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Referat und bibliographische Beschreibung

Das Opitz-G/BBB-Syndrom ist eine seltene Erkrankung, die aufgrund von Mutationen
im Midlinel-Gen entsteht. Bei betroffenen Patienten finden sich Pathologien der
ventralen Mittellinie wie Lippen-Kiefer-Gaumen-Spalten, Hypospadie, gastrointestinale
Anomalien, Hypertelorismus, laryngotracheale Anomalien und Herzdefekte. Die
genauen Mechanismen, die diesem Krankheitsbild unterliegen, sind bis heute nicht
vollsténdig geklart. In der vorliegenden Forschungsarbeit wurden anhand des
sudafrikanischen Krallenfrosches (Xenopus laevis) Untersuchungen zur Expression
und Funktion von Midlinel vorgenommen, um ein besseres Verstandnis besonders im
Hinblick auf die Midline1-Funktion fir die Augenentwicklung zu erlangen.

In der Embryonalentwicklung von Xenopus laevis konnte eine Midlinel-Expression in
allen Stadien nachgewiesen werden. Bei der gezielten Betrachtung der Expression im
Verlauf der Augenentwicklung fiel ein spezifisches und dynamisches
Expressionsmuster auf, das erst das gesamte Augenblaschen einnahm und in
spateren Entwicklungsstadien eine Verlagerung auf ventrale Anteile der Retina wie den
optischen Stiel erfuhr. Im Expressionsvergleich mit zwei wichtigen Augenmarkergenen,
Pax6 und Pax2, wurde deutlich, dass Charakteristika beider Gene im Midlinel-
Expressionsmuster zu finden sind. In Lipofektionsexperimenten konnte erstmalig
aufgedeckt werden, dass Midlinel bei der Differenzierung von retinalen Vorlauferzellen
einen Einfluss auf das Zellschicksal hat. Uberexpression von Midlinel in Retinoblasten
fuhrte zur vermehrten Differenzierung von Photorezeptoren zulasten der Zahl von
Bipolarzellen. Um die entwicklungsbiologische Aufgabe von Midlinel genauer zu
untersuchen, wurden Experimente durchgefihrt, die die Funktion von Midlinel
supprimieren. Die entsprechend behandelten Xenopus-Embryonen entwickelten einen
Augenphanotyp, der durch eine VergréRerung und Ballonierung des Augenblaschens
im NF-Stadium 28 gekennzeichnet war. In spateren Entwicklungsstadien (NF-Stadium
36) war eine Faltenbildung der Retina auffallig. Bei der anschliel3enden Analyse zeigte
sich eine Verstarkung und ektopische Erweiterung der Expressionsdoméne von Pax6.
Auf Proteinebene liel3en sich vermehrt Pax6-positive Zellen innerhalb der Retina
darstellen. Aus diesen Untersuchungsergebnissen ware Pax6 als Substrat der

Ubiquitin-Ligase Midlinel vorstellbar.

Ihle, Swantje: Untersuchungen zur Expression und Funktion von Midlinel in der
Augenentwicklung von Xenopus laevis. Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 80
Seiten, 2013
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1. Einleitung

Das Auge ermdglicht uns die visuelle Wahrnehmung der Welt. Grundlage dieser
Funktion ist das Vermdgen spezialisierter Augenzellen, auf Licht zu reagieren und
diese Information Gber den Sehnerv zum Gehirn zu ubertragen. Die Erforschung der
Augen kann uns Fragen zur Evolution, Entwicklung und somit auch zur Pathogenese

von Krankheiten beantworten.

1.1 Xenopus laevis als Modellsystem fir entwicklungsbiologische
Untersuchungen

Der sudafrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis ist ein bevorzugtes Modellsystem
zur Untersuchung der Wirbeltierentwicklung, da sich die Embryonen aul3erhalb des
mutterlichen Organismus entwickeln. Ein Gelege umfasst ca. 500-1000 Eier, die
zeitlich definiert befruchtet werden kénnen. Da die Embryonen mit einem Durchmesser
von 1,2 bis 1,4 mm relativ grof3 sind, eignen sie sich besonders gut fur experimentelle
Manipulationen. Die Entwicklung vom befruchteten Ei bis hin zur Kaulquappe vollzieht
sich in wenigen Tagen und ermdglicht dabei eine unmittelbare Beobachtung des
Embryos (siehe Abb. 1).
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Abb. 1: Lebenszyklus von Xenopus laevis. Embryos skizziert und klassifiziert von
Nieuwkoop und Faber [1]. Nach der Befruchtung (St. 1) entwickelt sich der Embryo
durch aufeinanderfolgende Furchungsteilungen zur Blastula (St. 2-8). Die Gastrulation
findet in den Stadien 10 bis 12,5 statt und fiihrt zu einer dramatischen Umordnung der
Zellen und der Entstehung der drei Keimblatter. Die Entwicklung des Nervensystems
(Neurulation) vollzieht sich in den Stadien 13 bis 25. Friihes (St. 23) und spates
Schwanzknospenstadium (St. 28) mit Ausreifung und Entwicklung der angelegten
Organe (Organogenese). Wahrend der Metamorphose wandelt sich die Kaulquappe
(St.40) zum adulten Frosch.



1.2 Anatomischer Aufbau des Auges und der Retina

Das Auge des Xenopus laevis gleicht in seinem Aufbau dem des Menschen. Zum
Sehorgan zahlt man den Augapfel und seinen Hilfsapparat. Der Bulbus oculi wird von
drei Hauten umgeben. Die aulerste Schicht ist die Sklera, die sich vor der Linse als
Cornea fortsetzt. Die mittlere Augenhaut besteht aus drei Anteilen: der Iris, die den
Lichteinfall reguliert, der Choroidea (Aderhaut), die der Versorgung mit Nahrstoffen und
Sauerstoff dient, und dem Ziliarkorper, Uber den die Linse aufgehangt ist und der so
die Akkommodation ermdglicht. Weiterhin bilden die Epithelzellen des Ziliarkérpers das
Kammerwasser, das den Augeninnendruck aufrechterhalt und eine nutritive sowie
immunoprotektive Funktion erfillt. Die innere Augenhaut schlie3lich bildet die Retina
und das ihr anliegende Pigmentepithel. Im Inneren des Auges befindet sich der
Glaskorper, der das Auges in seiner Form erhalt, und die Linse, die mit der Cornea die
Lichtstrahlen bindelt und die Akkommodation ermdglicht.

Zur eigentlichen Retina wird das retinale Pigmentepithel und die neurale Retina mit
ihrem 10-schichtigen Aufbau gezahlt (siehe Abb. 2).
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Abb. 2: Der 10-schichtige Aufbau der Retina [2].

Darunter findet man drei Schichten mit Zellkbrpern: die innerste Schicht mit den
Zellkdrpern der Ganglienzellen (Ganglienzellschicht) und einiger amakriner Zellen, die
innere Kdrnerschicht (innere nukleare Schicht) mit Zellkérpern der Bipolar- und
Horizontalzellen und dem Grof3teil amakriner Zellen sowie Miiller-Gliazellen und die
auBere Kornerschicht (&duRere nukledre Schicht) mit den Perikarya der
Photorezeptoren [3]. In den dazwischenliegenden Schichten bilden sich Synapsen
zwischen Axonen und Dendriten der einzelnen Neurone aus. Makroglia, in Form von

Muller-Gliazellen, dienen der Nutrition und Stabilitaét. Mikroglia Ubernimmt wichtige
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Funktionen bei der Abwehr von Mikroorganismen, der Immunregulation und der
Gewebereparatur [4]. In Richtung des Glaskérpers wird die Retina durch die
Membrana limitans interna abgegrenzt, eine Art Basalmembran. Auf der
gegeniberliegenden Seite dient die Bruch-Membran als Grenzmembran zur
Choroidea.

1.3 Augenentwicklung: Neurale Induktion und Musterbildung

Die Augenentwicklung im Xenopus vollzieht sich in &hnlicher Weise wie bei anderen
Vertebraten und ist ein klassisches Beispiel fur induktive Vorgénge. Darunter wird die
Interaktion zweier Gewebe verstanden, die dazu fuhrt, dass das Schicksal des
responsiven Gewebes durch ein sendendes beeinflusst wird [5]. Im frihen
Neurulastadium wird die Bildung des Augenfelds in der anterioren Neuralplatte
induziert, wo nun eine Reihe von sogenannten Augenfeldtranskriptionsfaktoren
(EFTFs) exprimiert werden. Zu dieser Gruppe gehdren ET, Rx1, Pax6, Six3, Lhx2, tll
und Optx2 (Six6), die alle eine Schliisselrolle in der Augenentwicklung besitzen [6]. Im
weiteren Verlauf der Retinogenese teilt sich das Augenfeld und die Expression der
EFTFs beschrankt sich auf zwei klar getrennte Regionen lateral der vorderen
Mittellinie. FUr die Auftrennung des Augenfelds in zwei lateral gelegene Augenanlagen
scheint das unterliegende prachordale Mesoderm eine entscheidende Rolle zu spielen
[7]. Wurde diese Region experimentell entfernt, fihrte dies zum einen zur Entwicklung
zyklopischer Embryonen, zum anderen wurden Schlisselgene der Retinogenese wie
Pax6 und ET weiterhin in der Mittellinie exprimiert [7,8]. Auf molekularer Basis ist fur
die Spaltung des Augenfelds in Zebrafischen die Sekretion von Sonic hedgehog (Shh)
sowie von Cyclops, einem TGF-B-Molekil (TGF, Transforming Growth Factor)
notwendig [9]. Im NF-Stadium 18/19 in Xenopus laevis, wenn sich das Neuralrohr
schliel3t, beginnen die Augenblaschen, sich von beiden Seiten des prospektiven
Diencephalons auszubuchten, und kommen im NF-Stadium 19-21 in Kontakt mit dem
darlberliegenden Kopfektoderm. Dieses wird spater die Linse und das Corneaepithel
bilden. Die Augenblaschen stehen die ganze Zeit Uber den Augenstiel mit dem
Zwischenhirn in Verbindung. Nach der Auftrennung des Augenfelds werden die
Entwicklungsgene wesentlich differenzierter in den Augenblaschen exprimiert.

Der ventrale Teil, der auch den zuklnftigen Augenstiel umfasst, exprimiert Vax1, Vax2
und Pax2. In der mittleren Region, die die ventrale Retina reprasentiert, exprimieren

die Zellen Vax2 und Pax6. Das dorsale Kompartiment, das sich zur dorsalen Retina
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entwickeln wird, besitzt Pax6 und ET-exprimierende Zellen [10,11]. Diese
dorsoventrale Musterbildung wird durch den graduellen Einfluss vorgeschalteter
Signalmolekule, wie Bone Morphogenetic Protein 4 (BMP4), Sonic hedgehog (Shh),
Fibroblast Growth Factor (FGF) und Retinsdure (RA), auf die Expression von ET,
Pax6, Vax2, Vaxl und Pax2 etabliert. Innerhalb des Augenblaschens entstehen drei
morphologisch und funktionell unterschiedliche Kompartimente: die neurale Retina, das
retinale Pigmentepithel und der Augenstiel [12]. Reziproke Vorgénge kontrollieren die
weitere Entwicklung der Linse und des Augenbechers [13]. Unter physiologischen
Bedingungen bewirken induktive Prozesse, dass sich das Oberflachenektoderm Uber
dem Augenblaschen zur Linsenplakode verdickt und sich schlie3lich als
Linsenblaschen vom Oberflachenektoderm abschniirt (siehe Abb. 3, B, C). Im
Unterschied zu anderen Vertebraten wie Hihnchen, Maus und auch dem Menschen
entwickelt sich die Linse im Xenopus nicht durch eine Invagination des gesamten
Oberflachenektoderms oberhalb des Augenbldschens. Die Linsenplakode entsteht
dagegen im Xenopus durch die Verdickung und Abrundung der inneren sensorischen
Schicht des embryonalen Ektoderms, die sich abtrennt, wenn sich der Augenbecher
ausbildet. Aus dem verbleibenden Ektoderm entwickeln sich die innere und &auf3ere
Schicht des Corneaepithels. Im NF-Stadium 27 beginnt das Augenblaschen, sich zum
Augenbecher umzuformen. Dabei wird aus dem auf3eren, der Linse zugewandten Blatt
die neurale Retina, wahrend das retinale Pigmentepithel (RPE) aus dem inneren Blatt
hervorgeht (Abb. 3, C). Durch die Einstllpung des Augenbechers entsteht an dessen
ventraler Seite eine als choroidale oder optische Fissur benannte Rille, die sich
ausgehend von der ventralen Retina entlang des Augenstiels bis hin zum Neuralrohr
zieht. Mesenchymale Zellen wandern durch diese Offnung in den Augenbecher und
bilden retinale Arterien [14]. Im weiteren Verlauf kommt es durch die Vergrd3erung der
Retina auf beiden Seiten der Fissur zur Verschmelzung der Kanten des Augenbechers
um die BlutgefaRe und aussprossenden Ganglienzellaxone herum. An dieser Stelle
entsteht eine kreisformige Struktur, die als optische Papille bezeichnet wird. Hier
werden alle Axone der Ganglienzellen gebiindelt und bilden den zuklnftigen Sehnerv.
Aufgrund der fehlenden Photorezeptoren ist dieser Bereich als blinder Fleck definiert.
Das Mesenchym der optischen Fissur dringt in den Augenbecher ein und bildet den
Glaskdrper. Ein Grof3teil des Hohlraums zwischen der neuralen Retina und dem RPE
verschwindet im NF-Stadium 32, da sich beide Blatter am Ende der

Augenbecherbildung aneinanderlagern. Der Augenbecherspalt schlief3t sich durch
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Bildung des Augennerven und hinterlasst nur eine kleine Offnung, durch die der
Augenstiel zieht, der weiterhin in Verbindung mit dem Ventrikelsystem des Vorderhirns
steht. Im weiteren Verlauf verdickt sich die neurale Retina, wahrend das RPE als
dinne Schicht abgeflachter Zellen bestehen bleibt. Innerhalb der pars optica retinae
beginnt die Zelldifferenzierung im Stadium 35/36. Dabei werden die Zellkerne in
separaten Schichten angeordnet, die spater die Ganglienzellschicht sowie die dulRere
und innere Kornerschicht bilden werden. Eine definierte Schicht aus Mesenchym,
Ektoderm und eingewanderten Neuralleistenzellen, die das Auge umgibt, entwickelt
sich ab Stadium 39 zu Sklera, Choroidea und den Augenmuskeln [15].

Abb. 3: A-D.Schematische Ubersicht der Augenentwicklung im Vertebraten. (A)
Die Ausstilpung des Augenblaschens (siehe Pfeil) aus dem Dienzephalon fuhrt zur
Bildung der Augengrube (OP). (B) Unterteilung des Augenblaschen in die dorso-distale
Region samt zukinftiger neuraler Retina (NR) und RPE sowie in die proximo-ventrale
Region mit dem zuklnftigen Augenstiel (VOS). Das stetige Wachstum des
Augenblaschens bedingt einen engen Kontakt zwischen Linsenplakode und zukinftiger
neuraler Retina. Es werden wichtige induktive Signale zwischen beiden Seiten
ausgetauscht. (C) Die Evagination des Augenblaschens setzt die
Linsenblaschenbildung in Gang. Die Gesamtstruktur des Auges wird begriindet. An
dem Punkt, wo sich neurale Retina und RPE treffen, entstehen die Bestandteile von
Ziliarkdrper und lIris. (D) Vollstandig entwickeltes Auge. Blau: Linse/Cornea, grin:
neurale Retina, gelb: retinales Pigmentepithel (RPE), violett: Augenstiel; rot: ventrales
Vorderhirn/préachordales Mesenchym, grau: Mesenchym. (PNR) zukinftige neurale
Retina, (POS) zukinftiger ventraler Anteil des Augenstiels, (PLE) zukunftiges
Linsenektoderm, (M) Mesenchym, (VF) ventrales Vorderhirn, (PCM) prachordales
Mesoderm, (LP) Linsenplakode, (VOS) ventraler Augenstiel, (DOS) dorsaler
Augenstiel, (LV) Linsenvesikel, (NR) neurale Retina, (C/l) Ziliarkdrper/lris, (C) Cornea,
(LE) Linsenepithel, (LF) Linsenfaserzellen, (I) Iris, (CB) Ziliarkdrper, (GCL)
Ganglienzellschicht, (INL) innere nukledre Schicht, (ONL) aufl3ere nukledre Schicht,
(ON) Nervus opticus [9].



1.4 Die komplexe Differenzierung retinaler Stammzellen

Die sieben grof3en Zellgruppen der Retina, sechs neuronale Zelltypen und die Miller-
Gliazellen befinden sich in der neuralen Retina in einer geschichteten Anordnung
(siehe Abschnitt 1.2). Es konnte gezeigt werden, dass alle neuronalen Zelltypen und
die Miller-Gliazellen durch Differenzierung aus multipotenten Progenitorzellen
entstehen [16]. Hierbei ist der Einfluss intrinsischer und extrinsischer Faktoren
entscheidend. Die Differenzierung folgt dabei einer festen Reihenfolge, einem
charakteristischen Zeitintervall sowie einem raumlich festgelegten Muster, wobei sich
die Differenzierungswelle ausgehend vom zentralen Anteil des Augenbechers
konzentrisch nach peripher ausbreitet (siehe Abb. 4) [17]. Die einzelnen Zelltypen der
Retina entstehen in einer festgelegten, aber sich Uberlappenden, konservierten
Reihenfolge. Zuerst differenzieren die Ganglienzellen. Anschlielend folgen die
Horizontalzellen, Zapfen, amakrine Zellen und Stabchen. Zum Schluss entstehen die
Bipolarzellen und Muller-Gliazellen [18]. Die retinalen Vorlauferzellen bilden dabei ein

Mosaik aus multipotenten und schicksalsbeschrénkten Progenitorzellen [19].
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Abb. 4 (a) Eine Vorlauferzelle durchlauft die unterschiedlichen Kompetenzwellen
(mit verschiedenen Farben gekennzeichnet). Die Vorlauferzelle kann nur eine
Untergruppe an postmitotischen Zellen generieren. Der Schlussel ist, dass Zellen die
Kompetenz, unterschiedliche Zelltypen zu bilden, erwerben, aber auch wieder verlieren
kénnen. Dagegen besagt das Modell der progressiven Restriktion, dass zu Beginn der
Entwicklung eine Differenzierung zu allen Zelltypen moglich ist, diese Fahigkeit im
Verlauf aber schrittweise verloren geht.

4 (b) Stammbaum einer multipotenten Progenitorzelle. Die zwei Nachkommen
nach jeder Zellteilung, kénnen sowohl mitotisch als auch postmitotisch sein. Die
unterschiedlichen Farben zeigen die verschiedenen Kompetenzstadien an. Mehr als
ein Typ an Vorlauferzellen kann bei diesem Modell ein bestimmtes Zellschicksal
hervorrufen, hier z. B. die Differenzierung zu einem Stabchen (blau). In vivo-
Abstammungsanalysen haben gezeigt, dass solche Multi-Zelltypen-Klone typisch fir
die vertebrate Retina sind [17].



15 Die Bedeutung der Transkriptionsfaktoren Pax6 und Pax2 fur die
Augenentwicklung

Pax6 und Pax2 sind evolutiondar hoch konservierte Transkriptionsfaktoren. Beide
besitzen zwei kooperierende DNA-bindende Doméanen: eine Homéobox-Doméane und
eine Paired-Domaéne. Untersuchungen zu Pax6 und seiner Funktion fanden bereits in
den unterschiedlichsten Tiermodellen statt, z. B. in Mausen [20] und Drosophila
melanogaster [21] bis hin zu Kopffl3lern [22]. Mutationen in einem Pax6-Allel aulzern
sich beim Menschen durch vielfaltige Augenerkrankungen wie Peters Anomalie [23],
Kolobom des optischen Nerven, ektopische Pupillen, Aniridie oder Hypoplasie des
optischen Nerven [24]. In Drosophila und auch in Vertebraten wie Xenopus fiihrte die
ektopische Expression von Pax6 zur Induktion ektopischer Augen [25,26]. Dies deutet
auf eine wichtige Rolle von Pax6 in der Determinierung von okularem Gewebe hin,
weshalb Pax6 zunachst als Masterregulator der Augenentwicklung bezeichnet wurde
[27,28]. Mause mit einer heterozygoten Pax6-Mutation entwickelten einen Phanotyp
mit sehr kleinen Augen, der sogenannten Small eye (sey)-Mutation. Mutationen in
beiden Allelen flihrten sogar zur Anophthalmie [29]. Diese Analogien lassen erkennen,
dass die genannten Pax6-Gene ortholog sind und gleiche Aufgaben erfiillen. Neben
Untersuchungen zum Funktionsausfall von Pax6 fiihrten Uberexpressionsstudien in
Mausen zu ahnlichen Defekten wie ein Pax6-Funktionsverlust. Dazu gehdrten
Mikroophthalmie, retinale Dysplasie und eine gestbrte axonale Leitung von
Ganglienzellen [30,31]. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass auch die Gendosis von
Pax6 eine wichtige Rolle in der normalen Entwicklung und Pathogenese spielt. Die von
Gehring et al. postulierte Rolle als ,Masterkontroligen“ der Augenentwicklung [27]
wurde implizieren, dass Pax6 die Hierarchie der Augen-determinierenden Gene anfiihrt
und alle Aspekte der Augenentwicklung kontrolliert. Die genaue Bedeutung von Pax6
fur die Augenentwicklung ist jedoch noch nicht eindeutig geklart, da z. B. in Planariae
(Strudelwirmer) Augen auch ohne den Transkriptionsfaktor Pax6 gebildet werden
kénnen [32]. Untersuchungen an Mausen zeigten, dass in Pax6-defizienten
Embryonen das proximo-distale Expressionsmuster einiger Transkriptionsfaktoren
zumindest im zeitigen Augenblaschen nicht beeintrachtigt wird [33].

Pax6 und Pax2 sind an der Musterbildung im Augenblaschen und Augenbecher
beteiligt. Auf die Musterbildung der dorso-ventralen und naso-temporalen Retina wirkt

Pax6 ein [34,35]. Dagegen nimmt Pax2 auf die proximo-distale Musterbildung des
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Augenblaschens und auf den Schluss der optischen Fissur Einfluss [36,37]. Pax6 wird
in der Augenanlage und spéater in allen Zellen der zukinftigen Retina, dem
Pigmentepithel und Linsenepithel exprimiert [20]. Die Pax2-Expression erstreckt sich
anfangs auf die ventrale Halfte des Augenblaschens [38] und ist spater nach Bildung
des Augenbechers auf die Gliazellen des optischen Stiels begrenzt, markiert also den
zukunftigen Nervus opticus [36]. Pax6 und Pax2 werden zu Beginn der
Augenentwicklung in bestimmten Regionen des Augenblaschens coexprimiert. Bei der
Bildung der Vorlauferdoméne des retinalen Pigmentepithels im Augenbldschen
scheinen Pax6 und Pax2 sogar redundante Funktionen auszulben [33]. Spater lasst
sich der Augenbecher vom Augenstiel durch die differenzierte Expression von Pax6
und Pax2 abgrenzen [33,38]. An der Grenze zwischen Augenstiel und Augenbecher
wird dabei durch negative reziproke Kontrolle das Expressionsniveau des jeweils
anderen Transkriptionsfaktors festgelegt [39]. Dieses Modell der gegenseitigen
Repression von Pax6 und Pax2 scheint besonders fir spatere Aspekte der

Augenentwicklung wie z. B. der Augenbecherbildung zu gelten [33].

1.6 Das Opitz-G/BBB-Syndrom

Mutationen im Midlinel-Gen verursachen das Opitz-G/BBB-Syndrom, das durch
Defekte der ventralen Mittellinie gekennzeichnet ist. Bei diesem kongenitalen Syndrom
treten  haufig eine  Hypospadie, ein  okularer  Hypertelorismus und
laryngotracheotsophageale Spalten auf. Zusatzlich kénnen die Patienten an Lippen-
Kiefer-Gaumenspalten, gastrointestinalen Defekten, kongenitalen Herzdefekten,
Anomalien des ZNS (Agenesie des Corpus callosum, Agenesie bzw. Hypoplasie des
Vermis) und imperforiertem Anus und Hymen leiden. Entwicklungsverzdgerungen und
mentale Retardierung werden ebenso beschrieben [40,41]. Es existiert sowohl eine X-
chromosomal rezessive Form der Erkrankung, die auf dem kurzen Arm des X-
Chromosoms lokalisiert ist (Xp 22) und deren Ursache eine Mutation im Midlinel-Gen
ist, als auch eine autosomal-dominante Form, die auf dem Chromosom 22 (22g11.2)
nachgewiesen werden konnte. Das Gen, das fir diese Form der Erkrankung
verantwortlich ist, konnte noch nicht identifiziert werden [42,43]. Die Auspragung der
Krankheit ist relativ heterogen. Man findet sowohl Patienten, die schwer betroffen sind,
als auch Patienten, die einen milden Phénotyp aufweisen. Sogar innerhalb einer

Familie kann sich die Krankheit unterschiedlich stark manifestieren. Die meisten
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Mutationen, die das X-chromosomale Opitz-G/BBB-Syndrom verursachen und zu
einem verkurzten Protein fuhren, finden sich am C-Terminus des Gens [43,44].

1.7 Midlinel: Struktur und Funktion

Das Midlinel-Gen, auch bekannt als FXY, RNF59 und TRIM18, verfligt Uber 300 kb
und besteht aus 10 Exons, von denen 9 kodieren. Das humane Midlinel kodiert fir ein
72 kDa grofes Protein und besteht aus 667 Aminosauren. Das Protein ist
gekennzeichnet durch ein RBCC-Motiv, das eine spezifische Abfolge von RING-Finger
(Really Interesting New Gene), zwei B-Boxen sowie einer coiled-coil-Doméane darstellt.
Das Motiv wird aufgrund dieser Dreiteilung auch als TRIM (Tripartite Motif) bezeichnet.
Proteine, die dieser Gruppe angehoren, sind an einer Vielzahl von Prozessen wahrend
der Entwicklung und Zelldifferenzierung sowie an der Pathogenese von Krankheiten,
wie dem Opitz-G/BBB-Syndrom beteiligt [43,45]. An die RBCC-Domaéne schlief3t sich
eine Fibronektin-Typ-Ill-Doméane und eine B-Box 30.2 im Midlinel-Protein an [46]. Der
coiled-coil-Doméane schreibt man eine Funktion bei der Bildung von Homodimeren
zwischen Midlinel-Proteinen und Heterodimeren zwischen Midlinel- und Midline2-
Proteinen zu [47].

Midline2 ist ein Protein, das eine hohe Strukturahnlichkeit mit Midlinel besitzt und auch
Ubereinstimmungen in der Gewebeexpression zeigt. In beiden Proteinen sind die
funktionellen Doménen stark konserviert. Aul3erdem besitzt das Midline2-Protein wie
Midlinel die Fahigkeit, mit Mikrotubuli zu assoziieren (siehe unten), und koénnte
eventuell einen Ausfall der Midlinel-Funktion zumindest teilweise kompensieren und
so die Heterogenitat im Krankheitsbild der Patienten mit Opitz-G/BBB-Syndrom partiell
erklaren [47,48].

Auch wenn die genaue Funktion von Midlinel noch nicht ausreichend geklart ist, haben
Experimente gezeigt, dass Midlinel im Zytoplasma mit Mikrotubuli assoziiert und dort
Teil eines groRen Multiproteinkomplexes ist, der an Ubiquitinylierungsreaktionen
beteiligt ist (sieche Abb. 5, a) [49,50]. Fur die Bindung an Mikrotubuli ist wahrscheinlich
die B-Box 30.2 am C-Terminus des Midlinel-Proteins verantwortlich, die allgemein fir
Protein-Protein-Interaktionen von Bedeutung ist [51]. Es wird weiter davon
ausgegangen, dass es Aufgabe der B-Box 1 des Midlinel-Proteins ist, das a4-Protein
zu binden. Letzteres ist eine regulatorische Untereinheit der Proteinphosphatase 2A
und assoziiert mit deren katalytischer Untereinheit (PP2Ac), die somit in die raumliche

Néhe des Midlinel-Proteins gebracht und deren Aktivitat durch die Bindung reduziert
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wird [52,53]. Weiterhin kann Midlinel tber die Ring-Finger-Doméne eine Ubiquitin-
Transferase binden, die nun Ubiquitin-Molekile auf die Proteinphosphatase 2Ac
Ubertragen kann, sodass eine Polyubiquitinkette entsteht. Die so markierte
Proteinphosphatase 2Ac wird im Anschluss durch Proteasomen, die Uber spezifische
Rezeptoren Poly-Ubiquitin markierte Proteine erkennen, abgebaut. Somit nimmt
Midlinel die Rolle als E3-Enzym im Ubiquitin-System ein. Eine Mutation im Midlinel-
Gen fuhrt zu einem Midlinel-Protein, das nicht mehr mit Mikrotubuli assoziieren kann
und im Zytoplasma der Zelle in Form von Proteinaggregaten akkumuliert [49].
Wabhrscheinlich kann der enge Kontakt der E2-Ubiquitin-Transferase zur
Proteinphosphatase 2Ac nicht mehr durch Midlinel vermittelt werden. Eine Ubiquitin-
abhéangige Degradation der PP2Ac wird somit verhindert und fiihrt durch die Zunahme
an Phosphatasemolekilen zu einer Hypophosphorylierung Mikrotubuli-assoziierter
Proteine (siehe Abb. 5, b) [53].
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Abb. 5 (a) Schematische Darstellung des Midlinel-vermittelten Ubiquitin-
abhéngigen Abbaus der Proteinphosphatase 2Ac (PP2Ac) und (b) seiner Stérung
beim Opitz-G/BBB-Syndrom. (a) Mittels der B-Box 1 bindet Midline1 das a4-Protein,
eine regulatorische Untereinheit der PP2Ac. Eine Uber die RING-Finger-Doméne
gebundene Ubiquitin-Transferase vermittelt die Ubiquitinylierung des Zielproteins. Die
Polyubiquitinkette wird vom Proteasom erkannt und die PP2Ac abgebaut. (b)
Mutationen im Midlinel-Gen filhren zur Unfahigkeit des Proteins mit Mikrotubuli zu
assoziieren. Es bilden sich Proteinaggregate des veranderten Midlinel in der Zelle.
Eine Hypophosphorylierung der Mikrotubuli-assoziierten Proteine ist die Folge einer
erhohten PP2A-Konzentration in der Zelle. MAP, Mikrotubuli und verschiedene
assoziierte phosphorylierte Proteine (x,y); Pi, anorganisches Phosphat; Ub, Ubiquitin;
RING, RING-Finger-Domane; BB1l, B-Box 1; A und B, Untereinheiten der
Proteinphosphatase 2A. Ubiquitin-Transferase, ein Proteinkomplex mit einem
Ubiquitin-konjugierenden Enzym und mdglichen Hilfsproteinen [53].
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1.8 Das Ubiquitin-System und die Bedeutung der E3-Ligase

Ubiquitin ist ein kleines, aus 76 Aminoséuren bestehendes Peptid, das evolutionar
stark konserviert wurde, was nahe legt, dass auch seine biologischen Funktionen
bewahrt wurden [54]. Das Ubiquitin-System dient im Wesentlichen der Markierung und
Degradation von Substraten, die z. B. aufgrund einer Fehlfaltung eliminiert werden
sollen. AuRerdem nimmt es durch Anderung der Verfugbarkeit von
Transkriptionsfaktoren und Zellzyklusregulatoren Einfluss auf die Regulation von
Zellprozessen wie z. B. die Signaltransduktion und den Zellzyklus [55]. Weiterhin dient
die Ubiquitinylierung von Proteinen auch der Modulation von Transkription, Replikation
und DNA-Reparatur [56]. Es gibt E3-Ligasen wie skp2 und TRIM11, die an
Entwicklungsprozessen wie der Zellproliferation und Zelldifferenzierung beteiligt sind
[57,58].

Abb. 6: Schematische Ubersicht der Ubiquitinylierung von Proteinen. Mehrere
enzymatische Schritte sind nétig, um das Ubiquitin auf sein Zielprotein zu Ubertragen.
Das E1-Enzym, ein Ubiquitin-aktivierendes Enzym lbernimmt den ersten Schritt der
ATP-abh&ngigen Ubiquitin-Bindung. Von ihm erfolgt die Ubertragung des Ubiquitins auf
eine Ubiquitin-Transferase (E2). RING-Finger-E3s und U-Box-E3s (Ubiquitin-Ligasen)
binden Zielprotein und E2. Die Ubertragung des Ubiquitins erfolgt direkt vom E2 auf
das Zielprotein. E3s mit einer HECT-Doméane dagegen Ubernehmen in einem
Zwischenschritt selbst das Ubiquitin und verkniipfen es anschlieBend mit dem
Zielprotein [59].

Die Konjugation eines Proteins mit Ubiquitin erfolgt in mehreren aufeinanderfolgenden
Schritten (siehe Abb. 6). Der initiale Schritt wird durch ein E1-Enzym, das Ubiquitin-

aktivierende Enzym, katalysiert. Dabei wird der Carboxylrest des C-terminalen Glycins
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eines Ubiquitins ATP-abhangig aktiviert und eine energiereiche Thioesterbindung
zwischen Ubiquitin und einem Cysteinrest des E1-Enzyms gebildet [60]. Im zweiten
Schritt wird das so aktivierte Ubiquitin auf ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym E2
tibertragen [61]. Im letzten Schritt erfolgt die Ubertragung des Ubiquitins durch ein E3-
Enzym, eine Ubiquitin-Ligase, direkt oder indirekt vom E2-Enzym (siehe Abb.6) auf
sein Zielprotein. FiUr die Erkennung des Zielproteins ist meist das E3-Enzym
verantwortlich. Die Interaktion zwischen dem E3-Enzym und dem Substrat wird oft
durch kovalente Modifikation des Substrates reguliert. Bekannte Modifikationen sind:
Phosphorylierung  (besonders fir die Zellzyklusregulation), Glykosylierung,
Acetylierung und Hydroxylierung [62]. Die bisher bekannten E3-Enzyme gehéren zu
drei Protein-Familien: HECT-Familie (Homologous to E6AP Carboxy Terminus), UFD2-

homologe (U-Box) Proteine und Ring-Proteine [54], zu denen auch Midlinel gehort.

1.9 Zielstellung

Die physiologische Funktion von Midlinel in der Zelle als Mikrotubuli-assoziierte E3-
Ligase mit dem Zielprotein Proteinphosphatase 2A wurde bereits untersucht [52,53].
Diese Erkenntnis ist jedoch nicht ausreichend, die biologische Funktion von Midlinel
vollstandig zu verstehen, da zum einen die Proteinphosphatase 2A (PP2A) zahlreiche
Zielproteine beeinflusst und an vielen Prozessen in der Zelle beteiligt ist [63] und zum
anderen die PP2A mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht das einzige Substrat der
Ubiquitin-Ligase Midlinel ist. Die Expression von Midlinel wurde bislang nur in
menschlichen Embryonen und in wenigen anderen Spezies wie Maus, Huhn und
Xenopus untersucht [64,65,66,67]. Neben Defekten der Mittellinie wurden beim Opitz-
G/BBB-Syndrom auch Augenfehistellungen in  Form eines Hypertelorismus
beschrieben [40,41]. Inwieweit Midlinel eine Rolle fur die Augenentwicklung spielt,
wurde bisher jedoch noch nicht untersucht. Ein Anliegen war daher eine detaillierte
Beschreibung der Expression von Midlinel wahrend der Augenentwicklung von
Xenopus laevis vorzunehmen und im Vergleich zur Expression zweier fundamentaler
Augenmarkergene, Pax2 und Pax6, zu analysieren. Expressionsanalysen im Rahmen
von RT-PCRs sollten die Gewebeexpression und den zeitlichen Expressionsverlauf
von Midlinel darstellen. Von besonderem Interesse war es, die Auswirkungen eines
Midlinel-Funktionsverlustes auf die normale Augenentwicklung zu untersuchen. Ziel
war uberdies in Uberexpressionsstudien an retinalen Vorlauferzellen zu klaren, ob

Midlinel gegebenenfalls die Differenzierung retinaler Vorlauferzellen beeinflusst.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Tiermodell Xenopus laevis

Der sudafrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis wurde lber die Firma Nasco, USA
bezogen und entsprechend den Bedingungen des Tierschutzes gehalten.

2.1.2 Bakterien
Kompetente Escherichia coli-Bakterien, Stamm: DH5alpha, Invitrogen

2.1.3 Chemikalien

Agarose, Roth

Albumin, Sigma

Ampicillin-Natriumsalz, AppliChem

Blocking Reagent, Roche

Borsaure, Roth

Bovines Serumalbumin (BSA, Rinderserumalbumin), Roth
Bromphenolblau, Merck

Calciumchlorid, AppliChem

CHAPS, Merck

Chloroform, Merck

4', 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI), Roth
Diethylpyrocarbonat (DEPC), Sigma
Digoxigenin-11-dUTP (10 mM), Roche
Digoxigenin-11-UTP (10 mM), Roche

Dimethylformamid (DMF), Roth

Dimethylsulfoxid (DMSO), Roth

DNA Ladder, O’GeneRuler™ (100 bp, 50 bp),

dNTP Mix (10 mM), Fermentas

DOTAP (N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium-methylsulfat), Roche
Ethanol (= 99,8%), Roth

Ethidiumbromid, Q-Biogene

Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Sigma
Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether) N, N, N',N'-tetraacetat (EGTA), Sigma

FluorSave™ Reagent, Calbiochem



Formaldehyd, Roth

Formamid, Roth

Gelatine, Roth

Glutaraldehyd (25 %), Roth
Glycin, Sigma

Glyzerin, Roth

Heparin, Roth

HEPES, Roth

Humanes Choriongonadotropin (hCG), Sigma
Isopropanol, Roth

Kaliumchlorid, Roth
Kaliumdihydrogenphosphat, Roth
Kaliumhexacyanoferrat (II) Trihydrat (K4Fe(CN)s -3H,0), Sigma
Kaliumhexacyanoferrat (Ill), (KsFe(CN)e), Sigma
LB-Agar, Invitrogen

LB-Broth Base, Invitrogen
L-Cysteinhydrochlorid, Roth
Levamisol, Sigma

Lithiumchlorid, Roth
Magnesiumchlorid, Roth
Magnesiumsulfat, Sigma-Aldrich
Methanol, Roth

MOPS, Q-Biogene

Mowiol, Calbiochem
Natriumacetat, Roth
Natriumchlorid, Roth
Natriumcitrat, Fluka
Natriumdodecylsulfat (SDS), Roth
Natriumhydrogencarbonat, Sigma
Natriumhydrogenphosphat, Merck
NBT/BCIP, Roche
Nilblau-Chlorid, Fluka

NP40 100 %, Roche

PolyFreeze (Tissue Freezing Medium), Polyscience

14
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Paraformaldehyd, Roth

PCR-H,0, Sigma

Phenol, Roth

Proteinase K, Merck

Quick-Load® 50 bp DNA-Ladder, New England Biolabs
Red-Gal (6-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galaktopyranosid), Sigma
RNase OUT™ Ribonukleaseinhibitor, Invitrogen

Sucrose, Roth

Torula RNA, Sigma

Triethanolamin, Roth

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), Roth

Triton X-100, Ferak

TRIzol ® Reagent, Invitrogene

Tween-20, Roth

Wasserstoffperoxid (H,0>) 30 %, Roth

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-p-D-galactopyranosid), Q-Biogene
Xylencyanol, Roth

2.1.4  Puffer, Losungen, Medien

Tabelle 1 :Lésungen und Puffer zur Behandlung der Xenopus-Embryonen

Dents-Fix 80 % Methanol, 20 % DMSO

humanes Choriongonadotropin | 10,000 U/val hCG in 5 ml destilliertem H,O (dH,0)

(hCG) geldst, anschlieRend aliquotiert und bei -20 °C
gelagert

L-Cysteinhydrochlorid 2 % 10 g L-Cystein-Hydrochlorid mit dH,O auf 500 ml
aufgefullt, pH 7,8-8,0

5x MBS-L&ésung 440 mM NacCl, 12 mM NaHCO3;, 5 mM KCI, 4,1

(Modifizierte Barth-Losung) mM MgSO,, 50 mM Hepes, 2 mM CacCl; in dH,0,
pH 7.4, sterilfiltriert

10x MEM 1 M MOPS, 20 mM EGTA, 10 mM MgSO, in
dH,0, steriffiltriert

MEMFA 3,7 % Formaldehyd in 1x MEM
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Nilblau-L6sung

50 mM NaH,PO, auf 60 °C erwarmt, Zugabe von
0,01 % Nilblau-Chlorid Uber Nacht
anschlieRend filtriert

geruhrt,

Red-Gal-Stammldsung

25 mg/ml  Red-Gal (6-Chloro-3-Indolyl-B-D-
Galaktopyranosid) in DMSO, Lagerung bei -20 °C

und unter Lichtabschluss

X-Gal-Stammldsung

40 mg/ml X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-
galactopyranosid) in DMSO, Lagerung bei -20 °C

und unter Lichtabschluss

X-bzw. Red-Gal-Farbeltsung

20 mM KsFe(CN)s, 20 mM K4Fe(CN)s, 2 mM
MgCl,, 0,02 % NP40, Zugabe von 1 mg/ml X-bzw.
Red-Gal in 1x PBS

Tabelle 2: Puffer flr die Gelelektrophorese

10x TBE-Puffer
(Tris/Borsaure/EDTA)

0,89 M Tris, 0,89 M Borsaure, 20 mM EDTA in
dH,O

Glyzerin-Ladepuffer

10 mM EDTA, 30 % Glycerol (v/v), 0,025 %
Bromphenolblau, 0,025 % Xylencyanol in 10 mM
Tris-HCI, pH 7,5

Tabelle 3: Losungen und Puffer fur die ,,whole mount” in situ Hybridisierung

Anti-Digoxigenin-Antikdrper

(Roche Diagnostics)

1/2000 verdiinnt in TNX/2% BR

Bleichlésung

5 % Formamid, 0,5 % SSC, 10 % H,0,

DEPC (Diethylpyrocarbonat)
H,O

0,1 % (v/iv) DEPC in dH,0, 2 Stunden bei 37 °C

inkubiert, autoklaviert

Glycinlésung

Glycin 2 mg/ml in PTw




17

Hybridisierungslésung

50 % Formamid, 1 % Blocking Reagent, 5x SSC
unter Erwarmen auf 60 °C gelost,

Zugabe von:

Torula-RNA, Endkonzentration: 1 mg/mli
Heparin, Endkonzentration: 0,1 mg/ml
Tween-20, Endkonzentration: 0,1 %

EDTA, Endkonzentration: 5 mM

CHAPS, Endkonzentration: 0,1 %

auffillen mit dH,O, Lagerung bei -20 °C

Methanolreihe

100 %, 75 %, 50 %, 25 % in PTw

NBT/BCIP-L6sung

3,5 I NBT/BCIP (nach Herstellerangaben
gefertigt) pro ml NTMT/ 2mM Levamisol

NTMT/2 mM Levamisol

0,1 M Tris pH 9,5, 100 mM NacCl, 50 mM MgCls,

0,1 %Tween-20, 2 mM Levamisol

4 % Paraformaldehyd (PFA)

4 % PFA in 1x PBS, unter Erwdrmung auf 60 °C
und Rahren geldst, pH 7,2, Lagerung bei -20 °C

10x PBS (phosphatgepufferte

Salzlésung)

140 mM NacCl, 27 mM KCI, 80 mM Na,HPO,, 18
mM KHZPO4 in dH,0, pH 7,2, autoklaviert

PTw

0,1 % Tween-20 in 1x PBS

20x SSC (Standard Saline
Citrate Puffer)

3 M NaCl, 0,3 M NaCitrat in dH,0,
pH 7,2-7,4

TNX

0,1 % Tris, 0,05 M NacCl, 0,1% Triton X-100

TNX/2% BR (Blocking Reagent)

2 % BR in TNX unter Erwarmung auf
60 °C geldst, Lagerung bei -20 °C

Torula-RNA

10 mg/ml: 10 mg Torula-RNA in DEPC H,0 bei 37
°C Uber Nacht geschiittelt, Zentrifugation bei 6000
rpm fir 10 Minuten, Uberstand aliquotiert,

Lagerung bei -20 °C

Tabelle 4: Antikdrperfarbung

Permeabilisierungs-und Blocking

LOsung

1 % Bovines Rinderalbumin (BSA), 0,05 % Triton
X-100 in 1x PBS
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Tabelle 5: Medien und Lésungen fur Vibratomschnitte
Gelatine-Albumin- 0,44 % (w/v) Gelatine, 13,5 % (w/v) Albumin,
Einbettungsmedium 18 % (w/v) Sucrose in 1x PBS unter Erwarmung

auf 60 °C und unter Rihren geldst, Zentrifugation
bei 6000 rpm fiir 10 Minuten, Lagerung bei -20 °C
Mowiol 25 % (v/v) Mowiol in PBS gelést, Zugabe von

Gylcerol (%2 Volumen der PBS-L6sung ), Losung
unter Ruhren, Zentrifugation bei 6000 rpm fir 10
Minuten, Uberstand aliquotiert, Lagerung bei -20°C

Tabelle 6: Medien
Luria Bertani (LB)-Medium 20 g LB-Broth Base in 1 | dH,0O geldst,

autoklaviert, Lagerung bei 4 °C

LB-(Ampicillin)-Agar 32 g LB-Agarin 1 | dH,0 geldst, autoklaviert, nach
Abkuhlung auf 50 °C Zugabe von Ampicillin-
Natriumsalz mit einer Endkonzentration von

100 pg/ml

LB-(Ampicillin)-Medium Zugabe von Ampicillin in einer Endkonzentration

von 100 pg/ml in LB-Medium

2.1.5 Enzyme

Restriktionsenzyme mit geliefertem Puffer:

Clal (5.000 U/ml), New England Biolabs (NEB)
EcoR1 (20.000 U/ml), New England Biolabs (NEB)
Hind 11l (20.000 U/ml), New England Biolabs (NEB)
Not I (10.000 U/ml), New England Biolabs (NEB)
DNase | (1 U/ml), Fermentas

Tag DNA-Polymerase (5 U/ml), Fermentas
T7-Polymerase (20 U/ul), Roche

T3-Polymerase (20 U/ul), Roche

Sp6-Polymerase (20 U/ul), Roche

216 Kits

Die Kits wurden entsprechend den Herstellerangaben verwendet.
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Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems
Dig RNA Labeling Kit, Roche

Gene Amp® RNA PCR Kit, Applied Biosystems

NucleoBond X-tra Midi plasmid purification Kit, Macherey-Nagel
NucleoSpin® Extract Il Kit, Macherey-Nagel

Mini quick spin columns, Roche

RNeasy Mini Kit, Qiagen

2.1.7 Oligonukleotide, Vektoren und Plamide, AntikGrper
Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden bei Sigma-Aldrich bestellt und nach Herstellerangaben in
dH,0 geldst, um 100 uM Stammldsungen zu erhalten.

Tabelle 7: Primer und Sequenzen

Primer Sequenz (5°-3Y)

XI-Midlinel-RT-F77 GCCCTATCTGTCTGGAGCTG
XI-Midline1-RT-R396 CTCGCTTGATGTCATGCTGT
XI-Midline2-RT-F300 TGGACAAGCCAACTTCATCA
XI-Midline2-RT-R560 TCCTTTTCCATCTGCATTCC
XI-ODC-RT-F GCCATTGTGAAGACTCTCTCCATTC
XI-ODC-RT-R TTCGGGTGATTCCTTGCCAC
XI-Midline1-RT-1409-F CTGGAAGTCGCAACAGTGAA
XI-Midlinel-RT-1721-R GCCGTGTTCTTTCCTATCCA
Hs-Midlinel-RT-1825-F AGCCTGGGAAGTTGAAGACA
Hs-Midlinel-RT-2111-R CTTCCCAATCCATTCATGCT
Beta-2-Mikroglobulin-RT-F TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT
Beta-2-Mikroglobulin-RT-R TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT
H4-RT-F CGGGATAACATTCAGGGTATCACT
H4-RT-R ATCCATGGCGGTAACTGTCTTCCT
XI-Midlinel-F-ATG_seq ATGGAAACACTGGAGTCTGAACTG
T7-Primer TCTACGTAATACGACTCACTATAG
T3-Primer ATTAACCCTCACTAAAGGGA
Sp6-Primer TTTAGGTGACACTATAGAATAC

F-Primer=Vorwartssequenz, R=Ruckwartssequenz, RT=Primer fir Reverse
Transkription, seg= Primer fiir Sequenzierung
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Antisense-Morpholino-Oligonukleotide (MO)

Die Antisense-Morpholino-Oligonukleotide wurden tber die Firma Gene Tool (USA)
bezogen und entsprechend den Herstellerangaben in RNase (Ribonuklease) -freiem
H,O geldst, um

1 mM Ldsungen zu erhalten

Standard-Mo (Kontrolle): 5'-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3'

XI-Midline1-MO: 5-TCAGTTCAGACTCCAGTGTTTCCAT-3'

Plasmide

Plasmide fir Lipofektion:

Xt-Midlinel (Xenopus tropicalis) in einem pCMV-Sport6-Vektor (ehemaliges RZPD,
Deutsches Ressourcenzentrum fir Genomforschung, Zugangsnummer CF239162)
Hs-Midlinel (Homo sapiens) in einem pCMV-Sport6-Vektor (ImaGenes,
Zugangsnummer BC053626)

GFP in einem pCS2plus-Vektor (Geschenk von David Turner)

Plasmide fur ,whole mount® in situ Hybridisierung:

Midlinel in einem pB sk (-)-Vektor (XLO82d10, Zugangsnummer BJO87663)

Pax2 in einem pBluescript Il SKplus-Vektor (Heller.N; 1997; Mech.dev)

Pax6 in einem pCS2-Vektor (Geschenk von Nick Hirch)

Antikdrper
Anti-Kaninchen-Pax6-Antikérper, Covance

Anti-Kaninchen-lgG-Antikorper (Alexa 594), Invitrogen

2.1.8 Arbeitsgerate

Mikroliterpipetten: P10, P20, P200, P1000, Gilson S.A.S, Frankreich

Reaktionsgefalie: Eppendorf Standard Reaktionsgefalie; Safe-Lock-Gefaze a 0,5 ml,
1,5 ml und 2 ml; PCR-GefalRe a 0,2 ml und 0,5 ml, eppendorf

Borosilikatkapillaren: World Precision Instruments, Inc. (WPI)

PCR-Thermocycler: Tpersonal Thermocycler, Biometra

Zentrifugen:

Biofuge pico, Heraeus

Sigma 2K15, Sigma Laborzentrifugen

Sprvall RC-5B, Thermos Scientific
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Spectrophotometer:

NanoDrop ®Spectrophotometer ND-100, peQlab Biotechnology
Bio Photometer, eppendorf

Abzugshaube: KS12, Thermo Scientific

Inkubatoren:

Incubator function line, Heraeus

Incubator shaker: Innova ™ 4300, New Brunswick Scientific
Incubator shaker: Innova™4230, New Brunswick Scientific
Wasserbad DIN-40050-1P20, Memmert

Thermomixer: Thermomixer 5437, eppendorf
Thermomixer: HTMR-131, HLC-Haep Labor Consult
Mixer: Rocky 100, Labortechnik Frobel; RM5V-30, CAT M. Zipperer
Histologische Arbeitsgerate:

Vibratom Leica VT1000 S, Leica Microsystem

Microtom Leica RM 2066, Leica Microsystem

Microm HM500 Om, Microm

SuperFrost®plus Objekttrager, Menzel-Glaser
Deckglaser, Menzel-Glaser

Elektrophorese:

Bio-Rad Gel Doc2000, Bio-Rad Laboratories USA
Power-Pack P25, Biometra

Elektrophoresis power supply E844, Consort, Belgien
Mikroinjektion:

Mikroinjektor: PV820Pneumatic Picopump, Helmut Saur
PN-30 Pull-Pin-Gerat, Narishige, Japan

Mikroskop:

Zeiss Stemi 2000, Carl Zeiss

Olympus SZX12, Olympus Microscopy, Japan

Leica DMR, Leica Mikrosystem

Nikon Eclipse E600, Nikon, Japan

Kamera:

iINTAS MS 500, INTAS

Vosskihler CCD-1300QLN, Vosskuhler

Computer: Personlicher Laptop, HP Pavilion Entertainment PC
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Software:

Analyze 68K Mac Molly® Tetra V3.10

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), National Institute for Health, USA
Freehand 9/10 Macromedia Central Europe

Genetyx application, Software Development, Japan

Microsoft®Office Windows Vista, Microsoft, USA

Adobe Photoshop CS4

Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/), Whitehead Institute for biomedical Research, USA
Qcapture Pro5.1, Qlmaging, USA

Translator (http://www.fr33.net/translator.php)

Nicht gennante, weitere Materialien werden im Methodenteil aufgefuhrt.

2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Xenopus laevis-Embryonen

Das embryonale Gewebe wurde nach seiner Isolierung in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt, um
Degradationsprozesse an der RNA zu verhindern. Ein Abbau der RNA wurde durch
RNase-freies Arbeiten wahrend der folgenden Arbeitsschritte vermieden. Zwei bis vier
Embryonen der gewlinschten Stadien wurden in ein 1,5 ml-Eppendorfreaktionsgefafd
gegeben. Ein 2x Extraktionspuffer wurde frisch hergestellt aus: 400 ul 0,5 M EDTA, 2
ml 1 M Tris-HCI (pH 7,5), 1,2 ml 5 M NaCl, 2 ml 20 % SDS (Natriumdodecylsulfat). Der
Ansatz wurde mit dH,O auf 10 ml aufgeflllt. Es wurde anschlielend ein 1x
Extraktionspuffer durch Hinzufiigen von destilliertem Wasser hergestellt und mit
Proteinase K (Endkonzentration: 200 ng/ml) versetzt. Die Embryonen wurden mittels
einer feinen Spritze lysiert und anschlieBend 60 Minuten bei Raumtemperatur
belassen. Darauffolgend wurden 400 ul Phenol hinzugegeben, der Ansatz gemischt
und 5 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert, um eine Phasentrennung zu erreichen. Die
obere wassrige RNA-haltige Phase wurde in ein neues 2 ml-Reaktionsgefald pipettiert.
AnschlieBend wurden 400 pl einer Mischung aus gleichen Teilen an Phenol und
Chloroform erstellt, dem Ansatz hinzugefliigt und gemischt. Die obere Phase wurde
wieder in ein neues 2 ml-Reaktionsgefald tberfihrt. Dieser Vorgang wurde noch einmal
wiederholt. Nach wiederholter Gewinnung der oberen Phase erfolgte die Zugabe von
400 pl Chloroform. Der Ansatz wurde gemischt und zentrifugiert. Die obere Phase

wurde in ein neues Reaktionsgefd? gegeben. Dieser Vorgang wurde so lange
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wiederholt, bis keine Prazipitate in Form einer Interphase mehr sichtbar war (ca. zwei-
bis viermal). Dem Volumen an Reaktionsansatz wurde das gleiche Volumen an 4 M
LiCl zugegeben und der Ansatz ein bis zwei Stunden bei -20 °C belassen. Der Ansatz
wurde im Anschluss 30 Minuten bei 4 °C und 14.000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das RNA-Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und
anschlieBend 5 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das luftgetrocknete RNA-Pellet in 360 ul TE (Tris’fEDTA-Puffer aus 10 mM Tris-HCI
(pH 7,5) und 1 mM EDTA) eine Minute bei 60 °C erwarmt und danach resuspendiert.
40 pl 3 M NaAc und 1 ml 100 % Ethanol wurden beigefiigt. Der Ansatz wurde 5
Minuten bei 14.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Sediment
wurde erneut mit 75 % Ethanol gewaschen und zentrifugiert, der Uberstand verworfen
und das RNA-Pellet luftgetrocknet. Schliel3lich wurde das Sediment in 100 pl RNase-
freiem Wasser durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren geldst und die Konzentration
mit dem NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 bestimmt. Zur Kontrolle wurde eine
Gelektrophorese auf 1 % Agaraosegel mit TBE durchgefiihrt. Es erfolgte ein DNase-I-
Verdau der isolierten RNA, um genomische DNA zu entfernen, indem 2 U DNase |
hinzugefiigt wurden und der Ansatz fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert wurde. Die
Reaktion wurde mit 1 pl EDTA beendet und die RNA mithilfe des RNeasy Mini Kit nach

Herstellerangaben gereinigt.

2.2.2 RNA-Isolation aus adultem Froschgewebe

Die praparierten Gewebeproben des Xenopus wurden nach ihrer Gewinnung in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur Verwendung gelagert. Es
wurde ebenfalls auf RNase-freies Arbeiten geachtet. Vor Beginn des Experiments
wurden die Mortel und StoRel ebenfalls in flissigem Stickstoff vorgekihlt, um ein
Auftauen der Gewebe zu verhindern. Die Gewebeproben wurden mithilfe von Mérser
und StoRel zerkleinert und 50-100 ng in 1 ml TRIzol®Regent homogenisiert. Dabei
wurden Nadeln mit absteigendem Durchmesser zu Hilfe genommen, die auf eine
sterile Spritze montiert waren. Nach Zugabe von 200 pl Chloroform wurde der Ansatz
gemischt und drei Minuten bei Raumtemperatur belassen. Es erfolgte eine
Zentrifugation fir 15 Sekunden bei 10.000 rpm und 4 °C. Die RNA-haltige obere,
wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefa? dberfiihrt. 0,5 ml Isopropanol
wurden hinzugefligt und die RNA 30 Minuten bei -20 °C ausgefallt. Nach einer

erneuten Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 10.000 rpm und 4 °C wurde der Uberstand
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verworfen und das RNA-Sediment mit 70%igem Ethanol 5 Minuten bei 10.000 rpm und
4 °C gewaschen. AnschlieRend wurde das RNA-Pellet luftgetrocknet und in 90 pl
DEPC-Wasser (100 pl DEPC in 1 | H,O, autoklaviert) durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren resuspendiert. Zur Entfernung der genomischen DNA wurde ein DNase-
I-Verdau durchgefuhrt und die RNA abschlielend mit dem RNeasy Mini Kit nach den
Herstellerangaben aufgereinigt und in 30 pl RNase-freiem Wasser aufgenommen.

223 RT-PCR
Die Reverse Transkriptase-PCR dient dazu, spezifische RNA-Sequenzen zu
amplifizieren, und wird als 2-schrittiges Verfahren durchgefiihrt. Zunachst wurde mRNA
durch reverse Transkription in sog. cDNA (komplementdre DNA) umgeschrieben. In
einem zweiten Schritt wurde eine Probe der cDNA zur Durchfiihrung einer PCR
verwendet. Dabei wurden die zu untersuchenden DNA-Sequenzen mittels spezifischer
Primer amplifiziert. Der Vorteil dieser Methode ist die Mdglichkeit der optimalen
Einstellung der Reaktionsbedingungen auf die verschiedenen verwendeten Enzyme.
Es wurden RT-PCRs mit RNA aus adulten Geweben von Xenopus laevis (XI) (siehe
Abschnitt 2.2.2), mit RNA aus verschiedenen Entwicklungsstadien der Xenopus laevis
(Xh-Embryonen (siehe Abschnitt 2.2.1) sowie mit humanen RNA-Geweben (HSs)
durchgefuhrt (bezogen von Stratagene und BD Bioscience Clontech).
Die cDNA wurde mit dem Gene Amp® RNA PCR Kit mit der MuLV Reversen
Transkriptase nach Herstellerangaben synthetisiert.
Ein Master-Mix wurde erstellt aus

MgCl, (Endkonzentration: 5 mM),

PCR Puffer Il (Endkonzentration: 1x),

RNase OUT (Endkonzentration: 1 U/ul),

dGTP, dTTP, dCTP und dATP (Endkonzentration: jeweils 1 mM),

Random Hexamer Primer (Endkonzentration 2,5 uM)

MuLV Reverse Transkriptase (Endkonzentration: 2,5 U/ul )

und RNase-freiem H-,O.
Zu 17 pl Master-Mix wurden 3 pl RNA (100 ng/ul) pipettiert. Es wurde vorsichtig gemixt.
AnschlieRend wurde das Endvolumen von 20 ul im PCR-Thermocycler fir 15 Minuten
bei 42 °C zur reversen Transkription erhitzt, danach 5 Minuten bei 99 °C denaturiert
und schlief3lich 5 Minuten auf 5 °C abgekuhlt.
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Fir den zweiten Schritt der RT-PCR, der der Amplifikation spezifischer cDNA-

Abschnitte diente, wurden zu 5 pl der synthetisierten cDNA 20 pl eines Master-Mix

bestehend aus

PCR-Puffer Il (Endkonzentration: 1x),
MgCl,-Losung (Endkonzentration: 2 mM),

Tag-Polymerase (Endkonzentration: 2,5 U/100 pl),

PCR-Primer-Mix (0,5 pl einer 15 pM-Verdinnung der entsprechenden

Forward- und Reverse-Primer)

und PCR-Wasser hinzugefigt.

Die Amplifikation erfolgte im PCR-Thermocycler mittels eines PCR-Programms, deren

Parameter durch vorhergehende Untersuchungen optimiert wurden. In der Tabelle 8

finden sich die PCR-Bedingungen fur die entprechenden Primer. Die PCR-Produkte

wurden in 1,5 % Agarosegel aufgetrennt und mit dem Bio-Rad Gel Doc 2000

abgebildet
Tabelle 8: PCR-Bedingungen der unterschiedlichen Primer
Xl Xl oDC Xl H4 Hs B2MG
Midlinel | Midline2 Midlinel Midlinel
*1 *1 *1 *2 *2 *3 *3
Vordenaturier- 2 min
ung 95°C
Denaturierung | 1 min | 1 min|1 min|30 sek|30 30 sek| 30
95°C 95°C 95°C 95°C sek | 95°C sek
95°C 95°C
Annealing 45 sek 45 sek 30 sek | 30 sek 30 30 sek| 30
58° C 58°C 55°C |60°C sek | 60°C sek
60°C 60°C
Elongation 90 sek | 90 sek 30 sek | 30 sek 30 30 sek| 30
72°C 72°C 72°C 72°C sek | 68°C sek
72°C 68°C
Abschluss- 10 min
Elongation 72°C
Zyklenanzahl | 26 | 32 | 25 | 28 |28 [29 | 30

*1= PCR auf X|-Stadien,*2= PCR auf X|-Gewebe, *3= PCR auf Hs-Gewebe
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Gelelektrophorese

Fur die Gelelektrophorese wurden Agarosegele unterschiedlicher Konzentrationen

hergestellt. Fir ein 1%iges Agarosegel wurde z.B. 0,7 g Agarose in 70 ml 1x TBE

erhitzt und geldst. Nach Abkihlung auf 70 °C wurden 1,5 pl Ethidiumbromid-L&sung

(10 mg/ml in TBE-Puffer) hinzugegeben und vorsichtig gemischt. Anschlieend wurde

die Agarose in Gelapparaturen gegossen. Das gelierte Gel wurde mit 1x TBE

Uberschichtet. Die DNA-Proben wurden mit DNA-Ladepuffer versetzt, in die Taschen
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des Agarosegels aufgetragen und elektrophoretisch bei 70-100 Volt entsprechend ihrer
GroRRe aufgetrennt. Im Anschluss wurde das Gel mit einem UV-Transilluminator
belichtet und mit einer Kamera fotografiert.

2.2.5 Plasmidsequenzierung
Die Sequenzierung der Plasmid-DNA erfolgte nach der enzymatischen Didesoxy-
Kettenabbruch-Methode von Sanger et al. [68]. Das Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit wurde nach Herstellerangaben verwendet und beinhaltete u.a. die mit
Fluoreszenzfarbstoffen markierten Didesoxyribonukleotide (ddNTPS).
Ein Reaktionsansatz fir die PCR enthielt:

200 ng der Plasmid-DNA

1 pl Primer (10 pM)

2 ul Sequenzierungsmix

2 ul Sequenzierungspuffer
Der Reaktionsansatz wird mit dH,O auf 10 ul aufgefillt. Anschlieend wurde das
folgende Programm mit dem PCR-Thermocycler durchgefihrt:

1. 96 °C fur 2 Minuten

2. 96 °C fur 30 Sekunden

3. 50 °C fur 30 Sekunden

4. 60 °C fur 4 Minuten, anschlieend zu Schritt 2, 26 Zyklen
Die Proben wurden auf 12 °C abgekihlt und der Ansatz mit 1 pul 125 mM EDTA, 1 ul 3
M Natriumacetat und 50 pl 100 % Ethanol aufgereinigt. Darauffhin erfolgte eine
Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 14.000 U/min. Der Uberstand wurde verworfen und
das Sediment mit 70 % Ethanol 5 Minuten bei 14.000 U/min gewaschen. Der
Uberstand wurde anschlieRBend vollstandig entfernt und das Sediment luftgetrocknet.
Die Sequenzierung erfolgte durch den Sequenzierungsservice des ZMG-Labors des
Universitatsklinikums Halle. Die Sequenzanalyse erfolgte mit dem Programm
Sequence Scanner v1.0 (Applied Biosystems®), BioEdit und diversen Online-Tools

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

2.2.6 Gewinnung von Xenopus-Embryonen und deren Behandlung

Zur Anregung der Eiproduktion, wurden dem weiblichen Tier 50-100 U hCG subcutan
in den dorsalen Dottersack injiziert. 10 Stunden vor der gewtinschten Eiablage wurden
erneut 500-1000 U hCG verabreicht. Ca. 500-1000 Eier konnten von einem Weibchen
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gewonnen werden. Die Befruchtung erfolgte in vitro mit Spermien in 0,1x MBS-LOsung,
die aus einem praparierten und mazeriertem Xenopus-Hoden gewonnen wurden. Die
Embryonen wurden mit 2%iger L-Cysteinhydrochloridldsung behandelt, um die
Gallerthille zu entfernen. Die Cysteinhydrochloridlésung wurde durch mehrmaliges
Waschen mit 0,1x MBS-L6sung entfernt. Albinoembryonen wurden anschlie3end mit
Nilblau-Lésung gefarbt.

2.2.7  Mikroinjektion von Morpholino-Oligonukleotiden

Midlinel-Antisense Morpholinos (Midlinel-MOs) wurden in eine Blastomere eines 2-
Zell-Stadiums von Xenopus laevis-Embryonen injiziert, um einen Funktionsausfall der
Midlinel-mRNA zu provozieren und um aus dem entstehenden sog. ,Knockdown*-
Phanotyp Rickschlisse auf die physiologische Midlinel-Funktion ziehen zu kdnnen.
Als Kontrolle diente die nicht injizierte Seite des Embryos, da in Xenopus durch die
erste Furchungsteilung die Links-Rechts-Achse festgelegt wird, die bei einseitiger
Injektion der Morpholinos einen unilateralen Phanotyp zur Folge hat. Zur Kontrolle
wurden sogenannte Standard-Morpholinos genutzt. Hierbei handelt es sich um
Morpholino-Oligonukleotide mit einer Sequenzfolge, die kein Xenopus-Transkript
binden kann. So kann ausgeschlossen werden, dass allein die Injektion von
Morpholinos zu einer Veranderung des normalen Entwicklungsprogramms fihrt.
Standard-Morpholinos und Midlinel-MOs wurden jeweils in der gleichen Menge
injiziert. Die Injektion erfolgte sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der
experimentellen Gruppe zusammen mit 100 pg synthetischer mRNA fir [-
Galaktosidase, um im Anschluss anhand einer Farbreaktion das Schicksal der
injizierten Seite nachvollziehen zu kénnen (siehe Abschnitt 2.2.8).

Die Embryonen wurden fur die Manipulation in 1x MBS-L6sung Uberfihrt und auf einer
Glasscheibe mit dem animalen Pol nach oben ausgerichtet. Ca. 5 nl Morpholino-
Oligonukleotide (2,5 pmol in destilliertem Wasser) wurden zusammen mit -Gal RNA in
eine dorsoanimale Blastomere eines 2- bis 4-Zell-Stadiums injiziert. Daftr wurde eine
Injektionsnadel aus Glas (Borosilikatkapillaren) verwendet, die zuvor mithilfe eines Pull-
Pin-Gerates unter Hitze ausgezogen und mit der entsprechenden Flussigkeit gefullt
wurde. Die Spitze der Glasnadel wurde mit einer Pinzette gedffnet, der
Tropfendurchmesser unter einem Stereomikroskop eingestellt und die Flussigkeit
mittels eines pneumatischen PicoPump PV820 Mikroinjektors in die Zellen gebracht.

AnschlieRend wurden die Embryonen noch eine Stunde in 1x MBS-Puffer belassen
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und schlie8lich in 0,1x MBS-Puffer bis zum gewunschten Stadium Kkultiviert. Die
Einteilung der Entwicklungsstadien richtete sich nach der Klassifikation von Nieuwkoop
und Faber (NF-Stadien) [1]. Die Fixierung der injizierten Embryonen erfolgte in 1x
MEMFA-L6sung far 30 Minuten bzw. in 4%iger Paraformaldehyd-Losung fir 30
Minuten auf Eis. AnschlieRend wurde die Farbung zur Darstellung der injizierten Seite
durchgefihrt (siehe folgender Abschnitt 2.2.8).

2.2.8 B-Gal Farbung zur Darstellung der injizierten Seite nach Mikroinjektion

Eine Unterscheidung von injizierter und nicht injizierter Seite der Xenopus-Embryonen
ermdglichte die Koinjektion von LacZ-mRNA als Reporter in einer Konzentration von 20
pg/nl zusammen mit den Morpholino-Oligonukleotiden. Die Lokalisation der injizierten
Seite wurde anschlielRend durch das Substrat X-Gal oder Red-Gal visualisiert. Diese
Substrate wurden durch das Enzym (-Galaktosidase in ein blaues (X-Gal) bzw. rotes
(Red-Gal) Prazipitat umgesetzt. Zunachst wurden die Embryonen in MEMFA-L6sung
nach ihrer Gewinnung fur 30 Minuten fixiert. Es erfolgte ein dreimaliges Waschen in 1x
PBS fir 5 Minuten. Danach wurden die Embryonen erst zweimal 5 Minuten lang in 1x
PBS und 2 mM MgCl,-Lésung gewaschen und darauffolgend dreimal 5 Minuten lang in
einer 1x PBS-Lésung mit 2 mM MgCl, und 0,02 % NP40 belassen. Nun erfolgte die
Aquilibrierung der Embryonen in Farbeldsung ohne X-bzw. Red-Gal fiir 5 Minuten. Bei
37 °C und unter Lichtabschluss wurden die Embryonen schlieB3lich in Farbeldsung
nach Zugabe von X-bzw. Red-Gal (je 1 mg/ml) bis zum Sichtbarwerden der Farbung
inkubiert. Die Farbereaktion wurde durch mehrmaliges Waschen mit 1x PBS und 20
mM EDTA beendet. Es erfolgte eine erneute Fixation flr eine Stunde in MEMFA-
Ldsung bzw. 4%igem PFA fur 1,5 Stunden und eine Dehydrierung in einer schrittweise
aufsteigenden Methanol- bzw. Ethanolreihe oder Uberfiihrung in Dents-Fix-Lésung. Die

Embryonen konnten anschliel3end bei -20 °C gelagert werden.

2.2.9 ,Whole mount“in situ Hybridisierung

Eine ,whole mount® in situ Hybridisierung erméglicht den Nachweis und die
Lokalisation spezifischer Transkripte in frihen Embryonen. Das Prinzip beruht auf der
Paarung komplementéarer Basen. Es werden RNA-Sonden hergestellt, die stabile RNA-
RNA-Hybride mit dem zu untersuchenden RNA-Einzelstrang im Praparat bilden. Die
Sonde ist ein Transkript des Antisense-Stranges der DNA und wird mit 11-UTP-

Digoxigenin markiert. Dies erméglicht anschliel3end die Bindung eines Fab-Fragments
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(Antigen-bindendes Fragment des Antikorpers) an das Digoxigenin. An den Fab-
Antikorper ist zusatzlich alkalische Phosphatase gekoppelt. Durch eine Farbreaktion
kann schlief3lich die Aktivitat der alkalischen Phosphatase und damit die Lokalisation
der spezifischen mRNA sichtbar gemacht werden. Als Kontrolle dient eine Sense-
Probe der mRNA, welche nicht hybridisieren darf.

Transkription einer Antisense-RNA-Sonde zur ,whole mount” in situ Hybridisierung

Das Dig RNA Labeling Kit wurde zur Herstellung Digoxigenin-markierter RNA-Sonden

verwendet. Plasmide, die als Matrize dienten, wurden mit spezifischen

Restriktionsenzymen linearisiert und anschlieRend durch RNA-Polymerasen in Sense-
und Antisense-Proben transkribiert (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Zu untersuchende Gene und die sie enthaltenden Vektoren.
Restriktionsenzyme und RNA-Polymerasen zur Erstellung spezifischer RNA-
Sonden

Gen Organis- Mektor Restrik Restriktions- RNA- RNA.-
mus tions- Enzym Polymerase |Polymerase

enzym (a-sense) (sense) (a-sense)
(sense)

Midlinel [X.laevis [pCS2plus |Not | Cla | Sp6 T3

Pax2 X. laevis |pBluescript EcoR | T3

Il SK+
Pax6 X. laevis [pCS2 Hind Ill T7

Es wurde ein Linearisierungsansatz erstellt aus:

5 ul 10x NEBuffer fir das entspechende Enzym (NEB, New England Biolabs)

5 ul 10x BSA (Bovines Serumalbumin)

6-8 ug Plasmid

4 pl Restriktionsenzym

destilliertes Wasser fiir ein Gesamtvolumen von 50 pl.
Der Reaktionsansatz wurde im Anschluss fur zwei Stunden bei 37 °C im Wasserbad
inkubiert. Das linearisierte Plasmid wurde mithilfe des NucleoSpin® Extract Il Kit
entsprechend den Herstellerangaben aufgereinigt. AnschlieRend wurden 2 pl der
gereinigten DNA mit 2 ul DNA-Ladepuffer gemischt und eine Gelelektrophorese zur

Kontrolle durchgefihrt.
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Als Nachstes erfolgten die in vitro-Transkription des linearisierten Plasmids und die
Markierung mit Digoxigenin mithilfe des Dig RNA Labeling Kit. Die verwendeten
Vektoren besalRen auf beiden Seiten der Klonierungsstelle Bindungsstellen fiir RNA-
Polymerasen. Zur Transkription wurden die in  Tabelle 9 aufgefihrten RNA-
Polymerasen verwendet. Es wurde ein Transkriptionsansatz erstellt aus:

2 ul 10xTranskriptionspuffer

2 pl Dig RNA Labeling Mix

1 pg linearisiertes Plasmids

2 ul RNA-Polymerase (20 U/ul)

und destilliertem Wasser fiir ein Gesamtvolumen von 20 pl.
Bei 37 °C wurde der Reaktionsansatz fur 2 Stunden im Wasserbad inkubiert.
AnschlieRend wurde die Reaktion mit 1 pl 0,2 % EDTA abgestoppt und 1 pl 2 % SDS
hinzugefligt. Zum Abschluss erfolgte ein Aufreinigungsvorgang mithilfe von Mini quick
spin columns nach Herstellerangaben. Dabei wurden nicht eingebaute Nukleotide
entfernt. Zur Kontrolle wurde 1 pl DNA auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und
eine Gelelektrophorese in 1x TBE durchgefiihrt. Die gereinigten Proben wurden
entsprechend ihrer Konzentration in Hybridisierungslésung verdiinnt und bei -20 °C

gelagert.

VWhole mount” in situ Hybridisierung (WMISH)

Die WMISH basierte auf dem Protokoll von Wilkinson [69] mit kleineren

Veranderungen, das sich Uber mehrere Tage erstreckte. 1. Tag: Die Vorbereitung der
in 100 % Methanol gelagerten Wildtyp-Embryonen umfasste die Rehydrierung und
Entfarbung. Die Rehydrierung erfolgte schrittweise in einer absteigenden
Methanolreihe unter langsamer Bewegung auf einer Wippe (siehe Tabelle 10).

Tabelle 10: Methanolreihe zur Rehydrierung der Embryonen fur die WMISH

Methanol Puffer Dauer Wippe
1. [100 % 3 min 1x
2. 75 % 25 % PTw 3 min 1x
3. 50 % 50 % PTw 3 min 1x
4. |125% 75 % Ptw 3 min 1x
5. 100 % PTw 3 min 2 X
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Das darauf folgende Bleichen der Wildtyp-Embryonen ermoglichte eine bessere
Lokalisation der Farbung. Daflr wurde eine Bleichlésung aus 5 % Formamid, 0,5 %
SSC und 10 % H,0O, in destilliertem Wasser hergestellt. Die Embryonen wurden
entsprechend den Stadien tber einen Zeitraum von 5 bis 30 Minuten gebleicht. Im
Anschluss wurden die Embryonen dreimal 5 Minuten lang in PTw gewaschen.

Die néachsten Arbeitsschritte dienten der Vorbehandlung, Préhybridisierung und
Hybridisierung der Embryonen. Zunachst wurden die Embryonen mit einer 10 pg/ml
Proteinase K Lésung in PTw zur Proteolyse zwischen 2-25 min entsprechend den
Stadien inkubiert, wobei die jlingeren Stadien eine kirzere Zeit behandelt wurden.
Dieser Schritt fuhrte zur Permeabilisierung und erméglichte einen leichteren Zugang
der Reagenzien in die Embryonen. Im Folgenden wurden die Embryonen in einer
Glycinlésung gewaschen, um die Proteolyse zu stoppen, gefolgt von einem Waschen
in PTw. Die anschlieBende kurze Postfixierung der Embryonen in einer 4%igen PFA-
Losung mit 0,2 % Glutaraldehyd diente dem Erhalt der Morphologie von Geweben und
verhinderte die RNA-Denaturierung. Nach einem erneuten Waschen in PTw wurden
die Embryonen in Hybridisierungslosung sukzessive &aquilibriert. Zunachst erfolgte
dabei die Hybridisierung bei Raumtemperatur und anschlieRend in einem 65 °C
warmen Wasserbad. Daraufhin wurden die Embryonen in der Hybridisierungslésung
mit dem entsprechenden Gehalt an Antisense-Sonde bzw. Sense-Sonde bei 63 °C
Uber Nacht inkubiert (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: Arbeitsschritte der WMISH Tag 1

Ldsung Dauer Anzahl Temperatur
1. Proteinase K (10 pg/ml) 2-25 min 1x RT,W
2. Glycin (2 mg/ml) 5 min 2 X RT, W
3. PTw 5 min 2 X RT, W
4, PFA 4 % + Glutaraldehyd 0,2 % |20 min 1x RT, W
5. PTw 5 min 3x RT, W
6. Hybridisierungslésung 5 min 2 X RT, W
7. Hybridisierungslésung 4 Stdn 1x 65 °C, WB
8. Antisense-RNA-Sonde in Uber Nacht 1x 63 °C, WB
Hybridisierungslésung (1-2
Hg/ml)

W= Wippe, WB = Wasserbad, RT = Raumtemperatur
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2. Tag: Am 2. Tag wurde die Hybridisierungslosung mit der Sonde zuriickgewonnen
und bei -20 °C gelagert. Die Embryonen wurden fir 15 Minuten in
Hybridisierungslésung bei Raumtemperatur inkubiert und durch wiederholte
Waschschritte mit Standard-Saline-Citrat-Losungen entsprechen der Tabelle 12 vom
restlichen Hybridisierungsmix befreit. Die Behandlung mit TNX-Puffer und TNX/2%
Blocking Reagent diente der Vorbereitung der Embryonen auf die Antikdrperbindung
des Anti-Digoxigenin-AK an die im Gewebe befindlichen Dig-markierten Sonden. Die
Inkubation in der 1:2000 verdinnten Antikorperléosung betrug 2 Stunden bei
Raumtemperatur. Fab-Fragmente, die nicht gebunden hatten, wurden durch Waschen
mit TNX-Puffer und anschlieBender Inkubation bei 4 °C ber Nacht eliminiert (siehe
Tabelle 12).

Tabelle 12: Arbeitsschritte der WMISH Tag 2

Ldsung Dauer Anzahl Temperatur

1. Hybridisierungslosung 15 Minuten |1 x RT

2. Hybridisierungslosung/2x |15 Minuten |1 x RT
SSC+Chaps 0,1 %

3. 2xX SSC+ Chaps 0,1 % 40 Minuten |2 x 65 °C, WB

4, 0,2x SSC+ Chaps 0,1 % |40 Minuten |2 x 65 °C, WB

5. TNX 15 Minuten |1 x RT

6. TNX/2% BR (Blocking 2 Stunden  [1X RT
Reagent)

7. 1/2000 Anti-Dig-AK in 2 Stunden [1X RT
TNX/2% BR

8. TNX 5 Minuten 3x RT

9. TNX Uber Nacht |1 x 4°C

RT= Raumtemperatur, WB= Wasserbad

3. Tag: Es erfolgte ein erneutes Waschen mit TNX-Puffer. Die Embryonen wurden in
NTMT und 2 mM Levamisol, das endogene alkalische Phosphatasen inhibiert,
zweimal fur 10 Minuten inkubiert. Nun erfolgte die Farbung der Embryonen in
NBT/BCIP-L6sung bei Verdunklung, bis eine ausreichende Farbung erreicht wurde.
Die Farbung basierte auf blau-violetten Ablagerungen, die die alkalische Phosphatase-
Aktivitat mittels NBT/BCIP visualisierte. Die Reaktion wurde durch mehrmalige

Inkubation mit 500 mM EDTA-L6sung in PTw angehalten. Die Embryonen wurden in
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einer 4%igen Paraformaldehyd-Losung mit 0,25%igen Glutaraldehyd fur 30 Minuten
fixiert und anschlieRend in Methanol tberfuhrt.

2.2.10 Antikorperfarbung zur Darstellung Pax6-positiver retinaler Zellen

Zum Nachweis Pax6-positiver Zellen auf Kryoschnitten der Augenregion von Xenopus-
Embryonen wurden die Objekttrager mit den Schnitten zunachst drei Stunden
luftgetrocknet. AnschlieBend erfolgte eine Wasserung fur dreimal 5 Minuten in 1x PBS
in einem Farbekasten nach Hellendahl. Die Objekttrager wurden in lichtdichte
Kammern gelegt und die Zellen mit einer Block- und Permeabilisierungslosung fur 60
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der primare polyklonale
Kaninchen Pax6-Antikorper (Covance) aufgetragen, der in einer Antikdrperpufferldsung
1:50 verdiunnt wurde, die aus 1 % BSA (Rinderserumalbumin) und 0,05 % TritonX-100
in 1x PBS bestand. Die Schnitte wurden fir drei Stunden bei Raumtemperatur in der
Antikorperldsung inkubiert. Hieran schloss sich ein dreimaliges Waschen mit 1x PBS
fur jeweils 5 Minuten an. Der sekundare anti-Kaninchen-IgG-Antikérper (Alexa 594)
wurde ebenfalls in der gleichen Verdinnungslosung 1:1000 verdinnt und auf die
Schnitte aufgetragen. Er wurde fir 60 Minuten bei Raumtemperatur unter
Lichtabschluss auf den Schnitten belassen und danach durch erneutes dreimaliges
Waschen mit 1x PBS entfernt. Zum Einbetten der Schnitte wurden 1 ml Mowiol mit 2 pl
DAPI gemischt, das notig ist, um die Zellkerne, genauer AT-reiche Regionen der DNA,
sichtbar zu machen. Von dieser Lésung wurden 60 pl auf den Objekttrager aufgetragen
und anschlieBend mit einem Deckglaschen abgedeckt. Die Objekttrdger wurden in
Dunkelheit bei -20 °C gelagert. Die Fluoreszenzbilder wurden Uber das Mikroskop
Nikon Eclipse E600, das mit einer Kamera (Vosskihler CCd-1300QLN) verbunden

war, aufgenommen.

2.2.11 Plasmidpraparation zur Lipofektion

Bakterielle Transformation

Es wurde eine Transformation mit kompetenten Bakterien durchgefihrt, die in der Lage
sind, freie DNA aufzunehmen. In diesem Fall handelte es sich um rekombinante DNA
in Form von Plasmid-DNA. Die kompetenten Bakterien (Stamm:DH5alpha, Invitrogen)
wurden auf Eis aufgetaut. 1 pl Plasmid-DNA wurden zu 50 pl Bakterienaliquot
hinzugefiigt und fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlie3end wurde der Ansatz flr

20 Sekunden bei 37 °C einem Hitzeschock ausgesetzt. Es erfolgte eine erneute
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Kidhlung fir zwei Minuten auf Eis. 50 pl der Suspension wurden auf einem
ampicillinhaltigen  Selektivndhrboden  (LB-(Ampicillin)-Agarplatte) unter sterilen
Bedingungen ausgestrichen und bei 37 °C dber Nacht im Inkubationsschrank
belassen. Nachdem Bakterienkolonien transformierter Zellklone gewachsen waren,
wurde eine einzelne Kolonie mit einem sterilem Zahnstocher aufgenommen und in 2,5
ml flissigem LB-(Ampicillin)-Medium (25 pl Ampicillin in 2,5 ml Medium) in einem
Falconréhrchen bei 37 °C 8 Stunden unter Schitteln inkubiert. 100 pl dieser
Suspension wurden anschlieBend entnommen und in einem mit 100 ml flissigem LB-
(Ampicillin)-Medium geftllten Erlenmeierkolben tGber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln
inkubiert.

Midi-Praparation zur DNA-Extraktion

Die Midi-Praparation diente der Gewinnung groRerer Mengen qualitativ hochwertiger
Plasmid-DNA. Die Herstellung erfolgte mit dem NucleoBond X-tra Midi plasmid
purification Kit nach den Angaben des Herstellers. Das Verfahren ermdglichte die
Reinigung der Plasmid-DNA  von anderen Zellbestandteilen mittels
Anionenaustauschersaulen. Es erfolgte ein Gelelektrophorese auf 1%igem Agarosegel
zur Kontrolle sowie eine spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung

(NanoDrop).

2.2.12 Lipofektion

Zur Lipofektion retinaler Vorlauferzellen wurden Xenopus laevis-Embryonen der NF-
Stadien 16-18 verwendet. Die Methode wurde nach dem Protokoll von Ohnuma et al.
[70] mit geringen Veranderungen durchgefihrt. Die zu injizierenden DNA-Proben
wurden hergestellt, indem ein durch Midi-Praparation (siehe Abschnitt 2.2.11)
gereinigtes Plasmid mit DOTAP, einem Lipofektionsreagenz, vorsichtig gemischt
wurde. Das Mischungsverhéltnis von DNA und DOTAP betrug 1:3. Fur die
Kontrollgruppe, die allein mit GFP (Green Fluorescent Protein) lipofektiert wurde,
wurde auf diese Weise eine Mischung aus 3 pg GFP in einem pCS2plus-Vektor und 9
ng DOTAP erstellt. GFP wurde als Marker fur lipofektierte Zellen verwendet und erhéht
laut Ohnuma et al. durch die so entstehende gleichzeitige Lipofektion zweier
Konstrukte (Colipofektion) in der experimentellen Gruppe die Effizienz [70].
Dementsprechend wurden in der experimentellen Gruppe 2 pg des gereinigten

Plasmids, das das Gen von Interesse in einem pCMV-Sport6-Vektor enthielt, 1,5 pg
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GFP in einem pCS2plus-Vektor und 10,5 pg DOTAP vorsichtig gemischt. DOTAP
wurde bis kurz vor der Zugabe zu dem Plasmid auf Eis gekuhlt. Die erstellte Mischung
wurde in eine Glasnadel aufgenommen. Die zu lipofektierenden Embryonen wurden
mit der anterioren Seite nach oben in einer Agaroseform mit kleinen Vertiefungen zur
besseren Positionierung der Embryonen platziert. Die Agaroseform befand sich in einer
Petrischale, die mit 0,1x MBS-LOsung geflllt war, sodass die Embryonen mit
Flussigkeit bedeckt waren. Die Glasnadel wurde mit dem Lipofektionsmix gefullt und
die Spitze anschlieRend mit einer Pinzette ertffnet. 1-2 nl Flissigkeit wurden
anschlieBend bei jedem einzelnen Injektionsimpuls abgegeben. Die Menge der
austretenden Flussigkeit wurde durch vorherige Bestimmung des
Tropfendurchmessers (= 120 um) unter einem Stereomikroskop gemessen. Die Spitze
der Nadel wurde im Bereich des Augenfeldes, wo sich die retinalen Vorlauferzellen
befinden, kurz unterhalb der Epidermis eingefiihrt und 4-10 nl des Lipofektionsmix
durch mehrmalige Impulse injiziert. Es wurde zu beiden Seiten der Mittellinie in das
Augenfeld des Embryos injiziert. Nach der Injektion entwickelten sich die Embryonen in
0,1x MBS-Lésung bis zum NF-Stadium 41/42. Um die Determinierung des
Zellschicksals  zu analysieren,  wurden  die Embryonen in  4%iger
Paraformaldehydlésung bei Raumtemperatur fir zwei Stunden fixiert und schlieRlich

fur Kryostatschnitte eingebettet.

2.2.13 Histologische Techniken

Vibratomschnitte

Embryonen wurden nach der ,whole mount in situ Hybridisierung in 1x PBS Uberfuhrt
und in einem Gelatine-Albumin-Einbettungsmedium fir 20 Minuten aquilibriert. In der
Zwischenzeit wurden 1,5 ml Einbettungsmedium mit 105 pl 25%igen Glutaraldehyd
auf Eis gemischt und moglichst luftblasenfrei in ein Plastikiormchen (Polyscience)
gegossen. Die getrankten Embryonen wurden auf dem geharteten Sockel platziert und
Uberstehendes fliissiges Einbettungsmedium wurde vorsichtig entfernt. Eine zweite
Schicht aus 1,5 ml Einbettungsmedium und 105 pl 25%igen Glutaraldehyd wurde wie
zuvor erstellt und die Embryonen damit Uberschichtet. Nach Verfestigung des Blockes
wurde dieser aus dem Plastikformchen gelést und mithilfe eines Rasiermessers
getrimmt. Sekundenkleber fixierte den Block in einer entsprechenden Ausrichtung auf
einem metallenen Objekttrager. Der Objekthalter samt Praparat wurde eingespannt

und es wurden 30 pum dicke Schnitte mit dem Leica Vibratom (VT100S) angefertigt. Die
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Schnitte wurden auf die Objekttrager dberfihrt und nach einer kurzen
Trocknungsphase mit Mowiollosung bedeckt und unter einem Deckglaschen
eingebettet. Es erfolgte die Anfertigung von Fotos (Olympus SZX12) und
anschlieRende Auswertung mit dem Programm Adobe Photoshop CS4.

Kryostatschnitte

Die bei -20 °C in Dents-Fix bzw. 100%igem Ethanol gelagerten Embryonen wurden in
einer absteigenden Ethanolreihe rehydriert und in 1x PBS iberfihrt. Uber Nacht
erfolgte eine Lagerung in 30 % Sucrose/PBS bei 4 °C. Im Anschluss an diese
Entwasserung der Embryonen wurden drei bis sechs Embryonen in Plastikférmchen
gegeben und die Uberstehenden Sucroselésung vorsichtig entfernt. Die Embryonen
wurden mit PolyFreeze (Tissue Freezing Medium) bedeckt und anschlieBend so
ausgerichtet, dass die dorsale Seite nach oben zeigte und die Kdpfe auf gleicher Hohe
angeordnet waren, sodass beim Schneiden mit dem Kryostat moglichst alle Augen auf
einer Linie lagen. Nachfolgend wurde das Férmchen auf einen Trockeneisblock gestellt
und die Embryonen im PolyFreeze-Medium fir 15 Minuten gefestigt. Bei -80 °C
konnten die eingebetteten Embryonen anschliel3end bis zum Schneiden gelagert oder
direkt mit dem Kryostat geschnitten werden. Daflir wurden die eingebetteten
Embryonen fur 30 Minuten im Kryostat (Microm HM500 OM, Deutschland) aquilibriert.
AnschlieBend wurden Transversalschnitte von 12 um Dicke gefertigt, wobei das
Kryostat eine Temperatur von -26 °C und die Blécke eine Temperatur von -14 °C
aufwiesen. Die Schnitte, die auf SuperFrostPlus-Objekttragern (Menzel) angeordnet
waren, wurden Uber Nacht bei 4 °C getrocknet und konnten anschliel3end fir

immunhistochemische Untersuchungen weiterverwendet werden.
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3.
3.1
Das Xenopus laevis-Midlinel-Gen wurde Uber eine EST-Suche mittels der bekannten

Experimente und Ergebnisse
Isolierung der Midlinel-cDNA von Xenopus laevis

Sequenz von Homo sapiens in der GenBank identifiziert und von NIBB (National
Institute for Basic Biology, Japan) bezogen (Acc.-No: BJ087663). Es deckt den
gesamten kodierenden Bereich des Midlinel-Gens ab. Mit T3- bzw. T7-Primern wurde
der Klon ansequenziert und somit die Identitat von Midlinel bestatigt.

Xenopus leavis Midlinel ORF 2007 Nukleotide, 669 Aminosduren

1

ATGGAAACACTGGAG TCTGAACTGACCTGC CCTATCTGTCTGGAG CTGTTTGAAGATCCA CTGTTGCTGCCTTGC

1 M ETLE S EULTTC PICULE L FEUDUTP L L L P C

76  GCTCACAGCCTGTGT TTTAACTGTGCACAT CGTATCCTTGTCTCC CACTGTGCCAACAAC GAATCCGTAGAATCT
26 A HSLC F NG CAH RILV S HCANIN E SV E S

151 ATTAACGCCTTCCAG TGCCCCACCTGCCGT TATGTCATCACACTC AGCAAGCGTGGCTTA GAGGGGCTAAAGAGG
51 I NA FQ CPTUCR YV ITTUIL S KUZRGTIL E G L K R

226 AACGTGACTTTGCAG AACATCATTGACAGA TTTCAAAAAGCCTCA GTGAGCGGGCCCAAT TCTCCTAGTGAAACG
76 N VTLOQ NI IDZR F QKA AS VS GPN S P SET

301 CGTCGAGAACGTGCT TACGATACCACTAAC AGCATGACATCAAGC GAGAAAGTACTCTGC CAGTTCTGTGATCAG
101 R R E R A Y DT TN S M T S S E KV L C Q F C D Q

376 GACCAGGCAAGGGAG GCTGTGAAAACGTGT GTGACCTGTGAAGTT TCATATTGTGAGGAC TGTTTAAAAGCTACT
126 D Q A RE AV K TOC VT CEUV S Y CEJUD CUL KA AT

451 CACCCAAACAAGAAA CCATTCACTGGTCAC CGTCTAATTGAGCCC ATCCCAGATTCTCAC ATAAGAGGGTTAATG
151 H P N K K P F T G H R L I E P I P D S H I R G L M

526 TGCCTGGAACATGAG GATGAAAAAGTTAAT ATGTACTGTGTGACA GATGATCAGCTAATC TGTGCCTTGTGTAAA
176 C L E H E D E K V N M Y C V T DDQ LI CATLC K

601 TTGGTTGGGAGGCAT CGAGATCATCAAGTG GCTGCCCTTGGTGAC AGATACGACAAACTA AAGCAAAGCCTGGAG
200 L VG R H R DHOQV A ALGUD R Y DI KTIL K QO S L E

676 AGCAACCTAACCAAC CTCATCAAAAGGAAC ACAGAAATGGAAATG CTGTTGTCTAAGCTC ATTCAGACCTGCCAG
226 S N L T N L I KRN T EMTEM L L S KL I Q T C Q

751 AAGGTGGAGGTTAAT GCATCACGACAAGAA GCAAAATTAATGGAG GAGAGTGACCAACTG ATTGAAATTATTCAA
259 K V EV N A S R QE A KILME E S D QUL I ETI I Q

826 CAGAGAAGACAACTA ATTGGAACAAAAATA AAAGAAGGAAAGGTT GTGAGGTTAAGAAAA CTGGCCCAGCAGGTT
276 Q R R Q0 L I G T K I K E G KV V R L RIK L A Q Q V

901 GCGAACTGTAAACAG TGCATTGAGCGCTCC ACATCCCTAATCTCA CAGGCAGAACAGTCT CTAAAGGAAAATGAT
301 A N C K O C I ER S T S LI S QAEG QS L K END

976 CATGCTCGCTTCCTT CAGTCAGCCAAGAAT ATCACAGAAAGAGTT TCAATGGCAACAGCA TCCTCTCAAGTGCTT
326 H AR F L Q S A KN I TEH RV S M ATA S S Q V L
1051 ATTCCTGAAATCAAC CTAAATGACACATTT GACACGTTTGCATTG GATTTTTCAAGAGAG AAGAAGATGTTAGAA
31 1 P E I N L N DTV F DTV FATUL DF S RE K XKML E

1126 TGTCTTGATTATCTG ACAGCACCAAATCCC CCTATAATTAGAGAG GAACTCTGCACTGCT TCCTACGACACCATT
376 ¢ L DY L T APNUP P I I RE ETLCTA A S YDTI

1201 ACTGTGCATTGGACA TCTGACGATGAGTTT AGTGTGGTTTCCTAT GAGCTACAGTATACC ATCTTCACTGGACAA
401 T V H W T S D DEVF SV VSY ELOQYT I FTG Q

1276 GCTAATGTTGTTAGT TTGTGTAACTCAGCC GACAGCTGGATGATT GTTCCCAATATCAAA CAGAACCATTATACA
426 A N V V S L C N S A DS WM I V PNTII K QNUHYT

1351 GTTCATGGCCTCCAG AGTGGCACCAAGTAC ATCTTCATTGTTAAG GCCATAAACCAGGCT GGAAGTCGCAACAGT
451 vV H G L Q@ S G T K Y I F I V K A I N QA A G S R N S

1426 GAACCTGGCAAGCTA AAAACCAACAGTCAA CCGTTTAAATTAGAT CCCAAGTCTGCTCAC AGGAAACTTAAGGTA
476 E P G K L K T N S Q P F K L D P K S A H R K L K V

1501 TCACATGACAACCTG ACTGTAGAGAGGGAC GAAACCTCTTCAAAA AAGAGCCACACACCA GAGCGTTTTACAAGC
501 S H DN L T V ERD E T S S K K S HTP EURF T S

1576 CAAGGAAGTTATGGT GTTGCTGGCAACGTG TTCCTTGACAGTGGC CGGCATTATTGGGAA GTGGTTATAAGCGGA
526 Q G S Y G V A G NV F L D S G R HY WE V VI S G

1651 AGCACCTGGTATGCC ATTGGCATTGCCTAC AAATCAGCACCCAAG CATGAGTGGATAGGA AAGAACACGGCCTCT
51 S T W Y A I G I A Y K S A P K H E W I G K N T A S

1726 TGGGTGTTTTGCCGT TGTAACAACAACTGG GCTGTAAGACACAAC AGTAAAGAGATTCCT ATAGAGCCATCACCG
576 W V F ¢ R C N N N W AV R HN S K E I P I E P S P

1801 CATCTCCGCCGCGTA GGGATCTTGCTGGAC TACGACAATGGTTCA TTGTCTTTTTATGAT GCTTTGAACTCCATT
601 H L R RV G I L L D Y DDNGS L S F Y D AL N S I

1876 CACCTCTACACTTTT GACATTGCTTTTGCA CAACCTGTGTGCCCA ACCCTCACCGTGTGG AATAAGTGCTTGACA
626 H L Y T F D I A F A Q PV CP T LTV W NXKTC CTILT

1951 ATTTTAACAGGTCTC CCCATTCCGGATCAC TTGGACTGCCTAGAG CAGCTAGCATAA

651 1 . T 6 L P I P DH L DCTULE Q L A K

Abb. 7 vollstandige Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosduresequenz von

Xenopus laevis-Midlinel. M (gruin) Start-Codon, * (rot) Stop-Codon
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Die vollstandige Sequenzierung des Klons ergab ein zusétzliches Insert von 103 bp
Lange, was jedoch keine Auswirkungen auf das Primerdesign der RT-PCR sowie auf
die Sondenerstellung der ,whole mount* in situ Hybridisierung hatte. Da das Insert aber
zu einer Unterbrechung des Leserahmens fuhrte, wurde zur Lipofektion der kodierende
Bereich des Xenopus tropicalis Midlinel-Gens in einem pCS2plus-Vektor vewendet. In
Abbildung 7 sind die Nukelotidsequenz und die davon abgeleitete Aminoséduresequenz

von Xenopus laevis-Midlinel ohne das Insert dargestellt.

3.2 Vergleich der Midlinel-Sequenz in Vertebraten

Der Vergleich der Midlinel-Aminosauresequenz von Xenopus tropicalis mit Xenopus
laevis und anderen Vertebraten wie, Homo sapiens, Bos primigenius taurus, Rattus
norvegicus, Mus musculus und Gallus gallus domesticus wurde erstellt, um eine
Aussage Uber den Grad der Konservierung zwischen verschiedenen Spezies zu treffen
(siehe Abb. 8). Eine hohe Ubereinstimmung spricht auch fir funktionell verwandte
Proteine. NCBI BLAST ermdglichte es, den Anteil von identischen zu nicht identischen
Aminoséuren zu bestimmen. Die cDNA von Xenopus laevis Midlinel kodiert fir ein
putativ. 72 kDa grolRes Protein aus 669 Aminosauren. Auf Ebene der
Aminosauresequenz liegt die Ubereinstimmung von Xenopus laevis-Midlinel und
Xenopus tropicals-Midlinel bei 99 %. Beim Vergleich der Xenopus laevis mit der
menschlichen Midlinel-Aminosauresequenz zeigte sich ebenfalls, dass nur sehr
wenige Aminosauren ausgetauscht wurden und die Sequenzen zu 93 % identisch sind.
Die Betrachtung der Midlinel-Aminoséuresequenz anderer Vertebraten ergab einen
ahnlich hohen Anteil an Gemeinsamkeiten (= 90 %), sodass von einem evolutionar
stark  konservierten Protein ausgegangen werden kann. Innerhalb der
Aminoséauresequenz wurde eine Suche nach speziellen Doméanen durchgefihrt, die
charakteristisch fur das Midlinel-Gen sind. Das Midlinel-Protein umfasst sechs
Doménen, die in Abbildung 8 farbig unterlegt sind. Diese folgen dem RBCC-Motiv und
gehoren somit der RBCC-Untergruppe der RING-Finger-Proteine an. Dem N-Terminus
folgt eine RING-Finger-Domane (AS-Position 10-59), zwei B-Boxen (AS-Position 115-
165 und 171-213) und eine Coiled-coil-Doméne (BBC-Domane, AS-Position 220-346).
Hieran schlief3t sich eine Fibronektin-Typ-lll-Doméane (AS-Position 383-473) und eine
PRY-SPRY-Doméane (AS-Position 484-528 und 539-659), auch bekannt als B-Box 30.2
am C-Terminus an. All diese Midlinel-Domé&nen wurden in den untersuchten

Vertebraten hochstkonserviert.



PTLTVWNRCETTILTGLPTHD:

Egoglo
Abb. 8: Aminoséauresequenzvergleich von Midlinel in verschiedenen Spezies. xt,

Xenopus tropicalis; xI, Xenopus laevis; hs, Homo sapiens; mm, Mus musculus; bt, Bos
primigenius taurus; rn Rattus norvegicus und gg, Gallus gallus domesticus.

3.3 Expressionsanalysen

In der vorliegenden Arbeit wurde das zeitliche und raumliche Expressionsprofil von
Midlinel und das zeitliche Expressionsprofil von Midline2 wéahrend der embryonalen
Entwicklung von Xenopus laevis sowie die Gewebeexpression von Midlinel in
Xenopus laevis und Homo sapiens in adulten Organismen untersucht, um qualitative

und guantitative Aussagen Uber die Midlinel-Genaktivitat zu erhalten.

3.3.1 Die embryonale Expression von Midlinel und Midline2

Das zeitliche Expressionsmuster von Midlinel und Midline2 wurde analysiert, indem
semi-quantitative Reverse Transkriptase (RT)-PCR auf Gesamt-RNA-Praparationen
zeitlich  aufsteigender  Entwicklungsstadien von  Xenopus laevis-Embryonen
durchgefiihrt wurde (siehe Abb. 9). Als Referenz flr die semi-quantitative Bestimmung
diente das sog. Haushaltsgen Ornithin-Decarboxylase 1 (ODC1), das einen Vergleich

der Transkriptionsniveaus zu untersuchender Gene ermoglicht, da Haushaltsgene
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relativ gleich stark und unbeeinflusst von den meisten experimentellen Konditionen,
Zellstadien und Zelltypen exprimiert werden. Fur die RT-PCR wurden spezifische
Midlinel- bzw. Midline2-Primer verwendet (siehe Tabelle 7). Das Primer-Paar wurde so
ausgewahlt, dass ein Intronbereich Uberspannt wurde, der ausreichend grof3 war, um
unter den gewahlten PCR-Bedingungen nicht amplifiziert werden zu kdnnen. Diese
Technik verhindert die Amplifikation genomischer DNA, die als Kontamination der
cDNA auftreten kdnnte. Im Falle einer Kontamination ware das PCR-Produkt langer als
gewlnscht oder wirde vollstandig fehlen. Es konnte so sichergestellt werden, dass nur
cDNA amplifiziert wurde und keine genomischen Kopien des Gens. Die Primer wurden
erstellt, indem zunachst die Xenopus tropicalis-Sequenz fir Midlinel aus Xenbase.org
in NCBI Blast Ubertragen wurde, um ein Exon-Intron-Muster zu erstellen. Dabei wurde
davon ausgegangen, dass aufgrund des hohen Konservierungsgrades zwischen
Xenopus laevis und Xenopus tropicalis das entsprechende Gen und somit die Exon-
Intron-Muster identisch sind. Die Primer wurden anschlieBend mit einer Gré3e von 20
Basenpaaren mithilfe des Programms Primer3 konstruiert und tber die Firma Sigma
bezogen. Die Primer lagerten sich bei einem Schmelzpunkt von ca 60 °C an und
lieferten ein PCR-Produkt von 320 bp. Um optimale Amplifikationsbedingungen der
entsprechenden Primer zu erreichen, wurde zunachst die geeignete Zyklenzahl fur
jedes Primer-Paar experimentell ermittelt. Generell verlauft die Vermehrung gesuchter
DNA-Sequenzen wahrend einer PCR zunachst nahezu exponentiell, bei hohen
Amplifikationszyklen tritt dagegen eine Sattigungsphase durch Verbrauch der
Reaktionskomponenten ein. Um einen Vergleich zu ermdéglichen, wurde daher die
Zyklenzahl so angepasst, dass ein Bereich exponentieller Amplifikation erfasst wurde.
Dabei ergab die Analyse der jeweiligen Amplifikationsprodukte, dass fur Midlinel bei
26 Zyklen, fur Midline2 bei 32 Zyklen und fiir ODCL1 bei 25 Zyklen eine im Agarosegel
gerade gut sichtbare Bande erzielt werden konnte, die noch in dem jeweils
exponentiellen Bereich der Reaktion lag und daher eine semi-quantitative Aussage
Uber die Transkriptmengen erzielt werden konnte. Der Vergleich der
Bandenintensitaten im Agarosegel lieferte einen Hinweis fir die relativen Mengen an
Midlinel- bzw. Midline2-cDNA und somit flr die Transkriptmengen in der gesamten
Probe des dazugehoérigen Stadiums. Die Bandenintensitat fir ODC1 war fur alle
Stadien gleich stark, sodass davon ausgegangen werden konnte, dass gleiche
Ausgangsmengen von RNA eingesetzt wurden. In der Negativkontrolle, die statt RNA

destiliertes H,O enthielt, war keine Kontamination durch Fremd-DNA erkennbatr.
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NF Stadium 30 3 -
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Midline2 pule® o3¢ ¢ §98 - S

ODC1

Abb. 9: Die zeitliche Expression von Midlinel, Midline2 und ODC1 in Xenopus
laevis wahrend der Embryonalentwicklung. Untersuchung anhand einer semi-
guantitativen RT-PCR auf Gesamt-RNA-Praparationen von Xenopus laevis-Embryonen
mit anschlieender Auftrennung der PCR-Produkte auf einem Agarosegel. Die oben
befindlichen Zahlen geben die Embryonalstadien nach Niewkoop und Faber [1] wieder.
Ganz rechts mit (-) markiert befinden sich die Negativkontrollen ohne Anzeichen einer
Kontamination durch Fremd-DNA. ODC1-mRNA, diente als RNA-Ladekontrolle und
wies einheitliche Bandenintensitdten auf. Fir die PCR von Midlinel wurde eine
Zyklenzahl von 26, fir Midline2 von 32 und fir ODC1 von 25 verwendet. Folgende
Oligonukleotide wurden eingesetzt: XI-Midlinel-RT-F77, XI-Midlinel-RT-R396, XI-
Midline2-RT-F300, XI-Midline2-RT-R560, XI-ODC-RT-R, XI-ODC-RT-F. Produktgrofle:
320 bp (Midlinel), 260 bp (Midline2), 220 bp (ODC). Zur Bestimmung der
BandengréRe des PCR-Produktes wurde ein 100 bp-Marker (O’GeneRuler™,
Fermentas) verwendet (M).

Das Midlinel-Gen konnte in allen untersuchten Entwicklungsstadien nachgewiesen
werden mit Unterschieden in der Expression im Verlauf der Entwicklung (siehe Abb. 9).
Die frihe Expression aller untersuchten Gene im NF-Stadium 2 weist auf eine
maternale Expression hin, da eine rein von der Zygote selbst ausgehende Expression
in Xenopus-Embryonen erst ab dem Blastulastadium (NF-Stadium 8) vorliegt.
Vermutlich infolge des Abbaus maternaler Midlinel-Transkripte kommt es in den
folgenden untersuchten Stadien zu einem leichten Absinken des Expressionshiveaus.
Am Ende der Gastrulation, im NF-Stadium 12, erreicht das Expressionsniveau seinen
geringsten Stand. Ob es sich hierbei um eine komplette Degradation mit neu
einsetzender Expression oder den unvollstindigen Abbau noch vorhandener
Transkripte handelt, kann nicht festgelegt werden. Im Zuge der Neurulation (NF-
Stadium 15) kommt es zum Anstieg des Expressionsniveaus, der sich bis ins

Kaulqguappenstadium fortsetzt (NF-Stadium 42), wobei in diesem Stadium eine
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geringfligige Minderung der Expression zu beobachten ist. Das dynamische Verhalten
der Midlinel-Expression wahrend der Embryonalentwicklung lasst vermuten, dass das
Midlinel-Gen einer zeitlichen Expressionsregulation unterliegt. Midline2 wurde
ebenfalls in der frihen Embryogenese exprimiert, wobei die Expression wesentlich
schwacher ausfiel, denn die minimale Zyklenzahl zur Detektion im Agarosegel betrug
hier 32 Zyklen im Vergleich zu 26 Zyklen bei Midlinel. Erst zu einem spéteren
Zeitpunkt der Entwicklung (NF-Stadium 37) war ein starkerer Anstieg der Midline2-

Transkriptmenge zu verzeichnen.

3.3.2 Die Expression von Midlinel in adulten Geweben von Xenopus laevis
und Homo sapiens

Eine RT-PCR auf RNA-Praparationen adulter humaner und Xenopus laevis-Gewebe

wurde mit einer optimierten Zyklenzahl von 28 (fur XI-Gewebe) und 29 (fir Hs-

Gewebe) durchgefuhrt, um die Expression von Midlinel in unterschiedlichen Geweben

in beiden Spezies zu belegen (siehe Abb. 10).
Ge Au Ha Sm He Lu Ni Da Le Ma Ei Ho (-)

E——
a,

FG AG Ha NN Th Lk Mi Pa Le Lu Ma Ko Ni Pa He Sm Ei Ho (-)

p—

-
|

B2-MG

b,

Abb. 10: Darstellung der Midlinel-Expression adulter Gewebe von (a) Xenopus
laevis und (b) Homo sapiens Als Kontrolle diente Histon H4 (a) bzw. B2-Mikroglobulin
(B2MG) (b). Die Negativkontrolle (H,O), mit (-) gekennzeichnet, bestétigte, dass keine
Kontamination durch Fremd-DNA auftrat. Eine Expression von Midlinel wurde in allen
Geweben nachgewiesen. Fir die RT-PCR von Midlinel wurde eine Zyklenzahl von 28
fur Xenopus laevis-RNA und 29 fir humane RNA gewdahlt. Fir H4 wurde eine
Zyklenzahl von 28, fir B2MG von 30 verwendet. Folgende Oligonukleotide wurden
eingesetzt: XI-Midlinel1-RT-1409-F, XI-Midlinel-RT-1721-R, H4-RT-R, H4-RT-F, Hs-
Midline1-RT-1825-F, Hs-Midlinel-RT-2111-R, Beta-2-Mikroglobulin-RT-F, Beta-2-
Mikroglobulin-RT-R, ProduktgroRe: 320 bp (Midlinel), 90 bp B2MG, 200 bp H4. Zur
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Analyse der PCR-ProduktgréRe wurde ein 50 bp-Marker (O'GeneRuler™, Fermentas)
verwendet (links im Bild).

a, von links nach rechts Ge, Gehirn; Au, Auge; Ha, Haut; Sm, Skelettmuskel; He, Herz;
Lu, Lunge; Ni, Niere; Da, Darm; Le, Leber; Ma, Magen; Ei, Eierstock; Ho, Hoden

b, von links nach rechts: FG, fetales Gehirn; AG, adultes Gehirn; Ha, Haut; NN,
Nebenniere; Th, Thymus; Lk, Lymphknoten; Mi, Milz; Pa, Pankreas; Le, Leber; Lu,
Lunge; Ma, Magen; Ko, Kolon; Ni, Niere; Pa, Parotis; He, Herz; Sm, Skelettmuskel; Ei,
Eierstock; Ho, Hoden

Als Referenzgen diente zum einem Histon H4 bei der Analyse von Xenopus laevis-
Geweben zum anderen B2-Mikroglobulin (B2MG) fir humanes Gewebe. Die starke
Expression von Midlinel im Ovar von Xenopus laevis bestatigt die maternale
Komponente in der frihen Embryonalentwicklung. Insgesamt gibt das
Expressionsprofil von Midlinel Hinweise auf eine ubiquitédre Expression dieses Gens
sowohl in Xenopus laevis, als auch in menschlichen Geweben. Eine Expression lief3
sich in allen untersuchten Geweben nachweisen, wobei die Menge an Transkripten des

Midline1l-Gens von einem Organ zum anderen variierte.

3.3.3 Charakterisierung der Midlinel-Expression im Verlauf der embryonalen
Augenentwicklung im Vergleich zu Pax6 und Pax2

Um die raumliche Expression von Midlinel in der frihen Embryogenese zu
analysieren, wurden ,whole-mount® in situ Hybridisierungen durchgefiihrt. Diese
Methode weist die Expression eines Gens in Bezug zum gesamten Embryo nach. Ein
Vergleich mit der Expression zweier fundamentaler Augenmarkergene Pax6 und Pax2
(siehe Abschnitt 1.5) wurde durchgefiihrt, um die Expression von Midlinel im
Zusammenhang dieser beiden Gene zu analysieren und so aufgrund gleicher
Expressionsdomanen einen ersten Hinweis auf mogliche Interaktionen zu erhalten.

Schon am Ende der Neurulation, nach erfolgter Auftrennung des Augenfelds im NF-
Stadium 20, war eine starke Expression von Midlinel in beiden lateralen
Augenanlagen, ahnlich der Pax6-Expression, ersichtlich sowie eine Midlinel-
Expression in weiteren epithelialen Organen wie der Haftdrise und den
epithelialisierten Somiten (Abb. 11 A, F). Im Stadium 23 kommen die Augenblaschen,
die zuvor beidseitig aus dem prospektiven Diencephalons evaginiert sind, mit dem
Oberflachenektoderm in Kontakt. Im Gegensatz zu Pax2, dessen Expression auf die
ventralen Anteile des Augenblaschens beschrankt blieb (Abb. 11 K, L), zeigten sowohl
Midlinel als auch Pax6 eine starke Expression im gesamten Augenblaschen (Abb. 11

B, G). Eine schwache Expression von Midlinel war in der Ohranlage sichtbar.
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Im weiteren Verlauf der Entwicklung (NF-Stadium 28) beginnt sich das Augenblaschen
durch induktive Vorgénge in den Augenbecher umzuwandeln und nimmt die Linse auf.
Midlinel-Expressionsdomanen waren in diesem Entwicklungsstadium in den
Branchialbégen und im Augenbecher erkennbar (Abb. 11 C, Q). Die Pax6-Expression
zeigte sich homogen im gesamten Augenbecher (Abb. 11 H, W). Pax2 wurde weiterhin
im ventralen Anteil der Retina und im Augenstiel exprimiert (Abb. 11 M, U, schwarzer
Pfeil). In den Ohrvesikeln wurden sowohl Midlinel als auch Pax2 exprimiert.

Im Stadium 33 ist die Linse gut von der Retina zu unterscheiden, deren beide Blatter-
das retinale Pigmentepithel sowie die neurale Retina- sich komplett aneinander
gelagert haben. Der zukiinftige Sehnerv verlauft im Augenbecherstiel. In diesem
Stadium wurde eine starkere Midlinel-Expression in den ventralen Anteilen der Retina
und dem Augenstiel &hnlich der Pax2-Expression (Abb. 11 D, N, R, schwarzer Pfeil)
beobachtet. Midlinel-Transkripte fanden sich weiterhin in den Kiemenbdgen, aber
auch in Anteilen des Mittel- und Hinterhirns (Abb. 11 D). Anhand von
Transversalschnitten im NF-Stadium 38 wurde die Pax6-Expression in der neuralen
Retina und dem Linsenepithel (Abb 11 X, schwarzer Pfeil) deutlich. Im Gegensatz dazu
wurde Midlinel ebenso in der neuralen Retina, jedoch nicht im Linsenepithel
exprimiert. Eine starke Expression war dagegen in der optischen Papille sichtbar, die
aus der Verschmelzung beider Augenbecherkanten als kreisférmige Struktur
entstanden war (Abb. 11 S). Das nahezu vollstandig entwickelte Auge im NF-Stadium
41 zeigt eine Retina, in der sich die einzelnen Schichten vollstandig differenziert haben.
Die ventrale Expression von Midlinel im Auge war zurlickgegangen. Es fanden sich
wenige Transkripte im Bereich der inneren Kernschicht der Retina, die besonders
Zellkerne der amakrinen Zellen und Bipolarzellen enthélt (Abb. 11 T). Bei Betrachtung
des Transversalschnitts der Pax6-Expression (Abb. 11 Y) fiel eine starkere Expression
im gleichen Areal auf. Dagegen konzentrierte sich die Pax2-Expression hauptséchlich
auf den optischen Nerv und die optische Papille (Abb. 11 O, V). Weitere Midlinel-
Expressionsdoméanen lieBen sich in Stomodeum, Gehirn, Ohr und Herz nachweisen
(Abb. 11 E). Die vergleichende Analyse der Expression von Midlinel, Pax6 und Pax2
zeigte, dass Midlinel bereits in friihen Stadien der Entwicklung exprimiert wurde und
eine sehr dynamische Expression wahrend der Augenentwicklung vollzog, die sowohl
Charakteristika des Pax6- als auch des Pax2-Expressionsmusters vereinte. Eine
Interaktion zwischen diesen Transkriptionsfaktoren und der Ubiquitin-Ligase erscheint

daher madglich.



Abb. 11: Raumliche und zeitliche Expression von Midlinel, Pax6 und Pax2.
WMISH auf Xenopus laevis-Embryonen in den angegebenen Entwicklungsstadien
nach NF (Stadienangabe rechts unten in jedem Bild). Vergleichende Expression von
Midlinel (A-E: Abl, Augenblaschen; bb Branchialbdgen; ha, Herzanlage; hd, Haftdrise;
hh Hinterhirn; oa, Ohranlage; so, Somiten. Das * im Bild D kennzeichnet das Mittelhirn)
mit Pax6 (F-J) und Pax2 (K-O) im Verlauf der Entwicklung. P-Y Transversalschnitte der
Embryonen auf Hohe der Augenanlagen. P-T Transversalschnitte nach WMISH mit
einer Sonde gegen Midlinel (Ab, Augenbecher; abl, Augenblaschen; li, Linse). Im Bild
R sieht man eine deutliche Midlinel-Expression im Augenstiel (schwarzer Pfeil). Im
Bild S weist der Pfeil auf die Expression in der optischen Papille. Das * im Bild T
markiert die Expression in der inneren nukledren Schicht der Retina. U und V zeigen
die Expression von Pax2 auf Transversalschnitten. Der schwarze Pfeil in U weist auf
die Expression von Pax2 im Augenstiel hin. W-Y Darstellung der Pax6-Expression auf
Transversalschnitten. Pax6-Transkripte finden sich auch im Linsenepithel (schwarzer
Pfeil in X).



46

3.4 Funktionsverluststudien

Eine Methode, um Funktionen eines Gens in vivo zu analysieren, bietet die
Funktionsverluststudie. Zur Anwendung kommen dabei Morpholino-Antisense-
Oligonukleotide (sog. Morpholinos), die sich durch ihre Morpholino-Gruppe von
natirlichen Nukleotiden unterscheiden. Die Morpholinos werden als Nukleinsaure-
Analoga komplementéar zur Translationsinitiationsstelle gestaltet und bilden mit der
entsprechenden mRNA des zu untersuchenden Gens ein kurzes Doppelstranghybrid,
das einer Translation an den Ribosomen nicht mehr zuganglich ist. Die
Proteinsynthese des betroffenen Transkripts wird somit verhindert. Die Morpholinos
besitzen eine vergleichsweise hohe Stabilitat und lange Halbwertszeit, weil sie keine
Substrate von Nukleasen sind. So konnte in GFP-transgenen Xenopus tropicalis-
Embryonen gezeigt werden, dass mithilfe weniger Nanogramm der entsprechenden
Morpholinos eine vollstandige Unterbindung der Proteinsynthese bis in spate Stadien
(St. 40 nach NF) mdglich ist [71]. Die Mikroinjektion erfolgte wie unter Abschnitt 2.2.7

beschrieben.

3.4.1 Analyse des Midlinel-Knockdown-Phéanotyps anhand des
Transkriptionsfaktors Pax6

Aufgrund der sich Uberlappenden Expressionsdomanen von Midlinel und Pax6 wurde
ausgehend von der Arbeitshypothese, dass Pax6 von Midlinel zum Abbau markiert
wird, die Pax6-Expression nach Midlinel-Suppression untersucht. Eine Veranderung
des Expressionsprofils von Pax6 kdnnte dabei auf eine mdgliche Interaktion dieser
Proteine hindeuten.

Die phanotypischen Veranderungen wurden mithilfe einer WMISH gegen Pax6 auf
einseitig mit Midlinel-MO injizierten Xenopus laevis-Embryonen mit anschliel3ender
Anfertigung histologischer Schnitte dargestellt. Embryonen im NF-Stadium 28 wiesen
nach Midlinel-Funktionsverlust ein morphologisch verandertes Augenblaschen auf,
das stark vergroBert und nach aufen gewolbt war (Abb. 12 A, A‘). Auf dem
Transversalschnitt der Augenregion auf Ho6he des spateren Vorderhirns
(Prosencephalon) war eine Verlangerung und Kaudalisierung des optischen Stiels
auffallig. Das prospektive Vorderhirn auf der Seite des Midlinel-Funktionsverlustes war
deutlich verbreitert (Pfeil, Abb. 12 C). Im NF-Stadium 36 war die Vorwélbung des

Auges weniger stark ausgepragt (Abb. 12 B), jedoch zeigte sich immer noch eine
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VergroRerung des Auges im Vergleich zur Kontrollseite (Klammern, Abb. 12 D, D). Es
fiel auf, dass die Retina im Vergleich zur normalen Seite verwaschen erschien (Abb. 12
B und B“, Pfeil). Die histologischen Transversalschnitte von Embryonen im NF-
Stadium 36 wiesen auf der Midlinel-MO injizierten Seite ebenfalls eine Veranderung
des morphologischen Aufbaus der Retina auf, die durch eine Faltenbildung im
Augenbecher gekennzeichnet war (weil3er Pfeil, Abb. 12 D). Auf der betroffenen Seite
waren die &uf3ere und innere Schicht der neuralen Retina nicht mehr voneinander
abgegrenzbar und die Pax6-Expression schloss beide Anteile ein. Ebenfalls auffallig
war eine Verkleinerung der Linse (schwarzer Pfeil, Abb. 12 D). Die Kontrollseite war

von diesen Veranderungen nicht betroffen.
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Abb. 12: Veranderungen von Morphologie und Pax6-Expression nach Midlinel-
Knockdown. Unilaterale Injektion von 2,5 pmol Midlinel-MO in eine von zwei
Blastomeren und anschlieRende WMISH mit einer Pax6-Sonde. (A, A, A*) Xenopus
laevis-Embryo im NF-Stadium 28 nach Mikroinjektion. Laterale Ansicht (A, A*) und
dorsale Ansicht (A‘). Auf der injizierten Seite (is) zeigt sich ein vergroRertes,
balloniertes Augenblaschen; ni, nicht injizierte Seite. (B, B‘, B“) Xenopus laevis-Embryo
im NF-Stadium 36 nach Mikroinjektion. Laterale Ansicht (B, B*) und dorsale Ansicht
(BY). Das Auge der betroffenen Seite ist vergroRert. Die Randbegrenzung der Pax6-
Expression erscheint verwaschen. (C) Transversalschnitt auf Hohe der gestrichelten
Linie von A (gleicher Embryo). Das Augenblaschen ist stark vergroRert und vermehrt
nach auRen gewdlbt. Die Region des zukinftigen Vorderhirns ist ebenfalls vergréRRert
(Pfeil). (D und Df) Transversalschnitt auf Hohe der gestrichelten Linie von B (gleicher
Emybro). Das Auge der injizierten Seite (D) ist im Vergleich zur Kontrollseite (D)
vergroRert (eckige Klammern), zeigt eine Faltenbildung der Retina (weil3er Pfeil) sowie
eine verkleinerte Linse (schwarzer Pfeil). Auf der Kontrollseite (D) ist der Aufbau einer
normalen Retina mit abgrenzbaren Schichten zu sehen.
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3.4.2 Anstieg Pax6-positiver Zellen durch Midlinel-Knockdown

Zur Untersuchung einer mdoglichen Auswirkung der Midline1l-MO-Injektion auf den
Anteil retinaler Zellen, die Pax6-Protein enthalten, wurden immunhistologische
Markierungen mit einem polyklonalen Pax6-Antikdrper auf Kryoschnitten der
entsprechenden Embryonen in den NF-Stadien 36 (Abb. 13 A, A") und 42 (Abb. 13 B,
B‘) durchgefuhrt. In der Retina findet sich eine Pax6-Expression in der ziliaren
marginalen Zone (CMZ) der Retina, wo sich undifferenzierte Vorlauferzellen befinden,
die wahrend der Embryonalentwicklung fortlaufend proliferieren und neue Neurone und
Gliazellen hervorbringen [72]. Weiterhin wird Pax6 im inneren Anteil der inneren
nuklearen Schicht und in der Ganglienzellschicht exprimiert [73]. Die entsprechend
markierten Zellen der inneren nuklearen Schicht (INS) sowie der Ganglienzellschicht
fanden sich sowohl in der Kontrollseite (Abb. 13 A, B) als auch in den experimentellen
Seite (Abb. 13 A‘, BY). Nach dem Midlinel-Knockdown war sowohl im NF-Stadium 36
als auch 42 eine Erweiterung der Pax6-Doméane Uber den inneren Anteil der INS
hinaus aufféllig (Abb. 13 B‘, weil3er Pfeil). Die Anordnung der Pax6-exprimierenden
Zellen wirkte im Vergleich zur Kontrollseite unregelmafig und folgte der Faltenbildung.
Im Verlauf der Entwicklung wurde beobachtet, dass die Anzahl Pax6-positiver Zellen in
der Kontrollseite von durchschnittlich 43 Zellen pro Schnitt und Embryo im NF-Stadium
36 auf 67 Zellen im NF-Stadium 42 anstieg. Ein Funktionsausfall von Midlinel fuhrte
bereits im Stadium 36 zu einer deutlich erhéhten Anzahl Pax6-positiver Zellen, deren
Anteil sich bis zum Stadium 42 mit durchschnittlich 130 Zellen pro Embryo sogar
verdoppelte (Abb. 13 E). Aufgrund einer signifikanten GréRenzunahme der Retina in
der experimentellen Gruppe nach Midlinel-Morpholinoinjektion (siehe auch Abschnitt
3.4.3) wurde das Verhéltnis Pax6-positiver Zellen pro Flache zur Kontrollseite des
jeweiligen Stadiums normalisiert (Abb. 13 C und D), dabei ergab sich ebenfalls ein
tendentieller Anstieg. Dies weist auf eine mogliche Zunahme Pax6-positiver Zellen
unabhangig von einer Grél3en- und damit auch Zellzunahme in der Retina durch einen
Midlinel-Knockdown hin. Aufgrund der geringen Zahl an Beobachtungen und der
daraus entstehenden geringen Aussagekraft von statistischen Tests wurde von einem
T-Test in diesem Versuch abgesehen. Dennoch geben diese Ergebnisse Hinweise
darauf, dass ein Funktionsverlust von Midlinel zu einem Anstieg Pax6-positiver Zellen

in der Retina fuhrt.
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Abb. 13: (A-Bf) Veranderung der Anzahl Pax6-exprimierender Zellen der
Augenregion nach Midlinel-Knockdown. Transversalschnitte der Retinae nach
Pax6-Immunfluoreszenfarbung. Pax6-positive Zellen emittieren rotes Licht unter dem
Fluoreszenzmikroskop. (A und A‘) NF-Stadium 36. (A‘) Midline1-MO injizierte Seite (is)
mit erhdhter Anzahl Pax6-positiver Zellen. (A) nicht injizierte Kontrollseite (ni). (B und
B‘) NF-Stadium 42. (B‘) Die typische rdumliche Anordnung der Pax6-exprimierenden
Zellen ist durch den Midlinel-Knockdown aufgehoben. Es finden sich Pax6-positive
Zellen auBBerhalb der INS (wei3er Pfeil). (B) Kontrollseite mit normaler Stratifikation der
Retina. Abklirzungen: ans, auf3ere nukledre Schicht; ins, innere nukleare Schicht; gzs,
Ganglienzellschicht; li, Linse.

(C und D) Balkendiagramme, relatives Verhaltnis Pax6-positiver Zellen pro
Flache von Midlinel-Mo injizierter Seite (Mid1-MO IS) normalisiert zur nicht-inijzierten
(NI) Kontrolleseite im Stadium 36 (C) und 42 (D) und (E) Balkendiagramm,
Mittelwerte Pax6-positiver Zellen pro Retina von Midlinel-MO injizierter Seite und
nicht injizierter Kontrollseite von Xenopus laevis-Embryonen der NF-Stadien 36 (n=7)
und 42 (n=2). Die Fehlerbalken geben die Streuung der Werte um die Mittelwerte an.
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3.4.3 Signifikante VergréRRerung des Augenbechers durch
Midlinel-Knockdown

Die Injektion von 2,5 pmol Midline1-MO in eine von zwei Blastomeren fuhrte bereits
makroskopisch zu einer morphologischen Verénderung des betroffenen Auges. Es
zeigte sich eine deutliche VergroRRerung des betroffenen Augenbechers (siehe auch
Abb 12 A, A’). Die histologischen Schnitte der Xenopus laevis-Embryonen wurden
hinsichtlich ihrer Augenbecherlangsdurchmesser ausgewertet. Die injizierte Seite
entwickelte im Vergleich zur Kontrollseite stark hyperplastische Augenstrukturen, die
am 1%-Level signifikant (T-Test, p<0,01) gegenlber der nicht injizierten Seite
vergroRert waren (siehe Abb. 14).

320
310
300
290
280 m Augendurchmesser langs
nichtinjizierte Seite
270
m Augendurchmesser langs
260 - injizierte Seite
250
240
230 T-Test
Augendurchmesser ldngs in um Stadium 25 p:8,3E-05

Abb. 14: Balkendiagramm, Vergleich der Augenbecherldngsdurchmesser von
nicht injizierter zu injizierter Seite einseitig Midline1l-MO injizierter Embryonen im
NF-Stadium 25 (n=9). Die Fehlerbalken geben die Streuung der Werte um die
Mittelwerte wieder. Der GroRRenunterschied ist am 1%-Level signifikant (**).

3.5 Untersuchung zur zellautonomen Funktion von Midlinel in der Retina

In diesem Experiment sollte untersucht werden, inwieweit Midlinel eine zellautonome
Funktion bei der Differenzierung retinaler Vorlauferzellen austbt. Dazu wurden
Xenopus tropicalis-Midlinel und Homo sapiens-Midlinel mittels in vivo Lipofektion in
der sich entwickelnden Retina Uberexprimiert. Die Analyse erfolgte anhand von
Kryoschnitten im NF-Stadium 41, indem die GFP-positiven Zellen anhand ihrer
Zellmorphologie den jeweiligem retinalen Zelltyp zugeordnet und in der Zentralretina
ausgezahlt wurden. Als Normalkontrolle dienten Embryonen, die allein mit GFP

lipofektiert wurden.
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Prozentualer Anteil der verschiedenen retinalen Zelltypen
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Abb. 15: Balkendiagramm, Darstellung des prozentualen Anteils der retinalen
Zelltypen nach Lipofektion von Homo sapiens-Midlinel (N=24), Xenopus
tropicalis-Midlinel (N=17) und GFP (N=40) in die prospektive Augenregion von
NF-Stadium 16-18 Xenopus laevis-Embryonen. Die blauen Balken geben die
prozentuale Verteilung der Zelltypen in der Kontrollgruppe wieder (Co-GFP). Den
Einfluss einer Uberexpression von Midlinel auf retinale Vorlauferzellen geben die roten
(Hs-Mid1, Homo sapiens-Midlinel) und grinen (X.trop. Midl, Xenopus tropicalis-
Midlinel) Balken wieder. Signifikante Unterschiede finden sich bei dem Anteil der
Bipolarzellen und Photorezeptoren. * kennzeichnen Signifikanzen im 10% Level, *** im
1% Level. Die Fehlerbalken geben die Streuung der Werte um die Mittelwerte an. Abk.:
GC, Ganglienzellen; AM, amakrine Zellen; BI, Bipolarzellen; HOR, Horizontalzellen;
PR, Photorezeptoren; MU, Miiller-Gliazellen.

Im Vergleich zu Retinae, die allein mit GFP lipofektiert wurden, erniedrigte sich der
Anteil der Bipolarzellen in beiden experimentellen Gruppen signifikant (p<0,01).
Zusatzlich erhdhte sich der Anteil der Photorezeptoren signifikant (p<0,1 fir Homo
sapiens-Midlinel und p<0,01 fir Xenopus tropicalis-Midlinel). Dagegen blieb der Anteil
von Ganglienzellen, amakrinen Zellen, Horizontalzellen und Miller-Gliazellen
unverandert (siehe Abb. 15). Die Ergebnisse flihren zu der Annahme, dass eine
gezielte Uberexpression von Xenopus tropicalis-Midlinel sowie von Homo sapiens-
Midlinel in Retinoblasten die Anzahl von Zellen mit einer Determinierung zu

Photorezeptoren auf Kosten der Bipolarzellen erhoht.
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4. Diskussion
4.1 Konservierung der Midlinel-Sequenz in Xenopus laevis und

Homo sapiens
Der Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenzen von Xenopus laevis-Midlinel
und Homo sapiens-Midlinel ergab eine Identitat von 93 % Uber das gesamte Protein.
Die Sequenzen unterschieden sich nur durch den Austausch weniger Aminosauren.
38 % dieser ausgetauschten Aminosauren sind zudem nach George et al. konserviert
(A/G, V/IILIM, FIY, DIE/IN/Q, K/R, SIT) [74]. Wird davon ausgegangen, dass eine
Identitdt von Uber 30 % in der Aminosauresequenz zweier unterschiedlicher Arten ein
Beweis flir eine konservierte Struktur und Funktion ist [75], spricht dies fiir eine hohe
Wahrscheinlichkeit einer Funktionsidentitdt von Midlinel in beiden Spezies. Die
Sequenzidentitat im Bereich wichtiger funktioneller Domanen wie zu 96 % innerhalb
der RING-Finger-Doméne, die die Bindung des E2-Enzyms realisiert, oder zu 92 %
innerhalb der B-Box 1, die essenziell fir die Substratbindung ist, unterstreichen die
strukturelle und funktionelle Konservierung von Midlinel in beiden Spezies.
Die Analyse der Midlinel-Aminosauresequenz anderer Vertebraten, die ebenso eine
hohe Sequenzidentitéat (= 90 %) ergab, lasst schlussfolgern, dass es sich hier um ein in

Vertebraten evolutionar stark konserviertes Protein handelt.

4.2 Das Expressionsverhalten von Midlinel und Midline2 wéahrend der
Embryonalentwicklung von Xenopus laevis
Untersuchungen zur  Expression von Midlinel in aufeinanderfolgenden
Entwicklungsstadien mittels RT-PCR lassen Funktionen fir spezifische, zeitlich
begrenzte, morphogenetische Vorgange vermuten. Die im NF-Stadium 2
nachgewiesene starke Expression von Midlinel mittels RT-PCR reprasentiert
maternale Transkripte, da zu diesem frihen Zeitpunkt noch keine endogene
Transkription erfolgt. Das Vorliegen eines basalen Midlinel-Expressionsniveaus in
frihen Entwicklungsphasen (bis NF-Stadium 15) spricht daflr, dass eine geregelte
Midlinel-Expression fur eine normale Entwicklung von Bedeutung ist. Im Verlauf der
Gastrulation (NF-Stadium 10-12) nahm die Transkriptmenge von Midlinel ab, wahrend
diese mit Beginn der Neurulation (NF-Stadium 15) wieder zunahm und somit von einer
endogenen Midlinel-Produktion ausgegangen werden kann. Der Anstieg der mRNA-
Transkriptrate ab dem NF-Stadium 20 inmitten der Neurulation (NF-Stadium 13-25)

l&sst sich auch mit einer Rolle von Midlinel in der Augenentwicklung vereinbaren, da
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die Augenblaschen bei der Entwicklung des Gehirns als Ausstilpung des
Dienzephalons entstehen. Experimente, die den Einfluss von Midlinel auf die
Entwicklung kranialer Ganglienzellen untersuchten, unterstitzen die Vermutung, dass
Midlinel an der Entwicklung des Nervensystems beteiligt ist [76]. In spateren
Entwicklungsstadien (27 bis 42 nach NF) war eine konstant hohe Expression von
Midlinel zu verzeichnen. In einer von Suzuki et al. publizierten Darstellung des
Expressionsmusters von Midlinel und Midline2 wurde dagegen ein gleichbleibend
hohes Expressionsniveau von Midlinel und Midline2 vom NF-Stadium 0-30
beschrieben, dass sich deutlich von den eigenen Ergebnissen unterscheidet [67].
Allerdings wurden hinsichtlich der verwendeten Zyklenzahlen in dieser Publikation
keine Angaben gemacht. Ob — wie in der vorliegenden Arbeit geschehen — streng auf
eine Zyklenzahl geachtet wurde, die im logarithmischen Bereich der Amplifikation lag,
kann daher nicht nachvollzogen werden. Aus den veroffentlichten Daten von Suzuki et
al. ist aus diesem Grund keine semi-quantitative Beurteilung méglich.

In den Untersuchungen zur zeitlichen Expression von Midline2 konnten Transkripte
zwar ebenfalls wahrend der frihen Entwicklungsphasen nachgewiesen werden, ein
deutlicher Anstieg der Expression war jedoch erst ab dem NF-Stadium 37 zu
verzeichnen. Im Vergleich zu Midlinel war zudem eine wesentlich héhere Zyklenzahl
zur Detektion des Amplifikationsproduktes notwendig (32 statt 26 Zyklen), sodass von
einer eher geringen frih-embryonalen Expression von Midline2 ausgegangen werden
kann.

Untersuchungen anhand von Midline2-RNA in situ Hybridisierung an Mausen zeigten
am Ende der Neurulation (E10.5) ebenfalls nur eine sehr schwache Expression, die
sich hauptsachlich auf das ZNS und das Herz beschréankte [48]. Erst in spateren
Entwicklungsstadien (E14.5), als die Organogenese noch weiter vorangeschritten war,
zeigten auch andere Organsysteme eine starkere Midline2-Expression (u. a. Magen,
Thymus, Schilddrise, Niere). Weitere Untersuchungen zur embryonalen Midline2-
Expression sind an Tiermodellen bisher rar. Neben den erwahnten Untersuchungen an
Mausen wurde die Expression im Primitivknoten des Huhns (Hensen’s Node)
beschrieben [77].

Zusammenfassend werden Midlinel und Midline2 wahrend der gesamten embryonalen
Entwicklung von Xenopus laevis mit zunehmender Intensitat exprimiert, wobei das

Expressionsniveau von Midline2 niedriger ist. Der friihe Anstieg der Transkriptmenge
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von Midlinel unterstitzt die Annahme, dass dieses Gen entwicklungsbiologische
Aufgaben erfullt.

4.3 Die ubiquitare und differenzierte Gewebeexpression von Midlinel

Anhand der Expressionsanalyse von Midlinel in RNA-Praparationen adulter Gewebe
von Xenopus laevis und Homo sapiens konnte gezeigt werden, dass die Midlinel-
Expression einer differenzierten Gewebeexpression unterliegt. Eine erhéhte Midlinel-
Transkriptmenge konnte besonders in Gehirn, Herz, Lunge sowie den méannlichen und
weiblichen Keimdrusen in Xenopus laevis nachgewiesen werden. Es wurden humane
Midlinel-Transkripte ebenso in allen untersuchten Geweben nachgewiesen, was fir
eine ubiquitdre Expression spricht. Ein erhdhtes Expressionsniveau zeigte sich im
fetalen und adulten Gehirn sowie in Haut, Niere und Nebenniere, Thymus,
Lymphknoten, Lunge, Magen, Kolon, Herz sowie den Keimdrisen. Im Vergleich beider
Spezies zeigten sich somit neben einem evolutionér konservierten Expressionsmuster,
z.B in Keimdriisen, Herz und Skelettmuskel auch Unterschiede in der Expression. Die
Resultate anderer Untersuchungen unterstiitzen die Annahme einer ubiquitaren
Gewebeexpression von Midlinel. So wurde in einer differenzierten Untersuchung von
Landry und Mager 2002 anhand von real-time PCR in einer Vielzahl humaner Gewebe
ebenfalls eine Midlinel-Expression nachgewiesen. Real-time-RT-PCR-Analysen
ermdglichen auch eine quantitative Aussage hinsichtlich der Transkriptmenge. In den
analysierten humanen Geweben wurde eine hohe Expressionsrate von Midlinel in
Niere, Lunge und Kolon nachgewiesen, was den eigenen Untersuchungsergebnissen
entspricht. Andere Gewebe wie Skelettmuskel, Milz und fetale Gewebe lieferten
dagegen — wie in der vorliegenden Arbeit — nur geringe Expressionsniveaus [78].
Quaderi et al. beschrieben bereits 1997 die gewebespezifische Expression von
Midlinel anhand von Hybridisierungen der Midlinel-cDNA mittels humaner fetaler und
adulter Gewebe-Northernblots [43]. Es zeigte sich, dass Midlinel in allen untersuchten
Geweben exprimiert wurde und das Expressionsniveau gleichfalls in den
unterschiedlichen Geweben einer hohen Variationsbreite unterlag. Eine hohe Midlinel-
Expression wurde in fetaler Niere, Gehirn und Lunge beschrieben. In adulten Organen
war ein hohes Expressionsniveau in Gehirn, Plazenta und Herz auffallig.
Interessanterweise ergab sich in der RT-PCR der vorliegenden Arbeit ein eher
niedriges Midlinel-Expressionshiveau der adulten Xenopus laevis-Augen. Zum einen

lied sich auch in einem spaten Entwicklungsstadium (NF-Stadium 41, Abb. 11 T)
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anhand der WMISH im Vergleich zu frihen Entwicklungsstadien nur noch eine
schwache Expression im Auge nachweisen, was fir eine friihe Funktion des Gens in
der Augenentwicklung spricht, zum anderen ergibt sich anhand des
Expressionsniveaus nicht automatisch eine Aussage Uber die Genfunktion, da in den
vorliegenden Expressionsstudien ausschlie3lich Transkripte nachgewiesen wurden.
Eine verlalliche Aussage uber die tatsachlich vorhandene Proteinmenge lasst sich
daraus nicht ableiten. Eine Mdglichkeit, den Midlinel-Proteingehalt zu quantifizieren,
wirde z.B das Verfahren des Western-Blots bieten.

AbschlieRend lasst sich fur Midlinel eine ubiquitdre Expression in den vorgestellten
und untersuchten Geweben verschiedener Vertebraten feststellen, die mehrfach

bestétigt wurde und deren Niveau einer gewebespezifischen Regulation unterliegt.

4.4 Das dynamische Expressionsmuster und mogliche Funktionen von
Midlinel im Verlauf der Augenentwicklung
Zur Visualisierung der rdumlichen Midlinel-Expression im Kopf- und besonders im
Augenbereich von Xenopus laevis im Verlauf der Entwicklung wurden ,whole mount® in
situ  Hybridisierungen vorgenommen. Diese Untersuchungen erlauben eine
gleichzeitige Bestimmung von raumlicher und zeitlicher Expression, sind jedoch
weniger sensitiv als die RT-PCR-Analysen. Expressionsdomanen von Midlinel im
Kopfbereich von Xenopus laevis sind neben den Augenanlagen, die Ohranlagen, die
Haftdrise, die Branchialbdgen, die Somiten und Teile der Anlage des Mittel- und
Hinterhirns. Suzuki et al. zeigten ebenfalls in Xenopus laevis die Expression von
Midline1 und Midline2. Midline1 wurde vor der Neurulation mittels ,whole-mount® in situ
Hybridisierung in den Untersuchungen von Suzuki et al. nicht detektiert [67]. Dies
kénnte vermutlich an der Gré3e der einzelnen Zellen in diesen frihen Stadien liegen,
sodass der logarithmische Schwellenwert zur Detektion der mRNA nicht erreicht
werden konnte. Auch erschwerte die starke Hintergrundfarbung in den friihen
Entwicklungsstadien eine genaue Aussage Uber eine mdogliche Lokalisation der
Expression. Wahrend der friihen Neurulation im NF-Stadium 15 wurde Midlinel
homogen im gesamten Embryo von Suzuki et al. nachgewiesen. In der vorliegenden
Arbeit wurde das Expressionsprofil von Midlinel ab dem NF-Stadium 20 anhand von
WMISH untersucht. Im Stadium 20 wurden von Suzuki et al. Transkripte in epithelialen
Organen, einschlieBlich dem Neuralrohr, den Augen- und Ohrblaschen, der Haftdriise

und den Somiten detektiert. In den Schwanzknospenstadien wurde eine Midlinel-
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Expression in Teilen des Gehirns (Mittel- und Hinterhirn), in den Kiementaschen, im
Herzschlauch und in verstreuten epidermalen Zellen beschrieben [67]. Das in dieser
Arbeit vorgestellte Expressionsmuster von Midlinel in Xenopus laevis bestatigt somit
im Wesentlichen die von Suzuki et al. publizierten Ergebnisse.

Ein weiterer Aspekt fiir nachfolgende Untersuchungen wéare auch, Midlinel-Protein
beispielsweise Uber eine Antikorper-Detektion embryonal darzustellen und den
Proteingehalt zu quantifizieren, da bisher hauptsachlich Midlinel-Transkript-Nachweise
mittels in situ Hybridisierungen in unterschiedlichen Vertebraten-Embryonen erfolgt
sind [43,67], die jedoch keine validen Aussagen Uber den tatséchlichen Proteingehalt
erlauben.

Interessanterweise fallt im Vergleich der frihen Expression von Midlinel im gesamten
Embryo zur Gewebeexpression adulter Organismen anhand von RT-PCRs auf, dass
Gewebe, die im adulten Organismus nur ein niedriges Expressionsniveau aufweisen,
wahrend der embryonalen Entwicklung deutliche Féarbungen zeigen. Dazu gehdren
beispielsweise Organe ektodermalen Ursprungs wie Auge und Ohr, aber auch
mesodermalen Ursprungs wie Somiten oder Niere. Dies zeigt, dass sich die Aktivitat
von Midlinel in den verschiedenen Organen im Laufe der Entwicklung andert. Méglich
ware, dass Midlinel fur die Ausbildung bestimmter Organe, wie z. B. Niere und Auge,
entwicklungsspezifische Aufgaben wahrnimmt, die in den Organen des adulten
Organismus nicht mehr von Bedeutung sind.

Neben Midlinel wurde zur vergleichenden Analyse die Expression von Pax6 und Pax2,
zwei fundamentale Markergene der Augenentwicklung (siehe Abschnitt 1.5),
dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass Midlinel sowohl Charakteristika des Pax6
als auch des Pax2-Expressionsmusters besitzt (siehe Abschnitt 3.3.3).

Das Expressionsmuster eines Gens ermdglicht Aussagen Uber seine Bedeutung fir die
Entwicklung in den entsprechenden Organen. Pax2, das beispielsweise spezifisch im
Augenstiel exprimiert wird (sieche Abb. 11 K-0), ist an der Entwicklung des Nervus
opticus sowie der Musterbildung im Auge beteiligt. Es wurde gezeigt, dass Mutationen
im menschlichen Pax2-Gen zu einem Kolobom des Nervus opticus filhren [79]. Torres
et al. zeigten anhand von Mausen, die kein Pax2 exprimierten, dass der Nervus opticus
nur zu den ipsilateralen Colliculi supriores projizierte und kontralaterale Projektionen
fehlten. Phanotypisch zeigten die Mause einen vergréf3erten Augenbecher sowie ein
Kolobom mit fehlenden Gliazellen um den Nervus opticus [36]. Uberexpressionsstudien

von Pax2 im Huhn fuhrten zu einer gestdrten Kreuzung der Nervenbahnen der Axone
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im Chiasma opticum [80]. Anzunehmen ist daher, dass Pax2 fur die normale
Entwicklung des optischen Stiels und die korrekte Leitung des Nervus opticus
essenziel ist. In weiteren Untersuchungen wurde festgestellt, dass Pax2 besonders in
Gliazellen des optischen Nerven exprimiert wird [81]. Muller-Gliazellen sind essenziell
fur die Entwicklung der Retina in Mausen, da sie als Promotoren des retinalen
Wachstums und der Histogenese dienen [82]. Weiterhin wurde ihnen eine Rolle als
Wegweiser fur sich entwicklende retinale Axone in der Hihnchenretina zugeschrieben
[83]. Midlinel wurde ebenfalls préferenziell in den ventralen Anteilen der Retina
exprimiert, besonders in den untersuchten NF-Stadien 33-38 (Abb. 11, N, R, S). Die
starke Farbung von Midlinel im Bereich der optischen Papille, wo die Axone retinaler
Ganglienzellen zusammentreffen und als Nervus opticus das Auge verlassen (Abb. 11
S) lalkt vermuten, dass Midlinel &hnlich wie Pax2 einen Einfluss auf die
Regionalisierung des Auges hat und zum anderen an der Bildung des optischen
Nerven beteiligt ist. Ob es sich bei den exprimierenden Zellen ebenfalls um prospektive
Gliazellen handelt, wie fir Pax2 beschrieben, kdnnten zuklnftige Experimente zeigen.
Der Transkriptionsfaktor Pax6 wird als einer der wichtigsten Regulatoren der
Augenentwicklung angesehen [84]. Er wird in Xenopus bereits ab dem NF-Stadium
12,5 in der primaren Augenanlage exprimiert [85]. Wahrend der fruihen Phase der
Expression (NF-Stadien 12,5 bis 33/34) zeigte sich eine Expression in den
Retinoblasten der sich entwicklenden Retina (Abb. 11 W) und in den Stadien des
Augenbechers in allen Augenanteilen wie dem Linsenblaschen, der inneren und
auReren Schicht des Augenbechers sowie im optischen Stiel. Nach dem NF-Stadium
33/34 wird Pax6 in den noch nicht vollstandig differenzierten Zellen des distalen
Linsenanteils, der Kornea, der epithelialen Konjunktiva, der Iris sowie dem inneren
Anteil der neuralen Retina exprimiert, jedoch nicht mehr in der auf3eren Schicht der
neuralen Retina, die hauptsachlich postmitotische Photorezeptoren enthélt [20].

Das Midlinel-Expressionsmuster wies neben Charakteristika der Pax2-Expression
auch Uberlappungen mit den Pax6-Expressionsdoméanen im Auge auf, was besonders
in den frihen NF-Stadien 20, 23 und 28 in Form der durchgehenden Expression im
Augenblaschen ersichtlich war (siehe Abb. 11 A,B,C,F,G,H). Midlinel wird wie die
sogenannten Augenfeldtranskriptionsfaktoren (EFTFs) nach Auftrennung des
Augenfelds in beiden lateralen Augenanlagen exprimiert. Jeder einzelne dieser EFTFs
besitzt eine Schlusselrolle in der Augenentwicklung und nimmt als Transkriptionsfaktor

auf die Genexpression entscheidenen Einfluss [6]. Zwar ist Midlinel Kkein
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Transkriptionsfaktor, dennoch zeigen die vorliegenden Untersuchungen, dass Midlinel
fur die Augenentwicklung relevant ist. Vorstellbar ware ein Einwirken von Midlinel auf
EFTFs auf Proteinebene. Midlinel wurde bisher eine Rolle als E3-Ubiquitin-Ligase mit
dem Zielprotein PP2Ac zugeschrieben [49,50]. Aufgrund der Uberlappenden
Expressionsdomanen von Midlinel, Pax6 und Pax2 sind Interaktionen dieser Proteine
denkbar. Moglicherweise nimmt Midlinel als E3-Ubiquitin-Ligase auch Einfluss auf die
Stabilitat von Pax6 und Pax2 und kontrolliert deren Abbau.

4.5 Die Midlinel-Expression im Auge im Vergleich zu anderen Vertebraten

In Untersuchungen der Midlinel-Expression in menschlichen Embryonen wurden
interessanterweise keine Midlinel-Transkripte in der neuralen Retina eines 7 Wochen
alten Embryos gefunden [64]. Die Augenentwicklung ist zu diesem Zeitpunkt im
menschlichen Embryo bis zur Augenbecherbildung vorangeschritten und korreliert in
etwa mit einem NF-Stadium 27 von Xenopus-Embryonen. Ahnlichkeiten im Midlinel-
Expressionsmuster zwischen Mensch und Xenopus laevis zeigten sich dagegen in
Branchialbdégen, Ohrblaschen, Herz und Anteilen des Gehirns [64]. Auch in anderen
Vertebraten wurde die Expression von Midlinel untersucht. Quaderi et al. zeigten
anhand von RNA in situ Hybridisierungen an Mausen, dass Midlinel in einem frihen
Entwicklungsstadium (E10.5) im gesamten Embryo exprimiert wurde. In einem
spateren Entwicklungsstadium (E16.5) wurde ebenfalls eine Midline1-Expression in der
neuralen Retina von Mausen detektiert [43]. In diesem Stadium lassen sich einzelne
Schichten der Mausretina unterscheiden. Eine besonders starke Expression fand sich
in der aulReren nukledren Schicht der Retina, die proliferierende Neuroblasten enthalt.
In Xenopus laevis dagegen war eine schwache Midlinel-Expression in der inneren
nuklearen Schicht der neuralen Retina zu finden. Hier befinden sich die Zellkérper der
Bipolar- und Horizontalzellen und der GrofR3teil der amakrinen Zellen. Weiterhin war
eine markante Expression im vorderen Keimepithel der Linse in der Maus auffallig, wo
ebenfalls proliferierende Zellen liegen. Dieser Bereich wies in Xenopus laevis dagegen
keine Midlinel-Transkripte auf.

Untersuchungen zu Midlinel im Huhn detektierten ebenso eine Expression in Auge,
ZNS, Somiten, Herz und Branchialb6égen [66]. Somit werden im hier dargestellten
Vergleich der Expression von Midlinel in Xenopus laevis und anderen Vertebraten
viele Gemeinsamkeiten aber auch Unterschiede gerade hinsichtlich der Expression im

sich entwickelnden Auge deutlich. Es erscheint daher maoglich, dass die Midlinel-
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Genexpression in verschiedenen Organismen trotz der konservierten Struktur
unterschiedlich reguliert wird.

Die Variationsbreite des Expressionsprofils von Midlinel in den unterschiedlichen
Geweben selbst innerhalb eines Organismus legt nahe, dass die Expression von
Midlinel sorgfaltig reguliert wird. Im Nachfolgenden werden Mechanismen dargestellt,
die regulierend in die Expression von Midlinel eingreifen kénnten. Northern Blot
Analysen konnten drei verschiedene Midlinel-Transkripte von unterschiedlicher Grolie
(7 kb, 45 kb und 3,5 kb) aufzeigen [43,86]. Dem liegt eine gewebespezifische
Polyadenylierung an vier verschiedenen Polyadenylierungsstellen (PAS1-4) im
Menschen zugrunde. Interessanterweise ist der Gebrauch der verschiedenen
Polyadenylierungsstellen determiniert durch die Wahl alternativer Promotoren, die
ihrerseits die Midlinel-Expression sowohl wahrend der embryonalen Entwicklung als
auch im adulten Tier beeinflussen [78,87]. Moglicherweise bietet dieses Modell einen
Erklarungsansatz fur die unterschiedliche Expression von Midlinel sowohl in
verschiedenen Organen innerhalb eines Organismus als auch wahrend der
Entwicklung.

Midline2, das funktionell dem Midlinel-Protein ahnlich ist, kann in einigen Geweben
anscheinend als Stellvertreter von Midlinel agieren. Gewebe mit geringer Midline2-
Aktivitat wirden folglich mehr unter einem Midlinel-Funktionsverlust leiden [47,48,77].
Bisher wurde das Expressionsprofil von Midline2 wahrend der Augenentwicklung
jedoch noch nicht untersucht. Inwieweit dieser Mechanismus innerhalb der
Augenentwicklung daher von Relevanz ist, kdnnte Gegenstand weiterer Experimente
sein. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen jedoch vermuten, dass der Einflul3
von Midline2 in der frihen Entwicklung als gering einzustufen ist, da nur geringe
Transkriptmengen nachweisbar waren (siehe Abb. 9, Abschnitt 3.3.1).

Eine Moglichkeit die Genexpression durch Translationskontrolle zu beeinflussen, ist die
Funktion von Midlinel als Teil eines Ribonukleoprotein-(RNP)-Komplexes. Die
Tatsache, dass der Midlinel-Multiproteinkomplex mit Midlinel-mRNA interagiert, weist
auf einen moglichen regulatorischen Feedbackmechanismus hin, den Midlinel auf
seine eigene Synthese auslbt [88]. 2011 verdffentlichten Aranda-Orgillés et al.
weiterhin, dass der Midlinel-Protein-Komplex mit mMRNA ({ber purinreiche
Sequenzmotive, sogenannte MIDAS (Mid1l Association Sequence) verknlpft ist. Dies

erhoht die Stabilitat und translationale Effizienz dieser mRNAs [89].
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Neben der posttranskriptionellen Regulation von Midlinel wird auch eine
transkriptionelle Regulation der Expression diskutiert. 2012 zeigten Dierssen et al. [90],
dass DREAM (Downstream regulatory element antagonist modulator), ein Ca?*-
bindendes Protein, das an DNA bindet und Ca**-abhéngig die Transkription bestimmter
Gene verhindert [91], regulierend in die Midlinel-Expression eingreift. Zuvor wurde
bereits eine Expression von DREAM in der Raten-Retina, besonders in den Miiller-
Gliazellen, nachgewiesen [92]. In den Untersuchungen von Dierssen et al. wurde an
transgenen Mausen, die einen Ca®*-unsensitiven/CREB-unabhéngigen dominant-
aktiven DREAM-Mutant exprimierten (daDREAM), nachgewiesen, dass eine
verminderte Midlinel-Expression stattfand und Midlinel daher der transkriptionellen
Kontrolle dieses Proteins unterliegen kdnnte [90]. Ob es sich hierbei um einen direkten
oder indirekten Effekt der Genmutation auf die Midlinel-Expression handelt, wurde
nicht differenziert. Die Midlinel-Expression und -Funktion werden somit durch
vielfaltige Mechanismen, die heute sicherlich noch nicht alle vollstandig bekannt sind,

reguliert.

4.6 Veranderungen in der Augenentwicklung durch Midlinel-Knockdown

Die Unterbindung der Midlinel-Genexpression durch den Einsatz von Midlinel-
Morpholinos verursachte eine statistisch signifikante VergroRerung des Augenbechers.
Die VergréRerung und Ballonierung der Augenblaschen in der frihen Entwicklung
fuhrte in Folge zu einer fehlerhaften Ausbildung der Retina mit Faltenbildung. In
spateren Entwicklungstadien (NF-Stadium 36) wies die Retina eine deutlich veranderte
Struktur auf. Midlinel scheint demzufolge ein friher Regulator der Augenentwicklung
Zu sein, der eine Funktion bei der Ausbildung der Retina, ihrer GroRe und des
optischen Stiels ausubt.

Wie von Zuber et al. berichtet wurde, verursachte eine alleinige Uberexpression von
Pax6é mittels mRNA-Injektion in  Xenopus-Blastomere keine signifikante
AugenvergroRerung [93]. Der Anstieg des Pax6-Levels, der durch den Funktionsausfall
von Midlinel provoziert wurde (siehe Abschnitt 3.4.1), ist daher wahrscheinlich weniger
bedeutend flr die GréRenzunahme des Augenblaschens.

Dagegen konnten andere Mechanismen der GroRenzunahme des Augenblaschens
zugrunde liegen. Moglich waére, dass undifferenzierte Zellen des umliegenden
Gewebes, die urspringlich nicht dazu bestimmt waren, zu retinalen Zellen zu

differenzieren, ihr Zellschicksal andern und zu retinalen Zellen rekrutiert werden.
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Andererseits konnte der VergroRerung des Augenbechers auch eine verminderte
Apoptoserate oder eine erhthte Mitoseaktivitat retinaler Zellen durch Suppression der
Midlinel-Funktion zugrunde liegen, sodass sich die Zellanzahl im Augenbecher erhoht.
Um experimentell die Auswirkungen auf die Proliferationsrate in Xenopus laevis nach
Midline1-MO-Injektion zu untersuchen, kdnnten BrdU-Markierung eingesetzt werden.
Auf diesem Wege lieRe sich die Anzahl mitotisch aktiver Zellen eruieren. Ob es sich
dagegen um eine Hemmung der Apoptoserate handelt, konnte mittels TUNEL-Assay
analysiert  werden. Studien an Midlinel-Nullmutanten-Mausen zeigten
interessanterweise keine Verdnderung der Apoptose oder Proliferation. Allerdings
wurden in diesen Tieren auch keine Augenfehlbildungen beschrieben. Zudem waren
die Midlinel-Nullmutanten-Mause von anderen Fehlbildungen, wie sie bei Opitz-
G/BBB-Syndrom-Patienten  gefunden  wurden  (Kardiale, urogenitale  und
tracheotsophageale Malformationen), ebenfalls nicht betroffen [94]. Die Diskrepanz
zum Phénotyp in Xenopus nach Midlinel-Knockdown kdnnte durch den Einfluss des
unterschiedlichen genetischen Hintergrundes oder  durch evolutionére
Entwicklungsunterschiede zwischen den verschiedenen Spezies erklart werden.

Im Folgenden wird die Veranderung der Pax6-Expressionsdoméne in den Midlinel-
Funktionsverluststudien im Auge diskutiert, die anhand von WMISH-Untersuchungen
analysiert wurden (siehe Abschnitt 3.4.1). Die Verstarkung und ektopische Erweiterung
der Pax6-Domane spricht zunadchst fur einen erhdhten Pax6-mRNA-Gehalt. Ein
Anstieg der Pax6-exprimierenden Zellen bestatigte sich auf Proteinebene mittels Pax6-
Detektion Uber spezifische Antikdrper (siehe Abschnitt 3.4.2). Zu bedenken ist jedoch,
dass aufgrund der geringen Zahl an Beobachtungen in dem letztgenannten Experiment
unspezifische ("off-target") Effekte, ohne Assoziation zur Unterbindung der Midlinel-
Expression, nicht ganz auszuschlieRen sind. Zur Validierung der Ergebnisse bedarf es
daher weiterer Experimente. Dennoch zeigte sich in beiden unabhdngigen
Entwicklungsstadien eine tendentielle Zunahme Pax6-positiver Zellen, die nicht allein
auf der GroRenzunahme der Retina und damit einer generell hdheren Zellzahl beruhte.
Es ist daher anzunehmen, dass Midlinel in seiner Funktion als Ubiquitin-Ligase
Einfluss auf die Konzentration bestimmter Transkriptionsfaktoren wie z. B. Pax6 auf
Proteinebene nehmen kann. Fir TRIM11, ein dem Midlinel eng verwandtes Protein
aus der RBCC-Familie, konnte bereits gezeigt werden, dass es an der Degradation von
Uberschissigem Pax6 durch Ubiquitinylierung beteiligt ist [58]; ahnlich kénnte dies

auch fur Midlinel zutreffen. Zu einer zuséatzlichen Erhdhung des Pax6-Levels kdnnte
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die positive Autoregulation von Pax6-Protein auf seine eigene mRNA-Synthese
beitragen, die auf Zellkulturebene nachgewiesen wurde [95].

Im Jahr 2008 verdffentlichte Aranda-Orgillés et al., dass mutierte Midlinel-Produkte die
Fahigkeit verlieren, EF-1a (elongation factor 1a) zu binden und daher wahrscheinlich
eine fehlerhafte Regulation der Translation von assozierten mRNAs verursachen [88].
Midlinel bekommt in dieser Publikation eine neue Funktion in der Zelle zugeschrieben.
Es soll an der Bildung eines Ribonukleoprotein (RNP)-Komplexes beteiligt sein. Diese
Komplexe haben in der Zelle u.a. die Funktion, einen cytoplasmatischen RNA-
Transport zu gewahrleisten und somit durch lokal regulierte Translation die Bildung und
Aufrechterhaltung der Zellpolaritat zu ermdéglichen. Es wurde gezeigt, dass Midlinel
zusammen mit Alpha4, einer regulatorischen Untereinheit der Proteinphosphatase 2A,
und EF-1a den Kern eines groRen Multiproteinkomplexes bildet. Dieser assoziiert mit
RNA und ist zusammen mit weiteren Faktoren am mMRNA-Transport und an der
Translationskontrolle beteiligt. Vorstellbar wéare, dass der durch Morpholinos
herbeigefihrte Funktionsverlust von Midlinel dazu fuhrt, dass auch die
Translationskontrolle der Pax6-mRNA entféllt, was eine verstarkte Translation und
somit ein erhohtes Pax6-Proteinlevel zur Folge hatte. Dies konnte neben der
verminderten Pax6-Degradation durch die Ubiquitin-Ligase den verstarkten Nachweis
von Pax6-mRNA nach Midlinel-Knockdown erklaren. Weiterhin kénnte die Translation
der mRNA von Proteinen, die fir Wachstum und Zellmigration bedeutend sind,
verandert sein und so an der phanotypischen Veranderung des Augenblaschens
mitwirken.

Viele Signalwege koordinieren wahrend der embryonalen Entwicklung die korrekte
Musterbildung und die Morphogenese von ventralen Mittellinienstrukturen. Unter ihnen
spielt Sonic hedgehog (Shh) eine entscheidene Rolle [96]. Mutationen im Shh-Gen
verursachen eine Holoprosenzephalie (HPE), eine Fehlbildung, die durch eine
fehlerhafte Teilung des Vorderhirns und des Augenfeldes aufgrund einer Stérung der
ventralen Mittellinie charakterisiert ist [97]. Die Ausschaltung des Shh-Gens in Mausen
resultierte u. a. in einer Zyklopie [98]. Diese Formen der Fehlbildungen sind
gegensatzlich zu den Pathologien, die beim Opitz-G/BBB-Syndrom gefunden werden.
Hinsichtlich der Augenentwicklung bewirkt Shh, neben der Aufspaltung des
Augenfelds, die Regionalisierung der Augenanlage und reguliert die Proportionen von
Retina versus Augenstiel durch Induktion von Vax2, Vaxl und Pax2 [99,100]. Die

Uberexpression von Shh in Xenopus laevis fordert die Ventralisierung der
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Augenstrukturen, was auch durch eine Expansion entsprechender spezifischer
Markergene des Augenstiels wie beispielsweise Pax2 oder Vaxl deutlich wird. Die
Pax6-Expression wird dagegen unterdriickt [99,101]. Hedgehog-Signale wirken also
entscheidend auf die proximodistale Musterbildung ein. Bei einer Uberexpression von
Shh durch Injektion von Shh-mRNA in eine Zelle eines Zwei-Zell-Embryos von
Xenopus laevis konnte ein Anstieg der Midlinel-Expression auf der injizierten Seite
beobachtet werden (perstnliche Mitteilung Prof. Dr. T. Hollemann). Midlinel scheint
also ebenfalls zu den Faktoren zu gehdren, die von Shh reguliert werden und an der
Ausbildung der ventralen Augenstrukturen beteiligt sind. Diese Annahme wird durch
seine spezifische Expression in den ventralen Augenanteilen, gerade in den NF-
Stadien 33 und 38 (Abb. 11 R,S) unterstitzt. Ein Knockdown von Midlinel fordert
dagegen Faktoren wie Pax6, die auf die Ausbildung des Augenblaschens einwirken.
Weiterhin wurde im Huhn beobachtet, dass Midline1 Shh im Hensen’s Node, dem
Primitivknoten, unterdriickt [102]. Demzufolge wére eine gegensinnige Regulation auch
in der Augenentwicklung zwischen Shh und Midlinel durchaus denkbar.

Durch die bekannte hohe Sequenzidentitdt von Midlinel und Midline2 [48] inhibierte
der verwendete Midlinel-Morpholino der vorliegenden Arbeit sowohl die Midlinel- als
auch die Midline2-mRNA-Funktion. Diese gleichzeitige Translationsinhibierung lag
ebenso in den Untersuchungen von Suzuki et al. vor [67]. Experimente mit einem
weiteren Midline1l-Morpholino-Konstrukt, ohne Ahnlichkeiten zur Midline2-Sequenz,
verursachten den gleichen Phéanotyp wie in der vorliegenden Arbeit (persdnlicher
Kommentar Prof. Dr. T. Hollemann), sodass der hier beschriebene Phanotyp
hauptséchlich auf den Midlinel-Knockdown zurlickzufihren ist. Anhand der
Untersuchungsergebnisse kann der Einfluss von Midline2 auf die Augenentwicklung
eher als gering eingestuft werden, da in den RT-PCR-Analysen der vorliegenden Arbeit
gezeigt wurde, dass generell nur geringe Transkriptmengen von Midline2 wéahrend der
Entwicklung in Xenopus laevis nachgewiesen werden konnten (siehe Abb. 9).

Zur weiteren Validierung des Phéanotypes ware in folgenden Experimenten die
Verwendung eines weiteren Midlinel-Morpholinos mit unabhangiger Sequenz zu den
bereits verwendeten empfehlenswert.

Die Untersuchungen von Suzuki et al. zeigten weiterhin, dass nach Midlinel-
Knockdown eine gestdrte Entwicklung des Neuralrohrs vorlag [67]. Es wurde ein
Phanotyp vorgestellt, der einen Defekt des Neuralrohrs sowie eine deutliche

Verzogerung beim Schluss des Neuralrohrs aufwies. Interessanterweise wurde dieser



65

Phanotyp in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet. Der einzige Unterschied zu der
in dieser Arbeit verwendeten Midlinel-Morpholino-Sequenz beruhte auf einen um eine
Base spateren Sequenzbeginn.

In der Literatur wird bei den vom Opitz-G/BBB-Syndrom betroffenen Patienten an
Augenfehlbildungen ausschlielich ein Hypertelorismus und/oder Telekanthus
beschrieben [40,103,104]. Dagegen wurde in den dargestellten Knockdown-
Experimenten in Xenopus laevis eine markante Augenfehlbildung deutlich. Ursache fur
diesen unterschiedlichen Phéanotyp kdnnte der Mechanismus der Morpholino-
Experimente sein. Die durchgefihrten Knockdown-Experimente bewirkten eine
Hemmung der Midlinel-Translation und somit eine starke Midlinel-Proteinreduktion.
Das Opitz-G/BBB-Syndrom hingegen wird durch Mutationen im Midlinel-Gen
verursacht. Ein vollstandiger Funktionsverlust bzw. ein vollstdndiges Fehlen des
Midlinel-Proteins aufgrund dieser Mutationen ist eher unwahrscheinlich. Es ist
bekannt, dass sich die Mutationen beim Opitz-G/BBB-Syndrom Uber das gesamte
Midline1l-Gen erstrecken kénnen. Die Art der Mutationen ist vielseitig. Es finden sich
Nonsense- und Missense-Mutationen, Insertionen (oft als Duplikationen) und
Deletionen, die auch eine Verschiebung des Leserasters verursachen kdnnen. Die
unterschiedlichen Mutationen im Midlinel-Gen sind mdglicherweise auch fir die
variable Auspragung des Phéanotyps verantwortlich [44,46,64,86,104]. Hinsichtlich des
Phanotyps wurde bei betroffenen heterozygoten Frauen in der Regel eine mildere
Auspragung beschrieben. Ob die rezessive X-chromosomale Vererbung und die
zufallige X-Inaktivierung innerhalb des weiblichen Organismus darauf zurtickzufiihren
sind, wurde bislang nicht untersucht. Der héchste Anteil an Mutationen wurde in der C-
terminalen Region des Gens gefunden. Diese fuhren zu verkirzten Proteinformen, die
sich als Proteinaggregate im Zellplasma anhaufen und ihrer biologischen Funktion, der
Degradation der PP2Ac, nicht mehr nachkommen [53]. Die Hohe der verbleibenden
Restaktivitat des Proteins ist jedoch nicht bekannt. Vorstellbar ware, dass das
verkirzte Midlinel-Protein auch neue Funktionen, im Sinne eines Gain-of-function
Ubernimmt, da es nicht mehr an Mikrotubuli assoziert vorliegt und somit an anderer
Stelle der Zelle alternative Proteine ubiquitinylieren konnte. Die phéanotypischen
Veranderungen beim Opitz-G/BBB-Syndrom  konnten (berdies durch eine
abweichende Midlinel-Funktion in Form eines dominant negativen Effektes
hervorgerufen werden, z. B. durch Komplexbildung des verkirzten Midlinel-Proteins

mit anderen Proteinen und durch Besetzen ihrer funktionellen Seite. Diese Moglichkeit
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einer dominant negativen Auswirkung eines veranderten Midlinel-Proteins wurde
bisher noch nicht untersucht.

Fur das Opitz-G/BBB-Syndrom besteht bekanntermafen eine Lokusheterogenitét, d. h,
dass Mutationen an anderen Genorten, wie auf dem Autosom 22ql1.2, ebenfalls
dieses Syndrom provozieren koénnen [42]. De Falco zeigte anhand genetischer
Untersuchungen an Patienten mit Opitz-G/BBB-Syndrom, dass nur bei wenigen
Betroffenen tatsachlich eine Midlinel-Mutation vorlag. Das Vorliegen von Mutationen
im Midline1-Gen an anderen Stellen, die nicht routinemaRig untersucht wurden, kénnte
eine Erklarung fur dieses Phanomen liefern. Andererseits besteht die Moglichkeit, dass
Mutationen in weiteren Genen, z. B dem Alpha4-Gen, an der Auspragung des Opitz-
G/BBB-Syndroms beteiligt sind [105]. Generell erklaren die spezifischen Mutationen im
Midline1l-Gen namlich nicht die hohe klinische Variabilitdt bei Patienten mit Opitz-
G/BBB-Syndrom. Sehr wahrscheinlich wirken weitere Fakoren, wie modifizierende
Gene und Umweltbedingungen an der Ausprdgung des Phénotypes mit [106].
Vorstellbar ware auch, dass das Opitz-G/BBB-Syndrom in naher Zukunft eine exaktere
Definition des klinischen Spektrums erfahrt und womdglich weitere Kandidatengene,

die an der phanotypischen Auspragung beteiligt sind, gefunden werden.

4.7 Auswirkungen der zellautonomen Funktion von Midlinel
auf die Differenzierung retinaler Stammzellen und magliche Ursachen

Die neurale Retina von Vertebraten enthélt eine limitierte Anzahl von Zelltypen in einer
stereotypischen laminaren Anordnung und ist daher eine beliebte ZNS-Struktur, um die
molekulare Basis neuronaler Differenzierung néher zu untersuchen [107]. Die
spezifische Abfolge der Entstehung bestimmter retinaler Zelltypen lasst darauf
schliel3en, dass die Kontrolle der Zelldifferenzierung ein stark regulierter Prozess ist.
So ist das Vorhandensein mehrerer Transkriptionsfaktoren zu bestimmten Zeitpunkten
der Entwicklung von der Vorlauferzelle bis zum differenzierten Zelltyp von essenzieller
Bedeutung [108].

Die Funktion des Midlinel-Gens im Hinblick auf die Differenzierung retinaler
Progenitorzellen ist bisher nicht erforscht worden. Die Untersuchung der
zellautonomen Funktion von Midlinel durch Lipofektion von Midlinel-DNA in
Retinoblasten von Xenopus laevis-Embryonen flihrte zur Reduktion des Anteils der
Bipolarzellen innerhalb der Retina im NF-Stadium 41. Photorezeptoren waren dagegen

in ihrer Anzahl erhoht. Dies ist ein Hinweis darauf, dass Midlinel eine Rolle bei der
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Forderung des Photorezeptorschicksals auf Kosten von Bipolarzellen in retinalen
Vorlauferzellen spielt und damit an der Bestimmung des Zellschicksals in der Retina
beteiligt sein dirfte. Zu bertcksichtigen ist, dass in der vorliegenden Arbeit Zellen
analysiert wurden, die sich GFP-positiv darstellten. Ein genauer Nachweis, dass diese
Zellen auch das colipofizierte Midlinel-Konstrukt enthielten, wurde nicht unternommen.
Einer Studie zufolge konnte allerdings mit der gleichen Technik eine Colipofectionsrate
von 90 % erreicht werden [109]. Eine hohe Colipofektionsrate ist daher annehmbar.

Im Folgenden soll der Einfluss von Pax6 auf die Determinierung retinaler
Vorlauferzellen betrachtet werden, da moglicherweise ein erhohtes Midlinel-
Proteinniveau direkt oder indirekt zu einem vermehrten Abbau oder einer veminderten
Expression von Pax6 fuhrt.

Ein  spezifisches  Pax6-Proteinniveau  scheint in  den  unterschiedlichen
Entwicklungsstadien retinaler Progenitorzellen fiir die Differenzierung in die einzelnen
Zelltypen von Bedeutung zu sein [110]. So dbernimmt Pax6 zu verschiedenen
Zeitpunkten der Entwicklung unterschiedliche Aufgaben. Beispielsweise bewirkte eine
verminderte Pax6-Aktivitdit ab dem NF-Stadium 16 eine Zunahme der Zapfen und
Ganglienzellen [73]. Auch in einer Studie von Hsieh und Yang fihrte eine
Verminderung des Pax6-Levels zu einer Zunahme zumindest der Zapfen-
Photorezeptoren [110]. Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen kommt es durch
einen moglichen Abbau von Pax6 durch Uberexpression von Midlinel in retinalen
Vorlauferzellen zu einer Zunahme der Photorezeptoren. Ob dabei Unterschiede in der
Verteilung von Stabchen und Zapfen vorliegen, kénnten weitere Experimente zeigen.
In den erwahnten Studien wurde jedoch keine Lipofektion unternommen, die den
Vorteil hat, dass die Aufnahme eines Expressionsplasmids in einzelne Zellen einer
bestimmten Region zu einem vorangeschrittenem Entwicklungszeitpunkt mdglich ist,
sodass anschlieRend die Veranderung des Schicksals der betroffenen Zellpopulation
beurteilt werden kann. Daher ist auch zu beachten, dass der Effekt der Lipofektion
abhéngig von dessen Zeitpunkt und somit der Genexpression ist [70].
Interessanterweise zeigte sich, dass eine Pax6-Lipofektion in Retinoblasten keinen
Effekt auf die Differenzierung der einzelnen Zelltypen hat [111]. Die weiteren
Mechanismen, aufgrund derer Midlinel das Zellschicksal beeinflusst, bleiben daher
noch zu erforschen. Es gibt es eine Vielzahl an Genen, die auf den
Differenzierungsprozess Einfluss nehmen. Da mit hoher Wahrscheinlichkeit die

Stabilitaét anderer Substrate wie auch weiterer Tranksriptionsfaktoren durch Midlinel
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beeinflusst wird, kdnnte die Begtlinstigung des Photorezeptorschicksals auch auf eine
Reduktion anderer Faktoren zuriickzufiihren sein. Zusammengefasst scheint Midlinel
an der Determinierung des retinalen Zellschicksals beteiligt zu sein und multipotente
Progenitorzellen zu befahigen, zu Photorezeptoren zu differenzieren.

4.8 Perspektiven

Midlinel hat Einfluss auf die Augenentwicklung, besonders auf die GroRenstruktur des
Augenblaschens und die Pax6-Protein-Halbwertszeit wie auch auf das
Differenzierungspotenzial retinaler Vorlauferzellen.

Zukunftige Experimente konnten sich dem Einfluss von Midlinel auf Apoptose,
Proliferation oder der Ausbildung der Augenanlage widmen, um Erklarungen der
phanotypischen Midlinel-Veranderungen zu liefern.

Weiterfihrende Untersuchungen, auch auf zellularer Ebene, Uber die Interaktion von
Midlinel und Pax6 waren fur die Erklarung eines erhohten Pax6-Levels nach Midlinel-
Knockdown interessant wie z. B. der Nachweis, dass Pax6-Protein ein Substrat der
Midline1-Ubiquitin-Ligase ist und der Nachweis der Interaktion beider Proteine in vitro
und in vivo, durch Immunopréazipitation bzw. ein Yeast Two-Hybrid-System. Mdégliche
Bindungsstellen des Pax6-Proteins an die Ubiquitin-Ligase Midlinel kénnten lber
Midline1l-Deletionskonstrukte mit HA(Hamagglutinin)-tag in HA-Pulldown-Experimenten
ermittelt werden. Weitere mdgliche Interaktionspartner von Midlinel zu entdecken, die
bei Ausfall von Midlinel an der Ausbildung des Phanotypes beteiligt sind, koénnte
ebenso Anlass fUr zuklnftige Untersuchungen sein. Auch wére das Verhalten von
anderen EFTFs nach Midlinel-Funktionsverlust von Interesse. Experimente, die eine
Uberexpression von Midlinel verursachen, koénnten weitere Erklarungen fir die
Funktion des Proteins in vivo liefern und zeigen, inwieweit das Pax6-Level beeinflusst
wird. Lipofektionsexperimente, die einen zellautonomen Knockdown von Midlinel in
retinalen Progenitorzellen bewirken, konnten aufdecken, ob Midlinel fir die

Differenzierung in die unterschiedlichen retinalen Zelltypen essenziell ist.
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5. Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass Midlinel sowohl wahrend der embryonalen
Entwicklung von Xenopus laevis als auch in den unterschiedlichen adulten Organen
von Xenopus laevis und Homo sapiens einer differenzierten Expression unterliegt.
Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der Midlinel-Expression zwischen
verschiedenen Vertebraten wurden aufgezeigt. Eine ubiquitdre Expression konnte
anhand der untersuchten Gewebe bestatigt werden. Das Expressionsprofil von
Midline2 wurde mit RT-PCRs wahrend der Entwicklung in Xenopus laevis dargestellt.
Im Vergleich zu Midlinel war eine wesentlich geringere Expression gerade in den
frihen Entwicklungsstadien auffallig.

Anhand von WMISH konnte die dynamische Expression von Midlinel im Auge
nachvollzogen und mit der Pax6- und Pax2-Expression verglichen werden. Es konnte
gezeigt werden, dass sich Expressionseigenschaften beider Augenmarkergene in der
Midlinel-Expression wiederfinden. Besonders herausgestellt werden konnte die
differenzierte Expression von Midlinel im Augenstiel und der optischen Papille. Die
Funktionsverlustanalysen brachten einen spezifischen Phanotyp hervor, der sich durch
eine VergroRBerung des Augenblaschens in frlhen Stadien und durch eine
Veranderung der retinalen Strukturen in Form einer Faltenbildung der Retina in
spateren Entwicklungsstadien auszeichnete. Die VergdRerung der Augenblaschen
wurde durch ihr Ausmessen und Vergleich zur nicht injizierten Seite auch statistisch
bestétigt. Die Untersuchung der Pax6-Expression in den manipulierten Organismen
zeigte eine deutliche Veranderung der Pax6-Expressionsdomane, die sich in einer
Verstarkung und einer ektopischen Erweiterung ausdriickte. Anhand eines Pax6-
Proteinnachweises konnte ein erhdhter Anteil Pax6-exprimierender Zellen bestatigt
werden. Der Einfluss von Midlinel auf die Differenzierung retinaler Progenitorzellen
wurde erstmals untersucht und brachte hervor, dass Midlinel eine Foérderung des

Photorezeptorschicksals auf Kosten von Bipolarzellen beglnstigt.
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Thesen

Das Midlinel-Protein ist evolutionar stark konserviert. Dies zeigt sich anhand
der grof3en Identitat von 93 % zwischen der menschlichen und der Xenopus
laevis-Midline1l-Aminosauresequenz.

Midlinel wird von Beginn der Entwicklung an in Xenopus laevis-Embryonen
exprimiert. Der Level der Gen-Expression steigt im Laufe der Entwicklung an.
Eine Gen-Expression in zeitlich ansteigenden Xenopus laevis-Stadien konnte
auch fur Midline2 gezeigt werden. Die frih-embryonale Expression fallt im
Vergleich zu Midlinel dagegen wesentlich geringer aus.

Das Expressionsmuster von Midlinel wurde in verschiedenen Organen von
Xenopus laevis analysiert. Es wurde in allen untersuchten Organen
nachgewiesen, sodass von einer ubiquitdren Expression ausgegangen
werden kann. Eine ubiquitédre Expression wurde auch in anderen Vertebraten
wie Mensch, Maus und Huhn beschrieben [64,65,66].

Midlinel hat ein spezifisches Expressionsmuster im Verlauf der
Augenentwicklung. In friihen Entwicklungsstadien liegt eine Expression im
gesamten Augenblaschen vor. AnschlieRend verlagert sich die Expression auf
ventrale Augenanteile (NF Stadium 33-38).

Die Expression von Midlinel in den ventralen Augenstrukturen legt nahe, dass
es einen Einfluss auf die Regionalisierung des Auges hat.

Das Expressionsmuster von Midlinel weist Charakteristika der Pax6- und
Pax2-Expression auf.

Ein Midlinel-Funktionsverlust verursacht eine signifikante VergréRerung und
Ballonierung des Augenblaschens (NF 28).

In spateren Entwicklungsstadien (NF 36) entsteht nach Midlinel-Knockdown
eine Faltenbildung der Retina.

Eine Interaktion von Pax6 und Midlinel ist annehmbar, da tberlappende
Expressionsdoméanen vorliegen und eine Zunahme des Pax6-Levels auf
mRNA- und Proteinebene nach Midlinel-Knockdown gezeigt werden konnte.
Midlinel Ubt zellautonom Einfluss auf die Differenzierung retinaler
Progenitorzellen aus. Es werden vermehrt Photorezeptoren gebildet. Die

Bipolarzellen sind dagegen deutlich reduziert.
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