Inhalt

Inhaltsverzeichnis
O T 1 EST 1 8T o o RPN 1
1.1 Die Embryonalentwicklung des Modellorganismus Xenopus laevis............ccccoeeueeenneenn. 1
1.2 Zelladh&sion und ihre Bedeutung in der EMbryogenese........coovvveviieiiiiiiiieiiinecciie e, 4
1.3 Zelladh&SIoNSMOIEKUIE. .......iii et eeas 6
O N 07 To | =T 4] = PPN 8
1.4.1 Aufbau und Struktur klassischer Cadherine..............coooiiiiiiiiiiiiieeas 8
1.4.2 Die Bindungsfunktionen klassischer Cadherine..............cooooiiiiiiiiii, 12
1.4.3 Morphoregulatorische Funktionen klassischer Cadherine..................cooceiinn. 14
1.4.4 Desmosomale Cadherine, Protocadherine und cadherinverwandte Proteine...... 15
1.4.5 Cadhering in XENOPUS lABVIS.....c.uiiuiiiiii et e e e e e e e e e 16
1.4.5.1 ZygotisChe Cadherine.........cciuuiiiiiii e e e e e 16
1.4.5.2 Maternale Cadnerine. .. ... 17
1.5 Dorsoventrale Musterbildung und der Wnt-Signalweg...........ccooieiiiiiiiiiiinieneen. 18
1.6 Integrine und Zell-Substratadh&sion in XeNOPUS.........ccviiiiiiiiiiiii e 21
1.7  ZIielSetzung der ArDEIT........o.u e 24
2  Material Und MeTNOAEN ... e 26
2.1 Material und BeZUGSQUEIIEN.........cieiiie e e e e 26
2.1.1  BaKEerENSTAMIMIE. ... ottt et et e et et e et e e e e ea e e e e aeneaees 26
P2 OV = q (0] (= o PP 26
2.1.3  Verwendete CDNA-KIONE. ... ... 26
2.1.4  OligodesoXYNUKIEOTIAE. .......coouuuiiiii e 26
D220 I S AN o 1 | (o T o1 27
2.1.6 Restriktionsendonukleasen und andere ENZyme..........ccooeeviiieiiiiiieeicei e, 27
207 VeISUCKNSTIEIE. .. et e e e e e ens 27
2200 I S T ) = 28
2.1.9  RAIOAKEIVITAL. .. ..o e e ans 28
2.1.10 TrAgermMateriali@N. ... ... e et 28
2.1.11 Chromatographi€mMatliZesS. ... ...iiuuiiiiiei e e e e e een 28
D2 I 2 =T Vo 1 a4 = o 1S 28
P B B €= - | = PPN 30
P2 I I S Yo ] 1S 1o 1= F PPNt 30
2.2  Arbeiten mit Material VOn Xen0opuUS laViS.......c.oviuuiiiiiiiiiiiiiee e 31
D2t RO = U i (=T U] T 1Y =0 1T o 31
2.2.2 Induktion der Ovulation und Gewinnung von Embryonen.............ccooecevviivenneennnn. 31
2.2.3  INVItro FErtiliSatioN........oocuiiiiii e 32
2.2.4 EMDBIYyoNnenpIlEge. ... oo 32
2.2.5  MIKFOINJEKEION. ...ttt ettt e et e e e e e e 32

2.2.6 Whole Mount Blastocoeldach Immunfluoreszenzfarbung.............cccooeeiviiiiniinns 32



Inhalt

2.2.7 Zelldissoziation animaler Kappenexplantate..............coooviiiiiiiiiiiiiiniiieeee, 33
2.2.8  ACQNESIONSASSAY .. .ceetuueeittieeiit ettt ettt e et ettt e e et e e e e e e e eaaas 34
2.3 Molekularbiologische Bearbeitung VON DNA. ... ..o 34
2.3.1 Medien, Puffer UNd LOSUNQEN.......ocii i e e e e e e e e e e 34
2.3.2  Phenolextraktion VON DNA. ... ...t e e e e e eeees 36
2.3.3  Prazipitation VON DINA . ... ettt 36
2.3.4 Analyse von DNA mittels Restriktionsendonukleasen.............cccccooveiiiiiiiiniiennen. 36
2.3.5 Agarose-GeleleKtrophoreSe. . ... ... 37
2.3.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen (Wieslander, 1979)......... 37
2.3.7 Dephosphorylierung freier DNA-ENAEN.........ocuiiiiiiiiiiieiie e 38
2.3.8 "Fillin" von 5" Gberhangenden ENden...........cc.oiiiiiiiiiiii i e 38
2.3.9 Entfernen 3" Uberh&ngender ENen.........c.oooiiiiiiiiiiiii e 38
2.3.10 Ligation Mit T4 DNA-LIQaSE....ccuuiiiiiiiii ettt e e e e e een 38
2.3.11 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen......... ..o 39
2.3.12 Transformation von Bakterienzellen...... ..o 39
2.3.13 ldentifizierung rekombinanter Plasmide in Bakterienkulturen........................ 39
2.3.14 Herstellung radioaktiv markierter DNA-SoNden..........cooieiiiiiiiiiiiiicieceeeea 40
2.3.15 Anlegen von GlyCerinKUITUIEN. ... ....oui e 40
2.3.16 Praparation von Plasmid-DINA. ... ... 40
2.3.16.1 Praparation im Kleinmafstab (Minipréap)
nach Birnboim und DOIY (L1979).. .. 40
2.3.16.2 Praparation im GroBmafstab (Midiprap)......ccccovoveiiiiiiiiiiii e 41
2.3.16.3 Praparation mit Quiagensaulen im Midi(Maxi)mafRstab............................ 42
2.3.17 Sequenzierung nach der Didesoxymethode (Sanger, 1977).....cccooeiieiiiiinniennnnnn. 42
2.3.18 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)...... ..o 43
2.3.18.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Embryonen
(Chomczynski UNd SACCH, 1987)...ccuuiiiiiiiiieiiii e 43
2.3.18.2 RT-PCR (Rupp und Weintraub, 1991)........cccoiiiiiiiiiiiii e 44
2.3.18.3 cDNA-Synthese durch Reverse Transkription
(Random Hexamer PrmMeEd)..... .o e 44
2.3.18.4 Amplifizierung von cDNA mittels PCR..... ... 44
2.4 Molekularbiologische Bearbeitung von RNA.... ... 45
2. 4.1 PUFFEr UNd LOSUNGEN. ... ittt e et e e e e e e e eaa e eeean 45
2.4.2 RNaASE-TreieS ArDEITEN. ......uu i 46
2.4.3  In VIEro TransKriprion. .. ..o 46
2.4.4 Aufreinigung von in Vitro TransSKripten. ... .. ... 47
2.4.4.1 Aufreinigung durch Phenol/Chloroform-Extraktion...............c.coooiviininane. 47
2.4.4.2 Aufreinigung Uber Silica Gel-Saulen.............ccooiiiiiiiii 47
2.4.5 Kombinierte in vitro Transkription und Translation.............c..coooiiiiiiiinnn. 48
2.4.6 Whole Mount In situ Hybridisierung von Xenopus Embryonen.......................... 48
2.4.6.1 Darstellung der Digoxygenin-markierten antisense-Probe....................... 48
2.4.6.2 Aufreinigung der Probe uber Gelfiltration (Sambrook et al., 1989)........ 49
2.4.6.3 Hybridisierungsprotokoll........ ... 49
2.4.6.4 ANtKOrperinKUDATION. ........ceuii e 50
2.4.6.5  FarbreaKltioN........oiu i 50
2.5 Proteinbiochemische und immunchemische Methoden...........ccc.oovveviiiiiieniiieceennnn. 51
2.5.1  PUFFEr UNd LOSUNGEN.....cuu et e e e e e et e e e et e e e e e eaaeaeen 51

2.5.2 Malnahmen gegen proteolytischen Abbau..............coooiiiiiiiiii e, 53



Inhalt M1

3

2.5.3 SDS-PolyacrylamidgeleleKtrophOoreSe. ... .o 54
2.5.4 Coomassie-Gelfarbung...... .o 54
2.5.5 Molekulargewichtsbestimmung von Proteinen............coooviiiiiiiiiiiiiiincineeeenn 54
2.5.6 Quantitative ProteinbeStimmUNG..........oeeuieiiiiiieii e e e e e e e e e 55
2.5.6.1 Proteinbestimmung nach Bradford (1976).........ccccciviiiiiiiiiiiiiiieieeeeen, 55
2.5.6.2 Proteinbestimmung durch UV-ADSorption...........c.coooiiiiiiiiiniiiieeee 55
2.5.7 Autoradiographie von SDS-Proteingelen..........coooeiiiiiiiiiii e 55
2.5.8 Aufreinigung von FUSIONSPIOTEINEN. ..... oottt e 56
2.5.8.1 KleINMaABSTAD. .. ..ot 56
2.5.8.2  GroBMaBSTaD.......cciiieiiii e 57
2.5.9  SChIAUCNIAIYSE......cceeeiee e 57
2.5.10 In vivo-Markierung von Proteinen mit 3*S-Methionin.............cccc.ccooieeeeiennnn.. 57
2.5.11 Aufreinigung von Proteinen aus Embryonenlysaten.............cooooiiiiiiiinnn. 58
2.5.12 Aufreinigung von Glykoproteinen mit Con A-Sepharose.........ccccovveieeuiieieenneannnn. 58
2.5.13 Immunprazipitation Von ProteinNen.........ccooeuiiiiiiiiiiiie e 58
2.5.14 Kopplung von Antikérpern an Protein A-Sepharose..........covvvveiviiieieineiieennennnns 59
2.5.15 WeStern Blot ANalYSE......ccuuiii i 59
2.5.15.1 Proteintransfer auf Nitrocellulosemembranen.............c..cooeiiiiiiiiiinienn, 59
2.5.15.2 IMMUNTEIDUNG. .. oo e ea e 60
2.5.15.3 Immundetektion mittels Chemilumineszenz.............cc.ocooiviiiiiiiiiiiiiiineeenn, 60
2.6  Histologische TeCHNIKEN........coouu e 61
P2 < 700 R = U i (=T o U To I 0 1 [ Vo = o T 61
2.6.2  FiXieren VON EMBDIYONEN. .. ..o e e e e e e e e e e e e 61
2.6.3 Immunhistologische Farbung ganzer Embryonen...........ccocooviiiiiiiiiiiiinin e, 62
2.6.4 Einbetten und Schneiden von Embryonen in AQaroSe..........cccevveuiieiiiieieaennaenn. 62
2.6.5 Einbetten und Schneiden von Embryonen in Paraffin............c..ccooooiiiins 63
2.6.6 HistologiSCNe FAIDUNG......iiitiiiii e e eeas 63
Erg NS S e 64
3.1 Darstellung der DeletionSmMUEANTEN..........coviiiiii e e e e e 64
3.2 TranslationSKONTIOIE. .. ... e 66
3.2.1 Proteinexpression exogener Konstrukte im EmMbryo...........ccoccooiiiiiiiiiineinean.e. 67
3.3 Mikroinjektion in Embryonen von Xenopus [aeViS.........cccooiiiiiiiiiiniiiiiiiieeceeeee, 68
3.3.1 Die dominant negative Uberexpression von XB/UDe349 fiihrt neben
Fehlwanderungen des Mesoderms zu Defizienzen der Dorsoventralachse.......... 68
3.3.2  TRESCUE - EXPEIMENTE. ... ittt e 74
3.4 Immunhistologische Befunde......... ..o 77
3.5 Whole Mount in Situ HybridiSierung...........o.oiii e 80
3.5.1 Auswirkungen auf die Expression friher Markergene...........c.coooiviiiiiiniiniennes 80
3.5.2 Auswirkungen auf die Expression spater Markergene........c.cccoevviveiiiiiiiiinniennnns 85
3.6  Nachweis frither Markergene mittels RT-PCR.......ccoiiiiiiiiiiiii e e 89

3.7 Der wechselseitige EinfluB von Zell- und Substratadhasion in der friihen
Embryonalentwicklung VON XENOPUS. ... ...t 91



v Inhalt

3.7.1 EinfluB der XB/U-Cadherin-Uberexpression auf die Fibronektin-

Matrixbildung des Blastocoeldaches von Xenopus...........cccvvieiiiiiiiiiinieeiineeeeine, 91
3.7.2 Einfluk der XB/U-Cadherin-Uberexpression auf die

Zell-Substratadhasion animaler Kappenzellen.........cccooooviiiiiiiiiii i 93

3.7.2.1 Auswahl der Fibronektinkonstrukte und Aufreinigung
der FUSIONSPIOTEINE. .....it ettt eas 93
3.7.2.2  AGNBSIONSASSAY ... cuuieuuiiet ittt e et a et et et et e e et e et e ea e eaans 95
R B T 1] =7 T o ] o 100
4.1 Die Uberexpression von XB/UDe349 im dominant negativen Ansatz...................... 100

4.2 Die Uberexpression von XB/UDe349 fiihrt zu drei
unterschiedlichen PhanNOTYPEN..... ..o 101

4.3 Ein Rescue der Phanotypen ist in verschiedenen Ansatzen
in unterschiedlicher Auspragung moOglich............cooi e, 105

4.4 XB/U-Cadherin vermittelte Zelladhasion ist am Community-Effekt beteiligt,
beeinflult den Wnt-Signalweg und die Expression mesodermaler Markergene.....108

4.5 Die Uberexpression von XB/U-Cadherinkonstrukten hat keinen EinfluR
auf die Fibronektinmatrixbildung des Blastocoeldaches in vivo..................ccconnl. 114

4.6 XB/UDe349 beeinflullt die activinabhéngige Spreitung und Migration,

nicht aber die Adharenz animaler Kappenzellen............coooi i 115

5 ZUSAMMENTASSUNG  ooiiiiiiiii ittt e et e e et et e e e ee b e e e e et e e e entaaeeenes 120
6  LiteratuUrVerZEIiChNIS et eea e eees 122
Y | = UV S 142
A o] (U [ 78 L o [T o T 142
VerOffentliCRUNGEN. . ... ettt e e e e e e e 144
LEBENSIAUT. ... e e 146

(DT g1 = To | U1 o Vo [P UTPT U PR 147



