Implantationsstelle
statt auf ein Fehlen des induzierenden Signals im Knotengewebe der Maus zurtickzufiihren zu
sein. Die Transplantationen wurden in die Region des zuklinftigen Hinterhirns und des Riicken-
marks durchgeftihrt, die schon unter dem Einflufl3 von posteriorisierenden Signalen gestanden
hatte (Muhr et al., 1999). In diesem Fall scheint das anteriorisierende Signal des Knotens nicht
mehr ausreichend zu sein, um die an der Implantationstelle vorherrschenden posteriorisierenden
Signale zu neutralisieren.

Im Unterschied zu den sekundéren Neuralachsen, die mit dem Huhnerknoten induziert wurden,
unterblieb bei den Transplantationen des Kaninchenknotens jedoch die Selbstdifferenzierung

des Transplantats, da die Zellen des Kaninchenembryos zwar lange genug im Wirtsembryo



Diskussion 84

Uberlebten, um die sekundéren Achsen zu induzieren, aber nicht lange genug, um sich zu
chiméren, ektopischen Neuralachsen aus Kaninchen- und Hihnerzellen zu entwickeln. Bei den
Transplantationen des Huhnerknotens entwickelte sich das transplantierte Knotengewebe
entsprechend seinem normalen Schicksal in axiales Mesoderm, das die Marker CH-T und
CNOT1 exprimierte und zwischen Endoderm und Ektoderm einwanderte. Gleichzeitig verhin-
derte der transplantierte Knoten vermutlich durch ,, anti-dorsalisierende” Signalewiedem TGFb
Faktor ADMP die Induktion von Organisatorqualitdten im Ektoderm des Wirtsembryos an der
Transplantationsstelle (Yuan et al., 1995; Joubin und Stern, 1999). Dadurch, dal3 sich dastrans-
plantierte Kaninchengewebe allerdings nicht im Hihnerembryo etablieren konnte, blieb diese
Unterdriickung aus. Im Gegensatz zu den transplantierten Hihnerknoten konnte die Expression
von CH-T und CNOT1 an der Implantationsstelle des K aninchenknotens deswegen im Huihner-
ektoderm induziert werden.

Insgesamt zeigen die hier vorgestellten Experimente, dal3 das Signal zur Induktion der
anterioren, neuralen ldentitdt auch im Organisator des Kaninchenembryos enthalten ist und
nicht ausschliefdich in das anteriore, primitive Endoderm vorverlagert wurde. Wahrend jedoch
das anteriore, primitive Endoderm des Kaninchenembryos die Ausbildung einer Neuralplatte
mit anteriorem Charakter induziert, ist die durch den Knoten hervorgerufene Induktion viel
weitreichender. Der durch das anteriore, primitive Endoderm hervorgerufenen anterioren
Neuralplatte fehlten offensichtlich die Signale, die siein Neuralfalten oder gar in ein Neuralrohr
differenzieren lief¥en. So wurde auch die Expression des spaten Neuralmarkers SOX2 nicht
durch die Transplantate des primitiven Endoderms erreicht. Die durch den Knoten hervorgeru-
fenen neuralen Strukturen bildeten dagegen Neuralfalten und gelegentlich auch geschlossene
Neuralrohre. Der Knoten ist damit auch fir die Sdugetiere von entscheidender Bedeutung fir
die Induktion der Vorderhirnanlage, wie dies auch kirzlich an Mauseembryonen durch die
gleichzeitige genetische I naktivierung der vom Knoten und der préachordalen Platte sezernierten
Faktoren Chordin und Noggin deutlich wurde. Diese Mutanten kénnen zwar Gber das anteriore,
primitive Endoderm die Induktion der Vorderhirnanlage initiieren, verlieren aber dennoch
anteriore, neurale Strukturen, da die zweite Induktion durch den Knoten ausbleibt (Bachiller et
al., 2000).

1.2.3 Dasinduktive Potential entlang des Primitivstreifens
Verschiedene Abschnitte des Primitivstreifens besitzen unterschiedliche induktive Eigen-

schaften, die wiederum zwischen dem Kaninchen und den Hihnern konserviert zu sein
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scheinen (Galleraund Nicolet, 1969; Storey et al., 1992; Lemaireet al., 1997; Joubin und Stern,
1999). Die anteriore Spitze des Primitivstreifens induzierte anteriores Neuroektoderm in
Abwesenheit von mesodermalen Markern, wie diesin den Fdlenin Abb. 12 A,M,O dargestellt
ist, wahrend die hinter dem Knoten entnommenen Transplantate neurales Gewebe von
Hinterhirn und Rickenmarkqualitét und immer auch mesodermale Marker induzierten (Abb. 13
A,B,L,M). Vermutlich fuhrte daher die Transplantation eines Primitivstreifentransplantats, das
neben der Spitze des Primitivstreifens auch noch einen weiter posterior gelegenen Teil des
Primitivstreifens einschlof3, zu der Induktion einer sekundéren Achse, die sowohl aus
anteriorem und posteriorem Neuroektoderm as auch aus mesodermalen Vorlauferzellen
bestand (Abb. 12 B,N,P).

Der noch weiter posteriore Tell des Primitivstreifens, der etwa der Mitte des Primitivstreifens
entspricht, induziert dagegen einen sekundéren Primitivstreifen in Abwesenheit von neuralen
und anterioren Primitivstreifenmarkern (Lemaire et a., 1997). Reine Neuralinduktion ist damit
auf die anteriore Spitze des Primitivstreifens beschrankt, wahrend reine Mesoderminduktion
auf die Mitte des Primitivstreifens beschrankt ist. Dazwischen findet sich eine von anterior nach
posterior verlaufende Abnahme der neuralinduzierenden Qualitét und eine Zunahme an
mesoderminduzierender Qualitdt. AulRerdem induzieren weiter anteriore Transplantate weiter

anterior gelegene Marker des Ektoderms und des Mesoderms.

1.3 Vergleich des primitiven Endoder ms von Saugetier- und Vogelembryonen

Sowohl die Sdugetier- als auch die Vogelembryonen verfligen Gber primitives Endoderm.
Allerdings wird nur in Sdugetierembryonen das anteriore, primitive Endoderm als
Signalzentrum zur Induktion der anterioren, neuralen ldentitét herangezogen (s.0.). Dennoch
weisen das primitive Endoderm der Saugetier- und der VV ogelembryonen neben ihrem extraem-
bryonalen Zellschicksal zahlreiche Gemeinsamkeiten auf. Viele molekulare Marker wie die
Gene Liml, HNF3Db, Cer-l, Otx2, Gsc und Hex sind im anterioren, primitiven Endoderm der
Maéause- (Shawlot et a., 1999; Filosaet a., 1997; Belo et al., 1997; Biben et a., 1998; Shawlot
eta., 1998; Ang et al., 1994; Thomas et a., 1998) und des HUihnerembryos exprimiert (eigene
Beobachtung; Ruiz i Altaba et al., 1995; Rodriguez-Esteban et al., 1999; Bally-Cuif et a.,
1995; Izpisua-Belmonte et al., 1993; Yatskievych et al., 1999).

Es bestehen jedoch auch einige Unterschiede zwischen dem Mause- und dem Hihnerembryo,
die vor allem auf der unterschiedlichen Herkunft des primitiven Endoderms beruhen. Das
primitive Endoderm der Mauseembryonen entsteht aus den Zellen, die den Epiblasten bereits
bei dessen Entstehung umhtllen und daher vom Beginn an dem Epiblasten benachbart sind
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(Kaufmann, 1992). Friih in der Entwicklung ist der Epiblast im Hihnerembryo nicht von
primitivem Endoderm unterlegen. Das primitive Endoderm entsteht in zwei Schritten aus dem
Epiblasten. Zunachst delaminieren einige Epiblastzellen und bilden den priméren Hypoblast
(Eya-Giladi und Kochav, 1976). Danach schieben sich vom posterioren Pol weitere
Hypoblastzellen unter den Epiblasten. Erst dann ist der Epiblast von einer geschlossenen
Hypoblastschicht unterlegen. Die im Vergleich zu dem Méauseembryo spéte Entstehung des
primitiven Endoderms schliefdt eine frihe induktive Rolle des primitiven Endoderms im
Huhnerembryo aus. So ist das Gen OTX2 bereits zu einem Zeitpunkt im Epiblasten des
Huhnerembryos exprimiert, zu dem der Hypoblast noch nicht unter dem Epiblasten entstanden
ist (Bally-Cuif et a., 1995). Dies schliefdt aus, dal3 der Hypoblast ein Signal aussendet, dal3 fir
die Induktion von OTX2 im Epiblasten bendtigt wird, wie dies fuir den Mausembryo
angenommen wird. Die Expression des Gens Otx2 im primitiven Endoderm der Maus ist
essentiell fur dessen Induktion im Ektoderm (Rhinn et al., 1998). Ein weiterer Unterschied
aul3ert sich in der Expression des Vorderhirnmarkers der ANF-Familie. Das Gen Hesx1/Rpx
der Maus ist zu Beginn der Gastrulation im anterioren, primitiven Endoderm exprimiert,
wéhrend das Ortholog der Huhner, das Gen GANF, erst nach der Einwanderung des
préachordalen Mesoderms transkribiert wird.

Insgesamt zeigen sich neben einigen Gemeinsamkeiten wichtige Unterschiede in der Genex-
pression, Herkunft und Funktion des primitiven Endoderms zwischen den Sdugetier- und
Huhnerembryonen.

1.4 Vergleich der anterioren Neuralinduktion in Amphibien, Végeln und Saugern

Im Embryo der Amphibien stammen die Signale der anterioren Neuralinduktion vom Organi-
sator, der dorsalen Blastoporenlippe, dessen anteriorem Derivat, dem prachordalen Mesoderm
(Abb. 25). Die Amnioten besitzen mit dem primitiven Endoderm eine neue Struktur, die vor
der Gastrulation dem spéateren Vorderhirn unterliegt und daher prinzipiell als vom Organisator
unabhangiges Signal zentrum zur Induktion der Vorderhirnanlage eingebunden werden konnte.
Allerdings zeigt sich, da3 das primitive Endoderm der Huhnerembryonen nicht dazu
verwendet wird, so dal? die Induktion der anterioren Neuralplatte und des spéteren Vorderhirns
ausschliefdlich von einem Signalzentrum, dem Organisator, wie bei den Amphibien abhangt
(ADbb. 25). Die Saugetierembryonen haben dagegen ihr primitives Endoderm in den Dienst der
anterioren Neuralinduktion gestellt. Aus diesem Grund trifft das klassische Organisatorexper-
iment nicht fur die Saugetierembryonen zu. Die initiale Induktion der anterioren Neuralplatte

wird zu einem friheren Zeitpunkt und unabhangig von dem Organisator geschaffen. Aller-
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dings haben die Siugetierembryonen den Organisator als Signalzentrum zur Induktion der
Vorderhirnanlage nicht ganzlich aufgegeben. Der Organisator der Saugetierembryonen ist ein
starker, anteriorer Neuralinduktor geblieben. Die doppelte Anlage des Kopforganisators bei
den Sdugetierembryonen steht im Widerspruch zur einfachen Anlage in Frosch- und Hihner-
embryonen, in denen sie ausschliefdlich auf Signale aus dem klassischen Organisator, der
dorsalen Blastoporenlippe bzw. dem Hensenschen Knoten, und dessen Derivat, dem
préchordalen Mesoderm, zurtickgeht.

Aufgrund der Verlagerung des Signal zentrumsin das anteriore, primitive Endoderm kénnen die
Saugetierembryonen schon vor dem Einwandern des axialen Mesoderms mit der Anlage der
anterioren Neuralplatte beginnen. Die zeitliche Verschiebung eines entwicklungsbiol ogischen
Prozesses, die Heterochronie, ist als ein evolutionérer Mechanismus bekannt (Gould, 1977). Im
hier diskutierten Fall bezieht sich der heterochrone Prozef3 auf die Anlage der anterioren Neural -
platte, die die Anlage des Telenzephalons einschlief. Ob die Groféen und prinzipiellen Unter-
schiede zwischen dem Telenzephalon des Vogels und der Sduger auf diese heterochrone
Verschiebung zurtickgehen konnten, bleibt aber weiterhin fraglich, zumal wenig spéter die
Entwicklungsstadien Uber gut vergleichbare Zwischenstufen verfiigen und die ersten morpho-
logischen Unterschiede des Telenzephalons erst sehr viel spéter hervortreten (Fernandez et al.,
1998).
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2. Die Rolle der Gene Cresto und SLUG bel der Entwicklung der Neuralleistenzellen im
HUhnerembryo

2.1 Cresto und Geminin

Die aus der cDNA abgeleitete Priméarstruktur des Proteins Cresto ist mit dem bereits beschrie-
benen Protein Geminin aus dem Frosch Xenopus laevis und mit Proteinen aus dem Menschen,
der Maus und der Fliege Drosophila melanogaster, die in Datenbanken gefunden wurden,
verwandt (Abb. 16; Kroll et al., 1998; McGarry und Kirschner, 1998). Allerdings ist die
Homologie mit etwa 50% fir den Frosch, die Maus und den Menschen bzw. 19% fir die Fliege
vergleichsweise gering. Auch die fir das Gen Geminin bekannten Daten weisen deutliche
Abweichungen zu dem Gen Cresto auf. Nur die frihe Expression von Cresto und Geminin in
der Neuralplatte ist &hnlich (Abb. 17; Kroll et a., 1998). Wahrend der weiteren Entwicklung
differieren die Expressionsdoméanen erheblich. Nachdem sich das Neuralrohr geschlossen hat,
ist Geminin sowohl ventral asauch dorsal im Neuralrohr, im anterioren Gehirn, in den Augen-
und Gehorvesikeln, in der Nase und in Neuralleistenzellen im Kopf exprimiert (Kroll et al.,
1998). Die Expression des Gens Cresto ist dagegen auf das dorsale Neuralrohr und die auswan-
dernden Neuralleistenzellen beschréankt (Abb. 17). Darlber hinausist die zelluldre Lokalisation
beider Proteine unterschiedlich. Geminin ist ausschliefdlich im Zellkern lokalisiert, wahrend
Cresto vor allem im Zytosol und nur selten neben dem Zytosol auch im Zellkern gefunden
wurde (Abb. 22). Auch die funktionellen Daten aus den Uberexpressionsexperimenten unter-
scheiden sich fir die beiden Gene signifikant. Wahrend Geminin bei der Uberexpression im
Frosch neurale Identitét etabliert (Kroll et a., 1998), zeigt Cresto keine neural-induzierenden
Eigenschaften, wie das Ausbleiben des neuralen Markers SOX2 nach der Uberexpression von
Cresto belegt (Ergebnisse 2.4.1). Cresto aktiviert stattdessen typische Marker von Neurallei-
stenzellen (Tab. 20).

Insgesamt scheinen daher Cresto und Geminin keine orthologen Gene zu sein und in den

verschiedenen Spezies unterschiedliche biologische Funktionen zu haben.

2.2 Die Expression des Gens Cresto im Huhnerembryo impliziert eine Rolle bel der
Entwicklung der Neuralleistenzellen

Das Gen Cresto ist zuerst in der gesamten Neural platte bisin das nicht-neural e Ektoderm hinein
und entlang des Primitivstreifens exprimiert. Im Verlauf der weiteren Entwicklung wird die
Expression auf die dorsalen Neuralfalten, das dorsale Neuralrohr und die wandernden Neural-

leistenzellen eingeschrankt (Abb. 17). Sobald das Notochord unter der anterioren Neural platte
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gebildet wird, wird die Expression von Cresto in dem benachbarten Teil der Neura platte einge-
stellt (Abb. 17 B, Pfeil). Dies geschieht vermutlich durch den Faktor Sonic hedgehog, der von
den Notochordzellen sezerniert wird und fur die Differenzierung des neuralen Ektoderms in
ventrale und dorsale Qualitéten verantwortlich ist (Roelink et a., 1995).

Wie der an der Entstehung der Neuralleistenzellen beteiligte Zink-Finger-Transkriptionsfaktor
SLUG (Nieto et a., 1994) ist das Gen Cresto auch entlang des Primitivstreifens exprimiert
(Abb. 17). Am Primitivstreifen erfahren Zellen wie bel der Entwicklung der Neuralleistenzellen
einen epithelialen-mesenchymalen Ubergang, indem sie aus dem Epithel des Epiblasten bei der
Einwanderung durch den Primitivstreifen in mesenchymale Zellen des Mesoderms tibergehen
(Schoenwolf, 1991). Aus diesem Grund konnte hnlich wie SLUG auch Cresto allgemein an
epithelialen-mesenchymalen Differenzierungsschritten beteiligt sein.

Das Gen Cresto ist im Vergleich zu anderen Neuralleistenmarkern bereits sehr friih exprimiert.
Die Expressionsdomane Uberlappt bereits wahrend der Gastrulation mit der der Homeoboxgene
MSX1 und DLX5. MSX1 und DLX5 sind frih am Rand der zukinftigen Neural platte exprimiert
(Pera et a., 1999; Streit und Stern, 1999a). Wahrend der Neurulation bleibt die Expression
beider Gene in den dorsalen Neuralfalten bestehen. Allerdings ist die Expressionsdoméane von
Cresto im Neuralplattenstadium viel breiter als die von MSX1 und DLX5 und wird erst mit der
Einschrankung von Cresto auf den Rand der Neuraplatte nach dem Kopffatenstadium mit
MSX1 und DLX5 sehr dhnlich. Ab dem Kopffaltenstadium beginnen die Vorléufer der Neural-
leistenzellen am Rand der Neural platte mit der Expression des Zelladhasionsproteins Cadherin-
6b (Nakagawa und Takeichi, 1995) und wenig spéter, ab dem 3-Somitenstadium, tritt in den
dorsalen Neuralfalten erstmal s die Expression des Zink-Finger-Transkriptionsfaktors SLUG auf
(Nieto et al., 1994). Die Expressionsdoméanen von Cresto, Cadherin-6b und SLUG sind bereits
bei deren ersten Auftreten sehr ghnlich. Allerdingsist Cresto in den gesamten Neuralfalten bzw.
dem gesamten Neuralrohr entlang der anterior-posterioren Achse exprimiert, wahrend SLUG
nur bis auf die Hohe des Mittelhirns exprimiert ist.

Mit dem Beginn des Auswanderns der Neuralleistenzellen dndert sich auch deren Genex-
pression. Die Neuralleistenzellen stellen vor dem Auswandern die Expression von Cadherin-6b
ein und exprimieren dagegen den HM G- Transkriptionsfaktor SOX10 und zum Teil das Zellad-
hésionsprotein Cadherin-7 (Cheng et al., 2000; Nakagawa und Takeichi, 1995). Nach dem
Auswandern exprimieren die Neuralleistenzellen noch fir eine kurze Zeit Cresto (Abb. 17),
bevor eswahrend der Wanderung endguiltig abgeschaltet wird. Auch SLUG wird zundchst noch
von den wandernden Neuralleistenzellen exprimiert und spater als Cresto abgeschaltet (Nieto
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et a., 1994). Erst nachdem die Neuralleistenzellen sich auf ihrer Wanderung vom Neuralrohr
entfernt haben, weisen sie das Epitop HNK-1 auf ihrer Zelloberflache auf (Bronner-Fraser,
1986; Vincent und Thiery, 1984). Zu diesem Zeitpunkt wird die Expression des Gens Cresto
gerade eingestellt.

Insgesamt ist das Gen Cresto bereits in den Vorlaufern der Neuralleistenzellen am Rand der
Neuralplatte exprimiert und begleitet die Entwicklung der Neuralleistenzellen bis kurz nach
ihrem Auswandern. Die Expression von Cresto tberlappt mit den friihen Neuralleistenmarkern
und geht den Markern Cadherin-6b, SLUG, SOX10 und Cadherin-7 voraus.

2.3 Die Uberexpression des Gens Cresto induziert die friithe Entwicklung von Neuralleis-
tenzellen

Die Elektroporation von sich entwickelnden Embryonen erlaubt seit kurzem die Uberex-
pression von Genen im Hihnerembryo (Muramatsu et a., 1997; Itasaki et al., 1999; Momose et
al., 1999). Zuvor konnten Gene nur mit Hilfe rekombinanter Viren im Huhnerembryo Uberex-
primiert werden (Morgan und Fekete, 1996). Neben der recht aufwendigen Herstellung und
Aufreinigung der Viren ist dabel vor allem problematisch, dal3 die Infektion und die
Ausbreitung der Viren einen recht langen Zeitraum von mehr als 48 h beansprucht. Die friihen
Entwicklungsstadien sind aufgrund der raschen Entwicklung des Embryos in diesem Zeitraum
nicht zugéanglich. Die hier vorgestellte Elektroporation der Hihnerembryonen in der in vitro
Kultur erlaubt nun auch Uberexpressionsanalysen fiir friine Entwicklungsstadien (Material und
Methoden 7.3).

Die Uberexpression des Gens Cresto im Hilhnerembryo aktivierte in den transfizierten Zellen
ein Expressionsprofil, das mit den Markern MSX1, DLX5, Cadherin-6b, S_.UG, ID2, SOX10
und Cadherin-7 typisch fur frihe bzw. gerade auswandernde Neuralleistenzellen ist (Tab. 20;
LaBonne und Bronner-Fraser, 1999). Obwohl Cresto im dorsalen Neuralrohr exprimiert ist,
unterstiitzte es nicht die Expression von reinen neuralen Markern wie SOX2 (Rex et a., 1997)
oder des dorsalen Neuralmarkers PAX3, der zwar fur die Entwicklung des dorsalen Neuralrohrs
bendtigt wird, nicht aber spezifisch an der Differenzierung von Neuralleistenzellen beteiligt ist
(Goulding et a., 1991; Franz, 1990; Epstein et a., 1991; Selleck und Bronner-Fraser, 1995;
Serbedzijaund McMahon, 1997).

Die Marker MSX1, DLX5, Cadherin-6b und SLUG wurden dagegen durch die Uberexpression
des Gens Cresto in jeder transfizierten Zelle induziert. Einige der transfizierten Zellen expri-

mierten auch die Gene ID2, SOX10 und Cadherin-7. Auch diese Marker wurden unabhangig
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von der Herkunft der transfizierten Zellen im Hihnerembryo aktiviert. Bemerkenswert ist, dal3
offensichtlich alle Zellen im frihen Hihnerembryo die Kompetenz haben, mit der Expression
dieser Gene auf die Uberexpression von Cresto zu reagieren. Dennoch ist diese Fahigkeit nicht
universell, da embryonale Huhnerfibroblasten auf die Uberexpression des Gens Cresto nicht
mit der Expression bzw. verstérkten Expression der Marker MSX1, DLX5 und SLUG reagierten
(Abb. 23). In diesen Zellen scheinen die fur die Funktion von Cresto notwendigen I nteraktions-
partner nicht aktiv zu sein.

Daalletransfizierten Zellen Cadherin-6b induzierten und ein Teil der transfizierten Zellen auch
Cadherin-7 exprimierte, mufdten einige der transfizierten Zellen fur beide Cadherine positiv
sein. Unter normalen Bedingungen wird die Expression von Cadherin-6b von Neuralleisten-
zellen eingestellt, bevor sie Cadherin-7 exprimieren und sich aus dem Epithel |6sen (Nakagawa
und Takeichi, 1995). Die Uberexpression von Cadherin-6b im dorsalen Neuralrohr verhindert
das Auswandern der Neuralleistenzellen, ohne jedoch die Beweglichkeit der Zellen in vitro
einzuschranken (Nakagawa und Takeichi, 1998). Die normale Differenzierung von Neurallei-
stenzellen wird daher durch die gleichzeitige Expression von Cadherin-6b und Cadherin-7
behindert. Durch die Uberexpression von Cresto wurden einige, fur beide Cadherine positive
Zellen erzeugt. Dies deutet darauf hin, daf? die Uberexpression von Cresto die Induktion von
Neuralleistenzellen zwar audost, aber die weitere Differenzierung auch behindert, da ein
korrektes A bschalten von Cadherin-6b unterbleibt. In diesen Zusammenhang pal’t auch, dal3die
Uberexpression von Cresto nicht zu einer Induktion von HNK-1 positiven Zellen fuhrt. Unter
normalen Bedingungen wird die Expression von Cresto in den wandernden Neuralleistenzellen
etwa zu dem Zeitpunkt abgeschaltet, wenn sie das Epitop HNK-1 auf ihrer Zelloberflache
aufweisen. Unter den hier verwendeten experimentellen Bedingungen wird die Expression von
Cresto durch den CMV-Promotor ununterbrochen angetrieben, was die normale Differen-
zierung der Neuralleistenzellen behindern konnte. Die durch die Uberexpression von Cresto
erzeugten Zellen exprimierten ein Profil an frihen Neuralleistenmarkergenen und zeigten
dartiber hinaus Eigenschaften von wandernden Neuralleistenzellen. Dies belegen sowohl die
Wanderung der transfizierten Neuralplatten in vitro (Abb. 20 G-J) as auch das verfrihte
einseitige Auswandern von S_LUG-positiven Zellen aus dem Neuralrohr (Abb. 20 A,B). Die
weitere Entwicklung ist jedoch vermutlich durch das fehlende Abschalten von Cresto im
Uberexpressionsexperiment inhibiert.

Die Uberexpression von Cresto fulhrte nicht zu einer Aktivierung von BMP4. Zuerst ist BMP4

im nicht-neuralen Ektoderm um die Neuralplatte exprimiert (Liem et al., 1995; Schultheiss et
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al., 1995) und findet sich spater im dorsalen Neurarohr (Liem et al., 1995; 1997). Die Funktion
von BMP4 bei der Differenzierung von Neuralleistenzellenist aufgrund des komplexen Expres-
sionsmusters nicht eindeutig (LaBonne und Bronner-Fraser, 1999). In Kokulturen aus Explan-
taten der Neuraplatte und der spéteren Epidermis werden Neuralleistenzellen induziert. Zu
Neural plattenexplantaten hinzugefiigtes Protein BMP4 kann die Epidermis dabei ersetzen, so
dal’ bisher angenommen wurde, dal3 BMP4 das epidermale Signal ist, das am Rand der Neural-
platte die Entstehung von Neuralleistenzellen induziert (Liem et al., 1995). DaBMP4 alerdings
spéater in dem dorsalen Neuralrohr, dem Urpsrungsort der Neuralleistenzellen, stark exprimiert
ist, kdnnte das hinzugefuigte BM P4 auch die I nteraktion von der Neural platte mit der Epidermis
Uberflissig machen und direkt die Differenzierung von Neuralleistenzellen bewirken (LaBonne
und Bronner-Fraser, 1999). Eine weitere Rolle kommt BM P4 bei dem Ausl6sen der Wanderung
der Neurdleistenzellen zu. Das Protein BMP4 wird im dorsalen Neuralrohr durch die
Gegenwart von dem BMP4-bindenden Faktor Noggin so lange neutralisiert, bis die Expression
von Noggin von anterior nach posterior herunterreguliert wird und dadurch das freie BMP4 das
Auswandern der Neuralleistenzellen auslésen kann (Sela-Donenfeld und Kalcheim, 1999).
Dabel ist BMP4 nur fur das Auswandern, nicht aber fir die Differenzierung der Neuralleisten-
zellenim dorsalen Neuralrohr erforderlich. In Gegenwart von ektopisch hinzugefiigtem Protein
Noggin differenzieren die Zellen im dorsalen Neuralrohr zu HNK-1-positiven Neuralleisten-
zellen, die jedoch im dorsalen Neuralrohr verbleiben und nicht auswandern konnen (Sela-
Donenfeld und Kalcheim, 1999). Daher ist es denkbar, dal? die von Cresto ausgel 6ste Induktion
von Neuralleistenzellen ohne die Aktivierung durch BMP4 auskommt. Auch bei der Regene-
ration von Neuralleistenzellen nach der Ablation von dorsalem Neurarohr wird zwar die
erneute Expression von SLUG nicht aber von BMP4 beobachtet (Buxton et al., 1997). Die mit
Cresto transfizierten Zellen im Hihnerembryo wandern in vivo nur aus dem dorsalen
Neuralrohr aus (Abb. 20 A,B), d.h., daf3 sie nur in ihrer normalen Umgebung zu einem etwas
verfrihten Zeitpunkt auswandern. Dies deutet darauf hin, da3 die transfizierten Zellen
vermutlich das Signal von BMP4 im dorsalen Neuralrohr wie die normalen Neuralleistenzellen
bendtigen, um in vivo auswandern zu kénnen.

Obwohl die Uberexpression des Gens Cresto die Expression von BMP4 nicht aktivierte (Abb.
19), induzierte sie die funktionell eng mit BMP4 verbundenen Gene DLX5 und MSX1 (Streit
und Stern, 1999a). Falls BMP4 aber entgegen den obigen Uberlegungen doch an der Induktion
und Differenzierung von Neuralleistenzellen beteiligt ist, konnte dies bedeuten, dal3 Cresto in
einer Signalkaskade unter BMP4 steht. Die Implantation von BM P4-beladenen Beads fuhrteim
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Huhnerembryo zwar zu einer Verengung der Neuralplatte (Knoetgen et al., 1999b), nicht aber
zu einer Aktivierung von Cresto (Daten nicht gezeigt), so dal3 Cresto nicht unmittelbar in der
Kaskade unter BMP4 zu stehen scheint. Moglicherweise sind alerdings weitere Signale in
Kombination zu BMP4 nétig, um das Gen Cresto zu aktivieren.

Insgesamt 16ste die Uberexpression des Gens Cresto die ektopische Induktion von friihen
Neuralleistenzellen unabhangig von der Herkunft der transfizierten Zellen im frihen Huhner-
embryo aus. In vivo erreichten die transfizierten Zellen den Status von wandernden Neurallei-
stenzellen nur in ihrer nattirlichen Umgebung, dem dorsalen Neuralrohr, da sie moglicherweise
den Faktor BMP4 als Signal zum Wandern bendtigen. Die weitere Differenzierung der transfi-
zierten Zellen ist vermutlich durch das unter den experimentellen Bedingungen fehlende
Abschalten des Gens Cresto inhibiert.

2.4 Die unterschiedlichen Doménen des Proteins Cresto aktivieren unterschiedliche
Markergene

Die Uberexpression der Deletionsmutanten des Gens Cresto deutet darauf hin, daf
verschiedene Doménen des Proteins Cresto unabhangig voneinander an unterschiedlichen
Signalwegen beteiligt zu sein scheinen. Das DNA-Konstrukt Cresto B, das fir die 85. bis 165.
Aminosaure des Proteins Cresto kodierte (Abb. 18), induzierte nur die Expression von SLUG
und Cadherin-6b, ohne gleichzeitig auch MSX1 und DLX5 zu aktivieren (Tab. 20; Abb. 21 C-
H). Das Konstrukt Cresto A, dasfir die 37. bis 90. Aminoséure von Cresto kodierte (Abb. 18),
induzierte dagegen MSX1 und DLX5 in vollem Umfang und SLUG und Cadherin-6b nur
schwach. Dies konnte bedeuten, dal3 die Doméne von Cresto B (85. bis 165. aa) mit einem
Signalweg interagiert, der zur Aktivierung von SLUG und Cadherin-6b fuhrt und der
unabhangig von einem Signalweg ist, der MSX1 und DLXS5 induziert. Auf der anderen Seite
interagiert die Domane von Cresto A (37. bis 90. aa) vermutlich mit beiden Signalwegen, wenn
sie auch zur vollsténdigen Aktivierung von SLUG und Cadherin-6b auf die B-Doméane
angewiesen ist. Obwohl das Konstrukt Cresto C (1. bis 90. aa) fur die komplette Region des
Konstruktes Cresto A (37. bis 90. aa) kodierte, fiihrte die Uberexpression von Cresto C nur zu
einer schwachen Induktion von MSX1 und DLX5, was mdglicherweise darauf zurtick zu fihren
ist, dal3 sich die MSX1- und DLX5-aktivierende Domane, die sich zwischen den Aminosauren
37 und 90 zu befinden scheint, nicht korrekt falten konnte und daher nicht funktionsttichtig war.
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2.5 Zdlulare L okalisation des Proteins Cresto

Nur Proteine bis zu einer Gréfie von 20 bis 30 kDa kénnen mit einer hohen Austauschrate durch
die Kernporen Uber die freie Diffusion vom Zytosol in den Zellkern gelangen (Gorlich und
Kutay, 1999). Grof3ere Proteine werden nur durch einen aktiven Transport Uber die Kernporen
in den Zellkern transportiert. Kleinere Proteine, wie zum Beispiel GFP, sind in der Regel
sowohl im Kern als auch im Zytosol lokalisiert, sofern sie nicht ein Kernlokalisierungs- bzw.
ein Kernexportsignal enthalten, so dal3 sie ausschlief3dlich im Zellkern bzw. ausschliefdlich im
Zytosol vorkommen (Gorlich und Kutay, 1999). Das mit EGFP fusionierte Cresto (EGFP-HA -
Cresto) kann aufgrund seiner Grofe von etwa 50 kDa den Zellkern nicht durch einfache
Diffusion erreichen. In den meisten transfizierten Zellen findet es sich Ubereinstimmend damit
auch ausschliefdich im Zytosol (Abb. 22 A-D). Die mit dem His- bzw. Myc-Tag fusionierten
Varianten des Proteins Cresto konnen aufgrund ihrer Grof3e von etwa 25 kDa prinzipiell durch
einfache Diffusion in den Zellkern gelangen. Allerdings findet sich auch das mit dem His- bzw.
mit dem Myc-Tag fusionierte Cresto im Zytosol der transfizierten Zellen (Abb. 22 G-J, Daten
nicht gezeigt). Daher scheint Cresto aktiv aus dem Zellkern transportiert zu werden, wofur
vermutlich dasin der Primérsequenz von Cresto vorhandene Kernexportsignal (NES, Bogerd et
al., 1996; Abb. 16) verantwortlich sein konnte.

In einem Tell der transfizierten Zellen ist EGFP-HA-Cresto bzw. Cresto-his aber auch in dem
Zellkern angereichert (Abb. 22 E,F). Dies deutet darauf hin, dal3 Cresto unter bestimmten
Bedingungen, moglicherweise durch eine Unterbrechung des Export aus dem Zellkern oder
aber durch einen aktiven Transport, in den Zellkern gelangen kann. Die zweite Méglichkeit ist
alerdings wahrscheinlicher, da das Fusionsprotein EGFP-HA-Cresto aufgrund seiner Grof3e
nur aktiv in den Zellkern gelangen kann.

Das Protein Cresto scheint daher unter bestimmten Umstanden aktiv aus dem Zellkern bzw.
aktiv in den Zellkern transportiert zu werden. Unter welchen Bedingungen welche Transport-
richtung bevorzugt ist und in welcher Lokalisation Cresto seine biologische Funktion erfillt, ist

allerdings bisher nicht gekléart und Gegenstand weiter zu verfolgender Experimente.

2.6 Die Uber expression des Gens SLUG

Der Zink-Finger-Transkriptionsfaktor SLUG ist fur die Differenzierung von Neuralleisten-
zellen notwendig, da seine funktionelle Inaktivierung durch Gegenstrang-Oligonukleotide die
normale Entwicklung von Neuralleistenzellen verhindert (Nieto et al., 1994). Das Gen SLUG

ist allerdings nicht nur notwendig, sondern auch ausreichend fur die Induktion von typischen
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Neuralleistenmarkern wie Cadherin-6b, MSX1 und SOX10 (Abb. 24, Tab. 20). Dartber hinaus
aktivierte SLUG auch die Expression von Cresto (Abb. 24, Tab. 20), obwohl in der normalen
Entwicklung der Neurdleiste Cresto vor S.UG exprimiert wird. Da Cresto auch SLUG
aktivierte, ist anzunehmen, dal3 normal erweise Cresto zuerst UG induziert und anschlief3end
SLUG durch einen positiven Riickkopplungsmechanismus die Expression von Cresto unter-
stitzt. Auf diese Weise konnte das Neuralleistenschicksal stabilisiert werden (Abb. 26). Die
Uberexpression von SLUG fiihrte aber im Vergleich zu Cresto nicht zu einer Aktivierung von
DLX5 und Cadherin-7 (Tab. 20). Der Marker Cadherin-7 ist der spéteste Neurallei stenmarker,
der durch eine Uberexpression von Cresto induziert wurde. Die Uberexpression von SLUG
scheint daher die Induktion der Neuralleistenzellen nicht so weit wie Cresto voranzutreiben.

Bemerkenswert ist auch, daf? trotz der Aktivierung von Cresto durch die Uberexpression von
SLUG nicht alle der durch die Uberexpression von Cresto alleine aktivierten Marker induziert
werden. Dies deutet darauf hin, dal3 die Reihenfolge der Aktivierung der einzelnen Gene auch
far die Aktivierung der Neuralleistenzellen wichtig ist. Wenn zuerst Cresto Uberexprimiert
wurde, wurden mehr und spatere Neuralleistenmarker angeschaltet, als wenn zuerst S.UG

Uberexprimiert wurde.

Abb. 26: Schematische Darstellung der durch die
DLX5 MSX1 Uberexpression der Gene Cresto und SLUG indu-

zierten Marker. Die Aktivierung einer Genexpressi-
on ist durch einen schwarzen Pfeil dargestellt. Das
Ausbleiben einer Induktion ist mit einem blauen,

BMP4 durchgekreuzten Pfeil angedeutet. Im Zentrum der

BMP2 Aktivierungskaskade steht das Gen Cresto. Die

Cresto | —3% SOX2 Uberexpression des Gens Cresto aktivierte die Ex-
PAX3  pression der Gene DLX5, MSX1, SOX10, Cadherin-

HNK-1 6b, SLUG, ID2 und Cadherin-7, aber nicht die Ex-

pression von BMP4, BMP2, SOX2, PAX3 bzw. des

HNK-1-Epitops. Die Uberexpression des Gens

SLUG, das in der Entwicklung des Hihnerembryos

BMP4  Spater as Cresto in den Neuralleisten exprimiert

DLX5 wird, induzierte die Expression von Cresto, MSX1,

Slug A7 Cad7  Cadherin-6b und SOX10. Die Gene BMP4, DLXS

HNE-T ynd Cadherin-7 sowie das HNK-1-Epitop wurden
durch die Uberexpression von SLUG nicht induziert.

SOX10 Cadhernn-6b

D2
Cadherin-7
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2.7 Die Signalkaskade zur Induktion von frihen Neuralleistenzellen

Das Gen Cresto ist bereits sehr frih im Ektoderm des Hihnerembryos exprimiert. Zu diesem
Zeitpunkt sind auch die Gene MSX1 und DLX5 im Ektoderm aktiv. Da Cresto jedoch in einer
viel ausdehnteren Region des Ektoderms exprimiert ist, fuhrt die Expression von Cresto zu
diesem Zeitpunkt nicht zwangsl&ufig zu der Induktion von MSX1 und DLX5. Daher konnte die
Expression von MSX1 und DLX5 zu diesem frihen Zeitpunkt unabhéngig von Cresto sein und
erst spater wahrend der Neurulation von Cresto abhéngen, wenn die Expressionsdomanen von
Cresto, MSX1 und DLX5 komplett tUberlappen. Andererseits konnte das Protein Cresto aber
auch nur in dem mit der Expression von MSX1 und DLX5 Uberlappenden Bereich aktiv sein.
Waéhrend der Neurulation scheint Cresto die Gene Cadherin-6b, ID2 und S UG in den dorsalen
Neuralfalten zu induzieren. Der Transkriptionsfaktor S UG stabilisiert durch eine positive
Rickkopplung die Expression von Cresto und moglicherweise auch direkt die Expression von
Cadherin-6b und MSX1 (Abb. 26). Zu diesem Zeitpunkt wird die Expression von Noggin in den
dorsalen Neuralfalten eingestellt, und durch das dadurch nicht mehr gebundene BM P4 erhalten
die Neurdleistenzellen das Signal zum Auswandern aus dem dorsalen Neuralrohr (Sela-
Donenfeld und Kalcheim, 1999). Anschlief3end schalten die wandernden Neuralleistenzellen
die Expression von SOX10 und zum Teil von Cadherin-7 an, woran Cresto ebenfalls noch
beteiligt zu sein scheint. Sobald die Neuralleistenzellen Uber die Breite des Neuralrohrs hinaus
gewandert sind, stellen sie die Expression von Cresto ein und weisen etwa zur gleichen Zeit das
Epitop HNK-1 auf ihrer Zelloberflache auf. An diesem und weiteren Differenzierungsschritten
der Neuralleistenzellen ist Cresto nicht mehr beteiligt, und das Abschalten seiner Expression

scheint dartiber hinaus fur die weitere Differenzierung notwendig zu sein.
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Zusammenfassung

Das Ektoderm erfahrt wahrend der Entwicklung von Wirbeltierembryonen drel verschiedene
Zellschicksale. Die Zellen des zentralen Teils des Ektoderms bringen das zentrale Nerven-
system, die Zellen des peripheren Teils die Epidermis und die Zellen zwischen dem zentralen
und dem peripheren Teil die Neuraleistenzellen hervor. Zu Beginn der Gastrulation finden
dynamische Zellwanderungen und die fir die Unterteilung des Ektoderms notwendigen Inter-
aktionsprozesse statt. Dabei kommt das Ektoderm der zukuinftigen V orderhirnanlage mit zwei
grundsétzlich verschiedenen Zellpopul ationen, dem anterioren, primitiven Endoderm und dem
aus dem Primitivstreifen kommenden, axialen Mesoderm, in Kontakt. Beide Gewebe kommen
als Signalzentrum fr die Anlage des Vorderhirnsin Vogeln und Sdugern in Frage.

Im ersten Teil der Arbeit wurde der zellulére Ursprung der Signale zur Induktion der
Vorderhirnanlage charakterisiert. In Kaninchenembryonen wurden zwei unabhéngige Indukii-
onszentren, die zeitlich nacheinander agieren, gefunden. Die Initiierung der Vorderhirnanlage
beruhte auf Signalen aus dem anterioren, primitiven Endoderm. Diese Induktion wurde durch
Signale aus der Spitze des Primitivstreifens, ausder die Zellen des axialen Mesoderms unter das
anteriore Ektoderm wandern, wiederholt. In Huhnerembryonen ging dagegen von dem
anterioren, primitiven Endoderm kein Signal zur Induktion der Vorderhirnanlage aus. Sie
basierte im Huhnerembryo ausschliefdlich auf Signalen aus der Spitze des Primitivstreifens.
Damit konnte erstmalig belegt werden, dal3 die Induktion der Vorderhirnanlage zwischen den
Huhner- und den Kaninchenembryonen nicht konserviert ist. Durch eine zeitliche V erschiebung
ist dieser Prozef3 im Kaninchenembryo im Vergleich zum Hihnerembryo vorverlagert und in
das primitive Endoderm Ubertragen worden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde das Gen Cresto identifiziert und seine mal3gebliche
Rolle bei der Induktion der Neuralleistenzellen nachgewiesen. Mit Hilfe einer im Rahmen
dieser Arbeit modifizierten Elektroporationsmethode konnten erstmals Uberexpressionsana-
lysen im frihen Huhnerembryo durchgefiihrt werden. Die ektopische Expression des Gens
Cresto aktivierte ohne besondere Kompetenzanforderung in jeder transfizierten Zelleein fur die
fruhe Neuraleiste charakteristisches Expressionsprofil und konnte fir Neuralleistenzellen
typische Wanderungen ausl6sen. Die Funktion des Proteins Cresto scheint modular aufgebaut
zu sein, da verschiedene Doméanen der Proteins unterschiedliche Gene induzieren konnten.

Die Uberexpression des durch Cresto induzierten Zink-Finger-Transkriptionsfaktors
SLUG flhrte zu einer Aktivierung des Gens Cresto sowie weiterer Neuralleistenzellmarker.
Diese positive Ruckkopplung deutet auf eine vernetzte Aktivierungskaskade bei der Induktion
der Neuralleistenzellen hin.

Schlagworter: Entwicklungsbiologie, Vorderhirn, Neuralleiste.
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Summary

The ectoderm gives rise to three distinct cell fates during the development of a vertebrate
embryo. The media part develops into the central nervous system, the distal part into the
epidermis. The intermediate region between the medial and the distal part is the origin of the
neural crest cells. At the onset of gastrulation dynamic cell movements and interactions occur
which lead to the differentiation of the ectoderm. The ectoderm of the prospective anlage of the
forebrain comesinto contact with two different cell types, the anterior primitive endoderm and
the axial mesoderm which ingresses via the primitive streak during gastrulation. In principle
both of these tissues could function as a signalling center for the induction of the forebrain in
birds and mammals.

In the first part of thisthesisthe cellular origin of the signalling center involved in the
induction of the forebrain was analysed. Two independent signalling centers which act sequen-
tially were identified in rabbit embryos. The initiation of the anlage of the forebrain was based
on signalsfrom the anterior, primitive endoderm. Thisinduction wasreinforced by signalsfrom
the anterior tip of the primitive streak, from which the cells of the axial mesoderm migrate
below the prospectiveforebrain. In chick embryosthe anterior, primitive endoderm lacked these
inductive signals. The induction of the anlage of the forebrain was exclusively based on signals
from the tip of the primitive streak. These results indicate for the first time that the induction of
the anlage of the forebrain is not conserved between the chick- and the rabbit embryo. This
developmental process is shifted to an earlier developmental stage and move into the primitive
endoderm in the rabbit embryo in comparison to the chick embryo.

In the second part of this thesis the gene Cresto was identified and its important role
for the induction of neural crest cellswas shown. A modified el ectroporation technique allowed
overexpression studies in early chick embryos for the first time. The ectopic expression of
Crestotriggered in every transfected cell irrespective of itsorigin the induction of an expression
profile typical of early neural crest cells and forced migration typical of neura crest cells.
Distinct parts of Cresto are responsible for distinct activities since different domains can carry
out subsets of the activity of the entire protein.

The overexpression of one of Cresto’ starget genes, the zinc-finger-transcription factor
SLUG, led to the activation of Cresto and some other neural crest marker genes. This positive
backloop indicates the existence of a network in the cascade of the induction of neural crest
cells.

Keywords: Developmental Biology, Forebrain, Neural Crest.
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Abkulrzungen

A

aa
Abb.
ADMP
ah

amc

ATP
ave

BBR
BGH

bp
BSA

cDNA
CEF
CHAPS
Ci

cm
CMV
cpm
DAPI
dCTP
DIG
Dil
DMEM
DNA
dNTP
DTT
EDTA
EGFP

EK
EST
fb
FCS
GFP

hb
HH

HMG

Adenin

Aminosaure

Abbildung

Anti-dorsalisierendes, morphogenetisches Protein

anteriorer Hypoblast, anteriores, primitives Endoderm des Huhnerem-
bryos

anteriore Randsichel, die morphologisch erkennbare Verdickung des
spéter anterioren Endes des Kaninchenembryos vor der Gastrulation (engl.
anterior marginal crescent)

Adenosintriphosphat

anteriores, viszerales Endoderm, das anteriore, primitive Endoderm der
Saugetierembryonen

Boehringer-Blockierungs-Reagenz

Rinder Wachstumshormon (engl. bovine growth hormon)

Basenpaare

Rinderserumalbumin

Cytosin

komplementére DNA

embryonale Huhnerfibroblasten
3-[(3-Cholamidopropy!)-dimethylammonio]- 1-propansul fonat

Curie

Zentimeter

Cytomegalovirus

gezahlte Zerfélle pro Minute (engl. counts per minute)

4’ ,6-Diamidino-2-phenylindol

Desoxycytosi ntriphosphat

Digoxigenin
1,1"-Dioctadecyl-3,3,3",3"-tetramethylindocarbocyaninperchl orat
Zellkulturndhrmedium (Dulbeccos modified eagle medium)
Desoxyribonukleinsdure

Desoxynukl eotidtriphosphat

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraazetat

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

Einteilung der friihen Entwicklungsstadien des Hlhnerembryos nach Eyal-
Giladi und Kochav, 1976.

Sequenzierter Abschnitt einer cDNA (engl. expressed sequence tag)
Vorderhirn (engl. forebrain)

fotales Kalberserum

Guanin

grun-fluoreszierendes Protein

Stunde(n)

Hinterhirn (engl. hindbrain)

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

DNA-bindende Proteindoméne (engl. high mobility group)
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kb

kV

LB
MAB
MCS
min
mRNA
n
NBT-BCIP
nc
NES
nf

np

nt
NTMT
OD 600
PBS
PBT
PC
PCR
PFA
PNK

PP

ps

RNA
rpm
RT-PCR

SDS

T3
T7
TBE
Tris

uv

Xg
ZNS

MF

Kilobasen

Kilovolt

Bakterienmedium (Luria Broth)

Maleinsdurepuffer

Multiple Klonierungsstelle in Vektoren (engl. multiple cloning site)
Minute(n)

Boten-Ribonukleinsaure

Knoten (engl. node), die anteriore Spitze des Primitivstreifens
Nitroblautetrazolium mit 5-Brom-4-chlor-3-indolyl phosphat
Notochord

Kernexportsignal (engl. nuclear export signal)

Neuralfalten

Neuralplatte

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

optische Dichte bei 600 nm Wellenlénge
Phosphat-gepufferte Natriumchlorid-L 6sung
Phosphat-gepufferte Natriumchlorid-L 6sung mit Tween
Pannett-Compton-Sal zl 6sung

Polymerase-K etten-Reaktion

4% Paraformaldehyd in PBS

Polynukleotidkinase

préachordale Platte

Primitivstreifen

Ribonukleinséure

Umdrehungen pro Minute (engl.: rotations per minute)
Reverse-Transkriptase-Polymerase-K etten-Reaktion
Rickenmark (engl. spinal cord)

Natriumdodecylsulfat

Sekunden

Thymin

RNA-Polymerase

RNA-Polymerase

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

Einheiten (engl.: units)

Ultraviolett

Vielfaches der Erdbeschleunigung

zentrales Nervensystem

Elektrische K apazitét in 10 Faraday
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