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3. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Aktivität der Calponin-
Genfamilie während der Embryogenese des Frosches Xenopus laevis im
Detail untersucht. Die Expressionsmuster der drei Gene stehen im
Einklang mit der Rolle von Calponinen als Regulatoren der
Zytoskelettdynamik auf Ebene der Aktin-Myosin-Interaktionen während
den Migrationsprozessen und der Achsenentstehung im sich
entwickelnden Embryo. Mit Hilfe von Funktionsgewinnexperimenten,
Phosphorylierungs- und Deletionsmutanten von Xclp1, 2 und 3 konnten

jedoch keine Erkenntnisse bezüglich der embryonalen Funktion
gewonnen werden, da diese in keinerlei phänotypischen Veränderungen
resultierten. Erst mit der Deletion mehrerer regulativer Proteinsequenzen
war es möglich eine Wirkung von Calponin bei der Wanderung von
Neuralleistenzellen nachzuweisen.
Die Expressionsmuster, das Fehlen der veränderten Phänotypen nach
Überexpression von Xclp1, 2 und 3 und deren Mutanten, die
Beeinflussung der Wanderung von Neuralleistenzellen durch die ABD 2
von Calponin und die Funktion der Calponin-Proteine als mögliche
Effektoren im nichtkanonischen Wnt-Signalweg werden folgend diskutiert.

3.1. Expressionsmuster und funktionelle Analyse von Xclp1

Die Expressionsdomäne des Calponin 1 beschränkt sich im Gegensatz
zu Calponin 2 oder 3 auf die Zellen der glatten Muskulatur. Das
embryonale Expressionsmuster von Calponin 1 wurde bisher in vielen
verschiedenen Vertebraten wie der Maus (Samaha et al., 1996), der
Wachtel (Moralez et al., 2006) sowie dem Schaf (Chuan et al., 2005)
untersucht und gleicht weitgehend dem hier für Xenopus laevis
beschriebenen.
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3.1.1. Xclp1 als Marker für Lungenentwicklung in Xenopus laevis

Die Expression von Xclp1 erstreckte sich auf die sich differenzierenden
glatten Muskelzellen von Xenopus laevis (Abb.7). Bereits im
Schwanzknospenstadium St.38 erfolgt Xclp1 Transkription spezifisch in
den Zellen des anterioren dorsalen splanchnischen
Seitenplattenmesoderms (Abb.7, A). Dieses mesenchymale Gewebe
differenziert sich während der Entwicklung in die kontraktile glatte
Muskulatur der Lunge. Studien belegen, dass Glattmuskelmarker wie
beispielsweise α Aktin und Calponin h1 schon zu Beginn der pulmonalen

Knospenbildung in der embryonalen Maus und Ratte vorhanden sind
(Jostarndt-Fögen et al., 1998). Damit erfüllt Xclp1 auch in den
embryonalen Stadien des Frosches die Funktion eines spezifischen
Markergens für die Lungenentwicklung. Über die Expression von Xclp1 in
den glatten Muskelzellen der funktionsfähigen Lungen von Xenopus laevis
nach der Metamorphose ist jedoch noch nichts bekannt.

3.1.2. Expression von Xclp1 in den sich differenzierenden glatten
Muskelzellen des Darmes

In Xenopus wird Xclp1 mRNA zudem in den Zellen des splanchnischen

Mesoderms (St.42), die sich in die glatte Muskulatur ausdifferenzieren und
später auch die epitheliale Darmröhre umgeben, exprimiert. Das
Expressionsmuster bestätigt die Annahme, dass Xclp1 wie Calponin h1
eine Rolle in der funktionellen Reifung von Glattmuskelmyofilamenten
erfüllt (Draeger et al., 1991; Gimona et al., 1992; Glukhova et al., 1990).
So wird Calponin h1 in der Maus ab dem Entwicklungsstadium E14
ebenfalls in der glatten Muskulatur des Vorder-, Mittel- und Enddarmes
exprimiert (Samaha et al., 1996). Auch im Hühnchen und der Wachtel
konnte das Mesenchymgewebe, das sich in die glatten Muskelzellen des
Ösophagus und in das Herz differenziert durch die verstärkte Expression
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von Calponin h1 charakterisiert werden (Moralez et al., 2006). Damit
scheint die spezifische Genexpression von Aktin und dessen
regulatorischen Proteinen für die Muskelzelldifferenzierung von Geflügel
und Säugern von entscheidender Bedeutung zu sein (Kruithof et al.,
2003). Möglicherweise gilt dies auch für die Differenzierung der
Glattmuskelvorläuferzellen in Amphibien. Die Hypothese, dass Calponin
als Regulator der Kontraktion vielmehr in höheren Differenzierungsebenen
der glatten Muskelzellen anzutreffen ist (Frid et al., 1992) konnte jetzt
auch im Frosch widerlegt werden. Vielmehr ist Xclp1 auch hier in den
noch nicht ausdifferenzierten glatten Muskelzellen vorhanden. Allerdings

bestehen zwischen den verschiedenen Spezies erhebliche Unterschiede
in dem Expressionsprofil der Glattmuskelproteine. So findet sich im
Gegensatz zu Beobachtungen in der Maus keine Xclp1 Expression im
embryonalen Herz von Xenopus. Vielleicht wird deren Funktion durch
Xclp2 bzw. Xclp3 kompensiert, die bereits in den nach ventral
migrierenden Herzvorläuferzellen exprimiert werden (Abb.8, C´´; 9, E).

3.1.3. Überexpression von Xclp1

Die Überexpression von Xclp1 in den vegetalen Bereich des zukünftigen
Mesoderms hatte keinen Einfluss auf die Entwicklung des Darmes.
Das mittlere, ventral gelegene viscerale Mesoderm differenziert sich zur
glatten Muskulatur, die den proximalen Teil und die äußere Windung des
Darmes umgibt (Chalmers and Slack, 1998).
Mit der Überexpression von Xclp1 in das zukünftige ventrale Mesoderm
wurde versucht, die Entwicklung bzw. funktionelle Reifung der den Darm
umgebenden Myoblasten zu beeinträchtigen und damit zum Beispiel die
Darmschleifenbildung selbst zu beeinflussen. Durch die kollektive
krafterzeugende Mechanik vieler Zellen kann die Morphogenese während
der embryonalen Entwicklung vorangetrieben werden. So können die

aktiven, koordinierten Veränderungen der Gestalt individueller Zellen
zusammen mit den mechanischen Verbindungen zu großflächigen
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Veränderungen innerhalb der Gewebe führen (Holtfreter 1943, 1944;
Burnside, 1971; Burnside and Jacobson, 1968). Die Überexpression von
Xclp1 in den glatten Muskelzellen des Intestinaltraktes, wie auch die
Fehlexpression von Xclp1 in anderen Geweben des sich entwickelnden
Xenopus laevis hatten jedoch keine phänotypischen Veränderungen der
Embryonen zur Folge (Abb.11, A, B). Zum einen ist für die funktionelle
Aktivität neben der Anwesenheit der Calponin-Proteine auch deren
Modifikation durch zum Beispiel posttranslationale Veränderungen von
entscheidender Bedeutung. Des weiteren waren Mäuse einer Calponin h1
knockout Mauslinie in physiologischer Hinsicht weitgehend normal und

fertil. Daher geht man davon aus, dass Calponin h1 kein essentielles
Protein für die Kontraktilität glatter Muskelzellen ist, sondern vielmehr auf
Ebene der Feinregulation der Aktin-Myosin-Interaktionen agiert (Babu et
al., 2006; Yoshikawa et al., 1998).

 3.2. Expression von Xclp2 und Xclp3

Die Analyse der Expressionsmuster während der frühen Entwicklung ließ
die Beteiligung von Xclp2 und 3 an den Zellbewegungen während den
entscheidenden embryologischen Stadien vermuten. Die Gene wurden
überlappend oder distinkt dort exprimiert, wo
Umstrukturierungsbewegungen von Zellen stattfinden. Wie beispielsweise
in den migrierenden Zellen während der Gastrulation (Abb.8, A´, 9, C´), in
den Herzvorläuferzellen (Abb.8, C´´; 9, E´), in den Zellen des neuralen
Ektoderms und in den Neuralleistenzellen (Abb.8, B, B´, B´´).
Beispiel der überlappenden Expression von Xclp2 und Xclp3 während den
späteren Embryonalstadien von Xenopus laevis ist die Entwicklung des
Pronephros (Abb.8, D, D´; 9, F, F´).
Dazu gehören der sich nach caudal erstreckende Pronephroskanal und
die Pronephrostubuli. Während dem mesenchymal-epithelialen Übergang

der Zellen erfolgen starke morphologische Veränderungen der Zellgestalt,
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denen drastische Umstrukturierungen des Zytoskeletts zugrunde liegen.
Im Stadium 24 besitzen die Zellen eine säulenartige Gestalt und
erscheinen gedehnt und flaschenförmig. Bei der Ausdehnung des
Pronephroskanals nach caudal werden Zellen aus der posterioren
Seitenplatte rekrutiert (Vize et al., 1995). Dabei erfolgt, wenn auch nur
über kurze Distanzen, wiederum Zellmotilität. Die Regulation dieser
morphologischen Umordnungen könnte mit Hilfe von Xclp2 bzw. Xclp3
erfolgen, die in den Zellen der sich entwickelnden Vorniere koexprimiert
werden.

3.2.1. Koexpression von Xclp2 und Xclp3 während der Gastrulation

Im gastrulierenden Embryo wurden sowohl Xclp2 als auch Xclp3 in den
epithelialen Zellen der superfiziellen und sensorischen Schicht des
zukünftigen Neuro- bzw. epidermalen Ektoderms exprimiert. Des weiteren
fand sich die mRNA von Xclp2 und Xclp3 koexprimiert in dem zukünftigen
dorsalen und ventralen Mesoderm und Entoderm vor der Involution
(Abb.8, A, A´; 9, B, B´, C, C´). In diesem entscheidenden
Entwicklungsstadium wurde eine Expression der beiden Gene in anderen
Vertebraten bisher nicht beschrieben. Nach dem Eindringen in das Innere
des gastrulierenden Embryos verloren die Zellen rasch ihre Xclp2 bzw.
Xclp3 Transkription (Abb.8, A´; 9, C´).
Bei den einwandernden Zellen bildete sich eine scharfe Grenze zwischen
Calponin Transkription und Nichttranskription. Der Stopp der Transkription
und der Abbau der vorhandenen mRNA könnten bei einer zusätzlichen
raschen Degradation der Calponin-Proteine zum sofortigen

Funktionsverlust nach der Involution der Zellen führen.
In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass die Veränderung der
Calponin Expression Auswirkungen auf die Zellmigration hat. In Calponin
h2 Funktionsverlustexperimenten in Zebrabärbling Embryonen konnte die
natürliche Migration der Endothelzellen während der Bildung der
intersegmentalen Gefäße blockiert werden. In vitro Studien belegten
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zudem, dass die Migration von menschlichen Nabelvenen-Endothelzellen
mit dem Ausschalten der Calponin h2  Expression vermindert werden
konnte (Tang et al., 2006). Für Calponin 3 gibt es bisher keine
vergleichbaren Experimente.
Eine weitere Möglichkeit besteht darin, dass die Xclp2- bzw. Xclp3-
Proteine stabil und deshalb nach dem Transkriptionsstopp in den
migrierenden Zellen nach deren Einwanderung weiterhin aktiv sind. In
diesem Fall könnte die Calponin Aktivität die Migration der Zellen fördern.
In in vitro Experimenten mit menschlichen Endothelzellen zum Beispiel
erhöhte die Überexpression von Calponin h2 deren Migration und förderte

damit unter anderem die Wundheilung (Tang et al., 2006). In diesem Fall
wären der Sinn des sofortigen Transkriptionsstopps und der Abbau der
mRNA beider Gene allerdings noch unklar.

3.2.2. Distinkte Expression von Xclp2 und Xclp3 nach der
Gastrulation

Erst nach der Gastrulation, während der Entwicklung der Chorda dorsalis
oder des Neuralrohrs wurden Xclp2 und Xclp3 erneut wieder transkribiert.
Dabei waren die Expressionsorte beider Gene verschieden (Abb.8, C, D;
9, D, E). Die Bildung beider Strukturen erfordert die auf Interkalation der
Zellen basierenden konvergenten Extensionsbewegungen. Dabei konnte
mit Explantaten des dorsalen Bereichs von gastrulierenden Embryonen
gezeigt werden, dass sich vor allem die mesenchymalen Zellen der
zukünftigen Chorda und der posterioren Neuralstrukturen unabhängig
voneinander aktiv ausdehnen und konvergieren konnten (Schechtman,
1942; Keller and Danilchik, 1988). Diese Zellbewegungen setzen sowohl
die Veränderung der Zellmorphologie als auch der Zellmotilität voraus. Die
intrazelluläre Umstrukturierungen des Zytoskeletts führen zur Auflösung
fester Verankerungspunkte, und die zunehmende Aktindynamik bewirkt

die Ausbildung von Zellfortsätzen und die Kontraktion von Aktin-
Myosinfilamenten im Zytoplasma. Diese Veränderungen führen dann
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letztlich zu eigenständiger Motilität der Zellen. Die Annahme, dass
Calponin 2 und Calponin 3 an den Umstrukturierungen des Zytoskeletts
direkt beteiligt sind wird durch eine Reihe von Zellkulturexperimenten
unterstützt. Zudem zeigten diese Analysen, dass beide Proteine in den
Zellen unterschiedlich lokalisiert sind.
So lagerte sich Calponin 2 nach Transfektion in Fibroblasten an den
Enden der Stressfasern und in den Membranfalten an. Calponin 3 war
hingegen entlang der Stressfasern angeordnet und fand sich nicht in
peripheren F-Aktinstrukturen (Danninger et al., 2000). Die Lokalisation
beider Proteine spricht bei überlappender Expression in den gleichen

Zellen während der Entwicklung für deren synergistische Aktivität in
Bezug auf das Zytoskelett bzw. die Zellmorphologie- und bewegung. Bei
distinkter Expression deutet die unterschiedliche intrazelluläre Verteilung
beider Proteine auf verschiedene Funktionen innerhalb des Zytoskeletts,
entsprechend des jeweiligen Zellcharakters hin. Die Frage nach der
subzellulären Lokalisation der Calponin-Proteine in den Zellen des sich
entwickelnden Frosches muss allerdings noch geklärt werden.

3.2.2.1. Xclp2 Expression in den Zellen der sich entwickelnden
Chorda dorsalis.

Der dorsale mesodermale Bereich der frühen Gastrula besteht aus zwei
Zellpopulationen. Zum einen handelt es sich um die tief gelegenen
schwärmenden Zellen, die später zur Bildung der anterio-dorsalen
Prächordalplatte beitragen und zum anderen sind es die Zellen der
subepithelialen dorsalen Randzone. Diese bilden durch konvergente
Extension den kompakten Stab des axialen Mesoderms, welcher sich in
das zentrale Notochord und in zwei flankierende Bereiche des paraxialen
somitogenen Mesoderms differenziert. Xclp2 wird in den mesodermalen
Zellen der sich bildenden Chorda dorsalis exprimiert (Abb.8, B´, B´´, C´,

C´´).
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Diese Chordazellen unterscheiden sich morphologisch von den paraxialen
Zellen. Sie sind flacher und kompakter miteinander verbunden. Außerdem
bilden sie lamellipodienförmige Ausstülpungen um mit den benachbarten
Zellen in Kontakt zu treten. Die jungen Chordazellen sind zunächst
scheibenförmig. In ihren peripheren Bereichen entstehen später Vakuolen.
Durch diese Vakuolen schwellen die Zellen der Chorda dorsalis an, was
deren Ausdehnung zusätzlich unterstützt. Die Zellkerne befinden sich
anfänglich im Zentrum der Zellen. Später rücken die Kerne teilweise in die,
peripher von den Vakuolen gelegenen Plasmabezirke. Aus dieser
Rindenzone entsteht das Chordaepithel, der Bildungsbereich für die

blasigen Turgorzellen, die später das Innere der Chorda aufbauen
(Pflugfelder, 1970).
Für die Bewegungen und Umstrukturierungen der Zellen und die
Verlagerung ihrer Zellkompartimente in verschiedene Zellbereiche bedarf
es der raschen Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts. Die Expression
von Xclp2 in diesen Zellen lässt vermuten, dass das Protein an der
Organisation und Motilität der notwendigen Aktin-Myosin-Interkationen
und der Aktinfilamentdynamik, die letztlich auch die Plasmaströmung
beeinflussen, beteiligt ist.

3.2.2.2. Expression von Xclp3 im neuralen Ektoderm

In allen bisher untersuchten Vertebraten konvergiert das zukünftige
Neuralgewebe mediolateral und elongiert in anterio-posteriorer Richtung.
Dabei besteht das vorläufige Neuralplattenektoderm aus zwei Xclp3
exprimierenden Zellpopulationen. Die eine bildet die superfizielle und die

andere die tiefe ektodermale Schicht.
Die neurale Induktion wird durch das Mesoderm der Prächordalplatte
(Teil des Spemannorganisators) bei dessen Bewegung entlang der
dorsalen Mittellinie während der Gastrulation vermittelt. Die darüber
liegenden ektodermalen Zellen der tieferen Schicht differenzieren sich
und bilden durch Elongation das säulenförmige generative
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Neuroepithelium der Neuralplatte. Dabei reagieren die Zellen der tiefen
Schicht auf die Induktion mit Gestaltsveränderungen.
Abhängig von ihrer Lage innerhalb der mediolateralen Richtung erfahren
die Xclp3 exprimierenden Zellen des neuralen Ektoderms verschiedene
Gestaltsveränderungen. Wie bei der Gastrulation hängen die
Veränderungen der Zellform mit der Krümmung der Neuralplatte und der
Bildung der Neuralwülste zusammen. Die Zellen der Neuralplatte werden
schmaler als die Zellen des benachbarten Ektoderms (Ezin et al., 2006).
Beginnt die Neurulation, rollt sich die Platte ein. Die Zellen an der Kante
der sich krümmenden Platte werden an der apikalen Oberfläche

gestaucht und damit keilförmig (Wolpert, 1999).

Der Mechanismus des Neuralrohrschlusses verläuft durch koordinierte
morphogenetische Bewegungen. Xclp3 mRNA wird kontinuierlich in den
Zellen des neuralen Ektoderms während der gesamten Neurulation
exprimiert (Abb.9, D, D´). Die Transfektion von Calponin 3 in menschliche
embryonale Nierenzellen (HEK 293) führte zu starken morphologischen
Veränderungen. Die Zellen rundeten sich ab und ihr Zellkörper
verkleinerte sich. Außerdem besaßen viele der Zellen oft verzweigte
Zellfortsätze, was auf starke Reorganisation der Mikrofilamente schließen
lässt (Ferhat et al., 2001).
Damit war Calponin 3 in der Lage in Zellkulturexperimenten das Aktin-
Zytoskelett zu reorganisieren und der Zelle einen völlig neuen Phänotyp
zu verleihen. Mit diesen Fähigkeiten wäre das Protein für die neurale
embryologische Entwicklung von großer Bedeutung.

3.3. Funktionelle Analysen der Calponin Eigenschaften

Die Expression von Xclp1, Xclp2 und Xclp3 und deren bisher bekannte

intrazelluläre Verteilung in Kontakt mit den Zytoskelettkomponenten in
migrierenden Zellen, bzw. in sich morphologisch verändernden Zellen ließ
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vermuten, dass die Proteine an den Umstrukturierungen des Aktin-
Zytoskeletts aktiv beteiligt sind. In Xenopus sollte überprüft werden, ob
sich die vor allem in vitro Analysen erhaltenen Informationen über die
Regulation des Aktin-Zytoskeletts durch Calponin 1, 2 oder 3 auf die
embryonale Entwicklung des Gesamtorganismus der Vertebraten
übertragen ließe.
Die Über- bzw. Missexpression von Xclp1, Xclp2 und Xclp3 in
verschiedenen Geweben resultierte nicht wie erwartet in morphologisch
veränderten Embryonen.
Die Komplexität der Entwicklungsvorgänge wie der Neurulation oder der

Gastrulationsbewegungen sind sehr hoch. Deshalb scheint es unmöglich,
dass solche aufwendigen Prozesse lediglich durch einen einzigen
Mechanismus gesteuert werden. Möglicherweise werden diese Abläufe
durch die Interaktion vieler verschiedener Proteine mit redundanten
Funktionen kontrolliert. Zudem unterliegen die einzelnen
Funktionsmechanismen selbst variabler Regulation auf Ebene der
Transkription, der Translation und der posttranslationalen Modifikation.

3.3.1. Mutation von potentiellen Phosphorylierungstellen des Xclp3

Nach der Translation können Proteine durch eine Vielzahl biochemischer
Mechanismen modifiziert werden. Dazu gehören die Phosphorylierung,
die Glykosylierung, die Komplexbildung oder die Abspaltung von
Signalsequenzen und viele mehr.
Im Laufe der Arbeit wurde davon ausgegangen, dass die Calponin-
Proteine durch posttranslationale Phosphorylierung negativ reguliert

würden. Abouzaglou et al. zeigten 2004 in vitro die Phosphorylierung von
Calponin h1 und Calponin h3 durch die zytoplasmatische mit Src
verwandte Tyrosinkinase. Durch die Phosphorylierung gingen dabei
Bindungen an F-Aktin um 75% (Calponin h3) und 68% (Calponin h1)
verloren. Strukturanalysen wiesen den Tyrosin-Rest 261 (im dritten
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Wiederholungsmotiv der ABD 2) des Calponin h3 und die Tyr 261 und Tyr
182 des Calponin h1 als die Phosphorylierungsstellen aus.
In dem Xclp3-Protein wurden die Zielaminosäuren der entsprechenden
Kinasen durch nicht zu phosphorylierende Aminosäuren ausgetauscht.
Damit sollten die im embryonalen Gewebe vorhandenen Kinasen die
Aktivität des ektopischen Proteins nicht mehr beeinflussen können.

Abb.20 Xclp3 mit den funktionellen Domänen und allen über die
Kinaseerkennungssequenz ermittelten phosphorylierbaren Aminosäuren.

Das Xclp3-Protein besitzt mehrere Aminosäuren, deren Seitengruppen
durch Phosphorylierung potentiell modifiziert werden können. Diese
wurden anhand der Kinasezielsequenzen ermittelt. Für die Mutation
wurden nur die Aminosäuren innerhalb der ABD 1 und ABD 2
berücksichtigt. Es wurden drei Konstrukte CamKmutXclp3(S162C),
SrcmutXclp3(Y229A) und CK1mutXclp3(S244A) mit jeweils einer
mutierten Aminosäure erzeugt. In bisherigen in vitro Studien zeigte sich,
dass die Mutation bereits einer einzelnen Aminosäure, wie zum Beispiel
des Serin 175 zum Verlust der funktionellen Aktivität von Calponin h1
führte (Winder et al., 1990; Naka et al., 1990).
Trotzdem zeigten die über- bzw. missexprimierten mutierten Xclp3 cDNA
Konstrukte keine morphologischen Veränderungen in den Xenopus laevis
Embryonen. Möglicherweise genügte die Mutation einer einzelnen
Phosphorylierungsstelle nicht um die Regulation der Proteine zu
inhibieren. Die durch Edgar M. Pera et al. (2003) in vitro Mutagenese
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hergestellte ,,Linker Mutante’’  LM-Smad 1 besaß Punktmutationen in
jeder der vier MAPK Phosphorylierungsstellen. In diesem Fall wurden
gleichzeitig vier Serin Aminosäuren durch nicht zu phosphorylierbare
Alanin Aminosäuren ersetzt. Die Injektion von LM-Smad 1 mRNA
resultierte schließlich wie BMP 4 in einem stark ventralisierten Phänotyp.
Eine weitere Möglichkeit für das Ausbleiben einer phänotypischen
Veränderung besteht darin, dass in diesem verwendeten Programm zur
Analyse der Kinasezielerkennungssequenzen weitere, bis dato
unbekannte regulatorische Signalwege nicht berücksichtigt wurden.
Zusätzlich gibt es in vivo weitere Mechanismen, wie die autoregulatorische

Interaktion zwischen verschiedenen Proteindomänen, die unabhängig von
der Phosphorylierung der Calponin-Proteine deren funktionelle Aktivität
negativ beeinflussen können.

3.3.2. Deletionsmutanten von Xclp1 und Xclp2

Die zweite Aktinbindedomäne (ABD 2; Clik 23-26 Wiederholungsmodul)
der Calponin-Proteine dient der Aktinfilamentbündelung und der
Stabilisierung der Aktinfilamente (Gimona et al., 2003). Ein vergleichbares
Protein (UNC-87, aus 7 Kopien des Clik 23-Moduls bestehend), wurde aus
Caenorhabditis elegans isoliert und ist dort in die Bildung stabiler
Aktinfilamentbündel involviert (Kranewitter et al., 2001; Goetnick and
Waterston, 1994). Lener et al. (2004) zeigten, dass die ektopische
Expression der Calponin h1 Clik 23 durch die Stabilisierung der
Aktinfilamentbündel die Zellmotilität und Koloniebildung kultivierter Maus
Melanomzellen und menschlicher Adenokarzinomzellen reduzieren
konnte. Der carboxyterminalen Region der Calponin-Proteine wurden
negative autoregulatorische Fähigkeiten auf die ABD 2 und damit auf die
Interaktion der Proteine mit dem Zytoskelett zugesprochen (Danninger et
al., 2000). Das Entfernen dieser C-terminalen Domäne der Calponin-

Proteine verstärkte in vitro die Assoziation der Proteine an die
Aktinfilamente (Burgstaller et al., 2002). Daneben kann die Aktivität der
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ABD 2 ebenfalls durch die CH Domäne reguliert werden (Lener et al.,
2004). Möglicherweise spielen in der Regulation der funktionellen Aktivität,
die bereits für das EB-1 Protein (Mikrotubuli Plusende-Bindeprotein)
beschriebenen Interaktionen zwischen der N- und C-terminalen Sequenz
eine Rolle (Burgstaller et al., 2002).

Daher wurden von Xclp1 und Xclp2 zwei verschiedene carboxyterminale
Deletionskonstrukte mit (Xclp1Δt(1-265); Xclp2Δt(1-267)) und ohne

(Xclp1Clik; Xclp2Clik) der N-terminalen CH- und der ersten
Aktinbindedomäne erzeugt. Mit beiden Konstrukten wurden Über- und
Missexpressionsexperimente durchgeführt. Überraschenderweise
bewirkte keine dieser Deletionsmutanten die Veränderung des Phänotyps
der sich entwickelnden Xenopus laevis Embryonen (Abb.18).
Für die fehlenden phänotypischen Veränderungen könnte folgende
Erklärung dienen: Die Veränderung der Aktivität von Proteinen, die mit
dem Zytoskelett der Zelle interagieren, hat oft nur einen geringen Effekt.
Als Beispiel dienen Experimente, die mit Aktinbindeproteinen in den Zellen
von Dictyostelium durchgeführt wurden. Durch Mutation hatten diese
Zellen die Aktivität ihrer Zytoskelettproteine Severin und ∝ Aktinin

verloren. Trotzdem zeigten sie im Vergleich zu Wildtypzellen keinerlei
Unterschied in ihrer Beweglichkeit als Reaktion auf chemische Reize. Die
Zellen bewegten sich vielmehr, im Vergleich zu den Wildtypzellen, mit
gleicher Geschwindigkeit, zeigten die gleichen morphologischen
Charakteristika und standen diesen in der Detektion und Reaktion auf
chemische Reize in nichts nach (Bray, 2001).

Die Funktionen der mit dem Zytoskelett interagierenden Proteine sind bis
zu einem gewissen Grad redundant. Dies gilt vor allem für den Prozess
der Zellbewegung und die Bündel-stabilisierenden Proteine, wie zum
Beispiel Calponin (Bray, 2001).
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Hossain et al (2003) gingen davon aus, dass Calponin h2 kein essentielles
Protein für die epithelialen Zellen oder Fibroblasten sei. Es könnte
vielmehr ein regulatorischer Mechanismus für die Feinregelung der
Funktionen des Aktin-Zytoskeletts darstellen. Dennoch, obwohl die
Achsenentstehung durch die Calponin Über- bzw. Missexpression nicht
beeinträchtigt werden konnte, gelang der Nachweis der Interaktion der
Aktinbindedomäne 2 (ABD 2) mit dem Aktin-Zytoskelett einer kleinen
Population migrierender Neuralleistenzellen.

3.3.3. Die ABD 2 von Xclp1 und Xclp2 inhibiert das Wanderverhalten
von Krox20 positiven Neuralleistenzellen.

Nach dem Neuralrohrschluss entsteht im embryonalen Ektoderm dorso-
lateral im Grenzbereich zwischen Neuralplatte und dem nicht neuralen
Ektoderm die Neuralleiste. Diese Zellen tragen nicht zur Bildung des
Zentralnervensystems bei, sondern kolonialisieren verschiedene
Körperbereiche, wo sie eine Vielzahl verschiedener Gewebe und Organe
bilden. Die Xclp2 mRNA exprimierenden Zellen beschreiben einen
epithelial-mesenchymalen Übergang, bilden Lamellipodien und migrieren
schließlich nach ventral. Die Fähigkeit der Neuralleistenzellen innerhalb
des Organismus zu wandern ähnelt den Beobachtungen bei
Tumorinvasionen und bedarf einer sehr hohen Dynamik des Aktin-
Zytoskeletts (Mayor et al. 2001).
Um die Beeinflussung der Zellmigration im embryonalen Organismus
durch Xclp1 und Xclp2 zu überprüfen wurde eine Analyse einzeln
migrierender, Krox20 exprimierender Neuralleistenzellen während der
frühen Kaulquappenstadien von Xenopus laevis gewählt. Die
Missexpression der ABD 2 von Xclp1 (Xclp1Clik) und Xclp2 (Xclp2Clik) in
den dorsal-animalen Bereich, hatte die Verminderung des epithelial-
mesenchymalen Übergangs oder der anschließenden

Neuralleistenzellmigration zur Folge.
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Dabei unterschieden sich die Zellen in der Länge ihrer zurückgelegten
Migrationswege, was auf die Veränderung des individuellen
Migrationsverhaltens durch die Calponin Überexpression zurückzuführen
war.
Die Zellen andere Embryonen zeigten keinerlei
Neuralleistenzellwanderung und verblieben im Neuroektoderm, was auf
eine Störung des epithelial-mesenchymalen Übergangs zurückzuführen
war. Die Fehlexpression von(Xclp1Δt(1-265) oder Xclp2Δt(1-267)) hatte

keinen Einfluss auf das Verhalten der Neuralleistenzellen. Eine mögliche
Erklärung hierfür könnte die Inhibition durch regulatorische Sequenzen
innerhalb des Proteins sein (Danninger et al., 2000). Bisher konnten drei
verschiedene, inhibitorische Sequenzen des Proteins analysiert werden.
Neben den durch Phosphorylierung modifizierbaren Aminosäuren,
besitzen die Proteine eine regulative N-terminale Proteinsequenz, aus der
CH-Domäne und der ABD 1 bestehend. Als weitere, inhibierend wirkende
Domäne fungiert die C-terminale Sequenz, die wiederum mit den
Aminosäuren der ABD 2 interagieren kann. Erst das Entfernen aller
regualtorischen Domänen der Proteine Xclp1 und Xclp2 zeigte
Auswirkungen auf das Verhalten der Neuralleistenzellen.
Damit konnten die über die ABD 2 stattfindenden Interaktionen der
Calponin-Proteine mit dem Aktin-Zytoskelett bestätigt werden. Trotzdem

zeigten die Xenopus laevis Embryonen überraschenderweise keinen
veränderten Phänotyp.
Ein möglicher Grund hierfür wurde von Saldivar et al. (1997) beschrieben.
Mit im Hühnchen durchgeführten Ablationsexperimenten zeigte es sich,
dass NLZ in der Lage sind ihre ursprünglichen Wanderrouten zu
verändern um fehlende NLZ-Populationen zu kompensieren. Diese Zellen
passen sich subsequent in der Folge ihrer Umgebung an und
differenzieren zum Beispiel in craniofasciale Strukturen. Das
resultierende craniofasciale Skelett erscheint in diesem Fall unversehrt.
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Das interessante, erstmals beschriebene Expressionsmuster und die
Veränderung der Dynamik als Folge des Funktionsgewinns von Xclp2 in
den Neuralleistenzellen von Xenopus laevis, sollte nun auch in anderen
Organismen überprüft werden. Vor allem im Zusammenhang mit der
bisher sehr gut beschriebenen Neuralleistenzellwanderung im
Hühnchenembryo wären das Expressionsmuster und die Beeinflussung
durch Calponin 2 sehr interessant.
In Xenopus laevis sollte der Effekt des Xclp Funktionsgewinns auf den
epithelial-mesenchymalen Übergang und das Wanderverhalten einer
größeren Population von Neuralleistenzellen untersucht werden. Als

Marker könnten die beiden Transkriptionsfaktoren AP-2 und Snail
verwendet werden. AP-2 ist ein in Neuralleistenzellen verschiedener
Vertebraten exprimierter Transkriptionsfaktor der cranialen
Neuralleistenzellen (Mitchell et al., 1991; Shen et al., 1997). Während der
Gastrulation wird AP-2 in dem nicht neuralen Ektoderm transkribiert. Mit
fortschreitender Neurulation finden sich AP-2 Transkripte in den
Neuralfalten. Sie markieren die Neuralleistenzellen vor, während und
nach ihrer Migration (Meulemans and Bronner-Fraser, 2002). In den
Neuralfalten von Xenopus bzw. dem Neuralrohr wird ebenfalls der
Neuralleistenzellmarker Snail (ein transkriptioneller Repressor, dessen
Aktivität für die frühe Spezifizierung und Migration der Neuralleistenzellen
benötigt wird) exprimiert. Snail ist das frühste Gen, das im vorläufigen
Neuralleistengewebe exprimiert wird. Die Expression beschränkt sich auf
die Neuralplattengrenze, die vorläufige Neuralleistenregion, die
Neuralfalten, die später das Vorderhirn bilden (Aybar et al., 2003) und die
Neuralleistenzell-Derivate, wie die branchialen Knorpel (Mayor et al.,
1993).
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3.4. Funktion des Aktin-Zytoskeletts während der
embryonalen konvergenten Extension

Trotz der Tatsache, dass die Überexpression des Aktinbindeproteins
Calponin keine phänotypischen Veränderungen in Bezug auf die
konvergente Extension während der embryonalen Entwicklung zur Folge
hatte, gibt es einige Hinweise, die die Notwendigkeit der Aktindynamik für
die Embryonalentwicklung bestätigen. In der Literatur wurde gezeigt,
dass die Manipulation des Aktin-Zytoskeletts schwerwiegende
Konsequenzen beispielsweise auf die konvergenten

Extensionsbewegungen der betroffenen Zellen hatte.
Für die Zellmotilität und die Veränderung der Zellmorphologie während
den konvergenten Extensionsbewegungen ist die schnelle Umordnung
des Aktin-Zytoskeletts wesentlich. So war es möglich durch die Einwirkung
von Cytochalasin B (einem reversiblen Inhibitor der Aktinpolymerisation)
auf Zellen mit mesodermalem Charakter deren durch Aktivin (einem
Mitglied TGFβ Familie, Transforming Growth Factor) induzierte Elongation

zu verhindern (Tamai et al., 1999). Zudem konnte durch die Injektion von
Cytochalasin B in das Blastocoel von Blastula-Xenopus Embryonen, deren
Gastrulation inhibiert werden (Nakatsuji, 1979).
Skoglund et al. (2008) zeigten, dass eine Nichtmuskelvariante von Myosin,

Myosin IIB für die konvergenten Extensionsbewegungen der Chordazellen
wesentlich ist.
Der Funktionsverlust des Myosin IIB führte im Xenopus Embryo zu
schweren Gastrulationsdefekten. Die Calponin-Proteine besitzen Myosin II
Bindestellen und sind in der Lage die auf Aktin-Myosin II basierende
Zytoskelettfunktion zu regulieren und könnten somit über die Organisation
des Zytoskeletts die Gastrulationsbewegungen beeinflussen (Danninger et
al., 2000; Winder and Walsh, 1996; Gimona and Small, 1996). Ob
Calponin 2 und 3 während der konvergenten Extensionsbewegung mit
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Myosin IIB funktionell interagieren, könnte eine subzelluläre
Kolokalisierung dieser Proteine zeigen.

3.5. Calponin-Proteine als mögliche Effektoren im
nichtkanonischen Wnt-Signalweg

Bei der Kontrolle der konvergenten Extensionsbewegungen während der
embryonalen Entwicklung spielen die Wnt-Signalwege eine wesentliche
Rolle. Der Wnt/Fz7/Dsh-Signalweg kann die konvergenten
Extensionsbewegungen während der Gastrulation mit Hilfe von GTPasen

sowohl über den PCP als auch über den Wnt/Ca2+-Signalweg beeinflussen
(Medina and Steinbeisser, 2000; Medina et al., 2000).
Über die Effektoren der GTPasen ist bisher nur wenig bekannt. Watanabe
et al. (2004) beschrieben in einem Modell, dass die Aktivierung der Rho-
GTPasen Rac1 und Cdc42 zur Rekrutierung von IQGAP1 und APC (der
Tumorsupressor Adenomatous polyposis coli) führt. Diese bilden
zusammen mit einem Mikrotubuli stabilisierenden Protein einen Komplex,
welcher wiederum das Aktin-Zytoskelett und die Mikrotubulidynamik
während der Zellpolarisation und Migration miteinander verbindet.
In motilen Zellen reguliert IQGAP1 als Effektor die Anordnung der
Aktinfilamente und Mikrotubuli direkt oder indirekt (Fukata et al., 2002;
Mataraza et al., 2003; Watanabe et al., 2004). Diese Funktionen sind für
die Migration notwendig.
Für die direkte oder indirekte Verbindung von Calponin mit den GTPasen
gibt es mehrere Hinweise. Neben der Expression in Geweben, die der
konvergenten Extension unterliegen, gibt es Befunde aus der Literatur, die
auf eine mögliche direkte oder indirekte Verbindung von Calponin mit den
GTPasen der nichtkanonischen Wnt-Signalwege hindeuten.



112

3.5.1. Koexpression von Xclp2 und Xclp3 mit der GTPase Cdc42
während den Gastrulationsbewegungen

Die in Xenopus laevis klonierte Rho-GTPase XCdc42 agiert unterhalb des
sekretierten Wachstumsfaktors XWnt-5a. Sie ist als Mitglied des
Wnt/Ca2+Signalwegs in die Regulation der Ausbildung neuer Fortsätze
(Filopodien) involviert (Penzo-Mendèz et al., 2003) indem sie die
Polymerisation des dafür notwendigen fibrillären Aktins über den Arp2/3
Komplex positiv reguliert (Rohatgi et al., 1999). In Experimenten mit
Aktivin behandelten Polkappen konnte bestätigt werden, dass die Aktivität

von XCdc42 eine wesentliche Rolle bei der Regulation morphogenetischer
Bewegungen wie der konvergenten Extension spielt (Choi and Han,
2002).
Während der Gastrulation von Xenopus laevis wird XCdc42 im Ektoderm,
in den tiefen Schichten des einwandernden dorsalen Mesoderms und im
posterioren Neuroektoderm, das selbst der extensiven konvergenten
Extension unterliegt, exprimiert (Choi and Han, 2002). Damit gleicht das
XCdc42 Expressionsmuster während der Gastrulation dem von Xclp2 und
Xclp3 in den mesodermalen und ektodermalen Zellen vor der Involution.
Möglicherweise könnte dies auf eine funktionelle Beziehung der drei
Proteine bei der stattfindenden Aktinfilamentdynamik zum Beispiel
während der mit der Zellmigration verbundenen Bildung von Zellfortsätzen
hindeuten. Auch hier sollte die intrazelluläre Kolokalisation der Proteine in
diesem Zusammenhang untersucht werden.

3.5.2. RhoA und Calponin

Der GTPase RhoA wird im PCP-Signalweg, und somit während der
mediolateralen Zellinterkalation, eine zentrale Rolle zugeschrieben. Dabei
wirkt RhoA über die Rho-Kinase (ROK oder ROCK) bei der Stabilisierung
bereits existierender Zellfortsätze, bei der erleichterten Bündelung
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kontraktiler Aktin-Myosinstressfasern und bei deren Kontraktion (Keller et
al., 2000; Winter et al., 2001).
Dabei geht man davon aus, dass die Rho-Kinase in die Modulation der
zentralen Stressfasern, die auch mit Calponin 1 und 3 interagieren
können, involviert ist (Ridley and Hall, 1992). Tatsächlich konnte für
Calponin h1 eine direkte Phosphorylierung der ABD 2 durch ROK in vitro
nachgewiesen werden. Die Phosphorylierung durch ROK führte zum
Verlust der Aktinbindefähigkeit des Calponins (Kaneko et al., 2000). Die
hohe Sequenzhomologie der ABD 2 der verschieden Calponin-Proteine
lässt auf einen ähnlichen Regulationsmechanismus für Calponin 2 und 3

schließen.

Der experimentelle Nachweis, dass die Funktion des embryonalen
Calponin 2 und 3 unter der Kontrolle der GTPasen RhoA bzw. XCdc42
steht und damit der nichtkanonischen Wnt-Signalwege, muss noch
erbracht werden. Erste vorläufige Befunde zeigten jedoch, dass der
Funktionsverlust von Xclp2 und Xclp3 in Xenopus laevis Embryonen zu
Neuralrohrschlussdefekten (NTD) als Folge einer Inhibition der
konvergenten Extensionsbewegungen während der Gastrulation, führte
(Loges, 2008). Der NTD Phänotyp ist charakteristisch für einen
Funktionsverlust im nichtkanonischen Wnt-Signalweg und entspricht
somit der Hypothese, dass Calponine Effektoren jener Signalkaskaden
darstellen könnten. Epistaseexperimente, welche die Überexpression von
dominant negativen bzw. aktiven Komponenten der nichtkanonischen
Wnt-Signalwege (z.B. RhoA oder Xcdc42) mit einem Funktionsverlust
bzw. -gewinn von Xclp2 und 3 verbinden, würden formal die Beteiligung
der Calponine beweisen.

Die in dieser Arbeit hergestellten Xclp3 Mutanten könnten in solchen
Experimenten weitere Hinweise geben, welche Proteinabschnitte bzw.

-domänen für die Calponin Funktion notwendig sind. Zukünftige,
weiterführende Analysen, die beispielsweise die subzelluläre
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Lokalisierung der Calponin-Proteine in verschieden Entwicklungsstadien
von Xenopus laevis aufklären, könnten einen Mechanismus aufzeigen,
wie die nichtkanonische Wnt-Signalkaskade den zentralen embryonalen
Prozess der konvergenten Extension steuert.
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Kapitel 4: Material und Methode
4.1. Material

4.1.1. Bezugsquellen

Acrylamid/N,N`-Methylenbisacrylamid ............................. Roth, Karlsruhe
Agar ............................................................................................AppliChem
Agarose .............................................................................................Peqlab
Albumin Fraktion V ....................................................................AppliChem
Ampicillin................................................................................Sigma-Aldrich
Anti-Digoxigenin-AP...................................................................Boehringer
Aprotinin.............................................................................. Roth, Karlsruhe
APS (Ammoniumperoxidsulfat)......................................... Roth, Karlsruhe
Bacto-Agar ................................................................................. Gibco BRL
Bakto-Hefeextrakt ...................................................................... Gibco BRL
Bakto-Peptone ........................................................................... Gibco BRL
Bakterienschalen (9 cm, 15 cm) .....................................................Greiner
β - HCG (Gonadotropin).......................................................Sigma-Aldrich
Boehringer-Blocking-Reagenz (BBR) ......................................Boehringer
BM-Purple...................................................................................Boehringer
Bradford-Reagenz ........................................................................BIO-RAD
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-ß-Galactopyranosid (X-Gal)...................Roche
Bromphenolblau..................................................................................Serva
Bovine Serum Albumin (Fraction V; BSA) ....................... Roth, Karlsruhe
CHAPS (3-(Cholamidopropyl)-Dimethylammonio)-1-Propan-Sulfonat.....
...............................................................................................Sigma-Aldrich
Chloroform.......................................................................... Roth, Karlsruhe
6-Chlor-3-indolyl-β-D-galactopyranosid (Rose-Gal)................AppliChem
c-Myc (9E10)..............................................................................Santa Cruz
Cystein................................................................................................ Merck
Deckgläschen...............................................................Bender und Hobein
Desoxynukleosidtriphosphate..........................................................Peqlab
Dextransulfat ...................................................................... Roth, Karlsruhe
Digoxygenin-dNTP-Labeling Mix ..............................................Boehringer
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N,N-Dimethylformamid (DMF) .......................................... Roth, Karlsruhe
Dimethylsulfoxid (DMSO).................................................. Roth, Karlsruhe
Dithio-DL-threit(ol) (DTT) ............................................................. Promega
DNA-Purification Kit (Easy Pure) ................................. Biozym Diagnostik
Entwicklerlösung .........................................................Kodak, Professional
Ethanol................................................................................ Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromid .....................................................................Sigma-Aldrich
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)............................. Roth, Karlsruhe
Ethylenguanintetraessigsäure (EGTA)............................. Roth, Karlsruhe
Ethyl p-Amino-Benzoate (Benzocaine) ...............................Sigma-Aldrich
Fetales Kälberserum (FCS) .........................................................Biochrom
Ficoll® 400 .................................................................................AppliChem
Filme .........................................................................................Agfa, Kodak
Fixiersalz ..........................................................................................Tetanal
Formaldehyd ..............................................................................AppliChem
Formamid ........................................................................... Roth, Karlsruhe
Freon (1,1,2-Trichlorotrifluoroethane) .................................Sigma-Aldrich
Gelatine .................................................................................Sigma-Aldrich
Glogos ........................................................................................Stratagene
Glutaraldehyd........................................................................Sigma-Aldrich
Glycerin............................................................................... Roth, Karlsruhe
Glycin................................................................................................SERVA
Haftsilan.................................................................................Sigma-Aldrich
HCl (37%)........................................................................................... Merck
Hefe-RNA (torula) ......................................................................Boehringer
Hefeextrakt ............................................................................Sigma-Aldrich
Heparin .......................................................................................AppliChem
Hydroxyethyl-piperazin-1-ethansulfonsäure (HEPES)............AppliChem
Injektionsnadeln Sterican (0,4 x 20 mm).......................................... Braun
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) .............................AppliChem
Isopropanol......................................................................... Roth, Karlsruhe
K-Acetat .............................................................................. Roth, Karlsruhe
KCl ...................................................................................................... Merck



117

KH2PO4 ............................................................................................... Merck
Ladepuffer-DNA IV (10 x)..........................................................AppliChem
Lambda-DNA ................................................................................ Promega
Leupeptin...............................................................................Sigma-Aldrich
Ligase (T4-Ligase)........................................................................ Promega
LithiumChlorid (LiCl) .............................................................Sigma-Aldrich
MagnesiumChlorid (MgCl2) .......................................................AppliChem
MagnesiumSulfat (MgSO4) ............................................................... Merck
MgSO47 H2O ...................................................................................... Merck
Maleinsäure........................................................................................ Merck
Maltose ................................................................................................Serva
Mercaptoethanol ................................................................ Roth, Karlsruhe
Methanol............................................................................. Roth, Karlsruhe
Milchpulver ....................................................................................BIO-RAD
mRNA mMessage Machine ............................................................Ambion
3-Morpholinopropansulfonsäure (MOPS)................................AppliChem
Mowiol® 488 ...................................................................................Hoechst
Na-Acetat............................................................................ Roth, Karlsruhe
Na-Citrat.................................................................................................................................................Roth, Karlsruhe
NaCl ............................................................................................AppliChem
NaOH.................................................................................. Roth, Karlsruhe
Na-Dodecylsulfat (SDS) .................................................... Roth, Karlsruhe
NGS (Ziegenserum) ............................................. Gibco BRL, Eggenstein
Objektträger................................................................Bender und Hohbein
Oligonukleotide .............................................................. MWG-Biotech AG
Paraformaldehyd (PFA).............................................................AppliChem
Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) .............. Gibco BRL, Eggenstein
Penicillin, Streptomycin (PenStrep) ..................... Gibco BRL, Eggenstein
PeqGold Trifast ................................................................................PeqLab
pGEM- T-Easy-Vektor ................................................................ Promega
Phenol................................................................................. Roth, Karlsruhe
Phenol/Chloroform (Rotiphenol) ....................................... Roth, Karlsruhe
Pipetten (Einweg-Pasteur-Pipetten) ............................................. Sarstedt
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Plasmid-Maxi-Präp.-Kit®................................................................. Qiagen
Plasmid-Midi-Präp.-Kit®............................................................... Promega
Plasmid-Mini-Präp.-Kit®............................................................... Promega
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)..................................Sigma-Aldrich
2-Propanol.......................................................................... Roth, Karlsruhe
Proof reading Polymerase (PFU) ................................................ Promega
Proteinase K..........................................................................Sigma-Aldrich
Protein-Marker Broad Range (6-kDa) ....................................BioLabs Inc.
Qiagen-Tip 500 Säulen® ................................................................ Qiagen
Reaktionsgefäße.........................................................................Eppendorf
Rediprime ...................................................................................... Promega
Restriktionsendonukleasen und Puffer.................... .................  Promega
RNAse A........................................................................................ Promega
RNAse-Inhibitor............................................................................. Promega
Röntgenfilme (Hyperfilm MP).................................................... Amersham
Saccharose ................................................................................AppliChem
Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP) ...Roche Diagnostics, Mannheim
SP6-, T3-, T7 -RNA-Polymerase ................................................. Promega
Sterilfilter.....................................................................................Invitrogene
Superscript-Reverse-Transkriptase.......................................... Gibco BRL
Taq-DNA-Polymerase (Go Taq) ............................................... Gibco BRL
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) ............... Roth, Karlsruhe
Topo-TA-Cloning Kit ....................................................................Invitrogen
Torula RNA (Hefe) ................................................................Sigma-Aldrich
Tris-Base ............................................................................ Roth, Karlsruhe
Tris-HCl..................................................................................Sigma-Aldrich
Trypton........................................................................................AppliChem
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20) ...............................Serva
Whatman 3 mm Papier................................................Bender und Hobein
Alle nicht gesondert aufgeführten Chemikalien bzw. Materialien wurden von
den Firmen AppliChem (Dornstedt), Carl Roth GmbH (Karlsruhe), Merck
(Darmstadt), Multimed (Kirchheim u. Teck), Häberle (Lonsee, Ettlenschieß),
Roche (Mannheim), Sigma-Aldrich GmbH (Deisenhofen), NeoLab
(Heidelberg) bezogen.



119

4.1.2. Puffer, Lösungen und Medien

Bei den Prozentangaben in Zusammensetzungen von Lösungen und
Puffern handelt es sich (ohne weitere Anmerkung) um Volumenprozente
(v/v).

Alkalischer Agarose 2 x Ladepuffer: Für 1 mL: 200 µL Glycerin; 750 µL
H2O; 45 µL gesättigtes BPB; 5 µL 5 M NaCl
10 x Alkalischer Puffer: Für 50 mL: 3 mL 5 M NaOH; 2 mL 5 M EDTA; 45
mL H2O.
Antikörper-Puffer: 10% Ziegenserum (30 min bei 56°C deaktiviert); 1%
Boehringer Blocking Reagenz in PBSw.
AP1-Puffer (pH 9,5): 0,1 M Tris-Puffer (pH 9,5); 0,1 M NaCl, 5 mM MgCl2
Bleaching Lösung: 4% Formamid; 0,3% H2O2 ; 0,5 x SSC.
Blockierungslösung: 10% Ziegenserum (durch Hitze inaktiviert); 1%
Boehringer Blocking Reagenz in PBSw; Lösen (65°C).
DNA-Probenpuffer: 10 mM EDTA (pH 8,0); 10% Glycerin; 0,1% (w/v)
SDS; 0,02% Bromphenolblau.
Ficoll (2% Lösung): 2 g Ficoll 400 in 100 mL 1 x MBS-H lösen (RT).
Gelatine-Albumin Mixtur: 2,2 g Gelatine in 450 mL PBS (erhitzen) lösen.
Nach Zugabe von 135 g BSA längere Zeit rühren; Zugabe von 90 g
Saccharose.
Gurdon´s Injektionspuffer: 88 mM NaCl; 15 mM HEPES; 1 mM KCl; 15
mM Tris-HCl (pH 7,6).
Hybridisierungs-Mix: Für 50 mL: 0,5 g Böhringer Blocking Reagenz; 25
mL Formamid; 12,5 mL 20 x SSC (pH 7); lösen bei 65°C; Zugabe von 6
mL H2O;
5 mL 10 mg/mL Hefe-RNA (2 min, 65°C); 100 µL 50 mg/mL Heparin; 250
µL 20% Tween 20; 500 µL CHAPS; 500 µL 0,5 M EDTA. Lösung steril
filtrieren. Lagerung (-20°C).
IPTG (Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside): Stock Lösung (0,1 M):
1,2 g IPTG werden auf ein Volumen von 50 mL mit H2O aufgefüllt. Lösung
steril filtrieren. Lagerung (4°C).
5 x Laufpuffer (Elektrophoresepuffer): 25 mM Tris; 200 mM Glycin;
0,1% SDS.
LB-Agar: Für 1000 mL: 10 g NaCl; 10 g Trypton; 5 g Hefeextrakt;
20 g Agar; H2O. Mit 5 N NaOH pH 7 einstellen.
LB-Agar-Platten mit Ampicillin:
Nach dem Autoklavieren wurde das Medium auf 50°C abgekühlt.
30-35 mL des Mediums wurden in 85 mm Petrischale gegeben.
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Reagenzien 1 Liter LB 85 mm
Petrischale

Ampicillin 100 µg/mL
IPTG 0.5 mM 100 µL von

100 mM
X-Gal  80 µg/mL 25 µL von

50 mg/mL

LB-Medium: Für 1000 mL: 20 g NaCl; 20 g Trypton; 10 g Hefeextrakt;
H2O.
X-Gal: Für 2 mL: 100 mg 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D-Galactosid
Lösung in 2 mL N,N`-Dimethylformamid lösen.
Lagerung im Dunkeln (-20°C).
MAB (pH 7,5): 100 mM Maleinsäure; 150 mM NaCl.
10 x MEMFA: Für 1000 mL: Stocklösung: 500 mL MOPS (pH 7,4); 200 mL
100 mM EGTA; 10 mL 1 M MgSO4; H2O.
Gebrauchslösung: Für 1000 mL: 100 mL frisches Formaldehyd (37%);
100 mL 10 x MEMFA; H2O.
5 x MBS-H: Für 1000 mL: 25,7 g NaCl; 0,375 g KCl; 1 g NaHCO3; 1 g
MgSO4 /7 H2O; 0,39 g (CaNO3 )2 4 H2O; 0,3 g CaCl/2H2O; 11,9 g HEPES;
5 mL PenStrep; H2O.
Mowiol® 488 Einbettmedium: 96 g Mowiol® 488; 24 g Glycerol;
24 mL H2O zufügen; 48 mL Tris 0,2 M (pH 8,5); unter Rühren lösen
(55°C);
15 min, 5000 rpm zentrifugieren.
PFA 4% : Für 100 mL : 4 g PFA in 100 mL PBSw + 1 Tropfen NaOH;
lösen in Wasserbad (65°C).
Proteinase K: Stock: 10 mg/mL in H2O
Für In Situ Hybridisierung: 10 µg/mL (Stock 1:1000 verdünnt).
Puffer für Midi-Präps.®:
Puffer 1: 50 mM TrisHCl; 10 mM EDTA (pH 8); Zugabe von 200 µL 20
mg/mL RNAseA.
Puffer 2: 0,2 M NaOH, 1% SDS
Puffer 3: 3 M K-Acetat (pH 5,5)
1 x PBS: Für 1000 mL: 8 g NaCl; 0,2 g KCl; 1,49 g Na2HPO4; 24 g
KH2PO4; H2O, pH 7,2 einstellen.
10 x PCR-Puffer: 500 mM Tris-HCl (pH 9); 100 mM MgCl2.
SOB: 2% (w/v) Bakto-Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 10 mM NaCl; H2O.
SOC-Medium: 2% (w/v) Bakto-Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 10 mM
NaCl;
2,5 mM KCl; 10 mM MgCl2; 10 mM MgSO4; 20 mM Glucose.
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SM-Puffer: Für 1000 mL: 5,8 g NaCl; 2 g MgSO4
 7 H2O; 50 mL Tris-HCl

(pH 7,5);  5 mL 2% (w/v) Gelatine; H2O.
Rose-Gal Stocklösung: 100 mg Rose-Gal in 1 mL N-N-
Dimethylformamid.
Staining Puffer: 30 mM K3Fe(CN)6; 30 mM K4Fe(CN)6; 1:10 mit PBS +
MgCl2.
Stripplösung: Für 10 mL (5 mL/Blott): 10 mL 62,5 mM Tris-HCl (pH 6,8);
0,2 g SDS; 62,5 µL Mercaptoethanol.
20 x SSC: 3 M NaCl; 0,3 M Na3Citrat x H2O; mit 1 M HCl auf pH 7,0
einstellen.
TAE (Tris/Acetat/EDTA) Elektrophorese Puffer:
90 mM Tris-Base (pH 8,3); 90 mM mL Eisessig; 2,5 mM EDTA (pH 8,0).
TBE-Puffer: 90 mM Tris (pH 8,3); 90 mM Borsäure; 2,5 mM EDTA (pH
8,0).
TE-Puffer (Tris/EDTA) Puffer: 10 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA.
TFB1: Für 100 mL: 10 mL 1 M RbCl (M120,92g); 5 mL 1 M MnCl2(H2O)4;
3 mL 1 M K-Acetat (C2H3KO2, M 98,13g); 1 mL 1 M CaCl2 (M 110,99g); 15
mL Glycerol; 66 mL H2O, mit HAc auf pH 5,8 einstellen.
TFB2: Für 100 mL: 1 mL 1 M MOPS (pH 6,5 mit KOH 1 N); 1 mL 1 M
RbCl2; 7,5 mL 1 M CaCl2; 15 mL Glycerol; H2O.
Transferpuffer (Blotpuffer): Für 1000 mL: 5,82 g Tris (pH 7,2-9,0), 2,93 g
Glycin; 200 mL Methanol; H2O.
Trenngelpuffer: Für 100 mL: 1,5 M Tris (18,172 g); 0,4 % SDS (0,4 g);
H2O, pH 8,8.
Sammelgelpuffer: Für 100 mL: 0,5 M Tris (6,056g); 0,4 % SDS (0,4 g);
mit H2O auf Endvolumen auffüllen, mit HCl pH 6,8 einstellen.
APS (Ammoniumpersulfat): 100 mg APS in 1 mL H2O lösen.
Lösung möglichst frisch verwenden.
Zusammensetzung des Trenn-/Sammelgels:
Für 4 mL Trenngel

5 % 7,5 % 10 % 12,5 %
TG-Puffer      1 mL      1 mL      1 mL      1 mL
Acrylamid 0,67 mL      1 mL   1,3 mL 1,67 mL
Wasser 2,33 mL      2 mL   1,7 mL 1,33 mL
TEMED    10 µL    10 µL    10 µL    10 µL
APS    25 µL    25 µL    25 µL    25 µL

1 x TBST: 50 mL 10 x TBS mit H2O auf 500 mL auffüllen;
500 µL TWEEN;
10 x TBS (pH 7,5): 12 g 100 mM Tris; 88 g 1,5 M NaCl; 100 µL H2O; pH
7,5 einstellen.
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λ Pst I-Marker:
6 µL Puffer + 3 µL Enzym Pst I (Promega) + 18,1 µL (→10 µg)
 λ DNA (Promega: 553 µg/mL) + 32,9 µL H2O
= 60 µL; ü.N. (37°C) ; 10 min (68°C).
60 µL Verdauansatz +15 µL 10 x Sample Buffer, + 25 µL H2O
= 100 µL (0,1 µg/µL).

4.2. Methoden

4.2.1. Umgang mit Nukleinsäuren

Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren:
Zur Bestimmung der Konzentration der Nukleinsäurelösung wurde die
Extinktion (E) von UV Strahlung der Wellenlänge 260 und 280 nm beim
Durchtreten durch die Nukleinsäurelösung, im Abgleich gegen das
jeweilige Lösungsmittel, in einem Spektralphotometer gemessen. Eine
E260-Einheit entsprach dabei einer DNA-Konzentration von 50 mg/mL,
einer RNA-Konzentration von 40 mg/mL und einer Einzelstrang-
Oligonukleotid-Konzentration von 20 mg/mL. Das Verhältnis der Extinsion,
bei 260 und 280 nm, zueinander ist ein Indikator für die Reinheit einer
Nukleinsäurelösung. Das Verhältnis E260 zu E280 nimmt bei optimaler
Reinheit von DNA den Wert 1,8 und von RNA den Wert 2,0 an.

Ausfällung von Nukleinsäuren aus wässriger Lösung:
In 70% Ethanol gelöste mRNA wurde mit 3 M Natriumacetat (mit DEPC-
H2O angesetzt, um Verunreinigungen mit RNasen zu vermeiden (pH 5,2))
auf eine Salzkonzentration von 0,3 M eingestellt, gemischt, 30 min bei
13000 rpm (4°C) zentrifugiert und das Pellet an der Luft getrocknet. Die
RNA wurde in DEPC-H2O aufgenommen.
Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsäuren mit Agarosegelen
Die elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsäure-Fragmenten nach
ihrer Größe erfolgte in 1% oder 1,5% Agarosegelen. Je nach Größe und
Volumen der Gelkammern wurde die entsprechende Menge an Agarose in
60 oder 300 mL 1 x TAE-Puffer gelöst und nach dem Abkühlen
Ethidiumbromid bis zu einer Endkonzentration von 0,4 µg/mL zugegeben,
bevor es in die horizontale Gelkammer gegossen werden konnte. Nach
dem Überschichten des Gels mit 1 x TAE-Puffer wurden die, mit 10 x
DNA-Probenpuffer versehenen Proben in die Geltaschen pipettiert. Die
Auftrennung der Nukleinsäure-Fragmente erfolgte, je nach
Gelkammergröße, bei 80 oder 120 V. Im Anschluß wurden die
aufgetrennten Fragmente, aufgrund des sich zwischen die Nukleinsäure-
Stränge gelagerten und unter UV-Licht fluoreszierenden Ethidiumbromids
sichtbar gemacht.
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4.2.1.1. Präparation von RNA

Extraktion von RNA aus Froschembryonen mit dem PeqGOLD TriPure Kit
(Peqlab):
Die Extraktionsmethode basiert auf einer Einzelschritt-Flüssigphasen-
Separation. PeqGOLD Tripure enthält Phenol und Guanidinthiocyanat in
einphasiger Lösung. Nach der Zugabe von Chloroform und
anschließender Zentrifugation trennt sich das Homogenat in drei Phasen
auf, wobei die wässrige Phase die RNA enthält. Die Embryonen wurden in
1 mL PeqGOLD Tripure (1 mL PeqGOLD Tri Pure/5-10 x 106 Zellen) mit
Hilfe eines Kunststoffhomogenisators homogenisiert und für 5 min (RT)
inkubiert. Anschließend wurden 2 mL Chloroform zugegeben, 15 sec
kräftig geschüttelt, 10 min (RT) inkubiert und 5 min bei 14000 rpm
zentrifugiert. Die obere farblose wässrige Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefäß überführt und in 10 mL Isopropanol 15 min (RT) gefällt
und danach für 10 min bei 12000 rpm (4°C) zentrifugiert. Danach wurde
der Überstand abgezogen und das Pellet in 75%igen EtOH zweimal
resuspendiert und 10 min bei 12000 rpm (4°C) zentrifugiert. Das Pellet
wurde an der Luft getrocknet, in DEPC-Wasser aufgenommen und zum
Lösen für 10 min (55°C) erwärmt. Die RNA wurde bei
-80°C aufbewahrt.

Herstellung von mRNA für die Injektion mit Mmessage MmachineTM; High
Yield Capped RNA,Transkription Kit.:
Als Templates für die in vitro Transkription wurde linearisierte Plasmid-
DNA eingesetzt. Die Linearisierung musste mit einem Restriktionsenzym
durchgeführt worden sein, das seine Erkennungsstelle außerhalb des zu
transkribierenden Inserts besitzt.
Ansatz: 20 µL: 1 µg linearisierte Template DNA; 10 µL 2 x NTP/Cap; 2 µL
10 x Reaktions Puffer; 2 µL Enzym Mix; X µL H2O.
Durch vorsichtiges Auf-und Abpipettieren wurde der Reaktionsansatz
gemischt und anschließend kurz abzentrifugiert.
Für ein maximales Ergebnis wurde 2 h (37°C) inkubiert.
Zur Degeneration der Template DNA wurde 1 µL DNase 1 zugegeben.
Der Reaktionsansatz wurde gut gemischt und für 15 min (37°C) inkubiert.
Gewinn der mRNA:
Phenol/Chloroform Extraktion und Isopropanol Präzipitation:
Mit dieser Methode werden die freien Enzyme und die meisten Nukleotide
der mMESSAGE mMACHINE entfernt. Nach der DNase-Behandlung
wurde dem Reaktionsgemisch 115 µL Nuklease freies H2O und 15 µL
NH4-Acetat- Stop-Lösung zugefügt (→ 150 µL).
Die Extraktion erfolgte mit dem gleichen Volumen von Phenol/Chloroform
(150 µL). Der Reaktionsansatz wurde 15 sec gemischt und 1 min
abzentrifugiert.
Die wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Nach
der Zugabe von 150 µL Chloroform wurde der Reaktionsansatz 15 sec
gemischt und
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1 min abzentrifugiert. Die obere wässrige Phase wurde abgenommen, in
150 µL Isopropanol überführt und gut gemischt. Die Fällung erfolgte für
ca.15 min
(-20°C). Anschließend wurde der Reaktionsansatz 15 min (4°C) mit
maximaler Geschwindigkeit abzentrifugiert. Der Flüssigkeitsüberstand
wurde vorsichtig abgenommen. Das RNA-Pellet wurde in H2O gelöst. 1 µL
der mRNA-Lösung wurde mit 10 x Sample Buffer auf ein frisch
zubereitetes TAE-Gel aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und auf
seine Qualität überprüft. Für den späteren Einsatz bei den
Injektionsversuchen wurde 2 µL der mRNA-Lösung mit 198 µL H2O
vermischt und die Konzentration mit dem Photometer bestimmt.
Herstellung der Digoxigenin markierten RNA-Sonde:
Für die In Situ Hybridisierung wurde Digoxigenin markierte Antisinn-RNA
in vitro transkribiert.
Linearisierung der Plasmid-DNA: Vor der in vitro Transkription musste das
Genkonstrukt linearisiert werden, um die Transkription der
Vektorsequenzen zu vermeiden.
Ansatz: 100 µL 20 µg Plasmid-DNA (X µL); 10 x Puffer (10 µL); 100 x BSA
(1 µL); Enzym (4 µL); 100 µL H2O; über Nacht (ü.N.) bei 37°C inkubiert.
Die Kontrolle des vollständigen Verdaus erfolgte durch die
elektrophoretische Gelanalyse. Analyse: 3 µL des Verdaus wurde in ein
neues Reaktionsgefäß überführt; Zugabe von 6 µL H2O; 1 µL 10 x
Ladepuffer.
600 ng der entsprechenden unverdünnten Plasmid-DNA wurden als
Kontrolle (Endvolumen wieder 10 µL) benutzt.
Aufreinigung der linearisierten Plasmid-DNA:
Zu den Verdauansätzen wurde 10 µL NH4-Acetat + 220 µL 100% EtOH
pipettiert. Der Ansatz wurde gut gemischt und ca. 15 min (-20°C) inkubiert.
Der Ansatz wurde 20 min abzentrifugiert (4°C). Das DNA-Pellet wurde in
30 µL H2O resuspendiert und bei -20°C gelagert.
In vitro Transkription mit Dig-label Mix (rNTPs):
Die Gensonden wurden in Expressionsvektoren kloniert, die die
Transkription von RNA mit Hilfe von Phagen RNA-Polymerasen erlauben.
Die RNA-Polymerasen der Bakterio-Phagenstämme Sp6, T3 und T7
wurden je nach verwendeter Plasmid-DNA eingesetzt.
Ansatz der Transkription:
Template (cDNA, linearisiert) X µL = 1 µg
DIG-Mix 2 µL
Puffer (10 x) 2 µL
RNAse-Inhibitor 1 µL
RNA-Polymerase 2 µL
DEPC-H2O Auf 20 µL auffüllen
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Aufreinigung der RNA-Sonde:
Zu jeder Reaktion wurden 30 µL H2O pipettiert. Nach der Zugabe von 5 µL
NH4Acetat und 165 µL 100% EtOH wurde der Ansatz gemischt und 30 min
(-20°C) inkubiert. Bei 4°C wurde die gefällte RNA 25 min mit maximaler
Geschwindigkeit abzentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig
abgekippt. Das Pellet wurde mit 500 µL 70% EtOH gewaschen. Nach dem
Entfernen des Alkohols (keine Flüssigkeitsreste) wurde das Pellet in 50 µL
Formamid/H2O (1:1) aufgenommen und auf dem Gel analysiert. Bei -80°C
wurde die Sonde gelagert.
Herstellung von cDNA:
Aus RNA wurde durch Erststrangsynthese mit ,,SUPERSCRIPT II Rnase
H- reversen Transkriptase (Gibco)’’ cDNA hergestellt, die in einer
nachfolgenden PCR amplifiziert wurde. Dazu wurden ca. 2 µg RNA mit 50
ng ,,Random Primer’’gemischt, für 12 min (70°C) erhitzt und anschließend
sofort auf Eis gebracht. Nach der Zugabe von 4 µL Erststrang-Puffer; 2 µL
0,1 M DTT; 1 µL 10 mM dNTP Mix (10 nM von je dATP, dGTP, dTTP und
dCTP) wurde die Reaktion für 10 min (RT) inkubiert und anschließend für
2 min (42°C) erhitzt, bevor 1 µL der ,,SUPERSCRIPT II Reverse
Transkriptase’’ dazugegeben wurde. Anschließend wurde die Reaktion 50
min (42°C) inkubiert und danach wurde das Enzym 15 min (70°C)
inaktiviert.
Verwendete cDNA: Aus Embryonen unterschiedlicher
Entwicklungsstadien gewonnen: St.11,5; St.15; St. 20; St. 20/21; St.
23/24; St. 28; St. 28/29; St. 32; St. 38; St. 42.

4.2.1.2. Präparation von DNA

Isolierung genomischer DNA
Zu einer kleinen Menge des gewünschten Gewebes wurden 200 µL Lysis-
Puffer gegeben. In einem Eppendorf-Gefäß wurde das Gewebe ü.N.
(55°C) im Heizblock rotierend verdaut. Anschließend wurde der Ansatz gut
gemischt und einige Minuten abzentrifugiert, so daß sich die Gewebsreste
absetzten. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt
und die DNA dann durch Zugabe von 200 µL Isopropanol (gleiches
Volumen) gefällt. Der Reaktionsansatz wurde gemischt, bis die Lösung
nicht mehr viskös war; das nun gut sichtbare DNA-Präzipitat wurde mit
einer Pipettenspitze entnommen. Die DNA wurde dann in 70% EtOH
gewaschen, getrocknet und in TE-Puffer gelöst.

DNA-Extraktion aus Agarosegelen
Die DNA-Extraktion aus Agarosegelen erfolgte mit dem DNA Purifikation
Kit „Easy Pure“ von Biozym. Unter UV-Licht wurde die DNA-Bande knapp
aus dem TAE-Gel ausgeschnitten und ihr Volumen bestimmt (100 mg =
100 µL). Anschließend wurde die 3 fache Menge des Ausgangsvolumen
an „SALT“-Lösung zugegeben und für mind. 5 min (55°C) unter Schütteln
bis zum Lösen des Gelstückes inkubiert. Entsprechend 5 µL + 1 µL/µg der
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erwarteten DNA-Ausbeute wurde „BIND“-Lösung zugegeben.
Anschließend wurde der Reaktionsansatz 5 min unter stetigem Schütteln
inkubiert. Die DNA wurde durch kurzes Zentrifugieren pelletiert, in 1 mL
Waschlösung vollständig resuspendiert, nochmals durch kurzes
Zentrifugieren pelletiert und vollständig getrocknet. Die Resuspension des
Pellets erfolgte in 10-20 µL deionisiertem Wasser. Diese Lösung wurde
nun erneut für 1 min zentrifugiert und der Überstand als gereinigte Probe
in ein neues Gefäß überführt.

Polymerase-Kettenreaktionen (PCR)
Zum Erhalt der codierenden Sequenzen von Xclp1 und Xclp3 wurden
Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) mit den erzeugten
sequenzspezifischen Oligonukleotiden und cDNA durchgeführt.
Die als Matrize verwendete cDNA wurde aus der Gesamt-RNA von
Xenopus laevis im Kaulquappenstadium transkribiert. Um die erhaltenen
Klone von Xclp1 und Xclp3 anschließend für die Sequenzanalyse und für
die In Situ Hybridisierung verwenden zu können, wurden diese Sequenzen
zunächst in bestimmte Bakterienplasmide, sogenannten Topo®- bzw.
pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vektoren subkloniert.
Technik: Die PCR ist eine Methode, mit der DNA schnell und spezifisch
amplifiziert werden kann. Zur Amplifikation der DNA wurden 100-200 ng
der genomischen oder cDNA mit 2,5 µL 2 mM NTP`s; 2,5 µL 10 x PCR-
Puffer; 0,2 µL thermostabiler DNA-Polymerase (Taq) und jeweils 10 pmol
Primern in einem Gesamtvolumen von 25 µL gemischt und in einen
Thermocycler eingesetzt. Die Reaktionsbedingungen der Zyklen richtete
sich jeweils nach der Länge der erwarteten Fragmente, sowie der
Schmelztemperatur (Tm: melting temperature) der Amplifikationsprimer
und werden jeweils empirisch ermittelt.

Oligonukleotide
Xclp1:
Xclp1 cds for. (Klon clp9): 5´ATGTACGGTCACTTCAACAAGGGC 3´
ClaI Xclp1cds for.: 5´ATATATCGATATGTACGGTCACTTCAACAAGGGC
3´
Xclp1 cds rev.(Klon clp3): 5´TGTTACTCAGAGTTGTAATACTGG 3´
Xho I Xclp1cds rev.:
5´ATATGAGCTCTGTTACTCAGAGTTGTAATACTGG 3´
Sequenzlänge: 37-654 + 220 = 837 bp

      clp9     clp3
Xclp1-Teilsequenzoligonukleotide:
Xcnn1for(Klon 9): 5´CGAGGCAGAGGAACCAGGGGAAAA 3´
Xcnn1rev(Klon 9): 5´AATATCCACTCTGGCACCTTTTGACTT 3´

Dafür verwendete EST Sequenzen:
Cnn1est9.Seq: Def. Daa22c05.y1 NICHD XGC Lu1 Xenopus laevis cDNA
clone IMAGE:4056945, 5´similar to SW:CLP1_MOUSE Q08091
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CALPONIN H1, SMOOTH MUSCLE, mRNA sequence. ACCESSION:
BF426561, VERSION: BF426561.1 GI: 11437995.

Cnn1est3.Seq: Def. Daa22c05.x1 NICHD XGC Lu1 Xenopus laevis cDNA
clone IMAGE: 4056945 3´ similar to SW: CLPO_CHICK P26932
CALPONIN ALPHA AND BETA, SMOOTH MUSCLE. (1): mRNA
sequence. ACCESSION: BG022965.

Xclp2:
ClaIcalpocodfor 2 :
5´ ATATATCGATATGAGCTCCCAGTTTAACAAGGG 3´
                               M      S     S     Q     F    N     K
XhoIcalporev 2 :
5´ATATCTCGAGGAAGTCCTGCTGGTA 3´
                            F     D    Q     Q     Y
Xclp2-Teilsequenzenoligonukleotide:
Calpopub1 (for): 5´CACCAATGGACCATTCCACC 3´(Morgan et al., 1999)
Calpo A (for): 5´TGACCCCCAAAAGGAGACAG 3´
Calpo B (for): 5´TATGACCCCCAAAAGGAGAC 3´
Calpopub2 (rev): 5´GGTCGTAATGGCAATGTCGCC 3´
Calpo A (rev): 5´ACCAGCAAGTGACAGCAAAG 3´
Calpo B (rev): 5´GCCAAGCCCAAAAATCTGAC 3´

Xclp3:
Xclp3 cds for: 5´ ATATATCGATATGGCAAACTTCAACAAGGGACC 3´
Xcnn3 cds rev: 5´ATATCTCGAGATAATCTATTCCCTGGTCACTGTA 3´
Xclp3-Teilsequenzenoligonukleotide:
Xclp3 For1: 5´ACTGGCATAAGCTGGAGAACATTGG 3´
Xclp3 Rev1: 5´GGTAATCCCTAGGATAGTCATCGG 3´
Xclp3 For2: 5´TAGAAGAAGTGACTGGCATGATAATTGGCG 3´
Xclp3 Rev2: 5´CATCAGGATACTCAGCCTGGTAATCAG 3´
Dafür verwendete EST Sequenzen:
BJ047668 NIBB Mochii normalized Xenopus neurula, library Xenopus
laevis cDNA clone XL017e21 3', mRNA sequence.
BI313066 daf86f10.y1 NICHD_XGC_EYE1 Xenopus laevis cDNA clone
5´simmilar to SW:CLP3_Human Q15417 CALPONIN, ACIDIC ISOFORM,
mRNA sequence. Sequenzlänge: 992 bp
Sequenzierungsoligonukleotide:
M 13 forward: 5`GTAAAACGACGGCCAGT 3`
M 13 reverse: 5`GGAAACAGCTATGACCATG 3`
T7: 5`ATTTAGGTGACACTATAG 3`
Subklonierung: Mit pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems
(Promega):PCR Ansatz mit Go Taq Polymerase ( Poly A Ende).
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Ligation mit 2 x Ligations -Puffer
Der gelöste Vektor pGEM® -TEasy und das Kontroll-DNA-Insert wurden
zentrifugiert.

Ansatz:
Reagenzien Standard

Reaktion
Positive
Kontrolle

Background Ko.

2 x Rapid
Ligation Puffer,
T4 DNALigase

          5 µL            5 µL             5 µL

pGEM®-T Easy
Vektor (50 ng)

          1 µL            1 µL             1 µL

PCR Produkt           2 µL              -               -
Kontroll Insert
DNA

            -             2 µL               -

T4 DNA Ligase            1 µL             1 µL             1 µL
Aqua destinale Auf   10 µL Auf    10 µL Auf    10 µL

Inkubation für 1 h (RT).
Mit dem TOPO® Cloning Kit (Invitrogen):
Klonierung von PCR-Produkten mit dem ,,TOPO® Cloning Kit
(Invitrogen)’’.
Das ,,TOPO®-Klonierungssystem’’ bewirkte aufgrund einer schnellen,
einstufigen Klonierungsstrategie die Möglichkeit der direkten Insertion von
Taq-Polymerase-amplifizierten PCR-Produkten in einen Plasmidvektor. Es
beruhte auf einer Template-unabhängigen Aktivität der thermostabilen
Taq-Polymerase während PCR-Reaktionen. Diese heftete an alle 3`-
Enden doppelsträngiger DNA ein zusätzliches Desoxyadenosin (A). Die A-
Überhänge wurden benutzt, um PCR-Produkte in einen speziell
konstruierten ,,pCR™II- TOPO-Vektor’’, mit einzelnen 3` Desoxythymidin
(T) – Überhängen, zu ligieren. Die kompetenten Zellen wurden
mitgeliefert.
Zu 0,5-2 µL des PCR-Produkts mit einer durchschnittlichen Insertlänge
von 400 -1000 bp, wurde H2O bis zu dem Volumen von 4 µL
hinzugegeben. Anschließend wurde 1 µL ,,pCR-TOPO-Vektor’’
dazugegeben. Nach vorsichtigem Durchmischen erfolgte innerhalb von 5
min (RT) die Ligation. Das ligierte Plasmid wurde anschließend
transformiert.

Minipräparation von Plasmid-DNA
Die Bakterien wurden mit 3,5 mL Nährmedium mit 50 µg/mL
Ampicillin ü.N.(37°C) gemischt, die E.coli-Suspensionen wurde in
1,5 mL Reaktionsgefäße überführt, um dann für 2 min bei
13000 rpm zentrifugiert. Die Resuspendierung des Pellets erfolgte
in 100 µL GTE (50 mM Glucose; 25 mM Tris (pH 8); 10 mM EDTA (pH

7,8))
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durch Mischen. Anschließend wurden die Lösungen 5 min (RT) inkubiert
Nach Zugabe von 200 µL alkalischer SDS Lösung (0,2 M NaOH, 1% SDS)
Wurden die Proben durch dreimaliges Umdrehen durchmischt, bevor 150
mL 3 M Na-Acetat zugegeben wurde. Wieder wurden die Proben
vorsichtig für maximal 10 sec durchmischt und anschließend für 5 min bei
13000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde in neue
Eppendorfreaktionsgefäße überführt und mit einem gleichen Volumen
Phenol/Chloroform (1:1 (v/v)) versetzt, kräftig gemischt und
erneut für 2 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die obere wässrige Phase,
die die DNA enthält, wurde abgenommen, mit 1 mL 100% Ethanol (- 20°C)
versetzt, gut gemischt und nach 2 min (RT) Inkubationszeit erneut, wie
oben, für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig verworfen,
das Präzipitat mit 70% Ethanol gewaschen, nochmals für 2 min bei 13000
rpm zentrifugiert, getrocknet und in 50 µL TE-Puffer, der mit Rnase
versetzt war, aufgenommen.

Midipräparation von Plasmid-DNA (PureYield Midiprep Protokoll
Promega):
100 mL einer ü.N. (37°C) in LB-Selektionsmedium (1% N-Broth, 0,5%
Hefe-Extrakt, 100 µg/mL Ampicillin) geschüttelten E.coli-
Suspensionskultur wurden in einen Bakterienbecher überführt und 10 min
(4°C) im BECKMAN-Rotor „J2-21“ mit 5000 rpm abzentrifugiert und das
Pellet (RT) kurz getrocknet. Danach wurde es in 3 mL Suspensionspuffer
„P1“ (50 mM Tris-HCl; 10 mM EDTA; 100 µg hitzebehandelte RNaseA/mL)
gründlich resuspendiert, 5 min (RT) inkubiert und mit 3 mL Lysepuffer „P2“
(0,2 M NaOH, 1% SDS) versetzt. Nach vorsichtigem Schwenken und einer
Inkubation von 5 min (RT) wurde die Lösung mit 5 mL
3,0 M K-Acetat (pH 5,5) durch vorsichtiges Schwenken neutralisiert und
die Lösung für 5 min (RT) inkubiert.

Bakterienkultur
Mit OD600 ∼ 100

Cell
Resuspension
Solution (Y1)

Cell Lysis
Solution (Y2)

Neutralisastion
Solution (Y3)

50 mL – 100 mL        3 mL        3 mL          5 mL
10 min bei 12´000g-14´000g
weiter mit Vakuum- oder Zentrifugationsprotokoll

DNA-Extraktion nach Vakuumprotokoll:
Die blaue Säule (Clearing Column-Promega) wurde auf die weiße Säule
(Binding Column) in das Vacuum Minofold gesteckt.
Der Überstand wurde auf die blaue Säule geben. Das Lysat wurde
vollständig durchgesaugt. Zugabe von 5 mL Endotoxin Removal Wash
und 20 mL Column Wash Solution (60% EtOH; 60 mM K-Acetat; 8,3 mM
Tris-HCl; 0,04 mM EDTA). Die DNA wurde durch Übergießen der Säule
mit sterilem H2O (3 min, 60-70°C) gelöst und mit Swing Out Rotor 10 min
bei 1300 rpm zentrifugiert.
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Klonierung
Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen:
Pro µg zu verdauender DNA wurden 2-4 Einheiten Enzym in 20 µL
Reaktionsvolumen eingesetzt. Inkubation 2 h oder ü.N. (Temperatur
enzymspezifisch).

Zippen mit SAP: (Shrimps Alkaline Phosphatase)
Ansatz: Linearisiertes Plasmid (mind. 0,5 µg) + 10 x Puffer (10 %), + SAP
(0,5 Units / 0,5 µg Plasmid) + H2O (20-30 µL); Inkubation 1 h (37°C).
Hitzeinaktivierung für 15 min (65°C).
Ligation von DNA Fragmenten:
Vektor und Insert DNA wurden im Verhältnis: 1:1, 1:3, 3:1 verwendet.

ng des Vektors x kb Größe des Insert x molares Verhältnis von Insert
                          kb Größe des Vektors

Vektor = ng of insert.
Inkubation: 3 h (RT) ; ü.N (4°C); 4-18 h (15°C).
Expressionsvektoren: CS2+MT; CS2+ (Turner and Ralph Rupp).
Für die Überexpressionsexperimente erfolgte die Klonierung der für
Calponin codierenden Sequenzen in den für das Gewebe von Xenopus
laevis geeigneten Expressionsvektor CS2+ (Turner D. and Rupp R.).
Dieser enthält sowohl starke Enhancer und den Promotor eines
Bakteriophagen (CMV-Viruspromotor), sowie zwei Polylinkerregionen mit
Restriktionsschnittstellen als auch SV40 Polyadenylstellen, die das
Transkript stabilisieren und ein Ampicillinresistenzgen. Damit ist er
bestens geeignet für die in vitro als auch für die in vivo Transkription.
Technik:
Das zu inserierende Fragment wurde zum entsprechend vorbereiteten
Vektor gegeben. (Vektor zuvor mit Restriktionsenzymen ,,geschnitten’’).
Je zwei Einheiten T4-DNA-Ligase in Endvolumen von 20 µL 10 x
Ligationspuffer (300 mM Tris-HCl (pH 7,4); 100 mM MgCl2; 100 mM DTT;
10 mM ATP). Ligation während der Inkubation (s.o.). 10 µL des
Ligationsansatzes wurden in kompetente Bakterien transformiert.
Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA
500 ng Plasmid-DNA, bzw. 10-15 µL Ligationsansatz wurden zu 100 µL
auf Eis aufgetauten chemisch-kompetenten Bakterien gegeben und 30
min auf Eis inkubiert. Der Transformationsansatz wurde für exakt 90 sec
(42°C) erwärmt (Heat shock) und für 2 min auf Eis inkubiert. Zugabe von
a) 1 mL LB-Medium (für den Midipräparationsansatz), b) 400 µL LB-
Medium (zum späteren Ausplattieren). Die Bakteriensuspension wurde für
1-1.5 h (37°C) inkubiert.
Für den Midipräparationsansatz: Bakteriensuspension in 100 mL LB-
Medium + Ampicillin.
Zum Ausplattieren: Die Bakterien wurden durch Zentrifugation 5 min bei



131

5000 rpm sedimentiert; 800 µL des Überstandes wurden verworfen. Das
Bakterienpellet wurde in den verbleibenden 100 µL Medium resuspendiert
und in zwei verschiedenen Konzentrationen auf Selektions-Agarplatten
ausgestrichen. Das Trocknen und die Inkubation der Agar-Platten erfolgte
für 12-16 h (37°C).
Bakterienstamm: Escherichia coli XL1-Blue:
Genotyp: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsd R17 sup E44 rel A1 lac recA1
endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F proAB lacIqZ∆M15 Tn10
(Tetr)].
Protokoll für die Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien:
(Rezept von M.Campione)
Eine Kolonie XL1 -Blue Zellen von der Mediumplatte, die am Abend zuvor
angeimpft wurde, wurde in 2,5 mL LB oder SOB gegeben und
ü.N. (37°C) inkubiert.
Die Bakterienkultur wurde 1:100 in SOB + 20 mM MgSO4 (1 mL→10 mL)
subkultiviert. Die Subkultur wurde in etwa 2,5-3,5 h bis zu einer Dichte von
OD (590 nm) von 0,55-0,6 (37°C) inkubiert.
Dann wurden die Bakterien 5 min bei 5000 rpm (4°C) zentrifugiert.
Das Pellet wurde vorsichtig in 40 mL eiskalten TFB1 resuspendiert.
Ab jetzt mussten alle Arbeitsschritte auf Eis ausgeführt werden.
Die Resuspension wurde 5 min auf Eis inkubiert.
Dann wurden die Bakterien für 5 min bei 3000 rpm (4°C) abzentrifugiert.
Die Bakterien wurden vorsichtig in eisgekühltem TFB2 resuspendiert.
Die Suspension wurde 50 min auf Eis inkubiert.
Je 100 µL der Bakteriensuspension wurden in Reaktionsgefäße aliquotiert
und sofort in flüssigem N2 schockgefrostet.
Die Lagerung der Bakterien erfolgte auf -80°C.

4.2.2. Embryologische Methoden (Xenopus laevis)

Xenopus Embryonen:
Die Embryonen von Xenopus laevis sind sehr robust. Es ist möglich ihre
Entwicklung in vitro mit Hilfe von geeigneten Salzlösungen
durchzuführen. Aufgrund dessen kann man die Embryonen leicht
manipulieren und hat Zugriff auf jedes Entwicklungsstadium.
Umgang mit weiblichen Fröschen und Froscheiern:
Die Weibchen wurden mit 50 µL β-HCG (Gonadotropin (Serva)) in den
dorsalen Lymphsack stimuliert. Die Stimulierung sollte mindestens 3 Tage
vor dem Versuchsbeginn erfolgen und bleibt für mehrere Wochen
bestehen.
Die Stimulation zur Eiablage der Tiere erfolgte 10-12 h vor dem
Experiment mit 350-800 µL β-HCG (der Größe der Weibchen
entsprechend).
Die stimulierten Weibchen mit stark durchbluteten Kloaken wurden mittels
stetiger Massage zur Eiablage angeregt.
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Gewinnung der Spermien:
Das Männchen wurde entweder mit Eis unterkühlt und dann am
Rückenmark punktiert oder mit 0,05% Benzocain bei Raumtemperatur
behandelt (2 L Wasser und 10 mL Benzocain (Stocklösung 10% in reinem
EtOH); anschließend wurde eine Ligatur der Aorta durchgeführt.
Der männliche Frosch wurde auf mögliche Lebenszeichen hin untersucht.
Nach dem negativen Befund wurden ihm beide Hoden entnommen.
Befruchtung:
Die Hoden wurden in 1 x MBS-H (4°C) aufbewahrt.
Die Eier wurden vereinzelt.
Von dem Testis wurden ca. 1-2 mm2 abgetrennt und in 1 mL 1x MBS-H
maszeriert. Die Eier wurden gleichmäßig mit der Spermienlösung benetzt.
Aufgrund der hohen Salzkonzentration des 1x MBS-H waren die Spermien
zunächst weitgehend immobil.
Nach 5 min wurden die Eier und Spermien mit H2O bedeckt. Damit
änderte sich die Salzkonzentration in ein für die Spermien günstiges
Milieu. Diese waren nun in der Lage sich schnell zu bewegen und die Eier
zu befruchten. Die Zeit wurde notiert.
Für die Befruchtung wurde eine Zeitspanne von 35-40 min (RT)
anberaumt.

Cysteinisierung:
Mit frisch angesetzter Cysteinlösung (2% , pH 7,9-8,0 mit NaOH
eingestellt) wurden die befruchteten Eier ca. 7 min (RT) inkubiert. Die
Cysteinlösung befreit die Eier von ihrer natürlichen Galerthülle.
Die Cysteinlösung wurde durch 4-5 x Waschen der Zygoten mit 1x MBS-H
in einem Becherglas entfernt.
Für die Injektionsexperimente wurden die 2-4 Zell Embryonen in eine 1x
MBS-H Lösung mit 2 % Ficoll überführt (Ein Polysaccharid, das das
Auslaufen der injizierten Embryonen verhindert, indem es osmotisch das
Wassr aus dem Raum unter der Vitellinmembran entfernt).
Albino-Eier mussten mit Nil-Blau (50 µL Nil-Blau-Lösung in 50 mL 1x
MBS-H) angefärbt werden. Ca. 2 h nach der Injektion wurden die
Embryonen in 0,1x MBS-H überführt.
Bleichen von Embryonen: (Entfernung der Pigmentierung)
Die Embryonen wurden 2 x mit 0.5 x SSC gewaschen.
Die Bleaching-Lösung wurde auf die Embryonen gegeben und diese
wurden unter Halogenlicht gebleicht.
Das Bleichen wurde unter dem Mikroskop kontrolliert.
Durch das Spülen mit 0,5 x SSC wurde die Reaktion gestoppt.
Anschließend wurden die Embryonen in PBS- überführt.
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In Situ Hybridisierung mit Embryonen:
Mit Digoxigenin markierte Anti-Sinn-RNAs (Sonden) der drei
verschiedenen Calponingene hybridisierten spezifisch an die
entsprechenden mRNAs des Xenopus Embryos. Die Detektion erfolgte
durch einen mit alkalischer Phosphatase gekoppelten, gegen das
Digoxigenin gerichteten Antikörper.

Tag1: Für die In Situ Hybridisierung wurden zunächst 4 %
Paraformaldehyd + 0.2 % Glutaraldehyd in PBS hergestellt. Man benötigte
ca. 5 mL pro Ansatz. Die Embryonen wurden über eine Methanolreihe in
PBSw rehydriert (75%, 50%, 25% MetOH) und jeweils 5 min inkubiert.
Anschließend wurden die Embryonen 5 x je 5 min in PBSw auf Eis
gewaschen. Danach gab man 1 mL 4,5 µg/mL Poteinase K in PBSw dazu
und inkubierte die Froschembryonen für 10 min (RT), (diese Zeit war
jeweils empirisch zu ermitteln). Der Verdau wurde mit frisch hergestelltem
2 mg/mL Glycin in PBSw gestoppt, die Embryonen in PBSw gespült und
dann 2 x für 5 min in PBSw gewaschen. Danach wurden die Embryonen
15 min in 2 mL 4% Paraformaldehyd + 0.2% Glutaraldehyd refixiert, in
PBSw gespült und danach 3 mal in PBSw für jeweils 5 min gewaschen.
Anschließend erfolgte ein Waschschritt in 50% PBSw, 50%
Hybridisierungslösung, und in 100% Hybridisierungslösung für jeweils 3
min. Anschließend wurden 900 µL Lösung abgezogen und durch 900 µL
frische Hybridisierungslösung ersetzt. Die Proben wurden dann für mind. 3
h (65°C) vorhybridisiert. Danach folgte die Zugabe von 200 ng/mL der
Sonde (200 ng der Sonde wurden dabei vorher in 100 µL der
Hybridisierungslösung für 5 min (95°C) denaturiert). Die Embryonen
wurden dann in einem Wasserbad ü.N. (70°C) hybridisiert.

Tag 2.: Am nächsten Tag wurde die Hybridisierungslösung
abgezogen und dafür 800 µL Hybridisierungslösung zugegeben. Dann
wurden die Embryonen 5 min (70°C) gewaschen. Anschließend wurden
400 µL 2 x SSC (pH 4.5) zugegeben (ohne die Prähybridisierungslösung
abzuziehen) und das ganze für 5 min (70°C) inkubiert. Dieser Schritt
wurde noch zweimal wiederholt. Danach wurde der Mix abgezogen und
die Embryonen zweimal jeweils 30 min in 2 x SSC (pH 7) gewaschen
(70°C). Danach erfolgten zwei weitere Waschschritte 10 min in
Maleinsäurepuffer (MAB: 100 mM Maleinsäure, 150 mM NaCl (pH 7,5))
(RT). Anschließend wurden die Embryonen noch einmal in MAB
gewaschen (70°C). Daraufhin wurden die Embryonen noch zweimal für
jeweils 5 min in PBSw gewaschen. Dann folgte die Inkubation der
Embryonen in 1 mL Antikörper-Puffer (Ansatz s.o.) für mindestens 2 h
(4°C) unter stetigem Mischen. Der Antikörper selbst wurde in 1,5 mL
Antikörper-Puffer ebenfalls inkubiert (4°C ) und hatte als Stocklösung die
Konzentration von 1/10.000 (150 Units/ 200 µL). Nach der Inkubationszeit
wurde die Prähybridisierungslösung durch die Antikörperlösung ersetzt.
Die Inkubation der Embryonen erfolgte ü.N. (4°C) unter stetigem Mischen.

Tag 3.: Am nächsten Tag wurden die Embryonen zunächst in 0,1%
BSA (Frakion V) in PBSw gewaschen. Anschließend erfolgten 5 weitere
Waschschritte mit 0,1% BSA in PBSw für 45 min im größtmöglichen
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Volumen. Danach wurden die Embryonen zweimal für 30 min in PBSw
gewaschen. Nach den Waschschritten wurden die Embryonen in ein
entsprechendes Volumen BM-Purple-Färbelösung überführt. Die Färbung
wurde durch die Überführung der Embryonen und dreimaliges Waschen
der Embryonen für jeweils 5 min in PBSw gestoppt. Die Dehydratation der
Embryonen erfolgte in MetOH mit zunehmender Konzentration. Für die
Bilddokumentation mussten die Embryonen in Glycerin überführt werden.
Herstellung von Vibratom-Schnitten:
Zum Einbetten der Embryonen wurde ein Gelatine-Albumin-Mix
verwendet. Jeweils 2 mL des Gelatine-Albumin-Mixes wurden rasch mit
140 µL 25% Glutaraldehyd (Sigma Aldrich) vermischt. Der zu schneidende
Embryo wurde in der Gelatine-Albumin-Mixtur vorequlibriert. Nach dem
Aushärten konnten die Schnitte in PBS mit dem Vibratom angefertigt
werden. Die Schnitte wurden auf einen Objektträger überführt und mit
Mowiol 488 eingedeckt.

Über-bzw. Missexpression von mRNA und DNA:
Im 4-8 Zellstadium wurden Embryonen in Agar-beschichteten Petrischalen
mit 1x MBS-H + 2% Ficoll transferiert. Die synthetisch hergestellten
mRNAs bzw. Expressionsvektoren wurden in Gurdons-Puffer auf die
gewünschte Endkonzentration verdünnt und mit Glaskapillaren (5-10 µm
Spitzendurchmesser) in die Embryonen injiziert. Die Eichung der
Glaskapillaren erfolgte über die Bestimmung der Tropfengrösse nach
Injektionen in Fluorinert auf einer Mikrometerskala. Das Volumen des
injizierten Tropfen betrug demnach ca. 5 nL. Die injizierten Embryonen
wurden für 1-2 h in 1 x MBS-H + 2% Ficoll kultiviert und DNA in 0,1 x
MBS-H überführt.

Lineagetracer:
Das Zellschicksal der injizierten Zellen wurde durch die Koinjektion eines
Zellschicksalsmarkers wie β Galaktosidase (β Gal) oder das Grün
Fluoreszierende Protein (GFP), aus der Qualle Aequorea victoria
stammend, verfolgt. Beide Proteine stammen von Nichtvertebraten. Sie
sind nicht toxisch oder reaktiv und greifen selbst nicht in das
Entwicklungsschicksal der Zellen ein. Mischte man β Gal- oder GFP
mRNA mit der Xclp-mRNA- oder DNA, wurden die Regionen des Embryos
markiert, die das Proteinprodukt der exogenen Xclp-mRNA exprimieren.
Die Menge an in den Überexpressionsexperimenten verwendeten
Zellschicksalsmarker-mRNA betrug 800 pg.
Das GFP kann in lebenden und in geringerer Intensität in fixierten
Embryonen unter UV-Licht beobachtet werden.
Nucleäre βGalactosidase Färbung von Xenopus Embryos:
Die mit βGalactosidase mRNA coinjizierten Embryos wurden für 1-2 h
(RT) in MEMFA fixiert.
Dann wurden die Embryonen 2 x für 5-10 min in 1 mL 1 x PBS + MgCl2
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gewaschen. Die Waschlösung wurde abgezogen.
Dann wurden die Embryonen 2 x für 5-10 min in 1 mL Staining Puffer
gewaschen. Es folgte die Inkubation der Embryonen in jew. 1 mL Staining
Puffer + 5 µL Substrat Rose-Gal (1 mg/mL). Die Embryonen wurden mit
dem Substrat (37°C) im Dunkeln bis zur Färbung inkubiert.
Die Färbung wurde durch 2 x 5 min Waschen in PBS + 1 mM MgCl2
gestoppt.
Dann wurden die Embryonen 1-2 h in MEMFA fixiert.
Anschließend überführte man die Embryonen in 100% Ethanol und lagerte
diese bei -20°C.
Knorpelfärbung von Xenopus-Kaulquappen:
Die Embryonen wurden 2 h in Bouin´s Fixierlösung (75 Teile gesättigte
Pikrinsäure, 25 Teile 37% Formaldehyd, 5 Teile Essigsäure) fixiert.
Anschließend wurden die Kaulquappen in 70% EtOH NH4OH
gewaschen, bis diese rein weiss waren (Rototorque).
Für 2 x 1 h wurden die Embryonen in Essigsäure äquilibriert.
Gefärbt wurden die Knorpel mit ,,Alcian blue 8GX (Sigma Aldrich)’’ in 5%
Essigsäure. Für 2 x 1 h wurden die Embryonen mit 5% Essigsäure
gewaschen (end-over-end).

Durchsichtigmachen: Dazu wurden die Organismen in folgenden
Lösungen inkubiert:

a) MetOH 2 x 1 h (end-over-end), anschließend
b) 2:1 Benzylbenzoate: Benzylalkohol (3 h plus ü.N).

Die Färbung war mindestens 2 Jahre stabil.
Alle Manipulationen wurden in 15 mL Polypropylenröhrchen durchgeführt.

4.2.3. Proteindetektion
Proteindetektion in vitro
Nach Überexpression mit MycXclp2- und Xclp3 Expressionskonstrukten
wurde das Gesamtprotein aus den Xenopus Embryonen im frühen
Schwanzknospenstadium (St. 23, St. 24) extrahiert (Whole Embryo
Protein Extraction with Freon, Daniel Brown, 2003). Die
Proteinbestimmung der Lysate wurde mit Hilfe des Bradford-Assay (Bio-
Rad) durchgeführt.
Protein Extraktion mit Freon:
(Für die Abtrennung von Fett und Dotter)
10 Embryonen wurden in einem 1,5 mL Microfugengefäß in einem
Trockeneis/Ethanolbad schockgefrohren, dabei wurde das die Embryonen
umgebende Fett entfernt. Bei -80°C war die Aufbewahrung für die weitere
Analyse möglich.
Zu den noch gefrohrenen Embryonen wurden 100 µL Lysis-Puffer
gegeben.
Dabei sollten die Reaktionsgefäße ständig auf dem Eis verbleiben.
Puffer: 100 mM NaCl; 20 mM NaF; 50 mM Tris (pH 7.5); 5 mM EDTA
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Dieser Puffer kann bei 4 °C aufbewahrt werden.
Vor dem Benutzen wurde frisch hinzugegeben :
1% (v/v) Nonidet P 40;
1% (w/v) Na Deoxycholate;
1:50 EDTA- free Complete Protease Inhibitor (Roche);
10 µL PMF (10 µL/1000 µL) in DMSO;
NaVanadat (100 mM), Tris (pH 7,5);
Leupeptin (10 µL/mL) in Tris (pH 7,5);
Aprotinin (1 µL/mL) in Tris (pH 7,5).
Die Embryonen wurden durch Pipettieren und Mischen (oder mit Hilfe von
Ultraschall) lysiert.
Zugabe von 200 µL Freon (1,1,2- Trichlorotrifluoroethane, HPLC Grade,
Sigma-Aldrich) und Mischen des Reaktionsansatzes. Anschließend wurde
der Ansatz für 15 min abzentrifugiert (4°C). Die obere Phase wurde in ein
neues Reaktionsgefäß überführt.

Proteinbestimmung nach Bradford:
Proteinbestimmung nach Bradford mit dem Bio-Rad Protein-Assay
Erstellung einer BSA/Eichgeraden:
µg BSA /
Eichgerade

µL BSA-
StammLösung

µL H2O Gesamtvolumen
In µL

1,00 10 790 800
2,00 20 780 800
5,00 50 750 800
10,00 100 700 800
15,00 150 650 800
20,00 200 600 800
Proben 10 µL Probe 790 800

Die Konzentration des BSA-Standards: 100 µg/mL.
Die Eichgerade und die Probenlösung wurde vorpipettiert.
Zu den 800 µL BSA-Standard, bzw. Probelösung wurden 200 µL Bio-Rad-
Reagenz zugegeben. Als Leerwert wurden 800 µL H2O und 200 µL Bio-
Rad-Reagenz eingesetzt. Die Proben wurden nach 5-10 min bei 595 nm
im Photometer gemessen.
Die Auswertung der Messung erfolgte mit Hilfe von Excel (Bradford.xls).
Gelelektrophorese und Western Blot:
Anschließend folgte die elektrophoretische Übertragung auf eine
Membran. Es wurden zwischen 35-60 µg Gesamtprotein aufgetragen.
Um Aussagen über die molekularen Massen treffen zu können, wurde ein
definierter Protein-Marker (Broad Range, BioLabs) verwendet. Mit dem
primären unkonjugierten Anti-Myc Antikörper (9E10, Santa Cruz
Biotechnology) wurden die markierten Proteine detektiert. Dessen
Bindung an das Myc-Epitop konnte mit Hilfe eines mit Meerrettich
Peroxidase (HRP, horseradish peroxidase) konjugierten 2. Antikörper
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durch die Umsetzung von Luminol über Lumineszenz sichtbar gemacht
werden. Eine Berechung der zu erwartenden Massen der
Fusionsproteine ergab für MycXclp2 (294 Aminosäuren) 43,2 kDa und für
MycXclp3 (331 Aminosäuren) 47,5 kDa.
Technik:
Benutzt wurde das Bio-Rad-System.
Die Glasplatten wurden entfettet und in den Gießstand eingespannt.
Sammel-und Trenngellösungen für ein 12%-iges Trenngel wurden
pipettiert (s.o.) und gut gemischt.
Die Polymerisation des Trenngels wurde durch die Zugabe von 25 µL APS
(Ammoniumpersulfat, 10% in H2O) und 10 µL TEMED
(Tetramethylendiamin) gestartet.
Das Gel wurde in den Platten mit 0,3 mL Isopropanol überschichtet.
Nach der Polymerisation (nach ca. 25-30 min) wurde der Isopropanol
abgesaugt und dessen Reste mit H2O (Spritzflasche) entfernt. Die
restliche Flüssigkeit wurde mit Filterpapier abgesaugt.
Das Sammelgel wurde gegossen und der Kamm für die Probentaschen
sofort eingesetzt. Nach dessen Polymerisation (nach etwa 15 min) wurden
die Geltaschen mit 1 x Laufpuffer gespült und die Gel-Glasplatten in die
Elektrophoresekammer eingebaut.
Die innere und äußere Kammer wurden mit 1 x Laufpuffer gefüllt.
Die Proben und der Molekulargewichtsmarker wurden für 5 min (95°C)
erhitzt.
Die Proben und 10 µL des Molekulargewichts-Markers wurden mit Hilfe
einer Hamilton-Spritze aufgetragen (eine Tasche fasst max. 20 µL).
Probenauftrag: pro Spur 15-20 µg Proteinextrakt.
Lauf: bei konstanter Stromstärke (30 mA/Gel, d.h. 60 mA/2 Gele, max.
300 V). Die Spannungsquelle wurde, 4-5 min nachdem die
Bromphenolblau-Front aus dem Gel herausgelaufen war, abgestellt.
Die Proteine wurden mit Hilfe des Semidry-Blotter auf einen
Nitrozellulosefilter überführt. Das Gel und der Nitrozellulosefilter wurden
für ca. 10 min in Blottpuffer (Transferpuffer) äquilibriert (die Blottfilter
wurden mit Blottpuffer getränkt).
Blottbedingungen: 90 mA, 10 V, 30-35 min. Nach dem Blotten wurden die
Gele mit 0,1 % Coomassie Brilliant Blue R250 in Glasschalen für 15-30
min angefärbt und anschließend wieder
mit dem Entfärber (30-50 % MetOH/10 % Essigsäure/H2O) bis zu dem
gewünschten Kontrast entfärbt.
Der Proteintransfer wurde mittels Ponceau-Färbung überprüft:
Dazu übergoss man den Nitrocellulose-Blot kurz mit 0,2 % Ponceau-S in
3 % TCA (Trichloressigsäure). Mit H2O wurde der Blot abgespült.
Antikörperinkubation und ECL.:
Blocken: Für die Ak-Inkubation wurde 5 % Milchpulver (MP) in TBST zum
Blocken verwendet und 1-2 h geblockt (RT).
Der 1. Antikörper wurde entsprechend der jeweiligen Anleitung in frischer
Blocklösung verdünnt und ü.N. (4°C), oder 2 h (RT), schüttelnd inkubiert.
Der Blot wurde anschließend 3 x 5 min mit 1 x TBST gewaschen.
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Der 2. Antikörper wurde entsprechend der jeweiligen Anleitung in
Blocklösung (5% MP-TBST) verdünnt (Anti-Mouse horse radish Ak.
1:1000 (10 µL auf 10 mL pro Ansatz).
Die Blots wurden mit dem 2. Antikörper für 1 h (RT) schüttelnd inkubiert.
Der zweite Antikörper wurde anschließend durch 3 x 5 min Waschen mit 1
x TBST entfernt.
Die Inkubationslösung für die ECL (Luminol und p-Coumaric acid) wurde
wegen der Lichtempfindlichkeit erst kurz vor dem Auftrag
zusammenpipettiert:
2,5 mL Luminol + 25 µL p-Coumaric acid + 4 µL H2O2.
Der Blot wurde mit 1 mL Inkubationslösung überschichtet und auf den
Röntgenfilm in der Röntgenfilmkasette aufgelegt. Die genaue
Belichtungsdauer musste empirisch ermittelt werden.
Der Röntgenfilm wurde entwickelt und fixiert. (3 min kurz wässern; 3 min
fixieren; 10 min wässern).
Die Filme wurden im Trockenschrank getrocknet.
Strippen des Blots:
Für eine erneute Antikörperinkubation des Blots mit einem anderen
Antikörper, musste der zuvor verwendete Antikörper entfernt (gestrippt)
werden. Dazu wurden die Blots mit der Stripplösung in eine Plastikfolie
eingeschweißt und für
1 h (70°C) im Wasserbad erhitzt.
Danach wurden die Blots 3 x 5 min mit 1 x TBST gewaschen und in
Blocklösung für 1 h geblockt.
Anschließend konnte der Blot erneut mit einem Antikörper inkubiert
werden.

Immunhistochemie, IHC:
Zum immunhistochemischen Nachweis der Fusionsproteine im
Zielgewebe (dorsales Mesoderm bzw. dorsaler animaler Bereich) der
injizierten Embryonen wurden Stadien 32 bis 36 benutzt. Nach der
Inkubation mit dem primären Anti-Myc Antikörper folgte die Reaktion mit
dem sekundären Anti-Maus IgG Antikörper (Jackson, Immuno Research),
der mit dem Fluorophor Cyanin2 konjugiert war. Mit Hilfe des
Fluoreszenzmikroskops konnte anschließend die korrekte Expression der
Fusionsproteine im Zentralen Nervensystem bzw. in der Chorda dorsalis
gezeigt werden.
Technik: Whole mount IHC (Maus-Protokoll, nach Christina Karcher):
Die Embryonen (in Methanol) wurden mit PBS- in zunehmender
Konzentration rehydriert (75%, 50%, 25%). Anschließend wurden
die Embryonen 3 x 10 min in PBST gewaschen (0,1% TritonX100 in PBS-

). Preblock der Embryonen in Casein-Block. Inkubation 1 h (RT).
Der Primäre Antikörper wurde in Casein-Block vorverdünnt (Anti Myc tag
(9E10)). In diesem Fall eignete sich ein Verdünnungsverhältnis von 1:100
oder 1:250.
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Die Inkubationslösung wurde abgenommen und der Casein-Block mit
dem primären Antikörper zugegeben.
Die Inkubation mit dem primären Ak. erfolgte ü.N. (4° C) oder 2-4 h (RT).
Der primäre Ak. wurde durch 3 x 30 min Waschen in PBST (RT) entfernt.
Die Inkubation mit dem sekundären Ak. (Anti Maus Cy2, 1:200
vorverdünnt in CAS-Block) erfolgte ca. 2 h (RT) oder ü.N. bei 4°C. Die
Färbung wurde duch Waschen 2 x 1 h oder ü.N. in PBS beendet.

4.2.4. Ortsspezifische Mutation der für das Protein codierenden
Nukleotidsequenz

Die theoretisch ersetzten Aminosäuren wurden in die codierenden
Basentripletts übersetzt. Die mutierte Nukleotidsequenz diente als Matrize
für die Konstruktion von entsprechenden Oligonukleotiden. Pro Mutation
wurden zwei Oligonukleotide erzeugt, die den zu amplifizierenden
mutierten DNA-Abschnitt flankierten.
Pro mutiertes Basentriplett wurden jeweils drei aufeinanderfolgende
Polymerase-Kettenreaktionen mit der PfU-Polymerase durchgeführt. In
den ersten Reaktionen wurde jeweils ein Start-Oligonukleotid mit
entsprechend mutierter Basensequenz mit dem den gegenläufigen Strang
repräsentierenden Oligonukleotid für die Transkription der kompletten
Codingsequenz kombiniert. Als Template diente die komplette codierende
Sequenz von Xclp3. In einer folgenden PCR wurden das
rückwärtsgerichtete Oligonukleotid mit mutierter Basensequenz mit dem
Start-Oligonukleotid für das gesamte offene Leseraster von Xclp3
kombiniert.
Durch eine letzte Polymerase-Kettenreaktion wurde mit den
Oligonukleotiden der gesamten codierenden Sequenz, die das mutierte
Basentriplett enthaltende Xclp3 DNA Sequenz erzeugt.
Die nach der PCR erhaltenen mutierten cDNA Sequenzen wurden
sequenziert und mit dem Programm NCBI formatting BLAST
(www.ncbi.nlm.nihgov/BLAST/Blast.cgi) auf ihre funktionellen Domänen
untersucht. Die konstitutive Aktivität sollte nach der Klonierung in
ektopischen Überexpressionsexperimenten überprüft werden.
Konstrukte:
CamKmutXclp3(S162C)
CK1mutXclp3(S244A)
SrcmutXclp3(Y229A)
Oligonukkleotide:
S162C forw.: 5`ATG AAA GCT GGC CAA TGT GTC ATA GGC CTA CAG
3´
S162C rev.: 5`CTG TAG GCC TAT GAC ACA TTG GCC AGC TTT CAT
3´
Y229A/D230A forw.: 5`ATG AAA GCT CCA GGA ACA AGA AGA GAT
ATT GCA GCA CAG AAA 3’
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Y229A/D230A rev.: 5`TTT CTG TGC TGC AAT ATC TCT TCT TGT TCC
TGG AGC 3`
S244A forw.: 5`TCT ACT ATT GCA CTG CAA ATG GGA ACC AAT AAA
GTC 3`
S244A rev.: 5`GAC TTT ATT GGT TCC CAT TTG CAG TGC AAT AGT 3`

4.2.5. Klonierung der Deletionsmutanten von Xclp1 und Xclp2

Für die Klonierung der Deletionsmutanten wurden folgende
Oligonukleotide entworfen:
In die DNA der Mutanten Xclp1Clik und Xclp2Clik wurde als
Translationsstart das Startcodon für Methionin N-terminal hinzugefügt. In
der PCR wurde als Template-DNA die codierende Xclp2-DNA benutzt. Für
die Überexpressionsexperimente wurde die jeweils mutierte Xclp cDNA in
den CS2+ Vektor kloniert. Die klonierten mutierten cDNA Sequenzen
wurden sequenziert und mit dem Programm NCBI formatting BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi) auf ihre funktionellen Domänen
untersucht.

Oligonukleotide:
Xclp2Clik forw.: 5`GAATTCATGATTGGGCTGCAG 3`
Xclp2Clik rev.: 5`CTGGAGCTGCCTGCCAAGCCC 3`
Xclp1Clik forw.: 5`GAATTCATGATCGGGCTCCAG 3`
Xclp1Clik rev.: 5`CTCGAGTTGGCGGGGCAATCC 3`

Überprüfen der Homologie der Aminosäuresequenzen zwischen
Xclp1, 2 und 3 und den Calponinen anderer Vertebraten
Benutzte Datenbanken:
Database: All non-redundant GenBank CDS,
Translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi).

Verwendete Aminosäuresequenzen von Calponin1 verschiedener
Vertebraten:
Coturnix coturnix (Acc.ABD1772), Danio rerio (Acc.AAI07982), Mus
musculus (NP_082320), Homo sapiens (Acc.CAG46646).
Verwendete Aminosäuresequenzen von Calponin2 verschiedener
Vertebarten:
Danio rerio (Acc.AAZ14863), Mus musculus (Acc.NP_031751), Homo
sapiens (Acc.CAG46630).
Verwendete Aminosäuresequenzen von Calponin3 verschiedener
Vertebraten:
Gallus gallus (Acc.XP422326), Danio rerio (Acc.NP_956047;
Acc.AAH53309, Vers.GI:31419012), Mus musculus (Acc.NP_082320,
Vers.GI:21312564), Homo sapiens (Acc.CAG46646, Vers.GI:49456651);
Xenopus laevis (Xclp3).
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4.2.6. Statistik

Der p-Wert wurde mit Hilfe des 2 x 2 Tables Chi Quadrat ermittelt und
nach Bonferroni korrigiert. p = n.s., statistisch nicht signifikant (p > 0,05);
p = s statistisch signifikant (p < 0,01); p = h.s., statistisch hoch signifikant
(p < 0,001).
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