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Zusammenfassung

Gastrulation bezeichnet eine Phase der fruhen Embryonalentwicklung. In der
Maus entsteht dabei aus dem bis dahin einschichtigen, zylinderformigen Embryo
ein dreischichtiger Keim aus Ektoderm, Mesoderm und Entoderm. Gleichzeitig
werden die Kbérperachsen und der Grundbauplan festgelegt. Mit dem Auftreten
des Primitivstreifens wird die anterior-posteriore Achse erstmals sichtbar. Von dort
wandern im Verlauf der Gastrulation prasumptive mesodermale und entodermale
Zellen aus. Die Zellen des Primitivstreifens weisen morphologisch auf diesem
Stadium keinerlei Unterschiede auf. Die spatere Differenzierung in spezifische
Derivate entlang der cephalo-caudalen Achse laBt sich noch nicht erkennen.
Dennoch bestehen auf molekularem Niveau bereits deutliche Unterschiede, die
sich in Form spezifisch positionierter Expression von Genen manifestieren.

Um diesen Vorgang der regionalen Spezifizierung des Primitivstreifens auf
molekularembryologischer Ebene zu untersuchen wurde eine transgene Maus
hergestellt, die das Homboboxgen goosecoid im Primitivstreifen raumlich
missexprimierte. Zur konditionalen Missexpression wurde ein Kontrollelement aus
dem Promotor des Gens Brachyury verwendet, das fur dessen Aktivitat im
gesamten Primitivstreifen von der fruhen Gastrulation bis zu Organo-
genesestadien verantwortlich ist. Es wurde eine transgene Maus erzeugt, die das
Markergen p-Galaktosidase, von loxP-Sequenzen flankiert, unter der Kontrolle des
Brachyury-Promotors exprimiert, und in der ein benachtbartes goosecoid-Gen
nicht zur Auspragung kommt. In einem zweiten Schritt wurde das Markergen nach
Kreuzen mit einer CRE-produzierenden Mauslinie durch Sequenz-spezifische
Rekombination entfernt, und das goosecoid-Gen unter Brachyury-Promotor
Kontrolle gebracht.

Die ektopische Expression des goosecoid Gens fuhrte zu einem veranderten
Wanderungsverhalten der mesodermalen Zellen des Primitivstreifens. Daraus
resultierte eine Verbreiterung des Prachordalplattenmesoderms, welches im
daruberliegenden Neuroektoderm eine verbreiterte Grundplatte induzierte. Dies
behinderte den Neuralrohrverschluss und verursachte Exencephalie. Die
molekulare Analyse ergab, dass in den transgenen Embryonen eine Repression
der endogenen Brachyury Transkription durch GOOSECOID im Primitiv-
streifenmesoderm in vivo bestatigt werden konnte. Desweiteren resultierte die
goosecoid Missexpression in einer Aktivierung der endogenen Genexpression von
Fgf-8 und Hnf-3p im prasumptiven Mesoderm des Primitivstreifens als auch im
anterioren Neuroektoderm.

Die in der vorliegenden Arbeit hergestellte konditionale transgene Mauslinie eignet
sich nicht nur fur die Untersuchung der Regionalisierung des
Primitivstreifenmesoderms und der Mechanismen der Zellwanderung im
Mausembryo, sondern bietet ein Modell fur Missbildungen des
Neuralrohrverschlusses, nicht zuletzt auch beim Menschen an.



Abstract

Conditional Misexpression of the Homeobox gene
goosecoid in the Primitive Streak of the Mouse

Gastrulation is an important phase of early embryogenesis. It is during this phase
that the three germ layers arise — ectoderm, mesoderm and endoderm — and the
primary body axes and basic body plan are established. In the mouse, gastrulation
begins when the primitive streak forms in the cylindrical embryo. This is the first
visible marker of the anterior-posterior axis. As gastrulation proceeds, presumptive
mesodermal and endodermal cells delaminate from the streak. Although at this
stage these mesendodermal cells of the primitive streak do not show any
morphological signs of anterior-posterior determination or differentiation, regional
differences already exist on a molecular level in the form of specifically localised
gene expression.

In order to study the process by which the primitive streak becomes regionalised,
the homeobox gene goosecoid was misexpressed in the entire primitive streak in
transgenic mice. By bringing goosecoid under the control of the Brachyury
promoter element responsible for activity within the whole primitive streak from
early gastrulation until the onset of organogenesis, goosecoid expression was
spatially expanded in the primitive streak and temporally prolonged to last
throughout gastrulation. For conditional misexpression, transgenic animals have
been generated that express the marker gene p-galactosidase, flanked by loxP
sites, under the control of the Brachyury promoter. The downstream goosecoid
transgene was silent until the intervening marker gene was removed by sequence-
specific recombination following genetic crossing with mice producing the CRE
recombinase.

The ectopic goosecoid expression resulted in a change in the migratory behaviour
of mesodermal streak cells. This led to extension of the prechordal plate
mesoderm, which induced a broader floor plate in the overlying neuroectoderm.
This interfered with the closure of the neural tube and thus caused exencephaly.
Molecular analysis of the transgenic embryos confirmed the repression of
endogenous Brachyury transcription by goosecoid in vivo. In addition,
misexpression of goosecoid caused activation of endogenous Fgf-8 and Hnf-34
expression in the presumptive mesoderm of the streak and in the anterior
neuroectoderm.

The conditional transgenic mouse generated in this study allows investigation of
the process of regionalisation in the primitive streak mesoderm and of the
mechanisms of cell migration in the mouse embryo. In addition, this transgenic
mouse could serve as a model for neural tube closure defects in humans.
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1 Einleitung

Die Embryonalentwicklung der Wirbeltiere von der befruchteten Eizelle bis zum
reifen Organismus wird in verschiedene Stadien eingeteilt. Durch die auf die
Befruchtung folgenden Furchungsteilungen entsteht ein mehr oder weniger
geordneter Zellverband. Dieser wird wahrend der Gastrulation grundlegend
umgestaltet, so dass die drei Keimblatter entstehen. Das zentrale Nervensystem
entsteht wahrend der Neurulation, und wahrend der Organogenese werden die
ubrigen Organsysteme angelegt und ausgestaltet. Alle diese Vorgange sind durch
hohe Zellteilungsraten gekennzeichnet. Die Potenz einzelner Zellen, verschiedene
Zellschicksale anzunehmen, von der totipotenten Zygote bis zur terminal

differenzierten Zelle, wird dabei zunehmend eingeschrankt.

Dieser ProzeB lasst sich mit dem Konzept der zunehmenden Determinierung und
Differenzierung von embryonalen Zellen beschreiben (Slack, 1991). Eine
embryonale Zelle gilt als determiniert, wenn sie sich autonom auBerhalb des
Embryos in einer neutralen Umgebung, z.B. einer Petrischale, zu einer
spezialisierten Zelle differenzieren kann. Die Differenzierung der Zelle muf3
allerdings nicht mit ihrer prospektiven Bedeutung uUbereinstimmen, d. h. die
prospektive Potenz ist zunachst noch groBer als die prospektive Bedeutung. So
entwickelt sich das zukunftige neurale Gewebe eines Froschembryos in vitro zu
epidermalen Zellen (Dale und Slack, 1987). Weitere induktive Signale sind notig
fur die Differenzierung in neurale Zellen. Werden undifferenzierte Zellen in einen
Embryo transplantiert, so entwicklen sie sich ortsgemaR, d. h. ihr Zellschicksal
kann noch verandert werden. Unter Determinierung versteht man die irreversible
Festlegung des Zellschicksals. Wird determiniertes Gewebe an verschiedenen
Stellen eines Empfangerembryos transplantiert, so kann es sich autonom
innerhalb verschiedener Regionen des Embryos herkunftsgemafB entwickeln
(Slack, 1991).



1.1 Gastrulation

Die Gastrulation nimmt in der fruhen Embryonalentwicklung eine besondere
Stellung ein. Durch koordinierte Zellbewegungen wird der Blastula-Embryo
dramatisch umgestaltet. Es entsteht eine mehrschichtige Struktur mit einem
zentralen Darmrohr und bilateraler Symmetrie. Durch eine Einstulpung
(Invagination), werden die Epithelzellen von der AuBenseite des Embryos in sein
Inneres verlagert. Alle sich anschlieBenden Entwicklungsereignisse hangen von
den Wechselwirkungen zwischen diesen neu gebildeten Zelllagen ab. Gastrulation
— die Bildung eines Urdarms durch Invagination — ist ein grundlegender
Entwicklungsprozef bei allen Chordaten. In der neu entstandenen dreischichtigen
Struktur bildet die innere Schicht den Urdarm oder das Mesentoderm, die
auBerste Schicht, d.h. die nicht invaginierten Epithelzellen, das Ektoderm und das
intermediare embryonale Bindegewebe aus Mesenchymzellen das Mesoderm.
Dies entspricht den in allen Vertebraten prasenten drei Keimblattern. Durch die
Gastrulationsbewegungen wird somit der Grundbauplan des Vertebratenkorpers
angelegt. Auch die Grundlagen fur die induktiven Ereignisse, wie z. B. die

Korperachsenbildung, werden im Embryo wahrend der Gastrulation geschaffen.

1.2 Die Entstehung der Korperachsen

Die Korperachsen im Wirbeltierembryo werden schrittweise durch eine Reihe von
Wechselwirkungen zwischen benachbarten Zellen entwickelt. Die Achsenbildung
bei Amphibien stellt ein Beispiel fur das Konzept der regulierten Entwicklung dar.
Eine einzelne Blastomere besitzt die Potenz, ein anderes Schicksal anzunehmen,
als es ihr in der normalen embryonalen Entwicklung vorgegeben ist. Das Schicksal
einer Zelle wird bestimmt durch die Interaktionen zwischen benachbarten Zellen.
Diese Interaktionen werden als Induktionen bezeichnet. Hans Spemann konnte
Anfang des letzten Jahrhunderts in seinen Experimenten aufzeigen, dass solch

induktive Wechselwirkungen fur die Achsenbildung in Amphibien verantwortlich



sind, und dass die dorsale Urmundlippe als Organisator der Korperachsen und

des Grundbauplans fungiert.

1.2.1 Der Spemann Organisator

Ein fur die Entwicklungsbiologie wegweisendes Experiment veroffentlichte Hans
Spemann zusammen mit Hilde Mangold im Jahre 1924. Dieses Experiment wies
nach, dass von allen Geweben der fruhen Gastrula eines schon eine
Determinierung erfahren hat. Dieses sich autonom entwickeltende Gewebe ist die
dorsale Urmundlippe, der Ort, an dem die Zellen wahrend der Gastrulation in das

Innere des Embryos invaginieren.

Fur ihre Experimente verwendeten Spemann und Mangold unterschiedlich
pigmentierte Embryonen zweier Molch-Arten (Triturus taeniatus und Triturus
cristatus). Dies erlaubte ihnen, zwischen transplantiertem Gewebe und Wirts-
gewebe zu unterscheiden. Die dorsale Urmundlippe eines dunkel pigmentierten
Embryos wurde auf die ventrale Seite (zukunftige Bauchseite) eines zweiten nicht
pigmentierten Embryos transplantiert. Das dorsale Urmundlippengewebe begann,
gemal seiner Herkunft, zu invaginieren und verhielt sich demnach autonom. Im
weiteren Verlauf der Gastrulation entwickelten sich die transplantierten Zellen
autonom zu Chordamesoderm. Auch die umliegenden Wirtszellen wurden durch
das Transplantat in ihrem Zellschickssal verandert. Innerhalb des neuen Embryos
entstanden Somiten aus dunkel- (Transplantat) und nicht pigmentiertem (Wirts-)
Gewebe. Das dorsale Urmundlippengewebe besaB die Fahigkeit, eine zweite
vollstandige Neuralplatte im Wirtsektoderm zu induzieren. Im Endergebnis
entstand ein zweiter Embryo, der Uber eine sekundaren Achse mit dem anderen

verwachsen war (siehe Abb. 1).



Abb. 1 Induktion einer zweiten Korperachse durch das dorsale Urmundlippengewebe.

(A) Transplantation der dorsalen Urmundlippe (rot) einer fruhen Molch-Gastrula auf die ventrale
Seite (zukunftige Bauchseite) eines zweiten Gastrula-Embryos.

(B) Das transplantierte Gewebe invaginierte, bildete ein sekundares Archenteron und induzierte
eine zweite embryonale Achse. Transplantierte Zellen (rot) und Wirtszellen trugen zur Bildung der
induzierten sekundaren Strukturen wie Neuralrohr, Chorda und Somiten bei.

(C) In seltenen Fallen entstand ein vollstandiger zweiter Embryo, der wie ein siamesischer Zwilling
mit dem Primarembryo verwachsen war. (modifiziert nach Gilbert et al., 2000).

1.2.2 Eigenschaften des Organisators

Die Eigenschaften der dorsalen Urmundlippe als Organisator zu funktionieren,

kdbnnen in vier Punkten zusammengefasst werden:

* die Fahigkeit, sich autonom in dorsales Mesoderm (Chorda- und
Prachordalplattenmesoderm) zu differenzieren;

* die Fahigkeit, angrenzendes laterales Mesoderm zu dorsalisieren und ihm eine

dorso-laterale Identitat zu verleihen (Somiten);



» die Fahigkeit, im angrenzenden Ektoderm neurales Gewebe zu induzieren, das
sich spater durch die Auffaltung der Neuralplatte in die archencephale,
deuterencephale und spinocaudale Anteile des Neuralrohrs differenziert;

» die Fahigkeit, Gastrulationsbewegungen zu initiieren.

1.3 Gastrulation bei der Maus

Die Vorgange wahrend der Gastrulation lassen sich relativ einfach an Amphibien-,
Fisch- und Vogelembryonen studieren. Aufgrund ihrer GroBe, ihrer Robustheit und
ihnrer Entwicklung auBerhalb der Mutter sind sie zuganglich fur experimentelle
Manipulationen, wie z. B. in vitro Kultivierung, Transplantations- und
Missexpressionsexperimente. Selbst mikroskopische Zeitlupenaufnahmen der
Zellwanderungen lassen sich hier durchfuhren. Die fruhe uterine Implantation und
die geringe GroBe fruher Entwicklungsstadien von Saugetierembryonen erschwert
den Einblick in diese fruhen Prozesse ihrer Entwicklung. Mittlerweile ist es zwar
gelungen, Mausembryonen in vitro zu kultivieren, doch ist dies nur Uber einen

relativ kurzen Zeitraum hinweg moglich (Robertson, 1987).

Im Unterschied zu Amphibien besitzt der fruhe Mausembryo die Form eines
Eizylinders. In Abb. 2 sind Embryonen zu Beginn und am Ende der Gastrulation
schematisch dargestellt. Zu diesen Zeitpunkten lasst sich der zweischichtige
Mausembryo in einen embryonalen und einen extraembryonalen Anteil gliedern.
Die extraembryonale Region bildet spater den embryonalen Teil der Plazenta, das
Versorgungsgewebe zur Mutter. Der embryonale Bereich besteht aus primitivem
Ektoderm (Epiblast) und dem viszeralem Entoderm, welches der
Nahrstoffversorung des Epiblasten dient. Nur aus dem Epiblastengewebe werden
wahrend der Gastrulation die drei primaren Keimblatter des Embryo hervorgehen
(Hogan et al. 1994).



Abb. 2 Gastrulation in der Maus.

Schematische Darstellung von Maus-Gastrulastadien (Sagitalschnitte); (modifiziert nach
Beddington und Robertson, 1998).Der fruhe Maus-Embryo besitzt die Form eines Eizylinders. Die
extraembryonale Region besteht aus extraembryonalem Ektoderm (grau) und extraembryonalem
viszeralem Entoderm (grun). Epiblast (blau) und embryonales viszerales Entoderm (gelb) bilden
den embryonalen Anteil des Eizylinders. Der Primitivstreifen entsteht am Tag E6.5 an der Grenze
zwischen extraembryonalem und embryonalem Gewebe und markiert dabei das zukunftige
posteriore Ende des Embryos. Mesenchymale Zellen (zukunftiges Mesoderm) (rot) beginnen,
durch die Primitivstreifenregion hindurch zu wandern. Der Primitivstreifen dehnt sich im Verlauf des
Gastrulationsprozesses bis zur Eizylinderspitze aus. Der Primitivknoten wird als morphologische
Struktur am anterioren Ende des Primitivstreifens sichtbar (E7.5). Aus ihm entsteht das axiale
Mesoderm (Chorda und Prachordalplatte).

Die Gastrulation beginnt am Tag 6.5 der embryonalen Entwicklung (E6.5), an der
Grenze zum extraembryonalen Ektoderm mit der Entstehung des Primitvstreifens
im Epiblasten. Dabei lockert sich die kompakte Epithelschicht des Epiblasten und
prasumptive mesenchymale Zellen beginnen, durch diese Region hindurch zu
wandern. Diese Zellen bilden nun zwischen Epiblast und viszeralem Entoderm
eine neue Zellschicht, das Mesoderm. Einige Zellen interkalieren auch in das
viszerale Entoderm und werden hierbei zu Vorlaufern des definitiven (Darm-)
Entoderms (Hogan et al., 1994).

Das Erscheinen des Primitvstreifens erfolgt am zukunftigen posterioren Ende des
Embryos. Wahrend des weiteren Gastrulationsprozesses dehnt sich der
Primitivstreifen in anteriorer Richtung bis zur Eizylinderspitze aus (siehe Abb. 2).
Somit stellt der Primitivstreifen die erste morphologische Struktur der zukiunftigen

anterioren-posterioren oder cephalo-caudalen Achse dar. Auch die dorso-ventrale



Achse wird sichtbar: die migrierenden Zellen wandern auf der dorsalen Seite des
Embryos ein und auf der ventralen Seite wieder aus dem Primitivstreifen heraus.
Da die anteriore-posteriore und dorso-ventrale Achse festgelegt sind, lasst sich
dem Gastrulaembryo auch eine rechte und eine linke Halfte zuweisen. Der
Primitivstreifen definiert somit die drei Hauptachsen im Embryo (Beddington und
Robertson, 1998).

1.3.1 Regionalisierung des Mesoderms im Primitivstreifen

Aus dem wahrend der Gastrulation entstandenen Mesoderm differenzieren sich
spater zahlreiche Gewebetypen wie beispielsweise Blut, Muskulatur oder Chorda.
Allerdings lassen sich diese mesodermalen Zellpopulationen wahrend der
Gastrulation morphologisch nicht voneinander unterscheiden. Durch
Zellmarkierungsexperimernte wurde eine Anlagekarte des fruhen Maus-Epiblasten
erstellt (Lawson et al., 1991; Lawson und Peterson, 1992). Anhand dieser
Anlagekarte konnte die Postion, an welcher die mesodermalen Zellen den
Primitivstreifen verlassen, mit deren Zellschicksal korreliert werden. Zellen der
posterioren Region des Primitivstreifens tragen zur Bildung der extraembryonalen
Strukturen wie Allantois, Amnion und Chorion bei. Zellen, die lateral den
intermediaren Bereich des Streifens verlassen, differenzieren sich in das paraxiale
Mesoderm der Somiten und in Seitenplattenmesoderm, wohingegen Zellen aus
der anterioren Region des Primitivstreifens das axiale Mesoderm, die Chorda und
das Prachordalplattenmesoderm bilden. Damit unterscheidet sich diese
Anlagekarte eines Maus-Embryos kaum von Huhnchen, Frosch oder Fisch. Im
Verlauf der Evolution der Vertebraten blieben demnach die Lagebeziehungen
zwischen den einzelnen zukunftigen Organanlagen erhalten (Beddington und
Smith, 1993).

Obwohl die mesodermalen Zellen morphologisch identisch erscheinen, erwerben
sie abhangig von der Position (lateral oder cranio-caudal) im Primitivstreifen
unterschiedliche Zellschicksale. Diese Regionalisierung des Primitivstreifens lasst

sich auf molekularer Ebene schon frih nachweisen. Die mesodermalen Zellen in



den verschiedenen Bereichen zeichnen sich durch unterschiedliche Genaktivitaten
aus. Es entsteht ein charakterisches Expressionsmuster, welches die tatsachliche
Regionalisierung des Primitivstreifenmesoderms aufzeigt. Dies ist in Abb. 3

schematisch dargestellt.

Abb. 3 Die Regionalisierung des Primitivstreifens.

Schematische Darstellung einer Maus-Gastrula am 7. Tag der Embryonalentwicklung (E7.0), wobei
der Epiblast blau und der Primitivstreifen rot markiert ist. Extraembryonales Gewebe ist nicht
eingezeichnet. Zellen der posterioren Primitivstreifenregion (hellrot) werden zu extraembryonalem
Mesoderm, Zellen am anterioren Ende des Primitivstreifens zu axialem Mesoderm (Chorda und
Prachordalplatte). Aus der intermediaren Region (mittelrot) wird das paraxiale Mesoderm (Somiten
und Seitenplatten). Das zukunftige Mesoderm in den verschiedenen Bereichen des
Primitivstreifens zeichnet sich durch eine unterschiedliche Genexpression aus. So werden in der
posterioren Region u. a. die Gene fur den Transkriptionsfaktor EVX-1 und das Signalmolekul BMP-
4 exprimiert. Die Expression des Gens fur den Transkriptonsfaktor BRACHYURY markiert als pan-
mesodermal exprimiertes Gen das gesamte Primitivstreifenmesoderm. Der anteriore Bereich des
Streifens wird durch die Expression der Gene die fur die organisatorspezifischen Signalmolekule
FOLLISTATIN, CHORDIN und NOGGIN, sowie der Transkriptionsfaktoren GOOSECOID, HNF-3/3
und LIM-1 kodieren, charakterisiert.

Im Primitivstreifenmesoderm einer sieben Tage alten Maus-Gastrula (E7.0)
zeichnet sich z.B. der anteriore Teil durch die Expression der
organisatorspezifischen Homboboxgene goosecoid und lim-1 sowie des Gens fur
den Transkriptionsfaktor HNF-3p (Hepatic Nuclear Factor-3p) aus. Zusatzlich sind

hier die Gene, die fur die organisatorspezifisch sezenierten Signalmolekule



FOLLISTATIN, CHORDIN und NOGGIN kodieren, exprimiert. Das Brachyury-Gen,
das fur einen Transkriptionsfaktor kodiert, der zur Familie der T-Box-Gene gehort,
ist im gesamten Primitivstreifen exprimiert. Die posteriore Region des
Primitivtreifens wird u. a. charakterisiert durch die Expression der Gene fur den
Transkriptionsfaktor EVX-1 und des Signalmolekuls BMP-4 (Blum et al., 1992;
Barnes et al., 1994; Sasaki und Hogan, 1993; Albano et al., 1994; Bachiller et al.,
2000; McMahon et al., 1998; Wilkinson et al., 1990; Dush und Martin, 1992; Jones
et al., 1991).

1.3.2 Der Primitivknoten

Der Primitivknoten in der Maus stellt das Aquvialent zur dorsalen Urmundlippe im
Amphibienembryo dar. Der Primitivknoten ist im 7.5 Tage alten Embryo als
Verdickung am cranialen Ende des Primitivstreifens zu erkennen. In diesem
Bereich invaginieren Zellen aus dem Epiblasten. Diese mesodermalen Zellen
schieben sich zwischen Ektoderm und definitivem Entoderm nach cranial. Dabei
vermischen sie sich zunachst mit den Entodermzellen und bilden als
mesentodermale Zellschicht die sogenannte Chordaanlage. Einige Zellen der
Chordaanlage wandern entlang der Mittellinie noch weiter nach cranial, um dort
den mesodermalen Teil der Prachordalplatte zu bilden. (Jurand et al., 1962;
Poelman, 1981; Tam et al., 1983). In rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
heben sich die mesodermale Chordaanlage- und die Prachordalplattenzellen
durch ihre geringe GrdoBe und den Besitz eines einzelnen, motilen Zentralciliums
morphologisch deutlich von den Entodermzellen ab. Die funktionale Bedeutung
dieser Cilien ist noch unklar. Eine Rolle bei der Entstehung der links-rechts
Asymmetrie wird diskutiert (Afzelius etal., 1995; Nonaka et al., 1998; Chen et al.,
1998).

Die Region des Primitivknotens wird nicht wie im restlichen Embryo von
viszeralem Entoderm bedeckt. Sie ist eine zweischichtige Struktur, mit einer

dorsalen und einer ventralen Zelllage, wobei der dorsale Anteil sich spater zur



Grundplatte des Neuralrohrs entwickelt und die ventrale Region zur Chordaanlage
bzw. zum Mesoderm der Prachordalplatte differenziert. Damit liegen diese
mesodermalen Zellen direkt unter dem zukunftigem Arch- und Deuterencephalon
(Sulik, 1994).

Im Laufe der embryonalen Entwicklung verlangert sich die Chordaanlage durch
fortlaufende Invagination von Zellmaterial durch den Primitivknoten nach anterior.
Die Struktur des Primitivknotens wandert dabei in caudaler Richtung (Drews,
1993). Vor dem Primitivknoten gliedert sich das paraxiale (neben der Mittellinie
gelegene) Mesoderm von cranial nach caudal fortschreitend in die Somiten. Das
axiale (in der Mittelline liegend) Mesoderm Iost sich aus dem mesentodermalen
Zellverband und bildet die Chorda. Durch konvergierende Ausdehnung verlangert
sich dieser Stab aus mesodermalen Zellen entlang der cephalo-caudalen Achse
(Jurand et al., 1974; Poelman, 1981; Sausedo und Schoenwolf, 1994; Sulik et al.,
1994).

Der Primitivknoten induziert demnach die Differenzierung des axialen Mesoderms
(Chorda), welches dann das paraxiale (Somiten) und Seitenplattenmesoderm

organisiert (Hogan et al., 1994).

1.3.3 Der Primitivknoten besitzt die Eigenschaften des

Spemann’schen Organisators

Transplantations-Experimente, die an die von Spemann und Mangold erinnern,
zeigten, dass das Primitivknotengewebe die Eigenschaften des Spemann'schen
Organisators besitzt. Wurde die Eizylinderspitze eines fruhen Maus-Embryos
(E6.7) in das ventrale Blastozoel einer Xenopus leavis-Gastrula transplantiert,
dann wurden wie beim Spemann-Transplantat zusatzliche anteriore Strukturen wie

z.B. Klebdrusen und Hirnblaschen induziert (Blum et al., 1992).
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Die heterotopische Transplantation des Primitivknotens eines Maus-Embryos
(E7.5) in die posteriorlaterale Region eines zweiten Maus-Embryo induzierte eine
vollstandige zweite neurale Achse (Beddington, 1994). Zusatzlich differenzierten
sich Zellen des Transplantats autonom zu Chordamesoderm und integrierten in

die sekundar gebildeten Strukturen wie Somiten und Neuralrohr.

Somit weist der Primitivknoten bzw. das durch ihn hindurch wandernde Material in

der Maus typische Charakteristika eines Organisators auf, namlich:

* die Fahigkeit, sich autonom in dorsales Mesoderm zu differenzieren;

» die Fahigkeit, angrenzendes Mesoderm zu dorsalisieren und ihm eine dorso-
laterale ldentitat zu verleihen;

» die Fahigkeit, im angrenzenden Ektoderm neurales Gewebe zu induzieren.

1.3.4 Zellbewegungen im Primitivstreifen

Das letzte Kriterium, das einen Organisator auszeichnet, ist die Fahigkeit,
Gastrulationsbewegungen zu initiieren, d. h. das Wanderungsverhalten
benachbarter Zellen zu beeinflussen. Koordinierte Zellbewegungen und aktive
Migration sind charakteristische Eigenschaften des naszierenden Mesoderms

wahrend des Gastrulationsprozesses.

Die Bildung des Primitivstreifens und damit die Mesoderminduktion geht mit einer
lokalen Umorganisation des posterioren Epiblastenepithels einher. Die Zellen
verlieren dabei ihren epithelialen Charakter und verlassen als mesenchymale
Zellen den Primitivstreifen. Das neu entstandene prasumptive Mesoderm dehnt
sich lateral zu beiden Seiten des Primitivstreifen aus. Gleichzeitig bewegt sich die

mesodermale Zellschicht in anteriore Richtung.
Im Epithelverband sind die Epiblastenzellen polarisiert. Sie sitzen einer

Basalmembran auf, die hauptsachlich aus Kollagen Typ IV und den

Glykoproteinen Fibronektin und Laminin aufgebaut ist. Die Zellen sind dicht
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gepackt und Uber zahlreiche interzellulare Verbindungen, wie Tight Junctions und
Desmosomen miteinander verknupft. Der Beginn des epithelial-mesenchymalen
Ubergangs wird begleitet vom Verlust der Basalmembran und der Zellpolaritat. Die
Zellen runden sich ab, bilden lange Zellfortsatze (Filopodien) aus und nehmen
eine mesenchymale ldentitat an (Lawson et al., 1991; Klinowska et al., 1993;
Burdsal et al., 1994).

Der Umwandlungsprozess von epithelialen in mesenchymale Zellen geht mit einer
veranderten Zell-Zelladhasion einher. So verlieren die mesenchymalen Zellen die
epithelspezifische Genexpression fur das calciumabhangige Zelladhasionsprotein
E-CADHERIN (Damjanov et al., 1986). Cadherine vemitteln die interzellularen
Kontakte von Epithelzellen und sind in den Desmosomen und im Adhasionsgurtel
dieser Zellen lokalisiert. Der cytoplasmatische Anteil dieser Trans-
membranproteine ist Uber Anheftungsmolekile wie etwa Cateninproteine mit dem
Aktin des Cytoskeletts verbunden (Alberts et al., 1995). Eine wichtige Rolle von E-
CADHERIN bei der Umwandlung von Epithelzellen in mesenchymale Zellen
wahrend der Gastrulation konnte durch in vitro Studien bestatigt werden (Burdsal
et al., 1993). Die Experimente beruhten auf der Beobachtung, dass kultivierte
Fragmente des Epiblasten und des Primitivstreifens Unterschiede im Zell-
wanderungsverhalten aufwiesen. Wahrend Zellen des Primitivstreifenexplantats
aus dem Gewebe herauswanderten, behielten die Zellen des Epiblastenexplantats
ihre typische, dicht gepackte Morphologie bei. Wurden die Epiblastenexplantate
allerdings in Anwesenheit von E-CADHERIN Antikorper kultiviert, so verloren
diese Zellen schnell ihre Zell-Zellkontakte und nahmen die Morphologie von

wandernden mesenchymalen Zellen an.

1.3.5 Zellmigration im Mesoderm
Mesodermale Zellen, die den Primitivstreifen verlassen, wandern aktiv. Spater
wird die weitere Verlagerung der mesodermalen Zellen durch das Nachrucken der

kontinuierlich einwandernden Epiblastenzellen in den Primitivstreifen bewirkt.
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Wenn das Mesoderm den Epiblasten fast vollstandig bedeckt hat, verlangsamen
die Zellen ihre Wanderung und stehen im engerem Kontakt zu benachbarten
Zellen (Sulik et al., 1994).

Die migrierenden Zellen, die an der vordersten Mesodermfront (leading edge)
lokalisiert sind, wandern als individuelle Zellen und verandern dabei standig ihre
Zellform. Breite Zellfortsatze (Lamellipodien und Lobopodien) schieben sich Uber
den Epiblasten und ziehen dabei den Zellkern und das Ubrige Cytoplasma hinter
sich her. An der Zelloberfache entstehen zusatzliche Cytoplasma-Auslaufer
(Filopodien). Diese tasten die Umgebung der Zelle ab und bilden Fokalkontakte
(Gap Junctions) aus. Die Filopodien werden bei der Wanderung durch lokale
Kontraktion und Relaxation von Aktin- und Myosinfilamenten im Cytoplasma
standig neu ausgebildet und wieder eingezogen (Sulik et al., 1994; Alberts et al.,
1995).

Elemente des Cytoskeletts spielen eine wichtige Rolle bei der Zellmigration von
mesodermalen Zellen. Dies konnte durch Experimente im Xenopus-Embryo
gezeigt werden, wo Substanzen, die spezifisch die Mikrotubuli- und
Mikrofilamentstrukturen zerstoren, die Zellwanderung wahrend der Gastrulation
inhibierten (Nakatsuji, 1979). Auch in der Maus fanden sich Hinweise fur die
funktionelle Bedeutung des Cytoskeletts. Eine Mutation des Tropomyosin 4 -Gens
fuhrte zu einem gestorten Zellwanderungsverhalten des Mesoderms (Yanagisawa
et al., 1981). TROPOMYOSIN 4 ist ein Intermediarfilament-Protein. Es spielt eine
wichtige Rolle im Aufbau des Cytoskeletts und ist im Leitsaum von wandernden
Zellen verstarkt lokalisiert (Lees-Miller et al., 1990). Einen weiteren Hinweis auf
Veranderungen des Cytoskeletts in mesenchymalen Zellen ist die Expression des
Vimentin-Gens, das ebenfalls fur ein intermediares Filamentprotein kodiert.
Mesenchymale Zellen, die den Primitivstreifen durchwandern, nicht jedoch
Epiblastenzellen, zeichen sich durch Synthese dieses Proteins aus (Jackson et al.,
1981; Franke et al., 1983).
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Mesenchymale Zellen mussen wahrend ihrer Wanderung zwischen Epiblasten-
und Entodermzellen mit den Komponenten der extrazellularen Matrix interagieren.
Diese Zell-Substrat-Adhasion wird Uber spezifische Rezeptoren auf der
Zelloberflache, die sogenannten Integrine, vermittelt. An ihrer cytoplasmatischen
Seite sind diese membranstandigen Rezeptoren Uber Anheftungsproteine mit dem
Aktin-Cytoskelett verbunden. In experimentellen Untersuchungen lieB sich zeigen,
dass Epiblastenzellen und mesodermale Zellen, die den Primitivsteifen verlassen,
unterschiedliche Substrataffinitaten besitzen. Dafur ist insbesondere die Bindung
von mesodermalen Zellen an Laminin, die uber das Integrindimer 681 vermittelt
wird, von Bedeutung. Epiblastenzellen zeigten keine Affinitat zu diesem
Substratmolekul. Durch den Einsatz von monoklonalen Antikdrpern, die spezifisch
diesen Rezeptor blockieren, konnte das Anheften der mesodermalen Zellen auf
Laminin-beschichteten Oberflachen inhibiert werden (Burdsal et al., 1994). Das
Glycoprotein Fibronektin ist ebenfalls Bestandteil der extrazellularen Matrix. Durch
den Einsatz von monoklonalen Antikorpern gegen den Oberflachenrezeptor
Integrin (a5p1) oder gegen Fibronektin konnte die Wanderung der mesodermalen
Zellen spezifisch unterbunden werden (Boucaut et al., 1992, Nakatsuji und
Hashimoto, 1992).

1.4 Das Organisatorprinzip

Zum Verstandnis des Organisatorphanomens war es wichtig zu klaren, wie die
transplantierte Urmundlippe und der transplantierte Primitivknoten die
Transformation des umliegenden ventralen Wirtsgewebes in Neuralrohr und
dorsales Mesoderm (Chorda) bewerkstelligt, d. h. wie dieses Gewebe mit seiner
Umgebung kommuniziert. In den letzten Jahren wurden einige zentrale Schritte
auf molekularer Ebene aufgedeckt. Uberraschenderweise zeigte sich, dass der
Organisator seine Aufgabe durch Inhibition von Signalkaskaden erfullt. So werden
die Wachstumsfaktoren BMP-4 und WNTS8, die die ventrale Seite determinieren,
durch organisatorspezifische sezenierte Signalmolekule in ihrer Wirkung

unterbunden (Smith und Harland, 1992; Sasai et al., 1994; Hemmati-Brivanlou,
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1992; 1994; Fainsod et al., 1996; DeiBBler,1996; Zimmermann et al., 1996; Piccolo
et al., 1996; Glinka et al., 1997; Piccolo et al 1999).

1.4.1 Die BMP-4 Interaktion

Das erste in diesem Prozess identifizierte Signalmolekul war BMP-4 (Bone
morphogenetic protein 4). Dieses sezenierte Protein gehort zu der TGF
(Transforming growth factor)-Familie. BMP-4 ist in der Xenopus-Blastula ubiquitar

exprimiert (Dale et al., 1992).

Im Frosch lieBen zwei Experimente auf eine Wechselwirkung zwischen BMP-4
und dem Organisator schliessen. Erstens inhibierte die Injektion von BMP-4
mRNA in die Organisator-Region die Bildung von dorsalem Mesoderm, die
neurale Induktion und die Gastrulationsbewegungen (Dale et al., 1992; Jones et
al., 1992, Wilson und Hemmati-Brivanlou, 1995). Zweitens verursachte die
Injektion einer DNA-Sequenz die fur einen dominant-negativ wirkenden BMP-4
Rezeptor kodiert, die Bildung einer sekundaren Achse. Ein dominant-negativ
wirkender Rezeptor konkurriert mit dem Wildtyp-Rezeptor um Ligandenbindung,
jedoch ist er durch seine modifizierte intrazellulare Struktur nicht in der Lage eine
Signaltransduktion auszulosen (Graff et al., 1994; Suzuki et al., 1994). Diese
Experimente zeigten, dass eine der Hauptaufgaben des Organisators die Inhibition
des BMP-4 Signalwegs ist, der ventralisierende und anti-neuralisierende

Eigenschaften besitzt.

Es ergab sich, dass der BMP-4 Signaltransduktionsweg durch sezenierte
Signalfaktoren des Organisators blockiert wird. Die Proteine NOGGIN, CHORDIN
und FOLLISTATIN gehen eine direkte Protein-Protein-Wechselwirkung mit dem
BMP-4 Protein ein. Sie interagieren im extrazellularen Raum und verhindern
dadurch die Bindung von BMP-4 an seinen Rezeptor (Smith und Harland, 1992;
Sasai et al., 1994; Hemmati-Brivanlou, 1992; 1994; Fainsod et al., 1996;
DeiBler,1996; Zimmermann et al., 1996; Piccolo et al., 1996).
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Abb. 4 Das Organisatorprinzip.

Schematische Darstellung der antagonistischen Wechselwirkung des Organisators mit BMP-4 im
fruhen Frosch Embryo. Das Signalmolekul BMP-4 wirkt als ventralisierender und anti-
neuralisierender Faktor in der mesodermalen Randzone und im epidermalen Ektoderm. Die
organisatorspezifischen Signalmolekilen unterbinden die BMP-4 Aktivitat im Mesoderm und im
Neuroektoderm (modifiziert nach DeRobertis, 1997).

Das in Abb. 4 dargestellte Modell veranschaulicht die Interaktion des Organisators
mit BMP-4 im Frosch-Embryo. Der Organisator gibt seine Signalmolekile an seine
Umgebung ab. Diese diffundieren und interagieren mit den im Mesoderm und
Ektoderm sezenierten BMP-Proteine. Dies fuhrt zu Konzentrationsunterschieden
an freien BMP-4 Molekulen und resultiert damit in einem Aktivitatsgradienten der
BMP-4 Signalkaskade im Gewebe. Dieser Gradient bestimmt die dorso-ventrale
Musterbildung im Mesoderm und Ektoderm. Eine geringe BMP-4 Aktivitat in der
unmittelbaren Nachbarschaft des Organisators induziert in der Randzone
Muskelanlagen und im Ektoderm neurales Gewebe. Die Zellen in der mittleren
Randzone unterliegen einer intermediaren BMP-4 Signaltransduktion und
differenzieren sich zu Seitenplattenmesoderm (z. B. Coelom). Die ventralen
mesodermalen Zellen werden von der ungehemmten Rezeptor-Aktivitat
beeinflusst und spezifizieren sich zu Nieren- und Blutzellen (Hemmati-Brivanlou
und Thomsen, 1995; Gawantka et al., 1995; Dosch et al., 1997).

Auch in der Maus konnten die homologen Gene der Proteine BMP-4, CHORDIN,
NOGGIN und FOLLISTATIN identifiziert werden. Die Expressionsanalyse ergab,
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dass das bmp-4-Gen im posterioren Primitivstreifen und die drei Gene fur die
organisatorspezifischen Faktoren im Primitivknoten exprimiert werden. Die
gezielte Inaktivierung des bmp-4-Gens (knock-out Mutation) fuhrte zu einem
letalen Phanotyp wahrend der Gastrulation. Mutante Embryonen wiesen nur
wenige oder keine mesodermalen Zellen auf (Dunn et al., 1997). Die Deletion der
Gene, die fur die organisatorspezifischen Signalmolekule CHORDIN, NOGGIN
und FOLLISTATIN kodieren, fuhrte jedoch nicht zu einem gestorten
Gastrulationsphanotyp (Bachiller et al., 2000 ; McMahon et al., 1998; Matzuk et
al., 1995). Doppelt mutante Embryonen des Genotyps chd "/Nog " zeigten jedoch
den Verlust von Vorderhirnstrukturen, Missbildungen der Chorda und der Somiten,
sowie Inversionen de Herzsitus, was fur eine zumindest partiell redundante
Funktion dieser Gene spricht. Die organisatorspezifischen Faktoren NOGGIN und
CHORDIN spielen somit eine wichtige Rolle bei der antero-posterioren, dorso-
ventralen und lateralen Musterbildung (Bachiller et al., 2000). Dies lasst vermuten,
dass die Musterbildung im Primitivstreifenmesoderm der Maus einem ahnlichen

antagonistischen Mechanismus wie im Frosch unterliegt.

Die Wechselwirkung zwischen Mitgliedern der BMP-Familie und CHORDIN ist
evolutionar stark konserviert. Auch bei Invertebraten wie der Taufliege Drosophila
melanogaster findet sich diese Interaktion. So wird dort ebenfalls die dorso-
ventrale Achse durch das antagonistische Wirkprinzip von DECAPENTAPLEGIC
(BMP ) und SHORT GASTRULATION (CHORDIN ) determiniert (Holley et al.,
1995; Schmidt et al., 1995; De Robertis und Sasai, 1996).

1.4.2 Die WNTS8 Interaktion

Otto Mangold zeigte in einem 1933 publizierten Experiment, dass die dorsale
Urmundlippe zu unterschiedlichen Zeitpunkten verschiedene induktive Potenzen
aufweist. Der fruhe Organisator kann anteriore Kopfstrukturen wie Vorderhirn
induzieren, wahrend der spate Organisator lediglich fur die Induktion von Rumpf-

und Schwanzstrukturen verantwortlich ist.
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Wie erwahnt fuhrte die Uberexpression eines dominant-negativen BMP Rezeptor-
DNA-Konstrukts im Froschembryo zu einer sekundaren Achse ohne
Kopfstrukturen (Graff et al., 1994; Suzuki et al., 1994). Es zeigte sich, dass eine
weitere antagonistische Interaktion mit Signalmolekulen der WNT-Familie notig ist,
um anteriores Neuroektoderm zu bilden. 1993 zeigten Christian und Moon, dass
das Protein XWNT8 eine anti-neuralisiernde Funktion besitzt. Dieser sezenierte
Wachstums- und Differenzierungsfaktor gehort zu der Familie der WNT-Proteine
und wird im ventralen Mesoderm des Froschembryos synthetisiert. Auch in diesem
Falle sezeniert der Organisator Signalstoffe wie CERBERUS, FRZB und
DICKKOPF, die spezifisch die anti-neuralisierende Wirkung von XWNT8 aufheben
(Glinka et al., 1997; Piccolo et al., 1999; Leyns et al., 1997; Wang et al., 1997;
Glinka et al 1998). Es zeigte sich, dass alle drei Molekule extrazellular mit XWNT8
interagieren und somit die Bindung an dessen membranstandigen Rezeptor
inhibieren kbnnen. Die WNT-Signaltransduktion in den Zellen wird damit blockiert.
Fur die Induktion einer vollstandigen sekundaren Achse mit anterioren
Kopfstrukturen und korrekter Musterbildung ist somit das Inhibieren des WNT- und
des BMP-4-Signalwegs ndtig (Glinka et al., 1997).

In der Maus konnte ein CERBERUS éahnliches Molekul identifiziert werden, das
CERBERUS-LIKE (CER-L) Protein. Das Gen, das fur dieses Protein kodiert, ist im
anterioren viszeralen Entoderm des Mausembryos exprimiert. Es wird diskutiert,
dass dieses entodermale Gewebe ein Signalzentrum fur die Induktion von
anterioren Kopfstukturen und fur deren korrekte Musterbildung darstellt, das in
seiner Funktion den mesentodermalen Zellen im Froschembryo entspricht (Belo et
al., 1997).
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1.5 Der Transkriptionsfaktor GOOSECOID reguliert ein

organisatorspezifisches Genprogramm

Als erstes organisatorspezifisches Gen, wurde goosecoid, das fur einen
Transkriptionsfaktor kodiert, aus der dorsalen Urmundlippe in Xenopus leavis
kloniert (Blumberg et al. 1991). Die Expressionsdomane des goosecoid-Gens
korreliert mit der Position der dorsalen Urmundlippe, dem Organisator, im

Xenopus Gastrula-Embryo (Blumberg et al., 1991; Cho et al., 1991).

Eine gezielte Expression von goosecoid an uncharakteristischer Position im
Xenopus-Embryo [0ste ein genetisches Programm aus, wie Induktionsereignisse
und Zellwanderung, das dem Organisatorphanomen von Spemann und Mangold

entsprach.

Eine ektopische Translation von GOOSECOID durch Mikroinjektion von goosecoid
mRNA in die ventrale Seite eines Xenopus-Embryos, in der das goosecoid-Gen
endogen nicht exprimiert wird, fuhrte zur Induktion einer sekundaren Korperachse,
in den meisten Fallen allerdings ohne vollstandige Kopfstrukturen (Cho et al.,
1991). Damit verhielten sich die goosecoid mRNA injizierten Zellen wie die
transplantierten Zellen der dorsalen Urmundlippe im Experiment von Spemann
und Mangold. Die ektopische Synthese von GOOSECOID verlieh den Zellen somit

die Fahigkeit, die Rolle eines Organisators zu Ubernehmen.

Die Fahigkeit, das Schicksal mesodermaler Zellen zu beeinflussen, d. h. ihnen
eine dorsale Identitat zu verleihen (Dorsalisierung), stellt eine
organisatorspezifische Eigenschaft dar. Ein weiterer experimenteller Ansatz
bewies, dass GOOSECOID dazu in der Lage ist. Hierzu wurden verschiedene
Konzentrationen an goosecoid mRNA in Zellen der ventralen Randzone eines
fruhen Xenopus-Embryo injiziert. AnschlieBend wurden diese Gewebe
herausgeschnitten und kultiviert. Die Analyse dieser Explantate bewies die Bildung
von dorsalem Mesoderm. Der Grad der Dorsalisierung war dabei abhangig von

der eingesetzten Menge an goosecoid mRNA (Niehrs et al., 1994).
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In einem ahnlichen Experiment wurde die goosecoid mRNA zusammen mit einem
Farbstoff in die ventrale Seite einer Xenopus-Blastula injiziert (Niehrs et al., 1993).
Dies erlaubte das Detektieren der injizierten Zellen im spateren Embryo. Die
goosecoid mRNA injizierten Zellen differenzierten sich in dorsale mesodermale
Gewebe und rekrutierten dabei benachbarte ventrale Wirtszellen in eine zweite
Achse. Somit verfugten die ektopisch GOOSECOID synthetisierenden Zellen uber
die organisatorspezifischen Eigenschaften, autonom dorsales Mesoderm zu bilden
und den angrenzenden mesodermalen Zellen eine dorsale ldentitat zu verleihen.
Die injizierten und markierten Zellen fanden sich ausschlieBlich im anterioren
Mesoderm dieser zweiten Achse. In der Hauptachse und in der induzierten Achse
wurden keine markierten Zellen gefunden. Dieser Befund legte eine durch

GOOSECOID veranderte Zellmigration wahrend der Gastrulation nahe.

Ein weiteres Experiment zeigte, dass Zellen die ektopisch goosecoid mRNA
translatierten, tatsachlich Uber die organisatorspezifische Eigenschaft, die Initiation
von Gastrulationsbewegungen auszuldsen, verfugen. Hierzu wurde entweder
goosecoid mRNA oder eine mutierte goosecoid mRNA, in der die Hombdobox-
Sequenz und damit die DNA-Bindedomane fehlte, in ventrale Zellen eines fruhen
Xenopus-Embryos injiziert. Mit Hilfe von zeitlupenmikroskopischen Aufnahmen
konnte das Zellwanderungsverhalten dieser injizierten Zellen beobachtet werden.
Wie erwartet induzierten nur die goosecoid mRNA-injizierten Zellen eine zweite
Urmundlippe, durch die sie dann allerdings schneller ins Innere des Embryos
wanderten als die Wirtszellen an der dorsalen oder primaren Urmundlippe. Diese
rasche Invagination der goosecoid mRNA-injiizierten Zellen konnte die Ursache fur
ihre anteriore Position im Mesoderm der induzierten Achse sein (Niehrs et al.,
1993).

Das vierte Kriterium, das den Organisator auszeichnet, die Eigenschaft im
Ektoderm neurales Gewebe zu induzieren, konnte GOOSECOID ebenfalls
erfullen. Blitz und Cho (1995) zeigten in ihren Experimenten, dass GOOSECOID

die Genexpression des Transkriptionsfaktors XOTX2 aktiviert. Dieses
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Homboboxgen spielt eine zentrale Rolle bei der Bildung von Gehirnstrukturen,

anteriorem Mesoderm und Ektoderm.

Zusammenfassend laBt sich sagen, dass die Missexpression des Gens fur den

Transkriptionsfaktor GOOSECOID den mesodermalen Zellen

organisatorspezifische Fahigkeiten verlieh. Diese Zellen verfugten durch

GOOSECOID uber das Potenzial

* sich autonom in dorsales Mesoderm zu differenzieren;

* angrenzendes Mesoderm zu dorsalisieren und ihm eine laterale ldentitat zu
verleihen;

* im angrenzenden Ektoderm neurales Gewebe zu induzieren;

* das Zellwanderungsverhalten zu beeinfluBen bzw. Gastrulationsbewegungen

auszulosen.

GOOSECOID fungiert somit als ein Effektor des Organisators im Frosch-Embryo.
Unklar blieb, ob GOOSECOID auch im Saugetierorganismus diese Rolle

zugewiesen werden kann.

1.6 Expression des goosecoid-Gens in der Maus

GOOSECOID konnte in allen bisher untersuchten Wirbeltierorganismen
identifiziert werden (Blumberg et al., 1991; Blum et al., 1992; Izpisua-Belmonte et
al.,1993; Stachel et al., 1993; Blum et al., 1994). In situ Hybridisierungen am
Ganzpraparat konnten die Expression des goosecoid-Gens im fruhen Maus
Embryo detektieren. Im 6.4 Tage alten Embryo ist das goosecoid-Gen in der
Epiblastenregion des entstehenden Primitivstreifens exprimiert. Wahrend sich der
Primitivstreifen zur Eizylinderspitze hin verlangert, sind goosecoid mRNA
Transkripte ausschlieBlich im anterioren Anteil des Primitivstreifens lokalisiert.
Zum Zeitpunkt, wenn sich das Primitivstreifenmesoderm zu seiner vollen Lange

ausgedehnt hat, markieren die das goosecoid-Gen exprimierenden Zellen den
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Primitivknoten. Diese goosecoid mRNA positiven mesodermalen Zellen beginnen
nach anterior zu wandern, um dort das Prachordalplattenmesoderm im 8.5 Tage
alten Embryo zu bilden. Kurze Zeit darauf kbnnen im 8.75 Tage alten Embryo
goosecoid mRBRNA Transkripte im ventralen Neuroepithelium und im Entoderm des
Vorderdarms detektiert werden. Somit ist GOOSECOID zu diesem Zeitpunkt in
allen drei Keimblattern prasent (Belo et al., 1998; Filosa et al., 1997). Spater, ab
ca. E10.5, ist das Gen goosecoid in einer Reihe von Geweben, die der
Neuralleiste entstammen, in den Extremitatenanlagen und in der ventralen

Korperwand exprimiert (Gaunt et al., 1993).

Die Potenz von GOOSECOID, neurales Gewebe zu induzieren, konnte in einem
Transplantationsexperiment gezeigt werden. In einer heterotopischen
Transplantation wurde die Primitivknotenregion einer Maus-Gastrula in die Area
opaca eines fruhen Huhnchen-Embryo transplantiert. Dieser periphere Bereich in
der Huhnchen-Gastrula ist kompetent fur neurale Induktoren. Das
Primitivknotengewebe entstammte entweder Wildtyp Embryonen oder aus
Embryonen, in denen das Gen des organisatorspezifischen Transkriptionsfaktors
goosecoid deletiert war. Transplantierte Primitivknoten, die das goosecoid Gen
exprimierten, konnten im Huhnchen neurales Gewebe induzieren. Primitivknoten,
in denen GOOSECOID fehlte, hatten jedoch ihre neural induzierende Eigenschaft
verloren (Zhu et al. 1999).

1.7 goosecoid knock-out Mutation der Maus

Zwei unabhangige Arbeitsgruppen stellten mutante Mauslinien her, in denen das
goosecoid-Gen deletiert war (Rivera-Perez et al.,, 1995; Yamada et al., 1995).
Diese Mause zeigten nicht den erwartenden gestorten Gastrulationsphanotyp,
sondern wiesen kraniofaziale Defekte, Rippen-, Huft- und Schulter-Anomalien auf,
die mit der goosecoid-Gen Expression wahrend der Embryogenese nach E10.5
korrelieren. Die Tiere starben kurz nach der Geburt. Damit musste ein

Kompensationsmechanismus fur den Verlust des goosecoid-Gens angenommen
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werden. Ein zu goosecoid verwandtes Gen mit einer wahrend der Gastrulation
Uberlappenden Expression konnte das Fehlen eines fruhen gestorten Phanotyps
in der goosecoid knock-out Mutante erklaren. Das goosecoid-like-Gen in der Maus
stellt nicht diesen kompensierenden Faktor in der goosecoid knock-out Mutante
dar (Galili et al., 1997; Schweickert, 1999). Die Deletion des goosecoid-like-Gens
in Mausen fuhrte zu keinerlei phanotypischen Defekten, weder wahrend der
Gastrulation noch wahrend der spateren Embryogenese (Staint-Jore et al., 1998;
Wakamiya et al., 1998). Doppelt mutante Mause, in denen die Gene goosecoid
und goosecoid-like deletiert wurde, waren phanotypisch nicht von den der
goosecoid knock-out Mutante zu unterscheiden (Wakamiya et al., 1998). Ein
weiteres goosecoid verwandtes Gen, das cgsx-Gen wurde im Huhnchen
identifiziert (Lemaire et al., 1997). Aufgrund von Sequenz- und
Expressionsanalysen stellt das cgsx-Gen einen guten Kandidaten dar, fur den
gesuchten kompensierenden Faktor in der goosecoid knock-out Mutante zu
kodieren. Bislang konnte allerdings kein zu cgsx homologes Gen in der Maus
kloniert werden.

Eine genauere Analyse der goosecoid knock-out Mause zeigte eine abnormale
Entwicklung des Chondrokraniums dieser Tiere. Die Schadelbasisknochen
Ethmoid und Praespenoid, waren zu einer einzelnen Struktur verschmolzen (Belo
et al., 1998). Diese Beobachtung ist von besonderem Interesse, da sich das
Chondrokranium in enger Nachbarschaft mit dem prachordalen Mesoderm

entwickelt (Kuratani et al., 1997).

1.8 Ziel der Arbeit: Analyse der Regionalisierung durch

eine Missexpression des goosecoid-Gens in der Maus

In der vorliegenden Arbeit sollte das goosecoid-Gen in der Maus wahrend der
Gastrulation im Primitivstreifenmesoderm missexprimiert werden. Hierzu wurden
transgene Mause hergestellt, die das Gen goosecoid konditional unter der
Kontrolle des Brachyury-Promotors exprimierten. Die transgenen Embryonen

sollten zusatzlich zu der endogenen eine ektopische goosecoid-Gen

23



Expressiondomane im gesamten Primitivstreifen aufweisen. Falls GOOSECOID
auch im Saugetierorganismus Uber die Fahigkeit verfugt, Zellschicksale zu
beeinfluBen, konnte dies in den mesodermalen Zellen des Primitivstreifens zu

einem veranderten Zellwanderungsverhalten fuhren.

1.8.1 Ein Promotorelement des Brachyury-Gens kontrolliert die

Missexpression des goosecoid-Gens in der Maus

Zur Missexpression des goosecoid-Gens im Primitivstreifenmesoderm wahrend
der Gastrulation im Mausembryo wurde ein Kontrollelement des Brachyury-Gens
verwendet. Das Gen Brachyury gehort zur Familie der T-Box Gene und kodiert fur
einen Transkriptionsfaktor (Wilkinson et al., 1990; Kispert und Herrmann, 1993).
Das Brachyury-Gen ist wahrend der Gastrulation im Gegensatz zum goosecoid-
Gen im gesamten Primitivstreifen, Primitivknoten und in der Chorda exprimiert
(Wilkinson et al., 1990; Herrmann, 1991). Somit ist BRACHYURY in allen
mesodermalen Zellen des Embryos prasent und wird daher auch als pan-
mesodermaler Marker bezeichnet.

Fur die Expression ist ein Fragment in der 5° Region des Gens verantwortlich.
Diese Sequenz schlieBt 500 Basenpaare vor bzw. 150 Basenpaare nach dem
Transkriptionsstart ein. Es konnte gezeigt werden, dass dieses Fragment fur die
Expression eines LacZ-Reportergens im gesamten Primitivstreifenmesoderm
verantwortlich ist. Es wird daher auch als Primitivstreifen-Enhancerelement
bezeichnet (Clements et al., 1996). Fur die Expression in der Chorda sind
vermutlich zusatzliche Sequenzelemente in der Promotorregion verantwortlich, die

nicht in diesen 650 Basenpaaren enthalten sind.

1.8.2 Experimentelles System zur Missexpression des goosecoid-
Gens in der Maus: Transgene Mause

Experimentelle Manipulationen, wie sie in den Modellorganismen Xenopus,

Huhnchen oder Zebrafisch mobglich sind, kbnnen am Saugetierembryo nicht so
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leicht durchgefuhrt werden. Um die Funktion eines Gens wahrend der
embryonalen Entwicklung zu untersuchen, war man daher lange Zeit auf spontane
oder durch Mutagene bzw. ionisierende Strahlung induzierte Mutanten
angewiesen. Nachdem es gelang, in vitro Kulturbedingungen fur die
Praimplantationsphase der Maus zu entwickeln, lieB sich die fruhe
Embryonalentwicklung, angefangen von der meiotischen Reifung von Eizellen
uber die Befruchtung bis hin zur Ausbildung einer Blastozyste vollkommen
auBBerhalb des Korpers der Mutter nachvollziehen. Die in vitro kultivierten
Embryonen kdnnen spater wieder in Ammenmutter zurucktransferiert werden.
Diese in vitro Kultur bildete die Basis fur die Entwicklung der Techniken des

Gentransfers (transgene Mause); (Hogan et al., 1986).

Transgene Mause sind in den letzten zehn Jahren zu einer Technik geworden, die
in der biologischen und medizinischen Grundlagenforschung immer mehr an
Bedeutung gewonnen hat (Palmiter und Brinster, 1986). Durch die Modifikation
des Mausgenoms konnen gezielt Mutanten hergestellt werden, an denen sich
biologische Prozesse studieren lassen. Aus der Etablierung von Tiermodellen
ergeben sich neue Erkenntnisse der biologischen Grundlagenforschung. Daruber
hinaus lassen sich auch menschliche Krankheiten, nicht zuletzt Krebs, sowie
mogliche neue Therapieansatze an genmanipulierten Mausen erforschen. In der
fruhen embryonalen Entwicklung unterscheiden sich Maus und Mensch kaum.
Prinzipielle Mechanismen wie z.B. Gastrulation und Neurulation sollten daher

weitgehend vergleichbar sein (Rugh,1990).

Das Mausgenom kann durch das Einbringen von fremder bzw. zusatzlicher
genetischer Information, wie z.B. der zufalligen Integration von DNA, experimentell
verandert werden, wodurch sich transgene Mause herstellen lassen. Die von
auBen eingebrachte DNA wird stabil an zufalliger oder durch homologe
Rekombination an gezielter Position in das Mausgenom integriert, so dass die

veranderte Erbinformation an die nachsten Generationen weitergegeben wird.
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Zur Herstellung von transgenen Mausen wurden verschiedene Techniken
entwickelt. Neben den direkten Eingriffen wie DNA-Mikroinjektion in den Vorkern
einer befruchteten Eizelle oder durch retrovirale Infektion von Praimplantations-
Embryonen, kann das Mausgenom auch durch Mutagenese embryonaler
Stammzellen (ES-Zellen) verandert werden (Palmiter und Brinster, 1986; Soriano
et al., 1986; Thomas und Capecchi; 1987). Embryonale Stammzellen sind
pluripotente Zellen, die aus der inneren Zellmasse einer Blastozyste stammen
(Robertson, 1987). Sie lassen sich in vitro kultivieren und durch Elektroporation
oder Transfektion von DNA genetisch verandern. Nach Injektion in einen
Blastozysten-Embryo sind die transgenen ES-Zellen in der Lage, sich wieder in
einen Embryo zu integrieren (Robertson, 1987). Die injizierten Blastozysten
werden in scheinschwangere Ammen transplantiert und ausgetragen. Die sich
daraus entwickelnden Mause bestehen demnach aus einer Mischung aus ES- und
Wirtszellen, die Chimaren genannt werden. Integrieren die ES-Zellen in die
Keimzellen dieser chimaren Tiere, so lassen sich durch Kreuzen Nachkommen
erzeugen, die genetisch zu hundert Prozent von den ES-Zellen abstammen. Die
embryonalen Stammzellen bieten den groBen Vorteil, dass man in ihnen die
genetischen Veranderungen in vitro analysieren kann. Nur diejenigen ES-
Zellklone, die die gewunschten Eigenschaften besitzen, werden anschliessend zur

Herstellung der transgenen Maus verwendet.

Um die Funktion eines Gens zu studieren bieten sich zwei Moglichkeiten an. Die
Herstellung von Mausmutanten, in denen ein Gen gezielt ausgeschaltet wird, auch
Funktionsverlust-Mutation (/oss-of-function) oder knock-out Mutation genannt.
Eine andere Variante, stellt die sogenannte Funktionszugewinn-Mutante (gain-of-
function) dar. Hier werden durch Expression eines in seiner Sequenz veranderten
Gens oder durch die zeitliche, raumliche oder mengenmaBige Missexpression
eines Gens transgene Mause hergestellt (Bradley, 1991; Capecchi, 1989; Gossler
et al., 1989; Koller und Smithies, 1992; Rossant und Nagy, 1995).
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1.8.3 Missexpression des goosecoid-Gens in der Maus durch

konditionale Mutagenese

Zur Missexpression des goosecoid-Gens im gesamten Primitivstreifenmesoderm
der Maus wurde im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit ein konditionales
Mutagenese-Experiment durchgefuhrt.

Die Missexpression oder die gezielte Ausschaltung eines Gens fuhrt oft zu letalen
Missbildungen wahrend der embryonalen Entwicklung der transgenen Tiere.
Dadurch ist es weder moglich die Funktion eines Gens im adulten Tier zu
untersuchen, noch ist es moglich, diese transgene Mauslinie zu zuchten. Dieser
Nachteil lasst sich durch eine konditionale Mutagenese mit Hilfe des Cre/loxP-
Systems umgehen (Sternberg und Hamilton, 1981; Hamilton und Abremski, 1984;
Hoess und Abremski, 1984; Rajewsky et al., 1996).

4+ Cre

Abb. 5 Konditionale Aktivierung des Zielgens durch die Cre-Rekombinase.

(A) Transgenes Zielgenkonstrukt vor der Cre-vermittelten Rekombination. Das von zwei
spezifischen Cre-Erkennungssequenzen (loxP; Dreiecke) flankierte Markergen (grun) wird
exprimiert (AN!). Das nachgeschaltete Zielgen (rot) wird dadurch an seiner Auspragung gehindert
(AUS!).
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(B) Transgenes Zielgenkonstrukt nach der Cre-vermittelten Rekomination. Die Rekombinase
schneidet das zwischen den beiden loxP-Elementen liegende Markergen als zirkulares Molekul
aus dem Zielgenkonstrukt. Ein intaktes loxP-Element bleibt auf jedem der Rekombinationsprodukte
erhalten. Das Zielgen wird exprimiert (AN!).

Das CRE (causes recombination)-Protein ist ein Enzym des Bakteriophagen P1.
Diese Rekombinase schneidet spezifisch DNA-Sequenzen heraus, welche von
zwei gleich orientierten CRE-Erkennungsstellen flankiert werden. Diese
Erkennungsstellen werden als loxP- (locus of crossover in P1) Elemente
bezeichnet (Sauer und Henderson, 1988). Neben dem Cre/loxP-System existiert
noch eine zweite Variante der sequenzspezifischen Rekombination, das Flp/FRT-
System aus der Hefe. Allerdings hat sich die CRE-Rekombinase als wesentlich
effizienter im Saugetiersystem erwiesen (Buchholz et al., 1996; Rossant und
McMahon, 1999).

Der erste Schritt ist die Herstellung einer transgenen Maus, in der das Zielgen in
einer inaktiven Form im Genom integriert vorliegt. Das Zielgen wird durch eine
loxP-flankierte Markergen-Sequenz an seiner Expression gehindert (Abb. 5A).
Diese Mauslinie wird in einem zweiten Schritt mit einer anderen transgenen Linie,
die die CRE-Rekombinase unter der Kontrolle eines bestimmten Promotors
gewebespezifisch exprimiert, gekreuzt. Damit wird in den Nachkommen die
inaktivierende Sequenz durch das Enzym entfernt, und das Transgen kommt zu
seiner Auspragung (Abb. 5B). Mit dieser Methode kann man in definierten und gut
charakterisierten transgenen Mauslinien die Funktion eines Gens zu
verschiedenen Zeitpunkten wahrend der embryonalen Entwicklung unter
molekularen Aspekten zell- bzw. gewebespezifisch untersuchen (Torres und
Kuhn, 1997).
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1.9 Arbeitshypothese - spezifische Fragestellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Vorgang der regionalen
Spezifizierung des Primitivstreifens in der Maus auf molekularer und embryonaler

Ebene zu untersuchen.

Im ersten Schritt wurde eine transgene Maus hergestellt, die das
organisatorspezifische Gen goosecoid konditional unter der Kontrolle des
Brachyury-Promotors im gesamten Primitivstreifenmesoderm missexprimiert. Das
Prinzip des Experiments ist in Abb. 6 schematisch dargestellt. Die Fehlsteuerung
des Transkriptionsfaktors GOOSECOID, der zusatzlich zu seiner normalen
Auspragung am anterioren Ende konditional im gesamten Primitivstreifen aktiviert
wurde, sollte sich in einer gravierenden Storung der normalen Genprogramme
auBern, und damit zur Klarung der Frage dienen, wie die regionenspezifischen

Genprogramme im Primitivstreifenmesoderm entstehen und funktionieren.
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Abb. 6 Konditionale Missexpression des goosecoid-Gens im gesamten Primitivstreifen.

(A) Expression des endogenen goosecoid-Gens (gepunktet) im anterioren Primitivstreifen einer
Maus-Gastrula (Wildtyp).

(B) Expression des Markergens (AN!) unter der Kontrolle des Brachyury-Gen-Promotors im
gesamten Primitivstreifen eines transgenen Maus-Embryos. Das Zielgen kommt dadurch nicht zu
seiner Auspragung (AUS!).

(C) Konditionale Deletion des Markergens nach Verpaarung mit einer Cre produzierenden
transgenen Mauslinie. Expression des Zielgens bzw. des transgenen goosecoid-Gens (AN!) unter
der Kontrolle des Brachyury-Gen-Promotors im gesamten Primitivstreifen eines doppelt transgenen
Maus-Embryos.

Der Modellorganismus Maus wurde gewahlt, da

* sich in diesem System, im Gegensatz zu anderen Modellsystemen, gezielt
gewebespezifisch Gene missexprimieren lassen;

* sich Linien aus genetisch identischen Tieren etablieren lassen;

* die Maus als das Saugetiermodell gilt, das Ruckschlusse auf die menschliche

Entwicklung erlauben sollte.

Die Auswirkungen dieses experimentellen Eingriffs in das Mausgenom sollten in

einer phanotypische Analyse, unter morphologischen und molekularen Aspekten,

wahrend der embryonalen Entwicklung untersucht werden.

Dabei standen folgende Fragen im Vordergrund:

* Fuhrt die Missexpression des goosecoid-Gens im gesamten Primitivstreifen zur
Aktivierung oder Repression anderer Gene?

* Welche phanotypische Veranderungen resultieren aus diesem Eingriff in das

normale genetische Programm?
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2 Ergebnisse

2.1 Charakterisierung und Expression des

Transgenkonstrukts

Zur Herstellung transgener Zellklone wurde das Transgenkonstrukt (pTgsc) in die
embryonale Stammzelllinie (E14.1) transfiziert. Durch Ko-Transfektion wurde
gleichzeitig ein Selektionsmarkerplasmid in die Zellen eingebracht. Dies erlaubte
die Selektion mit einem Aminoglykosid-Antibiotikum (G418). AnschlieBend wurden
die Zellen auf primaren embryonalen Fibroblasten ausgesat und in Gegenwart von
LIF (leukemia inhibitory factor) kultiviert. Es wurden 264 Klone isoliert, expandiert
und genomische DNA isoliert. Durch Southern Blot Analyse konnten 5 Klone
identifiziert werden, die neben dem endogenen goosecoid-Gen das transgene
goosecoid-Fragment enthielten und somit das Transgenkonstrukt stabil in das
Genom integriert hatten (nicht gezeigt). Im weiteren Verlauf der Arbeit stellte sich
heraus, dass diese ES-Zellklone nicht keimbahngangig waren, d. h. die ES-Zellen
hatten in den chimaren Mausen nicht zu den Keimzellen beitragen und somit

wurde das Transgen nicht an Nachkommen dieser Tiere weitervererbt.

Ein zweiter Anlauf erfolgte mit einer anderen ES-Zellinie (KPA, einem Subklon der
E14.1 Linie), die zuvor in Kontrollexperimenten 100%ig keimbahngangig waren.
Nach Ko-Transfektion, Selektion und Southern Blot Analyse von 100 Einzelklonen
konnten insgesamt vier transgene Klone identifiziert werden (Abb. 10). Danach
sind Zellklon #2, #5 und #10 transgen (vierter Klon nicht gezeigt). Zur Bestimmung
der Anzahl der integrierten Genkopien wurde parallel das transfizierte
Transgenkonstrukt in Mengen, die einer, drei und zehn Kopien entsprechen,
aufgetragen. Alle drei transgene Zellklone wiesen die Integration von nur einer
Genkopie auf. Einzelintegration von Transgenkonstrukten sind wichtig, da multiple
Transgenkopien nach CRE-vermittelte Rekombination zum Verlust ganzer

Chromosomen fuhren kann. Dieses Phanomen, welches als RAD (recombination
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associated death) bezeichnet wird, fuhrt in den meisten Fallen zum Tod der

transgenen Tiere (Dr. Gail Martin (San Fransisco), personliche Mitteilung).

ca. 8 kb
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Abb. 7 Charakterisierung von ES-Zellklonen, die das Transgenkonstrukt stabil exprimierten.
Southern Blot Analyse zur Bestimmung der Anzahl der integrierten Genkopien.

(A) Schematische Darstellung der DNA-Fragmente in der endogenen bzw. in der transgenen
Situation. Nach Restriktionsverdau mit EcoRI ergab der endogene goosecoid Locus ein ca. 8 kb
Fragment und das integrierte Transgen ein 1.6 kb Fragment.

(B) Genomische DNA (10 ug) von zehn unabhangigen Zellklonen wurde nach EcoRlI
Restriktionsverdau elektrophoretisch aufgetrennt, denaturiert und auf eine Nylonmembran
transferiert. Zur Quantifizierung wurde parallel das transfizierte Transgenkonstrukt in Mengen
verwendet, die einer, drei und zehn Genkopien entsprechen. Die Membran wurde mit radioaktiv
markierter goosecoid-cDNA als Sonde hybridisiert. Die Zellklone #2, #5 und #10 zeigten neben
einem Signal fur das endogene (ca. 8 kb) auch das fur das transgene goosecoid (1.6 kb).

ATG= Startcodon; TGA= Stopcodon; tg= transgen; Wt= Wildtyp; kb= Kilobasen.

Zur weiteren Charakterisierung der positiven ES-Zellklone wurde uberpruft, ob
sich das Transgen in Zellkultur spezifisch aktivieren laBt. Dazu wurde die p-
Galaktosidase-Aktivitat des LacZ-Markergens bestimmt. In undifferenziertem
Zustand exprimieren ES-Zellen das Brachyury-Gen nicht (Johansson und Wiles,
1995). ErwartungsgemaB zeigten die undifferenzierten transgenen ES-Klone
ebenfalls keine p-Galaktosidase-Aktivitat (Abb. 8A). Nach mesodermaler
Differenzierung exprimieren ES-Zellen das endogene Brachyury-Gen (Johansson
und Wiles, 1995). Um eine mesodermalen Differenzierung zu erzielen, wurden
jeweils ca. 100 Zellen der einzelnen transgenen Zellklone in hangenden
Mediumtropfchen (sogenannte hanging drops ) an der Unterseite des Deckels
einer Petrischale in Gegenwart von 1% Dimethylsulfoxid (DMSO) fur 48 Stunden
aggregiert. Die Aggregate wurden gesammelt, und danach auf Bakterienschalen
fur weitere 48 h in Gegenwart von 1% (DMSO) kultiviert. Die Aggregate wurden
anschlieBend auf gelatinisierten Zellkulturschalen ausplattiert und fur weitere drei
Tage ohne DMSO kultiviert (Wobus, 1994). Die p-Galaktosidaseaktivitat wurde mit
dem Substrat X-gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-p-D-galactopyranosid) untersucht,

das eine Blaufarbung ergab. In Abb. 8 ist ein solches Experiment dargestellt.
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Abb. 8 Charakterisierung der Transgen-Aktivitat in ES-Zellklonen nach
mesodermalerDifferenzierung in vitro.

Transgene ES-Zellklone wurden nach mesodermaler Differenzierung auf p-Galaktosidaseaktivitat
untersucht. Der transgene Brachyury-Promoter ist in undifferenzierten ES-Zellen nicht aktiv, kann
aber durch mesodermale Differenzierung (Aggregation und DMSO-Gabe) aktiviert werden.

(A) Der ES-Zellklon (#2) zeigte im undifferenziertem Zustand keine Farbung.

(B) Mesodermal differenzierte Zellen des ES-Zellklons (#2) zeigten deutliche blaue Farbung.

(C) Ein einzelner blaugefarbter Zellverband inmitten differenzierter Zellen des Zellklons #5.

(D) Im differenzierten Wildtyp-ES-Zellklon lieB3 sich keine 3-Galaktosidaseaktivitat zeigen.

tg= transgen; Wt= Wildtyp; diff.= differenziert; undiff.= undifferenziert.

Einzelne Zellverbande innerhalb der ausplattierten Aggregate lieBen sich blau
anfarben. Dies deutete darauf hin, dass nur mesodermal differenzierte Zellen das
Transgen exprimierten. Desweiteren lieBen sich Intensitatsunterschiede der
Farbung beobachten. Nur drei der vier transgenen ES-Zellklone zeigten starke

Enzymaktivitat. Diese Klone wurden zur weiteren in vivo Analyse verwendet.
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2.2 Konditionale Aktivierung des Transgens in vitro

Die ES-Zellklone #2, #5 und #10 wurden mit einem Plasmid der CRE-
Rekombinase unter der Kontrolle des Phosphoglycerinkinase-Gen-Promotors
(PGk-Cre) transient durch Elektroporation transfiziert. Nach 48 Stunden wurden
jeweils ca. 40 Klone zufallig ausgewahlt und isoliert. Genomische DNA wurde
durch Southern Blot Analyse der Klone auf die Anwesenheit der LacZ-
Markergenkassette untersucht. In Abb. 9 ist eine solche Analyse exemplarisch an
Zellklon #2 dargestellt. Nach CRE-vermittelter Rekombination zeigte keine der
doppeltransgenen ES-Zellklone ein LacZ-Markergen-spezifisches Signal, d. h. die
Rekombination war in jedem Fall erfolgreich. Durch das Entfernen der LacZ-
Markergenkassette gelangte die goosecoid-Sequenz unter die Kontrolle des
transgenen Brachyury-Promotors, wodurch die Missexpression des goosecoid

Transgens in mesodermal differenzierten ES-Zellklonen moglich wurde.
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Abb.9 DNA-Analyse von transgenen ES-Zellklonen nach Entfernen der LacZ-
Markergenkassettte.

Southern Blot Analyse, zur Untersuchung CRE-vermittelter Rekombination in 11 unabhangigen
Zellklonen.

(A) Schematische Darstellung der detektierten DNA-Fragmente vor und nach der CRE-vermittelten
Rekombination. Nach Restriktionsverdau mit Sacll und BamHI ergab das integrierte Transgen vor
der CRE-vermittelten Rekombination ein ca. 5.5 kb Fragment.

(B) Genomische DNA (10 ug) des Ursprungklons (#2) und der doppelt transfizierten Klonen wurde
nach Sacll und BamHI Restriktionsverdau elektrophoretisch aufgetrennt, denaturiert und auf eine
Nylonmembran transferiert. Die Membran wurde mit einer LacZ-spezifischen Sonde hybridisiert.
Der Ursprungsklon zeigte ein positives Signal (ca. 5.5 kb). Alle doppeltransfizierten Klone hatten
die LacZ-Markergenkassette nach CRE-vermittelter Rekombination verloren.

kb= Kilobasen.
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2.3 Repression der Brachyury-Expression durch das

Genprodukt des Transgens

Im Verlauf dieser Arbeit wurde von zwei Arbeitsgruppen berichtet, dass beim
Frosch Xenopus laevis das GOOSECOID-Protein mit dem Brachyury-Gen
interagiert. Das GOOSECOID-Protein fungiert als Repressor der Brachyury-Gen-
Transkription im Prachordalplattenmesoderm (Artinger et al., 1997; Latinkic et al.,
1997). Falls ein ahnlicher Mechanismus auch in der Maus existiert, war die
Missexpression des Transgens im gesamten Primitivstreifens u. U. nur sehr
abgeschwacht zu erzielen. Der Brachyury-Promotor im Transgenkonstrukt konnte
sowohl durch das transgene als auch durch das endogene GOOSECOID
beeinflusst werden.

Ein Sequenzvergleich der Brachyury-Promotorregionen in Maus und Frosch ergab
keinen hohen Grad an Konservierung. Insbesondere waren die zwei von Artinger
et al. (1997) identifizierten putativen GOOSECOID Bindestellen, die zur
Repression der Brachyury-Transkription im Frosch fuhrten, in der Maus nicht
konserviert. Auffallig war in der nicht translatierten 5° Region der mRNA ein
konserviertes Element (TAAT), das u. U. eine mogliche Bindestelle fur
Homoboboxproteine einschliesst (Boucher et al., 2000).

Zur Aufklarung des Mechanismus in der Maus wurde ein ES-Zell-Experiment
durchgefuhrt. ES-Zellen wurden stabil mit einem Luziferase-Reportergenkonstrukt,
in dem das TAAT-Motiv des Brachyury-Promotors in eine ACTG-Sequenz mutiert
war, bzw. mit dem Wildtyp-Promotor transfiziert. Als Kontrolle diente die parallele
Transfektion mit einem Minimal-Promotorkonstrukt. Die transfizierten Zellen, die
das Luziferase-Reportergenkonstrukt stabil enthielten, wurden als Massenkultur
kultiviert und mit einem goosecoid-Expressionsplasmid transient transfiziert. In
dem goosecoid-Expressionsplasmid kontrollierte der Promotor des Ubiquitin-Gens
die Transkription der vollstandigen kodierenden goosecoid-cDNA-Sequenz. Damit
war eine ubiquitare und hohe Expression des Transgens in den Zellen
gewahrleistet (Schorpp et al., 1996). Zur Aktivierung des Brachyury-Promotors im

Luziferasegenkonstrukt wurden die Massenkulturen, wie oben beschrieben, zu
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mesodermalen Zellen differenziert. Anschliessend wurden die Zellen geerntet und
auf Luziferaseaktivitat untersucht.

Der Minimal-Promotor bewirkte eine basale Aktivierung des Reportergens, die sich
durch Anwesenheit des GOOSECOID-Proteins nicht beinflussen lieB (Abb.
10A+B). Der Wildtyp-Promotor fuhrte zu einer zwei- bis dreifachen Aktivierung des
Reportergens im Vergleich zu Kontrollkulturen, die das Minimal-Promotorkonstrukt
enthielten (Abb. 10C,A+B). Das durch Ko-Transfektion des goosecoid-
Expressionsplasmids eingebrachte GOOSECOID-Protein reprimierte den Wildtyp-
Promotor, was in einer um die Halfte reduzierten Reportergenaktivitat im Vergleich
zu ES-Zellkulturen ohne GOOSECOID resultierte (Abb. 10C+D). Diese
Repression wurde durch das mutierte Konstrukt aufgehoben (Abb. 10E+F).
Auffallend war hier eine Erhdhung der Luziferaseaktivitat um das 2.5-fache im
Vergleich zu ES-Kulturen, die das Wildtyp-Promotorkonstrukt enthielten, was auf
den Verlust der Repression durch das endogene GOOSECOID in den Zellen

zuruckzufuhren sein konnte (Abb. 10E,F+C).

Dieses Experiment zeigte, dass die GOOSECOID-vermittelte Repression der
Brachyury-Transkription durch das in Maus und Frosch konservierte TAAT
Element im Brachyury-Promotor zuruckzufuhren war. Bei der Maus existiert ein
ahnlicher Mechanismus wie beim Frosch, wobei das GOOSECOID-Protein die
Transkription des Brachyury-Gens reprimiert. Dieser Befund lieB in dem geplanten
konditionalen Missexpressionsexperiment (siehe Abb. 30) eine nur moderate
Missexpression des goosecoid-Transgens im Primitivstreifenmesoderm der

transgenen Mause erwarten.
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Abb. 10 Repression der Brachyury-Transkription durch GOOSCOID in ES-Zellen.

Transiente Transfektion eines goosecoid-Expressionsplasmids in ES-Zellklone, die ein Luziferase-
Reportergenkonstrukt mit Wildtyp-Brachyury-Promotor oder mutiertem Brachyury-Promotor stabil
integriert hatten. Die Saulen reprasentieren die Luziferaseaktivitat relativ zum Wildtyp-Konstrukt in
Abwesenheit von GOOSECOID (A,C,E) (Durchschnittswerte aus vier Experimenten). Die
Maximalwerte sind angezeigt, wobei die Werte des Wildtyp-Konstrukts ohne GOOSECOID (C) auf
100 gesetzt wurden. Das mutierte Konstrukt konnte durch GOOSECOID nicht mehr reprimiert
werden (F). Die Reporteraktivitat war im Vergleich zum Wildtyp-Konstrukt (C) deutlich erhoht.

(A) ES-Zellklon mit stabiler Intergration des Minimal-Promotor-Reportergenkonstrukts.

(B) ES-Zell-Massenkultur des ES-Zellklon aus (A) nach Ko-Transfektion mit goosecoid
Expressionsplasmid.

(C)ES-Zellklon mit stabiler Intergration des Wildtyp-Brachyury-Promotor-Reportergenkonstrukts.
(D)ES-Zell-Massenkultur des ES-Zellklon aus (C) nach Ko-Transfektion mit goosecoid-
Expressionsplasmid.

(E)ES-Zellklon mit stabiler Intergration des mutierten Brachyury-Promotor-Reportergenkonstrukts.
(F)ES-Zell-Massenkultur des ES-Zellklon aus (D) nach Ko-Transfektion mit goosecoid-
Expressionsplasmid.
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24 Herstellung von transgenen Mausen mit stabiler

Integration des Transgens

Zur Herstellung der transgenen Mausen wurden zunachst die transgenen ES-
Zellklone in Blastozysten injiziert und diese in scheinschwangere Ammen
transferiert. Die sich daraus entwickleten chimaren Mause bestanden aus einer
Mischung aus Wirtszellen und transgenen ES-Zellen. Intergrierten die transgenen
ES-Zellen in die Keimzellen der chimaren Tiere, so lieBen sich durch Kreuzen

Nachkommen erzeugen, die genetisch von den ES-Zellen abstammten.

241 Blastozysteninjekton

Zur Blastozysteninjektion wurden aufgrund ihrer starken LacZ-Markergenaktivitat
nach mesodermaler Differenzierung (siehe Abb. 8) die ES-Zellklone #2, #5 und
#10 ausgewahlt. Blastozysten wurden isoliert, mit ES-Zellen des jeweiligen Klons
injiziert und in pseudoschwangere Ammen transferiert.

Da Blastozysten (C57BL/6J; Inzuchtstamm mit schwarzer Fellfarbe) und KPA ES-
Zellen (OLA/129; Inzuchtstamm mit beige/brauner Fellfarbe) nicht vom selben
Mausstamm abstammen, entsteht bei der Integration der embryonalen
Stammzellen ein chimares Tier mit unterschiedlichen Fellfarben (Torres und Kuihn,
1997). Der Grad des Chimarismus, d. h. wieviele ES-Zellen zur Entstehung des
chimaren Tieres beigetragen haben, laBt sich somit von der Fellfarbe der Chimare
ableiten.

Aus Blastozysteninjektion des ES-Zellklons #2 wurden vier mannliche chimare
Mause geboren (Abb. 11), Injektionen der Klone #5 und #10 ergaben jeweils drei

mannliche chimare Nachkommen.
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Abb. 11 Chimare Maus vor Transgen Aktivierung.
Chimare Maus nach Blastozysteninjektion von ES-Zellklon #2. Im Vergleich daneben eine
C57BL/6J Wildtyp-Maus.

2.4.2 Integration der transgenen ES-Zellklone in die Keimbahn

Die aus Blastozysteninjektionen entstandenen chimaren Tiere wurden im Alter von
acht Wochen mit gleichaltrigen C57BL/6J Weibchen verpaart. Falls ES-Zellen
auch in die Keimzellen der chimaren Mause integriert waren, sollten aus diesen
Verpaarungen Nachkommen mit brauner Fellfarbe geboren werden. Aus
Kreuzungen der insgesamt zehn mannlichen Chimaren (ES-Zellklon #2, #5 und
#10) mit jeweils zwei Weibchen des Mausstamms C57BL/6J wurden 122
Nachkommen (63 weibliche und 59 mannliche Tiere) geboren. Davon besaBen 73
Mause eine braune Fellfarbung (29 weibliche und 44 mannliche Tiere). Ungefahr
60% der geborenen Mause zeigten demnach Keimbahntransfer. Da die chimaren
Mause nur jeweils ein Allel des Transgens besaBen, muB3te davon ausgegangen
werden, daB nur funfzig Prozent ihrer Nachkommen mit brauner Fellfarbe auch
das Transgen in sich trugen. DNA aus Schwanzbiopsien der 5 bis 10 Tage alten
Tiere wurden durch Southern Blot Analyse mit einer goosecoid-spezifischen
Sonde auf Anwesenheit des Transgens untersucht. In Abb. 12 ist solch ein

Experiment dargestellt. Zwei Tiere enthielten demnach das Transgen.
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Abb. 12 Charakterisierung von transgenen Mausen nach Keimbahntransfer.

Southern Blot Analyse zur Detektion des Transgenkonstrukts in Nachkommen einer chimaren
Maus.

(A) Schematische Darstellung der DNA-Fragmente in der endogenen bzw. in der transgenen
Situation. Nach Restriktionsverdau mit EcoRI ergab der endogene goosecoid Locus ein ca. 8 kb
Fragment und das integrierte Transgen ein 1.6 kb Fragment.

(B) Genomische DNA (10 ug) aus Mausen eines Wurfs mit Keimbahntransfer wurde nach EcoRlI
Restriktionsverdau elektrophoretisch aufgetrennt, denaturiert und auf eine Nylonmenmbran
transferiert. Zur Quantifizierung wurde parallel das transfizierte Transgenkonstrukt in Mengen
verwendet, die einer, drei und zehn Genkopien entsprechen. Die Membran wurde mit einer
goosecoid-cDNA als Sonde hybridisiert. Die Mause #1 und #8 zeigten neben einem Signal fur die
endogene (ca. 8 kb) auch eines fur die transgene goosecoid-Sequenz (1.6 kb).

ATG= Startcodon; TGA= Stopcodon; tg= transgen; Wt= Wildtyp; kb= Kilobasen.

Alle als transgen charakterisierten Tiere einer ES-Zelllinie wurden zur Weiterzucht
untereinander verpaart. Um die Nachkommen auf Homozygotie zu testen, wurden
sie mit reinstammigen C57BL/6 Mausen verpaart. Alle Nachkommen homozygoter
Tiere sollten ebenfalls eine Kopie des Transgens im Genom enthalten (siehe Abb.
13).
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Abb. 13 Kreuzungsschema zum Test auf Homozygotie.

(A) Wurde eine heterozygot transgene Maus mit einer reinstammigen Wildtyp-Maus verpaart, so
erhielten 50% der Nachkommen eine Kopie des Transgens.

(B) Wurde eine homozygot transgene Maus mit einer reinstammigen Wildtyp-Maus verpaart, so
erhielten alle Nachkommen eine Kopie des Transgens.

tg/-= heterozygot transgen; -/-= Wildtyp; tg/tg= homozygot transgen.

2.4.3 Genotypisierung der transgenen Tiere

Zur routinemaBigen Genotypisierung der transgenen Tiere wurde eine im
Vergleich zur Southern Blot Analyse schnellere Polymerasen-Kettenreaktion
(PCR) Analyse etabliert. Genomische DNA aus Schwanzbiopsien wurde auf
Anwesenheit des LacZ-Markergens und der transgenen goosecoid-Sequenz
Uberpruft. Hierzu wurden drei verschiedene fur die LacZ-Markergen-Sequenz
spezifische und eine goosecoid-spezifische Primerkombination verwendet. Um
sicherzustellen, daB3 nicht genomische goosecoid-DNA amplifziert wurde, stammte
in Primerkombination 4 ein Primer aus dem Exon 3 des goosecoid-Gens und der
andere aus dem Polyadenylierungssignal des Rinderwachstumsfaktors. In Abb. 14
ist exemplarisch eine solche Untersuchung dargestellt. Nur wenn alle vier
Amplifikationsprodukte nachweisbar waren, wurde die Maus als transgen

charakterisiert.
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Abb. 14 Genotypisierung von transgenen Mausen mit Polymerasen-Ketten-Reaktion (PCR).
Genomische DNA transgener Tiere wurde mit Hilfe von PCR unter Verwendung unterschiedlicher
Primerkombinationen amplifiziert.

(A) Schematische Darstellung der verwendeten Primerkombination.

(B) Nachweis des LacZ-Markergens: Bei Anwesenheit der transgenen LacZ-Markergenkassette
ergab Primerkombination 1 ein 280 bp Produkt, Primerkombination 2 ein 510 bp Produkt und
Primerkombination 3 ein 160 bp Produkt. Die Tiere #1 und #2 erwiesen sich im Gegensatz zu
Maus #3 als transgen.

(C) Nachweis der transgenen goosecoid-Sequenz: Primerkombination 4 amplifizierte ein 277 bp
Fragment. Die Sequenz des 5'Primers ist in der goosecoid-Sequenz (Exon 3) und die des
3 Primers im Polyadenylierungssignal lokalisiert. Maus #1 und #2 konnten als transgen bestatigt
werden.

DNA (10 ng) des Transgenkonstrukts diente als Positv-Kontrolle und 5ug der 100 bp-Leiter als
GroBenstandard.

tg= transgen; Wt= Wildtyp; pTgsc= Transgenkonstrukt.
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2.5 Analyse der Expression des Transgens in Embryonen

2.5.1 Analyse der LacZ-Markergenexpression in transgenen

Embryonen

Die LacZ-Markergenkassette im Transgenkonstrukt erlaubte vor konditionaler
Aktivierung des goosecoid-Transgens die Analyse der Ilokalen
Transgenexpression im Embryo. Dazu wurden Embryonen der
Embryonalentwicklung E7.5 bis E10.5 aus allen drei homozygoten transgenen
Mauslinien isoliert. AnschlieBend wurde die p-Galaktosidaseaktivitat durch das
Substrat X-gal auf Blaufarbung in den Embryonen untersucht (Abb. 15). Sie
zeigten das Brachyury-typische Expressionsmuster im posterioren Primitivstreifen,
d. h. die Linie #2 rekapitulierte das endogene Muster der Brachyury-Genaktivitat
im Primitivstreifen zuverlassig. Bei den in Abb. 15C-F zusatzlich sichtbaren
Farbungen in der Nabelschnur und an der Grenze von Mittel- und Hinterhirn
handelt es sich um transgen-unabhangige Artefakte, die oft bei die B-
Galaktosidase-Farbungen zu beobachten sind (Moore et al., 1998). Durch
histologische Schnitte der gefarbten Embryonen (Abb. 16) lieB sich die LacZ-
Markergenexpression ausschlieBlich dem naszierenden Mesoderm des
posterioren Primitivstreifens zuordnen. In Embryonen am Tag 7.5 konnte keine
Farbung nachgewiesen werden. In Embryonen der Linien #5 und #10 lieB3 sich
keine Transgenaktivtat nachweisen, sie wurden daher nicht weiter analysiert.
Ahnliche Misserfolge wurden in der Literatur berichtet. Die Ursachen fur fehlende

Transgen-Auspragung sind nicht bekannt (Torres und Kuhn, 1997).
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Abb. 15 LacZ-Markergenaktivitat in transgenen Embryonen.

LacZ-Markergenexpression im Primitivstreifen transgener Embryonen der Linie #2.

(A+B) Der 8.5 Tage alte Embryo zeigte deutliche Blaufarbung im posterioren Primitivstreifen. (A)
Laterale Ansicht. (B) Posteriore Ansicht.

(C+D) Im Embryo am Tag E9.5 waren blaugefarbte mesodermale Zellen deutlich im naszierenden
Mesoderm der Schwanzknospe zu erkennen. (C) Laterale Ansicht. (D) Ansicht von frontal.

(E+F) p-Galaktosidase positive Zellen waren in der Schwanzspitze des E10.5 Embryos lokalisiert.
Transgen-unspezifische Farbung war ebenfalls in der Nabelschnur und in der Mittel-/Hinterhirngrenze
zu beobachten. (E) Laterale Ansicht. (F) Detailaufnahme der Schwanzspitze. PS= Primitivstreifen.
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Abb. 16. Transgene Embryonen zeigten LacZ-Markergenaktivitat ausschliesslich im
Primitivstreifen.

Histologische Sagitalschnitte der transgenen Embryonen nach Nachweis der -Galaktosidaseaktivitat
durch das Substrat X-gal.

(A) Im 8.5 Tage alten Embryo waren nur die mesodermalen Zellen des posterioren Primitivstreifens
blaugefarbt.

(B) Der Embryo des Tages E9.5 wies starke Farbung in den Zellen der Schwanzknospe auf. Leichte
transgen-unspezifische Farbung in der Nabelschnur ist in dieser Schnittebene ebenfalls zu erkennen.
(C) Am Tag E10.5 waren blaue Zellen lediglich im Primitvstreifen der Schwanzspitze des Embryos zu
beobachten.

PS= Primitvstreifen; H= Herz.

2.5.2 Analyse der Expression des goosecoid-Transgens in doppelt

transgenen Embryonen

2.5.2.1 Aktivierung des goosecoid-Transgens in vivo

Zur Entfernung der mit loxP-Sequenzen flankierten LacZ-Markergenkassette, und
damit zur Aktivierung des goosecoid-Transgens in vivo, wurden Tiere der Linie #2 mit
einer weiteren transgenen Mauslinie verpaart. Diese zweite transgene Linie (deleter)
exprimiert die CRE-Rekombinase unter dem Promotor des Cytomegalie-Virus (CMV).
Dies gewahrleistet die ubiquitare Cre-Expression schon im Blastozystenstadium
(Schwenk et al., 1995).

Embryonen definierter Entwicklungsstadien (E6.5 bis 10.5) wurden aus
Verpaarungen der beiden transgenen Linien isoliert. Da zunachst nur heterozygote
Tiere der deleter Linie zur Verfugung standen, muBten die Embryonen aus der
Verpaarung cre*” mit tg** zunachst genotypisiert werden. Hierzu wurde genomische
DNA aus den Embryonalhullen isoliert und mit Polymerasen Kettenreaktion-Analyse
auf Anwesenheit des Cre-Transgens analysiert. Mit drei verschiedenen Cre-
spezifischen Oligonukleotiden wurden in doppeltransgenen Embryonen spezifische
Cre-DNA-Sequenzen amplifiziert. In Abb. 17 ist ein solches Experiment dargestellt.
Die Genotypisierung entfiel, nachdem im Verlauf der Zucht auch die deleter Mauslinie

homozygot das Transgen trug. Da in diesen Tieren das Cre-Transgen allerdings X-
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chromosomal integriert ist, wurden ausschliesslich weibliche Tiere fur weitere

doppeltransgene Verpaarungen verwendet.

A

& ¢ & &
9
N A

Drimar_ Ab’b

Abb. 17 Genotypisierung von doppelt transgenen Embryonen mit Polymerasen-Ketten-Reaktion
(PCR).

Genomische DNA doppelt transgener Tiere wurde mit Hilfe von PCR unter Verwendung
unterschiedlicher Primerkombinationen ampilifiziert.

(A) Die Embryonen stammten aus cre*/tg** Verpaarungen.

(B) Nachweis der transgenen Cre-Sequenz: Bei Vorhandensein des Gens fur die Cre-Rekombinase
ergab Primerkombination 5 ein 550 bp Fragment, Primerkombination 6 ein 650 bp Fragment und
Primerkombination 7 ein 751 bp Fragment.

(C) In den Embryonen #1, #3 und #4 wurde ein spezifisches Produkt amplifiziert, wodurch sie als
doppelt transgen charakterisierbar waren.

Das Transgenkonstrukt (10 ng) diente als Positv-Kontrolle, genomische DNA einer Wildtyp-Maus als
Negativ-Kontrolle und 5ug der 100 bp-Leiter als GroBenstandard.

tg/cre= doppelt transgen; tg/-= transgen fur pTgsc und nicht fur Cre; Wt= Wildtyp.
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2.5.2.2 Expression des goosecoid-Transgens in doppelt transgenen

Embryonen

Die Analyse der p-Galaktosidaseaktivitat in den transgenen Mausen vor konditionaler
Aktivierung des goosecoid-Transgens wies auf eine starke Expression des Transgens
im gesamten Primitivstreifenmesoderm hin. Das transgene Expressionsmuster
rekapitulierte die endogene Brachyury-Expressionsaktivitat im naszierenden
Mesoderm des Primitivstreifens. Zur Klarung der Frage, wie das transgene
goosecoid-Gen nach seiner Aktivierung in doppelt transgenen Embryonen exprimiert
wurde, diente eine in situ Hybridisierung im Ganzpraparat. Hierzu wurden Embryonen
der Stadien E8.0 bis E8.75 isoliert, in 4%iger Paraformaldehydlosung fixiert und die
Transkription des endogenen und transgenen goosecoid mit einer goosecoid-
spezifischen Sonde detektiert.

Im Gegensatz zum Markergenkonstrukt, fanden sich in den doppelt transgenen
Embryonen keine gooscoid-Transkripte im posterioren Primitivstreifenmesoderm
(Abb. 18A). Am Tag E8.5 wiesen die doppelt transgenen im Vergleich zu Wildtyp-
Embryonen allerdings eine erhohte goosecoid-Expression in der cranialen Region
auf. Anhand von histologischen Schnitte lieB sich die endogene goosecoid-
Genaktivitat mit der des Transgens genauer vergleichen. Endogene goosecoid
MmRNA Transkripte sind in 8.5 Tage alten Embryonen im Neuroepithel des
zukunftigen Diencephalon, im prachordalen Mesoderm und in der buccopharyngealen
Membran des Vorderdarms lokalisiert (Filosa et al., 1997; Belo et al., 1997); (Abb.
18D,F,H). Neben einer erhbhten Signalstarke in diesen cranialen Bereichen kbonnte
auch eine ektopische goosecoid-Genexpression im ventrolateralen Neuroepithel des
zukunftigen Diencephalons vorliegen (siehe Abb. 18C,E,G). Durch weitere
histologische Analysen sollte die beobachtete Ausdehnung der goosecoid-

Genexpression betatigt werden kbnnen.
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Abb. 18 Uberexpression von goosecoid in doppelt transgenen Embryonen am Tag E8.75.
Nachweis der goosecoid-Expression in situ Hybridisierung im Ganzpraparat mit einer goosecoiad-
spezifischen Sonde.

(A) Ventrale Ansicht dreier 8.5 Tage alten Embryonen. goosecoid mRNA Transkripte sind im
Neuroektoderm des zukunftigen Diencephalon und im anterioren Vorderdarm lokalisiert. Schnittebenen
sind mit (C-H) markiert.

(B) Schematische Darstellung der Expressionsdomanen von endogenem und transgenem goosecoid
aus (E).

(C,E,G) Schnitte der Kopfregion des doppelt transgenen Embryos, bzw. (D,F,H) des Kontrollembryo.
(C,E) zeigen eine verbreiterte goosecoid-Expression im ventrolateralen Neuroepithel des zukunftigen
Diencephalon im Vergleich zum Wildtyp-Embryo (D,F). Im Schnitt (G) auf der Hohe des anterioren
Vorderdarms, laBt sich eine im Vergleich zur Kontrollsituation (H) erhdhte goosecoid-Expression in der
buccopharyngealen Membran detektieren,.

bpm= buccopharyngeale Membran; Ch= Chorda; D= Neuroepithel des zukiinftigen Diencephalon; Km=
Kopfmesenchym; NfH= Neuralwulste des Hinterhirns; NfV= Neuralwulste des Vorderhirns; tg/cre=
doppelt transgen; V= Vorderdarm; Wt= Wildtyp.

2.6 Analyse des Phanotyps bei Expression des goosecoid-

Transgens

Die isolierten doppelt transgene Embryonen der Embryonalentwicklung E6.5 bis E8.5
zeigten keine morphologischen oder anatomischen Auffalligkeiten (nicht gezeigt). Bei
der Analyse von 9.5 und 10.5 Tage alten Embryonen konnte hingegen ein
abweichender Phanotyp beobachtet werden. Die Embryonen zeigten Defekte des
Neuralrohrschluss (NTD= neural tube closure defect). In verschiedenen Regionen
entlang der cranio-caudalen Achse schloss sich das Neuralrohr nicht vollstandig. Die
Missbildungen des cranialen Neuralrohrs reichten von kleineren Offnungen im
Bereich des zukunftigen Vorder-, Mittel- und Hinterhirns bis zum volligen Ausbleiben
des Neuralrohrschluss im Bereich des zukunftigen Vorderhirns. Der unvollstandige
Schluss des cranialen Neuralrohrs wird als Exencephalie bezeichnet. Einige der
Embryonen wiesen auch Missbildungen des caudalen Neuralrohrs auf (Spina bifida).
In Abb. 19 sind einige missgebildete Embryonen dargestellt; histologische Schnitte
davon in Abb. 20.
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Abb. 19 Neuralrohrschlussdefekte (NTD) in doppelt transgenen Embryonen am Tag E10.5.
Missbildungen des Neuralrohrs sind durch Pfeile gekennzeichnet.

(A) Cranialer NTD mit gedffnetem Vorderhirn in frontaler Ansicht (Exencephalie). (B) Cranialer NTD an
der Vorder-/Mittelhirngrenze und am Mittel-/Hinterhirnubergang (Exencephalie). Zusatzlicher Defekt im
caudalen Neuralrohr (Spina bifida); (laterale Ansicht).

(C) Cranialer NTD: nicht vollstandig geschlossenes Vorderhirn (Exencephalie); (Laterale Ansicht).

(D) Frontale Ansicht des in (C) gezeigten Embryos.
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(E) Cranialer NTD der Mittel-/Hinterhirnregion (Exencephalie). Zusatzlicher Defekt des caudalen
Neuralrohrs (Spina bifida); (Ansicht von oben).

Die Embryonen in A+B wurden in PFA-Ldsung fixiert und erscheinen daher weiss; die Gelbfarbung der
Embryonen in C,D,E,F resultierte aus der Bouin's-Fixierung.

tg/cre= doppelt transgen.

Abb. 20 Histologische Analyse eines doppelt transgenen Embryo mit Neuralrohrschlussdefekt.
Histologische Sagitalschnitte des Embryos aus Abb. 19C. Pfeile deuten auf Neuralrohrschlussdefekte
im Bereich des Vorderhirns hin.

(A+B) Verschiedene Schnittebenen. (Hamalaun/Eosin-Farbung; 10 um).

Km= Kopfmesenchym; Ne= Neuroepithelium; Kb= Kiemenbogen; Ta= Trunctus arteriosus; Bc= Bulbus
cordis.

2.6.1 Unvolistandiges Auftreten des NTD-Phanotyps

Nicht alle doppelt transgenen Embryonen am Tag E9.5 und E10.5 zeigten eine
Missbildung des Neuralrohrs. Von 197 analysierten Embryonen wiesen 44 (22%) eine
Anomalitat des cranialen Neuralrohrs auf (Exencephalie). Zusatzlich konnte bei 10
dieser Embryonen Spina bifida beobachtet werden. Zu spateren Stadien konnten
keine anatomischen oder morphologischen Auffalligkeiten beobachtet werden. Einige

doppelt transgene Tiere wurden lebend geboren.
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2.6.2 Doppelt transgene Embryonen exprimierten zwei transgene

goosecoid-Transkripte

Um auszuschlieBen, dass die beobachtete geringe Penetranz des Phanotyps in den
doppelt transgenen Embryonen, mit einer fehlenden oder unvollstandigen
Transkription des Transgens in Verbindung gebracht werden kann, wurden doppelt
transgene Embryonen auf ihre transgene goosecoid-Expression hin untersucht.

Die Analyse der Expression des aktivierten gossecoid-Transgens auf molekularer
Ebene zeigte zwei mRNA Transkripte in den doppelt transgenen Mausen. Dazu
wurde polyadenylierte RNA von doppelt transgenen Embryonen der Tage E8.5 und
E10.5 isoliert. Durch reverse Transkription wurde cDNA hergestellt und diese in einer
semiquantitiven PCR Reaktion mit spezifischen Oligonukeotiden amplifiziert. Ein
Primer stammte aus der goosecoid-Sequenz, der andere aus dem
Polyadenylierungssignal des Rinderwachstumsfaktors. Es konnte ein spezifisches
Produkt der zu erwartenden GroBe von 277 bp amplifiziert werden. Zusatzlich wurde
ein zweites, um 30 bp kurzeres spezifisches Amplifikationsprodukt beobachtet. Das in
Abb. 21A dargestellte Experiment zeigt, dass doppelt transgene 8.5 Tage alte
Embryonen entweder das 277 bp- ( Embryo #1) oder das kleine Transgen-Transkript
(Embryonen #2 und #3) exprimierten. In Wildtyp-Embryonen konnte
erwartungsgeman kein PCR Produkt amplifiziert werden.

Am Tag E10.5 isolierte Embryonen, welche die phanotypischen Missbildungen des
cranialen Neuroektoderms aufwiesen, zeigten bevorzugt die Transkription des kleinen
Transgen-Transkripts (in Abb. 21B gezeigt). Wildtyp-Embryonen und solche, die
lediglich das Transgenkonstrukt aber nicht das CRE-Enzym Transgen trugen, wiesen

in keinem Falle eine Transgen-Transkription auf.
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Abb. 21 Expression von zwei transgenen goosecoid Transkripten in doppelt transgenen
Embryonen.

Zur Analyse der transgenen goosecoid Transkription wurde polyadenylierte RNA aus doppelt
transgenen Embryonen (E8.5 und E10.5) isoliert, durch reverse Transkription cDNA hergestellt und
diese in einer semiquantitativen PCR-Reaktion mit spezifischen Primer amplifiziert. Zur Amplifikation
der transgenen goosecoid-Transkription stammte ein Primer aus der goosecoid-Sequenz, der andere
aus dem Polyadenylierungssignal des Rinderwachstumsfaktors (gsc-bGHpA; Primerkombination 4
siehe 2.6.3).

(A) Zwei transgene goosecoid Transkripte wurden in doppelt transgenen Embryonen am Tag E8.5
exprimiert. Embryo #1 tg/cre zeigte ein Produkt mit der erwarteten GroBe von 277 bp (groBes
Transkript) wie auch ein um 30 bp kleineres Transkript (247 bp; kleines Transkript), wohingegen die
Embryonen #2 tg/cre und #3 tg/cre bevorzugt das kleine Transkript aufwiesen.

(B) In 10.5 Tage alten Embryonen, die einen Phanotyp zeigten, lieB sich im Embryo #6 tg/cre das
kleine Transkript beobachten. Embryo #7 tg/cre wies dagegen beide transgene goosecoid Transkripte
auf.
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Die klonierten Transkripte sowie das Transgenkonstrukt dienten als Positiv-, cDNA des Wildtyps und
Wasser als Negativkontrolle. Um genomische DNA als Kontaminationsquelle auszuschlieBen, wurde
eine sogenannte —RT Reaktion (ohne das RT-Enzym) parallel durchgefuhrt. HPRT-
(Hypoxanthinribosyltransferase-Gen) Expression diente als Ladekontrolle.

kT= kleines Transkript; gT= groBes Transkript; tg/cre= doppelt transgen.

Da das Vorhandensein des kleinen Transkripts unerwartet war, aber zugleich hochst
spezifisch erschien, wurden beide RT-PCR Produkte kloniert und anschlieBend
sequenziert. Ein Vergleich der Sequenzen des kleinen und des groBen Transkripts
mit der des Transgenkonstrukts ist in Abb. 22 dargestellt. Es zeigte sich eine
vollstandige Ubereinstimmung der ersten 120 bp, die fur das Exon 3 in der
goosecoid-Sequenz kodieren. Die Ursache der GroBenunterschiede beider
Transkripte befand sich also nicht in der kodierenden goosecoid Sequenz.

Die Abfolge der letzten 114 Basenpaare, welche das 5 Ende des
Polyadenylierunssignal reprasentieren, ist ebenfalls in allen drei Sequenzen
identisch. Allerdings fehlten die ersten acht Basenpaare der Polyadenylierungs-
kassette im kleinen Transkript. Dies hatte keinen Einfluss auf die Polyadenylierung
des kleinen Transkripts. Die Tatsache, dass nur polyadenylierte RNA zur Herstellung
der analysierten cDNA diente, bewies die Funktionalitat der
Polyadenylisierungskassette im kleinen Transkript. Die zwischen dem Stopcodon der
kodierenden goosecoid-Sequenz und der des Polyadenylierungssignals liegenden
Basenpaarabfolge wich im kleinen Transkript stark von der des groBen Transkripts
bzw. der des Transgenkonstrukts ab. Dieses intermediare Fragment, das von
Restriktionsschnittstellen flankiert ist, reprasentiert in Teilen die Vektorsequenz des
pBluescript Il KS-Plasmids, das zur Klonierung des Transgenkonstrukts verwendet
wurde.

PCR-Amplifikation des transgenen goosecoid aus genomischer DNA (siehe unter
2.6.3) zeigte in allen Fallen nur ein Produkt der Lange von 277 bp. Mesodermal
differenzierte Zellen des ES-Zellklons #2 exprimierten nach Doppeltransfektion mit
dem Cre-Expressionsplasmids ebenfalls zwei goosecoid-spezifische Transkripte der

Lange 277 bp bzw. 247 bp (nicht gezeigt). Eine Untersuchung der genomischen DNA
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dieser Zellen ergab jedoch nur die Amplifikation des groBen Transkripts (nicht
gezeigt).

Zusammenfassend laBt sich sagen, dass die doppelt transgenen Emryonen zwei
transgene goosecoid-Transkripte exprimierten, wobei eines die erwartete GroBe
hatte, das andere jedoch kleiner war. Der Befund, dass Embryonen die einen
missgebildeten Phanotyp hatten, entweder das zu erwartende und zusatzlich auch
das kleinere Transkript oder nur das kleinere Transkript aufwiesen, schliesst eine
Korrelation zwischen dem Auftreten des Phanotyps und dem zweiten Transgen-
Transkript aus. Das unvollstandige Auftreten des Phanotyps lieB sich also nicht durch

fehlende Transgenexpression erklaren.

kT . .AGAAGCGATC CTCCTCGGAG GAGTCAGAAA ACGCCGAGAA GTGGAACAAG
gT . .AGAAGCGATC CTCCTCGGAG GAGTCAGAAA ACGCCGAGAA GTGGAACAAG
pTgsc ...AGAAGCGATC CTCCTCGGAG GAGTCAGAAA ACGCCGAGAA GTGGAACAAG
kT ACGTCCTCAA AAGCCTCGCC GGAGAAGAGG GAAGAGGAAG GTAAAAGCGA
gT ACGTCCTCAA AAGCCTCGCC GGAGAAGAGG GAAGAGGAAG GTAAAAGCGA
pTgsc ACGTCCTCAA AAGCCTCGCC GGAGAAGAGG GAAGAGGAAG GTAAAAGCGA
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Abb. 22 Vergleich der Sequenzen der beiden Transkripte und des Transgenkonstrukts.

Die DNA-Sequenzen des kleinen (kT) und des groBen Transkripts (gT) wurden mit der des injizierten
Transgenkonstrukts verglichen. Rote Buchstaben beschreiben das 3'Ende der goosecoid-Sequenz,
blaue das 5 Ende des Polyadenylierungssignal (bGH-pA) und schwarze die Vektorsequenz. Die
Umrandungen deuten Schnittstellen fur Restriktionsenzyme an. Unterschiede der Basenabfolge in der
kT-Sequenz im Vergleich zu den beiden anderen Sequenzen sind mit Kleinbuchstaben markiert. Beide
transgene goosecoid-Transkripte besaBen die komplette goosecoid-Sequenz und das
Polyadenylierungssignal des Rinderwachstumsfaktors.

Stop= Stopcodon.

2.7 Analyse von Wechselwirkungen mit anderen
embryonalen Markergenen in doppelt transgenen

Embryonen

2.7.1 Repression der endogenen Brachyury-Transkripte in doppelt

transgenen Embryonen

Die Repression von Brachyury mRNA Transkription durch das GOSSECOID Protein
in Maus ES-Zellen lieB vermuten, dass in doppelt transgenen Embryonen die
endogene Brachyury-Expression verandert sein konnte. Deshalb wurden doppelt
transgene Embryonen der Embryonalentwicklung E8.5 und E9.5 isoliert und mit einer
Brachyury-spezifischen Sonde in einer in situ Hybridisierung im Ganzpraparat
untersucht. Das Brachyury-Gen wird in der normalen Maus zu diesen Zeitpunkten im
gesamten Mesoderm des posterioren Primitvstreifens exprimiert (Herrmann et al.,
1990). Die Brachyury-Expression in den doppelt transgenen Embryonen war reduziert
(Abb. 23). Am Tag E9.5 konnte der Verlust der Brachyury-Transkription am
eindrucksvollsten beobachtet werden (Abb. 23C). Die zuvor in ES-Zellen beobachtete
Repression des Brachyury-Promotor-Reporterkonstrukts durch GOOSECOID konnte

also auch in vivo in goosecoid missexprimierenden Embryonen bestatigt werden.
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Abb. 23 Repression der endogenen Brachyury-Expression in doppelt transgenen Embryonen.
Nachweis der Brachyury-Expression in situ Hybridisierung im Ganzpraparat mit einer Brachyury-
spezifischen Sonde.

(A) Laterale Ansicht von Embryonen am Tag E8.5. Doppelt transgene Embryonen zeigten deutlich
verminderte endogene Brachyury-Expression im gesamten Primitivstreifen.

(B) Ventrale Ansicht zweier Embryonen aus (A).

(C) Doppelt transgener Embryo und Wildtyp-Embryo am Tag E9.5 in lateraler Sicht. Der doppelt
transgene Embryo zeigte eine deutliche Verminderung der endogenen Brachyury-Expression im
naszierenden Mesoderm der Schwanzknospe.

(D) Doppelt transgener Embryo und Wildtyp-Embryo am Tag E8.5 in lateraler Sicht. Der doppelt
transgene Embryo wies eine deutliche Verminderung der endogenen Brachyury-Expression im
naszierenden Mesoderm des Primitivstreifen auf.

PS= Primitivstreifen, Sk= Schwanzknospe.
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2.7.2 Erhohte Expression des Hnf-38-Gens in doppelt transgenen

Embryonen

Filosa et al., 1997, wiesen in ihrer Arbeit eine genetische Interaktion von goosecoid
und Hnf-33 (hepatic nuclear factor-3f) nach, die sich in Embryonen vom Genotyp
goosecoid "/Hnf-38 *", u. a. in einem stark verkleinerten Vorderhirn ausserte. Grund
hierfur war der Verlust der Hnf-3p-Transkription in Zellen des Chordamesoderms und
im ventralen Vorderhirn. GOOSECOID ist somit verantwortlich fur die endogene Hnf-

3p-Expression in anterioren Kopfstrukturen wahrend der Embryonalentwicklung.

Um diese Wechselwirkung in goosecoid missexprimierenden Embryonen zu
untersuchen, wurden doppelt transgene Embryonen der Entwicklungsstadien E8.5
und E9.5 isoliert und mit einer Hnf-3p-spezifischen Sonde in einer in situ
Hybridisierung im Ganzpraparat hybridisiert. In goosecoid missexprimierenden
Embryonen zeigte sich eine generelle erhdbhte Hnf-35-Expression im Bereich des
ventralen Vorderhirns, in den Zellen der Chorda und des Primitivstreifens (Abb.
24A+B).
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Abb. 24 Erhohte endogene Expression des Gens des Transkriptionsfaktors HNF-38 in doppelt
transgenen Embryonen.

Nachweis der Hnf-35-Expression in situ Hybridisierung im Ganzpraparat mit einer Hnf-3p-spezifischen
Sonde.

Die doppelt transgenen Embryonen wiesen eine generell erhdhte Hnf3-p-Expression in der ventralen
Grundplatte (Pfeil), in der Chorda (Pfeil) und im Primitivstreifen auf.

(A) Embryonen am Tag E8.5, laterale Ansicht.

(B) Embryonen am Tag E9.5, laterale Ansicht.

tg/cre= doppelt transgen; Wt= Wildtyp.

2.7.3 Die Fgf-8-Genexpression ist in goosecoid missexprimierenden

Embryonen erhoht

Neben HNF-3p, konnte auch fur FGF-8 (fibroblast growth factor-8) eine genetische
Interaktion mit GOOSECOID gezeigt werden. Der Wachstumsfaktor FGF-8 ist am
Tag 8.5 der Embryonalentwicklung der Maus in mesodermalen Zellen des
Primitivstreifens, im zukunfigen Vorderhirn und in Zellen an der Mittel-
/Hinterhirngrenze prasent (Crossley und Martin, 1995). Doppelt mutante Embryonen
(Genotyp goosecoid "/Hnf-38 *") wiesen am Tag E8.75 eine verminderte endogene
Fgf-8-Genexpression in der Vorderhirn-Region auf, d. h. GOOSECOID spielt eine -
direkte oder indirekte - Rolle bei der Regulierung der Transkription des Fgf-8-Gens
(Filosa et al., 1997).

Um goosecoid missexprimierenden Embryonen auf eine veranderte Fgf-8-Expression
zu untersuchen, wurde eine in situ Hybridisierung im Ganzpraparat mit einer
spezifischen Fgf-8-Sonde durchgefuhrt. In den Embryonen am Tag E8.5 wurde eine
generell verstarkte Fgf-8-Expression im ventralen Vorderhirn bzw. Diencephalon
(nicht gezeigt), in der Mittel-/Hinterhirngrenze und in mesodermalen
Primitivstreifenzellen nachgewiesen. Eine zusatzlich ektopische Fgf-8-Expression

konnte im Bereich des Hinterhirns detektiert werden (siehe Abb. 25).
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Abb. 25 Die Expression des Fgf-8-Gens ist in goosecoid missexprimierenden Embryonen

erhoht.

Nachweis der Fgf-8-Expression in situ Hybridisierung im Ganzpraparat mit einer Fgf-8-spezifischen
Sonde. Der doppelt transgene Embryo zeigte eine erhdhte Fgf-8-Genexpression im naszierendem
Mesoderm des Primitvstreifens und in der Mittel-/Hinterhirnregion (Pfeile). Die schwarze Umrandung
deutet auf eine ektopische Fgf-8-Genexpression im Bereich des Hinterhirns.

tg/cre= doppelt transgen; Wt= Wildtyp.

2.8 Generalisierte Uberexpression eines goosecoid-

Transgens in chimaren Embryonen

Zur Uberprufung der Spezifitat des beobachteten NTD-Phanotyps wurde ein
goosecoid-Uberexpressionsexperiment in transient chimaren Mausembryonen
durchgefuhrt.

Dieses Experiment basierte auf der Pluripotenz von ES-Zellen. Nach Injektion in
Blastozysten kdbnnen sich diese Zellen in den Embryo integrieren. Dieser chimare
Embryo besteht somit aus einer Mischung aus eingebrachten ES-Zellen und
Wirtszellen. Durch genetische Manipulation der ES-Zellen lassen sich wahrend der

Entwicklung neben zellautonomen Effekten auch Wechselwirkungen mit den
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Wirtszellen analysieren. Zur Unterscheidung von Wirtszellen und transgenen ES-
Zellen im Embryo dient eine Markierung der ES-Zellen, wie etwa die Transfektion
eines Markergens.

Zur Uberexpression von goosecoid in chimaren Embryonen wurden transgene ES-
Zellen mit einem goosecoid-Expressionskonstrukt transfiziert. Die zusatzliche
Anwesenheit einer LacZ-Markergenkassette, erlaubte das Detektieren der
transgenen Zellen nach einer Farbreaktion im Ganzpraparat. Dazu wurden in ES-
Zellen stabil ein goosecoid-Expressionsplasmid und ein LacZ-Markergenkonstrukt ko-
transfiziert. Die Sequenz des Ubiquitin-Promotors kontrollierte die Expression in
beiden Konstrukten. Dies sollte die ubiquitare Expression in den Chimaren
gewabhrleisten. ES-Zellklone konnte durch PCR-Analyse als transgen charakterisiert
werden (nicht gezeigt), d. h. beide Expressionsplasmide waren stabil in das Genom
intergriert. Durch Injektion dieser ES-Zellklone in Blastozysten wurden chimare
Embryonen hergestellt.

Chiméare Embryonen wurden am Tag E9.5 und E10.5 isoliert und auf phanotypische
Veranderungen analysiert. Von 27 untersuchten chimaren Embryonen wiesen 22
(81%) einen Defekt des Neuralrohrschluss auf. Die Missbildungen variierten von
kleineren Offnungen im Bereich des zukunftigen Vorder-, Mittel- und Hinterhirns bis
zum volligen Ausbleiben des Neuralrohrschluss im Bereich des zukunftigen
Vorderhirns (Exencephalie) (nicht gezeigt). Zusatzlich wurde in einigen Chiméaren
auch Spina bifida beobachtet (nicht gezeigt). Desweiteren konnten auch Embryonen
isoliert werden (2 von 12 untersuchten chimaren Embryonen), die entlang der
cephalo-caudalen Achse ab dem Bereich des zukunftigen Mittelhirns ein offenes
Neuralrohr aufwiesen. Dieser Neuralrohrschlussdefekt wird als Craniorachischisis
beschrieben. In Abb. 26 ist ein solcher missgebildeter Embryo nach einer LacZ-
Farbreaktion im Ganzpraparat dargestellt. Das craniale Neuralrohr im Bereich des
Vorderhirns war geschlossen, doch ab der Vorder-/Mittelhirngrenze (Pfeile in Abb.
26A+B) klafften die Neuralwulste auseinander. In histologischen Schnitten konnten
die blaugefarbten transgenen ES-Zellen sowohl im Neuroepithel der Neuralwulste als

auch in anderen Geweben detektiert werden (Abb. 26C+D).

65



Transgene und Wildtyp-Zellen waren im chimaren Embryo gleich verteilt und
besaBen somit keine Praferenz ein bestimmtes Gewebe zu besiedeln. In keinem
Falle zeigten chimare Kontroll-Embryonen, d. h. stabil das LacZ-Markergen

exprimierend, morphologische oder anatomische Auffalligkeiten (nicht gezeigt).
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Abb. 26 Neuralrohrverschlussdefekte nach genereller Uberexpression von goosecoid in
chimaren Embryonen.

Nachweis der (-Galaktosidaseaktivitat mit dem Substrat X-gal im Ganzpraparat eines chimaren
Embryo. Dieser Embryo am Tag E10.5 zeigte eine Missbildung des Neuralrohres.

(A+B) Die Schnittebenen von (C+D) sind markiert. Pfeile deuten Vorder-/Mittelhirngrenze an,
caudal dieser Region blieb das Neuralrohr unverschlossen (Craniorachischisis). (A) Dorsale
Ansicht. (B) Frontale Ansicht.

(C+D) Transversale Schnitte zeigen das unverschlossene Neuralrohr im Bereich des Mittel- bzw.
Hinterhirn. Blaufarbung der Zellen deutet auf p-Galaktosidaseaktivitat, d. h. dies sind die
eingebrachten transgenen ES-Zellen, die das LacZ-Markergen zusammen mit dem goosecoid-
Uberexpressionskonstrukt exprimierten. Nicht gefarbte Zellen stellen Wildtyp-Zellen dar.
Transgene und nicht transgene Zellen erschienen mehr oder weniger gleich verteilt im chimaren
Embryo.

AK= Anteriore Kardinalsvene; DA= Dorsale Aorta; H= Herz; Km= Kopfmesenchym; Ne=
Neuroektoderm; V= Vorderdarm; Vv= Vorderhirnventrikel.

Der Phanotyp in goosecoid uberexprimierenden Chimaren wies dieselben
Missbildungen des Neuralrohrs auf, wie sie auch in den doppelt transgenen
Embryonen beobachtet wurden. Zusatzlich zeigten chimare Embryonen

Craniorachischisis und eine deutlich erhdhte Penetranz des NTD-Phanotyps.
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3 Diskussion

Ausgangspunkt des Projekts war die Frage, wie der Primitivstreifen im Gastrula-
Mausembryo regionalisiert wird, d. h. wie regionenspezifischen Genprogramme
entstehen und funktionieren. Dazu wurde eine transgene Maus hergestellt, bei der der
Transkriptionsfaktor GOOSECOID anormal verteilt gebildet wird. Zusatzlich zu seiner
normalen Auspragung am Vorderende wurde er konditional im gesamten
Primitivstreifen unter Kontrolle des Brachyury-Promotors aktiviert. Erwartet wurden
gravierende Storungen der normalen Genprogramme, die sich durch eine veranderte
Expression von embryonalen Markergenen sowie phanotypisch durch

Fehlentwicklungen der Embryonen auBern sollten.

Insbesondere wurden fruhe phanotypische Defekte in diesen Embryonen erwartet als
Resultat zellautonomer Veranderungen der Zellschicksale, eines veranderten
Zellwanderungsverhaltens und veranderter Induktionsereignisse wahrend der

Gastrulation.

Uberraschenderweise fuhrte die goosecoid-Missexpression in diesen Embryonen zu
morphologischen und anatomischen Auffalligkeiten, die nicht diesen Erwartungen
entsprachen. Die veranderte molekulare Situation durch die Missexpression des
goosecoid-Gens im Primitivstreifen wahrend des fruhen Gastrulationsprozesses
fuhrte erst in spateren Entwicklungsstadien (E9.5 und E10.5) zu einem
phanotypischen Effekt (siehe Abb. 19). Betroffen war das craniale Neuralrohr, das
sich nicht vollstandig verschloss. In einigen Fallen konnte zusatzlich Spina bifida
beobachtet werden. Diese unerwarteten und komplexen phanotypischen Effekte sind
trotzdem sehr interessant. Da die Missexpression konditional erfolgte, kbnnen die in
dieser Arbeit erzeugten transgenen Tiere fur eine tiefgehende genetische Analyse
des Neuralrohrverschlusses herangezogen werden. Daruberhinaus verspricht die

weitergehende molekulare Analyse der Gastrulationsvorgange Aufschlusse uber
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Musterbildungs- und Zellwanderungsprozesse im Gastrula-Embryo, die in normalen

Embryonen nicht direkt analysiert werden kbnnen.

Die molekulare Analyse fuhrte zu ersten Hinweisen auf die veranderte Situation in
den doppelt transgenen Embryonen nach Aktivierung von goosecoid im
Primitivstreifenmesoderm. Diese experimentellen Untersuchungen wurden allerdings
erschwert durch die limitierte Anzahl der doppelt transgenen Tiere. Beide Mauslinien,
d. h. goosecoid-transgene und Cre-transgene Tiere trugen zunachst nur heterozygot
das Transgen. Erst im Laufe der Arbeit waren durch entsprechende Zucht
homozygote Tiere in ausreichender Anzahl vorhanden, so dass alle Embryonen aus

Verpaarungen beider Linien beide Transgene aufwiesen.

3.1 Expressionsmuster des endogenen und transgenen

goosecoid-Gens

Die Analyse der p-Galaktosidaseaktivitat in transgenen Embryonen vor der
Aktivierung von goosecoid durch die CRE-Rekombinase bestéatigte das erwartete
Expressionsmuster des Transgens im gesamten Primitivstreifenmesoderm (siehe
Abb. 18). Allerdings lieB sich keine p-Galaktosidaseaktivitat zu Beginn der
Primitivstreifenbildung in den Stadien E6.5-7.0 detektieren, obgleich das endogene
Brachyury-Gen zu diesen Zeitpunkten exprimiert wird (Herrmann, 1992). In 7.5 Tage
alten Embryonen konnte die Expression des Transgens zum ersten Mal detektiert
werden. Das Brachyury-Promotorelement in dem Transgenkonstrukt ist demnach erst
zu diesem Entwicklungsstadium in den Mausen aktiv. Diese Beobachtung wurde von
einer anderen Arbeitsgruppe bestatigt (persdnliche Mitteilung von Dr. Gail Martin, San

Fransisco).
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Die starke p-Galaktosidaseaktivitat am Tag E8.5 im posterioren Primitivstreifen lie
die Annahme zu, dass das transgene goosecoid nach seiner Aktivierung ebenfalls
dort zu lokalisieren sein sollte. Trotz zahlreicher Versuche lieB sich keine ektopische
goosecoid-Expression im posterioren Primitivstreifenmesoderm der doppelt
transgenen Embryonen am Tag E8.5 nachweisen. Auch die Analyse fruherer und
spaterer Entwicklungsstadien fuhrte zu keiner erfolgreichen Detektion von goosecoid
MmRBNA Transkripten im posterioren Mesoderm. Unter Umstanden liegen die
transgenen mRNA Transkripte, aufgrund der Autorepression des Transgens,
unterhalb der Detektionsgrenze einer in situ Hybridisierung im Ganzpraparat. Eine
Wiederholung dieser Experimente mit einer radioaktiv markierter Sonde kdonnte den
Nachweis der ektopischen goosecoid-Expression in der posterioren Region des

Primitivstreifens erbringen.

Die Beobachtung der Reduktion der endogenen Brachyury-Expression im
Primitivstreifenmesoderm in den doppelt transgenen Embryonen laBt allerdings den
Schluss zu, dass auch eine moderate ektopische goosecoid-Expression zur
nachhaltigen Repression von Brachyury fuhrt (sieche Abb. 23). Eine andere
Erklarungsmoglichkeit ware, dass die goosecoid missexprimierenden posterioren
mesodermalen Zellen ein verandertes Zellwanderungsverhalten besitzen, und wie die
endogen goosecoid exprimierende Zellen nach anterior wanderten. Ein Verfolgen des
transgenen GOOSECOID-Proteins in den missexprimierdenden Embryonen wird
erschwert, da trotz groBer Anstrengungen bisher kein spezifischer Antikorper zur
Verfugung steht. Daher wurde anfangs versucht, das Transgenkonstrukt so zu
modifizieren, dass es am aminoterminalen Ende von goosecoid mit einer
sechsfachen Myc-tag-Sequenz fusioniert wurde. Das Myc-goosecoid Fusionsprodukt
wurde nach der Klonierung auf seine Fahigkeit zur Ausbildung von Sekundarachsen
in Xenopus-Embryonen uberpruft. Da dieses Konstrukt dazu nicht in der Lage war,
wurde dieser Ansatz aufgegeben. Von einer anderen Arbeitsgruppe wurde berichtet,
das eine solche Modifikation des GOOSECOID-Proteins sogar zu einem

antimorphischen GOOSECOID-Protein fuhrte, welches in Missexpressions-
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experimenten im fruhen Frosch-Embryo Gastrulationsbewegungen inhibierte und in

Defekten der Korperachse resultierte (Ferreiro et al., 1998).

Die Unterscheidung zwischen endogenem und transgenem goosecoid auf der Ebene
des Transkripts sollte im Prinzip dennoch moglich sein durch in situ Hybridisierung
mit einer 3" nicht-translatierten Sequenz von goosecoid (endogenes Transkript) bzw.
des Polyadenylierungsignals (bGH-pA) (transgenes Transkript). Nach Etablierung der
Technik einer Doppel-in situ Hybridsierung konnte eine Unterscheidung moglich sein.
Die geringe Expressionsmenge des transgenen goosecoid in den bislang
durchgefuhrten in situ Hybridisierungs-Experimenten laBt vermuten, dass ein solches

Experiment mit nicht radioaktiv markierten Sonden stets schwierig sein wird.

Ein experimenteller Ansatz, direkt das veranderte Zellwanderungsverhalten der
goosecoid missexprimierden Zellen zu beobachten ware eine Migrationsstudie.
Hierzu kdonnten Primitvstreifenexplantate aus doppelt transgenen und Wildtyp
Embryonen in vitro auf Fibronektin bzw. Laminin beschichteten Gewebekulturschalen
kultiviert werden und auf Unterschiede ihres Zellwanderungsverhalten untersucht

werden.

In 8.5 Tage alten doppelt transgenen Embryonen konnte eine verstarkte goosecoid
Expression in der Kopfregion nachgewiesen werden (siehe Abb. 18). In
histologischen Schnitten konnte diese goosecoid Expression im Neuroepithel des
zukunftigen Diencephalon und der buccopharyngealen Membran des Vorderdarms
lokalisiert werden (Siehe Abb. 18). Dies entspricht den Expressionsorten des
endogenen goosecoid-Gens (Belo et al., 1998). Zusatzlich zur verstarkten Expression
im ventralen Neuroepithel des zukunftigen Zwischenhirns konnte in der bislang
durchgefuhrten vorlaufigen Analyse eine ventro-laterale ektopische goosecoid

Expressionsdomane gezeigt werden.
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In der normalen Embryonalentwicklung wandern mesentodermalen Zellen aus dem
Primitivknoten in cranialer Richtung und bilden die Chordaanlage. Einige dieser
Zellen, die goosecoid exprimieren, wandern noch weiter nach anterior und formieren
sich zum mesodermalen Anteil der Prachordalplatte. Dies laBt die Annahme zu, dass
die goosecoid missexprimiernden Zellen im posterioren Primitivstreifen ihr
Zellwanderungsverhalten veranderten, und statt den Primitivstreifen in posteriorer
bzw. lateraler Richtung zu verlassen, nach anterior wanderten. Daraus konnte die
Bildung einer verbreiterten Prachordalplatte in den doppelt transgenen Embryonen
resultieren, was einen zellautonomen Effekt der goosecoid missexprimierden Zellen

darstellte.

Die Verbreiterung der prachordalen Platte konnte in den bislang nur vorlaufigen
experimentellen Untersuchungen in den doppelt transgenen Embryonen nicht
nachgewiesen werden. Eine genaue Analyse mit embryonalen Markergenen und
histologische Studien dieser Region verschiedener Entwicklungsstadien E8.0-9.0
konnten eine tatsachliche Verbreiterung der Prachordalplatte bestatigen. Als
molekulare embryonale Markergene fur den rostralen Anteil der Prachordalplatte, die
direkt dem zukunfigen Vorderhirn unterliegt, waren sonic hedgehog (kodiert fur das
Signalmolekul SONIC HEDGEHOG), Hnf-3f und goosecoid selbst zu nennen. Der
restliche Anteil des cranialen axialen Mesentoderms (=Prachordalplatte) unterliegt
dem zukunftigen Mittelhirn. Die exprimierten Gene der Transkriptionsfaktoren LIM1

und OTX2 kdnnten hier als embryonale Markergene dienen.

Eine anderer experimenteller Ansatz, eine Verbreiterung der Prachordalplatte in den
doppelt transgenen Embryonen nachzuweisen, waren rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahmen. Die Zellen, die den mesodermalen Anteil der
Prachordalplatte bilden, unterscheiden sich morphologisch in ihrer Zellform und durch
den Besitz eines zentralen Ciliums von ihren benachbarten entodermalen Zellen
(Sulik et al., 1994).
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Die generell verstarkte goosecoid-Expression im ventralen Neuroepithel des
zukunftigen Diencephalons und insbesondere die beobachtete ektopische
ventrolaterale goosecoid-Expression lasst auf einen nicht-zellautonomen Effekt
schliessen. Die mesentodermalen Zellen der Prachordalplatte beinflussen das
daruberliegende neurale Gewebe. Dieses Gewebe stellt die ventrale Seite des
Neuralrohrs dar. Der Bereich der Prachordalplatte unterlegt somit die ventralen Seite
des anterioren Neuralrohrs, aus dem sich das zukunftige Vorder- und Mittelhirn
entwickeln wird. Die Prachordalplatte 16st hier Induktionsereignisse aus, und ist fur
die korrekte Musterbildung der zukunftigen Gehirnstruktur verantwortlich. Die
Prachordalplatte, eine Struktur, die sich vom Organisator bzw. Primitivknoten ableitet,
ubt ihre Funktion durch die Abgabe von Signalstoffen aus die in horizontaler und in
vertikaler Richtung auf benachbarten Zellen wirken kdbnnen. Dies konnte in
Experimenten an Xenopus und Huhnchen-Embryonen gezeigt werden (Sharpe und
Gurdon, 1990; Storey et al., 1992; Ruiz i Altaba et al., 1993; Storey et al., 1995;
Lumsden und Krumlauf, 1996). Neuere Erkenntnisse aus Studien in fruhen Maus-
Embryonen schlagen ein zweites Signalzentrum vor, das anteriore viszerale
Entoderm, das zusatzlich zu den vom Primitivknoten abgeleiteten Strukturen dem
Neuralrohr eine anteriore Identitat verleihen soll (Thomas et al., 1996; Bielinska et al.,
1999; Shawlot et al., 1999; Tam et al., 1999; Kimura et al., 2000; Knoetgen et al.,
2000; Kinder et al., 2001; Perea-Gomez et al., 2001).

In der Zebrafischmutante cyclops, die zum Verlust der ventralen anterioren
Hirnstrukturen fuhrte, ist die goosecoid-Expression in den mesentodermalen Zellen
reduziert und im daruberliegenden Neuroektoderm aufgehoben (Thisse et al., 1994).
Diese Beobachtung fuhrte zu der Hypothese, dass die Expression von goosecoid in
der Prachordalplatte durch ein vertikales Induktionsereignis zur Expression von
goosecoid im daruberliegenen Neuroektoderm fuhrt (Thisse et al., 1994). Die
vermutete Verbreiterung der Prachordalplatte, und damit eine breitere goosecoid

Expressionsdomane in den doppelt transgenen Embryonen konnte somit die
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beobachtete generell verstarkte und ektopische goosecoid-Expression im

daruberliegenden Neuroepithel erklaren.

Im Huhnchen-Embryo konnte in Transplantationsexperimenten gezeigt werden, dass
goosecoid exprimierende Zellen die ektopische Expression von goosecoid in
benachbarten Wirtszellen induzierten (lzpisua-Belmonte et al., 1993). Die ektopische
goosecoid-Expression in dorsolateralen Neuroepithel konnte eine Konsequenz der
verstarkten goosecoid-Expression im benachtbarten ventralen Neuroektoderm sein.

Eine mogliche Auto-Induktion der goosecoid-Expression im Neuroepithel sollte nicht-
zellautonomer Art sein. Dazu kbnnte GOOSECOID zu einer direkten, oder durch
seine Repressorfunktion zu einer indirekten Aktivierung von Signalmolekulen fuhren.
Diese Signalfaktoren wirden von den mesentodermalen Zellen der Prachordalplatte
bzw. der ventralen Neuroepithelzellen sezeniert und interagierten mit Rezeptoren der
benachtbarten Zellen des Neuroektoderms. Dies fuhrte zu einer intrazellularen
Signaltransduktion in diesen Zellen, was die Aktivierung der endogenen goosecoid-

Expression in diesen Zellen bewirkte.

Organisatorspezifische Signalmolekule wie CHORDIN, NOGGIN und FOLLISTAIN,
die GOOSECOID induzieren kdbnnen (Klingensmith et al., 1999; Bachiller et al.,
2000), sind im anterioren Mesentoderm bzw. im anterioren Neuroepithel nicht
exprimiert. Doch ein anderes sezeniertes Signalmolekul, das SONIC HEDGEHOG-
Protein kbnnte hier eine Rolle spielen. Eine Aktivierung von SONIC HEDGEHOG
durch GOOSECOID, vermutlich Uber eine synergistische Interaktion mit HNF-3p,
konnte im Mausembryo gezeigt werden (Filosa et al., 1997). Eine
Expressionsanalyse von sonic hedgehog in doppelt transgenen Embryonen konnte
einen weiteren Beweis der Interaktion zwischen GOOSECOID und sonic hedgehog

im mesentodermalen bzw. neuroektodermalen Zellen liefern.

Einen Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen der goosecoid-Expression in der

Prachordalplatte bzw. im daruberliegenden Neuroektoderm mit einer Funktion bei der
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Morphogenese des Neuroektoderms lieferte die Analyse der goosecoid knock-out
Mutation in der Maus. Diese Tiere zeigten eine abnormale Entwicklung des
Chondrokraniums. Die Knochen Ethmoid und Praespenoid, die die Mittellinie der
Schadelbasis bilden, waren zu einer einzelnen Struktur verschmolzen (Belo et al.,
1998). Unterhalb dieser Region liegen wahrend der embryonalen Entwicklung die
mesodermalen Zellen der Prachordalplatte (Kuratani et al., 1997). Die
Missexpression von goosecoid konnte ebenfalls zu einer Veranderung im
Chondrokranium der doppelt transgenen Embryonen fuhren, was in einer

anatomischen Analyse dieser Embryonen zu Uberprufen ware.

3.1.1 Doppelt transgene Embryonen exprimierten zwei transgene

goosecoid Transkripte

Der Nachweis von zwei transgenen goosecoid Transkripten in doppelt transgenen
Embryonen war unerwartet (siehe Abb. 21). Eine Sequenzanalyse ergab, dass beide
die vollstandige goosecoid DNA-Sequenz enthielten (siehe Abb. 22). Lediglich in der
Basenabfolge zwischen der goosecoid- Sequenz und dem Polyadenylierungssignal
wich die Sequenz des kleinen Transkript von der Sequenz des Transgenkonstrukts
ab. Diese intermediare Sequenz stellt die Vektorsequenz des zur Klonierung des
Transgenkonstrukts verwendeten Plasmids dar. Zusatzlich fehlten die ersten acht
Basenpaare der Polyadenylierungskassette im kleinen Transkript. Diese
Abweichungen beeinflussten die korrekte Polyadenylierung des kleinen Transkripts
nicht, da auch dieses Transkript in polyadenylierter RNA nachgewiesen werden
konnte. Die Ergebnisse der Sequenzanalyse beider Transkripte lassen den Schluss

zu, dass beide zur Translation funktioneller GOOSECOID Proteine fuhren.
Auf genomischer Ebene, in den doppelt transgenen Embryonen und in mesodermal
differenzierten transgenen ES-Zellen, konnte die korrekte Lange der

Transgensequenz nachgewiesen werden. Diese Befunde legen den Schluss nahe,
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dass es sich bei der Existenz des zweiten transgenen goosecoid Transkripts in den
doppelt transgenen Embryonen um das Produkt einer post-transkriptionellen
Modifikation der mRNA handelt.

Wichtig fur die Interpretation der doppelt transgenen Embryonen ist, dass es keine

Korrelation zu einem der beiden Transkripte und dem Auftreten des NTD-Phanotyps

gab.

3.2 Einfluss der Expression des goosecoid-Transgens auf
andere embryonale Regulationsgene

3.2.1 Repression der endogenen Brachyury Transkription

Eine Interaktion von Brachyury und GOOSECOID in Xenopus wurde 1997 von zwei
Arbeitsgruppen gezeigt (Artinger et al., 1997; Latinkic et al., 1997). Das GOOSECOID
Protein agiert vermutlich als Repressor der Brachyury Transkription. Die publizierten
Daten legten eine direkte Bindung des Transkriptionsfaktors GOOSECOID an zwei
putative Homoobox-Bindestellen in der Brachyury-Promotorsequenz nahe. Beide
Gene werden bei der Primitivstreifenbildung wahrend der Gastrulation zunachst in
den prasumptiven mesodermalen Zellen gemeinsam exprimiert. Im spateren
Gastrula-Embryo trennen sich die Expressionsdoméanen beider Gene. Brachyury
Transkripte sind in der Randzone, d. h im ventralen und lateralen Mesoderm
lokalisiert, wohingegen goosecoid ausschliesslich im dorsalen Mesoderm, der
zukunftigen Prachordalplatte, exprimiert wird. Im Frosch wird Uber diesen
Mechanismus die Expression von Brachyury im prachordalen Mesoderm durch
GOOSECOID reprimiert (Artinger et al., 1997; Latinkic et al., 1997).

In embryonalen Stammzellen der Maus konnte die im Frosch berichtete Repression

der Brachyury-Transkription durch GOOSECOID bestatigt werden. Die vergleichende
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Promotorsequenzanalyse zwischen Maus und Frosch ergab, dass die publizierten
putativen GOOSECOID Bindestellen im Brachyury-Promotor der Maus nicht
konserviert sind (Boucher et al., 2000). Durch eine experimentelle Promotoranalyse in
ES-Zellen konnte allerdings ein zwischen Maus und Xenopus konserviertes
Promotorelement mit der Repression der Brachyury Transkription durch
GOOSECOID auch im Maussystem in Verbindung gebracht werden. Dieses Element
stellt eine Konsensus-Bindestelle (5°-ATTA-3") fur Proteine mit einer DNA-Bindestelle
des paired-Typs in ihrer Hombdoboxdomane, wie z.B. GOOSECOID, dar (Boucher et
al., 2000). Das Luziferase-Reportergen Experiment (Abb. 10) in mesodermal
differenzierten ES-Zellen zeigte, dass GOOSECOID seine Repressorfunktion uber
dieses Element im Brachyury-Promotors ausubt. Eine Mutation des Elements fuhrte
zum Verlust der Repression der Luziferaseaktivitat. Durch mesodermale
Differenzierung der ES-Zellen wird neben der Brachyury- auch die goosecoid-
Expression induziert. Die beobachtete zweieinhalbfache Aktivierung des mutierten
Brachyury-Promotors im Reportergenkonstrukt konnte daher mit dem Verlust der

Repression durch das endogene GOOSECOID in den Zellen erklart werden.

Die Analyse der endogenen Brachyury-Expression in doppelt transgenen Embryonen
bestatigte goosecoid in seiner Rolle als Repressor von Brachyury in vivo. In 8.5 und
9.5 Tage alten Embryonen lieB sich eine Reduktion der endogenen Brachyury-
Expression im gesamten Primitivstreifenmesoderm beobachten (siehe Abb. 23).
Dieser partielle Verlust der Brachyury-Expression fuhrte in den doppelt transgenen
Embryonen allerdings zu keinem Gastrulationsphanotyp. Die endogene Brachyury-
Expression in der Chorda blieb wie erwartet unverandert, da das Transgen durch das
verwendete Brachyury-Promotorelement nur im Primitivstreifen zur Auspragung

kommen konnte.
Die Deletion des Brachyury-Gens in der Brachyury-Mutation fuhrt in der
heterozygoten Situation durch Haplo-Insuffizienz zu einem verkurztem Schwanz der

Tiere. Sind beide Genkopien ausgeschaltet, so resultiert dies in einen letalen
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Phanotyp am Tag E10, verursacht durch das Ausbleiben der Allantoisbildung. Diese
Embryonen weisen einen Verlust ihrer Chorda und samtlicher posteriorer Rumpf- und
Schwanzstrukturen auf. Die Chordaanlage wird zunachst angelegt, aber die
Differenzierung zur Chorda bleibt aus (Herrmann und Kispert, 1994). Diese
Beobachtung fuhrte zu der Annahme, dass das Brachyury-Gen Produkt fur die
korrekte Mesodermbildung wahrend der Organogenese verantwortlich ist, jedoch fur
die fruhe Mesodermentstehung keine essentielle Funktion besitzt. Die fruhe
Embryogenese verlauft auch ohne Brachyury-Expression normal und fuhrt zu keiner
Veranderung der Gastrulation (Herrmann, 1992). Dieser Befund kdnnte erklaren,
weshalb die verminderte Brachyury Expression im Primitivstreifenmesoderm der

doppelt transgenen Embryonen zu keinem gestorten Gastrulationsphanotyp fuhrte.

Die Beobachtung, dass homozygote Brachyury Mause in seltenen Fallen einen
verzogerten Neuralrohrverschluss aufwiesen, erdffnete die Moglichkeit, dass die
Ursache des spat veranderten Phanotyp der doppelt transgenen Tieren auf einer
reduzierten Brachyury Transkription beruhte (Wilson et al., 1995). Da diese Effekte
jedoch auf die Brachyury Funktion in der Chorda zuruckzufuhren sind (Beddington et
al., 1992), und die Chordabildung in den doppelt transgenen Tieren unbeeinflusst
war, scheint ein solcher Wirkmechanismus unbegrundet zu sein.

Desweiteren wird in der Literatur ein Zusammenhang zwischen einem genetischen
Polymorphismus des menschlichen Brachyury Locus (TIVS7-2) und Missbildungen
des caudalen Neuralrohrs (Spina bifida) diskutiert. Eine statistische Untersuchung in
europaischen Familien deutete darauf hin, dass ein Kind, dessen Eltern heterozygot
das TIVS7-2 trugen, ein erhbdhtes Risiko aufwiesen, Spina bifida zu entwickeln.
Allerdings sind weitere Analysen mit einer gréBeren Anzahl von Familien mit NTD-
Fallen ndtig, um einen signifikanten Zusammenhang zwischen Brachyury-Gen und
Spina bifida zu beweisen (Morrison et al., 1996; Shields et al., 2000). Die
Sequenzanalyse des TIVS7-2-Allels deckte eine Punktmutation in der nicht

kodierenden Basensequenz auf. Der molekulare Mechanismus dieser Mutation,

79



insbesondere die Frage, ob sich daraus ein Funktionsverlust des Brachyury-Gens

ableiten lasst, der zu neuralen Missbildungen fuhren kann, ist bislang nicht geklart.
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Abb. 27 Starke Missexpression des goosecoid Transgens unter der Kontrolle des mutierten
Brachyury-Promotors im Primitivstreifen.

(A) Wildtyp-Embryo: Endogene goosecoid-Expression im anterioren Primitivstreifen unterliegt einer
Autorepression (dunkelrot). Endogene Brachyury-Expression im gesamten Primitivstreifen (gelb).

(B) Transgener Embryo: Moderate transgene goosecoid-Expression im Primitivstreifen (hellrot).
Transgenes goosecoid-Gen reprimiert transgenen Brachyury- und endogenen Brachyury-Promotor.
Endogene goosecoid-Expression im anterioren Primitivstreifen unterliegt einer Autorepression
(dunkelrot).

(C) Transgener Embryo: Starke Missexpression des transgenen goosecoid-Gens im Primitivstreifen
(dunkelrot). Mutierter transgener Brachyury-Promotor unterliegt nicht einer Autorepression durch das
transgene goosecoid-Gen. Endogene goosecoid- und Brachyury-Expression werden weiterhin durch
goosecoid reprimiert.

Wichtig im Kontext mit der vorliegenden Arbeit war, dass in der Maus wie im Frosch
die Repression des Brachyury-Gens durch das GOOSECOID Protein beobachtet
wurde. In der doppelt transgenen Situation kommt es zu einer Autorepression, da das
transgene goosecoid seine transgene Expression Uber den transgenen Brachyury-
Promotor reprimiert. Das Transgen sollte deshalb nur in einer moderaten
Missexpression zu seiner Auspragung kommen (Abb. 27B). Interessant wird daher
die Herstellung einer zweiten transgenen Mauslinie sein, in der das
Transgenkonstrukt eine Mutation der putativen goosecoid Bindestelle im Brachyury-
Promotorelement tragt. Dies sollte den Autorepressionsmechanismus unterbinden
und zu einer starken ektopischen goosecoid-Expression im gesamten Primitivstreifen
fuhren (Abb. 27C).

3.2.2 Verstarkung der endogenen Hnf-36 -Expression

Eine genetische Interaktion von GOOSECOID und einem anderen
Transkriptionsfaktor, HNF-3 (Hepatic Nuclear Factor-34), konnte in Experimenten
mit doppelt mutanten Mausen bewiesen werden (Filosa et al., 1998). Beide Gene
sind wahrend der embryonalen Entwicklung gemeinsam exprimiert. Mause in denen
beide goosecoid Allele und ein Hnf-3p Allel (Genotyp: goosecoid "/Hnf-38 *") fehlten

zeigten einen anderen Phanotyp als die Deletions-Mutationen der einzelnen Gene.

81



Die Analyse von 8.5 Tage alten doppel mutanten Embryonen wiesen Veranderungen
in der Region des Vorderhirns auf. Diese Missbildung korrelierte mit dem Verlust der
Expression von embryonalen Markergenen des cranialen Neuralrohres. goosecoid
und HNF-3p interagieren somit synergistisch und spielen dabei eine Rolle bei der
korrekten Musterbildung des Neuralrohres wahrend der normalen Entwicklung des
Embryos (Filosa et al., 1998).

Daraufhin wurde das Expressionsmuster von Hnf-33 in goosecoid
missexprimierenden Embryonen untersucht. Tatsachlich fanden sich erste Hinweise
auf eine veranderte Hnf-3p-Expression, die sich durch eine generelle Erhdhung der
MRNA Transkripte in den endogenen Expressionsorten auszeichnete (siehe Abb.
24). Die Aktivierung der Hnf-335-Expression im Kopfbereich konnte auf eine
zellautonome Wirkung der goosecoid-Uberexpression im prachordalen Mesoderm
zuruckzufuhren sein. Beide Gene werden wahrend der normalen Entwicklung hier
gemeinsam exprimiert (Filosa et al.,, 1998). Die erhbhte Anzahl an goosecoid
exprimierenden Zellen in einer verbreiterten Prachordalplatte konnte durch eine
indirekte Aktivierung der Hnf-33-Transkription in diesen Zellen die beobachtete
Erhdhung der Hnf-3p-Expression in der anterioren Region der Embryonen erklaren.
Eine Wiederholung dieser in situ Hybridisierungs-Experimente und eine
anschliessende genaue histologische Analyse der Prachordalplatte in doppelt
transgenen Embryonen konnte diese Annahme bestatigen. Die zusatzlich
beobachtete Verstarkung der Hnf-3p-Expression in der Chorda kbnnte damit erklart
werden, dass Vorlauferzellen des Chordamesoderms durch die goosecoid
Missexpression im Primitivstreifen bzw. Primitivknoten zu diesem Zeitpunkt einer
erhohten Menge GOOSECOID Proteinen ausgesetzt waren. Eine daraus
resultierende Aktivierung der Hnf-33-Transkription in diesen Zellen kbnnte auch zu

spateren Entwicklungsstadien in den Zellen der Chorda zu detektieren sein.
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3.2.3 Verstarkung der endogenen Fgf-8 -Expression

GOOSECOID und HNF-3p regulieren in synergistischer Interaktion im prachordalen
Mesoderm u. a. die Expression von Signalmolekulen wie SONIC HEDGEHOG und
FGF-8 (Filosa et al., 1998). Diese sezenierten Proteine sind fur die korrekte
Musterbildung im daruberliegenden ventralen Vorderhirn verantwortlich. Eine erste
Analyse der Fgf-8-Expression in goosecoid missexprimierenden Embryonen am Tag
E8.5 zeigte eine generelle Verstarkung der endogenen Expression im Primitivstreifen
und im zukunftigen Vorder- und Mittelhirn (siehe Abb. 25). Zusatzlich konnte eine
ektopische Fgf-8-Expression in der Region der Mittel-/Hinterhirngrenze detektiert
werden. Die erhdhte Fgf-8 Expression im Primitivstreifenmesoderm konnte durch die
Missexpression von goosecoid in diesen Zellen verursacht sein. Die erhohte und
ektopische Fgf-8-Expression in den zukunftigen Hirnstrukturen deutet auf einen
indirekten Einfluss der goosecoid Missexpression in den doppelt transgenen
Embryonen hin. Der verbreiterte Fgf-8-Expressionsdomane im Bereich der Mittel-
/Hinterhirngrenze konnte eine morpohologische Verbreiterung dieser Struktur zu
Grunde liegen. Weitere histologischen und molekulare Analysen sind notig, um eine
moglicherweise veranderte Musterbildung und die daraus resultierenden
morphologischen Veranderungen im anterioren zentralen Nervensystem der

goosecoid missexprimierenden Embryonen zu untersuchen.

3.2.4 Weitere embryonale Markergene fur die Analyse der veranderten

Musterbildung im anterioren ZNS

Zur experimentellen Untersuchung einer veranderten Musterbildung im anterioren
ZNS der goosecoid missexprimierenden Embryonen bietet sich eine
Expressionsanalyse von embryonalen Markergenen an. Fur das Vorderhirn ware hier
insbesondere das Gen Nkx2.1 zu nennen, das wahrend der normalen Entwicklung im

ventralen Diencephalon exprimiert wird. Interessanterweise wird seine Transkription
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durch Signale des Prachordalplattenmesoderms reguliert (Shimamura et al., 1995;
Kimura et al., 1996; Dale et al., 1997; Pera und Kessel, 1997; Shimamura und
Rubenstein, 1997; Qui et al., 1998). Die Untersuchung der Expressionsmuster der
Gene Six3 und Hesx1, welche spezifisch im Vorderhirnbereich exprimiert werden,
bietet sich hier ebenfalls an (Oliver et al., 1995; Martinez-Barbera et al., 2000).
Aufschluss fur eine veranderte Musterbildung im Bereich des Mittel- bzw. Hinterhirns
kbnnte die Analyse weiterer Gene geben. Das Hombdoboxgen Engrailed-1 (En-1) und
das Gen des Wachstumsfaktors WNT1 werden spezifisch im Mittelhirn exprimiert
(Davis und Joyner, 1988; Parr et al.,, 1993). Als Markergen fur die Mittel-
/Hinterhirngrenze bietet sich das Homboboxgen Engrailed-2 an (Joyner, 1996),
wohingegen die Expression der Hoxb-Gene von Hoxb-1 bisHoxb-4 , fur die Regionen
des Hinterhirns charakteristisch sind (Maconochie et al., 1997; Studer et al., 1998;
Gaufo et al., 2000; Kwan et al., 2001).

Die bislang durchgefuhrten molekularen Analysen lieferten erste Hinweise auf
Veranderungen des endogenen Expressionsmusters im Primitivstreifenmesoderm der
goosecoid missexprimierenden Embryonen. Weitere ausfuhrliche Untersuchungen
sind jedoch nbdtig um die veranderte Musterbildung des Primitivstreifens,
insbesondere eine Veranderung der Regionalisierung, zu bestatigen. Gene, die
wahrend der normalen Entwicklung bereits ein spezifisches regionalisiertes
Expressionsmuster aufweisen, sind fur eine Analyse von embryonalen Markergenen
in den doppelt transgenen Embryonen besonders gut geeignet. Die posteriore
Expression des Gens fur des Wachstumsfaktors BMP-4 oder die anteriore
Lokalisation der Genprodukte der sezenierten Signalmolekule NOGGIN, CHORDIN
und FOLLISTATIN sowie die Transkriptionsfaktoren LIM-1 und OTX2 weisen diese
Gene als geeignete Kandidaten fur eine weitergehende Analyse aus (Bellusci et al.,
1996; Klingensmith et al., 1999; Bachiller et al., 2000; De Groot et al., 2000; Barnes
et al., 1994; Simeone und Acampora, 2001).
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3.3. Phanotypische Veranderungen durch die goosecoid

Missexpression

Die Missexpression von goosecoid im gesamten Primitivstreifen wahrend der
Gastrulation fuhrte in den Embryonen zu einer erst in spateren Entwicklungsstadien
(E9.5 und 10.5) sichtbaren phanotypischen Veranderung. Die Embryonen wiesen
eine Fehlbildung des Neuralrohrverschlusses (neural tube closure defect, NTD) auf
(siehe Abb. 19). In der Region der zukunftigen Hirnstrukturen wie Vorder- und
Mittelhirn dieser doppelt transgenen Embryonen schloss sich das Neuralrohr
unvollstandig (Exencephalie). In einigen Fallen wurden zusatzliche
Neuralrohrverschlussdefekte im posterioren Bereich festgestellt (Spina bifida). Diese
phanotypischen Auffalligkeiten konnten nicht in allen untersuchten doppelt
transgenen Embryonen beobachtet werden. Die Haufigkeit, mit der der NTD-
Phanotyp zu beobachten war, betrug 22%. Es standen daher relativ wenige
phanotypisch veranderte Embryonen zur Analyse zur Verfugung. Da phantotypische
Auswirkungen der goosecoid Missexpression in fruhen Entwicklungsstadien erwartet
wurden, begann die morphologische und anatomische Untersuchung der Embryonen
zunachst in Gastrulations- und fruhen Neurulastadien (E 7.5 und E8.5). Wie sich
herausstellte konnten jedoch erst am Tag E9.5 und E10.5 Defekte des
Neuralrohrverschlusses beobachtet werden. Dieser Befund, verbunden mit der
geringen Anzahl der phanotypisch auffalligen Embryonen, erschwerte die
Untersuchung. Daher sollte die bislang durchgefuhrte Analyse der doppelt
transgenen Embryonen als vorlaufig angesehen werden, der sich weitere
Untersuchungen auf morphologischer, anatomischer, histologischer und molekularer

Ebene anschliessen miussen.

85



3.3.1 Entstehung und Verschluss des Neuralrohres

Zur Diskussion des NTD-Phanotyps soll hier zunachst kurz der Neuralrohrverschluss
im Verlauf der Normalentwicklung dargestellt werden. Der Prozess der
Neuralrohrentstehung in der Maus (E8.0-10.0) gliedert sich in zwei Phasen, die
primare und die sekundare Neurulation (Schoenwolf, 1984; Schoenwolf und Smith,
1990).

Wahrend der primaren Neurulation entsteht das Neuralrohr aus der Neuralplatte. Die
Neuralplatte wird durch das darunterliegenden Chorda- und
Prachordalplattenmesoderm im Ektoderm induziert. Die Ektodermzellen formieren
sich zu einem mehrreihigen Epithel, dem Neuralepithel. Dieser epitheliale Zellverband
richtet sich zur Neuralrinne auf, wobei die Mittellinie der Neuralplatte mit dem
darunterliegenden Chorda- und Prachordalplattenmesoderm verankert bleibt (median
hinge point). Durch konvergente Extensionsbewegungen der Neuralepithelzellen
ensteht eine in die Lange gezogene V-formige Struktur, deren mediane Seite cranial
mit dem prachordalen Mesoderm und caudal mit der Chorda in Verbindung steht. Im
weiteren Verlauf schiebt sich das benachbarte Ektoderm, die zukunftigen
.epidermalen® Zellen auf beiden Seiten Uber die Neuralrinne und bilden die
sogenannten Neuralwulste. Die laterale Randzone des Neuroepithels zu beiden
Seiten der Neuralrinne kommt mit der epidermalen Epithelschicht in Kontakt. Diese
Kontaktstellen werden als ‘dorsal lateral hinge pointss (DLHP) bezeichnet. Die
Neuralwlste bewegen sich aufeinander zu. Dies wird bewirkt durch eine Kontraktion
der intrazellularen Aktin-Myosin-Filamenten, die sich zwischen den apikalen
Desmosomen der DLHP-Neuroepithelzellen aufspannen. Die Neuralrinne nimmt
dadurch eine U-formige Gestalt an. Treffen die Neuralwulste in der dorsalen
Mittellinie zusammen, so verschmelzen sie miteinander. Somit schliesst sich die
Neuralrinne und das Neuralrohr wird gebildet. Dabei l6sen sich die epidermalen
Zellen beider Neuralwulste von ihren benachbarten Neuroepithelzellen ab,

verschmelzen in der dorsalen Mittelinie miteinander und bilden als geschlossene
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Epithelschicht die dorsale Epidermis des Embryos. Die neuroepithelialen Zellen
fusionieren ebenfalls und bilden dabei die Deckplatte des Neuralrohrs (Smith und
Schoenwolf, 1991; Alvarez und Schoenwolf, 1992, Gilbert, 2000).

Entlang der anterioren-posterioren Achse der Neuralrinne unterliegt der Ablauf der
der Verschmelzung der Neuralwulste regionalen Unterschieden. So verschmelzen im
Gegensatz zum restlichen Anteil der Neuralrinne, im Bereich des prospektiven Mes-
und Diencephalon zuerst die Neuralepithelzellen und danach die epidermalen Zellen

miteinander (Smith und Schoenwolf, 1991).

Im Epithel der Neuralwulste sind auch die Vorlaufer der Neuralleistenzellen lokalisiert.
Diese Zellen wandern nach Schluss des Neuralrohrs als Neuralleistenzellen aus dem
Neuroepithel aus. Sie sind die Stammzellen fur die Pigmentzellen des Korpers, die
Spinalganglien, das vegetative Nervensystem, die Schwann-Zellen und Knorpelzellen
des Kopfes (Drews, 1993; Gilbert, 2000).

Der Schluss des Neuralrohrs beginnt cranial und folgt wie die Somitenbildung der
Wanderung des Primitivknotens nach caudal. Uber der auswachsenden Kopfanlage
ist die Neuralplatte jedoch so breit, dass der Neuralrohrverschluss relativ zum Rumpf
verzogert ist. Daher schliesst sich das Neuralrohr zuerst im mittleren Bereich des
Embryos, was etwa der spateren Grenze von Hirnstamm und Ruckenmark entspricht.
Der Schluss des Neuralrohrs schreitet von dort nach cranial fort. Die vordere Offnung
des Neuralrohrs wird als Neuroporus anterior und die hintere als Neuroporus

posterior bezeichnet (Hinrichsen, 1993).

Die Phase der sekundaren Neurulation setzt ein, wenn sich der Primitivknoten zur
Schwanz- oder Endknospe umgewandelt hat, aus der die Chorda und die Somiten
sowie die Neuralrinne direkt hervorgehen. Nach dem Schluss des Neuroporus

posterior entsteht der Rest des Neuralrohrs direkt als fertiges Rohr aus dem Blastem
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der Schwanzknospe. Am Tag E9.0 ist der Neuralrohrverschluss in der Kopfregion und

am Tag E10.0 im Schwanzbereich abgeschlossen (Smith und Schoenwolf, 1991).

In der Maus existieren vier unabhanige Regionen entlang der cranio-caudalen Achse,
in denen die Aufrichtung der Neuralrinne und der Schluss des Neuralrohrs jeweils de
novo initiert wird. In Abb. 28 sind diese Bereiche im Maus-Embryo schematisch
dargestellt. Die Regionen der Aufrichtung der Neuralrinne werden als Zonen A-D
bezeichnet. Die Stellen, an denen die Neuralwllste miteinander verschmelzen,
werden als Initiationspunkte 1-4 bezeichnet. Die Verschmelzung der Neuralwulste
schreitet von Initiationspunkt 1 und 2 in bi-direktionaler Richtung und von Punkt 1
ausgehend in caudaler Richtung fort. Dadurch entsteht wahrend der primaren
Neurulation ein geschlossenes Neuralrohr bis zur posterioren Neuropore (Harris und
Juriloff, 1999).

Abb. 28 Regionen der Aufrichtung der Neuralrinne und Initiationspunkte des
Neuralrohrverschlusses wahrend der Neurulation in der Maus (modifiziert nach Harris und
Juriloff, 1999).

(A) De novo Initiationspunkte (1-4) des Neuralrohrverschlusses entlang der anterior-posterioren
Korperachse wahrend der Embryonalentwicklung EB8.0-9.0. Pfeile deuten die Richtung der
fortschreitenden Aufrichtung an.
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(B) Vier unabhangige Regionen (A-B) der Aufrichtung der Neuralrinne Kbrperachse wahrend der
Entwicklungsstadien E8.0-9.0.(PNP= Posteriore Neuropore).

(C) Relative Position der Regionen A-B im 14 Tage alten Embryo. (ex= Exencephalie; sb= Spina
bifida)

3.3.2 Fehlentwicklung des Neuralrohrverschlusses

Bei der beschriebenen Komplexitat des Neuralrohrverschlusses verwundert es nicht,
das dieser Vorgang wahrend der Embryogenese besonders storanfallig ist. Alle
Defekte fuhren zu schwerwiegenden embryonalen Missbildungen, die in den meisten
Fallen letal sind (Schoenwolf und Smith, 1990).

Man unterscheidet Defekte des Neuralrohrverschlusses (neural tube defect; NTD)
bezuglich der Position, an dem sich das Neuralrohr nicht vollstandig schliesst. Der
unvollstandige Schluss der posterioren Neuropore wird als Spina bifida bezeichnet.
Exencephalie bzw. Anencephalie beim Menschen beschreibt den unvollstandigen
Schluss des cranialen Neuralrohrs. Das vollstandige Ausbleiben des Schluss des
Neuralrohrs entlang der Korperachse wird Craniorachischisis genannt (Gilbert et al.,
2000; Juriloff und Harris, 2000)

Fehlentwicklungen wahrend der Neurulation sind eine relativ haufige Erscheinung
beim Menschen. In 1000 Geburten kommt es zu einem Neuralrohrverschlussdefekt
(Juriloff und Harris, 2000; Northrup und Volcik, 2000). Das Phanomen dieser
Missbildungen unterliegt einem komplexen Zusammenspiel von genetischen und
umweltbedingten Faktoren. So sind verschiedene Gene identifiziert worden, die eine
Rolle bei der Bildung des Neuralrohrs in Saugetieren eine Rolle spielen u.a. Pax3,
sonic hedgehog und openbrain (opb) (Epstein et al., 1991; Echelard et al., 1993;
Gunther et al.,, 1994). Auch ein Einfluss der Ernahrung der Mutter, wobei hier
Cholesterin und Folsaure zu nennen ware, konnten in Zusammenhang der
Neuralrohrentstehung des Embryo gebracht werden. So wird vermutet, dass durch

eine ausreichene Menge an aufgenommenem Folsaure wahrend der
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Schwangerschaft das Risiko von NTD des Kindes um 70% minimiert werden konnte
(Werler et al., 1999).

3.3.3 Neuralrohrdefekte in verschiedenen Mausmutanten

Die Analyse des NTD-Phanomens in verschiedenen Mausmutanten erlaubt Einblicke
in die Mechanismen dieser Missbildung des Neuralrohrs. Zahlreiche spontan
auftretende Mausmutanten und ungefahr 50 Einzel-Gen-Mutationen sind mittelerweile
identifiziert worden, die zu einem NTD-Phanotypen in der Maus fuhren kbnnen. In
fast allen Fallen wird von einer variablen Auspragung und einer unvollstandigen
Penetranz des NTD-Phanotyps berichtet (Harris und Juriloff, 1999; Juriloff und Harris,
2000). Desweitern liessen sich Exencephalie und Spina bifida einem fehlerhaften
Prozess der Neuralrinnenbildung zuordnen, die wahrscheinlich nicht bei der

eigentlichen Verschmelzung der Neuralwulste entstehen (Harris und Juriloff, 1999).

Uberraschenderweise resultierte die gezielte Ausschaltung von Genen, die spezifisch
im Neuralplattenepithel wahrend der Embryonalentwicklung exprimiert werden, wie
z.B. Otx1 und Emx2 in keiner Veranderung der Neurulation (Shimamura et al., 1995;
Cecchi et al., 1999). Dagegen fuhrte die Ausschaltung von Genen, denen eine
Funktion in der Onkogenese, Signaltransduktion oder in physiologische Funktionen
im adulten Organismus zugeordnet wurde, zu einem NTD-Phanotypen (Juriloff und
Harris, 2000).

Im den folgenden Abschnitten werden die wichtigsten Mausmutanten vorgestellt und
diskutiert.

Die spontan aufgetretene Mutation Splotch (Sp) fuhrt zu Exencephalie und Spina
bifida in 50-100% der Tiere. (Auerbach et al., 1954; Kapron-Bras und Trasler, 1985;

Moase und Trasler, 1987). In diesen Mutanten konnte zum ersten Mal ein kausaler
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Zusammenhang zwischen NTD und dem Folat-Metabolismus nachgewiesen werden.
Zum Zeitpunkt des Neuralrohrverschlusses ist die Pyrimidin-Biosynthese in diesen
Mausen gestort, was auf einen Mangel an Folatmolekulen zuruckzufuhren ist. Ein
Ausgleich durch die zusatzliche Gabe an Thymidin oder Folsaure kann das Risiko der
Missbildung des Neuralrohrs in diesen Tieren um ca. 40% minimieren (Fleming und
Copp, 1998). Weder sind bislang die Ursachen des Folat-Mangels bekannt, noch
konnte der molekularen Mechanismus, der in diesen Tieren zu NTD fuhrt, aufgeklart
werden. Andere Beobachtungen deuten auf einen Zusammenhang zwischen einem
veranderten Zellwanderungverhalten der Neuralleistenzellen und NTD. Die
Wanderung der Neuralleistenzellen aus dem Neuroepithel der Neuralwulste im
Rumpfbereich ist in der Splotch Mutante inhibiert (Serbedzija und McMahon, 1997).
Dies kdonnte im Zusammenhang mit den beobachteten Veranderungen der
Basalmembran des Neuroepithels stehen. So sind die Gene der Proteoglycan-
Molekule wie z.B. Versican im Neuroepithel sowie im axialen Mesoderm der Splotch
Mutanten Uberexprimiert. Versican verhindert die Migration von Neuralleistenzellen
(Trasler und Morriss-Kay, 1991; Henderson et al., 1997). Zusatzlich deuten Hinweise
auf eine veranderte Zelladhasion des cranialen Neuroepithels, auf ein verandertes
Glykosylierungsmuster des Adhasionsmolekul NCAM (neural cell adhesion molecule)
und den Verlust der typischen dicht gepackte ,epitheliale” Morphologie der neuralen
Zellen (Moase und Trasler, 1991; Neale und Trasler; 1994; Bennett et al; 1998).

Die Splotch Mutation konnte auf eine Deletion des Pax3-Gens zuruckgefuhrt werden.
PAX3 ist ein Transkriptionsfaktor und gehort zur selben Klasse der Homboboxgene
wie goosecoid (Epstein et al., 1991). Einige Zielgene von Pax-3 sind bekannt. U. a.
wird der Transkriptionsfaktor MSX2 von PAX-3 reguliert. So fuhrt der Verlust der Pax-
3 Genexpression in der Splotch Mutante zur Uberexpression des Msx2 Gens. Der
Transkriptionsfaktor MSX2 wird wahrend der normalen Entwicklung im dorsalen
Neuralrohr exprimiert und Uberexpression dieses Gens fuhrte in transgenen Mausen

zu einem Exencephalie Phanotyp (Wang et al., 1996; Winograd et al., 1997).
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Die Mausmutante Splotch ist ein Paradebeispiel fur die Komplexitat der Analyse der
molekularen Mechanismen, die zu einer Missbildung des Neuralrohrs fuhren konnen.
Es gibt weder Hinweise auf eine Verbindung zwischen der Funktion des Pax-3-Gens
und der Pyrimidin-Biosynthese, noch lasst sich ein Zusammenhang zwischen einer

Inhibition dieser Biosynthese und der Missbildungen des Neuralrohrs erklaren.

Eine abnormale Entwicklung des Kopfmesenchyms im Bereich des Vorderhirns fuhrte
in der Deletionsmutante des Cart1- und des twist-Gens zum Verlust von
mesenchymalen Zellen im Vorderhirnbereich. Dadurch wird wahrscheinlich die
Neuralrinnenaufrichtung im Bereich des zukunftigen Mittelhirns verhindert, was zu
Exencephalie (65-100% bzw. 100%) fuhrt (Zhao et al., 1996; Chen und Behringer,
1995).

Die spontan aufgetretene Mausmutante Curly tail (Ct) zeigt ein verlangsamtes
Zellwachstum des der Neuralplatte ventral benachtbarten Gewebes im Bereich des
Neuroporus posterior, was zu Exencephalie in 1-5% bzw. Spina bifida in 15-20% der
Tiere fuhrt (Embury et al, 1979). Ein Zusammenhang zwischen dem verlangsamten
Zellwachstum und dem Retinsaure-Rezepor  (RARf), konnte experimentell
nachgewiesen werden. Die Expression des RARfB-Gens ist in der Ct Mutante
reduziert. Die Verabreichung von Retinsaure an schwangere Mause resultierte in
einer Hochregulierung de RARp-Transkription und reduzierte den Spina bifida-

Phanotyp um die Halfte in diesen Embryonen (Embury et al, 1979).

In der knock-out Mutation des Laminin o 5-Gens ist die Basalmembran des
Neuroepithels verandert, was zum partiellen Verlust der Neuralrinnenaufrichtung
fuhrte. Sechzig Prozent dieser Embryonen zeigten Exencephalie im Bereich des
Mittelhirns (Miner et al., 1998).

Die Deletion des Gens des Transkriptionfaktors TCFA2a (AP2) fuhrte in Embryonen

zu abnormalem Zelltod im cranialen Neuroepithelium und resultierte in Exencephalie
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und Spina bifida in allen Fallen. Die Expressionsdomane des Gens des neuralen
Adhasionsmolekul NCAM ist in diesen Embryonen verbreitert, und nicht wie in der
normalen Entwicklung ausschliesslich im Epithel der Neuralwulste exprimiert (Schorle
et al., 1996; Zhang et al., 1996).

Die Bedeutung der intrazellularer Kommunikation wahrend der Neuralrohrentstehung
lieB sich in transgenen Mausen zeigen. Der Verlust oder die Uberexpression des
Gens eines Gap Junction Proteins, dem Connexin Cx43 im gesamten dorsalen
Neuralrohr und in Neuralleistenzellen resultierte in Exencephalie (10-25%) (Ewart et
al.,, 1997; Lo et al., 1997).

Die Nullmutation des Gens p53, das fur einen Transkriptionsfaktor mit
Tumorsupressor-Funktion kodiert und der ausserdem eine wichtige Rolle beim
programmierten Zelltod (Apoptose) spielt, fuhrte nur in homozygoten weiblichen
Tieren zu Exencephalie (10-30%) (Armstrong et al., 1995; Sah et al., 1995). Weder
die Rolle des Transkriptionsfaktors wahrend der Embryonalentwicklung noch die

Ursache dieses geschlechtsspezifischen NTD-Phanotyps sind bislang erforscht.

Transgene Mause, in denen das Gen fur das organisatorspezifische Signalmolekul
NOGGIN deletiert wurde, zeigten eine gestorte Neuralrohrentwicklung im zukunftigen
Mittelhirnbereich, was zu Exencephalie in nahezu aller Falle und in einigen Fallen
auch zu Spina bifida fuhrte. Die Rolle des BMP-4 Antagonisten NOGGIN ist es, die
dorsale Seite der Neuralwulste vor BMP-Signalen abzuschirmen. Der Verlust dieser
antagonistischen Interaktion fuhrte in diesen Tieren zu einer vorzeitigen Expression
des Msx1 Gens im dorsalen Neuralrohr am Tag E10.5. Die Expression des Gens des
Transkriptionsfaktors MSX1 wird durch BMP4 Signale reguliert (McMahon et al.,
1998; Smith et al., 1999).

In der spontan aufgetretenen Loop tail (Lp) Mutante, deren Zielgen noch nicht

identifiziert ist, zeigten alle Embryonen in der homozygoten Situation
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Craniorachischisis. Die Neuralrinnenbildung ist entlang der cranio-caudalen Achse ab
dem Bereich des prospektiven Mittelhirns inhibiert, wohingegen der Bereich des
zukunftigen Vorder- und Mittelhirns ein geschlossenens Neuralrohr aufweist. Am Tag
8.5 zeigen diese Embryonen eine Verbreiterung der ventralen Seite der Neuralplatte
und der Chorda im Bereich des ersten Initiationspunkts bzw. caudal zu diesem
Bereich entlang der Mittellinie (Wilson und Wyatt, 1992; Gerrelli und Copp, 1997;
Greene et al., 1998). Zusatzlich konnte eine erhbhte Transkription der Gene der
sezenierten Signalproteine SONIC HEDGEHOG und NETRINT in der Grundplatte
und eine Brachyury-Uberexpression in der Chorda detektiert werden. Es wird
vermutet, dass die Verbreiterung der Grundplatte und der Chorda das
Zusammentreffen der Neuralwulste in der Mittellinie mechanisch inhibiert (Greene et
al., 1998). Eine Uberexpression des sonic hedgehog-Gens fuhrte ebenfalls zu

Exencephalie in (50%) dieser transgenen Mausen (Echelard et al., 1993).

3.34 Neuralrohrdefekt in goosecoid missexprimierenden Embryonen

Der in den goosecoid missexprimierenden Embryonen beobachtete NTD Phanotyp,
lasst auf eine fehlerhafte Neuralrinnenaufrichtung in der Zone A, B und D schlieBen
(siehe hierzu Abb. 28). In der Literatur werden ausschlieBlich Mausmutanten
beschrieben die entweder NTD-Missbildungen in der Zone B, D, B+D, C+D oder A+B
zeigen (Harris und Juriloff, 1999; Fleming und Copp, 2000; Juriloff und Harris, 2000).
Keine der publizierten NTD-Missbildungen schlossen die Kombination von
Exencephalie und Spina bifida in der Region A,B und D ein. Der in den doppelt
transgenen Embryonen beobachtete NTD-Phanotyp stellt also eine noch nicht

bekannte Variation der NTD-Missbildung dar.
Der Mechanismus der Neuralrohrentstehung unterliegt regionalen Unterschieden
entlang der cephalo-caudalen Achse, wie verschiedene Iniationsstellen und

Unterschiede im Ablauf der Verschmelzung der Neuralwulste. Es wird diskutiert, dass
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diese regionalen Unterschiede mit den beobachten NTD-Missbildungen in den
Mausmutanten in Verbindung gebracht werden kdonnen. Die in den goosecoid
missexprimierenden Embryonen gefundene neue Kombination der NTD-Missbildung
laBt die Anahme zu, dass der Schluss des Neuralrohres in den Zonen A,B und D

einem bislang nicht vermuteten gemeinsamen Mechanismus unterliegt.

3.3.5 Haufigkeit des NTD-Phanotyps in goosecoid missexprimierenden

Embryonen

Die goosecoid missexprimierenden Embryonen zeigten einen NTD-Phanotyp mit
unvollstandigem Auftreten (ca. 20%). Es lieBen sich keine Missbildungen in den
bislang untersuchten Embryonen spaterer Entwicklungsstadien beobachten.
Ausserdem werden auch lebende Tiere geboren. Eine Erklarung hierfur konnte in der
nur moderaten Aktivitat des Transgens liegen. Die Menge an transgenem
GOOSECOID- Protein kbonnte u. U. nicht ausreichend sein, um den NTD-Phanotyp in
allen Fallen auszulosen. Diese Anahme wird unterstutzt durch die Analyse der
chimaren Embryonen, die eine hohe goosecoid Uberexpression aufwiesen und
dementsprechend ein deutlich haufigeres Auftreten des NTD-Phanotys (81%)
zeigten. Eine transgene Mauslinie, die eine Mutation der putativen GOOSECOID
Bindestelle im Brachyury-Promotor des Transgens tragt, sollte demnach auch zu

einer hdheren Frequenz des NTD-Phanotyps fuhren.

Bei dem Mausstamm SELH/Bc, der eine Missbildung des cranialen Neuralrohrs
(Exencephalie) aufweist, wurde interessanterweise ein Kompensationsmechanismus
beobachtet. Charakteristisch in allen SEHL/Bc Embryonen ist eine verzogerte
Neuralrinnenaufrichtung im Mittelhirnbereich und das Nichtvorhandensein des
zweiten Initiationspunkts. Nur 20% dieser Embryonen zeigen einen Verlust der
Neuralrinnenbildung im Mittelhirnbereich, der in Exencephalie resultiert. In 80% der

Falle jedoch kann der Schluss des Neuralrohres in diesem Bereich durch eine
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fortschreitende Neuralrinnenaufrichtung, die am dritten Initiationspunkt beginnt,
kompensiert werden. Die meisten dieser Embryonen entwickeln sich zu normalen
adulten Individuen. (Macdonald et al., 1989; Tom et al., 1991; Hall et al., 1997).) Ein
gleichgearteter kompensatorischer Mechanismus kdonnte in den goosecoid
missexprimierenden Tieren wirken und somit zum unvollstandigen Auftreten des
NTD-Phanotyps fuhren. Mit Hilfe rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der
doppelt transgenen Embryonen verschiedener Entwicklungsstadien kdonnte der
Prozess des Neuralrohrverschlusses verfolgt und somit ein kompensatorisch

wirkender Mechanismus untersucht werden.

Aber auch ein Einfluss des genetischen Hintergrunds der transgenen Mause auf die
Haufigkeit der Neuralrohrdefekte muss in Betracht gezogen werden. Mausstamme,
die in experimentellen Tierversuchen analysiert werden, stammen alle aus
Inzuchtkreuzungen. Damit sind alle Tiere eines Stammes mehr oder weniger
genetisch identisch. Diese Einschrankung im genetischen Pool zeigt sich zum
Beispiel in der Mausstamm-abhangigen NTD Sensitivitat gegenuber teratogenen
Faktoren wie Retin- oder Valproinsaure, Hyperthermia und Hypoglykaemia (Finnell et
al., 1988; Naruse et al., 1988; Finnel et al., 1986).

Die Analyse verschiedener Inzucht-Mausstamme fuhrte zur Annahme, dass der
zweite Inititiationspunkt des Neuralrohrverschlusses in der Maus einem
Polymorphismus unterliegt. Die Position dieses Punkts korreliert in den meisten
Mausstammen (z.B. C57BI/6J) mit der zukunftigen Vorder-/Mittelhirngrenze des
Embryos. In einigen Fallen, wie im DBA/2-Stamm, ist dieser zweiten Verschlusspunkt
in caudaler Richtung und damit in die Nahe des Initiationspunkt 4 verschoben. Der
Mausstamm NZW (New Zealand White) zeichnet sich durch eine Verschiebung des
zweiten Punkts in rostraler Richtung aus. Ein Verlust der zweiten de novo Initiation
des Neuralrohrverschlusses ist fur den oben beschrieben SEHL/Bc-Stamm
charakteristisch (Juriloff et al., 1991). Experimentelle Untersuchungen wiesen eine
Korrelation zwischen der Position des zweiten Initiationpunktes und dem Risiko der

Mause, einen cranialen Neuralrohrdefekt zu entwicklen, auf. Je weiter rostral dieser

96



Verschlusspunkt positioniert ist, desto hoher scheint das Risiko einer Missbildung des
cranialen Neuralrohrs zu sein (Fleming und Copp, 2000). Das Einkreuzen der
Splotch-Mutante in den genetischen Hintergrund des DBA/2-Stamm, d. h. eine
Verschiebung des zweiten Verschlusspunkts nach caudal, resultierte in einer
veringerten Frequenz des auftretenden cranialen NTD-Phanotyps in den
Nachkommen. Wurden die Splotch-Mause jedoch mit dem NZW-Mausstamm
gekreuzt, so glich das Risiko der Tiere, einen Neuralrohrverschlussdefekt (80%) zu
entwicklen, dem der Splotch-Mutanten vor der Einkreuzung. Die caudale Position des
zweiten Versschlusspunkts ist in der Mutante und im NZW Mausstamm identisch
(Fleming und Copp, 2000).

Solche Polymorphismen konnten durch sogenannte modifier-Gene bewirkt werden,
die eine phanotypische Auspragung positiv oder negativ beeinflussen kbnnen. So
wurde im Zusammenhang mit modifier-Genen in einer Reihe von Mausmutanten von
einen variablen Auftreten des NTD-Phanotyps berichtet. Die Mausmutante Open
brain (Opb), in der die betroffene Genfunktion nicht bekannt nicht, zeigte
Exencephalie (80-100%) und Spina bifida (2%). Die Haufigkeit der auftretenden
Missbildungen des Neuralrohrs variiert, je nachdem in welchen Mausstamm diese
Mutante eingekreuzt wird. Die Einkreuzung in einen Albino-Mausstamm (NMRI)
resultierte in einer vollstandigen Penetranz des Phanotyps, wohingegen das
Einkreuzen in den Mausstamm C57BI/6J zu einer veringerten Frequenz des NTD-
Phanotyps fuhrte (Gunther et al., 1994). In den p53- und Cart-1- Mutanten sowie den
Mausmutanten Splotch, Axial defect und Curly tail sind ahnliche Beobachtungen
beschrieben worden (Armstrong et al., 1995; Zhao et al., 1996; Moase und Trasler,
1992; Essien et al., 1990; Letts et al., 1995). In der Curly tail (Ct) Mutation, konnte die
Position des Ct-Gens, dessen Funktion noch unbekannt ist, einem bestimmten
Chromosomenabschnitt (Chromosom 4) zugeordnet werden. Das Einkreuzen dieser
Mausmutante in verschiedene Mausstamme fuhrte zu einer Abnahme der Haufigkeit
des NTD-Phanotyps. Tatsachlich konnte die Existenz eines Genlocus nachgewiesen

werden, der die Wirkung des Ct-Locus modifiziert, dem sogenannten mcti-Locus
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(curly tail modifier). Das Einkreuzen der Ct-Mutanten in einen weiteren Mausstamm,
in der der mcti-locus vermutlich nicht existiert, fuhrte erwartungsgemass zu einem
haufigerem Auftreten der Missbildungen des Neuralrohres in den Tieren (Letts et al.,
1995).

Tatsachlich kbnnte die beobachtete geringe Haufigkeit des NTD-Phanotyps in den
goosecoid missexprimierenden Embryonen im Zusammenhang ihres gemischten
genetischen Hintergrunds, stehen. Die zwei transgenen Mauslinien (goosecoid und
Cre) haben einen gemischten genetischen Hintergrund, der sich aus den
Mausstammen C57BI/6J und 129/0OLA zusammensetzt. Die Ruckkreuzung in die
reinen Inzucht-Mausstamme konnte einen Einfluss auf die Haufigkeit mit der der
Phanotyps in den doppelt transgenen Embryonen auftritt, haben. Eine Einkreuzung
anderer Mausstamme konnte Hinweise auf potentiell vorhandene modifier-Gene
geben. Da die Untersuchungen der goosecoid missexprimierdenen Embryonen durch
die geringe Frequenz des NTD-Phanotyps erschwert wurde, konnte die Einkreuzung
in den NZW-Stamm die Anzahl phanotypisch veranderter Embryonen erhbhen und
damit zukunfige Analysen erleichtern.

Das Einkreuzen von Mausmutanten in die transgene goosecoid Mauslinie konnte
Hinweise auf genetische Interaktionen zwischen GOOSECOID und Genen wahrend
der Embryonalentwicklung der Maus liefern, wie dies in den doppelt mutanten Tieren
des Genotyps goosecoid "/Hnf-38 * gezeigt werden konnte (Filosa et al.,1998).
Interessant ware auch ein Einkreuzen in die goosecoid knock-out Mause. Der Verlust
des endogenen goosecoid-Gens konnte u. U. zu einer Abschwachung des NTD-
Phanotyps fuhren. Umgekehrt kbnnte die goosecoid Missexpression wahrend der
Gastrulation die phanotypischen Auswirkungen der Genverlustmutation aufheben.
Desweiteren wurde das Einkreuzen von Mausmutanten mit einem NTD-Phanotyp
Ruckschlusse auf die Entstehung der Neuralrohrdefekte in den goosecoid
missexprimierenden Embryonen erlauben. Falls in der Loop tail Mutante und in den
goosecoid missexprimierenden Embryonen ein ahnlicher Mechanismus zu NTD fuhrt,

sollte ein Verpaaren der transgenen Mauslinie mit der Mausmutante zu einer
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Verstarkung des NTD-Phanotyps fuhren. Unterschiedliche Mechanismen sollten in

der doppel-heterozygoten Situation Abschwachung bewirken.

3.3.6 Spezifitat des NTD-Phanotyps in goosecoid missexprimierenden

Embryonen

Die zufallige Integration des Transgens in das Genom der Maus birgt das Risiko, die
Funktion eines endogenen Gens negativ oder positiv zu beeinflussen. Zum Verlust
der Genfunktion kann es kommen, wenn die Integration des Transgens entweder in
der kodierenden Sequenz oder in regulatorische Promotor-Regionen erfolgt.
Andererseits kbnnten die regulatorischen Elemente des Transgens einen Einfluss auf
die Transkription benachbarter endogener Gene ausuben, was zu einer Uber-
und/oder Missexpression dieser Gene fuhrt. Solch ein Funktionsverlust bzw. -gewinn
von Genen durch die Integration des Transgens konnte somit einen unspezifischen
veranderten Phanotyp hervorufen. In den transgenen Embryonen konnte jedoch vor
der Aktivierung des goosecoid Transgens durch CRE-vermittelte Rekombination in
keinem Fall eine Missbildung des Neuralrohrs beobachtet werden. Dieser Befund
deutet daraufhin, dass der auftretende Neuralrohrdefekt in den doppelt transgenen

Embryonen ein spezifischer Effekt der goosecoid Missexpression darstellt.

Gestutzt wird diese These durch die Analyse der chimaren Embryonen. Chimare
Embryonen, die goosecoid Uuberexprimierende transgene ES-Zellen enthielten,
wiesen einen den doppelt transgenen Embryonen vergleichbaren Phanotyp auf.
Missbildungen des Neuralrohrs wie Exencephalie und Spina bifida konnten somit in
beiden Experimenten, der gezielten Missexpression von goosecoid im
Primitvstreifenmesoderm und der ungezielten Uberexpression von goosecoid in
chimaren Embryonen beobachtet werden.

In einigen Fallen fuhrte die goosecoid Uberexpression in Chiméaren zu

Craniorachischisis, einem vollstandig offenen Neuralrohr von der Mittelhirnregion bis
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zum caudalen Ende, einer Missbildung, die auch in der Loop tail Mutante beobacht
wurde (Wilson und Wyatt, 1992).

Die Integration der transgenen Zellen in den Embryo geschieht zufallig. Sie
differenzieren sich zu Derivaten aller drei Keimblatter. So konnten in den Chimaren
mesodermale Zellpopulationen aus den transgenen ES-Zellen entstanden sein, die
sich durch eine goosecoid Uberexpression auszeichen. Die Prachordalplatte wurde
sich aus endogen goosecoid exprimierenden Zellen und goosecoid
uberexprimierenden Zellen zusammensetzen. Zusatzlich kbnnten mesodermale
Zellen aufgrund ihrer ektopischen goosecoid-Expression ein verandertes
Wanderungsverhalten zeigen und durch ihre Migration in anteriore Richtung zu einer
verbreiterten Prachordalplatte fuhren. Diese Veranderungen in der Prachordalplatte
wurden eine Verbreiterung der Grundplatte in Bereich des zukunftigen Vorder- und
Mittelhirns verursachen, was die Fusion der Neuralwulste in dieser Region
mechanisch inhibieren konnte und somit Exencephalie verursachen. Eine verbreiterte
caudale Neuralplatte lieBe sich vermutlich mit der goosecoid Uberexpression von
transgenen ES-Zellen im posterioren Mitteliniemesoderms, dem Chordamesoderm,
erkaren. goosecoid ist endogen hier nicht exprimiert, doch kdnnte die ektopische
goosecoid-Expression auch hier in der uber der Chorda liegenden Neuralplatte zu
Veranderungen fuhren, die schliesslich in Neuralrohrverschlussdefekten resultieren
(Spina bifida und Craniorachischisis). Eine genaue Analyse von embryonalen
Markergenen und histologische Studien des Mittelliniemesoderm sowie der
daruberliegenden Neuralplattenregion sollten eine tatsachliche Verbreiterung dieser

Strukturen bestatigen.

Zusammenfassend konnten die Experimente mit chimaren Embryonen bestatigen,
dass die in doppelt transgenen Embryonen auftretenden Neuralrohrdefekte spezifisch
der goosecoid Missexpression zu zuschreiben sind. Ausserdem wurde dieser
Phanotyp mit einer wesentlich hoheren Frequenz beobachtet (ca. 81%), was

vermutlich auf die starkere Expression von goosecoid in den transgene ES-Zellen
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zuruckzufuhren ist. In diesem Licht erscheint die oben diskutierte Moglichkeit, eine
weitere Mauslinie zu etablieren, die der negativen Ruckkopplungsschleife nicht

unterliegt, besonders attraktiv.

3.3.7 goosecoid Missexpression und Neuralrohrdefekte:

ein Modell

Abschliessend mochte ich ein Modell vorschlagen, das die Neural-
rohrverschlussdefekte mit der normalen und transgenen goosecoid Funktion in

Einklang zu bringen versucht.

Wahrend der Gastrulation wandern die Zellen am anterioren Ende des
Primitivstreifens Uber die Chordaanlage ins prachordale Mesoderm. Missexpression
im posterioren Primitivstreifenmesoderm der doppelt transgenen Embryonen fuhrt zu
einer Veranderung des Zellwanderungsverhalten. Zellen, die normalerweise den
Primitivstreifen posterior oder lateral verlassen, wandern jetzt, wie die endogen
goosecoid exprimierenden Zellen, in anteriore Richtung, was zu einer Verbreiterung
der Prachordalplatte fuhrt (Abb. 29A+C). Die Zellen der Prachordalplatte induzieren
im Wildtyp-Embryo im darUberliegenden ventralen Neuroektoderm des Zwischenhirns
die Expression von goosecoid. In doppelt transgenen Embryonen resultiert eine
verbreiterte Prachordalplatte in einer ventro-lateral expandierten goosecoid
Expression im Diencephalon. Diese ektopische GOOSECOID Aktivitat interferiert in
einem weiteren Schritt mit dem Schluss des Neuralrohrs. Die Verbreiterung der
prachordalen goosecoid-Expressionsdomane konnte variabel ausgepragt sein, so
dass nicht in allen Fallen Exencephalie resultiert. Die in seltenen Fallen beobachtete
Spina bifida wird u. U. von goosecoid missexprimierenden Zellen verursacht sein, die

im posterioren Mesoderm verbleiben.
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Zahlreiche in der Literatur der letzten Jahre berichteten experimentellen Befunde in
Xenopus, Zebrafisch und Maus sowie die hier beschriebenen Veranderungen der
Genexpression von Brachyury, Hnf-3p und Fgf-8 lassen sich mit diesem Modell in
Einklang bringen. Ektopische Translation von goosecoid mRNA Transkripten im
Mesoderm der ventralen Randzone von Xenopus-Gastrulae fuhrte zu ektopischen
Invaginationsbewegungen uber die induzierte Urmundlippe (Niehrs et al., 1993). Die
Tatsache, dass die phanotypischen Defekte am anterioren Ende des Embryos
auftraten, wahrend die Missexpression in posterioren Zellen stattfand, konnte ausser
mit Zellwanderung vielleicht durch veranderte Signalwirkung uber grofBe
Entfernungen erklart werden. Diese theoretische Moglichkeit kann nicht vollig
ausgeschlossen werden. Allerdings gibt es keine Hinweise auf einen derartigen
Wirkmechanismus von GOOSECOID wahrend der normalen Embryogenese. Die
Repression der Brachyury-Transkription im Primitivstreifenmesoderm bewies, das
das transgene GOOSECOID, wie das LacZ-Markergen, in eben diesen Zellen
aktiviert wird, d. h. dass der Brachyury-Promotor zuverlassig funktioniert. Die
genetische Analyse der Interaktion von GOOSECOID, Hnf-36 und Fgf-8 in
Deletionsmutationen in Mausen haben gezeigt, dass goosecoid synergistisch mit

HNF-3p fur die Expression von Fgf-8 im Neuroektoderm notig ist (Filosa et al., 1997).

In der Funktionsgewinnsituation in doppelt transgenen Embryonen bestatigte sich
dieser positive Effekt von GOOSECOID auf die Fgf-8-Transkription. Diese Wirkung ist
sowohl im Mesoderm des Primitivstreifens, dem Ort der initialen Missexpression, als
auch im anterioren Neuroektoderm zu beobachten, ein weiteres Indiz fur die
Richtigkeit der vermuteten Zellwanderung. Auch die verstarkte Expression des Hnf-
3p-Gens legt davon Zeugnis ab, wobei die positive Verstarkung dieses
Transkriptionsfaktors ebenfalls in der bereits erwahnten genetischen Analyse in der
Maus gezeigt wurde. Induktion der goosecoid-Expression im ventralen Diencephalon
durch die darunterliegende Prachordalplatte war im Zusammenhang mit der
molekularen Analyse der cyclops Mutante im Zebrafisch vorgeschlagen worden

(Thisse et al.,, 1994). Die in doppelt transgenen Embryonen beobachtete
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Verbreiterung der goosecoid-Expressionsdomane im Diencephalon steht im Einklang
mit diesem Modell. Und schliesslich bietet die Loop tail Mutante einen Prazedenzfall

fur Neuralschlussdefekte, die durch eine verbreiterte Grundplatte ausgelost werden.

Y
HNF-36 IL Repressor

Fgf-8

N\ 7/ N

Abb. 29 Modell: goosecoid Missexpresion fuhrt zu NTD.

(A) Schematische Darstellung eines doppelt transgenen Maus-Embryos am Tag E8.5. Transgene
goosecoid-Expression, unter der Kontrolle des Brachyury-Promotors, im gesamten Primitivstreifen. Die
goosecoid missexprimierenden mesodermalen Zellen wandern (roter Pfeil) , wie die endogen
goosecoid exprimierenden Zellen, anterior aus dem Primitivstreifen und bilden den mesodermalen
Anteil der Prachordalplatte. Dies fuhrt zu einer Verbreiterung der Prachordalplatte.
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(B) Die transgene goosecoid-Expression fuhrt zu Repression der endogenen Brachyury-Transkription
im gesamten Primitivstreifenmesoderm. Die Missexpression von goosecoid bewirkt eine Aktivierung
der Genexpression von Hnf-38 im Primitivstreifen und in der Prachordalplatte. Dies wird erreicht
entweder durch direkte Bindung des GOOSECOID-Proteins an den Hnf-38-Promotor (1.) oder durch
Repression eines die Hnf-3p-Expression reprimierenden Faktors (2.+3.), und bewirkt damit die
Erhdhung der Hnf-3p-Transkription. GOOSECOID und Hnf-3p interagieren synergistisch miteinander
und aktivieren dabei die Fgf-8-Expression im Primitivstreifen und prachordalem Mesoderm.

(C) Eine verbreiterte Prachordalplatte in den goosecoid missexprimierenden Embryonen fuhrt zu einer
Verstarkung der induktiven Signale in die daruberliegende Grundplatte. Als eine Folge dieser erhbdhten
Signaleinwirkung resultiert eine Verbreiterung der Grundplatte. Das Zusammentreffen der
Neuralwilste wird mechanisch verhindert. Das Neuralrohr schliesst sich nur unvollstandig und es
entstehen Neuralrohrverschlussdefekte.

Zusammenfassend legt die Analyse der doppelt transgenen Embryonen nahe, dass
die primaren Effekte des Experiments in einer Veranderung des
Zellwanderungsverhaltens resultiert, in Ubereinstimmung mit der ursprunglichen
Arbeitshypothese. Sekundar kommt es zu einer Verbreiterung der Prachordalplatte.

Dies induziert eine verbreiterte Grundplatte, die den Neuralrohrverschluss behindert.

Die konditionale transgene Mauslinie, die im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit
entstand, bietet daher die Moglichkeit, nicht nur die Regionalisierung des
Primitivstreifens und die Mechanismen von Zellwanderung im Saugetierembryo zu
untersuchen, sondern bietet sich als Modell fur Neuralrohrverschlussdefekte auch

beim Menschen an.
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4 Material

4.1 Bezugsquellen

Acrylamid/N,N'-Methylenbisacrylamid (30:0.8)
Adenosintriphosphat (ATP)

3-Aminopropyltriethoxy-Silan (TESPA)
Agarose

Alkalische Phosphatase

Ampicillin

Ammoniumacetat
Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ammoniumthiosulfat
-Mercaptoethanol
Bacto-Agar
Bacto-Hefeextrakt

Bacto-Trypton

Bakterienschalen (10 cm)
BM Purple Alkalische Phosphatase Substrat

Boehringer Blockierungs-Reagenz
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-p3-D-galactopyranosid

(X-gal)
Bromphenolblau

CHAPS (3-[(Cholamimidopropyl)-Dimethylammonio]-

1-Propan-Sulfonat
Chloroform
Coomassie Brilliant Blau R250
Deckglaschen
D-Glucose
Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs)
Dextransulfat

D-Luziferin
Dimethylsulfoxid (DMSO)
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Serva, Heidelberg

Roche Diagnostics
Mannheim

Sigma, Deisenhofen
Biozym, Hameln

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt

BioRad Laboratories,
Munchen
Sigma,Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Difco L aboratories,
Augsburg

Difco Laboratories,
Augsburg

Difco Laboratories,
Augsburg

Greiner, Nurtingen

Roche Diagnostics,
Mannheim

Roche Diagnostics,
Mannheim

Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Bender und Hobein,
Karlsruhe

Roche Diagnostics,
Mannheim

Roche Diagnostics,
Mannheim

Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Fluka, Neu-Ulm



Digoxygenin-dNTP-Labeling Mix
Dithiothreitol (DTT)

DNA-Standard

Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium (DMEM)

(with high glucose )
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylenguanintrtraessigsaure (EGTA)
Einbettkassetten

Entellan neu (Schnelleindeckmittel
fur die Mikroskopie)

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Folin-Losung

Formaldehyd

Formamid

Geneticin®-sulphat (G418)

Glutaraldehyd

Glycerin

Glycin
Glycylglycin
Harnstoff

Heparin
Histowax

Hybond-N* Membranen

Immu-Mount, waBriges Einbettmedium
Isoamylalkohol

Isopropanol (2-Butanol)

Lambda DNA

Ligase Puffer

Kaliumhexacyanoferrat (K;Fe(CN)s,
Kaliumhexacyanoferrat K,Fe(CN),
Lithiumchlorid (LiCl)
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Maleinsaure

Mikrotiterplatten

Minimal Medium Alpha (MEM)
Natriumacetat

MOPS (Morpholinopropansulfonsaure)

106

Roche
Mannheim
Roche Diagnostics,
Mannheim

New England Biolabs,
Schwalbach/Ts.

Diagnostics,

Gibco, Eggenstein)
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Leica Vertrieb GbmH,
Bensheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Gibco, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen
BRL, Inc., Neu-
Isenburg

Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
BioRad Laboratories,
Munchen

Sigma, Deisenhofen
Leica Vertrieb GmbH,
Bensheim
Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg
Shandon, Frankfurt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Gibco,Eggenstein
Roche Diagnostics,
Mannheim

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
Greiner, Nurtingen
Gibco, Eggenstein
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe



Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumpyruvat
Natriumthiosulfat

N-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-Ethan-Sulfonsaure

(HEPES)
N, N'-Methylen-Bisacrylamid

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Nonidet P-40 (NP-40)
Objekttrager

Oligonukleotide

Paraformaldehyd

Paraplast Plus Histowax
Penicillin/Streptomycin

Phenol

Polyoxymethylen Farbegestelle
Polyoxymethylen Farbetroge
Praparationsbesteck

Proteinase K

Qiagen Plasmid Maxi Kit
Qiagen-tip-500-Saulen
QuikHyb™-Hybridisierungslosung
ReaktionsgefaBe

RediPrime Random Primer Labeling

Restriktionsendonukleasen und Puffer

Ribonuklease A (RNase A)

Ribonukleotidtriphosphate
Rinderserumalbumin (BSA)

RNAsin
Rontgenfilme (Hyperfilm™ MP)
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Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Gibco, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen

Gibco, Eggenstein
BioRad Laboratories,
Munchen

BioRad Laboratories,
Munchen

Sigma, Deisenhofen
Bender und Hobein,
Karlsruhe
MWG-Biotech,
Ebersberg

Merck, Darmstadt
Sherwood, Athy
Gibco, Eggenstein
Roth, Karlsruhe
Bender und Hobein,
Karlsruhe

Bender und Hobein,
Karlsruhe

Fine Science Tools,
Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
Qiagen, Dusseldorf
Qiagen, Dusseldorf
Stratagene, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg
Roche Diagnostics,
Mannheim

Promega, Heidelberg
USB, Cleveland
Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg
Roche Diagnostics,
Mannheim

Roche Diagnostics,
Mannheim

Serva,

Heidelberg

Promega, Heidelberg
Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg



Sephadex G 50 Nick Columns

Spermidin
Sterilfilter

Superfrost Plus Objekttrager
SP6-RNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase
T3-RNA-Polymerase

T7-R NA-Polymerase
Tag-DNA-Polymerase und Puffer
Thermosequenase Kit
TOPO-TA-Cloning Kit
Transkriptionspuffer
Triethanolamin

Tris-HCI, Tris-Base

Triton X-100

Torula RNA (aus Hefe)
t-RNA (aus Hefe)

Trypsin

Tween 20

Wasserstoffperoxid
Whatmann 3MM-Papier

Wizard Plus SV Miniprep Kit

Xylencyanol FF
Zellkulturartikel

Ziegenserum

Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg

Sigma, Deisenhofen
Renner GmbH,

Darmstadt

Labonord,

Mobnchengladbac

Promega, Heidelberg
Promega, Heidelberg
Roche Diagnostics,
Mannheim

Roche Diagnostics,
Mannheim

Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg

Invitrogen, Groningen,
Niederlande

Roche Diagnostics,
Mannheim

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
BioRad Laboratories,
Munchen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Gibco, Eggenstein

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
Bender und Hobein,
Karlsruhe

Promega, Mannheim
Serva, Heidelberg
Greiner, Nurtingen
Becton Dickinson,
New Jersey, USA
Sarstedt, Numberg
Sigma, Deisenhofen

Alle nicht gesondert aufgefuhrten Chemikalien wurden von den Firmen Roth
GmbH&Co, Karlsruhe, Merck, Darmstadt und Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

bezogen.



Radiochemikalien

[0*P]-dCTP (370 Mba/ml)
[0-*P]-ddNTPs ([0-*P]-ddATP, [a-**P]-ddCTP, (17 Mbg/ml)
[0-**P]-ddGTP und [a-**P]-ddTTP)

Alle Radiochemikalien wurden von der Firma Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg bezogen.

4.2 Bakterienstamme und eukaryontische Zellinien

E.coliDH 5 a
Genotyp: F, end A1, hsd R17 (rk-, mk+), sup E44, thi-, 1", rec A1, gyr A96, rel A1.
(aus dem Bakterienstock des Instituts fur Toxikologie und Genetik, ITG)

TOP10 F

Genotyp: F’'mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC), ®80, lacZAM15AlacX74deoR, recA1,
araD139A(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL, endA1, nupG. (Bestandteil des TOPO-
TA Klonierungssystems, Invitrogen, Groningen, Niederlande)

E14.1
Embryonale Stammzellinie der Maus (Kuhn et al., 1991); zur Verfugung gestellt
von K. Rajewsky, Kolin.

KPA
Embryonale Stammzellinie der Maus. Subklon der E14.1 ES-Zellinie; zur
Verfugung gestellt von K. Knobeloch, Berlin.

4.3 Kulturmedien

Vorbemerkumg: Falls nicht anders angegeben, handelt es sich bei
Prozentangaben in Zusammensetzungen von Losungen und Puffern um
Volumenprozente (v/v).

LB-Medium
1% (w/v) Bacto-Trypton, 0.5% (w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v) NaCl, 0.1% (w/v)
Glucose

Selektivagar
1% (w/v) Trypton, 0.5% (w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v) NaCl, 0.1% (w/v) Glucose,
1.5% (w/v) Agar, 100 ug/ml Ampiccilin
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SOB-Medium
2% (w/v) Bacto-Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 10mM NaCl, 2.5mM KCI, 10mM
MgCl,, 10mM MgSO,)

SOC-Medium
2% (w/v) Bacto-Trypton, 0.5% (w/v) Hefeextrakt, 10mM NaCl, 2.5mM KCI, 10mM
MgClI2, 10mM MgS0O4, 20mM Glucose

ES-Zell-Kultumedium

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (with high glucose. Gibco,
Eggenstein) mit 20% FCS (fetal calf serum, Biochrom KG, Berlin), 1x non-
essential aminoacids (Gibco, Eggenstein), 0.1M 2-Mercaptoethanol (Gibco,
Eggenstein) und 1000 U/ml LIF (ESGRO™, murine leukemia inhibitory factor,
Gibco, Eggenstein)

Fibroblasten-Kulturmedium
DMEM mit 10% FCS (PAA Laboratories, Linz, Austria) und 1%
Penicillin/Streptomycin (Gibco, Eggenstein)

4.4 Puffer und Losungen

TBE-Puffer
90mM Tris pH 8.3, 90mM Borsaure, 2.5mM EDTA pH 8.0

TAE-Puffer
40mM Tris-Acetat, 2mM EDTA, pH 8.5

TE-Puffer
10mM Tris, 1ImM EDTA pH 8.0

PBS
137mM NaCl, 2.7mM KCI, 0.7mM CaCl,, 0.6mM MgCl,, 5mM Na,HPO,, 1.5mM
KH,PO,, pH 7.3

PBS™ (-Ca/-Mg)
137mM NacCl, 2.7mM KCI, 5mM Na,HPO,, 1.5mM KH,PO,, pH 7.3

10xSSC
1.5M NacCl, 0.15M Na-Citrat pH 6.7
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4.5 Plasmide

pCDNA3.1 (5.4 kb)

pCRII-TOPO (3.9 kb)

Eukaryontischer Klonier- und Expressionsvektor;
Invitrogen, Groningen, Niederlande
Eukaryontischer Klonier- und Expressionsvektor;
Invitrogen, Groningen, Niederlande

pBluescript Il SK™ (2.9 kb) Prokaryontischer Kloniervektor; Stratagene, Heidelberg

pRC/CMV (5.4 kb)

pML129 (4.0 kb)

pML 125 (4.8 kb)

PT81luc (6.6 kb)
PT81luc/T (7.25 kb)
PT81luc/T-mutiert

(7.25 kb)

pCDNA3.1-gsccDNAE
(6.6 kb)

pcUbi1.1+ (6.6 kb)

pcUbi/gsc (7.8 kb)

pmT (4.7 kb)

Eukaryontischer Klonier- und Expressionsvektor;
Invitrogen, Groningen, Niederlande

Eukaryontischer Klonier- und Expressionsvektor
pGEMS3, der folgende Elemente enthalt: 650 bp
Fragment des murinen Brachyury-Promotors; Sequenz
des p-Galaktosidase-(LacZ)-Markergen einschliesslich
nachgeschalteten Polyadenylierungssignale (in allen
drei Leserastern); die Markergenkassette ist von zwei
Cre-Erkennungssequenzen (loxP) flankiert; zur
Verfugung gestellt von G. Martin, San Fransciso, USA.
Eukaryontischer Klonier- und Expressionsvektor
pGEMS3, der das bakterielle Aminoglycosid-
Phosphotransferasegen (Neo) unter der Kontrolle des
Promoters des Phosphoglycerinkinase-Gens (PGK)
enthalt; zur Verfugung gestellt von G. Martin, San
Fransciso, USA.

Eukaryontischer Klonier- und Expressionsvektor der
eine Luziferasereportergensequenz enthalt (Nordeen,
1988).

PT81luc-Vektor, der ein 650 bp Fragment des murinen
Brachyury-Promotors enthalt; zur Verfugung gestellt
von M. Schaffer, ITG, Karlsruhe.

PT81luc-Vektor, der ein mutiertes 650 bp Fragment
des murinen Brachyury-Promotors enthalt; zur
Verfugung gestellt von M. Schaffer, ITG, Karlsruhe.
pCDNAB.1-Vektor, der die vollstandige kodierende
goosecoid-cDNA-Sequenz (Maus) enthalt (Blum et

al., 1992).

pCDNAS3.1-Vektor, der statt des CMV-Promotors ein
1.2 kb Fragment des menschlichen Ubiquitin-
Promotors enthalt (Schorpp et al., 1996); zur
Verfugung gestellt von M. Schaffer, ITG, Karlsruhe.
pcUbi1.1+-Vektor, der unter der Kontrolle des
menschlichen Ubiquitin-Promotor die vollstandige
kodierende goosecoid-cDNA-Sequenz (Maus) enthalt;
zur Verfugung gestellt von M. Schaffer, ITG, Karlsruhe.
pBluescript 1|l SK™Vektor, der ein 1.8 kb EcoRI-
Fragment der murinen Brachyury cDNA-Sequenz
enthalt (Hermann et al., 1990); zur Verfugung gestellt
von B. Hermann, Freiburg.
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PHNF-3p (4.5 kb) pGEMS3-Vektor, der ein 1.6 kb Hindlll-Fragment der
murinen HNF-33 cDNA-Sequenz enthalt; zur
Verfugung gestellt von A. Mansouri, Gottingen.

pFgf-8 (4.3 kb) pBluescript Il SK™Vektor, der ein 1.2 kb Smal-
Fragment der murinen Fgf-8 cDNA-Sequenz enthalt;
zur Verfugung gestellt von A. Mansouri, Gottingen.

4.6 Mausstamme und Mauslinien

Adulte Mause des Mausstammes C57BL/6J und B6DBA/2 wurden von Harlan
Winkelmann, Borchen, bezogen und werden seit 1995 in den Tierstallen des
Instituts fur Toxikologie und Genetik gehalten.

Zwei adulte mannliche, heterozygote deleter und zwei adulte weibliche,
heterozygote deleter Mause wurden von K. Rajewsky, Universitat Koln zur
Verfugung gestellt. Diese befanden sich in einem Stammhintergrund von
C57BL/6J.

Alle Mause wurden artgerecht in den Tierstallen des Instituts fur Toxikologie und

Genetik in einem 12-stundigen Lichtzyklus gehalten. Die Tiere hatten freie
Verfugung uber Futter (Ssniff R/M H, extrudiert, Ssniff, Soest) und Wasser.
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5 Methoden

5.1 Reinigung und Konzentration von Nukleinsauren

Phenol/Chloroform-Extraktion von Nukleinsauren

Die Reinigung einer Nukleinsaurelosung von Proteinen wurde in einem
Mindestvolumen von 100 pl durchgefuhrt. Nach Zugabe des gleichen Volumens
Phenol (mit 1XTNE gesattigt, 1XTNE: 10mM Tris-HCI pH 8.0, 100mM NaCl, 1mM
EDTA pH 8.0) wurde gemischt und nach Zugabe eines weiteren Volumens
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) nochmals gemischt. Die Trennung der Phasen
erfolgte durch 3 min Zentrifugation bei 10000 g. Proteine sammeln sich in der
Interphase. Die wassrige Oberphase wurde abgenommen und zur Beseitigung
von Phenolresten nochmals mit dem gleichen Volumen
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) auf die gleiche Weise extrahiert. Die gereinigte
nukleinsaurehaltige Oberphase wurde dann zur weiteren Verwendung
abgenommen.

Prazipitation von Nukleinsauren aus wassrigen Losungen

Eine wassrige Nukleinsaureldosung wurde mit 3M Natriumacetat (pH 4.8) zu einer
Endkonzentration von 0.3M versetzt, 2.5 Volumina absoluter Ethanol zugegeben
und gemischt. Die Fallung erfolgte fur 30 min bei 4°C. AnschlieBend wurde das
Prazipitat 15 min bei 10000 g zentrifugiert, zur Enfernung von Salz mit kaltem
75% Ethanol gewaschen, nochmals fur 5 min zentrifugiert und an der Luft
getrocknet.

Spektrometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Zur Konzentrationsbestimmung wurde die Extinktion der wassrigen
Nukleinsaureldsung bei einer Wellenlange von 260 nm photometrisch bestimmt
(Spektralphotometer: Spektrol UV/ViS, Carl Zeiss, Jena). Eine Extinktion bei 280
nm zeigt Verunreinigungen durch Proteine an. Das Verhaltnis E,;, zu E,g, SOllte bei
DNA etwa 1.8 und bei RNA etwa 2.0 sein. Eine Extinktion bei 260 nm entspricht
50 ug/ml doppelstrangiger DNA bzw. 40 ug/ml RNA.

5.2 Praparation von DNA

Praparation kleiner Mengen von Plasmid-DNA aus E. coli

Eine Bakterienkolonie mit dem entsprechenden Plasmid wurde in 3 ml LB-
Selektionsmedium (LB-Medium, 100 pg/ml Ampicillin) uber Nacht bei 37°C
geschuttelt. Von dieser Bakterienkultur wurden 1.5 ml fur 5 min bei 2000 g
zentrifugiert und das Bakterienpellet in 100 yl GTE-Lbosung (50mM Glucose,
25mM Tris, pH 8.0, 10mM EDTA pH 7.8) resuspendiert. Nach Inkubation fur 10
min bei Raumtemperatur wurden 200 ul alkalischer SDS-Losung (0.2 M NaOH,
1% SDS) zugegeben, vorsichtig gemischt und 10 min auf Eis inkubiert. Nach
Zugabe von 150 yl 3 M NaAc pH 4.8, vorsichtigem Mischen, wurde fur 5 min bei
10000 g zentrifugiert, um Zellfragmente und chromosomale DNA abzutrennen.
Anschliessend wurde der Uberstand Phenol/Chloroform-extrahiert. Die in der
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wassrigen Phase enthaltene Plasmid-DNA wurde mit Ethanol prazipitiert. Das
Prazipitat wurde mit 80% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 40 ul ddH,O oder
TE-Puffer mit RNase (100 pg/ml) aufgenommen. Zur Analyse der Plasmid-DNA
wurden hiervon 10 pl fur einen Restriktionsverdau verwendet.

Sollte die DNA-Praparation im kleinen MaBstab zur Sequenzierung eingesetzt
werden, wurde alternativ das kommerzielle WIZARD Plus SV Miniprep DNA
Purification System (Promega, Mannheim) eingesetzt. Hierbei wurden von einer
Ubernacht-Bakterienkultur 1.5 ml fur 5 min bei 2000 g zentrifugiert. Das
Bakterienpellet wurde in 250 ul WIZARD Resuspensionslosung durch
mehrmaliges Invertieren resuspendiert. Nach Zugabe von 250 ul WIZARD
Lysislosung wurde nach 4-maligem Invertieren fur 1-5 min bei RT inkubiert bis das
Lysat klar erschien. Nach Zugabe von 10 pul alkalischer Proteaselésung und
erneutem 4-maligem Invertieren wurde fur maximal 5 min bei RT inkubiert.
Anschliessend wurden 350 ul WIZARD Neutralisierungslosung zugegeben und
erneut 4 mal invertiert. Nach 10 min Zentrifugation bei 10000 g und RT wurde der
Uberstand auf eine WIZARD Zentrifugationssaule gegeben und fur 1 min bei
14000 g zentrifugiert. Die auf der Saule zurUckgehaltene DNA wurde durch
Zugabe von zunachst 750 pl, dann 250 uyl WIZARD Waschlosung durch
Zentrifugation fur je 1 min bei 14000 g gewaschen und anschliessend mit 50 pl
ddH.,O durch erneute Zentrifugation eluiert. Nach Analyse der Plasmid-DNA durch
einen Restriktionsverdau wurde die so gewonnene DNA zur Sequenzierung
verwendet.

Praparation groBer Mengen Plasmid-DNA aus E. coli

Die Plasmidpraparation erfolgte durch lonenaustausch-Saulenchromatographie
mit Qiagen-tip-500-Saulen (Qiagen, Hilden). 250 ml einer Uber Nacht in LB-
Selektionsmedium (LB-Medium, 100 pyg/ml Ampicillin) inkubierten Bakterienkultur
mit dem entsprechenden Plasmid wurden 10 min bei 2000 g und 4°C zentrifugiert.
Nach Resuspension des Bakterienpellets in 10 ml Puffer 1 (50mM Tris-HCI, 10mM
EDTA pH 8.0, 100 yg/ml RNase A) wurden 10 ml Puffer 2 (2mM NaOH, 1% SDS)
zugegeben. Die Suspension wurde durch vorsichtiges Schwenken gemischt. Nach
5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden 10 ml 2.6M KAc pH 4.8 zugegeben,
10 min auf Eis inkubiert und anschliessend 30 min bei 10000 g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine mit Puffer QBT (750mM NaCl, 50mM
MOPS pH 7.0, 15% Ethanol, 0.15% Triton X-100) aquilibrierte Qiagen-tip-500-
Saule gegeben, wobei die Plasmid-DNA an die Saulenmatrix bindet. Nach
Durchfluss dieses Uberstandes wurde die Saule mit 30 ml Puffer QC (1M NaCl,
50mM MOPS pH 7.0, 15% Ethanol) gewaschen und die Plasmid-DNA mit 15 ml
Puffer QF (1.25M NaCl, 50 mM MOPS pH 8.2, 15 % Ethanol) eluiert. Durch
Zugabe von 12 ml Isopropanol wurde die DNA prazipitiert und durch
Zentrifugation fur 30 min bei 10000 g und 4°C pelletiert. Nach Waschen des
Pellets mit 70% Ethanol und Trocknen wurde die DNA in Wasser oder TE-Puffer
gelost und die Konzentration bestimmt. Die praparierte Plasmid-DNA wurde bei -
20 °C aufbewahrt.
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Praparation genomischer DNA aus embryonalem oder adultem Gewebe zur
Genotypisierung

Embryonalhtullengewebe bzw. Schwanzspitzen-Biopsien (0.1-0.6 cm) der Mausen
wurden in je 200 ul Lysis-Puffer (100mM Tris pH 8.5, 5mM EDTA, 0.2% SDS,
200mM NaCl, Proteinase K 100 pg/ml) gegeben und Uber Nacht bei 55°C
inkubiert. AnschlieBend wurde gut gemischt (Vortex) und 5 min bei 10000 g
zentrifugiert. Die DNA wurde anschlieBend durch Isopropanolfallung mit folgender
Zentrifugation gewonnen und in 500 ul ddH,O unter Schutteln bei 55°C gelost. Zur
Genotypisierung mit PCR wurden 17.5 ul der gelosten DNA eingesetzt.

Praparation genomischer DNA aus ES-Zellen

Zur Lyse der ES-Zellen wurden diese in 500 pl Lysispuffer (100mM Tris pH 8.5,
5mM EDTA, 0.2% SDS, 200mM NaCl, Proteinase K 100 uyg/ml) fur 2 h bei 37°C
inkubiert. Zu dem Lysat wurde das gleiche Volumen an Isopropanol gegeben und
gemischt. Die prazipitierte DNA liess sich um die Spitze einer Pipette wickeln und
durch Eintauchen in 80% Ethanol waschen. Das Prazipitat wurde in 500 yl ddH,O
aufgenommen und unter Schutteln bei 55°C geldst.

5.3 Klonierungstechniken

Fragmentierung von DNA mit Restriktionsenzymen

Eine Enzymeinheit U ist definiert als die Menge Enzym, die 1 yg DNA des Phagen
Lambda (A) in einer Stunde vollstandig verdaut. Fur analytische und praparative
Zwecke wurde die zu verdauende DNA mit 2-3 Einheiten Restriktionsenzym pro
1g DNA bei den vom Hersteller empfohlenen Puffer- und Temperaturbedingungen
(in der Regel 37°C) fur 1 h bis Uber Nacht inkubiert. Das Reaktionsvolumen betrug
dabei mindestens das Zehnfache des Volumens der zugesetzten Enzym/Glycerin-
Losung. Bei Doppelverdaus wurden Enzyme mit gleichem Pufferanspruch
gemeinsam zugegeben; andernfalls wurde zuerst der Verdau mit dem Enzym und
Puffer niedriger lonenstarke durchgefuhrt, und nach Phenol/Chloroform-Extraktion
und Ethanol-Prazipitation erfolgte dann der Verdau mit dem zweiten Enzym und
entsprechendem Puffer hoherer lonenstarke. Bei Plasmid-DNA aus
Minipraparationen, die mit RNA verunreinigt war, wurde der Reaktion 0.5 ug/ul
RNaseA zugesetzt. Zur GroBenbestimmung und Reinigung der Fragmente wurde
die DNA anschliessend Uber ein Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren

Die zu ligierenden DNA-Fragmente wurden in einem aquimolaren Verhaltnis
eingesetzt und mit 3 U T4-DNA-Ligase und 2 pl 10x Ligasepuffer (50mM Tris pH
7.4, 10mM MgCl,, 10mM DTT, 1mM Spermidin, 1TmM ATP) in einem
Reaktionsvolumen von 20 ul Uber Nacht bei 15°C inkubiert. Zehn ul des
Ligationsansatzes wurden in kompetente Bakterien transformiert.

Praparation kompetenter Bakterien

Eine Kolonie von E.coli DH50. wurde in 10 ml LB-Medium uber Nacht bei 37°C
geschuttelt. Einhundert ml SOB-Medium wurden mit 1 ml dieser Ubernachtkultur
angeimpft und solange bei 37°C geschiuttelt, bis die optische Dichte bei 560 nm
etwa 0.3-0.35 betrug. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurde die Bakterienkultur
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fur 10 min bei 2000 g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Bakterienpellet wurde auf Eis vorsichtig in 20 ml eiskaltem STB (100mM KCI,
45mM MnCl,, 10mM CacCl,, 3mM HACoCl;, 10mM K-Mes pH 6.3, 15% Glycerin)
resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation fur 10 min bei
2000 g und 4°C wurden die Bakterien vorsichtig in 4 ml eiskaltem STB
resuspendiert. Die Bakterien waren nun fur die Aufnahme von DNA kompetent,
und wurden entweder direkt transformiert oder in 100 ul Aliquots bei - 80°C
aufbewabhrt.

Transformation kompetenter Bakterien

Ein 100 pl Aliquot kompetenter Bakterien wurde auf Eis aufgetaut, 10 ul eines
Ligationsansatzes oder 10 ng Plasmid-DNA zugemischt und fur 30 min auf Eis
inkubiert. Nach 90 sec Hitzeschock bei 42°C und 2 min Inkubation auf Eis wurden
3 ml SOC-Medium zugegeben und 1 h bei 37°C geschuttelt. Danach wurden die
Bakterien fur 3 min bei 1000 g sedimentiert und das Bakterienpellet in 200 ul
SOC-Medium resuspendiert. Diese Suspension wurde auf Selektivagarplatten
(LB/Ampicillin-Platten) ausplattiert und zum Wachstum der ampicillinresistenten
Zellen Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Aus den resultierenden Kolonien konnte ein
Klon gepickt, weiterkultiviert, fur Plasmidpaparation verwendet oder eingeforen
werden.

Klonierung von PCR-Produkten mit dem TOPO-Klonierungssystem
(Invitrogen, Groningen, NL)

Das TOPO-Klonierungssystem bietet aufgrund einer schnellen, einstufigen
Klonierungsstrategie die Moglichkeit der direkten Insertion von Tag-Polymerase-
amplifizierten PCR-Produkten in einen Plasmidvektor. Es beruht auf einer von der
DNA-Matrize unabhangigen Aktivitat der thermostabilen Tag-Polymerase wahrend
PCR-Reaktionen. Diese heftet an alle 3’Enden von doppelstrangiger DNA ein
zusatzliches Desoxyadenosin (A). Da der Vektor pCRTMII-TOPO einzelne
3’Desoxythymidin (T)-Uberhange besitzt ist es moglich, PCR-Produkte direkt mit
diesem zu ligieren. Im TOPO-Klonierungssystem waren neben dem Vektor
zusatzlich kompetente Bakterien (Top10F’), SOC-Medium und B-Mercaptoethanol
fur die Transformation enthalten. Diese Klonierungsmethode wurde fur die
Klonierung der beiden RT-PCR Produkte des goosecoid Transgens in den doppelt
transgenen Embryonen angewandt. Jeweils 0.5-2 ul (10 ng/ul) PCR-Produkt
wurden fur die Ligation eingesetzt. Die Konzentration an PCR-Produkt wurde
mittels Gelelektrophorese, durch Vergleich mit definierten Markermengen
ermittelt. Die Ligation wurde wie folgt angesetzt: 0.5-2 pl frisches PCR-Produkt
wurden mit ddH,O auf ein Volumen von 4 ul aufgefullt. Nach Zugabe und
vorsichtigem Mischen von 1 ul Vektor pCRII-TOPO erfolgte die Ligation innerhalb
von 5 min bei RT, so dass unmittelbar im Anschluss direkt mit der Transformation
nach Vorschrift des TOPO-Klonierungssystems begonnen werden konnte.
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Herstellung von Selektivagarplatten

In einem 2 | Erlenmeyerkolben wurden 5 g Hefeextrakt, 10 g Bacto-Trypton, 10 g
NaCl und 15 g Bacto-Agar in einem Liter ddH,O geldst, und autoklaviert. Nach
Abkuhlen auf etwa 45°C wurde Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 pg/ml
zugegeben. Damit konnten etwa 30 Agarplatten (10 cm Durchmesser) gegossen
werden. Luftblasen wurden durch Uberstreichen mit einer Bunsenbrennerflamme
entfernt. Nach Erstarren des Agars wurden die Platten bei 4°C aufbewabhrt.

54 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren
Uber Agarosegele

Die Auftrennung und GroBenbestimmung von DNA-Fragmenten erfolgte Uber
Agarosegele. Je nach GroBe der DNA-Fragmente wurden 0.8 bis 1.5%
Agarosegele verwendet. Je nach GroBe der Gelkammern (50 oder 300 ml) wurde
TBE-Puffer bzw. TAE-Puffer mit der entsprechenden Menge Agarose versetzt und
im Mikrowellenherd erhitzt, bis sich die Agarose vollstandig loste. Nach Abkuhlen
der Agarose und Zugabe von Ethidiumbromid (Endkonzentration 0.4 pug/ml) wurde
das Gel in eine horizontale Gelkammer gegossen und nach dem Ausharten mit
TBE- bzw. TAE-Laufpuffer uberschichtet. Die mit DNA-Probenpuffer (10mM EDTA
pH 8.0, 10% Glycerin, 0.1% (w/v) SDS, 0.02% (w/v) Bromphenolblau) versetzten
Proben wurden in die von einem Kamm ausgesparten Taschen pipettiert. Um die
GroBe der DNA-Fragmente bestimmen zu kdnnen, wurde gleichzeitig ein
geeigneter DNA-Fragmentlangenstandard (spezifisch restriktionsfragmentierte
ADNA) ebenfalls auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 50-120 V.
Danach konnten die Nukleinsaurefragmente durch Fluoreszenz unter einem UV-
Transilluminator bei 256 nm (IL-350M, Bachofer, Reutlingen) sichtbar gemacht
und photographiert werden.

5.5 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten aus
Agarosegelen

Die Extraktion und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte
unter Verwendung des kommerziellen Systems Easy Pure DNA Purification Kit
(Biozym Diagnostik, Oldendorf). Die Bande des zu isolierenden DNA-Fragments
wurde unter UV-Durchlicht aus dem Agarosegel ausgeschnitten und ihr Volumen
bestimmt, wobei eine Masse von 100 mg einem Volumen von 100 pl gleichgesetzt
wurde. AnschlieBend wurden dem Gelstuck das 1/2 Volumen MELT-Lb6sung und
4.5x Volumen des Ausgangsvolumen an SALT-Losung zugegeben und fur
mindestens 5 min bei 55°C unter Schiutteln inkubiert, bis sich die Agarose
vollstandig gelost hatte. Funf yl + 1 pl/ug der erwarteten Ausbeute an DNA
wurden an BIND-Loésung zugegeben und der Ansatz fur 5 min bei
Raumtemperatur unter haufigem Mischen inkubiert. Die (gebundene) DNA wurde
durch kurzes Zentrifugieren pelletiert, mit 1 ml WASH-Lb6sung gewaschen,
nochmals durch kurzes Zentrifugieren pelletiert und bei RT getrocknet. Die
gereinigte DNA wurde in 10-20 pl ddH,O eluiert und nach erneuter Zentrifugation
fur 1 min als Uberstand in ein neues Reaktionsgefal3 uberfuhrt.
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5.6 Sequenzierung von Plasmid-DNA und Auftrennung der
Reaktionsprodukte

Sequenzierung von doppelstraniger Plasmid-DNA nach der
Didesoxymethode

Die zur Sequenzierung verwendete Plasmid-DNA (pCR II-TOPO-Vektor) wurde
nach der Isolierung mittels Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification System
(Promega, Mannheim) in 100 pyl ddH,O aufgenommen und deren Konzentration
spektralphotometrisch bestimmt. Fur jeden zu sequenzierenden Klon wurden zwei
PCR-Reaktionen angesetzt, um die Sequenz von beiden Seiten der Insertion im
TOPO-Vektor, d. h. mit Hilfe des T7- bzw. Sp6-Primers (5’-
AATACGACTCATTATAG-3’ bzw. 5-GATTTAGGTGACACTATAG-3’), lesen zu
konnen. Fur jede dieser beiden Reaktionen wurden jeweils vier Polymerasen
Kettenreaktionen angesetzt, von denen jede 2.5 pyl Terminationsmix, der aus 2 pl
dGTP Nukleotid-Mastermix (7.5 uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und 0.5 ul des
entsprechenden [0-P®*]-ddNTP ([a-P*]-ddATP, [a-P%*]-ddCTP, [a-P*]-ddGTP
oder [a-P*]-ddTTP) besteht, enthielt. Jeder dieser Polymerasen
Kettenreaktionensansatze enthielt somit 0.25 ul des entsprechenden Primers (2
pmol), 0.5 pyl 10x Reaktionspuffer (260mM Tris-HCI pH 9.5, 65mM MgCl,), 3.75 ul
DNA (1-3 pg), 0.5 ul Tag-Polymerase (4 U/ul) und 2.5 pyl Terminationsmix. Die
Reaktion erfolgte in einem Thermocycler (Peltier Thermal Cycler PTC-225,
Biozym, Hameln) unter folgenden Bedingungen: 30 sec 95°C, 30 sec 55°C, 1 min
72°C fur 45 Zyklen. AnschlieBend wurden die Reaktionen durch Zugabe von je 4
yl Stop-Ldosung (95% Formamid, 20mM EDTA, 0.05% (w/v) Bromphenolblau,
0.05% (w/v) Xylencyanol FF) abgestoppt und bei —20°C bis zur Auftrennung der
Reaktionsprodukte aufbewahrt.

Auftrennung der Sequenzierungsreaktion durch denaturierende
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Analyse wurden die im Verlauf der Sequenzierungsreaktion entstandenen
DNA-Fragmentgemische in denaturierenden 6% Polyacrylamidgelen aufgetrennt.
Um die DNA-Fragmente in denaturiertem Zustand zu halten, wurden Sequenzgele
mit einer hohen Harnstoffkonzentration (7M) hergestellt. Unter Verwendung einer
Sequenzierapparatur (SequiGen GT Sequencing Cell, BioRad, Munchen) wurde
die Elektrophorese bei einer hohen Leistung (100 W) durchgefuhrt, um die
erforderliche Temperatur von 45-50°C aufrechtzuerhalten. Die
Elektrophoresedauer richtete sich nach dem AusmaB der gewiunschten
Sequenzinformation und betrug zwischen 1.5 und 4.5 Stunden. 150 ml einer
Gellbsung (6% (w/v) Acrylamid, 0.16% (w/v) N,N'-Methylenbisacrylamid, 8M
Harnstoff in TBE-Puffer) wurden mit 900 yl 10% (w/v) APS und 90 uyl TEMED
versetzt und nach vorsichtigem Mischen zwischen zwei Glasplatten, die durch
zwei konisch zulaufende 0.2 bis 0.4 mm dicke Abstandshalter voneinander
getrennt wurden, gegossen. Nach Einsetzen eines Taschenformers erfolgte die
Polymerisation des Gels in horizontaler Lage uber Nacht. Das polymerisierte Gel
wurde in eine Vertikalgelapparatur gespannt und oberes und unteres
Pufferreservoir mit TBE-Puffer gefullt. Nach einem 30 minutigen Vorlauf des Gels
wurden 3 pl der zuvor 20 min bei 80°C denaturierten Proben in die Taschen
uberfuhrt. Nach Beendigung der Elektrophorese und Abkuhlen des Gels auf
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Raumtemperatur wurden die beiden Glasplatten voneinander getrennt. Das Gel
wurde auf 3MM-Papier aufgezogen, fur 2 h bei 80°C im Vakuum getrocknet und
einem Rontgenfilm (Hyperfilm-MP, Amersham) tiber Nacht bei RT exponiert.

5.7 Praparation von polyadenylierter RNA

Zur Isolierung polyadenylierter RNA aus embryonalem Gewebe wurde das
kommerzielle ' Dynabeads mRNA Direct™ Kit" (Dynal, Norwegen) verwendet. Das
Prinzip dieser Methode beruht auf der Basenpaarbindung zwischen der Poly(A)-
Region der mRBRNA und einer an superparamagnetischer monodispersen
Polymerpartikel (Dynabeads) kovalent gebundene Oligo(dT)-Sequenz. Durch
anschliessende Eluation wird die an die Oligo(dT)-Sequenz gebundene
polyadenylierte RNA isoliert und kann zur weiteren Analyse wie z. B. einer nach
reverser Transkription durchgefuihrten Polymerasen Kettenreaktion (RT-PCR)
verwendet werden.

Zum spezifischen Nachweis der Transkription des transgenen goosecoid-Gens in
doppelt transgenen Embryonen durch eine RT-PCR-Analyse wurden doppelt
transgene und Wildtyp-Embryonen (E8.5) disektiert, d. h. die Embryonen wurden
in der Mitte durchtrennt und der posteriore Anteil wurde zur mRNA Isolierung
verwendet. Die Schwanzspitze von doppelt transgenen Embryonen mit NTD-
Phanotyp und Wildtyp-Embryonen (E10.5) wurde abgetrennt und zur mRNA
Isolierung verwendet. Weder in der posterioren Region noch in der Schwanzspitze
wird das endogene goosecoid-Gen wahrend der Embryogenese E8.5-E10.5)
exprimiert, d. h. lediglich die Expression des transgenen goosecoid-Gens kann
detektiert werden. Das embryonale Gewebe wurde in 300 ul Lysis/Bindepuffer
(100mM Tris-HCI pH 7.5, 500mM LiCl, 10mM EDTA pH 8.0, 1% (w/v) LiDS, 5mM
DTT) aufgenommen,homogenisiert und fur 30 sec bei 10000 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit den Oligo(dT)-Partikel in einem Eppendorf-Reaktionsgefaf
gemischt und fur 10 min bei RT inkubiert, hierbei binden die Poly(A)-Region an die
Oligo(dT)-Partikel. Anschliessend wurde das ReaktionsgefaB fur 5 min in den
Magnetic Particle Concentrator (Dynal®™MPC, Dynal, Norwegen), einem
ReaktionsgefaB-Stander mit integriertem starken Magneten, gestellt. Die
magnetischen Polymerpartikel wurden durch den Magneten im Stander an eine
Seite des ReaktionsgefaB gezogen und sammelten sich dort. Der Uberstand
konnte vorsichtig abgenohmen werden und die Partikel wurden 2x mit 600 ul
Waschlosung A (10mM Tris-HCI pH 7.5, 0.15M LiCl, 1mM EDTA, 0.1% (w/v)
LiDS) und 2x mit 300 ul Waschlosung B (10mM Tris-HCI pH 7.5, 0.15M LiCl, 1mM
EDTA) gewaschen. Die mRNA wurde mit 10 ul 10mM Tris-HCI pH 7.5 eluiert und
fur 2 min bei 65°C inkubiert. Anschliessend wurde der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal uberfuhrt und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.
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5.8 Das Transgenkonstrukt (pTgsc)

Zur Herstellung einer transgenen Maus, die goosecoid-Gen unter der Kontrolle

des Brachyury-Promotors im gesamten Primitivstreifen missexprimiert, wurde das

in Abb. 7 schematisch dargestellte konditionale Missexpressionsexperiment
entworfen.

Das Transgenkonstrukt (pTgsc) enthielt folgende Elemente:

* Ein 650 Basenpaar-Fragment des murinen Brachyury-Promotors. Dieses
Element (das sogenannte Primitivstreifen-Enhancerelement) ist fur die korrekte
zeitliche wie auch raumliche Expression eines Markergens im gesamten
Primitivstreifen wahrend der Gastrulation ausreichend (Clements et al., 1996).

* Ein p-Galaktosidase-(LacZ)-Markergen, das die Uberprufung der korrekten
Expression des Transgens im Embryo erlaubte. Um sicherzustellen, dass es
nicht zu einer Aktivierung der transgenen goosecoid-Gensequenz vor der Cre-
vermittelten Rekombination kommen kann, waren dem LacZ-Markergen
Polyadenylierungssignale (in allen drei Leserastern) nachgeschaltet. Die
Markergenkassette war von zwei Cre-Erkennungssequenzen (loxP) flankiert.
Diese dienten dem spateren Entfernen der Kassette durch die Cre-
Rekombinase.

* Die vollstandige kodierende goosecoid-Gensequenz (770bp), verknupft dem
Polyadenylierungssignal des Rinderwachstumsfaktors (bGH-pA).

Abb. 31 Schematische Darstellung des Transgenkonstrukts (pTgsc).

Ein Promotorelement des Brachyury-Gens (grun) kontrolliert die Expression des
Transgenkonstrukts. Eine nachgeschaltete Markergenkassette (LacZ-Markergen; blau), wird
flankiert von zwei Cre-spezifischen Erkennungselementen (loxP, gelb). Die dreifachen
Polyadenylierungssignale (pA)3; hellblau) des Markergens verhindern die Expression des sich
anschliessenden Zielgens (goosecoid ; rot) vor Cre-vermittelter Rekombination. Die kodierende
goosecoid-Gensequenz ist mit einem Polyadenylierungssignal des Rinderwachstumsfaktors (bGH-
pA; hellgrun) verknupft.

Klonierung des Transgenkonstrukts (pTgsc)

Als erster Schritt wurde die kodierende Sequenz des goosecoid-Gens mit Hilfe der
Polymerasen Kettenreaktion (PCR) amplifiziert und gleichzeitig
Restriktionsschnittstellen eingefuhrt ( Hindlll am 5 Ende, EcoRI am 3 Ende; siehe
Abb.32). Die PCR-Produkte wurden in den pBluescript-Vektor kloniert und durch
Sequenzieren Uberpruft. Dabei stellte sich heraus, dass — vermutlich durch den
sehr hohen Anteil von GC-Basenpaaren, der z.B. in Exon 1 Uber 70% liegt — sehr
viele Fehler auftraten, die durch Kompression bei der Gelelektrophorese nicht
immer einfach zu detektieren waren. Erst beim 13. sequenzierten Klon wurden
keine Sequenzfehler festgestellt. Dieser Klon wurde, wie in Abb. 32 gezeigt, mit
dem Polyadenylierungssignal des Rinderwachstumsfaktors (bGH-pA), welches
aus dem pRc/CMV Expressionsvektor isoliert wurde, verknupft. Zur weiteren

120



Klonierung des Transgenkonstrukts wurde die verknupfte Sequenz in das Plasmid
pML129 subkloniert (Abb. 33).

BRIV i)

der
Uberhénge

\ 4

Abb. 32 Schematische Darstellung der Verknupfung der goosecoid-Sequenz mit dem
Polyadenylierungssignal des Rinderwachstumsfaktors.

(A) Klonierung der mit PCR amplifizierten kodierenden Sequenz des goosecoid-Gens und
eingefuhrten Restriktionsschnittstellen in den pBluescript-Vektor. Durch Schneiden mit dem
Restriktionsenzym Smal, wurde das Plasmid fur die nachfolgende Ligation des
Polyadenylierungssignal des Rinderwachstumsfaktors vorbereitet.

(B) Durch Restriktionsverdau wurde das Polyadenylierungssignal des
Rinderwachstumsfaktors aus dem pRC/CMV-Vektor herausgeschnitten, die Uberhange der
Restriktionsschnittstellen entfernt und hinter die goosecoid-Sequenz im pBluescript-Vektor kloniert.
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Abb. 33 Schematische Darstellung der Klonierung des Transgenkonstrukts pTgsc.
Das Plasmid pML129 wurde mit den Restriktionsenzymen Sall und Xhol geschnitten und das Sal I-
Fragment (goosecoid/bGHpA) durch Ligation eingefugt.

5.9 Zellkultur

Embryonale Stammzellkultur

Murine embryonale Stammzellen (ES-Zellen) sind aus der inneren Zellmasse
(ICM) fruher Embryonalstadien gewonnene Zellen, die eine pluripotente
Zellpopulation darstellen. Somit sind sie in der Lage sich in samtliche Zelltypen
eines Organismus zu differenzieren. Durch das Einbringen von zusatzlicher DNA-
Information, lassen sich transgene ES-Zellen herstellen. Nach
Blastozysteninjektion intergrieren sich diese transgenen Zellen in wieder in einen
Embryo. Durch Transfer der injizierten Blastozysten in Ammenmause lassen sich
chimare Tiere herstellen. Diese Chimaren bestehen aus einer Mischung aus
Wirtszellen und eingebrachten transgenen ES-Zellen. Durch Verpaarung chimarer
Mause mit reinstammigen Tieren lasst sich eine transgene Mauslinie etablieren.
Neben dieser Verwendung eignen sich ES-Zellen auch fur in vitro
Differenzierungsstudien.

Kultivierung von ES-Zellen

ES-Zellen mussen mit groBter Sorgfalt in Kultur gehalten werden damit sie ihren
embryonalen Charakter bewahren. Eine ungewollte Differenzierung der
pluripotenten Zellen in spezifische Zelltypen muss vermieden werden.
Andifferenzierte Zellen sind nicht mehr fahig sich in einen Embryo zu integrieren,
geschweige denn an der Bildung der Keimzellen teilzunehmen. Es hat sich
bewahrt die Kulturen nur mit gekauften Medien und Supplementen zu versorgen,
sowie ausschliesslich mit Plastikpipetten zu arbeiten, um eine Kontamination
durch organische Losungsmittel (Phenol etc.) oder Spulmittelresten vorzubeugen.
Die ES-Zellen wurden auf einem Rasen von primaren embryonalen Fibroblasten
und auf gelatinisierten Gewebekulturschalen kultiviert. Die Fibroblasten
(sogenannte feeder-Zellen) sezernieren Wachstumfaktoren in das Kulturmedium.
Dies diente der Versorgung der ES-Zellen und verhinderte eine Differenzierung.
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Die Fibroblasten wurden aus E13.5 Mausembryonen isoliert und vor Ko-Kultur mit
2000-3000 Rad aus einer ®CO-Quelle bestrahlt. Dies stellte eine subletale Dosis
dar, die Zellen waren zwar stoffwechselaktiv jedoch nicht mehr teilungsfahig und
konnten daher die ES-Zellen in der Ko-Kultur nicht Uberwachsen.

Das ES-Zell-Kulturmedium setzte sich aus DMEM (with high glucose; Gibco,
Eggenstein) mit 20% FCS (fetal calf serum, Biochrom KG, Berlin), 1x non-
essential aminoacids (Gibco, Eggenstein), 0.1M 2-Mercaptoethanol (Gibco,
Eggenstein) und 1000 U/ml LIF (ESGRO™, murine leukemia inhibitory factor,
Gibco, Eggenstein) zusammen. Die ES-Zellen erhielten jeden Tag frisches
Medium.

Die Morphologie der ES-Zellen wurde jeden Tag uberpruft. Unter optimalen
Bedingungen wachsen ES-Zellen als tropfenformige Kolonien mit regelméassigem
Rand. In der Kolonie selbst sind nur schwer Einzelzellen zu identifizieren, da ES-
Zellen in engem Zell-Zell-Kontakt wachsen. Wenn die Kolonien eine bestimmte
GroBe erreicht hatten, wurden die Zellen passagiert.

Die Zellen wurden in einem Inkubator (Heraeus, Stuttgart) in befeuchteter
Atmosphare bei 37°C und 5% CO, in Gewebekulturschalen kultiviert. Alle
Arbeitschritte erfolgten soweit moglich an einer Sterilbank (Glatt AG, Schweiz).

Passagieren von ES-Zellen

Die Zellen wurden mit PBS ” gewaschen und fiur 5 min mit 0.05% Trypsin / 0.02%
EDTA (Gibco, Eggenstein) bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden durch
Resuspendieren vereinzelt, anschlieBend in ES-Zell-Kulturmedium aufgenommen
und bei 300 g fur 3 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in frischem
Kulturmedium aufgenommen, 1:5 verdunnt und auf Gewebekulturschalen mit
bereits ausplattierten inaktivierten primaren Fibroblastenzellen verteilt.

Einfrieren von ES-Zellen

Nach Trypsinierung wurden Zellen durch Resuspendieren vereinzelt, in
Kulturmedium aufgenommen und bei 300 g fur 3 min zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in kalten Einfriermedium (80% FCS und 20% DMSO) aufgenommen und in
1ml Aliquots auf -80C eingefroren. Zur langeren Aufbewahrung wurden die
eingefrorenen ES-Zellen nach 24 h in flussigen Stickstoff Uberfuhrt.

Auftauen von ES-Zellen
Die eingefrorenen Zellen wurden in einem Wasserbad (37°C) aufgetaut,
anschliessend in ES-Zell-Kulturmedium aufgenommen und fur 3 min bei 300 g
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in frischem Kulturmedium aufgenommen und
auf Gewebekulturschalen mit bereits ausplattierten inaktivierten primaren
Fibroblastenzellen verteilt.

Praparation von primaren embryonalen Maus-Fibroblastenzellen

Da bei der Kultivierung der transfizierten ES-Zellen zur Selektion Neomyzin bzw.
G418 als Selektionsmarker verwendet wurde, mussen die Fibroblasten ebenfalls
eine Resistenz gegenuber diesem Antibiotikum besitzen. Zur Praparation dieser
Zellen wurden ausschliesslich Embryonen (E13.5) verwendet, die aus
Verpaarungen von Wildtyp (Mausstamm C57/DBA2xC57B6) und einer transgenen
Mauslinie die das Neomyzinresistenzgen trugen, stammten. Bei der verwendeten

123



transgenen Mauslinie handelte es sich um Tiere des Genotyps cd44™ (eine
Neomyzinkassette fuhrte in diesen Mausen zum Funktionsverlust des cd44-Gens
(Schmits et al., 1997). Schwangere Mause wurden durch cervikale Dislokation
getdotet, das Abdomen mit 70% Ethanol desinfiziert und median an der
Peritonealhdohle aufgeschnitten. Der Uterus duplex mit den Implantationen wurde
entnommen und in eiskaltes PBS * Uberfuhrt. Die weitere Praparation erfolgte
unter dem Binokular unter sterilen Bedingungen. Mit einer Schere wurde der
Uterus zwischen den einzelnen Implantationen durchtrennt. Nach Entfernen des
Uterusgewebes und der embryonalen Hullen (Dottersack und Amnion) wurden der
Kopf und die inneren Organe der Embryonen abgetrennt. Das restliche
Rumpfgewebe wurde mit der Schere zerkleinert und in 0.25% Trypsin / 1mM
EDTA (Gibco, Eggenstein) fur 30 min bei 37°C inkubiert. Die Zellsuspension
wurde mit einer 5 ml Pipette vereinzelt und anschliessend wurden die Zellen durch
ein Zellsieb (40 um, Becton Dickinson, New Jersey, USA) in ein vorbereitetes 50
ml Rdhrchen mit frischem Fibroblasten-Kulturmedium (DMEM, Gibco, Eggenstein
mit 10% FCS (PAA Laboratories, Linz,Austria und 1% Penicillin/Streptomycin
(Gibco, Eggenstein) uberfuhrt. Zur Inaktivierung des Trypsins wurden 2 ml
Fibroblasrten- Kulturmedium pro 1 ml Trypsin eingesetzt. Die Zellen wurden durch
3minutiges Zentrifugieren bei 300 g pelletiert, in frischem Medium resuspendiert
und pro Embryo auf eine 15 cm Gewebekulturschalen bei 37°C kultiviert. Nach 24
h wurde das Kulturmedium gewechselt. Nach drei Tagen waren die
Fibroblastenzellen konfluent gewachsen und wurden passagiert (siehe
Passagieren von ES-Zellen). Nach 5 Passagen wurden die Kulturen seneszent
und konnten nicht mehr zur Ko-Kultur mit ES-Zellen verwendet werden.

Inaktivieren von Fibroblastenzellen durch Bestrahlung

Zur Inaktivierung wurden die Zellen zunachst zweimal mit PBS * gewaschen, mit
3 ml 0.25% Trypsin / 1mM EDTA (pro 15 cm Gewebekulturschale) fur 5 min bei
37°C inkubiert und in Kulturmedium aufgenommen. Anschliessend wurden die
Zellen bei 2-3000 RAD aus einer *°CO-Quelle bestrahlt. Die inaktivierten
Fibroblasten wurden in Einfriermedium (80% FCS und 20% DMSOQO) zu jeweils 1
ml Aliquots eingefroren bei -80°C eingefroren.

Auftauen von ES- und Fibroblastenzellen

Die eingefrorenen Zellen wurden in einem Wassserbad (37°C) aufgetaut,
anschliessend in Fibroblasten-Kulturmedium aufgenommen und fur 3 min bei 300
g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in frischem Fibroblasten-Kulturmedium
aufgenommen und auf eine Gewebekulturschale verteilt.

Gelatinisieren von Gewebekulturschalen

Die Gewebekulturschalen wurden fur 10 min mit einer 0.02% Gelatineldsung
(Sigma, Deisenhofen) uberschichtet, anschliessend wurde die Lésung wieder
abgenohmen.

Stabile Transfektion von ES-Zellen mit Elektroporation

Durch Elektroporation kann Plasmid-DNA effizient in Zellen eingebracht werden.
An eine mit einer Zellsuspension gefullte Elektrodenkuvette wird kurz eine
elektrische Spannung angelegt. Dadurch werden die Oberflachenladungen der

124



Zellen kurzfristig umgekehrt, die Zellporen 6ffnen sich und in Puffer geloste DNA
gelangt in die Zellen. Nach einem Kalteschock ziehen sich die Poren wieder
zusammen.

Um zu gewahrleisten, dass sich die ES-Zellen wahrend des Experiments in einer
logarythmischen Wachstumsphase befanden, wurden sie am Vortag der
Elektroporation passagiert. Am Tag der Elektroporation wurden die Zellen mit
PBS” gewaschen und fur 5 min mit 0.05% Trypsin / 0.02% EDTA bei 37°C
inkubiert. Anschliessend durch Resuspendieren vereinzelt, in Kulturmedium
aufgenommen und bei 300 g fur 3 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
frischem Kulturmedium aufgenommen, auf eine mit Gelatine beschichteten
Gewebekulturschale gegeben und fur 30 min 37°C inkubiert. Dieser Zeitraum
genugte, um die Fibroblastenzellen sich an der Oberflache der
Gewebekulturschale anheften zu lassen. Somit konnten die ES-Zellen durch
einfaches Spulen von den Fibroblastenzellen getrennt werden (sogenannte
preplate-Technik). Die ES-Zell-Suspension wurde abgenommen, zweimal mit
eiskaltem Elektroporationspuffer (PBS™/ 10mM HEPES pH 7.05) gewaschen und
die Anzahl der Zellen mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Zur
Elektroporation wurden 2x 10’ Zellen in 800 ul eiskaltem Elektroporationspuffer
aufgenommen, mit 35-40 ug Plasmid-DNA vermischt und in eine vorgekuhlte
Elektroporationskiivette gegeben. Zur Herstellung transgener ES-Zellklone mit
stabiler Integration des Transgenkonstrukts (pTgsc) wurden 30 ug des isolierten
Fragments aus dem Transgenkonstruktplasmid nach KPNI-Restriktionsverdau
(5.5 kb) und 5 ug des nach Sacll-Restriktionverdaus linearisierten
Neomyzinresistenz-Gen-Plasmids (pML125; 5 kb) zusammen elektroporiert. Zur
Ko-Elektroporation wurden demnach beide DNA-Fragmente im molaren Verhaltnis
6:1 eingesetzt. Ungefahr 60-80% der neomyzinresistenten Klone werden beide
DNA-Fragmente stabil in das Genom aufnehmen (Torres und Kuhn, 1997).

Zur Herstellung transgener ES-Zellklone mit stabiler Integration eines Luziferase-
Reportergenkonstukts, wurden 30 wg des nach BamHI-Restriktionsverdau
linearisierten Luziferase-Reportergenkonstukt (ca. 7 kb) zusammen mit 4 ug des
nach Sacll-Restriktionsverdaus linearisierten Neomyzinresistenz-Gen-Plasmid (5
kb) gleichzeitig elektroporiert.

Zur Herstellung chimarer Embryonen, die das goosecoid-Uberexpressionsplasmid
stabil enthielten wurden ES-Zellen mit 20 ug des nach Xbal-Restriktionsverdau
linearisierten goosecoid-Uberexpressionsplasmids (5 kb), 12 ug des nach Xhol-
Restriktionsverdau linearisierten LacZ-Markergenkonstrukt (8.5 kb) und 7 ug des
nach Sacll-Restriktionsverdaus linearisierten Neomyzinresistenz-Gen-Plasmid (5
kb) gleichzeitig elektroporiert.

Die Elektroporation wurde mit folgenden Parametern durchgefuhrt: BioRad Gene
Pulser, 400 V und 250 uF. Die elektroporierten Zellen wurden anschliessend 10
min auf Eis inkubiert und auf Gewebekulturschalen mit Fibroblasten ausgesat.

Selektion der neomyzinresistenten ES-Zellklone

Vierundzwanzig Stunden nach der Elektroporation wurde mit der
Neomyzinselektion begonnen. Dazu wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen und Selektionsmedium (400ug G418 pro ml ES-Zellen-Kulturmedium)
zugegeben. Das Selektionsmedium wurde jeden Tag durch frisches ersetzt. Nach
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vier Tagen begannen die ES-Klone, die das Neomyzinresistenzgen nicht stabil in
das genom integriert hatten, abzusterben.

Isolierung und Expandieren einzelner transgener ES-Zellklone

Am 10. Tag der Selektion wurden einzelne neomyzinresistente ES-Zellklone
isoliert. Die Zellklone wurden in 90 ul 0.25% Trypsin / 1mM EDTA vereinzelt. Je
60 ul der Zellsuspension wurde auf eine Vertiefung einer 96-Loch-Platte
(sogenannte Masterplatte) mit Fibroblasten gegeben. Die restlichen 30 ul wurden
in die Vertiefung Gelatine geschichteter 24-Loch-Platten (sogenannte Duplikat-
Platten) pipettiert.

Die Master-Platte diente dem Expandieren der einzelnen ES-Zellklone. Das
Selektionsmedium wurde alle 24 h gewechselt und nach ca. funf Tagen waren die
ES-Zellklone konfluent gewachsen. Die ES-Zellklone wurden mit PBS™
gewaschen und Medium (40 ul Kulturmedium und 80 ul Einfriermedium pro ES-
Zellklon) zugegeben. Die Masterplatte wurde anschliessend auf -80°C aufbewahrt.
Die Duplikat-Platten dienten ebenfalls zum Expandieren der ES-Zellklone. Die
daraus praparierte genomische DNA wurde anschliessend in einer Southern Blot
Analyse eingesetzt. Diese Analyse erlaubte das Nachweisen der Integration des
Transgenkonstrukts in das Genom der ES-Zellklone, sowie die Bestimmung der
Anzahl der integrierten Zielgenkopien.

Transiente Transfektion von ES-Zellen mit der Super-Fect-Methode™

Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass sich das hochmolekulare Super-
Fect™-Reagenz (Qiagen, Hilden) an die DNA anlagert und mit ihr einen sehr
kompakten Struktur bildet. Dieser Reagenz-DNA-Komplex besitzt eine positive
Ladung mit dem er sich an negativ geladene Rezeptoren wie z. B. sialysierte
Glykoproteine auf der Oberflache von eukaryontischen Zellen anlagert. Durch
Endocytose wird dieser Komplex in das Zellinnere eingeschleust und
anschliesslich in den Zellkern transportiert.

Am Vortag der Transfektion wurden 2x 10° ES-Zellen / 2 ml Kulturmedium pro
Vertiefung einer mit Gelatine beschichteten 6-Loch-Platte ausgesat. Zur
Transfektion am nachsten Tag wurden 4 ug DNA in 100ul serumfreien
Zellkulturmedium gemischt. Nach Zugabe von 20 ul Super-Fect™-Reagenz
entstand der Reagenz-DNA-Komplex innerhalb von 10 min. Die Zellen wurden mit
PBS gewaschen, der Reagenz-DNA-Komplex mit 600 ul gemischt und auf die
Zellen verteilt. Nach einer 37°C Inkubation fur 2 h wurde der Uberstand durch
einmaliges Waschen der Zellen mit PBS entfernt und frisches Kulturmedium
zugegeben. Die Zellen wurden durch Aggregation in Fibroblastenmedium mit 1%
DMSO fur drei Tage mesodermal differenziert, geerntet und ein Luziferase-
Aktivitatsnachweis durchgefuhrt.

Mesodermale in vitro Differenzierung von ES-Zellen

Zur mesodermalen Differenzierung wurden ES-Zellklone trypsiniert, durch
preplate-Technik von den Fibroblasten separiert und in einer Neubauer-
Zahlkammer die Zellzahl bestimmt. Jeweils ca. 100 Zellen der einzelnen ES-
Zellklone in hangenden 20ul Fibroblastenmediumtropfchen (sogenannte hanging
drops) an der Unterseite des Deckels einer Petrischale in Gegenwart von 1%
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DMSO fur 48 h aggregiert. Die Aggregate wurden gesammelt und danach auf
Bakterienschalen fur weitere fur 48 h in Fibroblastenmedium mit 1% DMSO
kultiviert. Anschliessend wurden die Aggregate auf gelatinisierten
Zellkulturschalen ausplattiert und fur drei Tage ohne Zusatz von DMSO in
Fibroblastenmedium kultiviert (modifiziert nach Wobus, 1994).

5.10 Herstellung transgener Mause

Isolation von Blastozysten

Mause des Mausstammes C57BL/6J wurden verpaart. Am nachsten Morgen
wurden die Weibchen auf Anwesenheit eines Vaginalpropfs (plug) untersucht.
Vaginalpropfen sind koagulierte Proteine der Samenflussigkeit, die nach der
Kopulation noch ca. 12 h sichtbar sind. Plug-positive Tiere wurden aussortiert und
am Tag 3.5 dpc (days post coitum) durch zervikale Dislokation getdtet. Danach
wurde das Fell im Bereich des Bauchraums mit 70% Ethanol sterilisiert und mit
einer Schere ein ca. 1 cm langer Schnitt in die Oberhaut gesetzt. Das Fell wurde
rostro-kaudal abgezogen und so die Unterhaut freigelegt. Die Unterhaut wurde mit
einer spitzen Schere beginnend in der Bauchmitte erdffnet. Die Gedarme wurden
zur Seite geschoben und der Uterus mit Pinzette und Schere lokalisiert. Der
Uterus wurde mit kleinen Schnitten vom Mesometrium getrennt und enthommen.
Der Cervix Uteri, der Uterushals ist besonders muskulds und wirkt wie ein Ventil.
Deshalb musste er durchtrennt werden. Die beiden Uterushalften wurden dann in
ein Schalchen mit M2-Medium (Sigma, Deisenhofen) Uberfuhrt. Unter dem
Binokular wurde eine Injektionsnadel in den Uterus eingefuhrt und mit einer
Einmalspritze ca. 2 ml M2-Medium durchgespult. Die Blastozysten (6-10 pro
Maus) konnten herausgespult und mit einer Transferkapillare gesammelt werden.
Sie wurden bis zur Injektion im Brutschrank aufbewahrt.

Injektion von Blastozysten

Zuerst wurden die ES-Zellen vorbereitet. Hierzu wurden diese trypsiniert und eine
Einzelzellsuspension hergestellt. Durch die preplate-Technik wurden ES-Zellen
von den Fibroblastenzellen separiert, kurz abzentrifugiert, resuspendiert und auf
Eis bis zur Injektion aufbewahrt.

Unter einem Leica Axiovertmikroskop wurden 8-15 ES-Zellen mit einer feiner
Glaskapillare in das Blastozoel einer Blastozyste injiziert. Der Vorgang wurde bei
allen anderen Blastozysten wiederholt, anschliessend die injizierten Blastozysten
in M16-Medium (Sigma, Deisenhofen) transferiert und bis zum Transfer in die
Ammen im Brutschrank inkubiert.

Produktion von scheinschwangeren Ammen

Die injizierten Blastozysten wurden in eine 2.5 dpc ( days post coitum)
Ammenmutter transferiert. Die Amme wurde zuvor von einem vasektomierten
Mannchen begattet. Bei der Vasektomie wurden die Samenleiter unter Narkose
kauterisiert. Dies fuhrte dazu, dass die Mannchen zwar noch kopulierten, aber in
der Samenflussigkeit keine Spermien vorhanden sind. Bei den begatteten
Weibchen fuhrte die Kopulation zu einem hormonellen Zyklus wie bei einer
Schwangerschaft; sie waren scheinschwanger. Diese Scheinschwangerschaft war
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wichtig, da dadurch die Blastozysten im Eileiter wandern und sich in den Uterus
einnisten konnten.

Transfer von Blastozysten in Ammen

Blastozysten (3.5 dpc) wurden in den Uterus von 2.5 dpc scheinschwangeren
Ammen transferiert. Eine Amme wurde gewogen und 0.014-0.018 ml/g
Korpergewicht des Narkotikums Avertin, (Stocklosung: 1 g 2,2,2 Tribromethanol
(Sigma, Deisenhofen) in 1 ml 2-Methyl-2-butanol (Sigma, Deisenhofen)) i. p.
gespritzt. Avertin wirkt sehr schnell, die Maus sollte nach 1-2 min tief anasthesiert
sein. Kontrolle erfolgte durch kurzes Kneifen in den Schwanz. Der Rucken des
Tieres wurde entlang der Wirbelsaule im Bauchbereich mit 70% Ethanol
desinfiziert. Anschliessend wurde mit einer Schere einen 1-1.5 cm langen Schnitt
in die Oberhaut gesetzt. Ein weiterer Schnitt wurde mit einer Irisschere durch die
Unterhaut gesetzt und der Uterus am Ovar herausgezogen. Die Blastozysten (6-8)
wurden perlschnurrartig in eine Transferkapillare aufgenommen. Mit einer
Injektionsnadel wurde in das dem Eileiter zugewandte Ende des Uterus
eingestochen, die Transferkapillare in den Stichkanal eingefuhrt und die
Blastozysten in den Uterus eingeblasen. Der Uterus wurde in die Korperhohle
zuruckgedruckt und der Vorgang auf der anderen Seite wiederholt. Danach wurde
die Oberhaut mit zwei Autoclips verschlossen. Nach etwa 18 Tagen wurden die
chimaren Mause geboren und der Chimarismus konnte nach wenigen Tagen am
Verhatnis von brauner (OLA/129) zu schwarzer (C57BL6) Fellfarbung abgeschatzt
werden.

Integration der transgenen ES-Zellklone in die Keimbahn

Die aus Blastozysteninjektionen entstandenen chimaren Tiere wurden im Alter
von acht Wochen mit gleichaltrigen C57BL/6 Weibchen verpaart. Falls die ES-
Zellen in die Keimzellen der chimaren Mause integriert hatten, sollten aus diesen
Verpaarungen Nachkommen mit brauner Fellfarbe geboren werden. Da die
chimaren Mause nur jeweils ein Allel des Transgens besaBen, muBte davon
ausgegangen werden, daB nur funfzig Prozent ihrer Nachkommen mit brauner
Fellfarbe auch das Transgen in sich trugen. Durch Southern Blot Analyse mit einer
goosecoid-spezifischen Sonde konnte genomisch DNA aus Schwanzbiopsien der
5 bis 10 Tage alten Tiere auf Anwesenheit des Transgens untersucht werden. Alle
als transgen charakterisierten Tiere einer ES-Zelllinie wurden zur Weiterzucht
untereinander verpaart. Um die Nachkommen auf Homozygotie zu testen, wurden
sie mit reinstammigen C57BL/6 Mausen verpaart. Alle Nachkommen homozygoter
Tiere erhielten eine Kopie des Transgen, somit konnte eine stabile transgene
Mauslinie etabliert werden.

5.11 Verpaaren der Mause und Bestimmung der
embryonalen Entwicklungsstadien

Um Embryonen eines definierten Embryonalstadiums zu erhalten, wurden
weibliche Mause der entsprechenden Mauslinie mit mannlichen Tieren der
entsprechenden Mauslinie am spaten Nachmittag verpaart. Bei Vorhandensein
eines Vaginalpfropfs (vaginal plug) am folgenden Morgen wurde der Mittag als
Stadium der Embryonalentwicklung 0.5 dpc (0.5 days post coitum) bzw. E0.5 (E=
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embryonic day) angenommen, da die cervixstimulierte Ovulation der weiblichen
Mause, die in einem 12 Stundentag-Rhythmus gehalten wurden, in der Mitte der
Dunkelphase stattfindet.

5.12 Isolierung und Fixieren von Embryonen

Schwangere Mause wurden zur lIsolation der Embryonen durch zervikale
Dislokation getodtet und median an der Peritonealhdhle aufgeschnitten. Der Uterus
wurde entnommen und in eiskaltes PBS Uberfuhrt. Die weitere Praparation
erfolgte unter dem Binokular (Wild M 10, Leica, Bensheim). Mit einer Schere
wurde der Uterus zwischen den einzelnen Implantationen durchtrennt. Mit zwei
Uhrmacherpinzetten (#5) wurde das Uterusgewebe vorsichtig entfernt. Die
Embryonen wurden von samtlichen embryonalen Hullen (Dottersack und Amnion)
befreit, sowie die Plazenten an der Nabelschnur entfernt. Die Embryonen wurden
zweimal 5 min in PBS gewaschen und uber Nacht bei 4°C in 4% Paraformaldehyd
in PBS™ fixiert. AnschlieBend wurden die Embryonen 3x 5 min in PBS™
gewaschen und schrittweise (25, 50, 75, 100, 100% Methanol in PBS™) in
Methanol Uberfuhrt und Uber Nacht bei —20°C inkubiert. Embryonen die fur
Ganzpraparat-Hybridisierungen vorgesehen waren, wurden bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C in 100% Methanol aufbewahrt. Probenmaterial, das fur
histologische Schnitte vorgesehen war, wurde um eine vollstandige Dehydrierung
zu vermeiden, bei -20°C in 75% Methanol in PBS™ aufbewahrt.

Embryonen mit NTD-Phanotyp wurden in Bouin's-Losung (0.9% Pikrinsaure, 9%
Formaldehyd, 5% Essigsaure; Sigma, Deisenhofen) uber Nacht bei RT fixiert. Die
Analyse erfolgte unter dem Binokular Leica Wild M 10 mit Hilfe einer
Digitalkamera (ProgRes 3012, Jenoptik, Jena).

5.13 Analytische Methoden

5.13.1 Southern Blot Analyse

Markierung von doppelstrangiger DNA mit Radionukleotiden

DNA-Fragmente wurden nach der Random-Primer-Methode (Feinberg und
Vogelstein, 1983) radioaktiv markiert. Hierbei hybridisieren die durch Erhitzen
entstandenen Einzelstrange mit kurzen DNA-Stucken zufalliger Sequenz, welche
dann als Primer fur die nachfolgende Polymerisation, durch Exonuklease-freie
Klenow-Polymerase, dienen. Durch Zugabe radioaktiv markierter Nukleosid-
Triphosphate wird, bei deren Einbau, der entstehende Doppelstrang radioaktiv
markiert. Verwendet wurde das rediprime DNA labelling system der Firma
Amersham, Braunschweig. 25 ng DNA wurden in 45 ul TE aufgenommen, fur 5
Minuten bei 95°C auf dem Heizblock denaturiert, danach sofort auf Eis abgekuhit
und kurz herunterzentrifugiert. Die 45 pl wurden in ein redi-prime-Eppendorfgefal
gegeben, das die fur die Reaktion notwendigen Nukleotide, die Polymerase,
Primer und Puffer in lyophylierter Form enthalt und zusatzlich wurden 5 pl [o-P%]-
dCTP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml) zugegeben. Das Mischen des
Reaktionsansatzes erfolgte durch Hoch- und Runterpipettieren und die
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darauffolgende Inkubation fur 45 min bei 37°C, bis diese durch Zugabe von 5 pul
EDTA ( 0.2M) gestoppt wurde.

Der Ansatz wurde zum Entfernen der nicht inkorporierten Nukleotide uber eine
Sephadex-G50-Saule laufen gelassen. Die Tropfsaule wurde zuerst mit 3 ml TE
(10mM Tris-HCI pH 7.5, 1imM EDTA) aquilibriert, die radioaktive Probe auf das
Saulenbett aufgetragen, mit 400 pyl TE in die Saule einlaufen gelassen und mit
wiederum 400 pl eluiert. Mit einem Aligot von 2 ul konnte die Aktivitat (Cerenkov
Counts) der Sonde in einem Scintilations Counter uberpruft werden. Die sich im
Eluat befindende markierte Sonde wurde fur 10 min bei 95°C denaturiert,
anschlieBend auf Eis heruntergekuhlt und konnte dann zur Hybridisierung von
Southern Blot Membranen eingesetzt werden.

Southern Blot und Hybridisierung

Nach Restriktionsverdau der aus ES-Zellklonen praparierten genomische DNA (10
ug), wurde die DNA durch Agarose (0.8%)-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die im
Agarosegel aufgetrennten DNA-Fragmente wurden depuriniert und denaturiert.
Dazu wurde das Gel zunachst in 0.25N HCI bei RT fur 15 min geschwenkt, die
Losung durch 400 ml 1N NaOH ersetzt und fur 30 min bei RT geschwenkt.
Anschliessend wurde durch Zugabe von 400 ml Blot-Neutral-Losung (1M
Trisbase, 1.5N HCI) der pH der Lésung auf 8-8.5 eingestellt und nochmals fur 30
min bei RT geschwenkt. Die Losung wurde entfernt und das Gel bei RT fur 30 min
in 10x SSC unter Schutteln aquilibriert. Der Transfer der DNA auf eine positiv
geladene Nylon-Membran (Hybond N*, Amersham, Braunschweig) wurde durch
Kapillarkrafte erzielt. Dabei wurde die Membran auf das Gel und darauf eine
Schicht Zellulosepapier gelegt. Durch Kapillarkrafte wurde die Flussigkeit aus dem
Gel in die Zellulose gesaugt und dabei die DNA aus dem Gel auf die Membran
transferiert. Nach 12 h wurde die Membran getrocknet und die DNA an die
Membran durch UV-Strahlung (312 nm, Stratalinker, Stratagene, Amsterdam, NL)
gebunden. Zur anschliessenden Hybridisierung der an die Membran gebunden
DNA-Fragmente wurde eine zuvor radioaktiv markierte spezifische DNA-Sonde
eingesetzt. Die Membran wurde zunachst in einer kommerziellen
Hybridisierungslosung (QuickHyb™, Stratagene, Amsterdam, NL), wobei 33 ul pro
cm? Membranflache eingesetzt wurde, 20 min bei 68°C inkubiert. Danach wurde
die durch Aufkochen denaturierte DNA-Sonde mit 100 yl Lachssperma-DNA (10
mg/ml, Stratagene, Amsterdam, NL) vermischt und der Hybridisierungslosung
zugegeben. Nach einstundiger Hybridisierung bei 68°C wurde die Membran 2x fur
15 min bei RT in Waschlosung | (2x SSC, 0.1% SDS) und danach fur 30 min bei
60°C in Waschlosung Il (0.1x SSC, 0.1% SDS) gewaschen. Die Membran wurde
in Plastik eingeschweisst und ein Rontgenfilm (Hyperfilm-MP, Amersham) fur 12h
- einige Tage bei -20°C exponiert.

5.13.2 Polymerasen Kettenreaktion

Genotypisierung der transgenen Mause bzw. der doppelt transgenen
Embryonen mit Polymerasen Kettenreaktion (PCR)

Zur Genotypisierung mit Polymerasen Kettenreaktion wurden 2.5 ul 2mM dNTP’s,
2.5 pyl 10x PCR-Puffer (500mM KCI, 15mM MgCl,, 100mM Tris-HCI), 0.2 ul
thermostabiler DNA-Polymerase (Taq), Template (10 ng Plasmid DNA bzw. 100-
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200 ng genomische DNA) und jeweils 10 pmol der entsprechenden
Amplifikationsoligonukleotide (Primer) in einem Gesamtvolumen von 25 ul
gemischt. Ein Thermocycler (Peltier Thermal Cycler PTC-225, Biozym, Hameln)
diente der Amplifikation der Produkte. Die Reaktionsbedingungen der Zyklen
richteten sich jeweils nach der Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragments,
sowie der Schmelztemperatur (T,,= melting temperature) der Primer und wurden
empirisch ermittelt. In der Regel wurde zunachst das Template fur 1 min bei 95°C
denaturiert. Anschliessend erfolgten 34 der nachfolgend beschriebenen Zyklen:
30 sec Denaturierung bei 95°C; 1 min Hybridisierung der Primer an das Template
bei einer Temperatur, die 3-5°C unterhalb der errechneten Schmelztemperatur der
Amplifikationsprimer (siehe unten) lag; DNA-Synthese bei 72°C fur 1 min pro 1 kb
zu amplifizierender DNA. Als Annaherung zur Berechnung der Schmelztemperatur
von Amplifikationsprimern gilt folgende Gleichung: T,, = 20 x (4 x G/C + 2 x A/T) x
n-1 . Hierbei stehen G/C fur die Anzahl der hybridisierenden G/C-Basenpaare, A/T
fur die Anzahl der hybridisierenden A/T-Basenpaare und n fur die Gesamtzahl der
hybridisierenden Basenpaare.

DNA-Sequenz, Produktlange und Hybridisierungsbedingungen der zur

Genotypisierung mit PCR verwendeteten Primer

Die Sequenzen der Primer sind folgend in 5°-3" Orientierung angegeben.

Primerkombination 1:

5'0ligo TCAATCCGCCGTTTGTTCC

3'0Oligo CCGCCACATATCCTGATCTTCC
280bp, 55°C

Primerkombination 2:

5'0ligo GCAGTGCACGGCAGATACACTT

3'0Oligo CCCCATATGGAAACCGTCG
510bp, 55°C

Primerkombination 3:

5'0ligo GGGACGCGCGAATTGAATTA

3'0Oligo CCCCATATGGAAACCGTCG
160 bp, 55°C

Primerkombination 4:

5'0ligo GTTCTGTACTGGTGTCTCG

3'0Oligo GGCACCTTCCAGGGTCAAGG
277 bp, 63.5°C

Primerkombination 5:

5'0ligo CGCATAACCAGTGAAACAGCAT

3'0Oligo GAAAGTCGAGTAGGCGTGTACG
550 bp, 55°C

Primerkombination 6:

5'0ligo TAATCGCCATCTTCCAGCAG

3'0Oligo GCTGGCTGGTGGCAGATGGCG
650 bp, 55°C

Primerkombination 7:

5'0ligo CAATTTACTGACCGTACAC

3'0Oligo GCTGGCTGGTGGCAGATGGCG
751 bp, 55°C
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Primerkombination zum Nachweis der pcUbi/gsc- Sequenz:
5'0ligo CCACTAGTCCAGTGTGGTGG
3 Oligo GACGCAGGGCTGCGGGGGTC

385 bp, 65°C

Nach der PCR-Reaktion wurden die Amplifikationsprodukte Uber ein Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt.

Semiquantitative PCR

Synthese von cDNA durch reverse Transkription

Das Enzym Reverse Transkriptase (RT) ermoglichte die Synthese von cDNA
(complementary DNA) aus RNA. Die hergestellte cDNA wurde anschliessend mit
spezifischen Primer in einer Polymerasen Kettenreaktion amplifiziert. Zur
Synthese der cDNA wurde ein Primer verwendet, der aus 15 Desoxythymidinen
(dT),s bestand. Da polyadenylierte RNA eine Poly (A) Region besitzt, bindet hier
dieser Primer bevorzugt. Zur Synthesereaktion wurden folgende Komponenten in
ein ReaktionsgefaBB gegeben: 2 ul der isolierten polyadenylierten RNA und 1 pul
(500 ng) p(dT),s-Primer (Roche, Mannheim). Nach Mischen und Erhitzen fur 10
min bei 70°C wurde das Reaktionsgemisch fur 1 min auf Eis abgekuhlt. Nach der
Zugabe von 4 ul 5x Reaktionspuffer (Gibco, Eggenstein), 2 yl 0.1M DTT, 1 ul
10mM dNTP Mix (10nM je dATP, dGTP, dTTP und dCTP) wurde fur 10 min bei
RT inkubiert, fur 2 min auf 42°C erhitzt und durch Zugabe von 1 ul (60 U)
Superscript 1l Reverse Transkriptase (Gibco, Eggenstein) die RT -Reaktion
gestartet. Nach einstundiger Inkubation bei 42°C wurde das Enzym durch eine 15
minutigen 70°C Erhitzung inaktiviert und damit die Reaktion abgestoppt. Als
Kontrollansatz diente eine Minus-RT -Reaktion, d. h. dem Reaktionsgemisch
wurde keine RNA zupipettiert und es konnte dementsprechend keine cDNA
synthetisiert werden. In der anschliessend durchgefuhrten PCR-Analyse sollte in
der Minus-RT -Reaktion kein Amplifikationsprodukt entstehen. Falls doch ein
Produkt amplifiziert wurde, so deutete dies auf eine Kontamination der RNA mit
genomischer DNA hin.

Amplifikation der synthetisierten cDNA mit semiquantitativer Polymerasen
Kettenreaktion (PCR)

Um PCR-Amplifikationsproduktmengen von verschiedenen RT-Reaktionen
vergleichen zu kdonnen, mussten zwei Faktoren gewahrleistet sein. 1. Die
eingesetzten RT -Reaktionen beinhalteten vergleichbare Mengen an cDNA. Der
Nachweis dafur erfolgte mit der Amplifikation von Transkripten des HPRT-Gens,
die in Saugetierzellen in konstant hohen Mengen entstehen (Keller et al., 1993). 2.
Die Polymerasen Kettenreaktion musste im linearen Bereich der
Produktamplifikation beendet werden. Um dies sicherzustellen, wurde der
Polymerasen Kettenreaktion 0.2 ul [0-P*]-ddCTP (3000 Ci/nmol, 10 mCi/ml)
zugegeben, welches eine sensitive Detektion des Amplifikationsprodukts durch
Radiographie und somit eine Reduktion der Zyklenzahl ermoglichte. Der
effektivste und lineare Bereich der Polymerasen Kettenreaktion wurde empirisch
ermittelt und lag fur das Hypoxanthinribosyltransferase-Gen (HPRT) bei 25 Zyklen
und fur goosecoid bei 29 Zyklen. Die Primerkombination zum Nachweis der
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HPRT-Transkripte (5 0ligo GCTGGTGAAAAGGACCTCT und 3 Oligo
CACAGGACTAGAACACCTGC) ergab bei 50-55°C ein spezifisches Produkt der
Lange von 249 bp. Die Primerkombination 4 zum Nachweis der transgenen
goosecoid-Transkripte ergab bei 63.5°C ein spezifisches Produkt der Lange von
277 bp (groBes Transkript) bzw. 247 bp (kleines Transkript).

Nach der PCR-Amplifikation wurden aus jedem Reaktionsansatz 2 yl enthommen,
mit je 1 yl DNA-Probenpuffer (10mM EDTA pH 8.0, 10% (w/v) Glycerin, 0.1%
(w/v) SDS, 0.02% (w/v) Bromphenolblau) gemischt und auf ein 6%-iges
denaturierendes Polyacrylamidgel (30 Gewichtsprozent einer Acrylamid-
Stammldsung und 0.8 Gewichtsprozent N,N'- Methylenbisacrylamid in TBE-
Puffer; zum Start der Polymerisationsreaktion wurden 1% (w/v) APS und 0.1%
TEMED zugegeben) aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei 100 V fur ca. 2 h. Das
Gel wurde auf 3MM-Papier aufgezogen, fur 2 h bei 80°C im Vakuum getrocknet
und einem Rbdntgenfilm (Hyperfiim-MP, Amersham) fur 0.5-12 h bei -20°C
exponiert.

5.13.3 Das Anfertigen von histologischen Schnitten

Behandlung von Objekttragern

Die Objekttrager wurden durch aufeinanderfolgendes Eintauchen in 10% HCI /
70% Ethanol, ddH,O und 96% Ethanol gereinigt und 10 min bei 150°C getrocknet.
Die Beschichtung der Objekttrager erfolgte durch Eintauchen fur 10 sec in eine
2% TESPA/Aceton-Losung. Nach zweimaligem Waschen in 100% Aceton und
einmal Waschen in ddH,O wurden die Objekttrager Uber Nacht bei 42°C
getrocknet.

Einbetten von Embryonen und Anfertigen von histologischen Schnitten mit
einem Rotationsmikrotom

Die fixierten Embryonen wurden mit einer Pinzette in eine Einbettkassette
transferiert und in einem Gewebeprozessor (Shandon Hypercenter XP, Frankfurt)
in folgenden Schritten mit Gewebewachs perfundiert:

Ethanol (100%) 3 x 30 min
Xylol 2 x 30 min
Histowax (Leica, Nussloch) bei 60°C 2 X 40 min

AnschlieBend wurden die Embryonen mit Hilfe eines Gewebeeinbettautomaten
(Leica EG1160, Leica, Bensheim) in Wachs eingebettet. Hierzu wurden diese aus
den Einbettkassetten herausgenommen und in auf 59°C vorgewarmte
Einbettformen gelegt. Die Einbettformen wurden mit flussigem Wachs aufgefullt
und eine Haltekassette aufgedruckt. Nach Erkalten des Wachses wurden die
Wachsblocke aus den Einbettformen genommen. Das Loslosen des
Wachsblockes aus der Einbettform wurde, nachdem das Wachs auf
Raumtemperatur abgekuhlt war, durch Abschrecken auf Eis unterstutzt.

Zur Herstellung von Gewebeschnitten wurden die Wachsbldcke in die Halterung
eines Mikrotoms (Rotationsmikrotom 2035, Reichert und Jung, NuBloch)
eingespannt und parallel zum Messer ausgerichtet. Es wurden Schnitte von 7 ym
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angefertigt. Diese wurden in einem Wasserbad bei 42°C geglattet und auf
beschichteten Objekttrager transferiert.

Entparaffinierung, Farbung und Entwasserung der Schnitte

Die Behandlung der Schnitte wurde automatisch durchgefuhrt (Varistain XY,
Shandon, Frankfurt), dabei waren die einzelnen Schritte folgendermaBen
programmiert:

Entparaffinierung: Xylol 2x5 min
100% Ethanol 1 min
95% Ethanol 2x 5 min
70% Ethanol 1 min

Farbung: Leitungwasser 2 min
Hamatoxylin 1 min

(Gill Il, Surgipath, Richmond, IL, USA)
Leitungswasser 5 min

Eosin 1 min

(Accustain™, Sigma, Deisenhofen)
Entwasserung: 70% Ethanol 2x 1 min

95% Ethanol 2x 1 min

100% Ethanol 2x 1 min

Xylol 2x 1 min

Die Analyse erfolgte unter dem Binokular Leica Wild M 10 mit Hilfe einer
Digitalkamera (ProgRes 3012, Jenoptik, Jena).

Einbetten von Embryonen und Anfertigen von histologischen Schnitten mit
einem Vibratom-Mikrotom

Die fixierten Embryonen wurden mit einer Pinzette in eine Einbettkassette
transferiert und in 2 ml einer Gelatine-Albumin-Mischung (2.2 g Gelatine, 135 g
Rinder-Albumin und 90 g Sacharose in 450 ml PBS) unter Zugabe von 140 ul
Glutaraldehyd (25%) eingebettet. Zum Erharten der Gelatine-Albumin-Mischung
wurde fur 10 min bei RT inkubiert. Zur Herstellung von Gewebeschnitten wurden
die Gelatine-Albumin-Blocke in die Halterung eines Vibratoms (Vibratom-Mikrotom
VT1000S, Leica-Heerburg AG, Schweiz) eingespannt und parallel zum Messer
ausgerichtet. Es wurden Schnitte von 30 ym angefertigt. Diese wurden in einem
Wasserbad bei RT geglattet und auf Objekttrager transferiert. Die Analyse erfolgte
unter dem Binokular Leica Wild M 10 mit Hilfe einer Digitalkamera (ProgRes 3012,
Jenoptik, Jena).

5.13.4 In situ Hybridisierung im Ganzpraparat

Praparation von Digoxygenin-markierter antisense RNA (Sonde)

Fur die Hybridisierung wurde Digoxygenin-markiertee RNA in vitro transkripiert.
Antisense RNA kann mit sense mRNA Doppelstrange ausbilden, wobei RNA-
RNA-Hybride stabiler sind als DNA-DNA- oder DNA-RNA-Hybride. Die Genprobe
(cDNA oder genomische DNA) wurde in einen geeigneten Vektor kloniert, der die
Transkription von RNA mit Hilfe von Phagen RNA-Polymerasen erlaubte. Ein weit
verbreiteter und universell einsetztbarer Vektor ist pBluescript. Die aus 22
Restriktionsschnittstellen bestehende ‘multiple cloning site wird auf beiden Seiten
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von Promotoren fur RNA-Polymerasen der Phagen T3 und T7 flankiert. Vor der in
vitro Transkription muss das Genkonstrukt linearisiert werden, um einen ‘read
through' in Vektorsequenzen zu vermeiden. Dazu wurde das Plasmid mit einem
geeigneten Restriktionsenzym geschnitten, durch Agaroseelektrophorese auf
vollstandigen Verdau kontrolliert, und anschliessend durch Phenol-
Chloroformextrktion und Ethanolfallung gereinigt. Fur die Markierungsreaktion
wurde das linearisierte Plasmid in einer Konzentration von 1 ug/ul in ddH,= gelost.

In vitro Transkription

Auf Eis wurde die folgende Reaktion pipettiert: 1 ug linearisiertes Plasmid, 4 ul 5x
Reaktionspuffer (200mM Tris pH 8.0, 50mM MgCl,, 100mM DTT, 50mM NacCl,
20mM Spermidin, 250 pyg/ml BSA), 2 ul 10x Digoxigenin dNTP-Mix (10mM ATP,
10mM CTP, 10mM GTP, 6.5 mM UTP, 3.5 mM DIG-11-UTP, pH 7.5), 1 ul RNAse
Inhibitor, 2 ul (20 U / ul) RNA-Polymerase, 10 ul ddH,O. Das Reaktionsgemisch
wurde fur zwei Stunden bei 37°C inkubiert und die Reaktion mit 2 ul 0.2M EDTA
abgestoppt. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von 2.5 ul 4M LiCl,
75 ul Ethanol und 30 min Inkubation auf Eis prazipitiert. Nach Zentrifugation fur 30
min mit 10000 g bei 4°C wurde die RNA mit 500 ul 75% Ethanol gewaschen und
in 60 ul Formamid/dd-H,O (1/1) geldst. Qualitat und Menge der RNA wurden
gelelektrophoretisch durch Vergleich vor und nach Prazipitation bestimmt. Bis zur
weiteren Verwendung wurde die RNA bei —80°C aufbewahrt.

Vorbehandlung der Embryonen

Vorbemerkungen:

Samtliche nachfolgend beschriebenen Arbeitsschritte wurden auf Eis
durchgefuhrt, mit Ausnahme des Proteinase K-Verdaus, der bei Raumtemperatur
erfolgte. Als ReaktionsgefaBe dienten 5 ml Glasrohrchen (Biozym Diagnostics,
Oldendorf), in die zu Beginn des Experiments die entsprechenden Embryonen
uberfuhrt wurden. Da Luftkontakt der Embryonen zu unspezifischer
Hintergrundfarbung fuhrt, erfolgte das Wechseln von Losungen stets so, dass die
Embryonen in einem minimalen Restvolumen der zu entfernenden Losung
verblieben, bevor eine neue Losung hinzugegeben wurde.

Die in 100% Methanol aufbewahrten Embryonen wurden zunachst Uber eine
absteigende Methanolreihe stufenweise rehydriert. Dies erfolgte durch eine
Inkubation fur je 5 min in 75%, 50% und 25% Methanol in PBSw (0.1% Tween-20
in PBS™). AnschlieBend wurde 3 mal fur je 5 min in PBSw gewaschen. Um eine
bessere Zuganglichkeit der Probe ins Gewebe zu ermoglichen erfolgte ein
partieller Verdau mit Proteinase K. Die Proteinase K Konzentration betrug 4.5
ug/ml PBSw; die Inkubationszeiten hingen von der GroBe der Embryonen ab und
wurden empirisch ermittelt. Der Verdau wurde durch Zugabe frischer Glycinlosung
(2 mg/ml PBSw) und dreimaligem Waschen mit PBSw fur je 5 min gestoppt.
AnschlieBend wurden die Gewebe durch Inkubation in 4% Paraformaldehyd /
0.2% Glutaraldehyd in PBSw nachfixiert. Nach viermaligem Waschen in PBSw fur
je 5 min, erfolgten Inkubationen fur je 5 min zunachst in 50%
Hybridisierungslosung in PBSw (50 ml 100% Hybridisierungslosung: 0.5 g
Boehringer Block, 25 ml Formamid, 12.5 ml 20x SSC pH 7.0, 6 ml ddH,O, 5 ml 10
mg/ml Torula RNA, 100 ul 50 mg/ml Heparin, 250 ul 20% Tween-20, 500 ul 10%
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CHAPS, 500 ul 0.5M EDTA) gefolgt von 100% Hybridisierungslésung.
Anschliessend erfolgte eine Prahybridisierung in 900 ul Hybridisierungslosung fur
drei Stunden bei 65°C.

Hybridisierung und Waschen

Zu den 900 ul Volumina-Ansatzen wurden 200 ng digoxygeninmarkierter RNA
(Sonde) in 100 ul Hybridisierungslosung gegeben, die zuvor fur 5 min bei 95°C
denaturiert wurde. Die Hybridisierung erfolgte uber Nacht bei 70°C. Das Waschen
zur Entfernung freier, nicht hybridisierter Sonde erfolgte zunachst in 800 ul
Hybridisierungslosung fur 5 min bei 70°C. Nach dreimaliger Zugabe von je 400 ul
2x SSC pH 4.5 erfolgte eine zweimalige Inkubation von je 30 min bei 70°C in 2x
SSC pH 7.0. Daraufhin wurde zweimal in Maleinsaurepuffer (100mM Maleinsaure,
150mM NaCl, pH 7.5) fur je 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieBend
zweimal in Maleinsaurepuffer fur je 30 min bei 70°C. Nach zweimaligem Waschen
in PBS fur je 10 min bei Raumtemperatur und einmaligem Waschen in PBSw fur 5
min erfolgte eine Inkubation in 1 ml Antikorperpuffer (10% Ziegenserum, 1%
Boehringer Block, in PBSw) fur mindestens zwei Stunden bei 4°C.

Visualisierung und Auswertung

SchlieBlich erfolgte die Inkubation in 1.5 ml Antikbrperpuffer mit alkalischer
Phosphatase konjugiertem Anti-Digoxygenin Antikorper (Roche Diagnostics,
Mannheim) in einer Verdunnung von 1:10000 Uber Nacht bei 4°C. Nach
einmaligem Spulen in 0.1% BSA in PBSw folgten funf Waschschritte in 0.1% BSA
in PBSw fur je 45 min bei Raumtemperatur. Nach zweimaligem Waschen fur je 30
min in PBSw erfolgte eine zweimalige Inkubation fur je 10 min in AP1-Puffer
(100mM Tris pH 9.5, 100mM NaCl, 50mM MgCl,). Die Farbreaktion erfolgte nach
Uberfuhren der Praparate in BM-Purple (prazipitierendes alkalische Phosphatase
Substrat, Roche Diagnostics, Mannheim) im Dunkeln. Nach Eintritt einer
zufriedenstellenden Farbreaktion wurde diese durch mehrmaliges Waschen in
PBS gestoppt. Die Praparate wurden anschlieBend stufenweise in Methanol
Uberfuhrt und so bei -20°C aufbewahrt. Die Analyse erfolgte nach stufenweiser
Rehydrierung in PBS unter dem Binokular Leica Wild M 10 mit Hilfe einer
Digitalkamera (ProgRes 3012, Jenoptik, Jena).

5.13.5 Bestimmung der Luziferase-Aktivitat

Herstellung von Gesamtzelllysaten

Zum Nachweis der Luziferase-Aktivitat wurden transfizierte mesodermal
differenzierte Zellen geerntet. Nach zweimaligen Waschen der Zellen mit
eiskaltem PBS™", wurden die Zellen in Lysis-Puffer (0.1M Tris-Acetat, pH 7.5; 2mM
EDTA, 1% Triton X100) fur 20 min auf Eis aufgeschlossen, die Zellfragmente
wurden fur 10 min bei 2000 g pelletiert und der proteinhaltige Uberstand zur
Analyse verwendet.

Bestimmung der Proteinkonzentration

Der Gesamzellextrakt (10 ul) wurde mit 490 ul Lésung | (2% Na,CO, in 0.1 N
NaOH) gemischt und anschliessend 1 ml Léosung IV (frisch hergestellt aus:
Losung Il (500 ul 2% NaK-Tartrat ); 50 ul Lésung I; Losung 1l (50 ul CuSQO,))
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zugegeben. Nach Inkubation fur 10 min bei RT wurden 100 ul frisch hergestellter
50% Folin-Losung zugegeben, gut gemischt und fur 10 min bei 37°C inkubiert.
Anschliessend erfolgte die Extinktion bei 600 nm bestimmt und die
Proteinkonzentration anhand einer Eichkurve verschiedener BSA-Konzentrationen
ermittelt.

Luziferaseaktivitats-Nachweis

Die Klonierung des Luziferase-Gen aus dem Gluhwurmchen (Photinus pyralis)
ermoglichte die Etablierung eines sensitiven, nicht radioaktiven genetischen
Reportersystems in eukaryontischen Zellen (de Wet et al.,, 1987). Die
Biolumineszenz wird durch das Enzym Luziferase katalysiert, das dazu D-
Luziferin als Substrat, ATP, Mg* uns O, benbtigt. Zum Nachweis der
Luziferaseaktivitat in Zellysaten wurden diese zusammen mit D-Luziferin, ATP,
Mg® uns O, gemischt. Enstehende Lichtblitze wurden durch ein Luminometer
(Luminomat 9600, Fa. Berthold, Bad Wildbad) detektiert.

Pro Ansatz wurden durch die Injektionseinrichtung des Luminometers 100 ul
Zelllysat, 350 ul Puffer (25 mm Glygly, 15 mM M,SO,, 4 mM EGTA, 1 mM DTT, 1
mM ATP) und 100 ul Luziferin-Losung (40 uM D-Luziferin im Puffer (ohne DTT
und ATP geldst) miteinander vermischt. Nach einer Reaktionszeit von 10 sec
konnte das Ergebnis abgelesen werden.

Statistische Auswertung der Luziferaseaktivitats-Analysen

Jeder Ansatz wurde mit Duplikaten durchgefuhrt, in je drei voneinander
unabhangigen Eperimenten. Aus den erhaltenen Daten wurde der Mittelwert
gebildet und die Standartabweichung bestimmt.

5.13.6 Nachweis der g-Galaktosidaseaktivitat mit dem Substrat X-gal
im Ganzpraparat und in ES-Zellen

Die isolierten Embryonen bzw. die ES-Zellen wurden mit PBS gewaschen und
anschliessend in frisch hergestellte Fixierungslosung (PBS™ mit 1% Formaldehyd,
0.2% Glutaraldehyd, 2 mM MgCl,, 5 mM EGTA, 0.02% NP-40) uberfuhrt.
Fixierungszeiten bei RT: 30-60 min ab E12.5 und spater

60-90 min bei E13.5 und fruher

30 min ES-Zellen.
Die Embryonen bzw. ES-Zellen wurden anschliessend 3x mit PBS"/0.02% NP-40
gewaschen und in die frisch hergestellte Farbelésung (5 mM K;Fe(CN),, 5 mM
K,Fe(CN),, 2 mM Mg,Cl,, 0.01%NaDeosoxycholat, 0.02% NP-40, 1 mg/ml 5-
Brom-4-chlor-3-indolyl-p-D-galactopyranosid; X-gal) uberfuhrt und bei 37°C uber
Nacht inkubiert. Die gefarbten Embryonen/ES-Zellen wurden 3x mit PBS™
gewaschen und fur 30 min in 4% Paraformaldehyd in PBS” nachfixiert.
Anschliessend wurden die ES-Zellen wurden photographiert. Die Embryonen
wurden durch Eintauchen in 80% Glycerol / PBS" transparent gemacht,
photographiert und anschliessend bei 4°C aufbewabhrt.
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