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3 Ergebnisse
3.1 Darstellung der Deletionsmutanten

Fur einen dominant negativen Ansatz, in dem neben der Zelladhdsions- auch die
Cateninbindungsfunktion endogen vorhandener Molekiile affektiert werden sollte, wurde
entsprechend der strukturellen Bindungseigenschaften der Cadherine eine Deletion im
extrazellularen Bereich eingefuhrt. Ausgehend von dem in pBluescript vorliegenden XB/U-
Cadherin Klon Nr. 5 (M. Kihl, Doktorarbeit 1995) wurden mehrere Schnittstellen von
Restriktionsendonukleasen ausgewahlt, mit denen Deletionen unterschiedlicher Gréie
innerhalb des Leserasters eingefihrt werden konnten. Insbesondere die Lage der Bcl |-
Schnittstellen an Position 833 und 1880 ermoglichte neben der Deletion der
Calciumbindungsstellen eine Beschadigung des fir die Spezifitdt der Bindung notwendigen
HAV-Motivs. Das flur Prozessierung und Membrantransfer erforderliche Propeptid mit der

Signalsequenz blieb bei allen verwendeten Deletionsmutanten intakt. Um das Risiko
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Abb. 3.1: Die in dieser Arbeit erstellten und/oder verwendeten Konstrukte von XB/U-Cadherin. Zur
Vermeidung vorzeitiger Strangabbriche wéhrend der in vitro Transkription wurde in Wt, De349 und
Del20 3'seitig der nichttranslatierte Bereich deletiert. Ca®*: Calciumbindungsstelle; HAV: HAV-
Motiv; Pro: Propeptid; TM: Transmembrandomaéane; 3'UTR: 3'nichttranslatierter Bereich.
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vorzeitiger Strangabbriche bei spateren in vitro Transkriptionen zu minimieren, wurden
XB/UWTt und die extrazellular deletierten Konstrukte 37 -seitig bis kurz hinter das Stop-
Signal an Position 2897 mit Nco | gekurzt. Als Kontrollkonstrukt zu der in dieser Arbeit
verwendeten Mutante XB/UDe349 wurden diese und das Konstrukt XB/UDc38, welches von G.
Otto im Rahmen ihrer Diplomarbeit kloniert und bereits untersucht wurde (Finnemann et
al., 1995; Kuhl et al., 1996), mit Stu | im Insert an Position 2386 und Bgl | im Vektor an
Position 1667 geschnitten, und die so erhaltenen Deletionen zur Doppelmutante
XB/UDc38e349 neu kombiniert. Diese sollte nach Uberexpression im Embryo keinerlei
funktionellen Eigenschaften aufweisen. Das Leseraster aller Konstrukte wurde durch
Subklonierung und Sequenzierung samtlicher Deletions- oder Klonierungsstellen verifiziert.
Eine Zusammenstellung aller in dieser Arbeit erstellten und/oder verwendeten XB/U-
Cadherin-Konstrukte zeigt Abbildung 3.1. Sadmtliche Konstrukte wurden, z.T. bereits vor der
Deletionseinfuhrung, in die Xho | Stelle des Vektorsystems pSP64T3 uberfuhrt (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Vektorkonstrukt zur Darstellung von in vitro Transkripten. Die Klonierung erfolgt in eine
der Klonierungsstellen zwischen den 5” und 3~ nichttranslatierten Regionen von Xenopus b-Globin und
23 zusatzlichen Aminosauren. Die Polymerisation erfolgt durch SP6-Polymerase mit 5 mCap-
Struktur als Run off-Transkription (Melton et al., 1984; modifiziert und zur Verfigung gestellt von
S. Sokol).

Die das Insert 57 - und 3~ -seitig flankierenden nichttranslatierten Bereiche von Xenopus b-
Globin erh6hen dabei die Stabilitat geCAPter in vitro Transkripte im Embryo (modifiziert

von Sokol; Melton et al., 1984). Da die Klonierungseffizienz in diesen Vektor u. a. durch
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seine limitierte Konierungsstelle nur sehr gering ist, wurden positve rekombinante Klone

mittels radioaktiver Hybridisierung nach Buluwela et al. (1989) identifiziert.

3.2 Translationskontrolle

Samtliche Cadherin-Konstrukte wurden hinsichtlich ihrer Translatierbarkeit im
kombinierten in vitro Transkriptions-/Translationssystem TNT von Promega getestet. Die
so erhaltenen 3°S-Methionin-markierten Proteine zeigen im Western Blot nach
autoradiographischer Auswertung sowohl jeweils eine singulare Bande als auch die korrekten

GroRenverhaltnisse untereinander (Abb. 3.3). Die absoluten GrofRen weichen dabei nur
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Abb. 3.3: In vitro Translationskontrolle der erstellten cDNA-Konstrukte. a) Autoradiographie der im
TNT-System synthetisierten *S-markierten Proteine. Detektion auf Imaging Plates im
Phoshoimager. b) Western Blot. Nachweis der Detektierbarkeit erstellter Cadherinkonstrukte durch
mADbG6DS5 im in vitro System. ECL-Photolumineszenzdetektion fur 2 min auf Kodak AR. c) Der mit b
identische Blot zeigt nach Entfernen der Antikérper im Vergleich zu b den nach 2 min lediglich
schwachen *S-Anteil des Signals. 1: Luciferase. 2: hb-Catenin(N-TAG). 3: XB/UDc38. 4:
XB/UDel120Dc38. 5: XB/UDe349Dc38. 6: XB/UDel120. 7: XB/UDe349. 8: XB/UWt. 1 in pGEM®-2
2-8 in pSP64T3. *: die experimentell verwendeten, 3’-seitig verkurzten Cadherinkonstrukte.

geringfiigig von den theoretisch aus den Sequenzen abgeleiteten Werten (Tab. 3.1) nach oben
ab, was dem Glycosylierungsmuster im verwendeten Kaninchen-Retikulocytenlysat
zugeschrieben werden kann. Der monoklonale Antikdrper 6D5 zeigt fiir denselben Blot im
ECL-System eine Bindungsaffinitat fur alle XB/U-Cadherin-Konstrukte. Um sicherzugehen,
daR das Photolumineszenzsignal wahrend der kurzen Detektionsphase nicht durch die
radioaktive Markierung Uberlagert wurde, wurde der Blot anschlieBend mit 4 M MgCl, pH
4,0 gestrippt und fiur die Zeitdauer der ECL-Detektion erneut autoradiographiert. Nur bei
den Mutanten XB/UDel120 und XB/UDe349 zeigte sich nach einer Expositionszeit von zwei
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Konstrukt Vektor theoretische ermittelte

kD kD
XB/UWt pSP64T3 100,390 117
XB/UDc38 pSP64T3 95,838 105
XB/UDe349 pSP64T3 62,481 79
XB/UDe349Dc38 pSP64T3 57,928 69
XB/UDel120 pSP64T3 87,375 98
XB/UDe120Dc38 pSP64T3 82,823 81
bPreprolactin pSP35T 25,796 25
hb-Catenin (+ N-TAG) pSP64T3 87,174 87
Luciferase (Kontrolle) pPGEM®-2 61 61

Tab. 3.1: Im in vitro Translationssystem uberprifte Konstrukte. Die rechnerisch aus der
Aminoséuresequenz abgeleiteten Molekulargewichte sind den aus Elektrophorese und Western-Blot
erhaltenen Werten gegeniibergestellt. Die Differenz ergibt sich aus der mdglichen Nutzung putativer
Glycosylierungsstellen im in vitro-System.

Minuten ein schwaches Signal, welches aber durchaus auf eine Restaktivitdt des

Lumineszenzsignals zuriickgefihrt werden kann.

3.2.1 Proteinexpression exogener Konstrukte im Embryo

Die in pSP64T3 vorliegenden Cadherin-Konstrukte XB/UWt, XB/UDe349 sowie
XB/UDc38De349 wurden zur Uberpriufung ihrer Proteinexpression als in vitro Transkripte
mit CAP-Struktur animal in beide Blastomeren von Xenopus Zweizellstadien mikroinjiziert.
Hierbei wurde mit bis zu 0,5 ng RNA pro Blastomere eine Konzentration gewahlt, die bereits
deutlich tber den in den folgenden Experimenten zur Funktionsuntersuchung eingesetzten
Konzentrationen lag. Die Aufarbeitung der Embryonen erfolgte nach verschiedenen Methoden
im Stadium 9-10. Weder aus Embryonenlysaten noch aus Con A-Sepharose gereinigten
Lysaten lieBen sich die Proteine im Western Blot mit dem monoklonalen Antikdrper 6D5
identifizieren. Die Aufreinigung aus im Stadium 9-10 praparierten animalen Kappen durch
Immunprazipitation mittels Protein A-Sepharose gekoppeltem Antikérper 6D5 erbrachte
lediglich das endogene XB/U-Cadherin-Signal. Selbst eine Koinjektion von XB/U-Cadherin
MRNA mit **S-Methionin (bis 0,4 ng RNA und 178,26 nCi pro 20 nl und Blastomere) fihrte
hier nicht zum Erfolg. Dieses Phanomen wird auch nach Uberexpression der
cytoplasmatischen Deletionsmutante XB/UDc38 unter Expressionskontrolle des CMV-
Promotors in Xenopus laevis beobachtet. Der Nachweis entsprechender Transkripte mittels
RNase-Protection-Assay gelingt hier nur in lokal eng umgrenzten, phanotypisch auffalligen
Teilbereichen des Embryos, wie M. Kihl in seiner Doktorarbeit zeigen konnte. Dal} es sich

nach der Mikroinjektion von Transkripten &hnlich verhalt, wurde durch spatere
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Experimente bestatigt. Dort gelang der Nachweis der Proteinexpression der verwendeten
XB/U-Cadherinkonstrukte neben dem endogenen Molekidl in der immunhistologischen
Farbung mit dem Antik6érper 6D5 (siehe Abb. 3.9). Offenbar ist die Kompetenz des
monoklonalen Antikdrpers 6D5 hinsichtlich der Zielerkennung der extrazellularen

Deletionsmutante fur die verschiedenen experimentellen Ansatze unterschiedlich.

3.3 Mikroinjektion in Embryonen von Xenopus laevis

Zur Mikroinjektion samtlicher in dieser Arbeit verwendeter Konstrukte wurden die Uber
Anionenaustauschersaulen gereinigten Plasmide distal des 37 -Globinanteils mittels der
Restriktionsendonuklease EcoR | linearisiert, und als “run off“-Transkripte mit 5 7-
Methylguanosinkappe (CAP) in vitro transkribiert. Bis zur Verfugbarkeit einer
Silicagelaufreinigung wurden die Transkripte lediglich einer Phenol/Chloroform-Extraktion
unterworfen, was nicht nur - bedingt durch verbleibende Phenolreste - zu einer erhdhten
Lethalitdt im Embryo, sondern auch zu etwa funffach erh6hten Konzentrationsangaben fuhrte.
Zur Vereinheitlichung wurden diese Angaben fiir die wenigen betroffenen Experimente auf die

neuen Werte normiert.

3.3.1 Die dominant negative Uberexpression von XB/UAe349 fuhrt
neben Fehlwanderungen des Mesoderms zu Defizienzen der
Dorsoventralachse

Zur ndheren Funktionsuntersuchung von Cadherinen in der friihen Embryogenese wurden im
dominant negativen Ansatz in vitro Transkripte der Mutante XB/UDe349 in die Marginalzone
beider dorsalen Blastomeren des Vierzellstadiums von Xenopus mikroinjiziert, einer Region,
aus der ektodermales und besonders mesodermales Gewebe hervorgeht (Moody et al., 1987;
Bauer et al., 1994). Dabei wurde mit 0,05 bis 0,2 ng RNA pro Blastomere ein
Konzentrationsbereich gewahlt, der neben einer klaren phanotypischen Ausprédgung eine
durchschnittliche Mortalitadtsrate der Embryonen von maximal 40 % zum Zeitpunkt der

Auswertung nicht Gberschreitet.

Erste Hinweise auf einen spezifischen Effekt zeigten die injizierten Embryonen bereits vor
und wahrend der Gastrulation bis zur Involution der Marginalzone. Bedingt durch die lokale
Uberexpression auf der dorsalen Seite kam es dort zur partiellen Stérung der Adh&sion mit
Ablosung einzelner Zellen aus dem Gewebeverband, was in leichteren Fallen &ufierlich
lediglich durch eine zeitliche Verzégerung des Gastrulationsvorganges, in schweren Fallen

jedoch von Gastrulationsstop und Absterben der Embryonen begleitet war (Abb. 3.4.b). Die
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Abb. 3.4: Spezifische Effekte der Uberexpression von XB/UDe349 auf Gastrulation und
Neuralisation. a) Gastrulationsverzdgerung und gestorte Adhasion (Pfeil) nach dorsal marginaler
Uberexpression von XB/UDe349. c) Verminderte Ausbildung des von posterior nach anterior
verlaufenden Pigmentstreifens verdeutlicht die gestérte Dorsalisierung nach Uberexpression von
XB/UDe349. b und d) Normal verlaufende Gastrulation und Neuralisierung ohne Verlust an
Zelladh&sion nach Uberexpression von XB/UDe349Dc38 und in nichtinjizierten Kontrollembryonen.

fehlerhafte Ausbildung der dorsoventralen Korperachse infolge der XB/UDe349-Expression
lieB sich bereits zu Beginn des Neurulastadiums erkennen. Es kam zu keiner Elongation des
Embryos. Der sich in dieser Phase entlang der dorsalen Mittellinie des Embryos mit
fortschreitender Dorsalisierung von posterior nach anterior ausbildende Pigmentstreifen
fand sich in einigen XB/UDe349 uberexprimierenden Embryonen in diffuser Auspragung nur
posterior (Abb. 3.4.c), wéhrend alle kontroll- und nichtinjizierten Embryonen eine
normale Entwicklung entlang der dorsalen Mittellinie aufwiesen (Abb. 3.4.d). Dieser
Entwicklungsunterschied ist dabei nicht auf eine zeitliche Verzdgerung der Entwicklung

zuruckzufihren.

Mit Beginn des Schwanzknospenstadiums konnten in XB/UDe349 injizierten Embryonen drei
unterschiedliche Phéanotypen beobachtet werden: Neben normalen Embryonen konnten solche
mit Spina bifida (Typ Il) von posteriorisierten (Typ |I) und achsendefizienten Embryonen
(Typ ) unterschieden werden (Abb. 3.5). Zur statistischen Auswertung wurden nur solche
Gelege verwendet, die weder bei nichtinjizierten, noch bei XB/UDe349Dc38 einen erhdhten

Anteil an mil3gebildeten Embryonen aufwiesen. Die ebenfalls in Kontrollgelegen erhaltenen
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Zelladhasionseffekte sind im beobachteten Rahmen als Injektionsartefakte zu betrachten. Sie
wurden in dhnlicher Haufigkeit auch nach RNA-Uberexpression von bovinem Preprolactin

gefunden.

Abb. 3.5: Die Uberexpression von XB/UDe349 fiihrt zu drei unterscheidbaren Phanotypen (b-d). a)
Normaler Embryo nach Mikroinjektion der Kontrollmutante XB/UDe349Dc38. b) Posteriorisierter
Phanotyp I. Auffallig sind stark verringerte anteriore Strukturen (Pfeilkopf) und ein vergroRertes
Proctodeum (Pfeil). c) Spina bifida-ahnlicher Phanotyp Il. Laterale Fehlwanderung des Mesoderms
verhindert den Schlul des Blastoporus. Teilweise traten anteriore Defekte auf (Pfeilkopf). d)
Achsendefizienter Phanotyp lll. Alle Embryonen im Stadium 32.

Die Auspragung der Phanotypen war dabei deutlich konzentrationsabhéangig (Tab. 3.2). Mit
Zunahme der RNA-Konzentration von 0,05 auf 0,2 ng pro Blastomere sank nicht nur die
Uberlebensrate von 98 auf 64 %, sondern auch der Anteil normaler (von 15 auf 2,5 %) und
posteriorisierter Embryonen (von 70 auf 31 %). Demgegeniber stand ein Anstieg der
Anteile an Spina bifida (von 11 auf 32 %) und vor allem an Achsendefizienz aufweisenden
Embryonen (von 4 auf 36 %). Untersuchungen mit XB/UDe349 RNA oberhalb 0,2 ng liel3en

aufgrund der erhohten Toxizitat der RNA keine verniinftige statistische Auswertung zu.

Typ | Embryonen entwickelten einen stark posteriorisierten Phanotyp. Kopfstrukturen, wie
beispielsweise die Augenanlagen, waren reduziert oder fehlten ganz. Die im Vergleich zu

Kontrollembryonen verkiirzte und gedrungene Gestalt ging mit einer Betonung der
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posteriorisierten Regionen einher. In vielen Fallen fiel dabei ein vergréofRertes Proctodeum
auf.

Typ Il Embryonen zeigten Spina bifida. Bei diesem Phanotyp wanderte das Mesoderm der
involutierenden Marginalzone wahrend der Gastrulation nur unvollstiandig in das
Keimesinnere ein. Stattdessen fihrte eine laterale Migration der Zellen um den Blastoporus
zur Ausbildung zweier Bander axialen Mesoderms. In spateren Stadien kam es infolgedessen
nicht zum SchluR des Blastoporus. Die Embryonen nahmen eine V- oder schneckenférmige
Gestalt an (Abb. 3.6). Teilweise traten gesplittete Schwanze auf. Dem Uberwiegenden Anteil
dieser Embryonen fehlten zudem ausgepragte Kopfstrukturen. Beide Phanotypen werden
ebenfalls bei dominant negativer Uberexpression der cytoplasmatischen Deletionsmutante
XB/UDc38 nach MBT unter Kontrolle des CMV-Promotors beobachtet (Kuhl et al., 1996).

Abb. 3.6: Laterale Fehlwanderung der involutierenden Marginalzone infolge der XB/UDe349-
Uberexpression fiihrt zur Ausbildung zweier Bander axialen Mesoderms (Pfeile). Der Blastoporus
schlie3t sich nicht. Embryonen des Typs Il nehmen eine V- oder schneckenférmige Gestalt an.

Mit zunehmender Konzentration an XB/UDe349 RNA manifestierte sich zusatzlich zum
Zelladhasionseffekt der extrazellularen Deletionsmutante ein weiterer Phanotyp Il (Tab.
3.2). Nach Injektion von 0,2 ng pro Blastomere waren mehr als 35 % der Embryonen
beziglich der Ausbildung dorsaler Achsenstrukturen stark defizient bis hin  zum
vollstandigen Achsenverlust. Solche Embryonen waren um etwa 60 % gegeniber den
Kontrollen verkleinert und lieBen aufgrund ihrer im Extremfall nahezu kugeligen Gestalt
keinerlei Orientierung erkennen (Abb. 3.5). Wahrend in Transversalschnitten
Kontrollembryonen im Stadium 26 eine klare Ausdifferenzierung der Keimblatter erkennen
lieBen, fehlte diese in Embryonen des Typs lll. Typische axiale Strukturen wie Notochord,
Spinalchord und Somiten oder eine korrekte Anordnung von Lateralplattenmesoderm konnten

nicht identifiziert werden (Abb. 3.7).
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Abb.3.7.: Histologische Befunde in Stadium 30-Embryonen nach Mikroinjektion verschiedener
Cadherinkonstrukte. Die Embryonen wurden in Paraffin eingebettet und geschnitten. a-c)
Transversalschnitte a) Posteriorisierte Embryonen des Typs | zeigen nach Uberexpression von
XB/UDe349 oder XB/UDc38 anteriore Defekte. Hier Fusion von Auge und Hirn (Pfeilkbpfe). b und c)
Normaler Verlauf der anterioren und mesodermalen Entwicklung nach Uberexpression der
Kontrollmutante XB/UDe349Dc38. d) Nur die Injektion von XB/UDe349 fiihrt zu Embryonen ohne
erkennbare anteroposteriore oder dorsoventrale Achsenbildung. Strukturen wie Notochord,
Spinalchord oder Somiten fehlen. cg: Zementdrise; fg: Vorderdarm; Ipm: Lateralplattenmesoderm;
mg: Mitteldarm; nc: Notochord; sc: Spinalchord; so: Somiten.

Kahl et al. (1996) konnten zeigen, dal} den Fehlwanderungen des Mesoderms bei Typ | und I
Embryonen eine Stdrung der konvergenten Extension durch Interferenz der Mutante mit dem
endogenen, XB/U-Cadherin-vermittelten Zelladh&sionssystem zugrunde liegt. Zur
Uberprufung, ob die Uberexpression der Mutante XB/UDc38 vor MBT in den gleichen
Phanotypen resultiert, wie sie mit der extrazellularen Deletionsmutante erhalten wurden,
wurde in pSP64T3 umkloniert und die mit CAP-Struktur versehenen Transkripte
mikroinjiziert. Die Injektion von 0,2 ng XB/UDc38 je Blastomere ergab nur Typ | und II,
nicht jedoch Typ Ill Embryonen (Tab. 3.2). Im Gegensatz zur Uberexpression der
extrazellularen Deletionsmutante, wiesen hier allerdings rund 74 % aller Typ Il Embryonen
aulRerlich intakte und vollstandige Kopfstrukturen auf. Das Ergebnis nach Mikroinjektion
von XB/UDc38 kann als erster Hinweis darauf gedeutet werden, daR die nach Uberexpression
von XB/UDe349 gefundenen Phénotypen des Typs Il in erster Linie Zelladhasions-

unabhangig hervorgerufen wurden.

Um zu prufen, ob die Entstehung der Phanotypen auf voneinander unabhéngigen Effekten der
Mutante auf das cadherinvermittelte Zelladhasionssystem bzw. den cateninvermittelten Wnt-
Signalweg beruht, sollte die Uberexpression einer &aquimolaren Menge des "full-length”
Proteins XB/ZUWt zu einem erhdhten Anteil an achsendefizienten Embryonen fiihren ohne
dabei die Zelladhdsion starker zu beeinflulRen. Die Mikroinjektion einer zu 0,1 ng
XB/UDe349 mindestens dquimolaren Menge von 0,2 ng XB/ZUWt RNA ergab nur Embryonen
des Typs | und II. Ihr Anteil lag mit 2 und 13 % in dem fur Injektionsartefakte erwarteten

Bereich. Diese GroRenordnung wurde auch nach Injektion der Kontrollmutante
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XB/UDe349Dc38 gefunden und daher nicht als spezifischer Zelladhasionseffekt
interpretiert. Erst nach Verwendung hdherer Konzentrationen wurden ebenfalls
achsendefiziente Embryonen gefunden. lhr Anteil fiel jedoch entgegen der Erwartung sehr
viel niedriger aus als bei Uberexpression der extrazellularen Deletionsmutante (Tab. 3.2).
Dieses Ergebnis entspricht qualitativ den Verhaltnissen, die nach Uberexpression von N-
Cadherin gefunden wurden (Heasman et al., 1994). Allerdings fuhrte hier bereits eine

vergleichsweise geringe Menge an RNA zu Typ [l Embryonen.

nicht injizierte Kontrollembryonen
ng/Blast. Aini Yiyrate | Yo Nnormal| % Typ | | % Typ Il | % Typ 1l
-- 333 97,80 98,37 - - 1,63 - -
XB/UDe349Dc38
ng/Blast. i Yyrate | %o NOormal| % Typ | % Typ Il | % Typ
0,05 57 100 98,25 1,75 - - - -
0,1 105 88,67 80,88 4,76 13,38 0,98
XB/Uc38
ng/Blast. & Yyurate | %o NOrmal| % Typ | % Typ Il | % Typ
0,2 93 63,44 32,20 25,42 42,38 - -
XB/UDe349
ng/Blast. Aini Ypurate | % NOrmal| % Typ | | % Typ Il | % Typ Il
0,05 54 98,15 15,09 69,81 11,32 3,78
0,1 177 88,26 13,58 49,63 26,71 10,08
0,2 298 64,01 2,57 30,71 31,56 35,16
XB/UWt
ng/Blast. A Wiyrate | % normal| % Typl | % Typ Il | % Typ Il
0,2 61 75,41 84,78 2,17 13,05 - -
0,4 206 94,40 51,86 3,41 43,03 1,70

Tab. 3.2: Statistische Auswertung mikroinjizierter Embryonen. Stabilisierte in vitro Transkripte
mit mCAP-Struktur der Cadherinkonstrukte wurden in den angegebenen Konzentrationen marginal in
beide dorsalen Blastomeren von Vierzellstadien injiziert. Die Auswertung erfolgte im
Schwanzknospenstadium 32. ng/Blast.: RNA-Konzentration pro Blastomere in ng; &,,: Gesamtzahl
injizierter Embryonen; %,,... prozentuale Uberlebensrate; Typ |: posteriorisiert; Typ |l Spina
bifida; Typ Ill: achsendefizient.
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3.3.2 "Rescue‘“-Experimente

Ein Charakteristikum fir spezifische Effekte einer RNA-Spezies ist die M6glichkeit, diese
durch Koinjektion mit geeigneten Konstrukten rickgéngig zu machen (“rescue™).
Entsprechend den beiden Bindungsfunktionen der Cadherine, homophile adhésive Bindung zu
Cadherinen in der extrazelluldren Doméne und Cateninbindung der cytoplasmatischen

Domaéne, wurden zunéchst zwei Ansatze fur Rescue-Experimente verfolgt.

Eine Koinjektion der Mutante XB/UDe349 mit b-Catenin RNA sollte nicht nur den
cadheringekoppelten, sondern auch den fir den korrekten Ablauf der Wnt-Signalkaskade
erforderlichen cytoplasmatischen Cateninpool wieder auffullen. Fur b-Catenin-
Koinjektionsexperimente wurde ein humanes b-Cateninkonstrukt verwendet, welches -
freundlicherweise von Jiurgen Behrens zur Verfiigung gestellt - in den Vektor pSP64T3
umkloniert wurde. Das Konzentrationsverhéltnis beider RNA-Spezies wurde dabei so
gewahlt, dal} bei gegebener b-Catenin-Konzentration neben einem deutlich sichtbaren Effekt
eine maoglichst geringe Toxizitat der Transkripte zu erwarten war. Um zu mdglichst
niedrigen effektiven Konzentrationswerten fir b-Catenin zu gelangen, wurden diese zunachst
ventral marginal in Vierzellstadien von Xenopus Uuberexprimiert und die

Achseninduktionskapazitat dieser Konzentration bestimmt (Abb. 3.8). Parallel wurde eine

Abb. 3.8: Ausbildung sekundéarer Kérperachsen infolge der Uberexpression von humanem b-Catenin.
a) Je 0,2 ng b-Catenin RNA wurde marginal in beide ventralen Blastomeren von Vierzellstadien
mikroinjiziert. Embryonen des Stadiums 14 zeigen die Anlage einer zweiten Ko&rperachse
(Pfeilkdpfe). b) Mit bovinem Preprolactin kontrollinjizierte Embryonen weisen eine normale
Entwicklung auf. Gleiche Experimente wurden fur Plakoglobin durchgefihrt.

ventral marginale Koinjektion mit 0,2 ng XB/UDe349 durchgefuhrt. 0,2 ng b-Catenin RNA
fuhrten ventral zu einer Achseninduktionskapazitat von 76 %. Dieser Effekt konnte ventral
durch Koexpression der extrazellularen Deletionsmutante vollstandig aufgehoben werden, so
daR von einem funktionellen UberschuR der Mutante ausgegangen werden konnte. Fir die

Koinjektion von XB/UDe349 auf der dorsalen Seite des Embryos konnten allerdings nur 0,1
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ng b-Catenin RNA verwendet werden, da hohere Konzentrationen - vermutlich infolge
erho6hter Toxizitat - keinen Rescueeffekt insbesondere der Phadnotypen | und Il zeigten. Die
Koinjektion von 0,2 ng XB/UDe349 und 0,1 ng b-Catenin fiihrte zu einer Reduktion der
Achsendefizienz von 35 auf 8 %, jeweils zugunsten des Anteils von Typ | und Il und
phanotypisch unauffalliger Embryonen. Innerhalb der Phdnotypen | und Il gab es einen Shift
zu dem weniger drastischen posteriorisierten Phanotyp. Insgesamt konnte somit ein

deutlicher Rescueeffekt durch b-Catenin-Koinjektion festgestellt werden (Tab. 3.3).

Der im Vergleich zur dorsal marginalen Uberexpression von XB/UDe349 unerwartet
niedrige Effekt von XB/UWt auf die Ausbildung der Dorsoventralachse legte die Vermutung
nahe, dal} die beobachteten Achsendefizienzen nicht allein auf eine Depletion von b-Catenin
aus der Wnt-Signalkaskade, sondern zusatzlich auf eine gestdrte Zelladhasion
zuruckzufiuhren sein kénnte. Fur die Koinjektion von XB/UDe349 mit XB/UWt wurde daher
die Strategie verfolgt, mit einer moglichst niedrigen Menge an koinjizierter Wildtyp-RNA
die Zelladhasion wiederherzustellen, ohne dabei den UberschuR an cytoplasmatischen
Bindungsstellen fiir endogenes b-Catenin zu stark zu erhdhen. Die Koinjektion von 50 pg
Wildtyp-RNA mit der extrazellularen Deletionsmutante in die Marginalzone dorsaler
Blastomeren von Vierzellstadien resultierte erwartungsgemal in einem Rickgang des Anteils
an Spina bifida zugunsten posteriorisierter und normaler Embryonen. Dieser Effekt fiel
insgesamt im Vergleich zur Koinjektion mit b-Catenin RNA etwas deutlicher aus. Trotz im
Embryo mit XB/UWt zusatzlich dberexprimierter b-Catenin-Bindungsstellen konnte in
diesem Experiment ebenfalls eine deutliche Abnahme an Achsendefizienz um 50 %

festgestellt werden (Tab.3.3).

Dem cytoplasmatisch an Cadherine anstelle von b-Catenin ebenfalls direkt bindenden Catenin
Plakoglobin (oder g-Catenin) kommt eine besondere Bedeutung zu, da es anders als b-
Catenin zusatzlich an desmosomale Cadherine bindet. Sind beide Catenine in den Wnt-
Signalweg involviert, so scheint Plakoglobin seine Wirkung diesbeziglich auch in
cytoplasmatisch verankerter Form ohne Translokation in den Zellkern ausiiben zu kénnen
(Karnovsky und Klymkowsky, 1995; Merriam et al.,, 1997). Desweiteren wird fur E-
Cadherin gebundenes Plakoglobin eine Signalfunktion bei der Regulation der Kommunikation
zwischen ”adherens junctions®* und Desmosomen angenommen (Lewis et al., 1997). Um die
Kompetenz von b-Catenin und Plakoglobin im Rescueansatz zu vergleichen, wurden Einzel-
und Koinjektionen wie fiir b-Catenin beschrieben durchgefihrt. Mit einem Anteil von 82 %
Doppelachsen aufweisender Embryonen ergab sich nach ventral marginaler Uberexpression
von 0,2 ng Plakoglobin RNA ein &hnliches Bild wie nach b-Catenin Uberexpression. Der

ventrale Rescue von Plakoglobin mit der extrazellularen Deletionsmutante XB/UDe349 wies
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hier auf einen verwendeten funktionellen UberschuR des Cadherinkonstruktes hin. Es wurde
keine Achseninduktionskapazitat gefunden. Abweichend von den Ergebnissen mit b-Catenin
zeigte jedoch die Koinjektion von 0,2 ng Plakoglobin und 0,1 ng XB/UDe349 dorsal marginal
einen mit 17 % um den Faktor zwei geringeren Rescue achsendefizienter Embryonen, im

wesentlichen zugunsten von Typ |- und normalen Embryonen (Tab. 3.3).

ng/Blast. Aini Wyrae | Yo NOrmal|l % Typ | | % Typ Il | % Typ Il | % sec.ax.
XB/U Ae349:
0,05 54 98,15 15,09 69,81 11,32 3,78 - -
0,1 177 88,26 13,58 49,63 26,71 10,08 - -
0,2 298 64,01 2,57 30,71 31,56 35,16 - -
XB/U Ae349 + XB/UWt:
0,1+0,05| 54 88,89 31,25 50 14,58 4,17 - -
0,2+0,05| 54 75,93 4,88 51,22 24,39 19,51 - -
XB/U Ae349 + RcatWt, dorsal:
0,1+0,05 61 96,72 27,12 15,25 55,93 1,7 - -
0,2+0,1 54 46,3 8 52 32 8 - -
0,2+0,2 140 65,27 - - 19,23 76,02 9,51 - -

XB/U Ae349 + PKGWt, dorsal:
0,2+0,1| 194 64,82 12,83 43,44 26,86 16,87 - -

RcatWt, ventral:

0,2 106 79,25 19,51 - - 4,9 -- 75,59
PKGWt, ventral:
0,2 66 50 12,12 - - 6,06 - - 81,82
XB/UAe349 + [RcatWt, ventral:
0,2+0,2 70 95,71 83,58 - - 16,42 -- - -
XB/U Ae349 + PKGWt, ventral:
0,2+0,2 53 65,6 83,33 3,33 13,34 - - - -

Tab. 3.3: Statistische Auswertung der Koinjektionen von XB/UDe349 mit XB/UWt oder Cateninen.
Wenn nicht anders vermerkt, erfolgte die Injektion in den angegebenen Konzentrationen marginal in
beide dorsalen Blastomeren von Xenopus-Vierzellstadien. Die Auswertung erfolgte im
Schwanzknospenstadium 32. ng/Blast.: RNA-Konzentration(en) pro Blastomere in ng; &:
Gesamtzahl injizierter Embryonen; %, ..... prozentuale Uberlebensrate; Typ |: posteriorisiert; Typ Il
Spina bifida; Typ lll: achsendefizient; % sec.ax.: prozentualer Anteil an Embryonen mit sekundarer

Kdrperachse.
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3.4 Immunhistologische Befunde

Um zu untersuchen, wie sich oben beschriebene Befunde im gastrulierenden Embryo
manifestieren, wurden Embryonen im Vierzellstadium in die marginale Zone beider dorsaler
Blastomeren mikroinjiziert. Neben der Uberexpression einzelner Konstrukte von XB/U-
Cadherin wurden insbesondere auch die Koinjektionen der Mutante XB/UDe349 mit XB/UWt
oder b-Catenin RNA durchgefiihrt. Die Embryonen wurden im Stadium 10,5 fixiert,
prapariert und zu Schichtdicken von 50 pm sagittal geschnitten (Abb.3.9.c). Die Detektion
der XB/U-Cadherin Konstrukte erfolgte primér mit dem monoklonalen Antikdrper 6D5 und
sekundar mit dem Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikbrper GAM-CY3. Bei der spateren
Auswertung mittels konfokalem Laser-Scanning Mikroskop sollte neben dem exogenen auch
das endogene Cadherinsignal detektierbar sein, da der monoklonale Antikdrper 6D5 die
extrazelluldren Anteile beider XB/U-Cadherin-Spezies erkennen sollte.

Die Wahl der dorsal marginalen Injektionsstelle beschrankte die Uberexpression der
Konstrukte in Stadium 10,5-Embryonen strikt auf die dorsale Seite oberhalb des
Blastoporus. Zellen dieses Areals zeigten gegeniber anderen Regionen eine erhohte
Cadherinexpression in den Zellmembranen. Vereinzelt cytoplasmatisch auftretende Signale
sind mdglicherweise auf vesikular lokalisierte XB/U-Konstrukte zurtickzufihren. Infolge
der Uberexpression des XB/U-Cadherins bzw. der jeweiligen Mutante scheint deren
Targeting zur Zellmembran limitiert zu sein. Diese Signale belegen die korrekte Expression
der exogenen Cadherintranskripte. Die Ergebnisse der einzelnen Injektionen sind in den
Abbildungen 3.9 wund 3.10 gegeniubergestellt. Die Expression der Doppelmutante
XB/UDe349Dc38 zeigte auf die Integritdt des Zellverbandes erwartungsgemafl keinen
EinfluR. Samtliche Zellen bildeten als Bestandteil des intakten Gewebes enge Zell-
Zellgrenzen aus (Abb. 3.9.a). Auch die Uberexpression des "full-length”-Konstruktes von
XB/U-Cadherin fuhrte im Bereich der dorsalen Marginalzone und des involutierten dorsalen
Mesoderms zu keiner gestorten Zell-Zelladh&sion (Abb. 3.9.b) Im Gegensatz dazu fiihrte die
Uberexpression der Mutante XB/UDe349 zu einer starken Stérung der Zelladh&sion. Die an
einigen Embryonen bereits dullerlich beobachteten epithelialen Ladsionen durch partielles
Abldsen einzelner dorsaler Zellen wurde durch diesen Befund bestétigt. Insbesondere Zellen
der subepithelialen Schicht und der internen Involutionszone verloren den Kontakt zum
umgebenden kompakten Zellverband und lagen als Einzelzellen oder in lockerem Verband mit
Nachbarzellen vor. Infolgedessen nahmen die meisten dieser Zellen eine eher abgerundete
Form an (Abb. 3.10.a). Die ventrale Seite desselben Embryos zeigte dagegen den intakten
Zellverband bei ausschlie3licher Expression des endogenen XB/U-Cadherins (Abb. 3.9.d).
Interessant gestaltete sich auch das Bild nach Uberexpression der cytoplasmatischen

Deletionsmutante XB/UDc38. Durch Beeinflussung der Zelladhé&sion fur die Entstehung der
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Abb. 3.9: Immunhistologische Befunde nach Uberexpression der Cadherinkonstrukte. Die Injektion
der RNA erfolgte marginal in die Blastomeren von Vierzellstadien. Die Embryonen wurden im
Stadium 10,5 préapariert und sagittal zu einer Schichtdicke von 50 um geschnitten (d). Die Detektion
des XB/U-Cadherinsignals erfolgte durch den Priméarantikbrper mAb6D5 und dem
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrper GAM-CY3 mittels konfokalem Laser-Scanning Mikroskop.
a und b) Weder die Uberexpression der Kontrollmutante XB/UDe349Dc38 noch des
Wiltypkonstruktes XB/ZUWt fuhrte im Bereich der dorsalen Marginalzone und des involutierenden
Mesoderms zu einer Storung der Zelladh&sion. Jeweils dorsale Ansicht. d) Die dorsale Injektion von
XB/UDe349 fiuhrte nicht zur ventralen Expression der Mutante. Hier konnte lediglich das endogene
Cadherinsignal und ein intakter Zellverband festgestellt werden. Ventrale Ansicht. RNA-Menge je
Blastomere: XB/UDe349Dc38 0,1 ng; XB/UDe349 und XB/UWt 0,2 ng.

beiden Phanotypen | und Il verantwortlich, deutete die Immunhistologie auf keine
augenfallige starke Storung der Gewebsintegritat hin (Abb. 3.10.b). Es mul} jedoch in
Betracht gezogen werden, dal} diese Mutante spezifisch die XB/U-Cadherin vermittelte
Zelladh&sion beeinflul3t. Fur die hier beobachtete Adhéasivitat der Zellen kdnnte demnach die
Aktivitat des wahrend dieses Stadiums neben XB/U-Cadherin hauptsachlich vorhandenen
maternalen EP/C-Cadherins verantwortlich sein. Im dominant negativen Ansatz mit einer
extrazellularen Deletionsmutante von XB/U-Cadherin wird aber dieses Cadherin

mitbeeinflul3t.
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Abb. 3.10: Immunhistologische Befunde nach Uberexpression von Cadherinmutanten und Rescue der
Zelladhasion. a) Signifikante Storung der Zelladhasion XB/UDe349 Uberexprimierender Zellen
insbesondere der subepithelialen Schicht (Pfeil) und der internen Involutionszone (Pfeilkopf). b) Die
Uberexpression der cytoplasmatisch deletierten Mutante XB/UDc38 bewirkt keine augenfallige
Schwéachung des Zellverbandes. ¢) Nur unvollsténdige Wiederherstellung des Gewebeverbandes nach
Koinjektion von XB/UDe349 und b-Catenin. d) Dagegen vollstandige Wiederherstellung der Adhasion
nach Koinjektion von XB/UDe349 und XB/UWt. a bis d) Dorsale Ansicht. RNA-Menge je Blastomere:
XB/UDe349 und XB/UDc38 0,2 ng; b-Catenin 0,1 ng; XB/UWt 0,05 ng.

Die Koinjektion der extrazellularen Deletionsmutante mit humanem b-Catenin erbrachte
keine vollstandige Wiederherstellung der Zelladhésion in der Imunhistologie, wenngleich die
relative Anzahl vollstidndig aus dem Verband geldster Einzelzellen im Vergleich zur
Uberexpression der Deletionsmutante allein deutlich erniedrigt war (Abb. 3.10.c).

Eine vollstdndige Wiederherstellung der Adhasivitat ergab jedoch die Koexpression der
Mutante mit dem Wildtyp-Cadherin. Alle eine Uberexpression zeigende Zellen waren im
kompakten Zellverband mit distinkten Zellgrenzen angeordnet (Abb. 3.10.d). Die
unterschiedlichen Rescueeffekte in der Immunhistologie bestatigte dabei die qualitativen

Unterschiede beider Anséatze fur den Rescue der Zelladhasionsphanotypen | und Il.
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3.5 Whole Mount in situ Hybridisierung

Um die Auswirkung der Uberexpression der Cadherin-Konstrukte auf die mesodermale
Differenzierung der Embryonen zu untersuchen, wurden in situ Hybridisierungen ganzer
Embryonen mit rdumlich und zeitlich unterschiedlich exprimierten mesodermalen und
neuralen Markergenen durchgefihrt. Die verwendeten Markerkonstrukte wurden mit einer
geeigneten DNA-abhangigen RNA-Polymerase in antisense-Orientierung transkribiert und
dabei mittels digoxigeningekoppeltem UTP markiert. Die so als Sonden erhaltenen in vitro
Transkripte wurden nach der Reaktion von nicht eingebauten Ribonukleotiden mittels
Gelfiltration Uber eine Sephadex G-50 Matrix gereinigt. Die Mikroinjektion der Embryonen
erfolgte beziglich Konzentration und Lokalisation der Cadherin-Konstrukte wie in den
vorherigen  Versuchen  beschrieben. Die Embryonen  wurden im geeigneten
Entwicklungsstadium fixiert und dem Hybridisierungsprotokoll mit den erstellten RNA-
Sonden unterworfen. Da die Expression friher Markergene aufgrund der in den betrachteten
Stadien fehlenden phénotypischen Auspréagung keine Aussagen hinsichtlich der Korrelation
mit einem bestimmten Phanotyp zuliel3, konnten hier nur statistische Aussagen hinsichtlich
der Expression gemacht werden. Hierzu wurden mindestens filnzig manipulierte oder
Kontrollembryonen in die in situ Hybridisierung eingesetzt. Zur Auswertung wurden nur
intakte Embryonen oder solche, die trotz Schadigung durch den experimentellen Prozel eine
klare Aussage zulieRen, herangezogen. Die statistische Aussage beschréankt sich dabei nur auf
das Vorhandensein einer Farbung, nicht aber auf deren Intensitéat. Spatere Stadien konnten

dagegen nach Phanotypen getrennt auf die Markergenexpression untersucht werden.

3.5.1 Auswirkungen auf die Expression friuher Markergene

Die Genexpression des DNA bindenden Proteins der T-Box Familie Brachyury (Xbra) findet
sich in der frihen Gastrula in der gesamten Marginalzone (Abb. 3.11.a). Spater findet sich
dieser panmesodermale Marker in Notochord und ventrolateralem Mesoderm (Smith et al.,
1991). Die Uberexpression der Kontrollmutante XB/UDe349Dc38 hatte auf die Expression
keinen Einflul3. Wie bei nichtinjizierten Embryonen wurde in allen Fallen ein starkes Signal
fur Xbra in Stadium 10 bis 10,5 gefunden (Abb. 3.11.b). Hingegen zeigten 35 % der
Embryonen nach Uberexpression der extrazellularen Deletonsmutante XB/UDe349 keinerlei
Farbung, wahrend die restlichen Embryonen eine deutlich schwachere Farbung aufwiesen
(Abb. 3.11.c und d). In einem Folgeexperiment wurde die Farbreaktion verlangert. Es fand
sich zwar in allen XB/UDe349 uberexprimierenden Embryonen das Xbra-Signal, allerdings
gegenuber den anderen Cadherinkonstrukten deutlich abgeschwéacht und in einem weniger

distinkt abgegrenzten Expressionsareal. Auffallig war hier insbesondere der Bereich putativ
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erhohter Uberexpression der Cadherinkonstrukte innerhalb der dorsalen Marginalzone des
Embryos (vergleiche Abb. 3.9 und 3.10). Zeichnet sich der Beginn der Involution oberhalb
der Urmundlippe in allen anderen Ansatzen als eng umgrenztes Areal ohne Xbra-Farbung ab,
so zeigen XB/UDe349 uberexprimierende Embryonen desselben Stadiums hier Uber einen
weiteren Bereich keinerlei Farbung (Abb. 3.11.g und h). Sowohl die Uberexpression der
cytoplasmatischen Deletionsmutante XB/UDc38 als auch des Wildtyp-Cadherins XB/UWt
hatte in der Hybridisierung keinen EinfluR auf das Vorhandensein des Signals (Abb. 3.11.e
und f). Es kann also fiir die Uberexpression der extrazellularen Cadherinmutante wenn nicht
von einem vollstandigen Verlust, so doch zumindest von einer verringerten Expression mit

verandertem raumlichen Expressionsprofil von Xbra gesprochen werden.

9 h

Abb. 3.11: Whole Mount in situ Hybridisierung von Embryonen nach Cadherinliberexpression im
Stadium 10 bis 10,5 fiir den panmesodermalen Marker Xbra. a) Nicht injizierte Kontrolle. Xbra wird
ringférmig in der gesamten Marginalzone exprimiert. b) Die Kontrollmutante XB/UDe349Dc38 hatte
auf die Expression keinen EinfluB. ¢) 35 % der XB/UDe349 uberexprimierenden Embryonen wies
kein Xbra-Signal auf; der Rest zeigte eine deutlich verminderte Expression (d). XB/UDc38 und
XB/UWt hatten keinen EinfluB (e, f). In einem zweiten Experiment wurde die Farbreaktion
verlangert. Das in XB/UDe349Dc38-Kontrollen (g) mit Beginn der Involution oberhalb des Urmundes
eng umgrenzte Areal ohne Xbra-Signal fand sich im Bereich putativer XB/UDe349-Uberexpression
(h) deutlich erweitert (Pfeile).

Das Gen fiur das Homeoboxprotein Goosecoid (Xgsc) wird ab MBT exprimiert und findet sich

im frihen bis mittleren Gastrulastadium im Spemann Organisator entlang des dorsalen
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Urmundes (Abb. 3.12.a). Spater findet es sich in der Region der Prechordalplatte und im
Kopfmesoderm (Blumberg et al., 1991). Weder die Uberexpression der Kontroll- noch der
cytoplasmatischen Deletionsmutante zeigten im Stadium 10 bis 10,5 gegeniber den
nichtinjizierten Kontrollen eine Abweichung (Abb. 3.12.b und e). Dagegen stieg der Anteil
der Embryonen ohne Xgsc-Signal nach Uberexpression von XB/UDe349 auf 60 % und von
XB/UWt auf etwa 8 % an (Abb.3.12.c und f).

nn
C
--

Abb. 3.12: Whole Mount in situ Hybridisierung von Embryonen nach Cadheriniberexpression im
Stadium 10 bis 10,5 fur den dorsalen Marker Xgsc. a) Nicht injiziert. Expression von Xgsc im
Spemann Organisator oberhalb des Urmundes. b) XB/UDe349Dc38. Kein Einflu. ¢ und d) 60 % der
XB/UDe349 Uberexprimierender Embryonen ohne Signal; der Rest zeigte verminderte Xgsc-
Expression. XB/UDc38 und XB/UWt hatten keinen EinfluR (e, f).

Ein dhnliches Bild zeigte die Untersuchung des Gens der Fork-Head Familie DNA bindender
Proteine XFD-1. Aktiviert mit MBT zeigt sich die Expression dorsal als schmaler Streifen in
der Region der Blastoporuslippe (Abb.3.13.a). In der fortschreitenden Gastrula und der
Neurula wird XFD-1 im sich bildenden Notochord und der neuralen Bodenplatte gefunden
(Knéchel et al.,, 1992). Wahrend die Kontrollmutante und das Wildtyp-Konstrukt im
Stadium 10,5 mit 5 bzw. 2 % fehlender Farbung nur einen geringen Effekt zeigten,
resultierte die Uberexpression der extrazellularen Cadherinmutante in einem 70 %igen
Verlust des XFD-1 Signals. Die Uberexpression von XB/UDc38 hatte in diesem Ansatz keinen
EinfluR (Abb. 3.13.b-e).

Transkripte des mesodermalen Markers Twist (Xtwi) erscheinen erstmals wahrend der
frihen Gastrula. Innerhalb des Mesoderms wird er nur im Notochord und in der Lateralplatte
gefunden (Abb. 3.14.a), nicht aber im Myotom. Xtwi zeigt ein zu muskelspezifischen
Markergenen komplementares Expressionsmuster (Hopwood et al., 1989). Auch bei der

Untersuchung dieses Markers wurde nach Uberexpression der Cadherinkonstrukte nur im
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Abb. 3.13: Whole Mount in situ Hybridisierung von Embryonen nach Cadheriniiberexpression im
Stadium 10,5 fir den dorsalen Marker XFD-1. Lediglich die Injektion von XB/UDe349 fihrte zu
einem Verlust des Signals bei 70 % der untersuchten Embryonen. a) Nicht injiziert. Expression von
XFD-1 als schmaler Streifen entlang des Urmundes. b) XB/UDe349Dc38. c/d) XB/UDe349 mit/ohne
Expression von XFD-1. e) XB/UDc38. f) XB/ZUWt.

Fall der extrazellularen Deletionsmutante XB/UDe349 eine starke Reduktion der Xtwi-
Expression gefunden. Die Wildtyp uUberexprimierenden Embryonen zeigten dabei ein
allerdings nur schwaches Twist-Signal (Abb. 3.14.b-e).

Abb. 3.14: Whole Mount in situ Hybridisierung von Embryonen nach Cadheriniiberexpression im
Stadium 11,5-12 fur den dorsalen Marker Xtwi. Eine starke Reduktion des Signals wurde nur in
XB/UD349 Uberexprimierenden Embryonen gefunden. a) Xtwi-Expression in nichtinjizierten
Kontrollembryonen in Notochord und Lateralplattenmesoderm. b) XB/UDe349Dc38. c/d) XB/UDe349
mit/ohne Expression von Xtwi. e) XB/UDc38. f) XB/UWHt.

Neben den oben beschriebenen dorsalen mesodermalen Markergenen wurde mit dem

Homeoboxgen Xvent-1 ein ventraler mesodermaler Marker ausgewdahlt. Entsprechend seiner
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Abb. 3.15: Whole Mount in situ Hybridisierung von Embryonen im Stadium 10 fur den ventralen
Marker Xvent-1. Die Expression als ventrolateraler Bogen innerhalb der Marginalzone wurde durch
Cadheriniberexpression nicht beeinflut. a) Nicht injizierter Kontrollembryo. b) XB/UDe349.

Rolle in der Festlegung des ventralen mesodermalen Schicksals findet sich die Expression in
der frihen Gastrula in der Marginalzone als ventraler und ventrolateraler Bogen (Abb.
3.15; Gawandtka et al., 1995).

Der Anteil an Embryonen ohne Xvent-1 Signal lag fur die Kontrolimutante in dem Bereich,
der auch fir nichtinjizierte Kontrollen gefunden wurde. Eine Abweichung hinsichtlich der
Intensitéat oder des Expressonsprofils des Xvent-1-Signals war fiur die Cadherinmutanten
und -wildtyp Uberexprimierenden Embryonen hingegen nicht augenfallig. Eine

Zusammenfassung der ermittelten statistischen Werte gibt Tabelle 3.4.

Cadherin- % Xbra (-) % Xgsc (-) % XFD-1 (-) | % Xtwi (-)
Konstrukt
nicht injizierte 0] 0] 0] 4
Kontrolle (n=30) (n=21) (n=50) (n=26)
XB/UDe349Dc38 o o 4,76 0
0,1 ng/Blast. (n=15) (n=14) (n=22) (n=10)
XB/UDe349 35,29 60,00 69,23 72,73
0,2 ng/Blast. (n=46) (n=48) (n=44) (n=19)
XB/UDc38 o o 0] 0
0,2 ng/Blast. (n=52) (n=54) (n=56) (n=31)
XB/UWt o 8,33 2,38 4,35
0,2 ng/Blast. (n=53) (n=52) (n=43) (n=48)

Tab. 3.4: Statistische Auswertung der Whole Mount in situ Hybridisierung fur frihe mesodermale
Marker. Angegeben sind die Prozentanteile von Embryonen ohne Expressionssignal an der Gesamtzahl
n der untersuchten Embryonen nach Cadheriniberexpression.
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3.5.2 Auswirkungen auf die Expression spater Markergene

Im Unterschied zur Untersuchung friher Markergene ist aufgrund der phé&notypischen
Auspragung der manipulierten Embryonen in spateren Stadien eine direkte Unterscheidung
der Phanotypen I, Il und Il hinsichtlich der Expression spater Markergene moglich.
Entsprechend wurden die injizierten Embryonen im Schwanzknospenstadium fixiert und die
erhaltenen Phanotypen in die Whole Mount in situ Hybridisierung eingesetzt. Die
verwendeten RNA-Konzentrationen entsprachen denen vorangegangener Experimente.

Der paraxiale dorsale Marker MyoD wird von Muskelvorlauferzellen in den Somiten wéhrend
des Schwanzknospenstadiums exprimiert. Die Expression beschrédnkt sich dabei auf die
Skelettmuskulatur und fehlt in der Herzanlage (Hopwood et al., 1989). Nach Uberexpression
von XB/UDe349 zeigten sdmtliche Typ lll-Embryonen keinerlei MyoD-Farbung. Auch die
Zelladhasionsphéanotypen | und Il zeigten entweder einen Verlust oder eine starke Reduktion
der MyoD-Expression gegentuber den Kontrollinjektionen (Abb. 3.16.a-b).

Die gleichen Verhaltnisse waren fir den herzspezifischen Marker Cardiac Troponin
anzutreffen. Beschrankt auf das Myokard findet sich die Expression von Stadium 28 an im
Embryo (Drysdale et al., 1995). Auch hier wurde bei XB/UDe349-injizierten Embryonen
neben einem vollstédndigen Verlust bei Typ lll-Embryonen eine Reduktion oder ein ganzliches
Fehlen des Expressionssignals fiur Typ | und II-Embryonen gefunden (Abb. 3.16.c-d).
Embryonen, die entweder Achsenreduktion oder infolge von Wanderungsdefekten des
Mesoderms anteriore Defekte aufwiesen, waren erwartungsgemal ebenfalls bezuglich des
neuralen Markers Engrailed defizient, dessen Expression normalerweise die Grenze zwischen
Mittel- und Hinterhirn kennzeichnet (Hemmati-Brivanlou et al., 1991; Abb. 3.16.e-f).

Um die Ausbildung auch des ventralen Mesoderms injzierter Embryonen in spateren Stadien
zu untersuchen, wurden Schwanzknospenstadien (Stadium ca. 32) nach Mikroinjektion auf
die Expression von Xenopus aT1Globin in der in situ Hybridisierung Uberpriuft. Zu diesem
Zeitpunkt der Entwicklung ist die Expression dieses ventralen Markergens streng auf die
bilateral symmetrisch entlang der anteroposterioren Achse angeordneten Blutinseln
beschrankt. Posterior fusioniert, zeigt das Signal anterior eine Bifurkation (Widmer et al.,
1981, Abb. 3.17.a). Die Injektion der Kontrollmutante hatte erwartungsgemal keinen
EinfluR. Die nach Uberexpression der cytoplasmatischen Deletionsmutante XB/UDc38 neben
normalen Embryonen erhaltenen Phanotypen | wund Il lieBen alle eine deutliche
Globinexpression erkennen (Abb. 3.17.c-e). Ein &hnliches Bild ergab die Injektion des
Wildtypkonstruktes. Selbst bei Embryonen, die Wanderungsdefekte aufwiesen, konnte das
Globinsignal identifiziert werden (Abb. 3.17.f-h). Auch eine Verdoppelung der injizierten
RNA-Menge auf 0,4 ng XB/UWt pro Blastomere fuhrte nicht zu einem Verlust des Signals.

Unabhangig von den erhaltenen Phanotypen resultierte die Injektion von XB/UDe349
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Abb. 3.16: Whole Mount in situ Hybridisierung von Embryonen im Schwanzknospenstadium fir spate
dorsale mesodermale Markergene nach XB/UDe349-Uberexpression. Die Expression spater dorsaler
Markergene fehlt in Typ IlI-Embryonen und fehlt (oder ist zumindest stark reduziert) in den
Zelladhasionsphanotypen (hier Typ | gezeigt). a, ¢, €) Oben nicht injizert, unten XB/UDe349Dc38.
Der Pfeil weist auf das normale Expressionsprofil hin. b, d) Oben Typ Ill, unten Typ I. f) Typ I. a, b)
MyoD. c, d) Cardiac Troponin. e, f) Engrailed.

hingegen bei 57 % aller Embryonen zu einem vollstandigen Verlust des Signals; die ubrigen
Embryonen zeigten im Uberwiegenden Fall nur eine schwache Farbung (Abb. 3.17.i-k,
3.18.a-b).

Zur naheren Untersuchung dieses unerwarteten Befundes wurden Koinjektionen der
extrazellularen Deletionsmutante zusammen mit Transkripten von BMP-4, einem

ventralisierenden Morphogen der TGFb-Familie, durchgefihrt und die Embryonen erneut auf
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Abb. 3.17: Whole Mount in situ Hybridisierung der Phanotypen I-lll nach Cadheriniberexpression fir
den spaten ventralen Marker aT1Globin. a) Nicht injiziert. b) XB/UDe349Dc38. c-e) XB/UDc38.
Normal, Typ I, Typ Il. f-h) XB/UWt. Normal, Typ I, Typ Il. i-k) XB/UDe349. Keine Globinexpression
in Typ I-111.

die Globinexpression untersucht. Um eine bedingt durch die dorsale Injektion von
XB/UDe349 eventuell unterhalb einer Kkritischen Schwelle gesunkenen BMP-4-
Konzentration innerhalb des von ventral nach dorsal verlaufenden BMP-4-Gradienten
wieder zu erh6hen, wurden BMP-4 ventral und XB/UDe349 dorsal koinjiziert. Gegenuber
der Injektion der Mutante allein kam es hier zu einer Reduktion des Anteils an Embryonen
ohne augenscheinliche Globinexpression von 57 % auf 34 %. Es lieR sich dabei aber keine
Abhéangigkeit vom entstandenen Phanotyp feststellen, i.e. nicht nur stark ventralisierte,
sondern alle beobachteten Phanotypen waren von der Wiederherstellung des Globinsignals
betroffen (Abb. 3.18.c-d).

Ein Rescue des Globinsignals lieR sich ebenfalls durch dorsale Koinjektion der
extrazellularen Cadherinmutante mit b-Catenin Wildtyp-RNA erhalten, wahrend b-Catenin

ventral allein, oder ventral mit XB/UDe349 dorsal koinjiziert, erwartungsgeman keinen
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Abb. 3.18: Rescue des Whole Mount in situ Hybridisierungssignals fir aT1Globin durch Koinjektion.
Die untersuchten Embryonen entstammen einem Gelege. XB/UDe349 fuhrte in 60 % zu einem Verlust
der Globinexpression, welche durch ventrale Koninjektion von BMP-4 (c, d), durch dorsale
Koinjektion von b-Catenin (e), nicht aber durch ventrale Koinjektion von b-Catenin (f) teilweise
wiederhergestellt werden konnte. a, ¢) Mit Globinsignal. b, d) Ohne Globinsignal.

EinfluR auf die Globinexpression zeigte. Wie bei BMP-4 war die Wiederherstellung des
Globinsignals phanotypunabhéngig (Abb. 3.18.e-g, Tab. 3.5).
Neben dem aufgrund des erhaltenen Phanotyps Il erwarteten Effekt der Uberexpression der

extrazellularen Deletionsmutante von XB/U-Cadherin auf die Expression dorsaler
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injizierte RNA-Spezies RNA-Menge n= % aT1Globin % aT1Globin
je Blast. [ng] (+) )
nicht injiziert - - 55 100 0
XB/UDe349Dc38 0,1, 66 100 0
XB/UDe349 0,24 74 43,24 56,76
XB/UDc38 0,24 54 100 0
XB/UWt 0,24 84 98,81 1,19
XB/UWt 0,44 11 100 0
b-Catenin ventral 0,1, 9 100 0
XB/UDe349,, +b-Cat, 0,2,+0,1, 9 44,44 55,56
XB/UDe349,, +b-Catg, 0,24+0,1, 50 76 24
XB/UDe349, +BMP-4, 0,2,+0,1, | 35 65,72 34,28

Tab. 3.5: Statistische Auswertung der Whole Mount in situ Hybridisierung nach
Cadheriniberexpression und Rescueansatz fir aT1Globin. Verlust und Wiederherstellung des
Globinsignals sind phanotypenunabhéngig. (+) und (-): mit und ohne Globinexpression; ds: dorsal
injiziert; v: ventral injiziert. Injektion in die Marginalzonen dorsaler und/oder ventraler
Blastomeren von Vierzellstadien, n: Anzahl der Embryonen.

Markergene ergab die Whole Mount in situ Hybridisierung auch eine verminderte Expression

des ventralen Markers aT1Globin.

3.6 Nachweis fruher Markergene mittels RT-PCR

Mittels RT-PCR wurden einige frihe Markergene in einem ersten Ansatz hinsichtlich ihrer
Expression im Embryo nach Mikroinjektion getestet. Hierzu wurden jeweils finf Embryonen
in einem Batch zur Gesamt-RNA-Isolierung zusammengefat. Da die untersuchten
Embryonen in frihen Stadien (10-11 nach Nieuwkoop und Faber) keine Phanotypen
aufweisen, und das Absammeln der Embryonen daher zufallig erfolgte, sollte mit dieser
Methode im gunstigsten Fall zwar eine Detektion im Sinne einer ja/nein-Entscheidung
maoglich sein, wahrscheinlicher ist jedoch lediglich eine Verringerung der Signalstéarke.
Aussagen hinsichtlich eines veranderten Expressionsmusters, wie es die in situ
Hybridisierung gestattet, kénnen mit dieser Methode allerdings prinzipiell nicht
untermauert werden. Die Ergebnisinterpretation ist in letzteren Fallen also mit Vorsicht zu
betrachten. Die Mikroinjektion erfolgte beziglich RNA-Menge und Injektionsort den
vorangegangenen Experimenten entsprechend.

Eine Verunreinigung der aus der reversen Transkription erhaltenen cDNA mit genomischer
DNA wurde durch PCR aus Vergleichsansdtzen der cDNA-Synthese ohne Reverse

Transkriptase fur die Expression von Histon H4 ausgeschlossen. Dieses ubiquitéar
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exprimierte Gen dient =zugleich als Referenz fiir die Intensitat der erhaltenen
Markergenbanden.

Fir den panmesodermalen Marger Xbra wurde in diesem Ansatz eine Doppelbande erhalten.
Es konnte kein Verlust des Expressionssignals festgestellt werden.

Die Genexpression des dorsalen Sekretproteins Chordin findet sich erstmals nach der
Expression von Goosecoid im Spemann Organisator oberhalb der Urmundlippe in Zellen der
Oberschicht und der involutierenden Marginalzone (Sasai et al., 1994).

Wahrend die Uberexpression von Cadherin-Wildtyp und -Kontrollkonstrukt im Embryo im
Vergleich zur Histon H4-Referenz zu Kkeiner nennenswerter Veranderung der
Chordinexpression fiihrte, erbrachte die Uberexpression beider Mutanten XB/UDc38 und
XB/UDe349 eine deutliche Herunterregulierung des Chordinsignals. Der Rescue gelang durch
Koinjektion der extrazellularen Mutante mit Wildtyp-RNA, nicht aber mit b-Catenin.

Das sekretierte Glycoprotein Noggin findet sich erstmals, kolokalisiert mit Chordin, im
Spemann Organisator, spater in Kopfmesoderm und Notochord. Es wirkt dorsalisierend auf
ventrales Mesoderm und neuralisiert Ektoderm (Smith und Harland, 1992).

Die Uberexpression von XB/UDc38 und XB/UDe349 fihrte hier lediglich zu einer
Abschwéachung des Nogginsignals. Allerdings erbrachten die Koinjektionen von XB/UDe349
sowohl mit dem Wildtyp von XB/U-Cadherin als auch mit b-Catenin eine leichte Verstérkung
der Nogginexpression.

In der RTPCR konnten die in der Whole Mount in situ Hybridisierung fur den frihen
ventralen Marker Xvent-1 erhaltenen Ergebnisse bestéatigt werden. In keinem Fall zeigte

sich eine Abweichung der Signalintensitat im Vergleich zur Histon H4-Referenz. Die
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Abb. 3.19: Nachweis der Expression friiher Markergene nach Cadheriniberexpression mittels RT-
PCR. Je funf Embryonen (St. 10-11) wurden in die Gesamt-RNA-Isolierung eingesetzt. HistonH4 und
chordin: 36 X 94/55/72°C; noggin und Xvent-1: 38 X 94/55/72°C. niK: nicht injiziert; DeDc:
XB/UDe349Dc38; Wt: XB/UWt; Dc: XB/UDc38; De: XB/UDe349; Cat: b-Catenin. Injektion und
RNA-Mengen entsprechen denen vorangegangener Experimente.
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Ergebnisse fur den Nachweis friher Markergene mittels RT-PCR sind in Abbildung 3.19

zusammengefalit.

3.7 Der wechselseitige EinflulR von Zell- und Substrat-
adhéasion in der fruhen Embryonalentwicklung von
Xenopus

Embryonale Differenzierung ist mit einer Vielzahl von Zellbewegungen verbunden. Wahrend
der Gastrulation, die zur Anlage der drei Keimblatter Ekto-, Meso- und Endoderm fuhrt,
wirken in Xenopus verschiedene Bewegungen additiv: die Epibolie des prasumptiven
Ektoderms und konvergente Extension sowie aktive Migration des zukiinftigen Mesoderms.
Bei diesen Vorgangen greifen Zell- und Substratadhasion bewegungsmodulierend ein. lhre
Koordination wird auch fiir die Entstehung und Absenkung der Neuralplatte, das Wandern der
Neuralleistenzellen oder die Segmentierung der Somiten diskutiert. Das geordnete
Zusammenspiel dieser Vorgidnge |aRt ein definiertes Verhaltnis von Zelladhasion zu
Substratadhasion vermuten.

MIt Hilfe der Uberexpression der in dieser Arbeit erstellten XB/U-Cadherinkonstrukte
sollte ein mdoglicher Zusammenhang dieser beiden Adhéasionssysteme néher untersucht

werden.

3.7.1 EinfluR der XB/U-Cadherin-Uberexpression auf die
Fibronektin-Matrixbildung des Blastocoeldaches von Xenopus

Die Zellen der involutierenden Marginalzone adhérieren nach ihrer Involution tiber mehrere
Bindungsstellen am Fibronektin des Blastocoeldaches. Diese Interaktion der Zellen mit ihrem
Substrat Fibronektin tragt entscheidend dazu bei, dal das Kopfmesoderm in die anteriore
Position des Embryos gelangt (Ramos et al., 1996). Zellkulturdaten sprechen fiur eine
gegenseitige negative Beinflussung von Substratadhésion und Cadherin-vermittelter Zell-
Adhésion. Die Transfektion von XTC-Zellen mit XB/U-Cadherin fuhrt neben einer
Herunterregulierung von azb; Integrin zu einer drastischen Reduktion der
Fibronektinexpression (Finnemann et al., 1995). In einem ersten Ansatz sollte die
fibrillare Organisation vom Fibronektin des Blastocoeldaches nach Uberexpression der
Cadherin-Konstrukte untersucht werden. Hierzu wurden die RNA der Konstrukte animal
medial in die Nahe der Teilungsfurche beider Blastomeren des Zweizellstadiums von Xenopus
mikroinjiziert, um eine direkte Zelladhdsionsstérung in der Entwicklung des
Blastocoeldaches zu setzen. Animale Kappen wurden im Stadium 9,5 bis 11,5 prapariert und

mit dem Primarantikérper mAb4H2 gegen Fibronektin und dem Sekundérantikdrper GAM-
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Abb. 3.20: Blastocoeldachpraparation nach Uberexpression von Cadherinkonstrukten in der animalen
Kappe. Detektion der Fibronektinmatrix mit mAb4H2/GAM-FITC. Links Phasenkontrastdarstellung,
rechts FITC-Fluoreszenzkanal. Die Cadherinexpression fuhrte insgesamt zu einem toxischen Effekt
auf die epitheliale und sensorische Schicht des Blatocoeldaches (a, ¢, e, g). Es konnten keine
relevanten Veranderungen hinsichtlich der Matrixausbildung festgestellt werden (b, d, f, h). a, b)
Nicht injiziert. c, d) XB/UDe349Dc38. e, f) XB/ZUWt. g, h) XB/uDe349. RNA-Konzentrationen wie in
vorangegangenen Experimenten.

FITC immunfluoreszenzmarkiert. Nach vorsichtigem Eindeckeln der Kappen mit dem

Blastocoeldach nach oben wurde im Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.
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Von jedem Ansatz wurde neben der Aufnahme im Fluoreszenzkanal (FITC) eine
Phasenkontrastaufnahme desselben Areals gemacht, um die Qualitat des Zellverbandes an
dieser Stelle zu beurteilen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.20 zusammengefalit. Die
Injektion der Cadherinkonstrukte fuhrte im Vergleich zur nichtinjizierten Kontrolle zu
einer fehlerhaften Ausbildung der epithelialen und insbesondere der sensorischen Schicht des
Blastocoeldaches (Abb. 3.20.c, e, g). Dieses traf auch fur die Kontrollmutante
XB/UDe349Dc38 zu, sodal hierbei von einem nicht spezifischen, toxischen Effekt
ausgegangen werden mulite. Die auswertbaren Bereiche injizierter Kappen zeigten
untereinander keine wesentlichen Unterschiede in Quantitdit und Qualitat der
Fibronektinexpression. Insbesondere die Uberexpression des Cadherin-Widtypkonstruktes
erbrachte nicht die aus Zellkulturexperimenten erwartete Reduktion (Finnemann et al.,
1995, Abb. 3.20.e-f). Insgesamt ergab sich aber, offenbar rein injektionsbedingt, eine
Reduktion der Fibronektinexpression im Vergleich zur nichtinjizierten Kontrolle (Abb.
3.20.b, d, f, h).

3.7.2 EinfluR der XB/U-Cadherin-Uberexpression auf die
Zell-Substratadhasion animaler Kappenzellen

Die Behandlung von Blastomeren der animalen Kappe von Xenopus mit Activin A resultiert
integrinvermittelt in Adhérenz, Spreitung und Wanderung dieser Zellen auf einem
Fibronektin-Substrat (Smith et al., 1990). Der Regulationsmechanismus, der diesem
activinabhangigen Zellverhalten zugrunde liegt, beinhaltet die Erkennung multipler Zell-
interaktiver Epitope innerhalb des Fibronektinmolekils. Ramos et al. (1996) konnten
zeigen, dalR neben dem RGD-Motiv in der Untereinheit lll 10 des Fibronektinmolekiils ein
weiteres, synergistisch wirkendes Epitop der Untereinheit IIl 9 (Synergie-Epitop) von
entscheidender Bedeutung ist. Um eine madgliche Interferenz des Cadherin-vermittelten
Zelladhdsionssystems mit diesem substratadhasionsvermittelten Zellverhalten zu
untersuchen, wurden die Cadherin-Konstrukte in der animalen Kappe Uberexprimiert und
deren Zellen nach Vereinzelung auf verschiedenen Fibronektin-Fusionsproteinen einem

Adhésionsassay unterworfen.

3.7.2.1 Auswahl der Fibronektinkonstrukte und Aufreinigung der
Fusionsproteine

Neben humanem Plasmafibronektin, welches zu Xenopus Fibronektin auf Aminosiureebene
70 % Identitat aufweist (DeSimone et al., 1992), wurden als Substrat drei

Fusionsproteinkonstrukte von Xenopus Fibronektin verwendet, die freundlicherweise von
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Abb. 3.21: Doméanenstruktur des Fibronektinmonomers von Xenopus und der verwendeten GST-
Fibronektin-Fusionskonstrukte. Das Synergieepitop ist in der Doméne Ill 9, das RGD-Motiv in Doméane
[l 10 enthalten. Die Disulfidbindungen stellen die Briicke zwischen zwei Untereinheiten her. GST-
9.11 vermittelt Zelladh&asion und -migration, GST-9.11a nur die Zelladhasion und GST-9.11e weder
Zelladh&asion noch -migration.

Douglas DeSimone zur Verfiigung gestellt wurden (Ramos et al., 1996). Eine Ubersicht gibt
Abbildung 3.21. Alle drei Konstrukte umspannen die Doméanen Typ Ill 9 bis 11, Bereiche, die
fur integrinvermittelte Adharenz und Migration verantwortlich sind. Das in der Doméane Il 9
enthaltene Sequenzmotiv PPSRN ist in vielen Zelltypen fir Spreitung und Migration
erforderlich (Aota et al., 1994; Bowditch et al., 1994), wahrend das RGD-Motiv in Ill 10
fur die Adharenz, nicht aber fir Spreitung und Migration hinreichend ist. GST-9.11
unterstitzt demzufolge als Substrat beide Eigenschaften. GST-9.11a weist eine Mutation im
Motiv PPSRN von Arginin nach Alanin auf. Wegen des intakten RGD-Motivs ist auf diesem
Substrat nur Adharenz mdglich. Als drittes Konstrukt liegt in GST-9.11e eine Mutation im
RGD-Tripeptid von Asparaginsdure nach Glutaminsaure vor. Infolgedessen ist hier weder
Adhéarenz noch Spreitung zu erwarten. Samtliche Konstrukte enthalten N-terminal einen
Glutathion-S-Transferase Fusionsanteil (GST), der im pGEX-Vektorsystem nach
bakterieller Expression eine Aufreinigung erméglicht (Smith und Johnson, 1988). Hierzu
wurden zunéchst durch Proteinaufreinigung im KleinmaRstab nach Transformation in E. coli
BL21 solche pGEX-rekombinanten Klone ermittelt, die eine starke Expression der drei
Konstrukte aufwiesen. Mit diesen Klonen wurde dann im Batch-Verfahren die Aufreinigung
der Fusionsproteine im GroBmafistab vorgenommen. Auf eine anschlielende Abtrennung des
GST-Fusionsanteils konnte fiur diesen Versuch verzichtet werden. Nach abschlieRender
Dialyse des Eluats konnten Fusionsproteine der gewlnschten Gréf3e von 56,9 kd erhalten
werden (Abb.3.22).
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Abb. 3.22: GST-Fusionsproteine von Fibronektin nach bakterieller Expression. b) Aufgereinigte
Proteine nach der Dialyse. a) Wie b, nach Normierung des Probenauftrags auf 2 pg je Spur
(Konzentrationsbestimmung durch UV-Absorption). 11: GST-9.11. 1la: GST-9.11a. 1le: GST-
9.11e. M: Proteinmarker (Zahlenwerte in kD).

3.7.2.2 Adhasionsassay

Das Funktionsprinzip des Adhasionsassays ist in Abbildung 3.23 schematisch dargestellt. Um
sicherzustellen, daf? die verwendeten Kappenexplantate das im Embryo von vegetal kommende

endogene Activinsignal noch nicht empfangen haben, zum anderen aber fir exogen
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Abb. 3.23: Funktionsprinzip des Adhé&sionsassays. Nach Uberexpression der Cadherinkonstrukte in
der animalen Héalfte von Zweizellstadien (a) werden Kappen im St. 9 prapariert (b) und die Zellen in
CMF-Medium vereinzelt (c). Nach Ausséen der Zellen auf Fibronektin oder -fusionsanteilen mit und

ohne Activin (d, + und -), wird durch Invertieren gespilt (e) und anschlieBend hinsichtlich Adhéarenz
und Migration ausgewertet (f).
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appliziertes Activin A ausreichend kompetent sind, wurden die Kappen der Embryonen
bereits im Stadium 9 préapariert. Um die Zellen der animalen Kappe vor der Praparation zu
manipulieren, wurden Transkripte der Cadherinkonstrukte zentral in die Nahe der
Teilungsfurche animal in beide Blastomeren des Zweizellstadiums direkt unterhalb des
Cortex mikroinjiziert. Auf diese Weise sollte eine bestmdgliche diffusible Verteilung der
Transkripte wahrend der Zellteilungen in diesem Bereich des Embryos sichergestellt
werden. Die Konzentrationen der RNA entprachen dabei denen der vorangegangenen Versuche.
Die animalen Kappenexplantate wurden durch Inkubation in calcium- und magnesiumfreien
Medium in ihre Einzelzellen dissoziiert und auf den verschiedenen Substraten (0,23 uM
humanes Plasmafibronektin bzw. Xenopus Fibronektinkonstrukte im Beschichtungsansatz),
jeweils mit oder ohne Zugabe von Activin A ausgeséat. Nach 60 min Inkubation wurde nach
Sichtkontrolle 10 Minuten passiv gespult und anschlieBend im Phasenkontrast ausgewertet.
Zur Untersuchung der Zellmodi Adhéarenz sowie Adhérenz mit Spreitung und Migration wurde
die Begriffsbestimmung von Ramos et al. (1996) uUbernommen. Danach weisen adhéarente
Zellen nach Bindung an ein Substrat eine abgerundete, an den Randbereichen durch den engen
Kontakt abgeflachte Gestalt auf. Die Spezifitdt der adhéasiven Bindung wird dabei im
quantitativen Vergleich zur Anhaftung der Zellen auf dem unspezifischen Substrat
Rinderserumalbumin (BSA) ermittelt. Adhérente Zellen bilden insbesondere auf das Activin-
Signal hin in geringerem Male Auslaufer (Filopodien) aus, verbleiben aber in ihrer Gestalt
und zeigen keine Wanderung (Abb. 3.25.b, h). Dagegen ist der Migrationsmodus der Zellen
durch eine starke Ausbildung von Filopodien gekennzeichnet. Infolge des Rearrangements des
Zytoskeletts kommt es zur starken Spreitung und Migration der Zellen. Sie nehmen dabei
eine deutlich polygonale Gestalt an. Aufgrund der damit verbundenen Abflachung der Zelle
wird der Kern im Phasenkontrast sichtbar (Abb. 3.24.b).

Samtliche Kappenzellen aus injizierten und nichtinjizierten Embryonen zeigten auf den
Substraten Fibronektin, GST-9.11 und GST-9.11.a gegeniber dem Substrat BSA eine starke
Adhésivitat, sodaR das im Folgenden nach Uberexpression der Cadherinkonstrukte
beobachtete Zellverhalten mit einer spezifischen Interaktion der endogenen Integrine mit den
Domaénen 111.9 bis 1ll.11 des Fibronektins hinreichend in Zusammenhang gebracht werden
konnte. Erwartungsgemal lag die Adhasivitat der Zellen auf dem RGD-defizienten Substrat
GST-9.11.e quantitativ im Bereich der BSA-Kontrolle. Entsprechend wurde hier auch keine

Activin-Antwort beobachtet (nicht gezeigt).
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Abb. 3.24: Adhéasionsassay manipulierter Kappenzellen hinsichtlich des activinabhéngigen
Zellverhaltens auf Fibronektin(FN)substraten. Erklarung im Text. Links ohne, rechts mit
Activininkubation. a, b) Nicht injiziert auf FN. ¢, d) XB/UDe349Dc38 auf FN. e, f) XB/UWt auf FN. g,
h) XB/ZUWt auf GST-9.11. Die bei der Injektion verwendeten RNA-Konzentrationen entsprachen denen
vorangegangener Experimente.
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Abb. 3.25: Adhésionsassay manipulierter Kappenzellen hinsichtlich des activinabhangigen
Zellverhaltens auf Fibronektin(FN)substraten. Erklarung im Text. Links ohne, rechts mit
Activininkubation. a, b) XB/UWt auf GST-9.11a. c, d) XB/UDe349 auf FN. e, f) XB/UDe349 auf
GST-9.11. g, h) XB/UDe349 auf GST-9.11a. Die bei der Injektion verwendeten RNA-Konzentrationen
entsprachen denen vorangegangener Experimente.
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Wie Kappenzellen nichtinjizierter Kontrollembryonen gingen Zellen nach Uberexpression
der Kontrollimutante XB/UDe349Dc38 auf Fibronektin nach Inkubation mit Activin-A nahezu
quantitaty vom reinen Adhéarenz- in den Migrationsmodus Uber (Abb. 3.24.c-d). Ein
dhnliches Bild zeigte sich nach Uberexpression des Cadherin-Wildtyps XB/Uwt auf
Fibronektin und dem Fusionskonstrukt GST-9.11. Gegenuber den Kontrollansatzen war hier
eine erhodhte Zell-Zelladhasivitat festzustellen (Abb. 3.24.e-h). Es kann aber nicht
ausgeschlossen werden, daR die Clusterung der Zellen auf Zellteilungsaktivitat wahrend des
Versuchsablaufs zurtickzufuhren ist. Die Activin-Antwort dieser Zellen auf dem
synergieepitopdefizienten Substrat GST-9.11.a fuhrte erwartungsgemal nur zur Ausbildung
von Filopodien, nicht aber zu Spreitung und Migration der Zellen, was die Notwendigkeit
diese Epitops flUr die activinabhangige Spreitung des untersuchten Zellverhaltens
unterstreicht (Abb. 3.25.a-b). Insgesamt resultierte also die Uberexpression des XB/U-
Cadherin Wildtyps in keiner Veranderung der Kompetenz der Integrine, auf das Activinsignal
zu antworten. Auch ein Hinweis auf eine eventuelle Herunterregulierung der
verantwortlichen Integrinausstattung der Zellen vor der Dissoziation der Kappen liel3 sich
hieraus folglich nicht ableiten

Diese Kompetenz war nach Uberexpression der extrazellularen Deletionsmutante
XB/UDe349 jedoch deutlich reduziert. Neben der Ausbildung von Filopodien zeigten nur etwa
30-40 % aller Zellen Spreitung und Migration auf den Substraten Fibronektin und GST-
9.11 (Abb. 3.25.c-f). Auf dem Substrat GST-9.11.a ging auch hier die Integrinantwort auf
Activin verloren (Abb. 3.25.g-h). Die auf diesem Substrat beobachtete geringere Zahl
adhéarenter Zellen wurde auch im Ansatz mit XB/UWt-lUberexpremierenden Zellen gefunden
und auf eine reduzierte (aktive) Konzentration der Substratschicht zurtickgefihrt. Um
auszuschlieRen, daR im Fall der Uberexpression von XB/UDe349 eine verminderte Bindung
an das RGD-Motiv zur Reduktion der Activinantwort hinsichtlich Zellspreitung und
Migration fiihrte, wurde in Folgeexperimenten die regelrechte Adhasivitat der Zellen an
dieses Substrat bestéatigt. Hierzu wurden wiederholt XB/UDe349 Uberexprimierende
Kappenzellen dem Adhéasionsassay ohne Zugabe von Activin A unterworfen. In keinem Fall kam
es zu einer Reduktion der Adharenz im Vergleich zu Kontrollzellen nichtinjizierter Kappen

(nicht gezeigt).



