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Einleitung

1. Einleitung

Im Zellkern von Eukaryonten ist die DNA stets mit Proteinen assoziiert. Dieser DNA-
Proteinkomplex wird als Chromatin bezeichnet und besteht im Wesentlichen aus DNA und
Histonen, die zusammen die Grundeinheit des Chromatins, das Nukleosom, aufbauen. Beim
Aufbau des supranukleosomalen Chromatins sind neben den H1 Histonen auch Nicht-Histon
Proteine wie zum Beispiel die HMG (High Mobility Group) Proteine, HP1 (Heterochromatin
Protein 1) oder auch Topoisomerasen beteiligt. Wie kurzlich gezeigt wurde, sind gerade die
am Aufbau des supranukleosomalen Chromatins beteiligten Proteine nur transient und
dynamisch mit dem Chromatin assoziiert und verleihen so dem supranukleosomalen
Chromatin eine hohe Flexibilitat (Misteli et al., 2000; Christensen et al., 2002; Hock et al.,
1998a; Luhrs et al., 2002; Catez et al., 2003). Manche Anderungen der Chromatin-
Organisation sind global und kénnen mit dem Lichtmikroskop beobachtet werden, wie zum
Beispiel die Kondensierung und Dekondensierung des Chromatins vor und nach der Mitose.
Dem gegenuber stehen lokale Veranderungen der Chromatin-Organisation, die bei der
Regulation der Genaktivitat, bei der Replikation und bei DNA-Reparatur-Prozessen auf
nukleosomaler oder auch supranukleosomaler Ebene beteiligt sind (van Holde, 1988; Wolffe
und Kurumizaka, 1998).

1.1 Nukleosomales Chromatin

Fast die Halfte der Chromatinproteine sind kleine basische Proteine mit einer molekularen
Masse von 11 bis 21 kDa, die sogenannten Histone. Ihr hoher Anteil an positiven
Aminosauren (Arginin und Lysin) tritt mit den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA
in Wechselwirkung. Die ,Core Histone* H2A, H2B, H3 und H4 stellen die Elementbausteine
der Nukleosomen dar. Je zwei dieser Histone bauen zusammen die Grundeinheit des
Chromatins, das Nukleosom, auf. Dabei wird das Oktamer aus diesen nukleosomalen
Histonen von 1%, Windungen der DNA (146 bp) umwickelt (Wolffe, 1992) und bildet einen
zylindrischen Kern von 11 nm Durchmesser und 6 nm Hohe. Die Nukleosomen sind in
regelmalligen Abstanden auf der DNA angeordnet und untereinander durch freie DNA
(,linker DNA®) verbunden. Unter dem Elektronenmikroskop stellt sich diese lineare Struktur
als Perlenketten-Anordnung dar (Olins und Olins, 1974; Abb. 1). Rontgenstruktur-Analysen
kristallisierter Nukleosomen erreichten eine Auflésung von 2,8 Angstrém und konnten so den
Nukleosom-Komplex auf atomarer Ebene beschreiben. Es zeigte sich, dass sich die DNA um
das Histonoktamer windet und dass die Histonenden nicht an der Bindung der DNA beteiligt
sind, sondern mit anderen Proteinen interagieren (Luger et. al., 1997; Abb. 2). Die Position
der Nukleosomen entlang der DNA kann von der DNA-Sequenz, von Histonvarianten oder

von posttranslationellen Modifikationen abhangig sein (Bradbury, 1992). Alle Histonproteine
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haben eine ahnliche Struktur mit einer globuldaren Domane und flexiblen Amino- und meist
auch Carboxylenden. Die C-terminalen Enden der Histone sind flr die Wechselwirkung
untereinander bzw. mit der DNA verantwortlich. An den N-terminalen Enden, die aus der
Oberflache des Nukleosoms herausragen, kdénnen posttranslationale Modifikationen, wie
zum Beispiel Methylierung, Phosphorylierung, Azetylierung und Ubiquitinierung stattfinden.
Die Azetylierung von Lysinresten der ,core“ Histone beispielsweise verandert die
Chromatinstruktur und fihrt zur Destabilisierung des Nukleosoms, was folglich zu einer
Aktivierung des Chromatins flihrt. Methylierung dagegen wird von Proteinen wie HP1
(Heterochromatinprotein1) erkannt und fiihrt zu einer Chromatininaktivierung (Bannister et
al., 2001; Lachner et al., 2001), kann aber auch, wie kirzlich gezeigt, mit Genaktivierung in
Verbindung stehen (Schneider et al., 2004). Offensichtlich konnen die Modifikationen der
,Core Histone” wie ein Code von anderen interagierenden Proteinen gelesen werden. Diese
Hypothese wurde von D. Allis als ,Histon-Code-Hypothese“ zusammengefasst (Strahl und
Allis, 2000).

Neben Modifikationen kdnnen bestimmte ATPasen enthaltende Proteinkomplexe wie
SWI/SNF (switch/sucrose non-fermenting), CHRAC (chromatin accessibility complex) und
NURF (nucleosome remodeling factor) unter ATP-Verbrauch die nukleosomale Anordnung
auflédsen und somit DNA abhangige Vorgange zusatzlich unterstlitzen (zusammengefasst in
Wolffe et al., 2000).

100 nm
Abb.1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Chromatin (Olins und Olins, 1974). Gezeigt ist die
perlenartige Anordnung der Nukleosomen

Abb.2: Roéntgenstruktur-Analyse eines kristallisierten Nukleosoms. Die 146bp DNA (braun, turkis),
Histon H3 (blau), Histon H4 (grun), Histon H2A (gelb) und Histon H2B (rot) sind farblich
gekennzeichnet. Zu beachten sind die Histon-Enden, die aus dem Nukleosom herausragen (aus
Luger et. al., 1997).

2.
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1.1.1 Supranukleosomales Chromatin

Der Chromatinorganisation in Nukleosomen folgt eine Ubergeordnete Chromatinstruktur,
durch die die DNA dichter verpackt wird. Bei dieser Verdichtung des 11 nm Chromatins zur
30 nm Fibrille spielen die Linker Histone (Histon H1 und dessen Varianten) eine wesentliche
Rolle (siehe Abb. 3). Die exakte Organisation der Nukleosomen in der 30 nm Struktur ist
noch immer unklar. Im Solenoid-Modell von Finch und Klug (1976) sind die Nukleosomen
helikal mit sechs Nukleosomen pro Solenoid Windung angeordnet (siehe Abb. 3 und 4).
Untersuchungen, die eine Lokalisierung von Histone H1 im Inneren der 30 nm Fibrille zeigte,

wurden das Solenoid-Modell unterstitzen (Graziano et al., 1994).

30 nm

DNA

Histon H1

Nukleosom

Abb.3: Solenoid-Modell der 30 nm-Fibrille aus kondensiertem Chromatin in Seitenansicht. Der
oktamere Histonkern ist orange dargestellt. Jedes Nukleosom ist mit einem Histon H1 Molekiil
assoziiert. Die ,11nm Fibrille* spiralisiert sich in diesem Modell zu einer Solenoidstruktur mit einem
Durchmesser von 30 nm. (aus Molekulare Zellbiologie, 2001, Spektrum Akademischer Verlag
Heidelberg/Berlin).

Ein alternatives Modell beschreibt eine asymmetrische, dreidimensionale Zickzack
Anordnung der Nukleosomen und der Linker DNA (Woodcock et al., 1993; Horowitz et al.,
1994). In diesem Modell waren die Nukleosomen nicht benachbart und die Linker DNA nicht
gewunden wie im Solenoid-Modell. Damit ware die Chromatinstruktur wesentlich
unregelmafliger und komplexer als zunachst angenommen (Wolffe et al., 2000).
Untersuchungen von Zhou et al. (1998) zeigten eine asymmetrische Bindung des Histon H1
auf der Aullenseite der DNA-Superhelix, was wiederum fiir das asymmetrische ,Zickzack-
Modell* sprechen wirde. Andere ziehen ein Modell der ,Superbeads” mit einer
diskontinuierlichen globularen Organisation der Nukleosomen vor (Zentgraf et al., 1981). Die
Zusammenlagerung der Nukleosomen in der 30 nm Fibrille soll durch Bindung von Histon H1
an die Linker DNA und an Histon H2A erfolgen (Boulikas et al., 1980). Die Frage aber, wo
genau Histon H1 in der 30 nm Fibrille lokalisiert und welches Modell damit wahrscheinlicher

ist, bleibt zur Diskussion offen.
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Innerhalb der Eukaryonten sind die nukleosomalen Histone hoch konserviert. Dagegen gibt
es von den ,linker* Histonen selbst innerhalb einer Spezies zahlreiche Varianten (z.B. sechs
Subtypen in Saugerzellen bzw. finf Subtypen in Xenopuszellen). Die jeweiligen Subtypen
verandern die Chromatinstruktur auf der Ebene der 30 nm Fibrille und flihren so zu einer
Anpassung an zell- und entwicklungsspezifische Erfordernisse. Zusatzlich wird Histon H1
vielfaltig posttranslationell modifiziert, beispielsweise durch Phosphorylierungen, Azetylierun-
gen, Ribosylierungen und Ubiquitinierungen. Diese Modifizierungen der Histon H1 Proteine
konnten eine Rolle beim Aufbau der 30 nm Fibrile und der héher geordneten
Kondensierungsstufen spielen. Direkt vor einer Mitose wird das Histon H1 hyper-
phosphoryliert. Da es zu dieser Zeit auch zur Chromosomenkondensation kommt, wird
vermutet, dass die Hyperphosphorylierung des Histon H1 zur Kompaktierung des
Chromatins beitragt (Zusammenfassung von Bradbury, 1992). Histon H1 stabilisiert durch
seine Bindung an die Linker DNA und an das Nukleosom nicht nur die Chromatin Fibrille,
sondern verhindert ebenso die Aktivitdt der Histonazetyltransferasen (Herrera et al., 2000).
Andere chromosomale Nicht-Histon Proteine, wie zum Beispiel die Topoisomerase Il und die
HMG (High Mobility Group) Proteine figen dem nukleosomalen Chromatin eine zusatzliche
funktionelle und strukturelle Komplexitdt hinzu, die einerseits gentigend Stabilitat fir das
Chromatin gewahrleisten muss, andererseits aber flexibel veranderbar sein sollte, um das
Chromatin effizient fir die an ihm ablaufenden Prozesse modellieren zu kdnnen. Diese
Proteine, wie auch Histon H1, sind mobile Proteine, die nur transient an das Chromatin
binden. Durch diese Dynamik der Chromatinproteine gewinnt die U(bergeordnete
Chromatinstruktur eine lokale und globale Flexibilitat (Misteli et al., 2000; Christensen et al.,
2002; Hock et al., 1998a; Lihrs et al., 2002; Catez et al., 2003).

1.1.2 Kernmatrix und chromosomales Gerust

Die Kernmatrix definiert die Gestalt des Zellkerns und ist strukturelle Grundlage fiir Prozesse
wie DNA-Replikation, Transkription und DNA-Reparatur (Pienta et al., 1991). Die Vorstellung
ist, dass die chromosomale Struktur bzw. die Kernstruktur durch ein Netzwerk an Proteinen
gebildet und stabilisiert wird. Nach Extraktion Iéslicher Chromosomen- oder Kern-
komponenten, Extraktion von Histonen und Verdau der DNA bleibt ein Proteinnetzwerk
zurlick, das entweder als Chromosomengerist (Scaffold; bei Extraktion von Chromosomen)
oder als Kernmatrix (bei Extraktion von Interphasenzellen) bezeichnet wurde (Berezney und
Coffey, 1977; Adolphs et al., 1977; Paulson und Laemmli, 1977). Vermutet wird, dass sich
die 30 nm Fibrille in schleifenartige Domanen mit einer durchschnittlichen Grélke von 50 —
300 kb faltet. Diese Schleifen sollen durch Bindung von AT-reichen DNA-Abschnitten an die
Kernmatrix gebildet werden. Diese spezifischen DNA-Abschnitte wurden als SARs (scaffold

attachment regions; Mirkovitch et al., 1984; Gasser und Laemmli, 1986) bzw. MARs (matrix
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attachment regions; Gasser und Laemmli, 1987; von Kries et al., 1991) bezeichnet. Nicht-
Histon-Proteine sollen die Schleifen zusatzlich an ihrer Basis zusammenhalten. In einem
Modell sollen die benachbarten Schleifen dann durch Protein-Protein oder Protein-DNA
Wechselwirkungen ein stabiles Netzwerk entlang der Chromosomenachse bilden (Gasser
und Laemmli, 1987; Earnshaw, 1988). Die Anheftung der DNA in Schleifen an die Kernmatrix
verursacht eine ca. 700fache Kompaktierung (Pienta et al., 1991; siehe Abb. 4). Zusatzlich
wird aber vermutet, dass durch die Bildung der DNA-Schleifen unabhangige, topologisch
zusammengefasste Chromatineinheiten entstehen, welche die Transmission der Topologie
von einer Chromatindomane zur nachsten verhindert. Die DNA-abhangigen Prozesse, wie
zum Beispiel Transkription und Replikation, waren nach dieser Vorstellung fir jede Doméane

unabhangig und isoliert von den Nachbardomanen (Fernandes und Catapano, 1995).

5
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Abb.4: Modell fir die Verpackung des Chromatins und des Chromosomengerists in
Metaphasenchromosomen (aus Molekulare Zellbiologie, 2001, Spektrum Akademischer Verlag,
Heidelberg/Berlin).
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Als Bestandteile der Kernmatrix wurden zahlreiche Proteine beschrieben, wie beispielsweise
Transkriptionsfaktoren (Myb, Myc, Ap1, Sp1 u.a.), DNA-bindende Proteine (Topoisomerase
II, Histon H1, HMGA, HMGB, HMG-D, Lamin B1, SAF-A (scaffold attachment factor A),
ARBP (attachment region binding protein), Enzyme (DNA-Polymerasen, Histon Azetylasen,
Histon Deazetylasen) und Filamentproteine wie Aktin (zusammengefasst von Boulikas et al.,
1995). Die Typ Il Topoisomerase, von der es zwei Isoformen gibt (Topoisomerase Il a und
), wird als ein Hauptbestandteil der Kernmatrix betrachtet (Earnshaw et al. 1985, Gasser
und Laemmli, 1986). Topoisomerase Il (170-180 kD) erzeugt DNA-Doppelstrangbriiche und
entwindet so superhelikale Torsionen. Diese Strangbriiche werden nach der Rotation wieder
ligiert. Das Enzym katalysiert diese Reaktion als Homodimer unter ATP-Verbrauch.

Wie kirzlich herausgefunden wurde, ist die Topoisomerase Il ein mobiles Protein
(Christensen et al., 2001). Durch die Technik des Photobleaching wurde zudem gezeigt,
dass nur wenige Komponenten des Nukleus immobil sind, wie zum Beispiel die
nukleosomalen Histone (Phair und Misteli, 2000) oder strukturelle Komponenten der
Kernlamina (Moir et al., 2000). Die meisten anderen nukledren Proteine bewegen sich
schnell durch den Zellkern, wie beispielsweise Histon H1, Topoisomerase Il, HMGN Proteine
(Misteli, 2000; Christensen et al., 2001; Hock et al., 1998a; Lihrs et al., 2002; Catez et al.,
2003) oder HMGA Proteine (Harrer et al.,, 2004; zur Publikation angenommen). Diese
Erkenntnis stellt aber die starre Form der Kernmatrix in Frage und es ist zu vermuten, dass
man sich die Kernmatrix als eine dynamische, sich standig verandernde Struktur vorstellen
muss.

Im Interphasenkern lassen sich zwei Arten von Chromatin unterscheiden: Das transkriptionell
inaktive und hoch kondensierte Heterochromatin und das weniger kondensierte und
Uberwiegend transkriptionell aktive Euchromatin (Heitz, 1929). Konstitutives Heterochromatin
sind zum Beispiel die Telomerregionen und die Zentromerregionen, die aus tandemartig
angeordneten hochrepetitiven Sequenzabschnitten bestehen. Das inaktivierte X-Chromosom
bei weiblichen Saugern wird ebenfalls als Heterochromatin bezeichnet, welches aber als
fakultatives Heterochromatin bezeichnet wird, weil es auch euchromatisch sein kann
(Ubersicht Wolffe, 1992). Das ,Positionseffekt Variegation (PEV) System* wurde in
Drosophila melanogaster beschrieben und zeigte, dass Gene, welche durch chromosomale
Rearrangements oder Transposition in die Nahe von heterochromatisierten Bereichen
gebracht werden, fakultativ heterochromatisiert werden kénnen und damit inaktiviert werden
(Schotta et al.,, 2003). Ein weiteres wichtiges Protein des Chromatins ist das Hetero-
chromatinprotein 1 (HP1). Es wurde als erstes Heterochromatinprotein aus Drosophila
melanogaster isoliert (James und Elgin, 1986) und ist evolutiondr von der Hefe (Swi6-
Protein) bis zum Menschen (M31) konserviert (Wang et al., 2000). HP1 weist zwei

konservierte Doméanen auf. Die N-terminale Chromo-Doméane (chromatin organization
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modifer; Paro und Hogness, 1991) und die C-terminale Uber eine flexible Linker-Region
verbundene Chromo-Shadow-Doméane (Aasland und Stewart, 1995). Durch eine Hetero-
bzw. Homodimerisierung entstehen Flachen flr weitere Interaktionen, so dass es scheint,
dass HP1 eine Funktion als flexibles Linker-Modul im Heterochromatin ausubt (Eissenberg
und Elgin, 2000). Auch HP1 ist nur transient mit dem Chromatin assoziiert. Dies zeigt, das

selbst das Heterochromatin dynamisch verandert werden kann (Cheutin et al., 2003).

1.2 High mobility group (HMG) Proteine

Die haufigsten chromosomalen Nicht-Histon-Proteine in eukaryontischen Zellen sind die
High mobility group (HMG) Proteine. Ihr Name leitet sich von ihrem Laufverhalten bei einer
SDS-Gelelektrophorese ab. HMG Proteine besitzen einige gemeinsame chemische und
physikalische Eigenschaften. So kénnen sie vom Chromatin mit 0,35 M NaCl extrahiert
werden, sind 16slich in 5% Perchlorsdure oder Trichlorsdure, besitzen eine molekulare
Masse kleiner als 30 kD und weisen einen hohen Anteil an geladenen Aminosauren auf
(Johns, 1982). Die HMG Proteinfamilie wird in 3 Unterfamilien unterteilt, die HMGA-Familie
(frher bekannt als HMGI/Y), die HMGB-Familie (friher bekannt als HMG1/2) und die
HMGN-Familie (frGher bekannt als HMG14/17). Jede dieser drei Unterfamilien besitzt eine
einzigartige Proteinsignatur und charakteristische funktionelle Sequenzmotive. Mit Hilfe
dieser funktionellen Sequenzmotive erfolgt die Interaktion zwischen HMG Proteinen und
DNA bzw. Chromatin. Das Bindungsmotiv der HMGA Proteine ist der sogenannte AT-Hook,
die HMG-Box ist das Bindungsmotiv der HMGB Proteine und die nukleosomale
Bindungsdoméne ist das charakteristische Bindungsmotiv der HMGN Proteine. Alle diese
HMG Proteine fungieren als Architekturelemente des Chromatins. Sie besitzen die Fahigkeit,
die Struktur ihrer Zielstellen zu modifizieren und somit strukturelle Veranderungen der DNA
bzw. des Chromatins zu induzieren, um so DNA-abhangige Prozesse zu unterstutzen. Auch
HMG Proteine wurden als sehr mobile Proteine beschrieben, die nur transient an die DNA
bzw. Chromatin binden (Misteli et al., 2000; Hock et al., 1998a; Lihrs et al., 2002; Catez et
al., 2003; Harrer et al., 2004; zur Publikation angenommen). Im Folgenden wird auf die

Funktionen der einzelnen HMG-Proteinfamilien naher eingegangen.

1.2.1 Die HMGA-Familie

Die HMGA-Familie besteht aus drei Mitgliedern, das HMGA1a (friiher bekannt als HMG-I),
das HMGA1b (friher bekannt als HMG-Y) und das HMGAZ2 (friiher bekannt als HMG-C).
HMGA1a und HMGA1b sind zwei Spleillvarianten, die sich durch 11 Aminosauren
unterscheiden. Die molekulare Masse von HMGA1a betragt 11,6 kD, die von HMGA1b 10,6
kD und HMGA2 besitzt eine molekulare Masse von 12 kD.
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Es wurde gezeigt, dass HMGA Proteine praferenziell an die kleine Furche der B-DNA mit
kleinen AT-reichen Abschnitten binden (Strauss und Varshavsky, 1984; Solomon et al.,
1986; Reeves et al., 1987). Diese DNA-Bindung erfolgt Gber drei unabhangige AT-Hook-
DNA-Bindungsmotive, wobei jedes AT-Hook-Motiv einen konservierten Sequenzabschnitt
(Prolin-Argenin-Glycin-Argenin-Prolin) besitzt. Dieses DNA-Bindungsmotiv findet man auch
in anderen Proteinen, wie Transkriptionsfaktoren oder Komponenten von Chromatin-
modellierenden Komplexen (Aravind und Landsman, 1998). Das AT-Hook-Motiv erkennt die
Bindungssequenz AA(A/T)T in ihrer Ziel-DNA. Entscheidender bei einer Bindung an die DNA
scheint aber deren Struktur zu sein. So binden HMGA Proteine praferenziell an DNA mit
verdrehter oder geknickter Anordnung, wie zum Beispiel ,Supercoiled“ DNA (Nissen und
Reeves, 1995; Bustin und Reeves, 1996), ,4-way-junctions®, ungepaarten Regionen AT-
reicher DNA (Liu et al., 1999) und geknickte DNA an der Oberflache des Nukleosoms
(Reeves und Nissen, 1993; Reeves und Wolffe, 1996).

Abhangig von der Sequenz, der Organisation, der Topologie oder der Ladnge des DNA-
Substrats, kann eine HMGA Bindung lineare DNA verbiegen, Verbiegungen und Knicke
entfernen, entwinden oder Schleifen bilden (Lehn et al., 1988; Falvo et al., 1995; Chase et
al., 1999; Bagga et al., 2000; Liu et al., 2000). Ebenfalls kann eine Bindung von HMGA an
entspannter Plasmid DNA in vitro ,Supercoils® einflhren (Nissen und Reeves, 1995). Es wird
diskutiert, dass die Konformationsanderungen des DNA-Substrates durch unterschiedliche
Mechanismen verursacht werden konnen. Beispielsweise konnte die gleichzeitige Bindung
der drei AT-Hooks eines einzelnen HMGA Molekils an weit entfernten Bereichen des DNA-
Fadens, oder die gleichzeitige Bindung mehrerer HMGA Molekile an lokale Bereiche des
DNA-Molekils, gefolgt von einem nicht-kovalentem ,cross-linking“ verschiedener DNA
Molekile, die Konformationsanderung verursachen (Reeves, 2001). Neben der DNA inter-
agieren HMGA Proteine ebenfalls mit zahlreichen Proteinen, meist Transkriptionsfaktoren
(z.B. AP-1, c-Jun, NF-kB p50/p56, Pu.1, SRF u.a.).

HMGA Proteine gehéren zu den am starksten modifizierten Proteinen im Zellkern. So
werden HMGA Proteine durch Phosphorylierungen, Azetylierungen, Methylierungen und
Poly-ADP-Ribosylierungen posttranslational modifiziert (zusammengefasst in Reeves und
Beckerbauer, 2001). Diese Modifikationen sind dynamische und schnelle Antworten auf
Ereignisse von intra- und extrazellularen Signalen, die die Substrat-Bindungseigenschaften
und die biologischen Aktivitdten von HMGA beeinflussen. Zum Beispiel wird die Affinitat der
DNA Bindung durch Phosphorylierungen und Azetylierungen in vitro reguliert (Nissen et al.,
1991; Reeves et al., 1991). Die Zellzyklus-abhangige Phosphorylierung von HMGA wird von
endogenen zellularen Signalen kontrolliert (Detivaud et al., 1999), aber auch
Signalereignisse an der Zelloberfliche kdénnen den Status der Phosphorylierungen von
HMGA beeinflussen (Wang et al., 1995, 1997; Banks et al., 2000; Xiao et al., 2000).
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Die biologischen Funktionen von HMGA Proteinen sind vielfaltig. Sie sind beispielsweise
aktiv an der dynamischen Anderung der Chromatinstruktur wahrend der Chromosomen-
kondensation und Zellteilung beteiligt (Disney et al., 1989; Reeves 1992; Saitoh und
Laemmli, 1994). Weiter unterstitzt die von HMGA induzierte Konformationsédnderung den
Aufbau von Repressoren oder Aktivatoren in der Nahe regulatorischer Bereiche. Ein sehr gut
untersuchtes Beispiel ist der Einfluss der HMGA Proteine auf die Interferon B (IFN-B)-
Expression. Durch Bindung von HMGA1 an einen spezifischen regulatorischen Bereich im
Interferon B Enhancer werden Verbiegungen der DNA entfernt und Transkriptionsfaktoren
rekrutiert. Dadurch entsteht eine stabile Nukleoproteinstruktur, das sogenannte
Enhanceosom (Thanos und Maniatis, 1995). Weiter wird der ,SWI/SNF nucleosome
remodeling complex“ rekrutiert, welcher die TATA-Box zuganglich fir das Polymerase Il
Holoenzym macht (Agresti und Bianchi, 2003). Eine Azetylierung der HMGA1 Proteine durch
Histonazetylasen fihrt wiederum zur Auflosung des Enhanceosoms (Munshi et al., 1998).
HMGA Proteine werden hauptsachlich in undifferenzierten Zellen oder Embryonalzellen
exprimiert. In differenzierten Zellen ist nur wenig HMGA-Expression nachweisbar (Bustin und
Reeves 1996; Chiappetta et al., 1996). Eine abnorme Expression von HMGA ist meist mit
einer Veranderung des zelluldaren Wachstums und Differenzierung verbunden. Ein Fehlen
von HMGA2 (HMGA2 Knock-Out-Maus) fihrt zum Beispiel zu einem Zwergenwachstum und
ist als Pygméaenphanotyp bekannt (Zhou et al., 1995). Bei einer Uberexpression von HMGA2
wiederum wurden vermehrt Fettzellen gebildet, was darauf hinweist, dass HMGA2 eine
wichtige Rolle in der Adipogenese spielt (Anand und Chada, 2000). Mittels Mikro-
injektionsversuche konnte festgestellt werden, dass durch eine HMGA-Uberexpression
wahrend der Maus-Embryogenese eine vorzeitige Aktivierung des embryonalen Genoms
induziert werden kann (Beaujean et al., 2000).

HMGA Proteine werden auch in Verbindung mit Krebs genannt. Sie sind in vielen malignen
Tumoren Uberexprimiert, beispielsweise bei Brust-, Prostata-, Colon-, Magen- Haut- und
Lungenkrebs (Reeves und Beckerbauer, 2001). Die Uberexpression korreliert mit der
Malignizitat und der mdglichen Metastasierung (Tallini und Dal Cin, 1999). Daher wird
HMGA1 auch als mdglicher diagnostischer Marker fir die Malignizitat bei vielen Krebsarten
gehandelt. Ebenso sind in vielen benignen Bindegewebs-Tumoren HMGA2 Proteine
Uberexprimiert (Battista et al., 1999; Arlotta et al., 2000).

1.2.2 Die HMGB-Familie

Die HMGB-Familie besteht aus drei Mitgliedern, das HMGB1 (friiher bekannt als HMG-1),
das HMGB?2 (friiher bekannt als HMG-2) und das weniger erforschte HMGB3 (friiher bekannt
als HMG-2a). Die Mitglieder der HMGB-Familie besitzen im Vergleich zu den anderen HMG-

Familien eine relativ grolte molekulare Masse von ca. 25 kD und sind die am haufigsten
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vorkommenden zelluldaren HMG-Proteine (1 Molekul pro 10-15 Nukleosomen). HMGB1 und
HNGB2 Proteine kommen in allen eukaryontischen Zellen vor und werden von jeweils
eigenen Genen kodiert. Dennoch besitzen sie eine 82%ige Identitat in der
Aminosauresequenz. Die Sequenz von HMGB1 ist evolutionar aul3erordentlich konserviert.
Bei allen bislang untersuchten Saugern findet man nur 2 Substitutionen innerhalb 214
Aminosauren. Eine derart starke Konservierung lasst vermuten, dass HMGB Proteine eine
sehr wichtige Funktion ausiiben missen (Agresti und Bianchi, 2003).

Kennzeichnend fiir die HMGB Proteine sind 2 HMG-Box-Bindungsdoméanen, die N-terminale
A-Domane und eine weitere zentral gelegen B-Domane. Jede HMG-Box besteht aus ca. 80-
90 extrem basische Aminosauren. Zusatzlich besitzen HMGB Proteine einen langen, stark
negativ geladenen C-terminalen Bereich bestehend aus 30 (HMGB1) bzw. 20 (HMGB2)
aufeinanderfolgenden Aspartat- und Glutamatresten. Die HMG-Box ist ein DNA-
Bindungsmotiv, das an die kleine Furche von B-DNA bindet. Auch dieses Bindungsmotiv
findet man haufig in Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise UBF (upstream binding
factor), SRY (mammalian testis-determining factor) oder LEF1/TCF-1a (lymphoid enhancer
binding factor). Beide HMG-Box-Doméanen (A bzw. B) binden an die kleine Furche der DNA,
wobei die A-Domane eine hdhere Affinitat fur veranderte DNA-Konformationen aufweist als
die B-Domane, diese kann wiederum einen rechten Winkel in die lineare DNA einflhren
(zusammengefasst in Thomas und Travers, 2001).

Die Hauptfunktion der HMGB Proteine ist es, durch Bindung eine Verbiegung der DNA zu
erzeugen. Praferentiell binden HMGB Proteine aber an bereits veranderte DNA-
Konformationen, wie zum Beispiel ,4-way-junctions®, DNA mit eingebauten Nukleotid
Analogen (Krynetski et al., 2003), durch UV Bestrahlung beschadigte DNA (Pasheva et al.,
1998) und durch Cisplatin modifizierte DNA (Ohndorf et al., 1999). Beispielsweise binden
HMGB Proteine an durch Cisplatin modifizierte DNA und blockieren so DNA-Reparatur-
Mechanismen (He et al., 2000; Nagatani et al., 2001). Cisplatin wird daher sehr effektiv als
Chemotherapeutikum bei Tumoren wie Hodenkrebs und einigen Brustkrebsarten eingesetzt,
bei denen HMGB Proteine tGberexprimiert werden (He et al., 2000).

HMGB ist eines der mobilsten nuklearen Proteine (Scaffidi et al., 2002) und ist in der Lage, in
1,5 Sekunden den ganzen Zellkern zu durchqueren. Daraus folgt die Uberlegung, dass
HMGB Proteine allein durch Diffusion zu ihren potentiellen Zielstellen gelangen und eher
durch das ,Versuch-Irrtum Prinzip“ an der Zielstelle binden kdnnen (zusammengefasst in
Agresti und Bianchi, 2003).

Auch HMGB Proteine kdénnen Gentranskription beeinflussen. Durch in-vitro Experimente
wurde gezeigt, dass HMGB1 die Sequenz-spezifische Bindung von Progesteron-Rezeptoren
an ihre ,Response Elemente” erhdht, indem HMGB1 an den DNA-Abschnitt des ,Response

Elements® bindet, dieses dabei verbiegt und so die bereits gebogene DNA regelrecht fir
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andere Faktoren anbietet (Onate et al., 1994). Das gleiche Prinzip wurde auch fir einen
Ostrogen-Rezeptor beschrieben (Verrier et al., 1997).

Auf der anderen Seite kann HMGB die RNA-Polymerase |l abhangige Transkription
unterdricken. HMGB1 kann mit dem TBP-Protein (TATA-Box-binding protein) einen
Komplex bilden. Dadurch wird die Bildung des Prainititionskomplexes durch Kompetition der
TFIIB-Interaktion mit TBP unterbunden (Ge und Roeder, 1994). Andererseits stabilisiert und
aktiviert HMGB2 den TBP-beinhaltenden TFIID-TFIIA-Komplex, der an die Promotor-DNA
gebunden ist (Shykind et al., 1995). Auch am Aufbau des Enhanceosomes soll HMGB
beteiligt sein. Die Vorstellung ist, dass HMGB die entsprechende DNA biegt und dann
andere Proteine an diese gebogene DNA binden (Agresti und. Bianchi, 2003). HMGB
Proteine assoziieren auch mit der nukleosomalen Linker-DNA und kbénnen so das
»,Chromatin Remodeling“ durch die Bindung der ,Remodeling“ Maschinerie ACF (Drosophila)
unterstitzen. An der nun ,flexibleren“ Linker-DNA kdnnen die Nukleosomen verschoben
werden (Bonaldi et al., 2003). Allgemein kann gesagt werden, dass HMGB Proteine

verschiedene DNA-Protein-Interaktionen beschleunigen und ihre Aktivitat steigern.

1.2.3 Die HMGN-Familie

HMGN Proteine wurden erstmals aus Saugerzellen isoliert und als chromosomale Nicht-
Histon-Proteine klassifiziert (Johns, 1982). Sie wurden spater in allen Zellen der bislang
analysierten Saugern und Vertebraten gefunden. HMGN Proteine besitzen, im Gegensatz zu
den anderen Mitgliedern der HMG-Familie, eine hohere Affinitdt zu Nukleosomen als zu
DNA. Es gibt verschiedene Mitglieder der HMGN-Familie. Die Proteine HMGN1 (12kD) und
HMGN2 (10kD), friher bekannt als HMG14 und HMG17, sind in fast allen Zellen von
Vertebraten vorhanden und am besten untersucht. Die erst kirzlich entdeckten Mitglieder
HMGN4 (Birger et al., 2001) und HMGN3 (friiher bekannt als Trip7; West et al., 2001) von
dem es zwei Spleifvarianten gibt (HMGN3a, und HMGN3b) sind HMGN1 und HMGN2 sehr
ahnlich, weisen aber eine gewebsspezifische Verteilung auf und kommen in geringeren
Mengen als HMGN1 und HMGN2 vor. Das NSBP1 (auch bekannt als NBP-45; Shirakawa et
al., 2000) hat eine deutlich gréRere Molekularmasse (45kD) als HMGN1 oder HMGN2 und
zeigt mit diesen nur Ubereinstimmungen in den ersten 85 Aminoséuren. Im Vergleich zu
HMGN1 und HMGN2 wird NSPB1 in nur geringen Mengen exprimiert. Im Durchschnitt
enthalt ein Zellkern 1 x 10° HMGN1 und HMGN2 Molekiile. Dies reicht aus, um an ca. 2 %

der Nukleosomen binden zu kénnen (Johns, 1982).

1.2.3.1 Funktionelle Domanen der HMGN Proteinen

HMGN Proteine bestehen aus drei funktionellen Domanen, das zweigeteilte Kern-

lokalisationssignal (nuclear localisation signal; NLS), die nukleosomale Bindungsdomane
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(nucleosome-binding domain; NBD) und die Chromatin Aktivierungsdomane (chromatin-
unfolding domain; CHUD). Alle funktionellen Domanen sind in den orthologen Genen

verschiedener Spezies hoch konserviert.

HMGN4 R R KR 8
HMGN3 QT TS E S ET
HMGN1 E K AV A A R E
HMGN2 PKRK KDEPQRRSARLSAKPAPPKPEPKPKKAPAK KGKKG PAENGDAK

E T = T

Abb.5: Die funktionellen Domanen der HMGN Proteine HMGN1 (ehemals HMG14), HMGN2 (ehemals
HMG17), HMGN3 (ehemals Trip7) und HMGN4 (neues Protein: Genbanknummer: NM_006353). Alle
HMGN Proteine besitzen drei funktionelle Domanen: ein zweigeteiltes Kernlokalisationssignal (nuclear
localization signal, NLS), eine nukleosomale Bindungsdomane (nucleosomal binding domain, NBD)
und eine Chromatin Aktivierungs Domane (chromatin unfolding domain, CHUD). Die meisten
konservierten Aminosauren sind angegeben. Die CHUD variiert zwischen den einzelnen HMGN
;cr)%t1e)i.nvarianten. Benachbarte Aminosauren kdnnen funktionell zur CHUD gehéren (aus Bustin,
Das Kernlokalisationssignal (NLS) besteht aus zwei Doméanen, den ersten 4 N-terminalen
Aminosauren (PKRK) und einer Doméane aus 5 Aminosauren zwischen der nukleosomalen
Bindungsdomane und der Chromatin Aktivierungsdomane (siehe Abb. 5). Durch das
Kernlokalisationssignal ist es den HMGN Proteinen mdéglich in den Zellkern zu gelangen.
Dies geschieht Uber einen Importin-abhangigen Transport und ist somit ein aktiver
energieverbrauchender Vorgang, der einen effektiven Kernimport gewahrleistet (Hock et al.,
1998b).

Das wohl charakteristischste Motiv der HMGN Proteine ist die nukleosomale
Bindungsdomane (NBD) (siehe Abb. 5). Diese besteht aus 30 positiv geladenen
Aminosauren und ist stark konserviert. Die aminoterminale Region der nukleosomalen
Bindungsdomane besitzt einen hohen Anteil an Argininresten, wahrend die carboxyterminale
Region reich an den Aminosauren Prolin und Lysin ist (Bustin et al., 1995). Die NBD erkennt
die Struktur des nukleosomalen ,Core“-Partikels (Histone und 147 bp DNA). Die Bindung
zwischen dem Motiv und dem Nukleosom findet 25 bp vom Ende der DNA und im Bereich
der zwei grolten Furchen, die die nukleosomale Achse umgeben, statt (Alfonso et al., 1994).
Die Bindung an diese ,Core“-Partikel ist unabhangig von der sich umwickelnden DNA
(Shirakawa et al., 2000). Auch wurde durch Experimente mit spezifischen Punktmutationen
innerhalb der NBD herausgefunden, dass benachbarte Aminosauren flir die korrekte
Bindung an die Nukleosomen bendtigt werden.

Die Chromatin Aktivierungsdoméane (CHUD) besteht aus einer negativ geladenen Region,
die den HMGN Proteinen die Fahigkeit verleiht das Chromatin aufzulockern (siehe Abb. 5).

Mittels Deletionsmutanten, denen die CHUD-Doméne fehlte, wurde gezeigt, dass diese
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Mutanten zwar an Nukleosomen binden kdnnen, aber nicht mehr fahig sind das Chromatin
aufzulockern (Trieschmann et al., 1995a; Ding et al., 1997). Weiter konnte gezeigt werden,
dass die C-terminale Region von HMGN1, die die CHUD-Domane beinhaltet, mit dem
aminoterminalen Bereich des Histon H3 interagiert (Trieschmann et al., 1998). Weiter ist
bekannt, dass der Kontaktbereich der HMGN1 bzw. HMGN2 Proteine mit dem Nukleosom
teilweise mit dem von Histon H1 Gberlappen (Alfonso et al., 1994). Da Histone H1 als Linker-
Proteine eher mit der Kompaktierung des Chromatins in Verbindung gebracht wird, kénnte
diese Uberlappung die Interaktion zwischen dem Histon H1 und dem Chromatin stéren und
so zu einer Auflockerung des Chromatins fiihren (Bustin, 1999). Tatsachlich konkurrieren
HMGN Proteine und Histon H1 in vivo dynamisch um die gleichen Bindungsstellen (Catez et
al., 2002).

1.2.3.2 Interaktion der HMGN Proteine mit dem Chromatin

Die chromosomalen HMGN Proteine sind die einzigen bekannten Zellkernproteine, die
spezifisch an Nukleosomen binden (Mardian et al., 1980). Sie besitzen eine groRere Affinitat
zu Nukleosomen als zu DNA und interagieren sowohl mit der nukleosomalen DNA (Alfonso
et al., 1994) als auch mit dem aminoterminalen Bereich der nukleosomalen Histone (Crippa
et al., 1992; Trieschmann 1998; Shirakawa et al., 2000). HMGN Proteine binden kooperativ
als Homodimere an Nukleosomen, entweder zwei Molekile HMGN1 oder zwei Molekile
HMGN2 (Postnikov et al., 1995). Die Bindung der einzelnen HMGN Molekiile findet, wie
oben erwahnt, 25 bp vom Ende der DNA und im Bereich der zwei gro3en Furchen, die die
nukleosomale Achse umgeben, statt. HMGN Proteine Uberbricken dadurch die zwei
benachbarten Doppel-Helix-DNA-Strange auf der Oberfliche des Core Partikels und
interagieren mit der DNA ca. 25 bp vom Eingangs- bzw. Ausgangspunkt des ,Core“-Partikels
(Modell von Bustin, 2001). Die HMGN-Homodimere assoziieren durchschnittlich mit sechs
aufeinanderfolgende Nukleosomen und bilden so Chromatinbereiche, in denen entweder nur
HMGN1- oder nur HMGN2-Proteine zu finden sind (Postnikov et al., 1997; Abb. 6). Diese
Chromatinabschnitte  sind  schlieBlich noch zu gréReren  Chromatindoméanen
zusammengefasst. Auch diese Domanen enthalten entweder nur HMGN1 oder HMGN2
(Hock et al., 1998a). Durch die Bindung der HMGN Proteine an das Nukleosom wird der Ein-
und Austrittswinkel der Linker-DNA vergroRRert, wodurch eine Auflockerung des Chromatins
entstehen kann, fir die letztendlich die Chromatin-Aktivierungsdomane verantwortlich ist
(Abb. 6).
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30nm Fibrille 30nm Fibrille 30nm Fibrille

Chromatindomane Chromatindomane
mit HMGN1 mit HMGN2

Abb.6: Modell der Organisation der HMGN Proteine im Chromatin. Die Bindung von HMGN1- oder
HMN2-Homodimeren an sechs aufeinanderfolgenden Nukleosomen bewirkt die Auflockerung der
30nm Fibrille. Dabei entstehen Cluster mit HMGN1 (rot) oder HMGN2 (gelb). Diese Cluster kdnnen
selbst wieder Bestandteil gréRerer Chromatindoméanen sein. In diesem Modell ist die 30nm Fibrille als
Solenoid dargestellt (Finch und Klug, 1976). In einem alternativen Modell kann die 30nm Fibrille als
Zickzack-Modell dargestellt werden (Bednar et al., 1998). Der Effekt der HMGN Proteine ware in
dieser Darstellung identisch (vgl. Bustin, 1999).

Diese Chromatin-Aktivierungsdomane interagiert mit dem aminoterminalen Bereich des
Histon H3, welches deazyteliert eine Kompaktierung des Chromatins verursacht
(Trieschmann et al., 1998). Weiter wurde festgestellt, dass HMGN Proteine mit gleichen
Bereichen am Nukleosom interagieren wie Histon H1 (Alfonso et al., 1994). Diese
Uberlappung kénnte die Interaktion von Histon H1 mit dem Chromatin beeintréchtigen und
somit zu der oben beschriebenen Auflockerung des Chromatins fuhren. Die Interaktion
zwischen HMGN Proteinen und dem Nukleosom, aber auch mit anderen Proteinen, kann,
wie fur ,Core“-Histone und Histon H1 beschrieben, zusatzlich durch postranslationale
Modifikationen, wie Phosphorylierung und Azetylierung reguliert werden (Bergel et al., 2000;
Herrera et al., 1999; Lihrs et al., 2002; Prymakowska-Bosak et al., 2001). In vitro konnte
gezeigt werden, dass die Histonazetyltransferase PCAF HMGN2 spezifisch am zweiten
Lysinrest azetyliert und damit die Interaktion mit dem Nukleosom reduziert (Herrera et al.,
1999). Bei HMGN1 wurde die nukleosomale Bindungsdomane als ein Hauptziel fir
Azetylierungen in vivo beschrieben. Die Histonazetyltransferase p300 schwacht die
Bindungsaffinitdt von HMGN1 zu den Nukleosomen durch Azetylierung mehrerer Lysinreste
(Bergel et al., 2000). Die Kinasen Rsk2 und Msk1 phosphorylieren HMGN1 am sechsten
Serinrest und modifizieren dadurch HMGN1 so, dass ebenfalls die Affinitat der Proteine zu
Nukleosomen reduziert wird. Die Proteinkinase C (PKC) wiederum kann in vitro und in vivo
zwei Serinreste in der nukleosomalen Bindungsdomane sowohl in HMGN1 als auch in
HMGN2 phosphorylieren. Diese Modifikation lasst die HMGN Proteine vom Nukleosom
dissoziieren und fordert die Interaktion mit einem spezifischen 14.3.3 Isotyp (Prymakowska-

Bosak et al., 2001, 2002). Die posttranslationalen Modifikationen regulieren also die Bindung
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der HMGN Proteine an das Chromatin und fihren eine zusatzliche Komplexitat und eine

vielseitigere dynamische Interaktion der HMGN Proteine im Zellkern ein.

1.2.3.3 Verteilung und Mobilitat der HMGN Proteine

Aufgrund der oben genannten Eigenschaften und der Tatsache, dass HMGN Proteine
grolRere Chromatin-Doméanen bilden, scheinen HMGN Proteine ein integraler Teil des
Chromatins zu sein, der permanent mit spezifischen Chromatinregionen assoziiert ist. Durch
Studien an lebenden Zellen konnte herausgefunden werden, dass die Verteilung von HMGN
Proteinen abhangig von der Transkriptionsaktivitat der Zelle ist und HMGN Proteine nicht
statisch sind, sondern sich dynamisch umverteilen kénnen. In Zellen, die eine hohe
Transkriptionsaktivitat aufwiesen, waren HMGN Proteine an Orten aktiver Transkription
lokalisiert. Bei niedriger Transkriptionsaktivitat dagegen wurden HMGN Proteine in Nicht-
Chromatinstrukturen gefunden, den sogenannten Interchromatin-Granula. Bei vollstandiger
Hemmung der Transkription ist HMGN2 letztendlich ausschlief3lich in den Interchromatin-
Granula akkumuliert. HMGN2 zeigt also eine von der Transkriptionsaktivitdt abhangige und
dynamische Verteilung (Hock et al., 1998a). Wahrend in der Interphase HMGN Proteine mit
dem Chromatin assoziieren, sind sie nicht oder nur schwach mit mitotischen Chromosomen
assoziiert (Hock et al., 1998b). Sie sind wahrend der Mitose im Wesentlichen im gesamten
Zytoplasma verteilt. Nachdem die Kernmembran in der spaten Telophase wieder gebildet
wird, werden die HMGN Proteine aktiv tGber einen Importin-abhangigen Mechanismus in die
Tochterkerne transportiert (Hock et al., 1998b; Prymakowska-Bosak et al., 2001). Das
zweigeteilte Kernlokalisationssignal bindet an Importin a und gelangt so Uber den schnellen
Importin/GTPase-Weg in den Zellkern. Da HMGN Proteine sehr klein sind, kdnnten sie allein
durch Diffusion in den Zellkern gelangen. Der erleichterte Importmechanismus dagegen lasst
vermuten, dass diese Proteine direkt nach der Mitose rasch in den Kern zurlicktransportiert
werden mussen, um ihre Aufgabe am Chromatin erfiillen zu kénnen (Hock et al., 1998b).
Wahrend der Mitose ist die nukleosomale Bindungsdomane an zwei konservierten Serinen
phosphoryliert und die negative Ladung der Phosphate mindert die Bindung der Proteine an
Nukleosomen (Prymakowska-Bosak et al., 2001). Diese Phosphorylierung unterstitzt
zusatzlich die Interaktion der HMGN Proteine mit dem Protein 14.3.3C, welches die HMGN
Proteine im Zytoplasma zurlckhalt. Um wieder in den Zellkern zu gelangen, mussen die
HMGN Proteine nach der Mitose wieder dephosphoryliert werden. Nur dephosphorylierte
HMGN Proteine werden in den Zellkern importiert (Prymakowska-Bosak et al., 2002).

Neuere Untersuchungen ergaben, dass ein Grof3teil der HMGN Proteine in makromolekulare
Komplexe organisiert sind (Lim et al., 2002). In HeLa Zellen wurde sowohl HMGN1 als auch
HMGN2 in verschiedenen metastabilen Komplexen gefunden, deren einzelnen

Komponenten noch nicht identifizierten wurden. Eine Inhibition der Transkription erhéhte die
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Anzahl der freien, das heil3t nicht komplexgebunden, HMGN Proteine. Dies lasst vermuten,
dass die Bindung der HMGN Proteine in den Komplexen abhangig vom metabolischen
Zustand der Zelle ist. Interessanterweise ist die nukleosomale Bindungsaffinitat von
komplexgebundenen HMGN Proteinen gréf3er als die von freien HMGN Proteinen (Lim et al.,
2002). Es wird spekuliert, dass HMGN Proteine transient an Komplexe binden und sich
zwischen den verschiedenen Komplexen hin und her bewegen kénnen (Catez et al., 2003).

Mittels gezielten Bleichens von Zellen (Photobleaching), die ein HMGN-GFP-Fusionsprotein
(GFP = green fluorescent protein) exprimieren, wurde durch Messung der Fluoreszenz-
erholung die intranukleare Mobilitdt der HMGN Proteine analysiert (Misteli et al., 2000).
Dabei wurde festgestellt, dass sich HMGN1 und HMGN2 Proteine sehr schnell in zufalliger
Art mit einer Diffusionskonstante von 0,5 ym?/s durch den gesamten Zellkern bewegen. Dies
bedeutet, dass HMGN Proteine in nur 5 Sekunden den gesamten Zellkern durchqueren
konnen. Die Geschwindigkeit der Proteine hangt natlrlich davon ab, wie lange ein Protein an
ein Substrat gebunden ist. Es wurde deshalb kalkuliert, dass ca. 90% aller HMGN Proteine

zu jeder Zeit zumindest transient gebunden vorliegen mussten.

1.2.3.4 Biologische Funktionen der HMGN Proteine

Wie bereits beschrieben, sind HMGN Proteine Architekturelemente des Chromatins, die an
Nukleosomen binden und die 30nm Fibrille auflockern (Bustin, 2001). Diese ,Auflockerung®
des Chromatins erméglicht es anderen Proteinen, an die DNA zu gelangen, um dort DNA-
relevante Prozesse wie zum Beispiel Transkription, Replikation und DNA-Reparatur zu
unterstitzen (Ding et al., 1997; Trieschmann et al., 1995a, 1995b; Birger et al., 2003). So
wurde mit Hilfe von ,simian virus 40“ (SV40) Minichromosomen gezeigt, dass die durch
Histon H1 vermittelte Kompaktierung des Chromatins und die damit verbundene
transkriptionelle Inhibition der RNA-Polymerase |l Aktivitdt durch HMGN1 aufgehoben
werden kann (Ding et al., 1997). Wie oben bereits erwahnt, wurde in lebenden Zellen
gezeigt, dass sich HMGN1 und HMGN2 Proteine im Zellkern an Orten transkriptionell aktiver
Gene konzentrieren (Hock et al., 1998a). Ein weiteres Beispiel dafiir, dass die Bindung von
HMGN an das Nukleosom eine Voraussetzung flr die Transkription ist, wurde in
permeabilisierten Zellen gezeigt. Durch Inkubation dieser Zellen mit einem der
nukleosomalen Bindungsdomane entsprechendem Peptid, wurden die endogenen HMGN
Proteine von ihren Bindungsstellen verdrangt und die Transkription durch RNA-Polymerase |l
unterbunden (Hock et al., 1998a). Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass HMGN Proteine
auch die DNA-Reparatur beeinflussen. Mit Hilfe embryonaler Mausfibroblasten aus HMGN1
»knock-out® Mausen wurde gefunden, dass HMGN1 die DNA-Reparatur-Rate erhoht, indem
es die Chromatinkonformation andert und damit Komponenten Zugang zur DNA erméglicht,

die bei der Reparatur von UV-Schaden involviert sind (Birger et al., 2003).
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Die Frage die sich nun stellt ist, wie HMGN Proteine in der Lage sind, das Chromatin
aufzulockern und damit DNA-relevante Prozesse zu ermdglichen. Dabei spielt wohl die
negativ geladene CHUD-Domane die maligebliche Rolle. Wie oben schon erlautert,
interagiert diese mit den zwei potentiellen Hauptakteuren der Chromatinkompaktierung, dem
Histon H1 und dem Histon H3. Eine Entfernung oder Azetylierung des aminoterminalen
Bereichs von Histon H3 ist stets mit einer Auflockerung des Chromatins verbunden
(Trieschmann et al., 1998). Da HMGN Proteine an gleichen Bereichen am Nukleosom
interagieren wie Histon H1 (Alfonso et al., 1994) und gezeigte wurde, dass beide Proteine
um diese Bindungsstelle konkurrieren (Catez et al. 2002), ware die Konkurrenz mit Histon H1
eine Maoglichkeit, die Auflockerung des Chromatins durch HMGN Proteine zu erklaren.
Vorstellbar ist ein dynamisches Zusammenspiel von Histon H1 und HMGN Proteinen, die
dabei die lokale Struktur des Chromatins modulieren, wobei HMGN Proteine nicht in der
Lage sind, ein bereits gebundenes Histon H1 zu verdréngen, aber ein Uberschuss an HMGN
Proteinen die Verweildauer von H1 am Chromatin verringert. Dadurch wirde die
Zuganglichkeit an die Nukleosomen ermoglicht und ein Fenster fur die Chromatinbindung
regulatorischer Faktoren und chromatinmodifizierender Komplexe gedffnet (Catez et al.,
2003).

Eine weitere wichtige Frage ist, wie HMGN Proteine an ihre Zielstellen gelangen. Eine
Méglichkeit ist durch die Mobilitdt der Proteine gegeben. Bei 10’ Nukleosomen und 10°
HMGN-Molekilen in einer eukaryontischen Zelle wurde eine zufallige Kollision zwischen
einem Nukleosom und einem HMGN-Molekll alle 0,2 Sekunden stattfinden und eine
Kollision mit einem spezifischen Nukleosom alle 20 Sekunden. HMGN Proteine kénnten
folglich zufallig ihre bestimmten Bindungsstellen finden und je nachdem, ob andere
regulatorische Proteine rekrutiert werden, kénnten DNA-relevante Prozesse unterstitzt
werden, oder sie dissoziieren wirkungslos wieder vom Chromatin ab. Die bereits erwahnten
metastabilen Proteinkomplexe, mit denen HMGN Proteine assoziiert sind, konnten die
Bindung und Spezifitit der HMGN-Nukleosom-Interaktion erhéhen, beispielsweise durch
Erkennung spezifischer Sequenzelemente, durch posttranslationale Modifikationen der
Histonenden, oder aber auch durch andere Proteine, die HMGN zu spezifischen
Chromatinregionen bringen (Catez et al.,, 2003). Die nukleosomale Bindungsaffinitat von
komplexgebundenen HMGN Proteinen ist auf jeden Fall groRer als die von freien HMGN
Proteinen (Lim et al., 2002). Vorstellbar ware, dass einige dieser Komplexe als HMGN-
Reservoir dienen, aber auch, dass durch das bestdndige Wechseln der HMGN Proteine
zwischen verschiedenen Komplexen die Proteine an Chromatinregionen gelangen, jeweils
abhangig von den zelluldren Bedingungen und Bedirfnissen (Khochbin und Kao, 2001).
Damit waren HMGN Proteine epigenetische Faktoren, welche die Gen-Expression im

Kontext von Chromatin regulieren.
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1.2.3.5 Die Rolle von HMGN Proteinen in Differenzierungs- und embryonalen
Entwicklungsprozessen

Die Grundlage von zellularen Differenzierungsvorgangen und embryonalen Entwicklungs-
prozessen ist die differentielle Genaktivitat, wobei die Struktur und die Zusammensetzung
des Chromatins eine sehr wichtige Rolle spielen (zusammengefasst von Patterton und
Wolffe, 1996). Nicht-Histon-Proteine wie HMGN1 und HMGN2 Proteine, die als
Architekturelemente die Struktur des Chromatins mitbestimmen, konnten also die
Genexpression und damit Differenzierungsprozesse beeinflussen. Bislang ist nur sehr wenig
Uber die Rolle der HMGN Proteine wahrend der embryonalen Entwicklung und bei zellularen
Differenzierungsprozessen bekannt. Ergebnisse aus verschiedenen Modellsystemen zeigten
aber, dass sich die Transkription der HMGN-Gene und der zellulare Bestand der HMGN
Proteine bei Differenzierungsprozessen deutlich veradndern kann, wie beispielsweise
wahrend der Erythropoiese bei Hihnern (Crippa et al., 1991), der Myogenese bei Ratten
(Begum et al., 1990), aber auch bei der Differenzierung von Osteoblasten bei Saugern
(Shakoori et al., 1993) und der Nierenentwicklung bei Mausen (Lehtonen und Lehtonen,
2001). Die Differenzierung von Myoblastenzellen zu Myotuben konnte durch eine erhdhte
Expression von HMGN1 gestdrt werden (Pash et al., 1993). Eine regulierte Expression der
HMGN Proteine scheint folglich wichtig zu sein fur eine ordnungsgemalfe Differenzierung.
Eine Wegnahme der HMGN Proteine durch Injektion von Antisense Oligonukleotiden bzw.
Verdrangung der Proteine durch Injektion eines Peptids, welches der nukleosomalen
Bindungsdomane entsprach, hatte eine Verzdgerung der embryonalen Entwicklung von
Mausembryonen ab dem 4-Zell-Stadium zur Folge (Mohamed et al., 2001). Diese
Ergebnisse sprechen zwar fir einen Zusammenhang zwischen HMGN Expression und
zellulare Differenzierung, zeigen aber nicht, ob HMGN Proteine tatsachlich an der Regulation
von entwicklungsrelevanten Genen beteiligt sind. Noch vollig unbekannt ist die Regulation

der HMGN Expression selbst.

1.3 Xenopus laevis als Modellsystem zur Analyse der Embryonal-
entwicklung und der Rolle von Chromatin in embryonalen
Entwicklungsprozessen

Die transkriptionelle Aktivitat von spezifischen Genen wahrend der embryonalen Entwicklung

wird teilweise durch die Konformation des Chromatins reguliert, die wiederum durch die

Aktivitat nuklearer Proteine umgeformt und verandert wird (Patterton und Wolffe, 1996). Ein

sehr gutes Modellsystem, um die Rolle von Chromatin in Entwicklungsprozessen zu unter-

suchen, ist der sudafrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis. Der Vorteil dieser Tiere ist,
dass sie sich hervorragend fir Untersuchungen der frihen embryonalen Entwicklung eignen.

Ihre Haltung in Aquarien ist einfach und durch Injektion von Gonadotropin kann die Ablage
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einer grol’en Anzahl von Eiern stimuliert werden. Die Eier lassen sich leicht in vitro
befruchten und kultivieren. Ihre Entwicklung ist sehr schnell und durch ihre GréRe von 1-2
mm Durchmesser eignen sie sich sehr gut fir Manipulationen wie Mikroinjektionen und
Transplantationen. Nieuwkoop und Faber (1975) beschrieben detailliert den Ablauf der
frihen Embryogenese und unterteilten sie in genau definierte Stadien.

Xenopus laevis gehort zu einem der best untersuchtesten entwicklungsbiologischen
Modellsystemen. Da fundamentale Mechanismen der Entwicklung auch zwischen
evolutionar weit entfernten Organismen erhalten sind (DeRobertis und Sasai, 1996), ist die
Erforschung molekularer Mechanismen, zellularer Signalwege und die Interaktion beteiligter
Faktoren im Modellsystem Xenopus laevis auch auf andere Organismen, beispielsweise auf
den Menschen, durchaus Ubertragbar. Die Embryonalentwicklung hat traditionell einen
zentralen Platz in der Biologie und ein klassisches Modellsystem ist die
Embryonalentwicklung der Amphibien. Bereits 1924 haben Hans Spemann und Hilde
Mangold gezeigt, dass Organisation und Differenzierung des Amphibienkeimes auf
induktiven Wechselwirkungen wahrend der Gastrulation beruhen. Durch Transplantations-
experimente beispielsweise zeigten sie, dass ein Explantat der dorsalen Urmundlippe eines
Molchembryos wahrend der Gastrulation in einem zweiten Embryo eine zweite Kérperachse
induzieren kann. Diese zweite Korperachse stammt wesentlich aus dem Gewebe des
Empfangerembryos, somit  programmierte  der verpflanzte ,Organisator® das
Entwicklungsschicksal der Empfangerzellen um (Spemann und Mangold, 1924). Mit Hilfe
neuerer Techniken auf biochemischer und molekularbiologischer Ebene wurde es
ermoglicht, einen tieferen Einblick in grundlegende Prozesse und Mechanismen der
Embryogenese zu gewinnen. Inzwischen konnten Spemanns Aussagen molekularbiologisch
bestatigt werden. Es wurden beispielsweise aus Xenopus laevis Mesoderm-induzierende
Proteine, wie Noggin, Mitglieder der FGF- (fibroblast growth factor), TGFB- (transforming
growth factor)- und Wnt- (wingless) Familie und ihre Rezeptoren isoliert (Sive, 1993).
Zusatzlich wurden die Signalwege von Wnt und TGF B entschlisselt, die das Prinzip der
Wachstumsfaktoren verstandlicher machten.

Ein weiterer Vorteil des Modellsystems Xenopus ist, dass Prozesse wie Furchung,
Gastrulation, Neurulation und Organogenese auf zellularer und morphologischer Ebene sehr
gut charakterisiert sind. Der Beginn der zygotischen Transkription im Blastulastadium von
Xenopus (MBT = Midblastula Transition) ist zeitlich klar festgelegt (Newport und Kirschner,
1984). Dies bringt den Vorteil, dass maternale Proteine und Proteine der zygotischen
Transkription unterschieden werden und zusatzlich manipuliert werden kdénnen. Die
Méglichkeit der Mikroinjektion in die Zygote von Xenopus erlaubt es, Proteinmengen mittels

Morpholino-Oligonukleotiden (,knock-down®) bzw. rekombinanten Proteinen zu manipulieren.
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Da die embryonale Entwicklung von Xenopus laevis sehr gut charakterisiert ist, bietet sich
hiermit die Moglichkeit, neuere Ergebnisse in einem gré3eren Kontext einzuordnen.

Auch der Ablauf der Oogenese von Xenopus ist eingehend bekannt. Die Oogenese beim
Menschen wurde beispielsweise erst durch intensive Studien der Oogenese von Xenopus
laevis verstanden. Die Oogenese beginnt bei Xenopus kurz nach der Metamorphose und
dauert mehrere Monate. Die Meiose wird dann im Diplotdn der Prophase flr langere Zeit
arretiert, wahrenddessen die Oozyte heranwachst. Im Kern der Oozyte setzt nun eine hohe
transkriptionelle Aktivitat ein, wie die charakteristischen Lampenbirstenchromosomen
belegen (Callan et al., 1987). Die Transkripte werden mit Proteinen zu RNP-Partikel
verpackt, ins Zytoplasma der Oozyte transportiert und fir die frihe embryonale Entwicklung
gespeichert. Zusatzlich sind bis zu 1500 (multiple) Nukleolen, resultierend aus einer rDNA-
Amplifikation, im Kern zu finden, die fiir die Produktion von Ribosomen zustandig sind.
Maternale Vitellogenine aus der Leber werden per Endozytose in die Oozyte aufgenommen
und als Dottergranula gespeichert. Die Eireifung erfolgt dann Uber ein hormonelles Signal,
welches wiederum Progesteron aus den Follikelzellen freisetzt und so den Ubergang von der
meiotischen Prophase in die Metaphase induziert. Nach der Reifung der Oozyten zu Eiern
wird die Transkription der endogenen Chromosomen unterdrickt.

Ein klassisches Modell fir hoher geordnete Chromatinstrukturen stellt der Aufbau der
Lampenbirstenchromosomen (LBC) dar. Der Aufbau der LBC mit Schleifen oder Doméanen,
die an bestimmten DNA-Sequenzen durch Nicht-Histon-Proteine verankert sind, bietet die
Moglichkeit, hoher geordnete Chromatinstrukturen naher zu untersuchen. LBCs sind
spezielle Chromosomen, die charakteristisch flr das Diplotan der weiblichen meiotischen
Prophase der Amphibien, aber auch anderer Tiergruppen sind (zusammengefasst von
Callan, 1986). Die relativ groRen Chromosomen sind leicht zu isolieren und
lichtmikroskopisch zu untersuchen. Die Achsen bestehen aus linear angeordneten
kondensierten Chromomeren, wahrend die Schleifen transkriptionell aktives Chromatin
darstellen. Die Schleifen sind voller naszierender Transkripte mit assoziierten Proteinen.
Speziell strukturierte Schleifen sind charakteristisch fir ganz bestimmte Chromosomen
(Callan, 1986). LBC bilden somit ein ideales Werkzeug, um kondensiertes und
transkriptionell aktives Chromatin in situ zu analysieren. Bislang ist wenig Giber jene Faktoren
bekannt, die zur Umbildung des Interphasechromatins und zur Bildung dieser
aulergewodhnlichen Chromosomen wahrend der Oogenese fuhren (Morgan, 2002).

Nach der Reifung der Oozyten zu Eiern wird die Transkription der endogenen Chromosomen
unterdrickt. Die Befruchtung leitet dann 11 Furchungsteilungen ein, in Abwesenheit der
zygotische Transkription (Newport und Kirschner, 1984). Ab der Midblastula Transition (ca.
5000 Zellen) wird der Zellzyklus verlangert und die Transkription des embryonalen Genoms

wird aktiviert. Allgemein wird das Muster der gewebsspezifischen Genexpression in den
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meisten mehrzelligen Organismen sehr frih in der Embryogenese festgelegt. Die
Konformation des Chromatins kann dabei die transkriptionelle Aktivitat von spezifischen
Genen regulieren. Der Zustand des Chromatins wiederum wird durch die Aktivitat nuklearer
Proteine umgeformt und verandert (Patterton und Wolffe, 1996).

Ein Beispiel fir eine entwicklungsregulierte Genexpression in Xenopus sind die Histone und
deren Varianten. Die Histon-H2A-Variante H2A.X wird beispielsweise in Oozyten in grol3er
Menge angesammelt, verschwindet aber wieder nach der Befruchtung mit fortschreitender
Zellteilung (Kleinschmidt und Steinbeisser, 1991; Dimitrov et al., 1994). Linker Histone und
deren Varianten werden ebenfalls entwicklungsspezifisch wahrend der Embryogenese
exprimiert (Khochbin und Wolffe, 1994). Die maternale Histon H1 Variante H1M (bzw. B4)
wird beispielsweise nur in Oozyten exprimiert (Smith et al., 1988) und das somatische Histon
H1 fehlt zu diesem Zeitpunkt ganzlich (Dimitrov et al., 1993; Hock et al., 1993; Dworkin-Rastl
et al., 1994). Die maternale Histon H1 Variante B4 ist weniger basisch als das somatische
Histon H1 (Dimitrov et al., 1993) und besitzt somit auch eine geringere Affinitat zum
Chromatin. Dies verursacht folglich einen geringeren Verpackungsgrad der fruhen
embryonalen DNA. Ab der Midblastula Transition (MBT), mit Beginn der Transkription des
embryonalen Genoms, wird B4-Protein allmahlich durch drei somatische Histon H1
Varianten ersetzt und ist mit dem Ende der Gastrulation nicht mehr nachweisbar (Dimitrov et
al., 1993; Hock et al., 1993). Ahnliches wurde auch im Mausmodell gefunden. Hier wird die
oozytenspezifische Histon H1-Variante H1FOO durch das somatische Histon H1 ab dem 2-
Zellstadium ersetzt (Gao et al., 2004).

Interessanterweise korreliert die Expression von Histon H1 in Xenopus mit der
transkriptionellen Inaktivierung vieler Gene zwischen der MBT und der Neurulation (Wolffe,
1989, Andrews et al.,, 1991; Bouvet et al., 1994). Es wurde beispielsweise gezeigt, dass
Histon H1 die Expression der oozytenspezifischen 5s RNA Gene unterdrickt (Kandolf, 1994;
Bouvet, et al.,, 1994). Ebenso legt Histon H1 selektiv regulatorische Gene still, die fir die
mesodermale Differenzierung notwendig sind. Dies hat zur Folge, dass ektodermale Zellen
im Embryo nur beschrankt auf Mesoderm-spezifische Induktionssignale reagieren kénnen
(Steinbach et al., 1997). Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Anderung der Chromatin-
zusammensetzung einen Einfluss auf die Transkription spezifischer Gene wahrend der
embryonalen Entwicklung haben kann.

Neben Histon H1 ist Uber weitere Chromatinproteine, die die Chromatinzusammensetzung
beeinflussen kénnen, wenig bekannt. Lediglich die Expression der HMGB Proteine wurde in
der frithen embryonalen Entwicklung von Xenopus laevis detailliert beschrieben. Dabei
wurde festgestellt, dass HMGB Proteine ebenso wie B4 wahrend der Oogenese bei Xenopus
akkumulieren und sie in groRen Mengen im frGhen embryonalen Chromatin vorhanden sind
(Kleinschmidt et al., 1983; Ura et al., 1996; Nightingale et al., 1996). HMGB Proteine binden
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speziell an die ,Linker DNA® in einer ahnlichen Weise wie Histon H1, aber mit einer
geringeren Affinitat. Es wird vermutet, dass durch die Bindung von HMGB und B4 an die
,Linker DNA® die Nukleosomen weniger stabil sind und dadurch die schnellen embryonalen
Zellzyklen unterstitzt werden, was bei einer haufigen Reorganisation des Chromatins von
Vorteil ist (Ura et al., 1996; Nightingale et al., 1996). Ebenso wie die Histon H1 Variante B4,
nimmt die Menge an HMGB Protein allmahlich wahrend der embryonalen Entwicklung ab,
einhergehend mit der Ansammlung von somatischem Histon H1 (Kleinschmidt et al., 1983).

Uber die anderen Mitglieder der HMG-Familie, HMGA und HMGN, und ihre Rolle in der

Embryonalentwicklung von Xenopus laevis ist bislang nichts bekannt.

1.4 Aufgabenstellung

Die Aufgabenstellung bestand im Wesentlichen in der Charakterisierung der HMGN Proteine
von Xenopus laevis (XHMGN). Ausgehend von der Isolierung der entsprechenden cDNAs
sollte das Expressionsmuster von XHMGN1 und XHMGN2 wahrend der Oogenese und der
Embryogenese detailliert analysiert werden. Ebenfalls sollte das Expressionsmuster mit Hilfe
spezifischer Antikorper auf Proteinebene dargestellt werden. Weiter sollte die Frage geklart
werden, ob eine Verdanderung der HMGN Proteinmengen wahrend der embryonalen
Entwicklung zu einer veranderten oder fehlerhaften Embryonalentwicklung flhrt. Dazu war
geplant, Uberexpressionsstudien und ,knock-down“-Experimente durchzufiihren. Die
Konsequenzen der veranderten HMGN Proteinmengen sollten auf Chromatinebene,
zellularer Ebene und morphologischer Ebene untersucht werden. Zusatzlich sollte geklart
werden, ob eine veranderte HMGN Expression Auswirkungen auf die Expression
spezifischer embryonaler Gene ausuben kann. Die Bearbeitung dieser Fragen sollte zum
Verstandnis der Funktion der HMGN Proteine und ihrer Rolle in embryonalen
Entwicklungsprozessen beitragen und klaren helfen, ob diese ubiquitdren Chromatinproteine

die Expression bestimmter Gene wahrend der Embryonalentwicklung beeinflussen.
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2

Material

2.1 Biologisches Material

2.1.1 Versuchstiere

Als Versuchstier wurde der sudafrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis direkt von einer

Tierfarm aus Sudafrika (South African Snake Farm, Fish Hoek, Cape Province) oder von der

Firma Nasco (Wisconsin, USA) bezogen. Als weitere Versuchstiere diente der Rippenmolch

Pleurodeles waltl aus einer institutseigenen Zucht.

2.1.2 Zelllinien

» XIKE-A6 Kulturzellen

Diese Zelllinie stammt aus Nierenepithel-Gewebe von Xenopus laevis (Xenopus laevis
kidney epithelium, line A6, American Type Culture Collection). XIKE Zellen wurden in
Kulturmedium (900 ml DMEM = Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium; 150 ml H,O;
100 ml FCS) bei 27°C und 5% CO; kultiviert.

2.1.3 Primare Antikorper

>

Kaninchen-Seren gerichtet gegen Xenopus HMGN1 (XHMGN1)

Die Seren stammten aus einer Immunisierung mit dem Xenopus-HMGN1-Peptid
PKRKQVNADVADAKD (Seqglab, Géttingen). Die Seren haben die Bezeichnung S 120
und S119.

Kaninchen-Seren gerichtet gegen Xenopus HMGN2 (XHMGN2)

Die Seren stammten aus einer Immunisierung mit dem Xenopus-HMGNZ2-Peptid
PKRKADGDSKAEKAK (Seqglab, Goéttingen). Die Seren haben die Bezeichnung S388
und S386.

Antikérper gegen XH1A (Xenopus H1A)

Polyklonaler Kaninchen-Antikérper gerichtet gegen Xenopus H1A (Moorman and de
Boer, 1985; Hock et al., 1993)

Affinitatsgereinigter-Antikorper  gerichtet gegen die konservierte nukleosomale
Bindungsdomane von HMGN Proteinen

Kaninchen-Serum gegen nukleosomale Bindungsdomane von HMGN Protein (Hock et
al., 1993)

Kaninchen-Seren gerichtet gegen Xenopus Nukleoplasmin

Das Antiserum wurde freundlicherweise von Prof. Krohne (Biozentrum Wirzburg) zur

Verfugung gestellt (Kleinschmidt et al., 1985).
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2.1.4 Sekundare Antikorper

Fur Immunfluoreszenz-Mikroskopie verwendete Sekundar-Antikérper wurden 1:150 in PBS

verdunnt und von Dianova (Hamburg) bezogen.

Antikérper gegen Kaninchen gekoppelt mit FITC
Texas-Red

Antikérper gegen Maus gekoppelt mit FITC
Texas-Red

Fir Immunblots verwendete Enzym-gekoppelte Antikérper:
» mit alkalischer Phosphatase gekoppeltes Schaf anti-Digoxigenin Fab-Fragment
(Verdiinnung: 1:5000; Roche).
» mit Peroxidase gekoppeltes Ziege anti-Kaninchen IgG (Verdinnung: 1:10000;
Roche).

2.1.5 Bakterienstamme

»E.coli XL 1 Blue:
Zum Vermehren von Plasmiden wurde routinemafRig der E.coli Stamm XL 1 Blue

verwendet.

»>TOP10 One Shot®:

Dieser Bakterienstamm wurde zur Transformation des pCR2.1. Vektors verwendet. Diese
kompetenten Zellen waren im TOPO-Kit der Firma Invitrogen enthalten (siehe auch
2.2.4).

»E. coli BL-21:

Bei dem hier verwendeten E.coli Stamm handelt es sich um E.coli BL-21 CodonPlus™
(DE3)-RIL der Firma Stratagene. Dieser Stamm zeichnet sich durch eine verminderte
Protease Aktivitat aus und besitzt auRerdem zusatzliche Kopien seltener tRNA-Gene, um

die Expression von Proteinen zu verbessern.
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2.2 Molekularbiologisches Material

2.2.1 Plasmidvektoren

> pCR®2.1-Topo®

3mm"°z“"m Hing 1l Kenl  Saci BamHl  Spel
205 [CAG GAR ACA GCT BTG ACE ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TGH TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstX| EcoRl| EcoRt|
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC cwo GGC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG G TTC CCG CTT AAG ACG

EcoR V Bax | Notl Xhol N.H_I)Ifbnl Apa |
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Abb.7: Dieser Vektor ist Teil eines
Kits der Firma Stratagene und wurde
fur die direkte Klonierung von cDNA-
Fragmenten, die durch RT-PCR
gewonnen wurden, verwendet. Der
Vektor ermoglicht eine Blau/Weil3-
Selektion zum erleichterten Auffinden

positiver Klone.

Abb.8: Dieser Vektor stammt von der
Firma Amersham Pharmacia Biotech
und ist Teil eines Expressions-
systems. Er ermdglicht die Ex-
pression eines Fusionsproteins aus
Glutathion-S-Transferase und dem
erwiunschten Protein, wobei der GST-
Anteil am 5’-Ende eines Proteins
angehangt wird. Der GST-Teil des
Fusionsproteins ermdglicht (&hnlich
wie ein His-Tag) die Aufreinigung
uber Glutathion-Sepharose, an
welche eine spezifische Bindung des
Fusionsproteins erfolgt. Nach der
Aufreinigung des Fusionsproteins
kann der GST-Teil enzymatisch

abgespalten werden.
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> pBluescript 2 KS+

Abb.9: Dieser Vektor stammt von der Firma
Stratagene (Heidelberg). Gezeigt ist die
Karte des Vektors pBluescript SK + mit der
Sequenz der multiple cloning site, die von

den Promotoren T3 und T7 flankiert wird.

pBluescript 11 5K (+) Multiple Cloning Site Region
[sequence shown 598-826)

Apa
o108
T7 Promoter Kt G el

RuHIl n ]
1 1 1
TTGTAMAG GACEECCAGT GAGCELGECETAATACGAL T CAL TATAGGEC AAATTEEE TACL GEELCCLLCETEE
T Ty

TOGAD

TTT0 primear e 8 T priver Tarede 1T g e

e Bl GoRY Rl Pal dmel el
+ o BETATCGATAMGET TEATATOGAAT TCCTELAGEC CEEEGEATECALT
T ek e

ot |
1o foul Rl Sl =
CTAGAGLGECCELOACCGLEETEERGETL . | .

13 Promatar =1 f-gal o fragmant
1

oo LR TTTTETTCECTT TAGTEAGGETTAAT TR0 GCGLT TGGuuTmTiATuuTCATJ-ucTGT TTGE

i e inding sle E]

413 Losersa primer binding o

2.2.2 Enzyme

> Restriktionsenzyme

Restriktionsenzyme wurden von der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen.

> Tag-Polymerase

Tag-Polymerase wurde von der Firma Promega (Mannheim) bezogen; zusatzlich
wurde eine institutseigene (AG Seibel), selbst hergestellte und funktionsgetestete Tag-

Polymerase verwendet.

> Reverse Transkriptase MMULV

Far die Reverse Transkription wurde stets die MMULV-Reverse Transkriptase (50 U/pl)

der Firma Promega (Mannheim) verwendet.

> Micrococcus Nuklease

Die Micrococcus Nuklease wurde von der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
bezogen.

> Ribonuklease Inhibitor

Ribonuklease Inhibitor wurde von der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen.
» T4 DNA Ligase
Die T4 DNA Ligase wurde von der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen.

2.2.3 Oligonukleotide

Oligonukleotide fiir die spezifische Amplifikation von cDNA-Fragmenten wurden bei der
Firma INTERACTIVA (Ulm) bestellt. Der fur die Reverse Transkription verwendete
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Oligo(dT) Primer wurde von der Firma Promega (Mannheim) bezogen. Die verwendeten

Primer sind im Anhang detailliert aufgelistet.

Zusatzlich wurden fir ,knock-down“-Experimente Morpholino-Oligonukleotide von der
Firma GeneTool (LLC, Philomath, Oregon, USA) bezogen.

> XHMGN2-Morpholino-Oligo: 5-CCTTTCTCTTGGGCATTGTTGGCTG-3’

> Morpholino-Standard-Control-Oligo: 5-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3’

2.2.4 Kits

» Plasmid Mini Prap ( Peqlab, Erlangen);

QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden);

TOPQ® - und Orginal TA Cloning Kit (Invitrogen);

ApoTag® In Situ Apoptosis Detection Kit ( Oncor Appligene, Heidelberg);

BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer, Weiterstadt);

Y V. V V V

ECL Western blotting detection reagent ( Amersham, Braunschweig);

2.2.5 Proteine

Rekombinantes humanes HMGN1, HMGN2, HMGN1S20,24E und HMGN1s88c wurden von
M. Bustin (NCI, NIH, Bethesda, USA) zur Verfliigung gestellt. Bakterielle Expression und
HPLC Aufreinigung sind unter Bustin (1999) und Prymakowska-Bosak (2001) beschrieben.

» rekombinantes humanes HMGNZ2 (Herstellung wurde von Bustin (1991) beschrieben)

» rekombinantes humanes HMGNZ1 (Herstellung wurde von Bustin (1991) beschrieben)

» HMGN1S20,24E; punktmutiertes Protein, bei dem zwei fir die Chromatinbindung
wichtige Serine durch Glutaminsdure ersetzt wurden (Herstellung wurde in
Prymakovska Bosak et al. 2001 beschrieben)

» HMGN1s88c; HMGN1s88c wurde in einer Fluoreszenz-markierten Form als
HMGN1s88c-5IAF verwendet und von R. Hock (Biozentrum Wirzburg) zur Verfigung

gestellt. Die Fluoreszenzmarkierung ist unter Hock et al. (1998b) beschrieben.

2.2.6 Chemikalien

Soweit nicht anders erwahnt, wurden alle Chemikalien und Lésungsmittel in Analysequalitat
von folgenden Firmen bezogen:
» Merck (Darmstadt), Applichem (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und
Sigma (Deisendorf)
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2.2.7 Gerate

Biophotometer

Eppendorf, Hamburg

Brutschrank, CO,-Auto-Zero

Heraeus-Holding, Hanau

Drehtisch Reax 2

Heidolph, Uber Hartenstein, Wirzburg

Drystar Geltrockner

H. Holzel GmbH

Feinwaage Mettler AC 100

Mettler, Disseldorf

Fluoreszenzmikroskop Axiophot Stereo
HBO050 mit Quecksilberlampe

Zeiss, Oberkochen

Gewebekulturschalen

Greiner Labortechnik

Heizblock Liebisch, Uber Hartenstein, Wirzburg
Heizplatte Medax Nagel GmbH, Kiel

Homogenisator RW20 Janke & Kunkel, Uber Hartenstein, Wirzburg
Kippschuttler WS5 Laborgeratebau Edmund Buhler, Tubingen

Kihlzentrifuge Minifuge T

Heraeus, Hanau

Kuhlzentrifuge Sorvall RC-5B

Du Pont Instruments, Bad Homburg

Laborwaage Mettler PJ 3600 DeltaRange®

Mettler, Disseldorf

Magnetruhrer M35

GLW, Wirzburg

Mikroschmiede

Bachofer Laboratoriumsgerate, Reutlingen

Mikromanipulator

Brinkmann Instrumentenbau, Mannheim

Proteingelkammer Mini Protean Il

BIO-RAD, Minchen

Blotkammer Mini Trans Blo

BIO-RAD, Miinchen

pH-Meter WTW pH521

Uber Hartenstein, Wirzburg

Proteingelkammer Mini V8

Gibco BRL

Schlittenmikrotom

Leitz, Wetzlar

Sequenzierer

ABI PRISM™310 Genetic Analyser

Perkin Elmer, Applied Biotems GmbH,
Weiterstadt
Sonifier B12 Branson Sonic Power Company, Uber

Gerhard Heinemann, Schwabisch Gmuind

Stabilisiertes Netzgerat 500 V 1 A

Dipl. Ing. L. Fischer, Heidelberg

Sterile Bank

Steril GARD Hood Class lli
Madller Labortechnik, Windhagen

The Denley Mixer A257, Multi Axle Rotator

Uber Hartenstein, Wirzburg

Thermocycler TECHNE PROGENE

Uber Thermo-Dux, Wertheim

Tischzentrifuge 5415 C

Eppendorf, Hamburg

UV-Stratalinker

Stratagene Europe, Amsterdam, Holland

Vortex L24

GLW, Wiirzburg

Wasserbad WTH 500

Uber Hartenstein, Wirzburg
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3 Methoden

3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Flussigkultur von Bakterien

Lésungen:
LB-Medium (Luria Bertami) 1 I 10 g Bacto-Trypton (Gibco)
— pH 7,4 (NaOH) 5 g Hefeextrakt (Gibco)
10 g NaCl
= autoklavieren
Antibiotika-Stammldsungen: Ampicillin: 50 MY, in H,O bidest.
Kanamycin: 50 ™/, in H,O bidest.
Tetrazyclin: 5™/, in Ethanol (100 %, p.a.)
Durchflihrung:

Fir eine Ubernachtkultur wurden ca. 5-20 ml Medium in einem Greinerréhrchen vorgelegt.
Zur Selektion wurde je nach verwendetem Bakterienstamm ein Antibiotikum zugesetzt.
Ampicillin und Kanamycin wurden in Endkonzentrationen von 50 "9/, eingesetzt, Tetracyclin
wurde mit einer Konzentration von 15 "9/, verwendet. Das Selektionsmedium wurde mit
Bakterienmaterial aus einer Glycerinkultur oder eine Bakterienkolonie von einer Agarplatte
mit einer sterilen Pipettenspitze angeimpft. Die Kultur wurde bei 37°C Uber Nacht geschdttelt.
Far Flussigkulturen groferer Volumina bzw. fur Kulturen zur in-vivo-Expression von
Proteinen wurde zunéchst, wie beschrieben, eine Ubernachtkultur angesetzt. Mit 5 ml dieser

Ubernachtkultur wurde dann am nachsten Tag 100-200 ml Medium angeimpft.

3.1.2 Bestimmung der Bakteriendichte einer Flussigkultur mit Hilfe der
optischen Dichte (OD)

Um die Bakteriendichte in einer Flissigkeit zu bestimmen, misst man die Extinktion bei einer
Wellenlange von 600 nm. Hierbei gilt, dass eine OD von 1, bei einer Schichtdicke von 1cm,
8x108 ##""/_ entspricht. Man benétigt dazu einen Nullwert, der mit LB-Medium eingestellt

wurde.

3.1.3 Glycerinkultur

Lésungen:

»  Glycerin

Durchflihrung:

Zur Aufbewahrung von Bakterien Uber einen langeren Zeitraum wurden Glycerinkulturen

angesetzt. Hierzu wurden 100-200 pl Glycerin mit 900 pl einer Ubernachtkultur vermischt
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und bei -70°C gelagert. Ausgehend von der Glycerinkultur konnte nun eine neue
Ubernachtkultur angeimpft werden, indem mit einer sterilen Pipettenspitze etwas
Bakterienmaterial von der Glycerinkultur in die Ubernachtkultur Gbertragen wurde (siehe
3.1.1).

3.1.4 Bakterienkultur auf Agarplatten

Lésungen:

» 1,5 % Agar (Select Agar, Gibco) in LB-Medium (vgl. 3.1.1)

»  Antibiotika-Stammldsungen (siehe 3.1.1)

Durchfuhrung:

Fir die Herstellung von Agarplatten wurde der Agar in LB-Medium eingewogen und
autoklaviert. Nachdem sich die Lésung nach dem Autoklavieren auf etwa 50°C abgekihlt
hatte, wurde das geeignete Antibiotikum aus einer Stammlésung in der jeweiligen
Endkonzentration (siehe 3.1.1) zugegeben. Der flissige Agar wurde anschlief’end in sterile
Petrischalen gegossen, so dass der Boden einer Schale gerade bedeckt war. Nachdem der
Agar fest geworden war, wurden die Schalen umgedreht, um ein Auftropfen von
Kondenswasser auf den Nahrboden zu verhindern. Die Selektionsplatten wurden iber Nacht
bei Raumtemperatur getrocknet und konnten 3-4 Wochen ohne Verlust der Antibiotika-
wirkung bei 4°C gelagert werden.

Um aus einer Flussigkultur eine Plattenkultur herzustellen, wurden ca. 50-100 pl der Kultur
auf die Platte pipettiert und mit einem sterilen Drygalski-Spatel ausplattiert. Sterilisiert wurde
der Drygalski-Spatel indem er mit 100 % Ethanol benetzt und am Bunsenbrenner
abgeflammt wurde. Bakterien konnten auch mit Hilfe einer sterilen Impfése auf die Platte

Uberfuihrt und dort ausgestrichen werden.

3.1.5 Herstellen kompetenter Bakterien

Kompetente Bakterien kbénnen unter geeigneten Bedingungen (siehe 3.1.6) plasmidférmige
DNA aus ihrer Umgebung aufnehmen. Bakterien wurden durch Modifikation der
Lipiddoppelschicht, die sie umgibt, chemisch kompetent gemacht.
Lésungen:
»  LB-Medium (siehe 3.1.1)
>  Tetrazyclin: 5 ™, in Ethanol (100 %, p.a.)
TSS (Transformation and Storage Solution): LB-Medium
— pH 6,5 + 10 % (w/v) PEG 3350 oder 8000
+5 % (v/v) DMSO
+ 20-50 mM Mg** (MgSO, oder MgCl,)

— sterilfiltrieren, Lagerung bei -20°C

-30-



Material und Methoden

Durchfiihrung:

Zunachst wurden 10 ml LB-Medium mit Endkonzentration 15 ¥/, Tetrazyclin versehen. Die
Flissigkultur wurde mit einer Einzelkolonie oder aus einer Glycerinkultur des gewtinschten
Bakterienstammes angeimpft. Standardmaflig wurde der Bakterienstamm XL1-blue
verwendet. Die Ubernachtkultur wurde bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Am n&chsten
Morgen wurden 100 ml LB-Medium mit einer Endkonzentration von 15 "9/, Tetrazyclin mit 1-
5 ml der Ubernachtkultur angeimpft. Die Bakterien wurden nun bei 37°C unter Schiitteln (ca.
2 Stunden) bis zu einer ODggo von 0,3 - 0,4 vermehrt. Dann wurde die Flussigkultur auf zwei
50 ml Réhrchen verteilt und bei 1000 g und 4°C 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in ', des Ausgangsvolumens (2,5 ml) eiskaltem TSS
aufgenommen und resuspendiert. Die Suspension wurde in Aliquots zu 100 ul auf
vorgekihlte Eppendorf-Reaktionsgefalie verteilt und sofort in flissigem Stickstoff
eingefroren. Die kompetenten Bakterien wurden bei -70°C gelagert und waren mehrere
Wochen haltbar.

3.1.6 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien

Die Aufnahme von Fremd-DNA in ein Bakterium wird als Transformation bezeichnet. Damit
die Fremd-DNA bei der Transformation in eine Bakterienzelle nicht abgebaut wird, muss sie
ringformig vorliegen (Plasmid-DNA) und benétigt einen Replikationsstartpunkt, der von der
Bakterienzelle erkannt werden kann. Zusatzlich tragt die Plasmid-DNA meistens eine
Antibiotikaresistenz, um eine Selektion der erfolgreich transformierten Bakterien zu
ermaoglichen.

Zur Transformation bendtigte man kompetente Zellen wie der E. coli Bakterienstamm
XL1-Blue (siehe 3.1.5).

Lésungen:

> LB-Medium (s. 3.1.1)

Durchfuhrung:

Ein Aliquot (100 pl) kompetenter Bakterien wurde langsam auf Eis aufgetaut. Die Bakterien
wurden mit dem Ligationsansatz vermischt und 45-60 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz
wurde dann fir 30 sek bei 42°C einem Hitzeschock ausgesetzt und sofort wieder auf Eis
gestellt. Zu den Bakterien wurde 900 ul LB-Medium zugegeben und 1 h bei 37°C geschiittelt.
Es wurden zwei Verdinnungen auf entsprechenden Selektionsplatten, je nach Antibiotika-
Resistenz des transformierten Plasmids, ausplattiert. Zunachst wurden 100 pl des 1 mi
Transformationsansatzes entnommen und ausgestrichen, was einer 1o Verdinnung
entspricht. Die restlichen Bakterien wurden bei 10000 rpm fiir 30 sek in einer Tischzentrifuge

pelletiert. Der Uberstand wurde bis auf ca. 100 pl abgenommen, in denen das Pellet
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resuspendiert wurde. AnschlieRend wurde alles auf einer zweiten Platte ausgestrichen was

einer 9/10 Verdiinnung entspricht.
3.2 Molekularbiologische Methoden
3.2.1 RT-PCR

3.2.1.1 Reverse Transkription

Die RT-PCR (Reverse Transkriptase Polymerase Chain Reaction) gliedert sich in zwei
Abschnitte. Zunachst wird RNA mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in DNA
Ubersetzt. Da mMRNA nur aus Exons besteht, unterscheidet sich die bei dieser Prozedur
entstehende DNA von der im Genom des Organismus, aus dem die RNA isoliert wurde. Man
nennt die entstandene DNA cDNA, wobei das c fur ,copy“ steht. Man nutzt diese Technik
beispielsweise fur die Klonierung unbekannter cDNA-Sequenzen, indem man zunachst die
isolierte Gesamt-RNA in cDNA umschreibt und dann mit spezifischen Primern (die
Sequenzen kénnen z.B. aus dem entsprechenden Gen eines verwandten Organismus
stammen) die gesuchte cDNA amplifiziert.

Pipettierschema flr eine RT-Reaktion (20 pl):

RNA (1 pg) mit sterilem, bidest. Wasser auf 12 ul auffiillen, 3 min bei 70°C im Thermocycler

denaturieren und sofort auf Eis stellen, dann :

+ 1yl RNase-Inhibitor (MBI) 40U/ul

+ 2 yl RT-Puffer (Promega) 10x

+ 2 ul MgCl, (Promega) SL 25 mM

+ 1 pl dNTPs (MBI) Mix SL 100 mM je Nukleotid
+ 1yl Oligo dT-Primer (Promega) 500 pg/mi

+ 1yl Reverse Transkriptase 50 U/ul

MMULV (Promega)

Durch Auf- und Abpipettieren gut mischen und im Thermocycler mit folgendem Segment,1 h
37°C, 5 min 95°C und Kuhlung bei 4°C, inkubieren.

Aus einem RT-Ansatz wurden 1 oder 2 pl in eine sich anschlieRende PCR eingesetzt. Der
RT-Ansatz konnte mehrere Tage bei 4°C gelagert werden, um fiir weitere PCRs verwendet

zu werden.
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3.2.1.2 PCR (polymerase chain reaction)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion ist eine Technik, mit der man selektiv DNA-Sequenzen
vervielfaltigen kann. Sie basiert auf der Tatsache, dass ein DNA-Doppelstrang bei Erhitzung
denaturiert, sich also in zwei Einzelstrange =zerlegt. Mit Hilfe einer hitzebestandigen
DNA-Polymerase konnen die Einzelstrange in Anwesenheit von Primern und den vier
Nukleotidtriphosphaten repliziert werden. Als Primer werden DNA-Oligomere zugegeben, die
die Zielsequenz flankieren. Man bendétigt also zumindest Kenntnis Uber Teile der Sequenz,
oder aber ahnliche Sequenzen, aus der sich die erforderlichen Primer ableiten lassen.
Primer und Primerdesign:

Der Erfolg einer PCR hangt sehr stark von den verwendeten Primern ab, die bestimmte
Eigenschaften besitzen sollten. Sie sollten nicht mit sich selbst oder dem anderen Primer
hybridisieren kénnen, sie sollten keine Schleifen bilden kdnnen und wenn mdglich sollte ihre
komplementare Sequenz nur einmal auf der eingesetzten DNA vorkommen. Aullerdem
sollten die Schmelztemperaturen der beiden verwendeten Primer etwa gleich hoch sein und
der G/C-Gehalt ihrer Sequenzen zwischen 40 und 60 % liegen. Die Schmelztemperatur gibt
an bei wie viel Grad Celsius die Halfte dieser komplementaren Sequenzen in der Lésung als

Doppelstrang vorliegen. Diese Temperatur kann mit folgender Formel berechnet werden:
T,=2°C-(A+T)+(G+C)

Die PCR-Reaktion ist umso spezifischer, je ndher die Annealing-Temperatur bei der
Schmelztemperatur der beiden Primer liegt. Die Annealing-Temperatur wurde anfangs meist
ca. 5°C unter T, gewahlt und bei Misserfolg dann nach oben (unspezifische Amplifikation,
erkennbar als ,Schmier® bei der Gelelektrophorese) oder unten (kein Amplifikationsprodukt)
variiert. Die Primer wurden mit dem Programm ,OLIGO® bzw. ,Fast PCR. Microsoft Visual
Studia 6.0 SP5, 2002“ am Computer entworfen und von INTERACTIVA (Ulm) bezogen.

Durchfiihrung der PCR

Fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die Tag-Polymerase herangezogen, die
entweder von der AG Seibel im Lehrstuhl selbst hergestellt wurde bzw. von der Firma
Promega (Mannheim) bezogen wurde. Die Tag-Polymerase hat die Eigenschaft, dass sie
einen Uberhang aus A-Nukleotiden am 3’-Ende des Produkts anfiigt. Diese Polymerase
besitzen keine 3 —5’-Exonukleaseaktivitat (Fehlerkorrektur). Die Tag-Polymerase kann
wahrend der Elonagtionsphase ca. 1000 Nukleotide/min verarbeiten

Sollten die DNA-Fragmente mit sehr hoher Genauigkeit amplifiziert werden, wie z.B. fir eine
Klonierung wurde die Pfu-Polymerase (Promega) herangezogen. Diese Polymerase hangt

keine Uberhangenden A-Nukleotiden am 3’-Ende des Produkts an, besitzt aber 3'—5'-
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Exonukleaseaktivitat und eine ,Proof-reading” Aktivitat. Die Pfu-Polymerase kann wahrend
der Elongationsphase lediglich 500 Nukleotide/min verarbeiten. Dieser Wert ist bei der

Bestimmung der Elongationszeit einer PCR zu berlcksichtigen.

Pipettierschema fir Tag-Polymerase (50 yl-PCR-Ansatz):
e 20-100 ng DNA
e 3 pl MgCl; (25 mM)
o 5 ul Tag-DNA-Polymerase 10x Reaction Buffer
e 1 uldNTPs (Mix, SL je Nukleotid 10 mM, MBI)
e 0,5 ul 5-Primer (SL 100 P™,, Interactiva)
e 0,5 ul 3-Primer (SL 100 "™, Interactiva)
e 1 ul Tag-DNA-Polymerase (5 Y/, Promega)
e auf 50 pl mit H,O bidest. aufflillen
Pipettierschema flr Pfu-Polymerase (50 pyl-PCR-Ansatz):
e 20-100 ng DNA
o 1ul Pfu-DNA-Polymerase 10x Reaction Buffer mit MgSO, (Promega)
e 1 uldNTPs (Mix, SL je Nukleotid 10 mM, MBI)
e 1yl 5-Primer (SL 100 P™,, Interactiva)
e 1 ul 3-Primer (SL 100 "™, Interactiva)
e 1 pl Pfu-DNA-Polymerase (2-3 U/m, Promega)
e auf 50 pl mit H,O bidest. aufflillen

Der Ansatz wurde in ein 0,5 mI-PCR-Reaktionsgefal’ auf Eis pipettiert, wobei die Polymerase
zum Schluss zugegeben wurde. Das Ganze wurde gut vermischt und im Thermocycler mit

folgendem Programm inkubiert:

Initiale Denaturierung 2 min 96°C

Denaturierung 1 min 96°C
Primer-Annealing 1 min (Temperatur je nach Primer)
Elongation 1 min pro 1000 Basen + 30 sek (Taq), 72°C 20-30 Zyklen

1 min pro 500 Basen + 30 sek (Pfu), 72°C

finale Elongation 10 min, 72°C
Kdhlung 4°C

Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte im 1%igen Agarosegel (siehe 3.2.5).

-34-



Material und Methoden

3.2.2 Kolonie-PCR

Nach der Klonierung von DNA-Fragmenten in bakterielle Vektoren wurden die erhaltenen
Klone mittels Kolonie-PCR auf eine erfolgreiche Ligation hin Uberprift und getestet, in
welcher Orientierung das einklonierte DNA-Fragment in den Vektor inseriert hatte. Hierzu
wurde statt isolierter DNA etwas Bakterienmaterial fur die PCR eingesetzt und mit
geeigneten Primern Uberprtft, ob das einklonierte Insert im Bakterienverktor inseriert war (5°-
Primer und 3’-Primer des Inserts) und welche Orientierung es hatte (5°-Primer des Inserts
und 3’-Primer des Vektors). Hierfur wurde in der Regel eine von der AG Seibel selbst

hergestellte Tag-DNA-Polymerase verwendet.

Pipettierschema fiir Kolonie-PCR (25 ul-PCR-Ansatz):
e 1,5l MgCl, (25 mM)
o 2,5 ul Tag-DNA-Polymerase 10x Reaction Buffer
e 0,5yl dNTPs (Mix, SL je Nukleotid 10 mM, MBI)
e 1l 5-Primer (SL 10 *™Y,, Interactiva)
e 1l 3-Primer (SL 10 pm"'/w, Interactiva)
e 0,5 ul Tag-DNA-Polymerase (5 "/,;, AG Seibel)
e auf 25 pl mit H,O bidest. auffiillen

Durchflihrung:

Zunachst wurde je nach Anzahl der zu testenden Klone ein ,Master-Mix“ des
25 yl-PCR-Ansatzes zusammenpipettiert, der auf PCR-Reaktionsgefalte verteilt wurde. Die
zu testende Bakterienkolonie wurde von einer Agarplatte mit einer sterilen Pipettenspitze
gepickt. Ein Teil des Bakterienmaterials wurde auf eine neue Replika-Agarplatte Ubertragen,
die man bei 37°C inkubieren lieR um am nachsten Tag eine Ubernachtkultur animpfen zu
konnen (siehe 3.1.1). Der Rest wurde mit dem PCR-Ansatz vermischt.

Programm fur den Thermocycler: siehe 3.2.1.2
3.2.3 Gewinnung von Plasmid-DNA

3.2.3.1 GTE-System (alkalische Lyse)

Eingesetzt wurde diese Methode (Li et al., 1997) vor allem zum schnellen Testen von Klonen
nach einer Ligation und Transformation.
Ldsungen:
»  Losung 1 (GTE-Puffer): 50 mM Glucose
10 mM EDTA
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25 mM Tris/HCI, pH 8,0
+ 1 Spatelspitze RNase A
= Lagerung bei 4 °C

»  LOsung 2 (Lysispuffer): 0,2 N NaOH
1 % (w/v) SDS

»  Losung 3 (Kaliumacetatlésung): 60 ml Kaliumacetatldsung (SL 5 M)
11,5 ml Eisessig
28,5 ml H,O bidest.

e 100 % Ethanol (p.a., auf Eis vorkihlen)

Durchfuhrung:

Zunachst wurde das Plasmid in den Bakterien vermehrt. Dazu wurde vom betreffenden Klon
eine 10 ml-Ubernachtkultur in LBamp-Medium hergestellt. Am nachsten Morgen wurden 1,5
ml dieser Ubernachtkultur in ein frisches Eppendorf-Cap tberfiihrt und 30 sek bei 13000 rpm
in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 100
Ml GTE-Puffer durch Vortexen resuspendiert. Danach wurden 200 pl Lésung 2 zugegeben
und durch mehrmaliges Invertieren des Caps gemischt. Zum Schluss wurden 150 ul Lésung
3 zugegeben und der Ansatz kurz kraftig geschittelt. Nach einer 30sekindigen
Zentrifugation bei 13000 rpm zum Pelletieren der Zelltrdmmer wurden 400 pl des
Uberstandes in ein frisches Gefall Uberfihrt und 400 pl eiskaltes Ethanol (100 %, p.a.)
zugegeben. Beim Abnehmen des Uberstandes war darauf zu achten, dass kein
ausgefallenes SDS mit verschleppt wurde, weil dies nachfolgende Reaktionen stdéren kdnnte.
Fir eine héhere Reinheit der Praparation wurde der gesamte Uberstand in ein frisches Cap
Uberfiihrt und dann 400 pl des Uberstandes nach einer weiteren 5minitigen Zentrifugation
abgenommen, in ein frisches Cap gegeben und mit Ethanol versetzt. Der Ansatz wurde kurz
gemischt und dann sofort 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand
sorgfaltig abgenommen und das Pellet 5-10 min luftgetrocknet. Zum Schluss wurde das
Pellet in 30 ul H,O bidest. aufgenommen. Von der GTE-Plasmid-Praparation wurden 8 pl in

einem Restriktionsverdau (siehe 3.2.4) eingesetzt (maximal mégliches Volumen).

3.2.3.2 PEQLAB Plasmid Mini-Prap

Diese Methode ist eine Kombination aus alkalischer Lyse und Adsorption der DNA an ein
Silika-Gel unter Hochsalz-Bedingungen. Die DNA wird dabei nicht gefallt, sondern an das
Gel gebunden und anschlieRend mit einem Niedrigsalz-Puffer (z. B. H,O bidest.) bei pH 7,0-
8,5 eluiert. Die durch diese Methode gewonnene Plasmid-DNA besitzt eine sehr hohe

Reinheit und ist somit auch flr empfindlichere Reaktionen wie Sequenzierungen einsetzbar.
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Durchgefuihrt wurde die PEQLAB Plasmid Mini-Prap nach Herstellerprotokoll, ausgehend
von einer 6-10 ml-Ubernachtkultur. Eluiert wurde mit 50 pl HyOpigest., Was normalerweise zu

Konzentrationen zwischen 250 und 400 "9/, fihrte.

3.2.4 Hydrolyse von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Oft missen Plasmide zerschnitten werden, um z.B. festzustellen, ob das erwilnschte Insert
tatsachlich mit dem Vektor ligiert hat. Auch die Orientierung eines Inserts kann haufig durch
einen Restriktionsverdau festgestellt werden.

Restriktionsenzyme schneiden DNA an definierten Sequenzen. Man unterscheidet
Restriktionsenzyme vom Typ |, Il und lll. In der Molekularbiologie werden meistens Vertreter
des Typs I, sogenannte Nukleasen und dort speziell die Endonukleasen verwendet, da sie
innerhalb eines DNA-Stranges schneiden kénnen. Abhangig vom Enzym entstehen dabei
glatte (blunt) oder kohasive (sticky) Enden. Die Uberhangenden Enden kénnen sich wieder
mit komplementaren Sequenzen, die vom selben Enzym geschnitten wurden,
zusammenlagern, was bei der Rekombination zweier verschiedener DNA-Molekiile
ausgenutzt werden kann.

Standard-Ansatz (Gesamtvolumen 20 pl):

1 ug Plasmid-DNA (bzw. 17 ul Plasmid-DNA aus GTE-Prap)

2 ul 10x Restriktions-Puffer (MBI, entsprechend zum Enzym)

1 ul Restriktionsenzym (MBI)

H,0 bidest. bis zu einem Volumen von 20 pl

Der Ansatz wurde gemischt, 1 h bei 37°C inkubiert und dann in einem 1 %igen Agarose-Gel
analysiert. Dazu wurden 10 pl des Verdaus mit 2 yl 6x Beladungspuffer vermischt und auf

das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte fur 30 min bei 100 V (konstant).

3.2.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren (DNA und RNA)

Die Konzentration der gewonnenen DNA und RNA wurde photometrisch (Biophotometer,
Eppendorf) Uber die Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm gemessen (Nukleinsauren
besitzen dort ihr Absorptionsmaximum). Gemessen wurde eine 1:20-Verdlinnung gegen
einen entsprechenden Leerwert. Dabei gilt, dass eine OD,g, von 1 etwa 50 "9/, DNA bzw. 40
"9/ RNA entspricht. Aus den Quotienten OD,go/OD2gy und OD2s0/OD23 konnten Aussagen
Uber die Reinheit der Probe getroffen werden. Die Absorption bei 280 nm spiegelt die
Verunreinigungen durch Proteine wider, wahrend Peptide, aromatische Verbindungen und
Kohlenhydrate bei 230 nm ihr Absorptionsmaximum haben. In Tabelle 3.1 ist
zusammengefasst, wie von der OD auf die Konzentration geschlossen werden kann und wie

die Quotienten ?®°/,5, und %%, bei reinen Proben aussehen sollten.

-37-



Material und Methoden

Tabelle 3.1: Photometrische Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsduren

ODggo = 1
i OD260/OD2g > OD260/OD230 >
entspricht
dsDNA 50 "9/ 1,8 2,2
ssDNA 37 Y9 1,8 2,2
RNA 40 "9/, 2,0 2,2
Oligonukleotide 30 M9/ 1,8 22

3.2.6 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Auftrennung der DNA macht man sich das negativ geladene Phosphoribose-Rlickrad
zu nutzen. Wird ein elektrisches Feld angelegt bewegen sich die DNA-Molekile in wassriger
Ldésung zur positiv geladenen Anode. Lasst man diese Bewegung in einem molekularen
Netzwerk ablaufen, wie in einem Agarosegel, so werden die einzelnen DNA-Molekile je
nach GroRe und Form aufgetrennt, wobei die Wanderungsgeschwindigkeit mit der Grél3e
abnimmt. Aber auch die Konformation der DNA beeinflusst die Wanderungsgeschwindigkeit.
Ringférmige kovalent geschlossene DNA lauft schneller, je grofRer ihre Verwindungszahl ist,
egal ob die DNA negativ oder positiv superspiralisiert vorliegt. Linearisiete DNA wandert
etwas schneller als das entspannte, geschlossene Plasmid.

Die Trennscharfe hangt von der Gesamtlaufweite und der Agarosekonzentration im Gel ab.
Die Konzentration sollte dem GréRenbereich der erwarteten Fragmente angepasst werden.
Um die DNA-Banden im Agarosegel sichtbar zu machen gibt man Ethidiumbromid zu. Dieser
Fluoreszenzfarbstoff interkaliert zwischen den Basen der DNA und erzeugt bei Anregung mit

UV-Licht eine orange Fluoreszenz.

Tabelle 3.2: Abhangigkeit zwischen
Agarosekonzentration und Trennbereich

0,3 5-60 kb
0,6 1-20 kb
0,7 0,8-10 kb
0,9 0,5-7 kb
1,2 0,4-6 kb
1,5 0,2-3 kb
2,0 0,1-2 kb
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Losungen:
e 10x TBE (pH 8,2): 890 mM Tris/HCI
890 mM Borsaure
20 mM EDTA
¢ 10x DNA-Probenpuffer: 10x TBE

+ 50 % (v/v) Glycerin
+ 0,4 % (w/v) Bromphenolblau
+ 0,4 % (w/v) Xylencyanol

o Laufpuffer (1x TBE)

e Ethidiumbromid-Stammldsung (50 ™%/)

Durchfuihrung:

Fur ein 1%iges Gel wurden 0,4 g Agarose (low EEO,
212280 Applichem oder pEQIlab) in 40 ml 1x TBE geldst und
Eéég aufgekocht. Nachdem die Losung auf etwa 50°C
- abgekuhlt war, wurde 1ul der Ethidiumbromid-
E Stammlésung zugegeben. Die Loésung wurde gut
" gemischt und in einen Gelschlitten gegossen. Der
&1 Gelschlitten wurde vorher mit Tesafilm abgedichtet, und
564 es wurde ein Kamm, zum Auftragen der Proben,

eingesteckt. Nach ca. 30 min war das Gel komplett
Abb.10: DNA-Marker Il (MBI) im
1%igen  Agarosegel.  GroRen-
angaben in bp. Polymerisation schneller erfolgen konnte das Gel auch

polymerisiert und konnte verwendet werden. Sollte die

bei 4°C gegossen werden. Das Gel wurde, nach
Entfernen des Tesafiims, mit dem Gelschlitten in eine mit Laufpuffer gefiilite
Elektrophoresekammer gesetzt und mit Laufpuffer Gberschichtet. Dann wurde der Kamm
vorsichtig herausgezogen und eventuell vorhandene Luftblasen aus den Taschen entfernt.
AnschlieRend wurden die zu analysierenden Proben mit 1,0 Volumen 10x Probenpuffer
versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Um die GréRen der aufgetrennten DNA-Fragmente
bestimmen zu kdénnen, wurde in einer Spur ein Gemisch aus Fragmenten definierter Grolze
als Marker mit aufgetragen. Es wurde immer der Marker Ill (MBI) verwendet, mit EcoRI und
Hindlll verdaute A-DNA (siehe Abb. 9), von dem 1 ug aufgetragen wurde. Die Elektrophorese
wurde bei einer konstanten Spannung von 100-130V durchgefiihrt, und wurde beendet,
wenn das Bromphenolblau aus dem Probenpuffer etwa 2/, des Gels durchlaufen hatte. Die
durch das Ethidiumbromid gefarbten DNA-Banden wurden mit einem UV-Transilluminator
sichtbar gemacht und Uber eine Videokamera mit angeschlossenem Drucker oder mit einer

Polaroid-Kamera dokumentiert.
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3.2.7 Klonierung von PCR-Fragmenten in den pCR®2.1-Vektor

3.2.7.1 Klonierung mit dem TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen)

Die Klonierungsmethode des TOPO TA

Cloning® Kits (Invitrogen) macht sich die

Topoisomerase I recognition sites

u‘li':? o r | Tatsache zu Nutze, dass Tag- und Tfl-
) /@ @':_ —— Polymerasen  durch ihre terminale
B i | Transferase-Aktivitdt einen 3’-Uberhang

o Covalently-bound
@ topoisomerase [
+

A PCRProduct &

aus Deoxyadenosinen an das PCR-
Produkt anfigen. Der Vektor liegt in

linearisiertem Zustand vor und besitzt

feﬁié,lf;";iri'm‘"'b /t‘@ einen 3-Uberhang aus Thymidinen.
- = v . .
‘; KESRA  PoR Produc Slasedd ] ] AuRerdem ist das Enzym Topoisomerase
% Topoisomerase I | kovalent an die offenen 3’-Enden des
@ is released
Vektors gebunden. Durch die
&> Represents topoisomerase | Ligationsaktivitat der Topoisomerase |

Abb.11: Prinzip des TOPO TA Cloning® Kits der ~ wird ein PCR-Produkt mit 3'-A-Uberhang
Firma Invitrogen (Karisruhe). schnell in den Vektor integriert, wobei das
Enzym dissoziiert. Das Prinzip ist in
Abbildung 11 verdeutlicht. Diese Methode erlaubt auch eine Vorauswahl mdglicher positiver
Klone uber Blau/Weilk-Selektion, wobei die positiven, also die Klone mit integriertem PCR-
Produkt, weil® bleiben, wahrend die Klone ohne Insert blau werden. Ohne Insert wird das
lacZ-Gen exprimiert und X-Gal als Substrat der p-Galaktosidase gespalten, wobei ein blauer
Farbstoff entsteht. Das PCR-Produkt inseriert zwischen Promotor und lacZ-Gen, so dass
keine Expression dieses Gens mehr mdoglich ist. Nach der Ligation wurde der Ansatz in
chemisch kompetente E. coli TOP10 bzw. TOP10F (Invitrogen) transformiert. Die
Transformation wurde dann in zwei Verdinnungen auf LBam,-Platten (mit X-Gal fir

Blau/Weil3-Selektion) ausgestrichen.

Kurzprotokoll:
»  Ansatz (6 pl): PCR-Produkt 0,5-4 pl
Salt Solution (Invitrogen) 1 ul
Steriles H,O bidest. bis zu einem Volumen von 5

TOPO®-Vektor (Invitrogen) 0,5-1 pl
»  Ansatz mischen und 5 min bei RT (22-23 °C) inkubieren
»  Ansatz zu einem Aliquot chemisch kompetenter E. coli TOP10 oder TOP10F’ geben

und vorsichtig vermischen.
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»  5-30 min auf Eis inkubieren.

30 sek Hitzeschock bei 42 °C, danach sofort auf Eis.

»  Zugabe von 250 yl SOC-Medium (Invitrogen, sollte Raumtemperatur haben) und 1 h
schitteln bei 37°C.

> Ausplattieren auf LBamp-Platten in 2 Verduinnungen (40 pl, 260 pl) mit 40 pl X-Gal (SL 40
™/ in DMF, Applichem; ca. 1 h vor Verwendung ausstreichen und einziehen lassen)
fur Blau/Weil-Selektion (bei TOP10F’-Zellen missen zusatzlich 40 pl IPTG (SL 100
mM in H,O bidest., Applichem) ausplattiert werden).

»  Inkubation Uber Nacht bei 37 °C.

A\

3.2.7.2 Klonierung mit dem Original TA Cloning® Kit (Invitrogen)

Auch diese Methode nutzt die 3-lGberhangenden Deoxyadenosine von Tag- oder Tfl-
amplifizierten PCR-Produkten fiir die Ligation in einen lineaisierten Vektor, der 3'-
Uberhangende Thymidine besitzt. Die Ligation wird in diesem System allerdings von einer T4
DNA-Ligase Ubernommen. Auch hier ist eine Blau/Weik-Selektion auf mdgliche positive
Klone moglich. Der einzige Unterschied zwischen den Vektoren der beiden Systeme ist die
kovalent an den pCR®2.1-TOPO®-Vektor gebundene Topoisomerase |.

Die fur die Ligation bendtigte Menge an PCR-Produkt konnte Uber folgende Gleichung
naherungsweise ermittelt werden. Eingesetzt wurde allerdings meistens das maximal

mogliche Volumen aus einer Gelextraktion (siehe 3.2.9).

(Y bp PCR - Produkt) - (50 ng Vektor)

X ng PCR - Produkt =

3900 (Z bp Vektor)

Kurzprotokoll:
» Ansatz (10 yl):  PCR-Produkt X ul (6 pl)

10x Ligationspuffer 1 ul

(Invitrogen) H

pCR®2.1-Vektor (25 "%/,

) 2 ul

(Invitrogen)

Steriles H,O bidest. bis zu einem Volumen von 9yl

T4 DNA-Ligase

(4 Weiss-Units, 1l

Invitrogen)

»  Ansatz mischen und 4 h (oder Uber Nacht) bei 14 °C inkubieren.

»  Transformation analog zur TOPO TA Klonierung.
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3.2.8 Klonierung von DNA-Fragmenten in bakterielle Vektoren

Uber PCR gewonnene DNA-Fragmente wurden immer in den Vektor pCR2.1 (Invitrogen)
einkloniert, da diese Methode eine enorme Effizienz aufweist. Dieser Vektor ist aber fur
manche Anwendungen wie z. B. die in-vivo-Expression eines Proteins ungeeignet. In
solchen Fallen musste die entsprechende DNA-Sequenz aus dem pCR2.1-Vektor

ausgeschnitten und in einen speziellen Expressionsvektor ligiert werden.

3.2.8.1 Gewinnung des Inserts

Das DNA-Fragment wurde aus dem pCR2.1-Vektor Uiber Restriktionsverdau (siehe 3.2.4)
ausgeschnitten und Uber ein 1%iges Agarosegel elektrophoretisch (siehe 3.2.6) aufgetrennt.
Die Banden wurden unter UV-Licht sichtbar gemacht, mit einer sauberen Skalpellklinge
ausgeschnitten und anschlieRend mit dem QIAquick Gel Extraction Kit der Firma Qiagen aus
dem Gel eluiert (siehe 3.2.9). Die eluierte DNA wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis

gestellt oder, flr eine langere Lagerung, bei -20 °C aufbewahrt.

3.2.8.2 Dephosphorylierung des Vektors

Die Dephosphorylierung wurde durchgefihrt, um die Autoligationsrate des Vektors zu
vermindern, da die Ligase phosphorylierte Enden fiir eine Ligation bendtigt.

Der Vektor wurde zunachst linearisiert, das Restriktionsenzym 10 min bei 85 °C
hitzeinaktiviert und dann der Ansatz mit Na-Acetat und Ethanol gefallt. Das Pellet wurde so
in HoOpigest. resuspendiert, dass in 1 pl etwa 100 ng DNA enthalten waren.

Pipettierschema eines Standardansatzes (5 pl):

> 100-150 ng linearisierter Vektor

» 0,5yl 10x SAP-Puffer (Roche)

»  bis zu einem Volumen von 4 pl mit H,O bidest. auffillen

> 1 ul Shrimp alkalische Phosphatase (1 Y/, Roche)

Der Ansatz wurde gemischt und 1-2 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde das Enzym
15 min bei 65 °C hitzeinaktiviert. Der Ansatz wurde bis zur Verwendung bei -20 °C

aufbewahrt, was mehrere Wochen maoglich war.

3.2.8.3 Ligation und Transformation

Pipettierschema flr einen Standard-Ligationsansatz (20 pl):

» 1 Dephosphorylierungsansatz (5 ul, 100-150 ng Vektor).

» 300 ng Insert (ca. 3fache Menge im Vergleich zum Vektor)
> 1,5 ul 10x T4 DNA-Ligase-Puffer (MBI)
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> H,O bidest. bis zu einem Volumen von 19 pl
> 1 ul T4 DNA-Ligase (5 "/, MBI)

Der Ansatz wurde vermischt und 30-60 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde der
gesamte Ligationsansatz fur eine Transformation in E. coli-Bakterien vom Stamm XL1-blue

eingesetzt.

Kurzprotokoll einer Transformation:

»  Ligationsansatz mit einem Aliquot (100 pl) kompetenter Bakterien mischen und
Inkubation auf Eis fur 45-60 min.

> Hitzeschock fiir 30 sek bei 42 °C, dann wieder auf Eis.

»  Zugabe von 900 pl LB-Medium und 1 h Schiitteln bei 37 °C.

»  Ausplattieren auf Selektionsplatten.

3.2.8.4 Test der erhaltenen Klone

Die Klone wurden Uber Restriktionsverdau (siehe 3.2.4) auf eine erfolgreiche Ligation hin
Uberprift. AuBerdem wurde getestet, in welcher Orientierung das einklonierte DNA-Fragment
in den Vektor inseriert hatte, was entweder ebenfalls Uber Restriktionsverdau oder Uber

Sequenzierung (siehe 3.2.11) Uberpruft wurde.

3.2.9 Gelextraktion von DNA-Fragmenten (Qiagen)

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit dem QIAquick Gel
Extraction Kit der Firma Qiagen durchgefihrt. Die gewunschten Banden wurden mit einer
Skalpellklinge aus dem Gel ausgeschnitten und anschliefiend die DNA aus dem Gel
extrahiert. Vorgegangen wurde dabei nach Herstellerprotokoll, die finale Elution der DNA
wurde je nach Verwendung mit 30-40 pl H2Opigest. durchgefihrt.

Es wurden Agarosen (low EEO) der Firmen Applichem oder PEQIlab verwendet, die eine
niedrige Bindungsaffinitdt zu Nukleinsduren besitzen. Dadurch wurde die Elution der DNA
erleichtert und Ausbeuten erhdht. Die eluierte DNA stand sofort ohne weitere

Bearbeitungsschritte flr Folgeversuche zur Verfigung.

3.2.10 Fallung von Nukleinsauren

Fur viele Zwecke ist es notwendig, Nukleinsauren zu fallen. Die am haufigsten verwendeten
Prazipitationsmittel sind Ethanol und Isopropanol.

Durchfuihrung:

Fur eine Fallung wurde die DNA-LAsung zunachst mit H,O auf ein Volumen von 100 pl
aufgefullt. Dann wurden 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat pH 4,9 und 2,5 Volumen 100 %
Ethanol p.a. zugegeben und gut vermischt. Dieser Ansatz wurde anschlieBend 15 min bei

13000 rpm in einer Sigma Tischzentrifuge zentrifugiert. Dabei wurde die DNA pelletiert. Der
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Uberstand wurde verworfen und das Pellet 2 x mit 75 % Ethanol p.a. sorgfaltig gewaschen,
um die koprazipitierten Salze zu entfernen. Die 75 %ige Ethanollésung wurde auf das DNA-
Pellet pipettiert und 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Nach dem zweiten Waschschritt
wurde der Uberstand wiederum verworfen und die geféllte DNA luftgetrocknet (ca. 10 min).
Anschliellend konnte das Pellet in der gewlinschten Menge H,Opiqest. Oder entsprechendem

Puffer aufgenommen werden.

3.2.11 DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen wurden nach der von Sanger et al. (1977) entwickelten Kettenabbruch-
Methode durchgefuhrt. Die Methode beruht darauf, dass bei einer PCR Didesoxynukleosid-
Triphosphate (ddNTPs) in stécheometrischer Menge beigefligt werden. Wird bei der DNA-
Polymerisation durch die Polymerase ein solches Nukleotid eingebaut, kommt es zum
Abbruch der Polymerisation, da die DNA-Polymerase wegen der fehlenden 3’-OH-Gruppe an
der Ribose des Nukleotids kein weiteres anfligen kann. Auf diese Weise erhalt man DNA-
Fragmente verschiedenster Langen, die alle an ihren Enden ein ddNTP (ddATP, ddTTP,
ddCTP oder ddGTP) tragen. Friher mussten 4 parallele Ansatze gefahren werden, jeweils
einer fur die 4 verschiedenen Nukleotide (A, T, C, G). Die Reaktionen wurden mit
Radioisotopen durchgefiihrt, um die DNA-Fragmente zu markieren, die anschlieRend uber
spezielle Sequenziergele aufgetrennt wurden, mit denen dann ein Réntgenfilm belichtet
wurde. Aus den Bandenmustern konnte dann die DNA-Sequenz abgelesen werden.

In einer verfeinerten Methode kommen fluoreszenzmarkierte ddNTPs zum Einsatz, wobei
jedes Nukleotid mit einem anderen Farbstoff markiert ist (Adenin: R6G, grun; Thymin: ROX,
rot; Cytosin: TAMRA, gelb; Guanin: R110, blau). In diesem System wird die zu
sequenzierende DNA mit einem entsprechenden Primer und einem Premix (ABI PRISM®
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit), der dNTPs, markierte ddNTPs,
Taqg-DNA-Polymerase, MgCl, und den Puffer enthalt, gemischt und in einer PCR amplifiziert.
So entstehen DNA-Fragmente verschiedenster Langen, mit jeweils einem markierten
Nukleotid an ihren Enden, wobei Fragmente gleicher Lange auch den gleichen Farbstoff als
Markierung tragen. Diese Fragmente werden in einem Kapillar-Gelsystem der Grofde nach
aufgetrennt und mit einem Laser angeregt. Je nach Farbstoff wird ein Licht spezifischer
Wellenlange emittiert, das von einem Photoelement registriert und an einen Computer
weitergeleitet wird. Der Computer setzt die einzelnen Messdaten Uber eine geeignete
Software schliel3lich zu einer Sequenz zusammen.

Durchfiihrung:

Standardansatz einer Sequenzierreaktion (10 pl):

»  200-500 ng DNA

> 10 pmol oder 50 pmol Primer
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»  bis zu einem Volumen von 8 ul mit H,O bidest. auffillen

» 2 ul Premix (BigDye™, PE Applied Biosystems)

Dieser Ansatz wurde gut vermischt und anschlielRend in einem Thermocycler bei folgendem
Programm inkubiert:

initiale Denaturierung 1 min 96°C

>

»  Denaturierung 30 sek 96°C

»  Primer-Annealing 15 sek (Temperatur je nach Primer) 25 Zyklen
>

>

Elongation 4 min 60°C

Kihlung 4°C
Die Annealing-Temperatur wurde je nach Primer gewahlt, fur Standard-Sequenzierprimer
(T3, T7, M13 forward, M13 reverse) wurde sie auf 48°C eingestellt. In Tabelle 3.3 sind die

verwendeten Sequenzierprimer mit den jeweiligen Annealing-Temperaturen aufgelistet.

Tabelle 3.3: Annealingtemperaturen der Sequenzierprimer

Primer Annealing-Temperatur
T3 48°C
T7 48°C
M13 forward 48°C
M13 reverse 48°C
pGEX 5’ Sequencing Primer 50-60°C
pGEX 3’ Sequencing Primer 50-60°C
EGFP 5 Sequencing Primer 50°C
EGFP 3" Sequencing Primer 50°C

Nach der Reaktion wurde der Ansatz mit Na-Acetat und Ethanol gefallt, das Pellet 5-10 min
luftgetrocknet und in 25 ul TSR (Template Supression Reagent, PE Applied Biosystems)
aufgenommen. Nach einer Inkubation fir 2 min bei 90°C wurde der Ansatz gemischt, dann
kurz zentrifugiert und anschlieend in ein Sequenzier-Reaktionsgefal mit aufgesetztem
Septum Uberfihrt.

Die erhaltenen Sequenzen wurden mit Hilfe von Internet-Datenbanken analysiert.

3.2.12 Praparation von RNA mit TRIfast

TRIfast-Reagent ( Peqglab, Erlangen) ist eine monophasische Lésung, bestehend aus Phenol
und Guanidinisothiocyanat, das effektiv Proteine denaturiert und RNase inhibitiert (Cox,
1968; Nozaki und Tanford, 1970). Bei der von Chomczynski und Sacchi (1987) entwickelten
Methode zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebe finden Zell-Lyse und RNA-Extraktion

in einem Schritt statt. Nach Angaben des Herstellers sollen zur Isolierung von Gesamt-RNA
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pro ml Reagens 50 bis 100 mg Gewebe eingesetzt werden. Die Gewebeproben wurden
zusammen mit dem entsprechenden Volumen TRIfast homogenisiert. Nach einer Inkubation
von 5 min bei Raumtemperatur wurden pro ml TRIfast 0,2 ml Chloroform hinzugegeben und
15 sec gemischt (Vortex). Nach einer weiteren Inkubation von 3 min bei RT wurde bei
12000g und 4°C 15 min zentrifugiert. Dabei trennt sich eine obere farblose wassrige Phase
von einer Interphase und einer unteren roten Phenol-Chloroform-Phase. RNA befindet sich
in der wassrigen Phase, die nach einer Uberfilhrung in ein neues 15-ml-Corex-Réhrchen mit
1 ml Isopropanol pro ml TRIfast versetzt und gemischt wurde. Wahrend einer Inkubation von
10 min bei Raumtemperatur fallt der GrofRteil der RNA aus. Die RNA wurde durch
Zentrifugation (12000g, 4°C, 10 min) pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen.
Mehrmaliges Waschen des Pellets mit 250 pl 70% Ethanol und anschlieRendes
Zentrifugieren (7500g, 4°C, 5 min) befreit den Niederschlag von Phenolresten, Isopropanol
und Salz. Die restliche Flussigkeit lieR man bei Raumtemperatur verdampfen bis das Pellet
fast durchsichtig war. Das Pellet wurde dann in sterilem H;Opigest resuspendieren. Wenn nétig
kann man zum besserem Ldsen der RNA die Probe 10 min bei 65°C inkubieren. Aufbewahrt
wurde die RNA bei -70°C.

3.2.13 RNA-Gelelektrophorese

Das Prinzip der Auftrennung der RNA-Fragmente durch Gelelektrophorese ist dasselbe wie
bei DNA (siehe 3.2.6), die Molekiile werden Uber eine Agarose-Matrix der Grofie nach
aufgetrennt. Ein RNA-Gel wird mit einem anderen Puffersystem hergestellt und enthalt
zusatzlich Formaldehyd, um die RNA in denaturierter Form zu stabilisieren.

Lésungen:

> 10x RNA-Laufpuffer (pH 7,0): 0,2 M MOPS
80 mM Natriumacetat

10 mM EDTA

»  Probenpuffer: 20 pl: 500 pl:
10 Formamid 250 pl
3,5 ul Formaldehyd (37 %) 87,5 yl
1wl 10x RNA-Laufpuffer 25 ul
5,5l DEPC-H,0 (oder RNA- 137,5 pl

Lésung)

»  RNA-Beladungspuffer (pH 8,0): 1 mM EDTA
50 % Glycerin
0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol FF
40 "9/, Ethidiumbromid

Durchfiihrung:
Fir ein 1%iges RNA-Gel wurden 0,4 g Agarose (Applichem) in 30 ml HyOpjgest- und 4 ml 10x
RNA-Laufpuffer gelést und aufgekocht. Nachdem die Lésung auf ca. 50 °C abgekihlt war,

wurden noch 6,8 ml 37%ige Formaldehydlésung zugegeben, das Ganze grundlich vermischt
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und in einen mit Tesafilm abgedichteten Gelschlitten mit eingestecktem Kamm gegossen.
Nach etwa 30 min war das Gel ausgehartet und konnte verwendet werden.

RNA-Gele wurden ausschlieBlich flr anschlielende Northern Blots (siehe 3.2.15) oder zur
Uberprifung einer Sondenreaktion gefahren. Um die GroRe der Fragmente abschatzen zu

kénnen, wurden die ribosomalen RNAs (18 und 28 S, siehe Abb. 12) herangezogen.

—— 2B S rRNA (4785)

— 1B 5 rRNA (1874)

Abb.12: Gesamt-RNA im 1%igen Agarosegel

Wurde Poly(A")-RNA oder eine Sonde uber ein Gel analysiert, diente zuséatzlich
aufgetragene Gesamt-RNA aus Geweben oder Zellen als ,Marker. Beladen wurde das Gel
pro Spur mit 15 yg Gesamt-RNA oder 5 ug Poly(A*)-RNA. Eine Sonde wurde in 2
Verdiinnungen getestet, eine Spur wurde mit 1 pl, eine zweite mit 5 pl Sondenlésung
beladen. Die aufzutragende RNA wurde in einer entsprechenden Menge RNA-Probenpuffer
aufgenommen, der Ansatz 5 min bei 70 °C inkubiert, um die RNA zu denaturieren, dann auf
Eis gestellt und mit '/, Volumen Beladungspuffer vermischt.

Nach kurzer Zentrifugation wurden die Proben vorsichtig in die Taschen eines mit Laufpuffer
Uberschichteten Gels pipettiert.

Die Elektrophorese erfolgte bei konstant 100 V und wurde beendet, wenn das
Bromphenolblau aus dem Beladungspuffer knapp %5 des Gels durchlaufen hatte. Die durch
das Ethidiumbromid im Beladungspuffer angefarbten RNA-Banden wurden durch UV-Licht
sichtbar gemacht und Uber eine Videokamera mit angeschlossenem Videoprinter oder einer

Polaroid-Kamera dokumentiert.

3.2.14 In-vitro-Transkription/Markierung von RNA-Sonden mit Digoxigenin

Durch die Verwendung geeigneter Promotor/RNA-Polymerase-Systeme der Vektoren ist es
moglich, in-vitro gezielte RNA-Transkripte klonierter DNA-Sequenzen herzustellen. Die hier
eingesetzten Vektoren pBluescript KS+ und pCR 2.1 (siehe 2.2.1) bieten den Vorteil, dass
DNA-Inserts der multiple cloning sites (MCS) von den T7- und T3- bzw. SP6-Promotoren
flankiert werden. Durch den Einsatz geeigneter Restriktionsenzyme zur Plasmid-

linearisierung (3.2.4) und der jeweiligen RNA-Polymerase kann von einer klonierten cDNA
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nach Bedarf ein Sense- oder Antisense-RNA-Strang hergestellt werden. Durch
Linearisierung am 5°-Ende des Matrizenstrangs kann eine zur RNA komplementéare
Antisense-RNA-Sonde erzeugt werden. Durch Linearisierung am 3’-Ende des Matrizen-
strangs und einem komplementaren Promotor kann eine der mRNA entsprechende ,sense”
RNA synthetisiert werden. Da RNA-Polymerasen Digoxigenin-markiertes UTP (Dig-UTP) als
Substrat annehmen und einbauen kénnen, lasst sich auf diese Weise das naszierende RNA-

Molekil markieren.

Fir einen Standardansatz bendtigt man gemall Protokoll des Herstellers

(Boehringer/Mannheim) folgendes:
20 ul-Standardansatz: 1 ug Template-DNA, geldst, linearisiert
2 ul 10 x Transkriptionspuffer
2yl NTP-Markierungsgemisch
2 ul  RNA-Polymerase
1wl RNase-Inhibitor
ad 20 pl mit H,O

Der Ansatz wurde 2 h bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die RNA wurde danach sofort mit
2,4 ul 4 M LiCl und eiskaltem Ethanol p.a. gefallt. Nach gutem Durchmischen wurde die
Probe entweder mindestens 2 h bei -20 °C oder mindesten 30 min bei -70 °C
stehengelassen. AnschlieBend wurde die RNA durch Zentrifugation (12000g, 4°C, 10 min)
pelletiert. Nach Abnehmen des Uberstandes folgte das Waschen des Pellets mit 50 pl
eiskaltem 70%-igem Ethanol (mit H,Opepc angesetzt). Nach nochmaligem Zentrifugieren
(9500g, 4°C, 5min) wurde das Pellet im Vakuum 2-3 min gefriergetrocknet, in 100 pl sterilem
TE (pH 3,6) geldst und bei Bedarf bei -70°C gelagert.

Die Menge an markierter Sonde konnte durch Erhdhung des Ansatzvolumens um ein 5-

faches gesteigert werden. Der Einsatz von 1ug Template-DNA blieb dabei aber konstant.

NTP-Markierungsgemisch 6,5 mM UTP
3,5 mM Dig-UTP
je 10 mM ATP, GTP und CTP

3.2.15 Northern Blot (Transfer von RNA auf eine Membran)

Lésungen:
»  20x SSC: 3 M NaCl

0,3 M Na-Citrat
> 2xSSC
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Duchflihrung:

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel zunachst 30 min in 20x SSC
aquilibriert. Dann wurde der Blot, wie in Abbildung 13 dargestellt, aufgebaut. Das Gel wurde
dabei mit der Oberseite nach unten auf das Whatman-Papier gelegt, damit die Reihenfolge
der Spuren auf dem spateren Blot der auf dem Gel entsprochen hat. Die Bereiche des Gels,
die nicht geblottet werden sollten, wurden mit Parafilm abgedeckt, und dann wurde die mit 2x
SSC getrankte Nitrocellulose aufgelegt. Dann folgten 2 Whatman-Filter, ebenfalls mit 2x SSC
getrankt, und dann ein Stapel Papiertiicher. Der Puffer wird durch Kapillarkraft durch das Gel
in den Papierstapel gezogen, und dabei wird die RNA auf die Membran transferiert. Die
Dauer des Transfers richtete sich nach der Grofe des Fragments, das geblottet werden
sollte. Normalerweise wurde mindestens 4 h oder (iber Nacht geblottet, bei Uberpriifung
kirzerer Sonden beispielsweise ca. 2 h.

War der Transfer beendet, wurde der Blot abgebaut, die Nitrocellulose kurz in 2x SSC
gespult und luftgetrocknet. AnschlieRend wurde die transferierte RNA durch UV-Licht auf der

Membran fixiert. Der Blot konnte in Alufolie eingewickelt mehrere Wochen gelagert werden.

Glasplatte I |

Papiertiicher

/ 2 x Whatman (2x SSC)

— _ — Nitrocellulose (2x SSC)

| ——— Agarosegel

Glasplatte L Jd \—— Whatman-Papier
| 20x SSC |

Abb.13: Schematische Darstellung eines Northern Blot Aufbaus

3.2.16 Spezifischer Nachweis einer RNA auf einem Northern Blot

Uber eine markierte Sonde (siehe 3.2.14) kann eine spezifische RNA auf einem Northern
Blot sichtbar gemacht und somit nachgewiesen werden. Auf diese Weise kann man
feststellen, ob eine bestimmte RNA in einem Gewebe zu einem bestimmten Zeitpunkt
vorhanden ist und kann so das zeitliche Expressionsmuster eines Gens in diesem Gewebe

auf Ebene der mRNA analysieren.
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Lésungen:

>

Prahybridisierungslésung:

»  Hybridisierungslésung:
»  Waschpuffer 1:

»  Waschpuffer 2:

»  DIG-Puffer 1 (pH 7,5):
Durchflihrung:

Der Blot wurde zunachst mindestens 1 h in Prahybridisierungslésung inkubiert, um alle
unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran abzusattigen. Die Temperatur richtete sich
dabei nach der Sonde, wobei wichtige Kriterien der G/C-Gehalt der Sonde, ihre Lange und
die Homologie zwischen Sonde und nachzuweisender RNA waren. Im Allgemeinen wurde

die Temperatur zwischen 50 und 68 °C gewahlt. Nach der Prahybridisierung (1 h) wurde

5x SSC (Endkonzentration)

+ 50 % (v/v) Formamid

+ 0,1 % (w/v) Laurylsarcosinat

+ 0,02 % SDS

+ 2-5 % (w/v) Blockierungsreagenz (Roche)

= zum Losen erhitzen!

ca. 10 pl Sondenldsung (siehe 4.4.14) pro 10 ml

Prahybridisierungsldésung
2x SSC
+0,1 % (w/v) SDS

0,1x SSC
+0,1% (w/v) SDS

100 mM Maleinsaure
150 mM NacCl

Uber Nacht mit derselben Temperatur hybridisiert.

Am nachsten Tag wurde der Blot 2 mal 15 min bei RT mit Waschpuffer 1 gewaschen, dann 2
mal 15 min in Waschpuffer 2 bei der Temperatur, mit der hybridisiert worden war. Nach den

Waschschritten wurde der Blot 1 min in DIG-Puffer 1 aquilibriert, dann erfolgte die Detektion

Uber Antikérper gegen die Digoxigenin-Markierung (siehe 3.3.17 bzw. 3.2.18).

3.2.17 Detektion Uber alkalische Phosphatase und NBT/BCIP

Lésungen:

>

>

DIG-Puffer 1 (pH 7,5):

DIG-Puffer 2:

100 mM Maleinsaure
150 mM NacCl

1 % (w/v) Blockierungsreagenz (Roche) in DIG-

Puffer 1

= zum Losen erhitzen!
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»  Antikdrperlésung: Anti-DIG-Fab-Fragmente vom Schaf, gekoppelt an
alkalische Phosphatase (Roche)
= 5000 verdiinnt in DIG-Puffer 2

»  DIG-Puffer 3 (pH 9,5): 100 mM Tris/HCI
100 mM NaCl
50 mM MgCl,

»  Farbelésung (NBT/BCIP): 10 ml DIG-Puffer 3

+ 33 ul BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat,
Roth; SL 50 ™/, in 100 % Dimethylformamid)

+ 66 ul NBT (p-Nitrotetrazoliumblau, Roth; SL 50
mg/ml

in 70 % Dimethylformamid)

Durchfuihrung:

Zunachst wurde der Blot 30 min in DIG-Puffer 2 abgesattigt und dann weitere 30 min in
Antikérperlésung inkubiert. Anschlielend wurde der Blot 2 mal 15 min mit DIG-Puffer 1
gewaschen, danach 3-5 min in DIG-Puffer 3 aquilibriert und schlieRlich mit Farbeldésung
Uberschichtet. Durch die alkalische Phosphatase entsteht ein braun-violetter Niederschlag.
Die Entwicklung erfolgte im Dunkeln und dauerte je nach Versuch zwischen 1 min und
mehreren Stunden. Zum Abstoppen der Reaktion wurde der Blot griindlich mit HuOpigest.
gewaschen. Um das Ergebnis zu protokollieren, wurde der feuchte Blot entweder

photographiert oder mit einem Flachbrettscanner dokumentiert.

3.2.18 Detektion tUber Peroxidase und ECL (Enhanced Chemiluminescence)

Diese Methode hat die Vorteile, dass man durch die kirzere Entwicklungsdauer schneller zu
einem Ergebnis kommen kann und dass man einen Blot mehrmals ohne Strippen mit

verschiedenen Sonden inkubieren kann.

Lésungen:

»  DIG-Puffer 1 (pH 7,5): 100 mM Maleinsaure
150 mM NaCl

»  DIG-Puffer 2: 1 % (w/v) Blockierungsreagenz (Roche) in DIG-
Puffer 1
= zum Lésen erhitzen!

»  Antikorperldsung: Anti-DIG-Fab-Fragmente vom Schaf, gekoppelt an

Peroxidase (Roche)
= 1000 vVerdinnt in DIG-Puffer 2

-51-



Material und Methoden

»  ECL-L6sungen 1+2 (Amersham Pharmacia Biotech)

Durchfiihrung:

Die Durchflhrung verlief analog zum Protokoll der Detektion mit alkalische Phosphatase: 30
min absattigen in DIG-Puffer 2, 30minutige Inkubation mit Antikdrperldsung und zweimal
15mindtiges Waschen mit DIG-Puffer 1. Direkt im Anschluf® daran wurde die ECL-Reaktion
durchgefiihrt. Dazu wurden die beiden ECL-LOsungen im Verhaltnis 1:1 gemischt, der Blot
damit benetzt und 1-3 min inkubiert. Durch die Peroxidase wird die ECL-Lésung so
umgesetzt, dass Licht in Form chemischer Lumineszenz emittiert wird. Danach wurde die
Lésung abgetropft und der Blot moglichst faltenfrei in Frischhaltefolie eingeschlagen.
Anschlielend wurde mit dem Blot ein Rontgenfilm (Cronex) belichtet. Die Expositionsdauer
betrug je nach Signal zwischen 1 sek und 20 min. Der Rontgenfilm wurde 1-3 min im
Entwicklerbad inkubiert und dann nach kurzem Spilen mit Wasser 1-3 min im Fixierbad
fixiert. Zum Schluss wurde der Film noch griindlich mit Wasser gesplilt und zum Trocknen
aufgehangt. Zum Protokollieren wurden die Filme mit einem Flachbrettscanner dokomentiert

und mit Adobe Photoshop bearbeitet.

3.2.19 Strippen eines Northern Blots

Um mehrere Sonden auf demselben Blot testen zu konnen, ist es haufig notwendig die

vorhandene gebundene Sonde ,abzuwaschen®.

Ldsungen:
»  Strip-Puffer (Probe Away): 50 % Formamid
50 mM Tris/HCI pH 8,0
1 % (w/v) SDS
Durchfuihrung:

Der Blot wurde grindlich in H,O bidest. gewaschen und dann 1 h bei 68 °C in Strip-Puffer
inkubiert. AnschlieRend wurde wieder griindlich mit H,Opiqest. gewaschen.

Bevor eine neue Sonde auf diesem Blot verwendet wurde, wurde getestet, ob die alte Sonde
komplett entfernt worden war. Dazu wurde der Blot mit DIG-Antikérpern und ECL entwickelt.
War der Strip erfolgreich gewesen, dann konnte wieder prahybridisiert und mit einer anderen

neu Sonde hybridisiert werden.

3.2.20 Isolierung von Zellkernen aus Kulturzellen (A6-Zellen)

Zur Uberpriifung des Chromatins wurden Zellkerne aus Kulturzellen isoliert, die dann

anschlieRend mit Micrococcus.Nuklease verdaut wurden (siehe 3.5.8).
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Lésungen:

» Waschpuffer: 10 mM Tris (pH 7,4)
15 mM Nacl
60 mM KCI

0,15 mM Spermine

0,5 mM Spermidin

0,3 M Sucrose

4 mM MgCl,

1 mM PMSF (frisch dazugeben !)

Fir einen Praparationsansatz wurden Zellen in 2 grof3en Plastik-Petrischalen (& 14 cm) bis
zu einer Zelldichte von maximal 2-3 x 10° Zellen pro ml Kulturmedium kultiviert. Das Medium
wurde vorsichtig abgegossen und die Zellen in 10mM Tris/HCI (pH 7,8) resuspendieren.
AnschlieBend wurden die Zellen 15 min auf Eis inkubieren, damit die Zellen durch das
hypertonische Medium aufquellen. Nun wurden die Zellen mit einem Teflonhomogenisator
(10-20 mal) homogenisieren, um die Zellkerne aus dem Zytoplasma zu befreien.
Zwischendurch wurde unter dem Mikroskop die Isolierung der Zellkerne Uberprift. Die nun
isolierten Kerne wurden bei 1000 g pelletiert, in 250 yl Waschpuffer resuspendiert und in ein
Eppendorf Reaktionsgefald Uberfihrt. Nach zweimaligen waschen mit dem Waschpuffer
wurde das gewaschene Pellet in 1 ml 100 mM NaCl / 2 mM MgCl, aufgenommen und
Anzahl der Kerne in einer Neubauer-Kammer bestimmt (siehe 3.2.21). Dann wurden die
Kerne wiederum bei 3500 rpm fir 10 min bei 4°C pelletiert und schliefdlich in einem
entsprechenden Puffer aufgenommen (z.B. Micrococcus Nuklease-Verdau-Puffer; siehe
3.5.8). Die Menge an isolierter DNA wurde bei einer Absorption von 260 nm in 1%igen SDS

gemessen, wobei 27 Absorptionseinheiten 1mg DNA entsprechen.

3.2.21 Mengenbestimmung von Zellkernen mit der Neubauer-Kammer

Die Zahlung der Zellkerne erfolgt stets mikroskopisch mit Hilfe einer Neubauer-Kammer. Im
Mittelsteg der Neubauer-Kammer sind Zahlnetze eingraviert. Diese bestehen aus 4
Groliquadraten, die jeweils aus 16 Kleinquadraten bestehen. Der Abstand zwischen dem
gravierten Glassteg und dem aufgelegten eingeschliffenen Deckglas betragt 0,1 mm. Die
Flache eines GroRquadrates betrdgt 1 mm?, somit ist das Volumen eines GroRquadrates 0,1
pl. Es wurden stets 4 GroRquadrate ausgezahlt, wobei darauf zu achten ist, dass Zellen, die
auf den Begrenzungslinien zwischen den Quadraten liegen, nicht doppelt gezahit werden.
Aus der Anzahl der gezahlten Zellen kann auf die Zellzahl im Gesamtvolumen geschlossen

werden. Dazu wurde diese Formel benutzt:
16 x & Zellzahl pro Kleinquadrat x 10* x Verdiinnung = Anzahl / ml
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3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Perchlorséure (PCA)—-Extraktion

Lésungen: 5% PCA (Perchlorsaure 0,72N)

Durchflihrung:

Die PCA-Extraktion wurde im Wesentlichen nach Kleinschmidt et al. (1983) durchgefihrt.
Gewebe oder Proteinextrakte wurden mit 5% PCA homogenisiert oder gemischt und 30 min
auf Eis unter gelegentlichem Schitteln inkubiert. Unlésliche Proteine wurden mit 4400 rpm
bei 4°C in einer Minifuge pelletiert und die PCA-Idslichen Proteine im Uberstand mit 6-
fachem Volumen Azeton Uber Nacht bei -20°C gefallt. Die Azeton-prazipitierten Proteine
wurden mit 12000 g pelletiert, mit 70% eiskaltem Azeton gewaschen, getrocknet und in

einem entsprechenden Puffer resuspendiert.

3.3.2 Herstellung und Aufreinigung eines  Glutathion-S-Transferase-

Fusionsproteins

Um ein gewtlinschtes Protein als GST-Fusionsprotein exprimieren lassen zu konnen, musste
zunachst die entsprechende DNA-Sequenz gewonnen und in den Vektor pGEX-5X-1
(Amersham Pharmacia Biotech) einkloniert werden (siehe 3.2.7). Bei Expression dieses
Konstrukts in Bakterien hat man ein Fusionsprotein erhalten, das aus der Glutathion S-
Transferase, einem Enzym, das urspringlich aus Schistosoma japonicum stammt und eine
molekulare Masse von ca. 26 kDa besitzt, und einem spezifischen Protein besteht. Uber den
GST-Anteil war eine Aufreinigung des Proteins mdglich. Vor der Expression des Konstrukts
wurde noch Uberprift, ob die einklonierte DNA-Sequenz im richtigen Leseraster inseriert

hatte, um sicher zu gehen, dass das richtige Protein exprimiert werden wiirde.

3.3.2.1 Expression des GST-Fusionsproteins in Bakterien

Fir die Expression wurden Bakterien vom Stamm E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL
verwendet (siehe auch 2.1.5).

Lésungen:

»  LB-Medium (siehe 3.1.1)

»  IPTG (Isopropyl B-D-Thiogalactosid, Applichem; SL 1 M in H,O)

Durchfuhrung:

Es wurde, wie unter 3.1.1 beschrieben, eine Flissigkultur hergestellt, die bei Erreichen einer
ODeggo von 0,4 - 0,9 durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM induziert
wurde. Vor der Induktion wurde eine Probe abgenommen, die parallel zur induzierten Kultur
weitere 4-6 h bei 37 °C inkubiert wurde, bevor die Bakterien durch 10minttige Zentrifugation

bei 3000 g pelletiert und geerntet worden sind. Diese Probe (nicht induzierte Kontrolle)
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diente spater, zusammen mit einer vor dem Ernten der Bakterien entnommenen Probe
(induzierte Kontrolle), als Kontrolle fur die Induktion. Die Pellets wurden bei —20 °C bis zur

Verwendung aufbewabhrt.

3.3.2.2 Aufreinigung des Fusionsproteins
Lésungen:
»  Glutathion Sepharose® 4B (Amersham, 75%ige Suspension in 20 % Ethanol)
»  PBS: 140 mM NaCl; 2,6 mM KCI; 6,4 mM Na,HPOy; 1,4 mM KH,PO, (pH 7,4)
»  AufschluBpuffer: PBS

+ 1 % (v/v) Triton™ X-100

»  Elutionspuffer (pH 8,0): 50 mM Tris/HCI pH 8,0

+ 10 mM reduziertes Glutathion (Amersham)

Durchfiihrung:

Die Reinigung wurde in der Batch-Methode in 15 mi-Greiner-Réhrchen durchgefiihrt. Die
Mengen, die von den einzelnen Losungen bendtigt worden sind, richteten sich nach dem
Kulturvolumen bzw. der erwarteten Proteinausbeute und konnten mit der Tabelle 3.3 ermittelt

werden.

Tabelle 3.4: Bendétigtes Material fir GST-Aufreinigung:

erwartete Ausbeute

Formel 50mg | 10mg [ 1 mg | 50 ug
Kulturvolumen X 201 41 400 ml | 20 ml
. . 1000
Resuspensionsvolumen (RV) RV ="/ | 200 ml | 20 ml 1ml
m

Sepharose-Saulenvolumen RV X
SV =100 = 2000 10 ml 2ml [ 200 ul | 10 pl

(SV)

Originalsuspension SV *1,33 13,3ml | 2,66 ml| 266 pl | 13,3 ul
PBS pro Waschschritt SV *10 100 ml | 20 ml 2ml 100 pl
Elutionspuffer pro Schritt SV *1 10 ml 2ml 200 ul | 10 ul

Herstellung der Sepharose-Matrix:

Fir die Herstellung der ,Bulk-Matrix“ wurde die entsprechend benétigte Menge 75%ige
Original-Suspension in ein 15 ml-Greiner-Réhrchen gegeben. Bei grofleren Reinigungen
wurden entsprechend mehr Ansatze in 15 mI-Rohrchen vorbereitet. Es wurde 5 min bei 500g

und 4°C zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgenommen und verworfen. Es folgten 2
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Waschschritte mit PBS, um restliches Ethanol zu entfernen. Dazu wurde mit jeweils dem
10fachen Saulenvolumen kaltem PBS gut resuspendiert und erneut 5 min bei 500 g und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde schlieRlich abgenommen und verworfen. Zum Schluss
wurde 1 Saulenvolumen kaltes PBS zugegeben, was zu einer 50%igen Sepharose-
Suspension in PBS flihrte, die spater direkt fir die Reinigung eingesetzt wurde. In PBS kann

die Sepharose bei 4 °C etwa einen Monat gelagert werden.

Aufschlul? der Bakterien:

Das Bakterienpellet wurde aufgetaut und in '/ Volumen der Ausgangskultur
Aufschlusspuffer resuspendiert. Die Suspension wurde 10-20 min bei 22-25 °C auf einem
Rollinkubator inkubiert und anschlieRend sonifiziert. Sonifiziert wurde auf Eis mit wenigen,
moglichst kurzen Ultraschallstoflen. Nach der Sonifikation wurde die Suspension weitere 20
min rollend bei 22-25 °C inkubiert. Dieser Schritt sollte die Micellen auflosen, die sich bei der
Sonifikation bilden und Proteine einschliellen konnten. Vor der anschlieRenden 20minitigen
Zentrifugation bei 10000 g und 4 °C wurde eine Probe abgenommen, die separat
zentrifugiert wurde. Pellet und Uberstand der Probe wurden getrennt bei -20 °C aufbewahrt
(,Sonicat Pellet* und ,Sonicat Uberstand“) und dienten als Kontrollen, ob sich das Protein gut
aus den Bakterien hatte gewinnen lassen. Der Uberstand der zentrifugierten Suspension

wurde fir die Reinigung verwendet, das Pellet konnte verworfen werden.

3.3.2.3 Reinigung nach der Batch-Methode:

Der Uberstand wurde mit der entsprechenden Menge der vorbereiteten Bulk-Matrix
vermischt und die Mischung dann 30 min bei 22-25 °C unter Rollen inkubiert. Anschlieend
wurde 5 min bei 500 g und 4 °C zentrifugiert. Vom Uberstand wurde eine Probe (,Durchlauf*)
fur die Analyse in der SDS-PAGE abgenommen, der Rest wurde verworfen. Es folgten 3
Waschschritte mit jeweils dem 10fachen Saulenvolumen kaltem PBS. Nach jedem
Waschschritt wurde 5 min bei 500 g und 4 °C zentrifugiert. Die Uberstande der
Waschschritte wurde gesammelt und aufgehoben fur die Analyse im SDS-Gel (,W1-3%).
AnschlieRend wurde das an die Sepharose-Matrix gebundene Fusionsprotein eluiert. Dazu
wurde pro Elutionsschritt 1 Sdulenvolumen Elutionspuffer zugegeben und gemischt. Nach
einer 10mindtigen Inkubation bei 22-25 °C wurde 5 min bei 500 g und 4 °C zentrifugiert und
der Uberstand, der das gereinigte Fusionsprotein enthielt, abgenommen. Es wurde 3-5 mal
eluiert und die Elutionen getrennt aufbewahrt (,E1“-,E5).

Kurzfristig wurden die Proben bei 4 °C, langerfristig bei -20 °C gelagert.

Proben fiur die SDS-PAGE:
Die Pellets der Proben aus Kultur und Sonicat wurden in der entsprechenden Menge SDS-

Probenpuffer aufgenommen (1 ml Probe = 1 ml Probenpuffer), von den Ubersténden,
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Wasch- und Elutionsfraktionen wurden jeweils 10 pl mit Probenpuffer vermischt und

aufgetragen.

3.3.2.4 Bestimmung der Proteinkonzentration tber die Ezgo

Die Konzentration des Fusionsproteins in den Elutionsfraktionen kann naherungsweise tber
E.go, die Extinktion der Lésung bei 280 nm, bestimmt werden. Fir GST allein wurde ermittelt,
dass eine E,g von 1 einer Konzentration von ca. 0,5 ™/, entspricht. Die Ausbeuten aus den

Reinigungen wurden alle auf diese Weise bestimmt.

3.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli)

Das gebrauchlichste Verfahren zur Auftrennung und Reinheitskontrolle von Proteinen ist die
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Die Wanderungsgeschwindigkeit von
Molekilen im elektrischen Feld hangt normalerweise von drei Faktoren ab: der GroRe, ihrer
Form und ihrer elektrischen Ladung. Bei der SDS-PAGE ist jedoch allein die Masse fur die
Wanderungsgeschwindigkeit ausschlaggebend. Dies erreicht man dadurch, dass dem Gel
und dem Laufpuffer SDS, ein Detergenz mit stark amphipatischen Eigenschaften,
zugegeben wird. Es zerlegt oligomere Proteine in ihre Untereinheiten und denaturiert sie. An
die entfalteten Peptid-Ketten binden SDS-Molekile und verleihen ihnen eine stark negative
Ladung. Zur vollstdndigen Denaturierung gibt man auflerdem Thiole zu, um die

Disulfidbriicken der Proteine zu spalten.

Ldsungen:

»  LoOsung A: (Acrylamid/Bisacrylamid-L6sung) 30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid
(gebrauchsfertig von der Firma Applichem)

Lésung B: (Trenngelpuffer) 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

Lésung C: 10 % SDS

Lésung D: (Sammelgelpuffer) 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

Laufpuffer (1000 ml): 6,0 g Tris, 28,8 g Glycin

10 % Ammoniumpersulfat (APS)

TEMED (Roth)

Probenpuffer: Rotiload (Roth)

YV V. V V V V V

Fir die Auftrennung wurden 13-18 % ige Trenngele verwendet. Das Sammelgel war immer
6%ig. Fur die Gelelektrophorese wurde das System ,MiniProtean [I“ der Firma Biorad
verwendet. Das System beinhaltet einen sogenannten ,Casting Stand®, in dem das Gel
gegossen werden kann, ohne dass man vorher die Glasplatten, zwischen die das Gel
gegossen wird, abdichten muss. Die Glasplatten werden mit den Abstandhaltern fest in eine

Halterung geschraubt. Diese Halterung wird dann in den ,Casting Stand” eingespannt. Die
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Unterseite der Glasplatten wird nun so auf einen flexiblen Untergrund gedrlckt, dass bei
korrektem Aufbau nichts auslaufen kann.

Vor dem Gielden des Gels wurde die Apparatur aufgebaut und die Hohe des Trenngels auf
den Glasplatten markiert. Das Trenngel sollte so hoch sein, dass unter den Enden des
Kammes noch etwa 0,5 bis 1 cm Sammelgel Platz haben. Dann wurden die Lésungen, je
nach gewtlnschter Trenngel-Konzentration, zusammenpipettiert. Die angegebenen Mengen

sind ausreichend fir 2 Minigele:

10 % 12 % 13 % 15% 18 %

Lésung A 2,5 mi 3,125 mi 3,25 ml 3,75 mi 4.5 ml
Lésung B 5,0 ml 5,0ml 5,0 ml 5,0 ml 5,0 ml
Lésung C 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Losung F 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
H,O 2,3 ml 1,665 ml 1,55 ml 1,05 mi 300 pl

Tabelle 3.5: Pipettierschema fiir die Trenngellésung bei SDS-PAGE

Die Losungen wurden in ein Plastikrohrchen pipettiert, wobei zuletzt APS und TEMED
zugegeben wurden, welche die Polymerisation starten. Die Gelldsung wurde durchmischt
und mit einer Pasteurpipette etwa 4 mm bis Uber die Markierung fir die Héhe des Trenngels
gegossen. Danach wurde sofort mit destilietem Wasser Uberschichtet, da die
Polymerisation am besten unter Luftabschluss ablauft. Das Trenngel sollte vor dem Giel3en
des Sammelgels etwa 30 min polymerisieren. Nach Ablauf der 30 min wurde das Wasser mit

Hilfe einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt und das Sammelgel konnte vorbereitet werden.

Tabelle 3.6: Pipettierschema fiir die Sammelgellésung bei SDS-PAGE:

6 %
Lésung A 1,5 ml
Lésung D 2,55 ml
Lésung C 100 pl
Lésung F 100 pl
TEMED 10 pl
H,O 5,8 ml
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Das Sammelgel wurde mit einer Pasteurpipette auf das Trenngel gegossen und dann der
Kamm eingesetzt. Luftblasen in den Geltaschen wurden durch Ritteln am Kamm entfernt.
Sollen besonders gro3e Probenmengen aufgetragen werden, so empfiehlt es sich, die
doppelte Menge von APS und TEMED zu verwenden, da sich stabilere Taschen ergeben,
die bis oben befiillt werden konnen. Das Gel konnte nach ca. 30 min beladen werden, oder,
um eine bessere Trennscharfe zu erreichen, mehrere Stunden bei 4°C aufbewahrt werden.

Vor dem Beladen wurde der Kamm entfernt und die Taschen mit Laufpuffer ausgespdilt, um
Gelreste zu entfernen. Proteinproben wurden mit 1 Vol. 2x Rotiload (verdinnt mit 1x PBS)
vermischt und vor dem Auftragen 10 min bei 95°C denaturiert. Als Grofienstandard wurde
teils ein vorgefarbter ,broad range“ Marker der Firma GIBCO Life Technologies, teils ,low-*

und ,high-range“ Marker der Firma BioRad und Protein MW-Standard von MBI verwendet.

Molecular High Low

Protein Weight Range Range
200000 =

Myosin 200,000 X 97400 e
B-galactosidase 116,250 X 6200 s —
Phosphorylase b 97,400 X X

Serum albumin 66,200 X X 45000 M
Ovalbumin 45,000 X X

Carbonic anhydrase 31.000 X

Trypsin inhibitor 21,500 X 31000 —
Lysozyme 14,400 X

Aprotinin 6,500 21500 —-——

Tabelle 3.7: High und Low Marker

Die Gelektrophorese erfolgte fir 2 bis 2,5 h bei 100 V (U konstant). Danach wurde das Gel

entweder mit Coomassie gefarbt oder geblottet.

3.3.4 Coomassie-Farbung

Lésungen:

»  Coomassie-Farbeldsung: 0,25 % (w/v) Brillant Blau R250 (Roth)
40 % (v/v) Methanol
8 % (v/v) Essigsaure

»  Entfarbelésung: 25 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsaure

Durchfiihrung:

Fir die Coomassie-Farbung wurde das Gel 30 min in der Farbelésung sanft geschuttelt und
anschliefend Uber Nacht in Entfarber gelegt. Durch Zugabe eines gefalteten weilen
Papiertuches konnte die Entfarbung beschleunigt werden. Auflerdem macht das Papier
einen Wechsel der Entfarbelésung Uberflissig. Coomassie farbt spezifisch Proteine. Das

gefarbte Gel wurde auf einem UV-Leuchtschirm photographiert.
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3.3.5 Silberfarbung von Proteingelen

Die Silberfarbung von Proteinen wurde nach einer modifizierten Methode von Blum et al.

(1987) durchgefuhrt.
Lésungen:
Na-Thiosulfat-Losung 43g Na-Thiosulfat auf 100 ml dH,0O
AgNO;-Losung 2 g auf 11 dH,0
Na,CO3-Losung 60 g auf 11 dH,O
Fixierldsung 50% Methanol

12% Essigsaure
Lésung 1 50% Ethanol
Lésung 2 30% Ethanol
Impragnierldésung 300 ml dH,O

200 pl 37% Formalin

150 pl Na-Thiosulfat-Losung
Silberfarbeldsung 300 ml AgNO3-Losung

200 pl 37% Formalin
Reduktionslosung 300 ml Na,COs-Lésung

150 pl 37% Formalin

3 ul Na-Thiosulfat-Lésung

Vor der eigentlichen Silberfarbung wurden die Proteine mit Coomassie angefarbt (siehe
3.3.4). Diese Vorfarbung reduziert deutlich die Hintergrundfarbung.

Danach wurde das zu farbende Gel unter Schiitteln iber Nacht in Fixierlosung inkubiert.
Wenn noétig, kann die Zeit auch auf 3-4 h verkirzt werden, wobei jedoch wiederholtes
Wechseln der Fixierlésung naétig ist. Je eine 20minutige Inkubation erfolgte zuerst in Lésung
1, dann in Lésung 2, wobei der Wassergehalt des Geles langsam erhoht wird. Nach
Entfernen des Methanols, wurde das Gel in Impragnierlésung fur genau 1 min unter
kraftigem Schutteln inkubiert. Anschliefend wurde es fur 3 x 1 min in dH,O gewaschen.
Durch die darauffolgende Inkubation mit der Silberfarbelosung fur 20 min — 1h wurde das Gel
mit den Silberionen getrankt. Uberfliissige Silberionen wurden durch anschlieRendes
2maliges Waschen fur je 30 sec entfernt. Nach dem Waschen erfolgte der eigentliche
Farbeschritt. Dabei musste das Waschwasser sorgfaltig entfernt werden. Nach Zugabe von
150 ml Reduktionslésung und kraftigem, kurzen Schutteln fallt ein rotbrauner Niederschlag
aus, der aus zu Silbercarbonat reduziertem Silber besteht. Nach etwa 30 sec wurde diese
Lésung durch 150 ml frische Reduktionsldsung ersetzt. Die Proteine erschienen nun

hellbraun und wurden langsam dunkelbraun bis schwarz. Die Reduktion wurde abgebrochen,
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als sich der Hintergrund des Geles gelblich zu farben begann. Nach dem Absaugen der
Reduktionslésung wurde das Gel 2 x in dH,O gewaschen und die Silberreduktion durch 2 x
15 min Inkubation in Fixierldsung endgultig abgebrochen.

Anschliel3end konnten die Gele in Durchlicht fotografiert oder direkt gescannt werden.

3.3.6 Trocknen von SDS-Gelen

Um Coomassie- bzw. Silber-gefarbte Gele langere Zeit aufzubewahren, wurden sie
getrocknet. Dazu wurde das Gel mit Hilfe einer flexiblen Folie auf ein Whatman-Papier
Uberfihrt, so dass zwischen Papier und Gel keine Luftblasen entstehen. Dann wurde das
Gel mit Frischhaltefolie bedeckt und in einem Drystar-Geltrockner 90 min bei 75°C und
maximaler Vakuumleistung getrocknet. Nach Ablauf der Trockenzeit wurde das Gel zum

Abkuhlen im Trockner belassen und konnte dann enthommen werden.

3.3.7 Western Blotting (Proteintransfer auf eine Membran)

Lésungen:

a) Blottingpuffer: 10 mM CAPS, 10 % Methanol; pH 10

b) TBS: 150 mM NaCl; 10 mM Tris/HCI; pH 7,4

c) TBST: TBS + 0,1 % Tween

d) 5 % Milch in TBS oder TBST

e) Ponceau S (Sigma)

Nachdem die Lauffront des Gels bis kurz vor das Ende gelaufen war, wurde die
Elektrophorese gestoppt und das Gel abgebaut. Das Sammelgel wurde mit Hilfe eines
Spatels entfernt und entsorgt. Das Gel wurde nun 5-10 min in Blottingpuffer inkubiert.
Wahrenddessen konnten Nitrozellulose und Whatmanpapier mit Hilfe einer Schablone auf
GelgroRe zugeschnitten werden. Der Western Blot wurde im Mini-TransBlot System der

Firma BioRad durchgefiihrt. Es kénnen 2 Gele gleichzeitig geblottet werden.

Fiber pad
Filter paper
Membrane
Gel

Filter paper
Fiber pad

Abb.14: Aufbau eines Blot-Sandwichs
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Die Grafik (Abb.14) zeigt den Aufbau eines Blot-Sandwichs fur einen Transfer in der Mini
Trans Blot Kammer: Filterpapier und Nitrozellulose wurden mit Blottingpuffer getrankt, dann
wurde der Blot wie abgebildet aufgebaut. Das Gel wurde verkehrt herum auf das untere
Whatman gelegt, damit die Reihenfolge der Banden im Blot anschlieBend der auf dem Gel
entspricht. Luftblasen wurden mit Hilfe eines Corex-Rdhrchens aus dem Aufbau gedriickt.
Das Sandwich wurde zusammen mit einem Kihlakku in die Blotkammer gegeben
(Orientierung schwarz zu schwarz beachten!) und die Kammer mit Blottingpuffer gefullt. Der
Transfer erfolgte 30-45 min bei 50 V (U konstant) und 170 mA. Im Verlauf des Transfers
sinkt die Stromstarke auf ca. 110 mA ab. Danach wurde der Blot abgebaut und die
Nitrozellulose gut mit H,0 bidest. gesplilt. Der Transfer wurde durch eine Farbung mit
Ponceau S Uberprift. Dazu wurde der Blot in einer Glaskulvette gut mit destilliertem Wasser
gesplilt, mit Ponceau S bedeckt und kurz unter Schitteln inkubiert (1-2 min). Ungebundenes
Ponceau S wurde mit deionisiertem Wasser abgesplilt.

Die Markerbanden wurden mit einem weichen Bleistift markiert und der Blot in 10 % Milch pH
7,4 bis 7,6 entweder 1 h bei RT oder Uber Nacht bei 4°C abgesattigt.

Nach dem Absattigen folgte die Inkubation mit dem Primarantikdrper, der in der
Absattigungslosung  verdinnt wurde. Je nach Antikdrper wurden verschiedene
Verdunnungen angewendet:

Die Inkubationszeit betrug 1 h bei RT. Danach wurde der Blot gut mit TBST gespdilt und 3 x
15 min mit TBST gewaschen. Danach folgte die Inkubation mit dem Zweitantikdrper, der an
Peroxidase gekoppelt war. Dieser wurde 1:10000 in 10 % Milch in TBST verdinnt und
mindestens 1 h inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Blot wiederum 3 x 10
min mit TBST gewaschen und konnte dann mit Hilfe von ECL (enhanced chemi-
luminescence) entwickelt werden. Hierzu wurden jeweils 1 ml der ECL-Lésungen 1 und 2 in
einer Plastikschale vermischt und der Blot damit benetzt. Nach 2 min wurde der Blot mit
einer Pinzette aus der Ldsung genommen, abgetropft und faltenfrei in Frischhaltefolie
eingeschlagen. Er wurde in eine Bleikassette gelegt und ein Stlick Rdntgenfilm (Cronex)
aufgelegt.

Die Expositionszeit ist abhdngig vom verwendeten spezifischen Antikérper und kann von
wenigen Sekunden bis zu mehreren Stunden betragen. Die Réntgenfilme wurden 3 min im
Entwicklerbad entwickelt, kurz gewassert und anschlie@end 3 min fixiert. Anschlief’end
wurde der Film nochmals gut mit Wasser gespult und zum Trocknen aufgehangt. Fir die
Erstellung von Abbildungen wurden die Filme mit einem Flachbrettscanner eingescannt und

mit dem Programm Adobe Photoshop bearbeitet.
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den

3.3.8 Spezifischer Proteinnachweis mit Antikdrpern

Der in Milch oder BSA abgesattigte Blot wurde 1 h mit dem in Absattigungsldsung

verdunnten Antikorper bei RT inkubiert. Es wurde immer die Absattigungslésung verwendet,

mit der bereits abgesattigt worden war, die Verdinnung war abhangig vom verwendeten

Antikorper (siehe Tabelle 3.8). Nach der Antikorperinkubation wurde der Blot kurz in TBS

oder TBST gespult und anschlielend 3 mal 10 min gewaschen. Danach wurde 1 h bei RT
mit dem Sekundarantikdrper inkubiert (Verdinnung und Puffer siehe Tabelle 3.9).
AnschlieBend wurde wieder 3-4 mal 10 min in TBS oder TBST gewaschen. Die Detektion
erfolgte dann Gber ECL (siehe 3.2.17), da ausschlieB3lich an Peroxidase (HRP = Horseradish

Peroxidase) gekoppelte Sekundar-Antikdrper verwendet wurden.

o - ) Verdiinnung bzw. Herkunft
Antikorper Abséttigungslésung Arbeitskonzentration
anti GST Kaninchen
(Amersham 5 % Milch in TBS, pH 7,6 1:10000
Pharmacia Biotech)
ti-XHMGN1 (aX14 Kaninchen
anti- aX14- .
$120) TBST, pH 7,6 1:2000
Kaninchen
anti-XHMGN2 (aX17- o) NAi b _
S388) 5 % Milch in TBS, pH 7,6 1:2000
Kaninchen
anti-Nukleoplasmin 5 % Milch in TBS, pH 7,6 1:1000
Maus
anti-H1A 5 % Milch in TBS, pH 7,6 1:1000
Tabelle 3.8: Verdiinnungen der Primarantikorper fur Western Blot
Antikorper Abséttigungslésung | Verdinnung | Herkunft
L5 anti-Rabbit-HRP (Dianova) 5 % Milch in TBST 110000 Ziege
© o
g § anti-Rabbit-HRP (Promega) 5 % Milch in TBST 10000 Ziege
X )
S £ anti-Maus-HRP (Dianova) 5 % Milch in TBST 110000 Ziege

Tabelle 3.9: Verdinnungen der Sekundarantikorper fir Western Blot
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3.3.9 Strippen eines Western Blots

Lésungen:
o  Strip-Puffer (50 ml): 31,25 ml 100 mM Tris/HCI pH 6,7
5 ml 20 % (w/v) SDS
390 pl B-Mercaptoethanol

e TBS oder TBST (siehe 3.3.7)
Durchfuihrung:
Der Blot wurde zunachst gut in TBS oder TBST gewaschen, dann 30 min (nicht I&nger!) bei
50 °C in Strip-Puffer inkubiert. AnschlieRend wurde der sehr grindlich mit TBS oder TBST
gewaschen. Danach konnte der Blot neu abgesattigt und mit einem neuen Antikérper

inkubiert werden.
3.4 Mikroskopie

3.4.1 Immunlokalisation an transfizierten Zellen

Die Verteilung eines Proteins in Zellen kann gut mit Hilfe spezifischer Antikérper
nachgewiesen werden. Meist wird das Verfahren der indirekten Immunfluoreszenz
angewandt, bei dem der spezifische, gegen das gesuchte Protein gerichtete Antikérper
durch einen sekundaren Antikorper visualisiert wird, der eine Markierung tragt, z. B. einen
Fluoreszenzfarbstoff. Dieser Farbstoff erzeugt dann bei Anregung durch ein Licht bestimmter
Wellenlange eine spezifische Fluoreszenz. Das Fluoreszenzmuster unter dem Mikroskop
entspricht dann dem Verteilungsmuster des untersuchten Proteins in den Zellen oder

Geweben.

3.4.2 Fixierung von Zellen

Um Zellen unter dem Mikroskop besser beobachten und Proteine mittels spezifischer
Antikdrper nachweisen zu kénnen, wurden die Zellen, die auf Deckglaschen gewachsen

waren, mit verschiedenen Methoden fixiert.

Ldsungen:

»  PBS (siehe 3.3.2.2)

»  Methanol (100 %) bei -20°C

»  Aceton (100 %) bei -20°C

»  Tritonlésung (pH 7,4): 0,1 % (v/v) Triton™ X-100 in PBS

»  PFA-Loésung (pH 7,4): 2 % FA (w/v) aus einer 37% gesattigten FA-Ldsung

(Applichem) in PBS
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Fixierung mit Methanol/Aceton

Die Deckglaschen wurden aus der Petrischale genommen und in 1 x PBS gewaschen, um
Medienreste zu entfernen. Die Fixierung erfolgte fur 3 min in Methanol und 5 min zur
Dehydrierung in Aceton bei jeweils —20°C. Nach der Fixierung wurden sie an der Luft mit der

zellenbeschichteten Seite nach oben getrocknet.

Fixierung mit 2 % Formaldehyd (FA)
Nach dem Waschen der Deckglaschen mit 1 x PBS erfolgte die Fixierung in 2% FA-L6sung

in PBS fir 10 min bei Raumtemperatur. Zur Permeabilisierung der Zellmembranen folgte
eine Inkubation mit einer 0,1% Tritonlésung in PBS fur 10 min. Danach wurden die
Deckglaschen 3 min in PBS gewaschen und anschlielend fir die Antikdrperinkubation

verwendet.

3.4.3 Antikorperinkubation

Nach der Fixierung mit Methanol/Aceton oder FA konnte man eine Antikdrperinkubation
anschliel3en. Alle Schritte fanden in einer feuchten Kammer statt, um eine Austrocknung der

Zellen zu verhindern. Pro Deckglaschen benétigte man ca. 20-25 pl verdiinnten Antikérper.

Losungen:

»  Antikoérperlésung: Verdunnung in PBS:

— primarer Antikorper: empirisch ermittelt
— sekundarer Antikorper: 1:75

»  Hoechst 33258: Arbeitskonzentration 10 pg/ml (SL 5 mg/ml)

»  Mowiol: 10 g Mowiol (Hoechst) in 40 ml KH,PO,-freiem PBS
(pH 8,0) 16 h rGhren; 20 ml Glycerin zugeben und
nochmals 16 h rihren; ungel6ste Partikel
abzentrifugieren und Uberstand aliquotiert bei —20°C
lagern.

Durchfuihrung:

Priméarer Antikorper: Die Deckglaschen wurden mit einer Losung von primaren Antikdrpern in
PBS Uberschichtet. Die Endkonzentration betrug je nach Gite des Antikdrpers etwa 1 bis 5
"9/ bzw. aus einer 1:100 Verdinnung bei Seren, wobei die tatsachlich eingesetzte
Konzentration empirisch ermittelt wurde. Die Inkubationszeit betrug etwa 30 min. Daraufhin
wurden unspezifisch gebundene Antikdrper durch 2 x 5 min Waschen in PBS entfernt.

Sekundarer Antikdrper: Ohne die Zellen auf den Deckglaschen austrocknen zu lassen wurde
mit einem zweiten Antikérper, an den Fluoreszenzfarbstoffe wie Texas Red oder FITC
gebunden war, inkubiert. Dieser war gegen die konstante Region der ersten Antikdrper

gerichtet, die spezifisch flr die Tierart ist, aus der der primare Antikérper gewonnen wurde.
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Die Inkubationszeit betrug 30 min. Zusétzlich wurde der Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33258
nach 20-25 min zugegeben (Inkubationszeit 5-10 min). Dieser bindet spezifisch an DNA.
Nach erneutem 15minatigen Waschen in PBS wurden die Deckglaschen mit den Zellen nach
unten mittels Mowiol auf einen Objekttrager eingebettet. Das Mowiol bettet die Praparate
dauerhaft ein; es eignet sich fir Immunfluoreszenzen, da es UV-gangig ist. Die Auswertung
erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiophot, ausgeristet mit einer Digitalkamera,
PixelFly).

3.4.4 Fluoreszenzmikroskopie

Eine sehr effektive Methode der Lichtmikroskopie zur Lokalisierung von Proteinen in einer
Zelle ist die Fluoreszenzfarbung von Zellen und deren Beobachtung unter dem
Fluoreszenzmikroskop. Die Eigenschaft der Fluoreszenzfarbstoffe ist es, Licht einer
bestimmten Wellenlange zu absorbieren und es bei einer anderen langeren Wellenlange zu
emittieren. Das Objekt wird nur mit Anregungslicht beleuchtet; alles andere Licht wird
herausgefiltert. Das von der Probe emittierte Licht wird durch weitere Filter geleitet, und
gelangt so durchs Okular ins Auge des Betrachters. Mit einer digitalen Kamera konnten die

Ergebnisse protokolliert werden.
3.5 Arbeiten mit Xenopus laevis

3.5.1 Induktion der Ovulation und Gewinnung von Eiern

Geschlechtsreifen  Xenopus Weibchen wurden ca. 500 U HCG (humanes
Choriongonadotropin) subcutan injiziert. Nach der Injektion beginnt die Eiablage bei
Raumtemperatur etwa 12 Stunden spéater. Die Eiablage wurde durch sanftes Massieren des
Hinterleibes unterstutzt. Die Eier wurden direkt in 1 x MMR abgelaicht. Injizierte Weibchen

wurden erst nach mindestens 3 Monaten Ruhephase erneut zur Ovulation induziert.

3.5.2 Isolierung von Xenopus laevis Hoden

Geschlechtsreife Xenopus Mannchen wurden 20 Minuten in MS 222 (3- Aminobenzoesaure-
ethylester-methansulfonat; 0,2% in Leitungswasser) betdubt und dann auf Eis operiert. Die
Hoden wurden in 1x MMR / 30% FCS bei 4°C fur mehrere Tage aufbewahrt.

3.5.3 In vitro Fertilisation

Die frisch abgelaichten Eier wurden in 1 x MMR gesplilt. Anschliellend wurde die Flissigkeit
komplett entfernt. Der Hoden wurde der Lange nach aufgeschnitten und mit einer Pinzette
vorsichtig Uber die Eier gestrichen. Danach wurde der Hoden in 1 x MMR homogenisiert und

ebenfalls Uber die Eier verteilt. Nach 5 Minuten wurde mit 5% MMR die Petrischale aufgefullt.
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Die kortikale Rotation als Zeichen der erfolgreichen Befruchtung trat nach ca. 30 Minuten
ein. Die Entfernung der Gallerthille wurde 45 Minuten nach der Befruchtung mit einer

4mindtigen Behandlung mit 2% Cysteinchlorid (pH 7,8) durchgeflhrt.

3.5.4 Embryonenhaltung

Lésungen:
> 10 x MMR: 1 M Nacl; 20 mM KCI; 20 mM CaCl,; 10 mM MgCl,; 150 mM HEPES; pH 7,8
> Agar (fur_Agarbéden in Petrischalchen): 20 g Aktivkohle; 11 H,O (gut rihren und

aufkochen); 20 g Agar-Agar (auf 50 °C abkuihlen lassen); 5 g Sulfodiazin)

Die befruchteten Eier wurden in Petrischalen gehalten, welche mit einem Agarboden
beschichtet waren. Gehalten wurden die Embryonen bei einer Temperatur von ca. 23°C in
5% MMR. Die Stadienbestimmung folgte dabei der Einteilung nach Niewkoop und Faber
(1975).

3.5.5 Préaparation der Oozyten von Xenopus laevis und Pleurodeles waltl

Ldsungen:
» Modified Barth-Medium: 88 mM NaCl; 1 mM KCI; 2,4 mM NaHCOg3;; 1mM MgSOy;
0,3 mM CaNOg; 0,4 mM CaCl,; 10mM HEPES; pH 7,8
» OR2-Medium: 110 mM NaCl; 2 mM KCI; 1 mM MgCl,; 2 mM NaHCOsg;
0,5 mM Na2HPOy; 15 mM Tris; pH 7,8

Weibliche Xenopus laevis bzw. Pleurodeles waltl wurden in MS 222 betdubt und auf Eis

gelegt. Mit einem kleinen Schnitt wurde die Bauchhohle gedffnet. Durch diese Offnung
wurden Ovarstickchen entnommen und in Barth-Medium gelagert. Die Wunde wurde wieder
zugenaht und die Tiere konnten, nachdem sie aufgewacht waren und sich einer 24h
Quaranténe unterzogen hatten, wieder zurlck in ein Zuchtbecken gebracht werden. Die
Oozyten wurden bis zur weiteren Verwendung flir maximal 2 Tage in Barth-Medium bzw. in
OR2-Medium gehalten.

3.5.6 Paraffineinbettung

Lésungen:
» MEMFA: 0,1 M MOPS (pH 7,4); 2 mM EGTA; 1 mM MgCl,; 3,7% Formaldehyd (37%)
» Methanol

> Tertidres Butanol

Die Embryonen wurden nach den jeweilig benétigten Stadien sortiert (Niewkoop und Faber;
1975) und in Eppendorfreaktionsgefalie Uberfihrt. In je 1 ml MEMFA-L6sung wurden die
Embryonen fir 1-2 h bei Raumtemperatur fixiert. AnschlieRend wurde wieder je 500 ul der

MEMFA-L6sung abgenommen und 500 pl 70% Methanol zugegeben und fir 3 min inkubiert.
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Das MEMFA/Methanol-Gemisch wurde abgenommen und durch 100% Methanol ersetzt. Die
Embryonen wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Die fixierten Embryonen wurden in tertiarem Butanol bei 40°C fur 1h inkubiert. Anschlieend
wurden sie Uber Nacht in flissigem Paraffin bei 60°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden

dann die Embryonen in kleinen Blocken aus Alufolie mit Paraffin eingebettet.

3.5.7 Herstellung von Paraffinschnitten

Paraffineingebettete Objekte wurden auf Holzblocke fixiert, getrimmt und mit einem
Schlittenmikrotom (Messertyp C, Neigungswinkel 3°-4°) geschnitten. Die Schnittdicke betrug
7-10 ym. Die Schnitte wurden auf einem Objekttrager mit Wassertropfen tberflhrt und bei
52°C auf einer Heizplatte gestreckt. Das Wasser wurde wieder abgesaugt und die Schnitte
wurden Luftgetrocknet (mind. 2h). Die getrockneten Schnitte wurden Uber eine
Rotihistol/Alkoholreihe deparaffiniert und rehydriert: 3 x Rotihistol; 2 x EtOH; EtOH 90%;
EtOH 70%; EtOH 50%; PBS (je 5min). Nach der Rotihistol/Alkoholreihe wurden die Schnitte
entweder in Mowiol eingebettet oder direkt fir weitere Methoden verwendet (z.B. TUNEL-

Assay an Paraffinschnitten).

3.5.8 Micrococcus Nuklease Verdau von Chromatin

Mittels der Micrococcus Nuklease wurde Chromatin aus isolierten Zellkernen verdaut, um
den Zustand des Chromatins zu Uberprifen (Menut et al., 1999). Die Microccocus Nuklease
besitzt die Fahigkeit, DNA zu schneiden. Dies geschieht aber nur an Positionen, an denen
die Nuklease freien Zugang hat. Bei einem intakten Chromatin entstehen so ca. 146 bp-
Fragmente oder ein Vielfaches davon und man kann diese DNA-Fragmente aufgetrennt in
einem Agarosegel in einem typischen Leiter-Muster erkennen. Ist das Chromatin aber durch
assoziierte Proteine unzuganglicher bzw. werden Bereiche zuganglicher, zum Beispiel durch
Bindung von HMGN Proteine, die das Chromatin auflockern, oder erhohte
Transkriptionsaktivitdt, kann man im Vergleich zu einem ,wildtypischen® ein verandertes

Verdauungsmuster erkennen.

3.5.8.1 Zellkern-Isolation aus embryonalen Zellen (Xenopus laevis)

Ldsungen:
» Waschpuffer: 10 mM Tris (pH 7,4), 15 mM Nacl, 60 mM KCI, 0,15 mM Spermine,
0,5 mM Spermidin, 0,3 M Sucrose, 4 mM MgCl, und 1 mM PMSF
(frisch dazugeben!)
> NucA: 10 mM HEPES15 mM KCI, 1mM EDTA, 0,15 mM Spermine, 0,5 mM
Spermidin, 0,5 mM DTT und 0,4% Triton-100
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Durchfuhrung:

Die Embryonen wurden in NucA-Puffer gewaschen, mit einer 100 pl-Spitze homogenisiert
und in ein 800 pl Beckmann Roéhrchen gegeben. In einer Sorvall-Zentrifuge wurden die
homogenisierten Embryonen 20 min bei 17.000 rpm (4°C) zentrifugiert. Anschlielend wurde
mit einer Nadel (20G, gelb) vorsichtig die mittlere Phase abgenommen und die Spritze mit
500ul NucA nachgesplilt. Die Zellkernsuspension wurde nun in NucA 10 min bei 500-1000g
zentrifugieren (4°C). Die Zellkerne waren in einem grauen Sediment, welches in 500 pyl NucA
resuspendiert und in ein neues Reaktionsgefald Uberfihren wurde, in dem bereits 150 ul
12,5% Glycerin/NucA vorgelegt wurden. Erneut wurde 10 min bei 500-1000g zentrifugiert
(4°C) und die pelletierten Kerne in 250 yl Waschpuffer resuspendiert. Nach zweimaligen
waschen mit dem Waschpuffer wurden die Kerne in entsprechenden Volumen
aufgenommen. Die Menge an isolierter DNA wurde bei einer Absorption von 260 nm in

1%igen SDS gemessen, wobei 27 Absorptionseinheiten 1mg DNA entsprechen.

3.5.8.2 Micrococcus Nuklease Verdau

Ldsungen:
» Stopplosung: 80 mM Tris/HCI; pH 8,0

80 mM EDTA; pH 8,0

2%SDS
Die isolierten Zellkerne wurden in Waschpuffer mit 1mM CaCl, und 0,7 U/ul Micrococcus
Nuklease (MBI) bei Raumtemperatur 10 min verdaut. Die Reaktion wurde mit einer
Stopplésung (0,5 mM EDTA) abgestoppt (gleiche Volumen wie Probe), gut gemischt und mit
1 yl RNase (10 mg/ml) 30 min bei 37°C verdaut. Anschlielend wurde noch 1 h bei 37°C mit
0,5 pg/ul Proteinase K verdaut.

3.5.8.3 Phenol — Chloroform — Extraktion

Lésungen: Phenol/Chloroform/Isoamylalkohohl: Phenol wurde mit gleicher Menge TE-
Puffer (10 mM Tris pH8,0; 1mM EDTA) gemischt und nach dem

zentrifugieren wurde die untere Phase abgenommen. Zu dieser Phase

wurde die gleiche Menge an Chloroform: Isoamylalkohohl (24:1) dazugeben.

Die Phenol-Chloroform-Extraktion von DNA-L6sungen diente der Entfernung von Proteinen.
Die Proben wurden mit 200 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohohl gemischt und 5 min
gevortext. Danach wurden die Proben 5 min bei 4°C mit 12.000 rpm zentrifugiert. Die
wassrige Phase wurde abgenommen und anschlieRend wurde mit /1o 3 M NaAcetat (pH 4,9)
und 2, 5 fachen Volumen 100% EtOH p.a. Uber Nacht bei -20°C die DNA gefallt. Nach 20
min zentrifugieren bei 4°C mit 13.0000 rpm wurde das Pellet 2x mit 70% EtOH gewaschen

und schlieBlich in 10 pl H2Opigest. resuspendiert.
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3.5.8.4 Nukleoprotein Gel Assay

Mit der Methode des Nukleoprotein Assay ist es mdglich die Positionierung und die Mobilitat
der Nukleosomen naher zu untersuchen. Durch einen Verdau des Chromatins mit
Microccocus Nuklease wird, wie schon unter 3.5.8.2 beschrieben, die Zuganglichkeit des
Chromatins flur Proteine und die Positionierung der Nukleosomen Uberprift. In diesem Assay
wird das gesamte fragmentiete Chromatin in einem nativen Polyacrylamiggel
gelelektrophoretisch aufgetrennt (nach Pennings, 1999).
Lésungen:
Far Microccocus Nuklease Verdau:
» Waschpuffer: 10 mM Tris (pH 7,4), 15 mM Nacl, 60 mM KCI, 0,15 mM Spermine,
0,5 mM Spermidin, 0,3 M Sucrose, 4 mM MgCl, und 1 mM PMSF
(frisch dazugeben!)
» Verdaupuffer: Waschpuffer mit 1 mM CaCl,
» Kernlysispuffer: 2 mM EDTA und 1 mM EGTA

Fur Nukleoprotein Gel:
» Laufpuffer: 0,5 M TBE (pH 8,3)
» Polyacrylamidgel: 1,7 ml Acrylamid: Bisacrylamid (29:1)

8,2ml 0,5 M TBE (pH 8,3)

100 pl 0,5 APS

15 yl TEMED
Ausreichend fir 2 Minigele mit dem Biorad Minigel-Tanksystem
»  Beladungspuffer: 1M TBE (pH 8,3)

6% Ficoll

0,2% Xylene Cyanol
Beladungspuffer und Probe wurde 1:1 gemischt, so dass eine Endkonzentration von 0,5 M
TBE und 3% Ficoll vorhanden war.
Es wurden Zellkerne verwendet die wie unter 3.5.8.1 beschrieben aus embryonalen Zellen
isoliert wurden. Diese wurden in Waschpuffer aufgenommen und bei 1000 g zentrifugiert und
anschliefiend mit frischem Waschpuffer resuspendiert. Diese Prozedur wurde wiederholt und
das Sediment wurde in Verdaupuffer aufgenommen. Der Verdau wurde mit verschiedenen
Microccocus Nuklease Konzentrationen durchgefihrt (10, 20, 20 und 40 U/mg DNA). Bei
25°C (15 min) wurde das Chromatin verdaut und anschlieend sofort fir 10 min auf Eis
gestellt. Danach wurde das verdaute Chromatin mit 16.000 g bei 4°C zentrifugiert (2 min)
und der Uberstand wurde abgenommen (S1-Fraktion, Mononukleosomen). Das Sediment

wurde in Kernlysispuffer aufgenommen und 15 min auf Eis inkubiert. Danach wurde erneut
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mit 16.000 g bei 4°C 10 min zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Dieser stellt die
S2-Fraktion dar und soll Polynukleosomen und wenige Mononukleosomen beinhalten.

Die S1- und die S2-Fraktion wurde 1:1 mit Beladungspuffer gemischt. Das native
Polyacrylamidgel wurde wie oben beschrieben hergestellt und die Proben aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte bei konstant 100 V, bis die Lauffront (Xylene Cyanol) das Gelende
erreicht hatte. Das Gel wurde anschliefend mit Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) 5min bei
Raumtemperatur gefarbt, 30 min bei Raumtemperatur mit destilliertem Wasser wieder

entfarbt und unter UV-Licht mit einer Polaroidkamera fotografiert.
3.5.9 Mikroinjektion

3.5.9.1 Herstellung von Injektionsnadeln

Feine Glaskapillaren wurden Uber der Flamme eines Bunsenbrenners unter Drehen erhitzt.
SchlieBlich wurde die Glaskapillare aulRerhalb der Flamme auseinandergezogen. Die dabei
entstandenen zwei Teilstiicke mit endstandiger, fadenartiger Glasstruktur wurden mittels
einer kleinen Flamme am Endstlick zu einem Haken gebogen. An diesem Haken wurde,
nachdem die vorbereitete Glaskapillare in einer Mikroschmiede (Bachhofer
Laboratoriumsgerate, Reutlingen) eingespannt wurde, ein Gewicht angehangt. Die
Glaskapillare wurde mit einem glihenden Wolframdraht erhitzt und durch das Gewicht zur
Injektionsnadel ausgezogen. Diese wurde unter einem Binokular auf Millimeterpapier
markiert. Je Millimeter wurde eine Markierung angebracht. Das bei der Injektion abgegebene
Volumen, der so geeichten Injektionsnadel, betrdgt ca. 50 nl pro Eichmarkierung. Die
markierte Injektionsnadel wurde abschliefiend unter einem Binokular mit Hilfe einer

Uhrmacherpinzette vorsichtig am ausgezogenen Endstiick aufgebrochen.

3.5.9.2 Mikroinjektion in die Zygote von Xenopus laevis

Ldsungen:
> 10 x MMR: 1 M Nacl; 20 mM KCI; 20 mM CaCly; 10 mM MgCl,; 150 mM HEPES; pH 7,8
> 5% Ficoll / 5%MMR
» injizierte Proben : 1.) rekombinantes humanes HMGN1, HMGNZ2,
HMGN1S20,E24, HMGN1S88C (siehe 2.2.5)
2.) Morpholino-Oligos:XHMGN1 und XHMGN1 (GeneTool, LLC)
3.) Afl Il linearisiertes HMGN2-EGFP Plasmid

Durchfiihrung:
Die befruchteten Eier, die bereits von der Gallerthiille befreit wurden, wurden in eine
Injektionskammer Uberflhrt und dort in den Vertiefungen arretiert. Wahrend der Injektion

und mindestens 2 h danach wurden die Embryonen in 5% Ficoll / 5% MMR gehalten.

-71 -



Material und Methoden

Dadurch wird ein Auslaufen des Zytoplasmas der Embryonen verhindert und die
Wundheilung geférdert. Die Mikroinjektion wurde unter einem Stereomikroskop mit einem
Mikromanipulator durchgefiihrt. Es wurden soweit nicht anders angegeben 3 ng Protein, 20
ng Morpholino-Oligonukleotide und 100 ng linearisierte Plasmid-DNA in einem Volumen
von 25nl pro Embryo injiziert. Anschlieliend wurden die injizierten Embryonen bei 24°C

gehalten.

3.5.9.3 Mikroinjektion in Oozyten von Xenopus laevis

Lésungen:

» Barth-Medium: 88 mM NaCl; 1 mM KCI; 2,4 mM NaHCOs;; 1mM MgSQO,; 0,3 mM
CaNOg; 0,4 mM CaCl,; 10mM HEPES; pH 7,8

» OR2- Medium: 82,5 mM NacCl; 2,5 mM KCI; 1,0 mM CaCl,; 1,0 mM MgCl,; 1,0 mM
Na,HPO,; 5 mM HEPES; pH 7,8

> injizierte Proben : 1.) rekombinantes humanes HMGN1, HMGN2,

HMGN1S20,E24, HMGN1S88C (siehe 2.2.5)
2.) Morpholino-Oligos:XHMGN1 und XHMGN1
(GeneTool, LLC)

Nach der Praparation der Oozyten (siehe 3.5.5) wurden die Oozyten mit Hilfe von
Uhrmacherpinzetten manuell defollikuliert und in Barth-Medium gesammelt. Zum Injizieren
wurden die Oozyten in eine Injektionskammer Gberflhrt und in den Vertiefungen arretiert. Die
Mikroinjektion wurde unter einem Stereomikroskop mit einem Mikromanipulator durchgefiihrt.
Nach der Injektion wurden die Oozyten 12-48 h bei 16°C in Barth-Medium bzw. OR2-Medium

inkubiert.

3.5.10 Quetschpraparate von Embryonen

Es wurden Xenopus Embryonen verwendet, die entweder unbehandelt waren oder vorher im
1-Zellstadium mit linearisiertem Plasmid injiziiert wurden. Nach Entfernen der Gallerthiille
wurden die Embryonen auf einem Objekttrager leicht mit einem Deckglaschen gequetscht.
Die Praparate wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren und das Deckglaschen mit einer
Rasierklinge abgesprengt. Die Quetschpraparate wurden entweder einer Immunlokalisation
unterzogen oder es wurde nur Hoechst 33258 dazugegeben und ohne Fixierung
eingedeckelt. Die Fluoreszenzaufnahmen wurden mit einem Zeiss Axiophot, ausgeriistet mit

einer Digitalkamera (PixelFly), angefertigt.

3.5.11 Calcein Farbung

Calcein ist ein fluoreszierendes Chromophor, welche spezifisch an verknocherte

Skelettstrukturen bindet. Mit dieser Methode ist es mdglich, die Skelettstrukturen in der
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Entwicklung von Xenopus laevis zu studieren. Dazu wurden die Embryonen (5 Tage alt)
lebend in 0,2% Calcein fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend 1-2 h in
5% MMR gewaschen. Die Auswertung der ,gefarbten® Embryonen wurde mittels eines

Binokulars mit Fluorezenzlampe gemacht an dem eine Digitalkamera angebracht war.

3.5.12 Lampenbirstenchromosomenpraparation

Lésungen:
» Barth-Medium: 88 mM NaCl; 1 mM KCI; 2,4 mM NaHCOj;, 1mM MgSO,; 0,3 mM
CaNOg; 0,4 mM CaCl,; 10mM HEPES; pH 7,8
» Isolationsmedium: 83 mM KCI; 17 mM NaCl; 6,5 mM Na,HPO,; 3,5 mM KH,PO4; 1 mM
MgCly; 1 mM DTT; pH 7,0
> Spreitungsmedium: 21 mM KCI; 4 mM NaCl; 1,6 mM Na,HPO,; 0,9 mM KH,PO,4; 1mM
MgCl,
» 3:1 — Medium: 75 mM KCI; 25 mM NacCl; 0,01 mM MgCl,; 0,01 mM CaCl,; 10 mM
HEPES; pH 7,2
» 3:1 — Medium mit 0,1% Formaldehyd
Durchflihrung:

Die Praparation erfolgte nach Gall et al. (1991, 1998). Die Kerne der Oozyten wurden im
entsprechenden Puffer manuell mit Uhrmacherpinzetten isoliert (Isolationsmedium bei
Xenopus bzw. 3:1 — Medium bei Pleurodeles) und mit einer rundgeschmolzenen Glaspipette
im entsprechenden Puffer gespult (Spreitungsmedium bei Xenopus bzw. 3:1 — Medium bei
Pleurodeles). Die Kerne wurden in eine Chromosomenkammer, gefullt mit
Spreitungsmedium mit 0,1% Formaldehyd bei Xenopus bzw. 3:1 — Medium mit 0,1%
Formaldehyd bei Pleurodeles, uberfihrt. Als Chromosomenkammer dienten
Plexiglasscheiben mit Bohrungen, die mit Paraffin auf Objekttragern fixiert wurden. Die
Kernhdlle wurde aufgerissen und der Kerninhalt 30 min auf Eis gespreitet. Die
Chromosomen wurden auf Objekttrager zentrifugiert (2500 rpm, 20 min, 10°C) und fir 10
min in 70% EtOH bei 4°C fixiert. AnschlieBend wurden die Praparate 2 x 3 min in PBS

gewaschen und ohne zu Trocken direkt flr eine Immunfluoreszenz verwendet.

3.5.13 Whole-mount in situ-Hybridisierung von Embryonen

Die Whole-mount in situ-Hybridisierung von Embryonen wurde nach einer modifizierten
Methode von Harland (1991) durchgefihrt.

Die Durchfihrung aller Inkubations- und Waschschritte erfolgte in einer 24-Loch-
Zellkulturplatte unter leichtem Schitteln. Falls nicht anders angegeben, wurden pro

Einzelloch 500ul der jeweiligen Losung eingesetzt. Die Losungen wurden bei den einzelnen
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Schritten durch vorsichtiges pipettieren ausgetauscht. Alle Waschschritte und Inkubationen

wurden, sofern nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

3.5.13.1 Fixierung der Embryonen

Lésungen:
» MEMFA: 0,1 M MOPS (pH 7,4); 2 mM EGTA; 1 mM MgCly; 3,7% Formaldehyd (37%)
» Methanol
Die Embryonen wurden nach den jeweilig bendtigten Stadien sortiert (Niewkoop und Faber;
1975) und in Eppendorfreaktionsgefal’e Uberfihrt. In je 1 ml MEMFA-L&sung wurden die
Embryonen fir 1-2 h bei Raumtemperatur fixiert. AnschlieRend wurde wieder je 500 ul der
MEMFA-L6sung abgenommen und 1 ml 70% Methanol zugegeben und fur 3 min inkubiert.
Das MEMFA/Methanol-Gemisch wurde abgenommen und durch 100% Methanol ersetzt. Die

Embryonen wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

3.5.13.2 Hybridisierung

Lésungen:

» MEMFA: 0,1 M MOPS (pH 7,4); 2 mM EGTA; 1 mM MgCl,; 3,7% Formaldehyd (37%)
PBS: 140 mM NaCl; 2,6 mM KCI; 6,4 mM Na,HPOy; 1,4 mM KH,PO, (pH 7,4)
PBSw: PBS mit 0,1% Tween-20
TBS: 150 mM NaCl; 10 mM Tris/HCI (pH 7,4)
20 x SSC: 3 M NaC; 10,3 M Na-Citrat
Hybridisierungsldsung: 0,5 g Blocking Reagenz (Roche, Mannheim); 25 ml Formamid;
12,5 ml 20 x SSC wurde 30 min auf 65°C erhitzt und dann 9,75 ml H,O; 500 pl Hefe-t-
RNA (100 mg/ml); 100 ul Heparin (50 mg/ml); 250 ul Tween-20 (20%ig); 500 yl CHAPS
(10%ig)und 1250ul EDTA (0,2M) dazugegeben
» 2xS8SSC/0,1% CHAPS
» 0,2xSSC/0,1% CHAPS

Die in Methanol fixierten Embryonen wurden zunachst mit einer sehr dinnen Wolframnadel

YV V V V V

perforiert, um die Zuganglichkeit der RNA-Sonde zu Gewabhrleisten. In einer absteigenden
Methanolreihe (75% / 50% / 25% Methanol in PBSw) wurden die Embryonen dann fir je 5
min rehydriert und anschlieBend 3 x 5 min in PBSw gewaschen. AnschlieRend wurden die
Embryonen bei Raumtemperatur in 10pg/ml Proteinase K in PBSw fur exakt 25 min inkubiert.
Nach dieser Inkubationszeit wurden die Embryonen kurz in PBSw gespllt und weitere 2 x 5
min in PBSw gewaschen, um einen enzymatischen Abbau der Zelloberflachen abzustoppen.
Diese enzymatische Perforierung erleichtert den RNA-Sonden die Diffusion bei der in situ-
Hybridisierung. Die Embryonen wurden mit 4% Paraformaldehyd in PBSw fir 20 min

refixiert, kurz in PBSw gespllt und anschlieRend 4 x 3 min mit PBSw gewaschen, um die
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Fixierreaktion abzustoppen. Danach wurden die Embryonen fir 3 min in 50% PBSw / 50%
Hybridsierungsldsung inkubiert und durch 100% Hybridisierungslésung wieder ausgetauscht.
Diese wurde nach 3 min durch frische Hybridsierungslésung ersetzt und fir 1 h bei 65°C in
einem Wasserbad inkubiert, um endogene Phosphatasen zu inaktivieren, die bei der
anschlielenden Detektion einen starke Hintergrundfarbung verursachen wirden.
Anschlielend wurden die Embryonen mit 500 ul frischer Hybridsierungslésung versetzt und
fur 2 h bei 55°C im Hybridisierungsofen prahybridsisiert. Je 1 ul RNA-Sonde (entspricht ca.
100 ng RNA-Sonde) wurden mit je 3 ul Hybridsierungsldésung 5 min bei 95°C im Heizblock
denaturiert. Dann wurden je 100 ul Hybridsierungslésung auf 55°C vorgewarmt und zur
denaturierten Sonde dazugegeben. Dieser Sonden / Hybridsierungslésungsmix wurde zu
den 500 ul Hybridsierungslésung in der 24-Loch-Zellkulturplatte gegeben, was eine
Endkonzentration der RNA-Sonde von 100 ng / 600 ul ergab. Die Hybridisierung erfolgte
Uber Nacht bei 55°C im Hybridisierungsofen.
Nach der Hybridisierung wurden die Embryonen wie folgt gewaschen:

» 3 min bei Raumtemperatur in 50 % Hybridsierungslésung / 50% 2 x SSC / 0,1 %
CHAPS
3 min bei Raumtemperatur in 2 x SSC /0,1 % CHAPS
2 x 15 min bei 37°C in2x SSC/0,1% CHAPS
3 min bei Raumtemperatur in 0,2 x SSC /0,1 % CHAPS
2 x 15 min bei 60°C in 0,2 x SSC /0,1 % CHAPS
3 min bei Raumtemperatur in 50% TBS / 50% 0,2 x SSC / 0,1 % CHAPS

5 min bei Raumtemperatur in TBS

YV V V V V V

3.5.13.3 Detektion gebundener Digoxigenin-markierten RNA-Sonden

Lésungen:

» TBS: 150 mM NaCl; 10 mM Tris/HCI; pH 7,4

» TBSx: TBS mit 0,1% Triton X-100

» Antikérperpuffer: 12,75 ml TBSx; 2,25 ml Ziegenserum (hitzeinaktiviert, 30 min bei
56°C)
Alkalischer Phosphatasepuffer (AP): 100 mM Tris, 100 mM NaCl; 50 mM MgCl,; pH 9,5
NBT / BCIP: (siehe 3.2.17)
Stopplésung: 100mM Tris, 1mM EDTA, pH 7,4
» BABB (Benzylalkohol: Benzylbenzoat): 2:1

Nach dem Waschen wurden die Embryonen bei Raumtemperatur fir 3 min in TBSx

YV V V

inkubiert. AnschlieRend wurden sie fiir 2 h bei Raumtemperatur im Antikérperpuffer inkubiert,
um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Der Antikorperpuffer wurde dann

abgenommen und durch verdinnten Antikérper (anti-Dig-alkaische Phosphatase;
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Verdinnung: 1:5000 in Antikorperpuffer) ersetzt. Die Embryonen wurden in dieser Lésung
Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

Die Antikérperlésung wurde durch TBSx ersetzt und die Embryonen 3 x je 10 min in TBSx
bei Raumtemperatur gewaschen. Danach wurden die Embryonen fir 15 min bei
Raumtemperatur im alkalischen Phosphatasepuffer (AP) gewaschen. Anschliefend wurde
zu 10 ml AP-Puffer 66 ul NBT und 33 ul BCIP pipettiert. Von diesem Ansatz wurde in jedes
Loch der 24-Loch-Zellkulturplatte 500 pl hinzugefligt und die Embryonen wurden flir ca. 45
min im Dunkeln inkubiert. Die Farbreaktion wurde abgestoppt, wenn eine deutliche Farbung
zu sehen war. Hierzu wurde die ,Detektionslésung“ abgenommen und durch die Stopplésung
ersetzt (2 x 5 min) und anschlielend wurden die Embryonen Uber eine aufsteigende
Methanolreihe (33%, 66%, 100%) dehydriert. Die Embryonen wurden in Methanol bei -20°C
mehrere Wochen gelagert. Alternativ kbnnen die Embryonen auch durch Behandlung mit
BABB (15 min inkubieren lassen) aufgehellt werden, so dass die Pigmentierung der
Embryonen verschwinden. Die Dokumentation der Whole-mount Embryonen-Praparate

erfolgte mittels einer computerunterstitzten Digitalkamera (Pixera).

3.5.14 Animal Cap Assay

Fir diesen Biotest wurde die animale Kappe von Xenopus laevis Embryonen (Blastulae,
NF8) mit einer Uhrmacherpinzette herausprapariert. Ohne die Einwirkung von
Induktionsfaktoren bildet die animale Kappe nur ein mit Cilien besetztes Epithel, es bleibt
also Ektoderm. Gibt man jedoch zu den animalen Kappen einen Wachstumsfaktor (z.B.
Activin aus der TGFB-Familie), so wird das frGhere Ektoderm zu Mesoderm induziert und
bildet nun mesodermale Zellen wie beispielsweise Muskel- und Blutzellen aus. Diese
Induktion kann aber nur in einem bestimmten Zeitfenster stattfinden. 10,5 Stunden nach der
Befruchtung ist auch mit Zugabe von Aktivin keine Induktion mehr moéglich und die Fahigkeit
auf TGFB- Wachstumsfaktoren zu reagieren geht verloren. Dies wird als ,loss of mesodermal
competence“ (LMC) bezeichnet (Jones und Woodland, 1987; Grainger und Gurdon, 1989).
Die Isolierten animalen Kappen wurden in Medium mit Activin (5ng/ml; R&D Systems,
Wiesbaden-Nordenstadt) gegeben und 12 h darin inkubiert. AnschlieRend wurde die RNA
aus den animalen Kappen isoliert (siehe 3.2.12). Dabei konnten aus 5 animalen Kappen ca.
3-6 ug RNA isoliert werden (5 animale kappen / 500 ul Trifast). AnschlieRend wurde eine RT-
PCR mit den gewiinschten Primern durchgefiihrt (siehe 3.2.1).
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Gastrula Neurula

Préparatibn der
animalen Kappen
7 h.p.f. 10,5 h.p.f. _ _
animale Kappen mit animale Kappen verlieren

I mesodermaler Kompetenz | mesodermale Kompetenz

Behandlung der ' LMC '
animalen Kappen — sl S S
L  J

>

mit Aktivin

(b)

Mesoderm Induktion Keine Induktion

Abb.15: Schematische Darstellung des ,animal cap assay“. Die animale Kappe besteht aus
ektodermalen Zellen, die isoliert eine cilienbesetzte Epidermiskugel bildet, also Ektoderm bleibt (b).
Gibt man aber innerhalb eines Induktionszeitfensters TGFB- Wachstumsfaktoren (Aktivin) zum
Kulturmedium, kommt es zur Induktion von Mesoderm (a). Die Mesoderminduktion ist durch
morphologische Veranderungen, wie lange Auswichse, deutlich erkennbar. Diese Induktion kann
aber nur in einem bestimmten Zeitfenster stattfinden. 10,5 Stunden nach der Befruchtung ist auch mit
Zugabe von Aktivin keine Induktion mehr mdglich, was als ,loss of mesodermal competence® (LMC)
bezeichnet wird (h.p.f. = hours post fertilisation).

3.5.15Whole mount TUNEL Assay

Der TUNEL-Assay beruht auf dem Nachweis der DNA-Fragmentierung, wie sie wahrend der
Apoptose zu beobachten ist. In einem ersten Schritt wird ein Digoxigenin-markiertes dUTP
durch die Terminale-Desoxynukleotidyl-Transferase (TDT) an die 3"-OH-Enden der DNA-
Fragmente angehéangt. Detektiert wird indirekt mittels einer alkalischen Phosphatase und
NBT/BCIP als Substrat.
Lésungen:

» MEMFA: 0,1 M MOPS (pH 7,4); 2 mM EGTA; 1 mM MgCly; 3,7% Formaldehyd (37%)
MeOH
PBS: 140 mM NaCl; 2,6 mM KCI; 6,4 mM Na,HPOQO4; 1,4 mM KH,PO, (pH 7,4)
PBSw: PBS mit 0,1% Tween-20
Proteinase K (10ug/ml)
4% Paraformaldehyd

YV V V V V
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» Hybridisierungsldsung: 0,5 g Blocking Reagenz (Roche, Mannheim); 25 ml Formamid;
12,5 ml 20 x SSC wurde 30 min auf 65°C erhitzt und dann 9,75 ml H,O; 500 ul Hefe-t-
RNA (100 mg/ml); 100 ul Heparin (50 mg/ml); 250 pl Tween-20 (20%ig); 500 yl CHAPS
(10%ig)und 1250ul EDTA (0,2M) dazugegeben

» Equilibrierungspuffer (Oncor Appligene, Heidelberg)

» Markierungsldsung : 77 ul Reaktionspuffer; 7ul 5xTDT-Puffer; 2,8 ul CoCly; 24,2 pl
H>O; 1 ul Terminale-Desoxynukleotidyl-Transferase (TDT); (je 56 pl pro Embryo)

Durchflihrung:

Die Formaldehyd-fixierten Embryonen (MEMFA) wurden mit einer Wolframnadel vorsichtig
perforiert, damit die Zuganglichkeit fur die Terminale-Desoxynukleotidyl-Transferase und das
Digoxigenin-markiertes dUTP erhoht wird. Danach wurden die Embryonen durch Inkubation
in 75%, 50% und 25% MeOH (je 5 min) rehydriert. Nach zweimaligem Waschen in PBSw fir
5 min wurden die Embryonen 25 min mit Proteinase K (10 ug/ml) behandelt. Nach erneutem
zweimaligem Waschen in PBSw fur 5§ min wurden die Embryonen 20 min in 4%
Paraformaldehyd refixiert. Wiederrum wurden die Embryonen 3 mal in PBSw fir je 5 min
gewaschen, um dann 1 h bei 65°C in Hybridisierungspuffer inkubiert zu werden. Nach
zweimaligem Waschen in PBSw fur je 15 min, wurde die Markierung der 3'-OH-Enden der
DNA-Fragmente durchgefthrt. Dazu wurden die Embryonen 30 sec bei Raumtemperatur in
Equilibrierungspuffer und anschlielliend 2 h bei 37°C in der Markierungslésung inkubiert.
Abgestoppt wurde die Reaktion mittels eines Stopp-Puffers durch 10 sec bei leichtem
Schitteln und dann weitere 10 min Inkubation. Die Detektion wurde nach dem gleichen
Protokoll wie bei der Whole mount in-situ Hybridisierung durchgefihrt (siehe 3.5.13.3).

Nach der Detektion wurden die Embryonen Uber Nacht bei 4°C mittels MEMFA fixiert. Das
Fixativ wurde am nachsten Tag durch Methanol ersetzt und die Embryonen konnten bei 4°C
gelagert werden. Die Dokumentation der Praparate erfolgte mittels einer
computerunterstitzten Digitalkamera (Pixera). Zur weiteren Analyse wurden die Embryonen
in Paraffin eingebettet (siehe 3.5.6) und Schnitte hergestellt (siehe 3.5.7), um die Verteilung
der Apoptose-positiven Zellen zu analysieren. Diese wurde ebenfalls mittels einer

computerunterstitzten Digitalkamera (Pixera) fotografiert.

3.5.16 TUNEL-Test an Kulturzellen

Lésungen:
» PBS: 140 mM NaCl; 2,6 mM KCI; 6,4 mM Na,HPOy; 1,4 mM KH,PO, (pH 7,4)
» PBS mit0,1% Triton
» Equilibrierungspuffer (Oncor Appligene, Heidelberg)
» Markierungslosung : 77 ul Reaktionspuffer; 7ul 5xTDT-Puffer; 2,8 ul CoCly; 24,2 pl
H>O; 1 ul Terminale-Desoxynukleotidyl-Transferase (TDT); (je 55 pl pro Deckglas)
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» Mowiol: 10 g Mowiol (HOECHST, Frankfurt) in 40 ml KH,PO,-freiem PBS (pH 8,0) 16 h
rihren; 20 ml Glycerin zugeben und nochmals 16 h rihren; ungeléste Partikel
abzentrifugieren und Uberstand aliquotiert bei — 20°C aufbewahren

Durchfuhrung:

Der TUNEL-Assay flur Zellkuturen wurde nach dem Protokoll aus dem Kit von Q-Biogene
durchgefiihrt. Die Kulturzellen (Xenopus A6-Zellen) wurden auf runden Deckglaschen
gezogen und zundchst 10 min bei Raumtemperatur mit 2 % Formaldehyd in PBS fixiert,
dann 3 x 5 min in PBS gewaschen und schlieRlich 10 min mit 0,1 % Triton in PBS bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach nochmaligem Waschen (3 x 5 min in PBS) wurden die
Deckglaschen bei 37°C in eine Feuchtkammer gelegt und im Equilibrierungspuffer ca. 10 sec
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 1 h bei 37°C in einer Markierungslésung, welche
die Terminale-Desoxynukleotidyl-Transferase und Digoxigenin-markiertes dUTP beinhaltet,
inkubiert. Danach wurde die Reaktion mit 0,5 M EDTA abgestoppt und in PBS gewaschen.
Schliellich wurden die Zellen 30 min mit dem Zweitantikérper (ant-Digoxigenin-Texas-Red;
1:100) und Hoechst inkubiert. Nach erneutem Waschen in PBS wurden die Zellen in Mowiol
eingebettet und die Praparate wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert und die
Immunfluoreszenzen mit einer digitalen Kamera (Zeiss Axiophot ausgestattet mit PixelFly)
aufgenommen. Als Kontrollen wurden Zellen mit DNase | behandelt. Dadurch wird die DNA
fragmentiert, wie es auch bei apoptotischen Zellen der Fall ist. Die Zellen, die als
Positivkontrollen fungierten, wurden vor der Markierungsreaktion 5 min mit 0,2 U/ul DNase |
behandelt und die Reaktion durch Zugabe von 0,5 M EDTA abgestoppt. Danach wurde, wie
oben beschrieben, der TUNEL-Test fortgefuhrt.

3.5.17 Magnetische Kernresonanz (Nuclear Magnetic Resonance, NMR)

Allgemeines:

Die magnetische Kernresonanz (nuclear magnetic resonance, NMR), in seiner bildgebenden
Anwendung auch als Kernspintomographie bekannt, liefert prazise Bilder aus dem Inneren
biologischer Systeme und eignet sich aufgrund ihrer Nichtinvasivitadt gut zur Untersuchung
von Embryonen. Organe wie Gehirn, Herz und Darm, aber auch Myotome kdnnen dargestellt
werden, ohne dass der Embryo beschadigt wird. Dabei werden keine Rontgenstrahlen oder
Radioaktivitat eingesetzt, die Methode macht sich die magnetischen Eigenschaften von
Wasserstoff-Atomkernen zu Nutze. Atomkerne besitzen eine Eigenschaft, die man Spin
nennt. Unterschiedliche Kerne haben unterschiedliche Spins (Kern beim Wasserstoffatom,
Spin %2). Bildlich kann man sich den Spin vorstellen wie einen kleinen Stabmagneten, der
sich parallel zu einem statischen Magnetfeld ausrichtet (Bg). Ein einzelner Spin mit
Quantenzahl %2 hat die Option, sich parallel oder antiparallel zu B, auszurichten. Durch

thermische ungeordnete Bewegung stellt sich in einem Ensemble von Spins (also z.B. in
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einer Flissigkeit) ein Teil der Spins antiparallel zum aufieren Magnetfeld ein. Das Verhaltnis
von parallel zu antiparallel ausgerichteten Spins ist dabei nahezu 1, auf 10° bis 10° Spins
kommt nur einer, der sozusagen Uberschuissig parallel ausgerichtet ist, die anderen gleichen
sich alle auf. Es tragen also nur die Netto-Spins zu einer makroskopischen Magnetisierung
bei, also nur etwa ein Millionstel aller Spins in der Probe. Dieses Verhaltnis wird glinstiger
bei starkeren Magnetfeldern, daher braucht man hohe Feldstarken.

Aufgrund des statischen Magnetfeldes prazedieren die Spins um die Magnetfeldrichtung
(diese Bewegung kann man sich vorstellen wie die Bewegung eines Kreisels), und zwar mit
einer Frequenz, die proportional zur Magnetfeldstarke ist (bei 1 T (Tesla) 42,57 MHz, bei
17,6 T 750 MHz). Strahlt man solch eine Frequenz mit einer Spule ein, lasst sich je nach
Dauer des angelegten HF-Feldes (HF=Hochfrequenz) die Magnetisierung (die sich aus den
Beitragen aller Netto-Spins zusammensetzt) um einen gewissen Winkel kippen. Ist das HF-
Feld abgeschaltet, wird die Magnetisierung wieder in ihre Gleichgewichtslage zurtickkehren,
also parallel zu B,. Die Zeitkonstante, mit der dies passiert, ist eine charakteristische
Relaxationszeit, namlich T,. Beobachtbar ist dieser Vorgang jedoch nicht direkt, da schon
vorher die Koharenz der Spins verloren geht, was auch als Dephasierung bezeichnet wird.
Bildlich vorgestellt brockelt die Magnetisierung aufgrund von Wechselwirkungen zwischen
den Spins ab; sie ist ja nur aus Einzelbeitrdgen der Spins zusammengesetzt. Diese
Relaxationszeit wird als T, bezeichnet. Typische T,-Zeiten liegen zwischen 50 ms und 5 s
(fir Wasser), typische T,-Zeiten bei 1 ms bis 1 s.

Die eigentliche Bildgebung funktioniert durch zusatzlich angelegte Magnetfeldgradienten, die
einen linearen Zusammenhang zwischen Ort und Magnetfeld bewirken. Dadurch wird die
Frequenz, mit der die Spins prazedieren, ortsabhangig. Durch eine mathematische
Transformation (Fouriertransformation) lasst sich das NMR-Signal, das die rotierende
Magnetisierung in der Spule induziert, nachdem der HF-Puls abgeschaltet wurde, von der
Zeitdomane in die Frequenzdomane transformieren, was im 1D-Fall sofort das Profil der
Probe zeigt. Kombiniert man Gradienten in allen drei Raumrichtungen, kann man 3D-
Bildgebung betreiben. Durch gewebetypische Unterschiede in Spindichte und/oder
Relaxationszeiten ergeben sich dann unterschiedliche Bildkontraste.

Die verwendete Feldstarke betrug bei unserem Magneten 17,6 T (Tesla). Feldstarken zum
Vergleich: Erdmagnetfeld (0,05 mT); Permanentmagnet: (0,01-0,5 T); Klinische NMR-
Magneten (1-3 T). Das benutzte Gradientensystem hat eine Gradientenstarke von 1 T/m.
Durch starkere Gradienten kann die Ortsauflésung erhdht werden. Begrenzt wird die
Auflésung prinzipiell durch die Diffusion der Molekile wahrend des einzelnen NMR-
Experiments. Sie liegt etwa in der GroRenordung bei 1 pm bei freiem Wasser. Die
Messungen wurden mit einem 17,6 T (750 MHz) Widebore Magnet und einer AVANCE
Konsole (Bruker Analytik, Rheinstetten, Deutschland) durchgefihrt.
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Als Bildgebungssequenz wurde beim Xenopus-Embryo eine Spin-Echo Sequenz benutzt.
Hierbei werden lokale Magnetfeldinhomogenitadten wieder ausgeglichen, der Bildkontrast
ergibt sich hauptsachlich durch Unterschiede in T, und Spindichte. Wahrend die Spins
dephasieren, wird ein zweiter HF-Puls gegeben (d.h. die Spule sendet fir eine gewisse Zeit
HF aus), der die dephasierenden Spins refokussiert, so dass sie nach einer
charakteristischen Echozeit wieder eine Magnetisierung bilden, die detektiert werden kann.
Diese ist im Vergleich zum urspringlichen Signal jedoch durch T,-Effekte reduziert, was
eben zum Bildkontrast fuhrt.

Durchflihrung:

Die Embryonen, die fiir diese Methode verwendet wurden, waren in Formaldehyd fixiert
(MEMFA) und mit EtOH dehydriert (siehe 3.5.13.1). Vor der Durchflihrung der Messungen
wurden die Embryonen Uber eine Ethanolreihe (90%, 70%, 50% EtOH) rehydriert und in PBS
fur die Messung eingesetzt. Zur Messung wurden die Embryonen in eine Glaskapillare mit
einem Durchmesser von 2,5 mm in einer protonenfreien Flussigkeit (FC-43, 3M Corp., St.
Paul, MN) positioniert. Die Messungen wurden von Armin Purea (Experimentelle Physik V,

Biophysik, Universitat Wurzburg) durchgefihrt.

Verwendeten Messparameter:
»  Wildtyp-Embryo

Aquisitionsdaten:

MatrixgroRe 128 x 100 x 50
Sichtfeld 4,2 x1,2 x0,6 mm’
Ortsauflésung 33x10x 10 pm®
Echozeit Te / Repetitionszeit T 5,8 ms /600 ms
Messdauer 13,3 h
Prozessierte Daten fur Rekonstruktion mit Amira:
Interpolierte MatrixgroRe 256 x 128 x 128

»  Morpholino-HMGNZ2-injizierter Embryo

Aquisitionsdaten:

MatrixgroRe 157 x 93 x 93
Sichtfeld 22x1,3x1,3mm’
Ortsauflésung 14 x 14 x 14 um®
Echozeit Te / Repetitionszeit T 5,4 ms /600 ms
Messdauer 14,4 h
Prozessierte Daten fur Rekonstruktion mit Amira:
Interpolierte MatrixgroRe 256 x 128 x 128
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»  HMGNI1-injizierter Embryo

Aquisitionsdaten:

MatrixgréfRe 128 x 71 x 71
Sichtfeld 1,8 x 1,0 x 1,0 mm®
Ortsauflésung 14 x 14 x 14 ym®

Echozeit Te / Repetitionszeit Tr

5,4 ms /600 ms

Messdauer

12,5 h

Prozessierte Daten fur Rekonstruktion mit Amira:

Interpolierte MatrixgroRe

256 x 128 x 128

»  HMGN2-injizierter Embryo

Aquisitionsdaten:

MatrixgréfRe 128 x 86 x 86
Sichtfeld 1,8x1,2x 1,2 mm’
Ortsauflésung 14 x 14 x 14 ym?®

Echozeit Te / Repetitionszeit Tr

5,6 ms /600 ms

Messdauer

12 h

Prozessierte Daten fur Rekonstruktion mit Amira:

Interpolierte MatrixgroRe

256 x 128 x 128

Die gemessenen Rohdaten wurden auf die MatrixgroRe 256 x 128 x 128 interpoliert bevor

die inverse Fouriertransformation durchgefiihrt wurde.

Die Auswertung der Daten und die Generierung der 3D-Bilder erfolgte mit der Software
Amira™ (Version 3.0). Mit Hilfe des Segmentierungswerkzeuges in Amira™ wurden einzelne

Organbereiche mit einer Farbkodierung versehen. Durch Setzung virtueller Schnitte konnten

dann die einzelnen Organe naher analysiert werden.
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4 Ergebnisse

Die Grundlage von zellularen Differenzierungsvorgdngen und  embryonalen
Entwicklungsprozessen ist die differentielle Genaktivitat, wobei die Struktur und die
Zusammensetzung des Chromatins eine wichtige Rolle spielt. Als Chromatinbestandteile
kdnnten die Nicht-Histon-Proteine HMGN1 und HMGN2 direkten Einfluss auf die
Genexpression nehmen. Allerdings ist bis heute nur wenig Uber ihre Rolle bei Entwicklungs-
und Differenzierungsprozessen bekannt. Um ihre funktionelle Rolle wahrend der
Embryonalentwicklung besser zu verstehen, wurden die HMGN Proteine im Modellsystem

Xenopus laevis naher untersucht.

4.1 Isolierung von Xenopus HMGN1 und Xenopus HMGN2 cDNAs

Zu Beginn wurden Xenopus EST-Datenbanken mit den bekannten Sequenzen des
menschlichen HMGN1 und HMGN2-Gens nach Orthologen durchsucht. Dabei fanden sich
zwei EST-Klone (11G6 und 11G2; Gawantka et al. 1998), die als gute Kandidaten fir die
entsprechenden Xenopus Orthologen erschienen. Diese EST-Sequenzen dienten zur
Generierung von Primer-Paaren, die fur die Isolierung der Xenopus HMGN1 und Xenopus
HMGN2 cDNA eingesetzt wurden. Die fur eine RT-PCR verwendete Gesamt-RNA wurde aus
Embryonen im Stadium NF 25 isoliert. Die Xenopus HMGN2 cDNA konnte mittels einer RT-
PCR vollstandig erhalten werden. Xenopus HMGN1 dagegen wurde mittels eines 3'RACE
isoliert und konnte ebenfalls vollstandig erhalten werden. Die PCR-Produkte wurden mit
TOPO TA Cloning® kloniert und anschlieRend sequenziert. Beide cDNAs kodierten
Aminosauresquenzen, die groRe Ubereinstimmungen mit entsprechenden Sequenzen von
Mensch, Maus und Huhn aufweisen (Abb.16). Die Ubereinstimmungen waren insbesondere
in den funktionellen Domanen wie dem Kernlokalisationssignal (nuclear localisation signal;
NLS), der nukleosomalen Bindungsdoméane und der C-terminalen Chromatin Aktivierungs-
doméane (chromatin-unfolding domain; CHUD) besonders auffallig. Die cDNAs wurden als
Werkzeuge fir weitere Experimente benutzt. Die Xenopus cDNAs wurden als XHMGN1
(Acc# AJ272074) und XHMGN2 (Acc# AJ272075) bezeichnet.

Zusatzlich wurde die Gesamt-RNA aus Oozyten isoliert und eine RT-PCR mit Primerpaaren
fur XHMGN1 und XHMGNZ2 (entsprechenden Primer und PCR-Bedingungen sind im Anhang
beschrieben) durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden mit TOPO TA Cloning® kloniert und
anschliellend sequenziert. Eine Analyse der Sequenzen ergab, dass die aus Oozyten-RNA
amplifizieten XHMGN-Sequenzen zu 100% mit den embryonalen Sequenzen
Ubereinstimmen. Folglich ist anzunehmen, dass keine Oozyten-spezifische Variante von
XHMGN Proteinen existiert.
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A NLS1 Nukleosomale Bindungsdomane
XHMGN1 1 PKRKQVNADVADAKDEPKRRSARLSSKPTPAKTEPKPKKEKAPVKE--KPEEKEKKVPAK
hHMGN1 1 PKRK-VSSAEGAAKEEPKRRSARLSAKP-PAKVEAKPKKAAAK-——--—- DKSSDKKVQTK
mHMGN1 1 PKRK-VS-ADGAAKAEPKRRSARLSAKPAPAKVDAKPKKAAGK-—--—-- DKASDKKVQIK
chHMGN1 1 PKRK-AP- AEGEAKEEPKRRSARLSAKPAPPKPEPKPKKAAPKKEKAANDKKEDKKAATK
*hkk . . Kk KhkhkhhhkAAhhk - ** * * : E k= - . **
NLS2 CHUD % Ubereinstimmung
XHMGN1 106 GKKGAKGKQTEEANKEEANEDQPSENGETKSDEAPASDG-GDKESKSE 100
hHMGN1 100 GKRGAKGKQAEVANQETK-EDLPAENGETKTEESPASDEAGEKEAKSD 61
mHMGN1 96 GKRGAKGKQADVADQQT--TELPAENGETENQ-SPASEE--EKEAKSD 56
chHMGN1 105 GKKGAKGKDETKQEDAK——EENHSENGDTKTNEAPAAEASDDKEAKSE 53
*-k ***** - *** * - - - ** **
B NLS1 Nukleosomale Bmdunsdomane NLS2
XHMGN2 1 PKRKADGDSRAEKAKAKDEPQRRSARLSAKPAPPKPEAKPKKAAAPPKKADKAPKGKKGK
hHMGN2 1 PKRKAEGDAKGDKAKVKDEPQRRSARLSAKPAPPKPEPKPKKAPA--KKGEKVPKGKKGK
mMHMGN2 1 PKRKAEGDAKGDKTKVKDEPQRRSARLSAKPAPPKPEPKPKKAPA--KKGEKVPKGKKGK
chHMGN2 1 PKRKAEGDTKGDKAKVKDEPQRRSARLSAKPAPPKPEPKPKKAAP——KKSEKVPKGKKGK
***** Kk - - . ** * *******
CHUD % Ubereinstimmung
XHMGN2 59 ADSGKDSSNAAENGEAKSDQAQKAE-TGDTK 100
hHMGN2 59 ADAGKEGNNPAENGDAKTDQAQKAEGAGDAK 84
mHMGN2 59 ADAGKDANNPAENGDAKTDQAQKAEGAGDAK 84
chHMGN2 61 ADAGKEGNNPAENGDAKTDQAQKAEGAGDAK 87

Kok =Kk - K hkkk - hk - kkkhkhhkhk -kk -k

Abb.16: (A) Aminosaurevergleich von Xenopus HMGN1 (XHMGN1) mit Mensch HMGN1 (hHMGNH1,
Landsmann et al., 1989), Maus HMGN1 (mHMGN1, Landsmann and Bustin, 1990) und Huhn HMGN1
(chHMGN1, Dodgson et al., 1988). (B) Aminosaurevergleich von Xenopus HMGN2 (XHMGN2) mit
Mensch HMGN2 (hHMGNZ2, Landsmann et al., 1986), Maus HMGN2 (mHMGNZ2, Landsmann et al.,
1988a) und Huhn HMGN2 (chHMGN2, Landsmann et al., 1988b). Die grau unterlegten Felder zeigen
die funktionellen Domanen des HMGN Proteins an: das zweigeteilte Kernlokalisationssignal (NLS1
und NLS2), die nukleosomale Bindungsdoméane und die C-terminale Chromatin Aktivierungsdomane
(chromatin-unfolding domain, CHUD). Ubereinstimmungen der Aminosaure wird durch (*) angezeigt,
konservativer Aminosaureaustausch durch (:) und semikonservativer Aminosaureaustausch durch (.).
Annlichkeiten sind in % angegeben.

4.2 Herstellung polyklonaler Antikdrper gegen XHMGN1 und XHMGN?2
Proteine

Ein wichtiges Werkzeug, um nahere Untersuchungen im Versuchsmodell Xenopus
durchfuhren zu kénnen, sind spezifische Antikdrper gegen XHMGN1 und XHMGN2 Proteine.
Deshalb wurden Peptide aus Xenopus-spezifischen Bereichen von XHMGN1
(PKRKQVNADVADAKD) und XHMGN2 (PKRKADGDSKAEKAK) ausgewahlt, um mit diesen
Peptiden Kaninchen zu immunisieren und somit spezifische Antikdrper gegen XHMGN1 bzw.
XHMGN2 Proteine zu erzeugen. Die Peptide wurden von der Firma SEQLAB (Gdéttingen)
hergestellt und zur Immunisierung der Kaninchen eingesetzt. Die Seren der ausgewahlten
Tiere wurden zuvor getestet und zeigten keinerlei Kreuzreaktionen mit Xenopus-Proteinen in
Immunfluoreszenzanalysen auf Xenupus-Zellen. Dabei entstanden die Seren S119 und
S120 (anti-XHMGN1) und S388 und S386 (anti-XHMGN2).

4.2.1 Uberprufung der Antikérper gegen XHMGN1 und XHMGNZ2 Proteine

Zur Uberprifung der Antikdrper wurden Gluthation-S-Transferase (GST) Fusionsproteine
XHMGN1 bzw. XHMGN2 hergestellt. Mittels Konzentrationsreihen der GST-Fusionsproteine
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wurde dann in Western Blots die Spezifitdt und Effektivitdt der Antikérper Uberprift.

Zusatzlich wurden die Antikérper auf ihre Tauglichkeit in der Immunfluoreszenz Uberpriift.

4.2.1.1 Herstellung und  Aufreinigung der  Gluthation-S-Transferase-
Fusionsproteine XHMGN1 und XHMGN2

Der Vorteil eines Gluthation-S-Transferase Fusionsproteins ist, dass diese Proteine nach
ihrer Expression in Bakterien leicht Gber Glutathion-Saulen aufgereinigt werden kénnen.
Plasmide der in TOPO 2.1 klonierten PCR-Produkte von XHMGN1 und XHMGN2 wurden mit
EcoRI geschnitten, die Fragmente Uber ein Agarose-Gel aufgetrennt und das XHMGN1-
bzw. XHMGN2-Fragment aus dem Gel extrahiert. Diese Fragmente wurden in den EcoRI
verdauten pGEX-5X-1 Expressionsvektor einkloniert und die Orientierung durch
Sequenzierung Uberprift. Die Sequenzierung bestatigte die gewlinschte Orientierung der
klonierten cDNAs, sowie ein durchgehendes Leseraster fur die Expression von GST-HMGN1
und GST-HMGNZ2 Fusionsproteinen.

(A) MiniB.iB. U1 U2 E1 E2 E3 E4 GST (B) n.i.B.i.B. U1 U2 E1GST E2 E3 E4 M2

kD kD
86,1
66,2
49,5
- T — — — 45
35,2 - — *
25,8 — =5 o= 25

14,4

Abb.17: Uberprifung der Aufreinigung von GST-HMGN1 (A) und GST-HMGN2 (B) im
Polyacrylamidgel. Es wurden Proben der einzelnen Aufreinigungsschritte gelelektrophoretisch
aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt, um die Effektivitdt der Proteinreinigung zu Uberprifen.
Aufgetragen wurden nicht induzierte Bakteriensedimente (n.i.B.) und induzierte Bakteriensedimente
(i.B.), der Durchlauf mit ungebundenem Fusionsprotein (U1) und der Durchlauf eines Waschschrittes
(U2). Das gereinigte, von der Glutathion-Sepharose eluierte GST-HMGN1 bzw. GST-HMGN2 wurde
in den Spuren E 1-4 aufgetragen. Zur Kontrolle wurde auch nur GST aufgetragen. GST-HMGN1 (E 1-
4) konnte aus dem Bakterienlysat einer IPTG-induzierten Bakterienkultur aufgereinigt werden, liegt
aber teilweise degradiert vor (A). GST-HMGN2 (E 1-4) konnte ebenfalls aus dem Bakterienlysat einer
IPTG-induzierten Bakterienkultur aufgereinigt werden (B). Die Molekulargewichte der jeweiligen
Molekulargewichtsmarker (MBI) sind angegeben.

Die Uberpriiften Konstrukte wurden in BL21Codon® Bakterien transformiert. Dieser
Bakterienstamm wird speziell fir die Expression von Proteinen verwendet, da er vermehrt
seltene Aminosauren synthetisiert, sowie weniger Proteasen besitzt, die endogen exprimierte
Proteine degradieren koénnen. Die Expression der GST-Fusionsproteine wurde mit IPTG
induziert. Um die GST-Fusionsproteine gereinigt zur Verfliigung zu haben, missen diese aus

den Bakterienlysaten isoliert werden. Dazu wurden die GST-Fusionsproteine mit Hilfe von
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Glutathion-Sepharose aufgereinigt. Die Effektivitat der bakteriellen Expression und die

Qualitat der Aufreinigung wurden mit einem Polyacrylamidgel Uberprift (Abb.17).

4.2.1.2 Uberprufung der Antikérper gegen XHMGN1 und XHMGN2 im Western
Blot

Zur Uberprifung der Antikérper auf ihre Tauglichkeit im Western Blot wurden verschiedene
Konzentrationen der aufgereinigten GST-Fusionsproteine XHMGN2-GST und XHMGN1-
GST in SDS-Probenpuffer gelést und in einem SDS-Acrylamidgel (15%) gelelektrophoretisch
aufgetrennt und anschlielend auf einen Nitrozellulosefilter transferiert. Die Nitrozellulose-
membran wurde mit den zu testenden Xenopus-spezifischen Antikorpern XHMGN1 bzw.
XHMGNZ2 (Verdiinnung von 1:2000) inkubiert. Die verwendeten Antikorper wurden, wie unter
4.2. beschrieben, gegen ein Peptid aus einem Xenopus-spezifischen Bereich von XHMGN1

bzw. XHMGN2 in Kaninchen erzeugt.

250 100 50 25 10 5 [ng]
] i B B W
s -36 kD
XHMGN1-GST h —
- —:
§ . . . — : i - r
R R -t e 38 kD

XHMGN2-GST »= =

Abb.18: Western Blot zur Uberpriifung der Antikérper gegen XHMGN1 und XHMGN2. Das Serum
S120 erkennt spezifisch das XHMGN1-GST Fusionsprotein bis zu einer Konzentration von 10 ng
(obere Reihe). Das Serum S388 erkennt spezifisch das XHMGN2-GST Fusionsprotein bis zu einer
Konzentration von 25 ng (untere Reihe). Beide Seren sind demnach fur Westernblotanalysen
geeignet.

Das gegen XHMGN1 gerichtete Serum S120 erkennt spezifisch das XHMGN1-GST
Fusionsprotein bis zu einer Konzentration von 10 ng. Auch das gegen XHMGN2 erzeugte
Serum S388 erkennt spezifisch das XHMGN2-GST Fusionsprotein. Hier konnte ein Signal
bis zu einer Konzentration von 25 ng XHMGN2-GST Protein noch detektiert werden (Abb.

18). Beide Seren wurden deshalb fur weitere Immunblotanalysen verwendet.

4.2.1.3 Uberprufung der Antikérper gegen XHMGN1 und XHMGN2 Protein in
der Immunfluoreszenz

Zusatzlich wurden die Seren S120 und S388 auf ihre Eignung in Immunfluoreszenzanalysen
getestet. Daflir wurden Xenopus Nierenepithelkulturzellen (A6-Zellen) verwendet und mit

Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz getestet.
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Dazu wurden die Zellen mit 2% Paraformaldehyd in PBS 3 min fixiert und anschlieffend in
0,1% Triton in PBS 10 min permeabilisiert. Nach mehrmaligem Waschen in PBS wurden die
Zellen mit den Seren S120 und S388 (Verdinnung 1: 150) Gberschichtet und 30 min in einer
Feuchtkammer inkubiert. Daraufhin wurden unspezifisch gebundene Antikérper durch 15 min
Waschen in PBS entfernt. Anschlieliend wurden die AB-Zellen mit einem gegen Kaninchen
IgGs gerichteten sekundaren Texas Red-gekoppelten Antikérper (Verdinnung 1:150) fir 20
min inkubiert. Zusatzlich wurde zur Gegenfarbung der DNA der Fluoreszenzfarbstoff Hoechst
33258 nach 10 min zugegeben (Inkubationszeit 10 min). Dann wurde 3 mal 10 min in PBS
gewaschen, die Zellen wurden in Mowiol eingebettet und die Praparate mit einem
Fluoreszenzmikroskop analysiert und die Immunfluoreszenzen mit einer digitalen Kamera
(Zeiss Axiophot ausgestattet mit PixelFly) dokumentiert (Abb. 19). Deutlich kann man die
spezifische Kernfluoreszenz von XHMGN1 und XHMGN2 erkennen. Somit zeigte die

Immunfluoreszenz-Mikroskopie, dass beide Seren auch fir die Immunfluoreszenzanalyse

XHMGN1 Hoechst
15 pm .

geeignet sind.

XHMGN2

Abb.19: Immunfluoreszenzanalyse von Xenopus-A6-Zellen mit dem Seren S120 (anti-XHMGN1; a-
a’’) und S388 (anti-XHMGNZ2; b-b™"). Die Immunfluoreszenz mit anti-XHMGN1 bzw. anti-XHMGN?2 ist
in a bzw. b gezeigt, die entsprechende Hoechst-Farbung in a” bzw. b’, das entsprechende
Phasenkontrastbild in a”” bzw. b™". Deutlich kann man die spezifische Kernfluoreszenz erkennen, die
zeigt, dass beide Seren auch fiir Immunfluoreszenzanalysen geeignet sind.
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4.3 Die Expression von XHMGN1 und XHMGN2 wéhrend der Oogenese
und der Embryonalentwicklung von Xenopus laevis

4.3.1 Expression von XHMGN1 und XHMGN2 wahrend der Oogenese

4.3.1.1 Analyse der XHMGN-Expression auf mRNA-Ebene durch RT-PCR
Um einen Uberblick (iber die Expression von HMGN1- bzw. HMGN2-Genen wahrend der

Oogenese von Xenopus laevis zu erhalten, ist die Methode der RT-PCR eine elegante und
schnelle Variante. Zur Gewinnung von Oozyten fiur eine anschlieBende RNA-Isolierung
wurde ein kleines Stiick Ovar 2 h bei 37°C in 0,2% Kollagenase inkubiert. Dadurch werden
Follikelepithelien, welche die Oozyten umgeben, gelést und die Oozyten verschiedener
Reifestadien vereinzelt. Die Stadien (1, II, lll, IV, V und VI) der vereinzelten Oozyten wurden
nach Dumont (1972) bestimmt und gesammelt. Zur Maturation von Oozyte wurden
zerkleinerte Ovarstlcke in 10ug/ml Progesteron in Barth-Medium fir 2h und weitere 12h in
Barth Medium ohne Hormon bei 20°C inkubiert, anschlieRend manuell defollikuliert, und
maturierte Oozyten (Eier) isoliert. Aus den so getrennt gesammelten Oozytenstadien und
maturierten Oozyten wurde mittels der TriFast-Methode die RNA isoliert und ihre Menge
photometrisch bestimmt. Fir die Reverse Transkription wurde jeweils 1 ug RNA eingesetzt.
AnschlieRend wurde eine PCR mit Primerpaaren fiur XHMGN1, XHMGN2, die aus den
jeweils bekannten kodierenden Regionen ausgewahlt wurden (XHMGN1T; Acc# AJ272074
und XHMGN2; Acc# AJ272075; entsprechenden Primer und PCR-Bedingungen sind im
Anhang, Oligonukleotide, beschrieben) durchgeflihrt. Als Kontrolle der Reversen
Transkription wurde die EF1a-Expression mittels PCR Uberprift. Sowohl HMGN1 mRNA wie
auch HMGNZ2 mRNA konnten in allen Oozytenstadien nachgewiesen werden (Abb. 20).

Stadium | Il Il IV V VI
HMGN1

HMGN2

e g EF1co

Abb.20: RT-PCR Analyse verschiedener Oozytenstadien (1, II, lll, IV, V und VI, wie angezeigt). Mittels
PCR wurde die Expression der XHMGN1-, XHMGN2-Gene und als Kontrolle der Reversen
Transkription das konstitutiv exprimierte EF7a untersucht. Sowohl XHMGN7 mRNA wie auch
XHMGN2 mRNA kommen in allen Oozytenstadien vor. Da jeweils 1 ug der gesamten RNA fiir die RT-
Reaktion eingesetzt wurde und sich das Verhaltnis von mRNA zu rRNA im Verlauf der Oogenese
verandert, lasst das Ergebnis keine Aussage Uber die Quantitat der mMRNAs zu.
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4.3.1.2 Analyse der XHMGN-Expression auf mRNA-Ebene im Northern Blot

Um das Ergebnis der RT-PCR zu udberprifen, wurde eine Northern Blot Analyse
durchgefuhrt. Dazu wurde wie oben beschrieben die RNA aus verschiedenen
Oozytenstadien (I, II, 1, 1V, V und VI) und maturierten Oozyten isoliert. Zur Northern Blot
Analyse wurden je 10 pg RNA in einem Formaldehyd-Agarosegel gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Die RNA wurde anschlieRend durch Ethidiumbromid-Farbung sichtbar gemacht,
fotografiert und durch einen Northern-Transfer auf eine Nylonmembran gebunden. Die
Nylonmembran wurde dann mit spezifischen Digoxigenin-markierten XHMGN1- bzw.
XHMGN2-Sonden bei 55°C Uber Nacht hybridisiert. Gebundene Sonden wurden durch ECL
detektiert. Der Northern Blot zeigt deutlich, dass XHMGN mRNAs in allen Oozytenstadien
und Eiern vorhanden sind (Abb. 21). Der offensichtliche mit der Reifung der Oozyten
korrelierende Abfall der Signalstarke muss nicht notwendigerweise bedeuten, dass die
Menge der XHMGN mRNAs wahrend der Oozytenreifung abnimmt. Da gleiche RNA-Mengen
pro Spur aufgetragen wurden, werden die relativen Mengen der mRNA durch die im Verlauf
der Oogenese akkumulierenden ribosomalen RNAs zu Gunsten dieser verschoben. Dies

fuhrt konsequenterweise zu einer geringeren Signalstarke, die mit der Oozytenreifung

korreliert.
(A) Stadium | 11 WM IV V VI E (B) stadium | 5 wm v v vI E
1ko— @ o— W m e

XHMGN1 a XHMGN2 b

Abb.21: Northern Blot mit jeweils 10 uyg Gesamt-RNA pro Spur. Hybridisiert wurde der Blot mit
Digoxigenin-markierter Antisense-HMGN1-RNA (A) bzw. Antisense-HMGN2-RNA (B). Das jeweilige
Bild darunter zeigt die 18s-RNA des korrespondierenden ethidiumbromidgefarbten Agarosegels als
Beladungskontrolle. Die jeweiligen Oozytenstadien sind Uber der Spur benannt. Spur E enthalt RNA
aus maturierten Oozyten. Der Northern Blot zeigt, dass XHMGN1 mRNA und XHMGN2 mRNA
wahrend der gesamten Oogenese und in Eiern nachweisbar sind.

4.3.1.3 Analyse der XHMGN-Expression auf Proteinebene im Western Blot

Zum Nachweis der XHMGN1 bzw. XHMGN2 Proteine wahrend der Oogenese wurde eine
Westernblot-Analyse durchgefuhrt. Die Oozyten wurden, wie unter 4.3.1.1. beschrieben,
defollikoliert und die einzelnen Oozytenstadien gesammelt. HMG-Proteine lassen sich durch
Extraktion mit 5% Perchlorsdure (PCA) anreichern. Fir die PCA-Extraktion der HMGN-
Proteine wurden 80 Oozyten Stadium | und I, jeweils 30 Oozyten Stadium lll, IV, V und VI
sowie 30 maturierte Oozyten (siehe 4.3.1.1) verwendet. Die Oozyten wurden dann direkt in

5%igem PCA homogenisiert und die in 5% PCA léslichen Proteine aufgereinigt. Die so
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gewonnenen PCA-I6slichen Oozytenproteine wurden in SDS-Probenpuffer geldst, in einem
SDS-Acrylamidgel (15%) gelelektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend auf einen
Nitrozellulosefilter transferiert. Die Nitrozellulosemembran wurde mit Xenopus-spezifischen
XHMGN1 S120 (Abb. 22A) bzw. XHMGN2 S388 (Abb. 22B) Antikorper (Verdiinnung von
1:2000) inkubiert.

Wie in Abbildung 22 deutlich zu sehen ist, sind die Proteine XHMGN1 bzw. XHMGNZ2 in allen
Oozytenstadien nachweisbar. Maturierte Oozyten enthalten dagegen keine detektierbaren
Mengen an XHMGN1 und XHMGNZ2 Proteinen. Dies lasst darauf schlieRen, dass XHMGN

Proteine wahrend der Eireifung abgebaut und nicht mehr synthetisiert werden.

(A) I mav v Vi E K
= e XHMGN1
9 -GST
I
%
E - - g SEND, SV XHMGN1
(19kD)
(B) I m IV v Vi E K
o XHMGN2
0] -GST
=
I
%
|- . XHMGN2
(17kD)

Abb.22: Western Blot Analyse von PCA-lI6slichen Proteinen aus verschiedenen Oozytenstadien. Die
PCA-l6slichen Proteine wurden im SDS-Acrylamidgel (15%) gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membran wurde dann zunachst mit einem gegen
XHMGN1 gerichteten (A), und nach entfernen des gebundenen Antikérpers (Strippen) mit einem
gegen XHMGN2 gerichteten Antikdrper (B) inkubiert. Die Verdinnung der Antikérper betrug 1:2000.
Die verschiedenen Oozytenstadien sind jeweils Uber der Spur angegeben. Es wurden PCA-lGsliche
Proteine aus 80 Oozyten von Stadium | und Il und jeweils 30 Oozyten von Stadium Ill, IV, V und VI
aufgetragen. Spur E enthalt die PCA-l6slichen Proteine aus 30 Progesteron-behandelten, maturierten
Oozyten. In Spur K wurden zur Kontrolle der Antikdrperreaktion 100 ng GST-XHMGN1 Protein bzw.
250 ng GST-XHMGNZ2 Protein aufgetragen.

4.3.1.4 Subzellulare Verteilung von HMGN1 und HMGNZ2 Proteinen in Xenopus-
Oozyten

Um die Verteilung von HMGN1 und HMGN2 Proteinen analysieren zu kénnen, wurde eine
Westernblot-Analyse an fraktionierten Oozyten durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellkerne von
30 Oozyten im Stadium V und VI manuell vom Zytoplasma getrennt und die in 5% PCA
I6slichen Proteine der Oozytenkerne und der Zytoplasma-Aquivalente gelelektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Die Membran wurde
nacheinander mit gerichteten Antikérpern gegen XHMGN1 (Verdlinnung von 1:2000), anti-
XHMGN2 (Verdinnung von 1:2000) und mit gegen Nukleoplasmin gerichteten Antikdrpern

-90 -



Ergebnisse

analysiert. Nukleoplasmin ist ein in Oozytenkernen angereichertes saures Kernprotein

(Moreau et al., 1986) und dient hier als Kontrolle der Kern-Zytoplasma-Trennung.

Gesamt Zellkern Zytoplasma

1 2 3

a— ‘.XHMGN'I

g === XHMGN2

e Nukleoplasmin

Abb.23: Western Blot Analyse von PCA-IGslichen Proteinen aus 30 defollikulierten Oozyten (Stadium
V bzw. VI, Spur 1), 30 manuell isolierte Zellkerne (Spur 2) und 30 Zytoplasma-Aquivalente (Spur 3).
Die PCA-l6slichen Proteine wurden im SDS-Acrylamidgel (15%) gelelektrophoretisch aufgetrennt und
auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membran wurde dann nacheinander mit anti-
XHMGN1, anti-XHMGN2 und anti-Nukleoplasmin inkubiert. Im Zellkern ist weder XHMGN1 noch
XHMGN2 detektierbar. Die ausschlieBliche Anwesenheit von Nukleoplasmin im Zellkern zeigt, dass
die manuell isolierten Zellkerne intakt blieben.

Wie in Abb. 23 zu sehen ist, findet man XHMGN1 und XHMGN2 nur im Zytoplasma und
nicht in den Zellkernen. Das Kernprotein Nukleoplasmin war dagegen in den Kernen
nachweisbar und zeigte, dass das zytoplasmatische Vorkommen der XHMGN Proteine nicht
durch Verunreinigung von Kernproteinen verursacht wurde. Um zu zeigen, ob nicht doch
geringe Mengen der XHMGN Proteine im Zellkern lokalisieren und an den Chromosomen
assoziiert vorliegen, wurde eine wesentlich empfindlichere Immunfluoreszenzanalyse an

gespreiteten Lampenburstenchromosomen (LBC) durchgefuhrt.

+HMGN1-5IAF

Abb.24: Immunfluoreszenz Analyse von Xenopus Lampenbirstenchromosomen (LBC). Die Immun-
fluoreszenz mit anti-XHMGN1 ist in a gezeigt, die entsprechende Hoechst-Farbung in a” und das
entsprechende Phasenkontrastbild in a”". 5ng des fluoreszenz-markierten rekombinanten
menschlichen HMGN1 Proteins (HMGN1-88c-51AF) wurden in den Zellkern von Oozyten injiziert. Zwei
Stunden nach der Injektion wurden die Kerne isoliert, die Lampenbirstenchromosome prapariert und
unter einem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Wahrend in der Immunfluoreszenz kein HMGN1
Protein nachweisbar ist (a), kann injiziertes fluoreszenz-markierte HMGN1 Protein an LBC binden und
nachgewiesen werden (b).
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Mit dieser Methode konnten jedoch ebenfalls keine XHMGN Proteine an
Lampenbirstenchromosomen detektiert werden (Abb. 24a). Wie gezeigt wurde, sind HMGN
Proteine dynamisch und nur transient mit dem Chromatin assoziiert (Phair und Misteli 2000).
Um deshalb auszuschliel3en, dass HMGN Proteine im Verlauf der LBC-Praparation verloren
gegangen sind, wurden Oozyten mit je 5ng eines fluoreszenzmarkierten rekombinanten
HMGN1 Proteins (HMGN1-88c-5IAF) in den Kern injiziert. 2 Stunden nach der Injektion
wurden die LBC prapariert und am Fluoreszenzmikroskop analysiert. Wie die LBC
Fluoreszenz in Abbildung 24b zeigt, binden die injizierten Proteine an die Chromosomen.
Dieses Experiment zeigt aber auch, dass LBC gebundene HMGN Proteine auch nach einer
LBC-Spreitung am Chromatin nachweisbar sind und nicht verloren gehen. Somit bestatigt die
negative Immunfluoreszenz in Abbildung 24a das Fehlen der HMGN Proteine im
Oozytenkern. Bemerkenswert ist, dass die Bindung exogener HMGN Proteine die Struktur
der LBC nicht beeinflusst. Dies ist aber nur bei einer Injektion von bis zu 5 ng HMGN2 in die
Oozyten der Fall. Hohere Konzentrationen konnen sehr wohl die Struktur der LBC
beeinflussen. Nach einer Praparation der LBC aus Xenopus wurden die LBC mit 2ug
HMGN2 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und eine HMGN-abhangige Retrahierung der
Schleifen konnte beobachtet werden (Abb. 25). Die stark erhdhte HMGN Menge flhrte in
diesem Fall also nicht zu einem Offnen des Chromatins, sondern sogar zum gegenteiligen
Effekt, also einer Kondensierung des Chromatins. Eine extreme Erhéhung der HMGN
Proteinmenge verandert somit die Zusammensetzung des gesamten Chromatins so, dass es

zu einer globalen Umstrukturierung des Chromatins kommen kann.

+2 ug HMGN2 (15°)

Abb.25: Phasenkontrastbilder von Xenopus Lampenbirstenchromosomen (LBC). Gezeigt werden
LBC nach Praparation aus unbehandelten Oozyten (WT; a, b). Die LBC wurden in Spreitungspuffer
ohne Formaldehyd inkubiert und nach der Dokumentation wurden 2 uyg HMGN2 Protein zum Puffer
hinzugefugt und fir 15 min inkubiert. Danach wurde das gleiche Chromosom erneut dokumentiert.
Eine HMGN-abhéangige Retrahierung der LBC-Schleifen ist zu erkennen (b"). Die stark erhdhte HMGN
Menge flihrte in diesem Fall also nicht zu einem Offnen des Chromatins, sondern sogar zum
gegenteiligen Effekt, also einer Kondensierung des Chromatins. Bei einem gleichermalien inkubierten
Praparat onne HMGN-Zugabe blieben die LBC unverandert (a, a’). Eichstrich: 20 ym.
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4.3.2 Expression von HMGN1 und HMGN2 wahrend der fruhen
Embryonalentwicklung von Xenopus laevis

Die Ergebnisse, dass in Oozyten HMGN Proteine nur im Zytoplasma vorkommen und in
maturierten Oozyten ganzlich fehlen, zeigen, dass HMGN Proteine nicht maternal
gespeichert werden. Maternale HMGN Proteine koénnen daher nicht am Aufbau des
Chromatins im frihen Embryo beteiligt sein. Um zu analysieren welche Rolle das zygotische
HMGN in der frilhen Embryonalentwicklung spielt, wurde das Expressionsmuster von

XHMGN1T und XHMGN?Z in frihen Embryonen von Xenopus laevis naher untersucht.

4.3.2.1 Analyse der XHMGN-Expression auf mRNA-Ebene durch RT-PCR
Um einen ersten Uberblick (ber die Expression von XHMGN1 und XHMGN?2 in friihen

Embryonalstadien von Xenopus laevis zu erhalten, wurde eine RT-PCR-Analyse
durchgefiihrt. Dazu wurden Embryonen verschiedener Entwicklungsstadien gesammelt und
nach Nieuwkoop und Faber (1975) bestimmt: unbefruchtetes Ei, 1-Zell-Stadium (NF1), 8-
Zell-Stadium (NF4), frihe Blastula (NF6,5), spate Blastula (NF8), Gastrula (NF11) und
Neurula (NF17). Aus je 2 Embryonen dieser Entwicklungsstadien wurde mittels der TriFast-
Methode die RNA isoliert und ihre Menge photometrisch bestimmt. Fir die Reverse
Transkription wurde jeweils 1 ug Gesamt-RNA eingesetzt. Anschlielend wurde wieder eine
PCR mit Primerpaaren fur XHMGN1 und XHMGNZ2 durchgefiihrt (PCR-Bedingungen siehe
Anhang). Als Kontrolle fur die Reversen Transkription wurde die Expression von Histon H3

Uberprift.

8 11 17 NF

HMGN1

E 1 4 65

HMGN2

Histon H3

Abb.26: RT-PCR Analyse verschiedener Embryonalstadienstadien: Unbefruchtetes Ei (E), 1-Zell-
Stadium (NF1), 8-Zell-Stadium (NF4), friihe Blastula (NF6,5), spate Blastula (NF8), Gastrula (NF11),
Neurula (NF17). Es wurden mittels einer PCR die XHMGN1-, XHMGNZ2-Gene und als Kontrolle der
Reversen Transkription die Expression von Histon H3 untersucht. Sowohl XHMGN1 mRNA wie auch
XHMGNZ2 mRNA kommen in allen Stadien vor.

Sowohl XHMGN1 mRNA wie auch XHMGNZ2 mRNA konnten in Eiern und allen
Embryonalstadien gefunden werden (Abb. 26). Da die RT-PCR eine sehr sensitive Methode
ist, kbnnten XHMGN1- und XHMGN2-mRNAs auch nur in sehr geringen Mengen vorhanden
sein. Auszuschlief3en ist eine Kontamination durch genomische DNA, da durch die Introns
ein wesentlich groReres Fragment mit dem eingesetzten Primerpaar amplifiziert worden

ware, als das tatsachlich amplifizierte Fragment aus der mRNA als Matrize.
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4.3.2.2 Analyse der XHMGN-Expression auf mRNA-Ebene im Northern Blot
Um quantitative Aussagen Uber die Expression von XHMGN1- bzw. XHMGN2-mRNAs im

Verlauf der frGhen embryonalen Entwicklung machen zu kénnen wurden Northern Blot
Analysen durchgefuhrt. Dazu wurden verschiedene Embryonalstadien (2-Zell-Stadium, 4-
Zell-Stadium, 16-Zell-Stadium, frihe Blastula (NF 6,5), Blastula (NF 8), Gastrula (NF 11),
Neurula (NF 19) und Embryos (NF25/26) nach Nieuwkoop und Faber (1975) bestimmt und
gesammelt. Die Gesamt-RNA von je 5 Embryonen wurde dann mittels der TriFast-Methode
isoliert, im DNA-Agarosegel gelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran
transferiert. Anschliefend wurde die Nylonmemembran mit einer Xenopus-spezifischen
Antisense XHMGN1 bzw. XHMGN2 RNA-Sonde, die Digoxigenin markiert war, iber Nacht
bei 55°C hybridisiert. Detektiert wurde der Blot mit einer alkalischen Phosphatase und dem
Substrat NBT/BCIP. Sowohl XHMGN-mRNA als auch XHMGN2-mRNA konnten erst ab dem
Blastulastadium detektiert werden, das heildt die Transkripte sind tatsachlich erst ab diesem

Zeitpunkt in gréfkeren Mengen vorhanden (Abb. 27A, B).

(A)

(B)

I TT1IET.

_— . HMGN2

Abb.27: Northern Blot zur Analyse der XHMGN-Expression wahrend der frihen embryonalen
Entwicklung von Xenopus laevis. Hybridisiert wurde der Blot mit einer Digoxigenin-markierten
Antisense-XHMGN1-RNA-Sonde (A) bzw. Antisense-XHMGN2-RNA-Sonde (B). In jeder Spur wurde
RNA aus 5 Embryonen wie folgt aufgetragen: 2-Zell-Stadium, 4-Zell-Stadium, 16-Zell-Stadium, frihe
Blastula (NF 6,5), Blastula (NF 8), Gastrula (NF 11), Neurula (NF 19) und Embryos (NF25/26). Als
Beladungskontrolle dient die 18s ribosomale RNA des ethidiumbromidgefarbten Agarosegels. Beide
HMGN Transkripte kdnnen erst ab dem Blastulastadium in gréReren Mengen detektiert werden.

4.3.2.3 Expressionsanalyse der XHMGN Proteine wahrend der frihen
Embryogenese

Mit Hilfe der unter 4.2. beschriebenen Antikérper wurde die Expression der XHMGN Proteine
wahrend der frihen Embryogenese untersucht. Dazu wurden sowohl Western-Blot-Analysen
embryonaler Proteine als auch immunhistochemische Analysen an Paraffinschnitten
durchgefihrt.

-94 -



Ergebnisse

4.3.2.3.1 Analyse der XHMGN-Expression im Western Blot

Zur Analyse der XHMGN Proteine wurden je 15 Embryonen verschiedener Entwicklungs-
stadien gesammelt und mit 5% PCA extrahiert. Analysiert wurden die PCA |8slichen Proteine
der Embryonalstadien NF1, 4, 5, 6.5, 7.5, 8, 9, 10, 12, 17 und 22 (bestimmt nach Nieuwkoop
und Faber, 1975). Die PCA lbslichen Proteine wurden gefallt, in SDS-Probenpuffer
aufgenommen und in einem 15%igen SDS-Acrylamidgel gelelektrophoretisch aufgetrennt.
Die gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert und der Transfer mit Ponceau S Uberprift. Die Nitrozellulosemembran wurde
dann nacheinander mit anti-XHMGN1 (S120), anti-XHMGN2 (S388) und als Kontrolle mit
anti-Histon H1A inkubiert. Gebundene Antikérper wurden mit Peroxidase gekoppelten

sekundaren Antikérpern und ECL detektiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 28 gezeigt.

1456575 8 9 10 12 17 22 NF

— — — — (a)

anti-XHMGN1
- e (b)

anti-XHMGN2
e —— ©

anti-H1A

(d)

Ponceau S

Abb.28: XHMGN-Expressionsanalyse im Western Blot. PCA-l6sliche Proteine aus je 15 Embryonen
wurden im  SDS-Acrylamidgel (15%) gelelektrophoretisch  aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Die gleiche Membran wurde nacheinander nach
zwischenzeitlichem ,Strippen® mit einem gegen Xenopus XHMGN1 (a), XHMGN2 (b) und Histon H1A
gerichteten Antikdrper inkubiert. Analysiert wurden PCA-l6sliche Proteine der Embryonenstadien NF1,
4, 5, 65, 75, 8 9, 10, 12, 17 und 22. Als Beladungskontrolle ist die Ponceau S gefarbte
Nitrozellulosemembran gezeigt (d). Die Proteinbanden bei 33 kD (Pfeil) reprasentieren Nukleoplasmin
(Hock et al. 1993). Die unteren Banden bei ca. 13 kD reprasentieren sehr wahrscheinlich PCA
extrahierte nukleosomalen Histone (Kleinschmidt et al. 1983).
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XHMGN Proteine waren erst ab dem Blastulastadium (NF7,5) nachweisbar (Abb. 28) und ihr
Erscheinen korreliert mit der Transkriptionsaktivierung des embryonalen Genoms wahrend
der Midblastula Transition. Ein ahnliches Expressionsmuster wurde flr die somatische
Histon H1A-Variante beschrieben (Dimitrov et al., 1993; Hock et al., 1993; Dworkin-Rast| et
al., 1994). In Ubereinstimmung mit diesen Studien wurde in der Kontrolle Histon H1A erst
nach der Blastula detektiert (Abb. 28). Die Ponceau S Farbung der Nitrozellulose (Abb. 28)

zeigte die gleichmalige Beladung des Gels mit PCA l6slichen embryonalen Proteinen.

4.3.2.4 Gewebsspezifische Expression von XHMGN1 und XHMGN2

Die Northernblot-Experimente (4.3.2.2.) legen nahe, dass die XHMGN-Expression stadien-
spezifisch reguliert wird. Als nachstes stellt sich die Frage, ob neben dieser
stadienspezifischen Expression auch eine gewebsspezifische Expression von XHMGN1 und
XHMGNZ2 erfolgt. Dies wurde mittels Immunfluoreszenz Mikroskopie an Paraffinschnitten,
Whole-mount in situ-Hybridisierungen und der RT-PCR-Methode mit verschiedenen

Gewebeproben untersucht.

4.3.2.4.1 Immunfluoreszenz Mikroskopie an Paraffinschnitten

Als erste Methode zur Uberpriifung der méglichen gewebsspezifischen Verteilung von
XHMGN wurde eine Immunfluoreszenz Mikroskopie an Paraffinschnitten durchgefihrt, um
XHMGN Proteine in verschiedenen Keimblattern zu lokalisieren.

Zur Paraffineinbettung wurden den Embryonen die Vitellinmembran entfernt und mindestens
3 Stunden in Carnoy (75% Methanol und 25% Essigsaure) bei Raumtemperatur fixiert.
Danach wurden sie 2 h in 100% Ethanol bei Raumtemperatur dehydriert, 1 Stunde bei 40 °C
mit tertidren Butanol behandelt und anschlieend tber Nacht in Paraffin bei 60 °C inkubiert.
Nach dem Einbetten der Embryonen in Paraffinblocke, wurde von den Praparaten 7 ym
dicke Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden auf Objekttrager Uberfuhrt und getrocknet.
Die getrockneten Schnitte wurden Uber eine Rotihistol-/Alkoholreihe deparaffiniert, rehydriert
und mit einer Antigen ,Unmasking“ Losung behandelt. Nun wurden die Paraffinschnitte mit
Serum S388 (XHMGNZ2; Verdinnung 1:150) tber Nacht inkubiert, anschlielend gewaschen
und die gebundenen Antikdrper mit einem Texas-Red-gekoppelten sekundaren Antikdrper
detektiert. Die Praparate wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert und die
Immunfluoreszenzen mit einer digitalen Kamera aufgenommen (Zeiss Axiophot ausgestattet

mit PixelFly).
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Abb.29: Immunfluoreszenz Mikroskopie an Paraffinschnitten von Xenopus Embryonen im
Blastulastadium mit einem spezifischen XHMGN2 Antikérper (S388; a, b). In allen Zellkernen des
Gastrulastadiums ist XHMGNZ2 detektierbar (a: Ektoderm, Mesoderm; b: Entoderm). Blastocoel (bc);
Animaler Bereich (an). Eichstrich: 20um (a); 60pm (b).

Die immunhistochemische Analyse bestatigte die Ergebnisse der Westernblotanalyse. Eine
positive Immunfluoreszenz konnte nur in Embryonen ab dem Blastulastadium gefunden
werden. Exemplarisch ist eine Immunfluoreszenz mit anti-XHMGN2 bei Gastrulambryonen in
Abb. 29 gezeigt. Eine gewebsspezifische Verteilung von XHMGN kann man nicht erkennen,
da ab der Gastrula eine Fluoreszenz in allen Kernen der verschiedenen Keimblatter zu
finden war (Abb. 29a, b). Mit dieser Methode kann man Uber die Mengen an HMGN

Proteinen in den verschiedenen Keimblattern keine Aussage treffen.

4.3.2.4.2 Analyse der XHMGN-Expression durch Whole-mount in situ-
Hybridisierung
Eine aussagekraftige Methode, um eine gewebsspezifische XHMGN-Expression im
Xenopus-Embryo zu untersuchen, ist die Whole-mount in situ-Hybridisierung. Die Whole-
mount in situ-Hybridisierung von Embryonen wurde nach einer modifizierten Methode von
Harland (1991) mit einer Digoxigenin-markierten XHMGN1 bzw. XHMGN2-RNA-Sonde
durchgefiihrt. Die Formaldehyd-fixierte Embryonen wurden zunachst 2 Stunden bei 55°C
prahybridisiert. Die Hybridisierung mit 100 ng Digoxigenin-markierter Sonde pro Embryo
erfolgte Uber Nacht bei 55°C. Nach dem Waschen der Embryonen wurde die Sonde mit
einem alkalisch-Phosphatase-gekoppelten Antikérper (Verdinnung: 1:5000) detektiert. Die
gebundenen Antikorper wurden dann mit NBT/BCIP nachgewiesen. Nach der Detektion
wurden die Embryonen in BA/BB (Benzylalkohol/Benzylbenzoat 2:1) aufgehellt und im
Durchlicht unter einem Binokular fotografiert (Abb. 30a, b) oder direkt im Auflicht (Abb.30c-d)

aufgenommen. Die Aufnahmen wurden mit einer Digitalkamera (Pixera) aufgenommen.
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Abb.30: Whole-mount in situ-Hybridisierung mit einer XHMGN1-Antisense-RNA-Sonde (a, b, ¢, d)
bzw. XHMGN2-Antisense-RNA-Sonde (e, f). Es sind Embryonen im Neurula Stadium (NF13; a, c, €)
bzw. im Schwanzknospenstadium (b, d, f) gezeigt. Zu sehen sind Hellfeldaufnahmen von BA/BB-
behandelten Embryonen (a, b) und Aufsichtaufnahmen von BA/BB-unbehandelten Embryonen (c-f).
XHMGN1 und XHMGN2 werden in allen Geweben exprimiert, aber eine besonders erhohte
Expression ist in mesodermalen und neuroektodermalen Regionen zu finden. Abkirzungen: ncr,
neural crest; s, Somiten; cg, Haftdriise; ant, anterior; post, posterior. Eichstrich: 0,5 mm (a); 1,3 mm

(b).

Die Whole-mount in situ-Hybridisierungen ergaben, dass XHMGN1- und XHMGNZ2-Gene in
allen Geweben von Post-Blastula Embryonen exprimiert werden. (Abb. 30a, b). Die starkere
Farbreaktion in Somiten und im Kopfbereich (Abb. 30c-f) deutet eine erhéhte Expression in
mesodermalen und neuroektodermalen Regionen an. Im Kopfbereich zeigte sich vor allem in
der Ohrplakode, den Augen und im Gehirn eine starke Farbreaktion. Dies flhrt zu der

Schlussfolgerung, dass XHMGN1 bzw. XHMGNZ2 gewebsspezifisch exprimiert werden.

4.3.2.5 Analyse der gewebsspezifischen Expression mittels RT-PCR

Um die Ergebnisse aus der Whole-mount in situ-Hybridisierung zu Uberprifen, wurden
verschiedene Gewebeproben aus Embryonen (NF 25 / 26) herausprapariert. Wie aus der
Skizze in Abbildung 31 zu entnehmen ist, wurden Gewebeproben von der Haut (Ektoderm),
vom Gehirn bzw. Kopf (Neuroektoderm), von Somiten (Mesoderm) und vom Bauch
(Entoderm) entnommen. Aus diesen Gewebsproben wurde die RNA isoliert, eine Reverse
Transkription durchgefihrt und anschliefend mittels PCR die Expression der XHMGN-Gene
untersucht. Die Reinheit der Gewebeproben wurde mit der Expression spezifischer
Markergene kontrolliert. Als Markergen fur Kopf/Gehirn diente das pan-neurale exprimierte

Gen NRP1, fur Mesoderm diente der Mesoderm-spezifisch exprimierte Transkriptionsfaktor
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XMyoD. Die Expression von EF1-a als ubiquitéar exprimiertes Gen diente zur Kontrolle der

Reversen Transkription.

Abb.31: RT-PCR aus verschiedenen Gewebsproben von Embryonen (NF 25 / 26). Wie aus der
Skizze zu sehen ist, wurden Gewebsproben von der Haut (Ektoderm), vom Gehirn bzw. Kopf
(Neuroektoderm), von Somiten (Mesoderm) und vom Bauch (Endoderm) enthommen. Die RNA wurde
aus den Geweben isoliert und mittels einer RT-PCR wurde die Expression von HMGN1 (1. Reihe) und
HMGN2 (2. Reihe) analysiert. Die Expression des pan-neuralen Markers NRP1 (3. Reihe) und dem
mesodermalen Marker XmyoD (4.Reihe) wurde benutzt, um nachzuweisen, dass die Gewebsstuicke
auch ihrem Ursprung entsprechen. Als Kontrolle wurde der konstant exprimierte Translations
Elongations Faktor EF1-a (5. Reihe) ausgewahlt.

Der pan-neurale Marker NRP1 ist nur in der Gewebeprobe Gehirn / Kopf zu finden. Auch der
mesodermale Marker XmyoD zeigt die starkste Bande in den Somiten. Dies bestatigt, die
gelungene Anreicherung dieser Gewebe. Auffallig war die erhdhte Expression von XHMGN1
und XHMGNZ2 in den Regionen Mesoderm (Somiten) und Neuroektoderm (Gehirn, Kopf) im
Vergleich zu Ektoderm (Haut) und Entoderm (Bauch) (Abb. 31). Damit wurde die durch
Whole-mount in situ-Hybridisierungen gefundene gewebsspezifische Expression der
XHMGN-Gene bestatigt.

4.4 Manipulation der HMGN-Proteinmengen wéahrend der frihen
Embryonalentwicklung
Die oben beschriebenen Ergebnisse zeigten, dass die Expression der XHMGN-Gene
wahrend der Embryonalentwicklung von Xenopus laevis reguliert wird. Dies deutet an, dass
XHMGN Proteine eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung von Xenopus laevis
spielen kénnen. Um dies zu Uberprifen, wurden die HMGN Proteinmengen in Xenopus
Embryonen manipuliert und die Konsequenzen fir die Embryonalentwicklung untersucht.
Dazu wurden Zygoten von Xenopus laevis entweder mit rekombinanten HMGN Proteinen
(Uberexpression) oder mit Morpholino-Antisense-Oligonukleotiden (knock-down) mikro-

injiziert und deren Entwicklung mit der Normalentwicklung verglichen.
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4.4.1 Injektion rekombinanter Proteine

Um zunachst zu uberprifen, ob eine regulierte XHMGN Proteinmenge eine Voraussetzung
fur eine korrekte Entwicklung bei Xenopus laevis ist, wurde rekombinantes HMGN1 und
HMGN2 Protein in verschiedenen Konzentrationen in die Zygoten injiziert. Fir die Versuche
standen hochreine rekombinante menschliche HMGN Proteine (hnHMGN) zur Verfugung. Wie
schon in der Einleitung beschrieben, sind HMGN Proteine hoch konserviert. Alle
funktionellen Domanen, das zweigeteilte Kernlokalisationssignal, die nukleosomale
Bindungsdomane und die Chromatin Aktivierungsdomane sind in allen Spezies nahezu
identisch (siehe Abb. 16). Zudem haben andere Arbeiten gezeigt, dass alle bendtigten
Faktoren fiir einen Zellkernimport von menschlichem HMGN Proteinen im Xenopus Eiextrakt
vorhanden sind und dass das menschliche rekombinate HMGN1 und HMGN2 Protein an
Chromatin im Eiextrakt binden kann (Trieschmann et al., 1995a; Hock et al., 1998b). Deshalb
kann davon ausgegangen werden, dass die menschlichen Proteine auch in Xenopus
funktionell sind.

Als Kontrolle wurde zusatzlich ein punktmutiertes Protein verwendet, bei dem zwei fir die
Chromatinbindung wichtige Serine durch Glutaminsaure ersetzt wurden (HMGN1S20,24E).
Durch diese Punktmutationen ist die HMGN1S20,24E-Variante nicht mehr funktionell, da die
Bindung an die Nukleosomen unterbleibt (Prymakowska-Bosak et al., 2001). Die gereinigten
Proteine wurden von M. Bustin zur Verfigung gestellt. Die Reinheit der verwendeten
Proteine wurde zunachst in einem SDS Polyacrylamidgel (15%), welches Coomassie gefarbt
wurde, Uberprift (Abb. 32).
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Abb.32: Coomassie-gefarbtes SDS Acrylamidgel (15%). Es wurde je 1 pg der jeweiligen
rekombinaten Proteine aufgetragen. Gezeigt wird die Reinheit der Proteine HMGN1, HMGN2 und
HMGN1S20, 24E. Die Molekulargewichte des Molekulargewichtsmarkers (MBI) sind links angegeben.

4.4.2 Stabilitat der injizierten Proteine im Embryo

Als nachstes wurde Uberprift, ob die in die Zygote injizierten Proteine auch in spateren
Embryonalsstadien fir eine erhéhte HMGN Menge sorgen kénnen, oder ob diese im Verlauf
der Entwicklung degradiert werden. Dazu wurden die Proteine von je 30 Gastrulae, die

jeweils entweder mit 3 ng rekombinantem menschlichem HMGN oder mit PBS injiziert
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waren, mit 5% PCA extrahiert. Die PCA-l6slichen Proteine wurden mittels SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt und im Westernblot analysiert. Zum gleichzeitigen Nachweis
des injizierten humanen Proteins und der endogenen XHMGN Proteine wurde ein Antikérper
verwendet, der gegen die konservierte nukleosomale Bindungsdomane gerichtet ist und so
beide Proteine erkennen kann. HMGN1 wird von diesem Antikorper allerdings schwacher
erkannt (Hock et al., 1998). Als Kontrolle fiir die Beladung des Gels wurde zusatzlich Histon
H1A detektiert. o

,gbé:"(oé
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Abb.33: Western Blot Analyse zur Untersuchung der HMGN2 Menge in HMGN2-injizierten
Embryonen. Nach Injektion von 3 ng menschlichem HMGN2 oder 25 nl PBS (WT) wurde aus je 30
Gastrulae (NF12) die PCA-Igslichen Proteine im SDS-Acrylamidgel (15%) gelelektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membran wurde dann mit einem
Antikdrper inkubiert der gegen die konservierte nukleosomale Bindungsstelle gerichtet war. Dieser
Antikdrper erkennt sowohl das endogene HMGNZ2, als auch die injizierte rekombinate menschliche
Variante. Die Detektion von Histon H1A diente als Beladungskontrolle. Injektion von 3 ng
menschlichem HMGNZ2 erh6ht die HMGN2 Menge noch in der Gastrula.

Wie der Westernblot in Abbildung 33 zeigt, resultierte die Injektion von je 3ng HMGNZ2 in die
Zygote von Xenopus laevis noch in der Gastrula in einer deutlich erhéhten Proteinmenge im
Vergleich zu unbehandelten Embryonen (Wildtyp). Dieses Ergebnis zeigt auch, dass ein
Grolteil des injizierten Proteins zunachst bis zur Gastrula stabil bleibt und nicht degradiert

wird.

4.4.3 Analyse der Phanotypen vor der Midblastula Transition nach Injektion
von rekombinantem HMGN Protein

Wie unter 4.4.2 beschrieben, erhoht die Injektion von 3 ng hHMGN2 die HMGN
Proteinmenge auch in spateren Entwicklungsstadien deutlich. Die Konsequenz einer
derartigen  Veranderung fir die Embryonalentwicklung wurde zunachst mit
Zeitrafferaufnahmen verfolgt und einzelne Entwicklungsstadien dokumentiert (Abb. 34). Bis
zur Blastula konnten keine Veranderungen im Zeitablauf der Furchungen beobachtet
werden. Sowohl die HMGN2-injizierten Embryonen (+HMGNZ2), als auch die mit Puffer (PBS)
injizierten Embryonen (+Puffer) entwickelten sich synchron (Abb. 34). Das gleiche gilt, hier
nicht gezeigt, auch fir HMGN1-injizierte Embryonen (+HMGN1)
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Abb.34: Exemplarische Aufnahmen von Furchungsstadien (a, b; NF6) und spate Blastulastadien (a’,
b"; NF9). Kontrolle nach Injektion von 25 nl PBS (a, a’) und parallel entwickelte Embryonen nach
Injektion von 3 ng HMGN2 (b, b"). Eichstrich: 0,6 mm.

4.4.4 Konzequenzen der HMGN-Injektion fur die Embryonalentwicklung nach
der Midblastula Transition

Wie die Zeitrafferanalysen spaterer Embryonen zeigten, verursachte die HMGN Injektion
Missbildungen in einem signifikanten Ausmalfd (Tabelle 4.1). Defekte in der Entwicklung
HMGN:-injizierter Embryonen waren ab dem spaten Gastrulastadium (NF13) zu beobachten.
Sowohl die Injektion von HMGN1 als auch HMGN2 Protein flhrten gleichermallen zu
Missbildungen der Embryonen (Tabelle 4.1). In den folgenden Abschnitten ist eine Analyse

dieser Missbildungen beschrieben.

4.4.4.1 Analyse der Phanotypen nach Injektion von rekombinantem HMGN
Protein

HMGN-injizierte Embryonen, die das Stadium NF 30 erreichten, wiesen deutliche
entwicklungsgestorte Phanotypen auf (Abb. 35). Die meisten Missbildungen beeintrachtigten
die Kopfregion und die Korperachse. Die Korperachse der HMGN2-injizierten Embryonen ist
stark verkuiirzt und gebogen (Abb. 35d"", e”"). In der Kopfregion ist eine gestdrte Entwicklung
der Augen und eine abgeflachte Stirn zu beobachten (Abb. 35e’"). Insgesamt ist der zu
kleine Kopf (Mikrocephalie) HMGNZ2-injizierter Embryonen sehr auffallend, der auf eine
Stérung der Gehirnentwicklung hinweist. Auch ist bei den meisten HMGN2-injizierten
Embryonen ein offener Ricken zu beobachten (,Spina bifida“-Phanotyp), der wahrscheinlich
durch eine unvollkommene SchlieBung des Blastoporus wahrend der Gastrulation

entstanden ist.
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Abb.35: Phanotypen nach Injektion von rekombinanten HMGN2 Proteinen. Gezeigt sind Neurulae
(NF17, a-e), frihe Schwanzknospenstadien (NF22, a’-e’) und Schwanzknospenstadien (NF 33-34,
a’’-e”’) von kontrollinjizierten (25 nl PBS) und HMGN2-injizierten Geschwister-Embryonen.
Charakteristisch fir HMGN2-injizierte Embryonen sind Zellgruppen, die zwischen dem Embryo und
der Vitellinmembran erkennbar sind (siehe Pfeil ¢ und d°). Die mit Puffer Kontroll-injizierten
Embryonen entwickelten sich normal (b-b""). Embryonen nach Injektion von HMGN1S20,24E Protein,
welches keine funktionelle nukleosomale Bindungsdoméane hat, wiesen keine Missbildungen auf (a-
a’’). Das Mall der Missbildungen Kkorrelierte mit der Menge an injizietem HMGN2 Protein
(Proteinmengen sind Uber den Bildern angegeben). Eichstrich: 0,5 mm (a, a’) und 1 mm (a™).

In frihen Neurulastadien HMGN-injizierter Embryonen (NF17) sind Zellen zwischen dem
Embryo und der Vitellinmembran zu erkennen (Abb. 35, Pfeil in ¢” und d’). Diese externen
Zellen sind wahrscheinlich tote Zellen, die entweder apoptotischen oder nekrotischen
Ursprungs sein konnen. Das Ausmald dieser Erscheinung korrelierte mit der Menge an
injiziertem HMGNZ2 Protein (Abb. 35c’, d’, e’). Dieses Phanomen wird in einem folgenden
Abschnitt naher untersucht.

Die Phanotypen der HMGN-injizierten Embryonen sind, wie man der Tabelle 4.1 entnehmen
kann, spezifisch, da Kontroll-Embryonen (Injektion von 25 nl PBS) bzw. unbehandelte
Embryonen eine normale Entwicklung aufwiesen (Abb. 35b-b™"). Die Kontroll-Embryonen
stammten aus ein und derselben in-vitro Befruchtung wie die HMGN-injizierten Embryonen.
Noch deutlicher wurde dies durch Injektion der HMGN1S20,24E Punktmutante, welche keine
funktionelle nukleosomale Bindungsdomane besitzt und auch keine Missbildungen (Tabelle
4.1; Abb. 35a-a”’) verursachte. Da diese Punktmutante nicht an das Chromatin binden kann,
deutet dies darauf hin, dass die Interaktion zwischen HMGN Proteinen und dem Chromatin
verantwortlich ist fir die entstandenen Phanotypen und nicht die Anwesenheit der HMIGN

Proteine per se.
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Interessant ist auch die Beobachtung, dass das Ausmal} der Missbildungen von HMGN2-
injizierten Embryonen mit der Menge an injiziertem Protein korrelierte. Bereits bei einer
Injektion von 30pg kann man Effekte beobachten, wie zum Beispiel die gebogene
Kdrperachse und die externen Zellen (Abb. 35c-c”). Bei einer Erhéhung der Injektionsmenge
(300pg bzw. 3ng HMGNZ2) werden die Missbildungen aber ausgepragter (Abb. 35d-d”" und e-
e’’). Man kann also daraus schliel3en, dass die auftretenden Phanotypen abhangig von der

HMGN Proteinmenge sind.

Injektion Gesamtanzahl der Anzahl der Anzahl der Embryonen | Anzahl der Embryonen

pro Zygote untersuchten Embryonen | Embryonen, die NF 35 | mit Missbildungen ohne Missbildungen
erreichten (NF35) (NF35)

3ng HVMGN1 104 61 61 (100%) 0

3ng 81 69 0 69 (100%)

HMGN1S20,24E

3ng HMGN2 198 164 101 (62%) 63 (38%)

Injektion von 25nl 45 41 2 (5%) 39 (95%)

Puffer (PBS)

Unbehandelt 485 422 21 (5%) 401 (95%)

Tabelle 4.1: Haufigkeit der Phanotypen nach Injektion von HMGN Protein in die Zygote von Xenopus.

4.4.4.2 Histologische Analyse der HMGN-injizierten Embryonen

Um die Phanotypen von HMGN-injizierten Embryonen naher zu charakterisieren, wurden
manipulierte wie auch unbehandelte Embryonen einer histologischen Analyse unterzogen.
Dazu wurden wildtypische und HMGNZ2-injizierte Embryonen wie unter 4.3.2.4.1 beschrieben
in Paraffin eingebettet, Paraffinschnitte angefertigt und nach Deparaffinierung und
Rehydrierung zur besseren ldentifizierung einzelner Organe mit Hoechst angefarbt. Die
mikroskopische Analyse der Paraffinschnitte lieR erkennen, dass nach Injektion von HMGN
Proteinen in die Zygote die neuronale Entwicklung und die Entwicklung der Myotome extrem
gestort waren. Die lose Anordnung der Muskelfasern, wie in Abb. 36b und ¢ gezeigt, deutet
an, dass eine Stérung in der Myotom-Entwicklung bei HMGN2-injizierten Embryonen auftritt.
In den unbehandelten Embryonen dagegen zeigen die Muskelfasern eine korrekte
segmentierte Anordnung (Abb. 36a). In den Paraffinschnitten ebenfalls deutlich zu erkennen
war eine fehlerhafte Augenentwicklung der HMGN2-injizierten Embryonen (Abb. 36e, f).
Nach Injektion von 3 ng HMGN2 ist fast nur noch die Pigmentschicht zu sehen, die Retina ist
so gut wie nicht ausgebildet (Abb. 36f). Insgesamt kann man auch an den Paraffinschnitten

anhand der Myotom-Entwicklung und der Augenentwicklung eine Korrelation zwischen der
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injizierten HMGN2 Proteinmenge und der daraus resultierenden Starke der Missbildungen

erkennen.

3 sy - \ it ? : S :
Abb.36: Paraffinschnitte von HMGNZ2-injizierten Embryonen (Stadium NF42) zeigen eine gestorte
Anordnung der lateralen Muskelfasern (b, ¢) und eine unvollkommene Augenentwicklung (e, f). Die
Embryonen wurden mit 300 pg bzw. 3 ng (wie oben angegeben) rekombinatem HMGN2 Protein
injiziert. Paraffinschnitte von unbehandelten Embryonen (Kontrolle) sind in Bild a und d gezeigt. Die
DNA-Farbung mit Hoechst ist in der oberen Reihe (a-f), die entsprechenden Phasenkontrastbilder sind
in der unteren Reihe (a’-f") gezeigt.

4.4.4.3 Expression eines mesodermalen Markergens (XMyoD) in HMGN-
injizierten Embryonen

Um die Entwicklung des Mesoderms (Muskulatur) in HMGN-injizierten Embryonen naher zu
untersuchen, wurde die Expression des mesodermalen Markergens XMyoD mit Whole
mount in situ-Hybridisierung in HMGN-injizierten Embryonen und Kontrollembryonen
verglichen. Dazu wurde Embryonen, die entweder mit 3 ng HMGN2 oder mit 25 nl PBS als
Kontrolle injiziert wurden, mit Formaldehyd (MEMFA) fixiert und anschlieBend mit einer
Digoxigenin-markierten XmyoD Antisense-RNA-Sonde einer Whole mount in situ-
Hybridisierung unterzogen. Die Formaldehyd-fixierten Embryonen wurden zunachst 2
Stunden bei 55°C prahybridsisiert. Die Hybridisierung mit 100 ng Digoxigenin-markierter
Sonde pro Embryo erfolgte Uber Nacht bei 55°C. Nach dem Waschen der Embryonen wurde
die Sonde mit einem alkalisch-Phosphatase-gekoppelten Antikdrper (Verdinnung: 1:5000)
detektiert. Die gebundenen Antikorper wurden dann mit NBT/BCIP nachgewiesen, und nach
der Detektion mit einer Digitalkamera (Pixera) aufgenommen.

Wie man in Abb. 37 sehen kann, besitzen die Kontrollembryonen segmentierte Myotome, die
eine klare Abgrenzung aufweisen. HMGN2-injizierte Embryonen dagegen besitzen deutlich
weniger Myotome mit einer unsegmentierten, diffusen Anordnung. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen der histologischen Analyse von Paraffinschnitten (4.4.4.2). Das veranderte
Expressionsmuster von XMyoD jedenfalls deutet an, dass HMGN Proteine mit der

Expression Mesoderm-spezifischer Gene interferieren kdnnten.
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Abb.37: Whole-mount in situ-Hybridisierung mit einer Digoxigenin-markierter XMyoD Antisense-RNA-
Sonde in Wildtyp- (a) und in HMGNZ2-injizieten Embryonen (NF35; b). Im Vergleich zu den
Kontrollembryonen ist in den HMGNZ2-injizierten Embryonen ein veréandertes XMyoD-Expressioins-
muster zu erkennen. In den HMGNZ2-injizierten Embryonen sind weniger Myotome und es fehlt eine
klare Segmentierung der Myotome. Eichstrich: 1,3 mm (a).

4.4.4.4 Whole-mount TUNEL-Assay von HMGN-injizierten Embryonen

Wie in 4.4.4.1 beschrieben, wurden externe Zellen zwischen der Vitellinmembran und dem
Embryo ab dem Neurulastadium in HMGNZ2-injizierten Embryonen beobachtet (Abb. 35,
siehe Pfeil c'und d°). Diese Zellen kdnnten sowohl apoptotischen (Grammer et al. 2000) als
auch nekrotischen Ursprungs sein. Um dies zu klaren, wurde ein Whole-mount TUNEL-
Assay mit HMGN-injizierten Embryonen und Kontrollembryonen durchgefuhrt. Mit Hilfe des
Whole-mount TUNEL-Assay lassen sich wahrend der Embryonalentwicklung auftretende
apoptotische Zellen lokalisieren (Hensey und Gautier et al., 1998). Dieser Test beruht auf der
Tatsache, dass in apoptotischen Zellen, im Gegensatz zu intakten Zellen, die DNA
fragmentiert vorliegt. Mit dem Whole-mount TUNEL-Assay werden die 3'-OH-Enden von
DNA-Fragmenten mittels der terminalen Desoxynukleotidyl-Transferase und Digoxigenin-
markiertem dUTP markiert und anschlieBend nachgewiesen.

Formaldehyd-fixierte Embryonen im Stadium NF35 wurden zunachst rehydriert und mit
Proteinase K (10 pg/ml) behandelt, gewaschen und mit 4% Paraformaldehyd refixiert. Nach
erneutem Waschen wurden sie 1 h bei 65°C in Hybridisierungspuffer inkubiert, wieder
gewaschen und schlief3lich 2 h bei 37°C in einer Markierungslosung, welche die terminale
Desoxynukleotidyl-Transferase und Digoxigenin-markiertes dUTP enthielt, inkubiert.
Detektiert wurde mit einem gegen Digoxigenin gerichteten alkalischen Phosphatase-
gekoppelten Antikorper und NBT/BCIP als Substrat. SchlieRlich wurden die Embryonen
erneut Formaldehyd-fixiert und wie unter 4.3.2.4.1 beschrieben in Paraffin eingebettet und 7
pm dicke Paraffinschnitte angefertigt. Die Schnitte wurden auf Objekttrager Uberfihrt und
getrocknet. Die getrockneten Schnitte wurden dann U(ber eine Rotihistol-/Alkoholreihe
deparaffiniert, rehydriert und in Mowiol eingebettet. Schlielllich wurden die Praparate im
Hellfeld am Mikroskop analysiert und mit einer digitalen Kamera aufgenommen (Zeiss

Axiophot ausgestattet mit PixelFly).
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Abb.38: Paraffinschnitte von Embryonen, die dem Whole-mount TUNEL-Assay unterzogen wurden.
Embryonen aus einer in-vitro Befruchtung wurden mit 3 ng HMGNZ2-injiziert (c, d) oder blieben
unbehandelt (a, b). Im Blastulastadium (NF9) sind keine apoptotischen Zellen zu erkennen (a, c¢). Im
Neurulastadium (NF17) treten apoptotische Zellen (siehe Fenster) bei HMGNZ2-injizierten (b) wie auch
unbehandelten Embryonen (d) auf. Es ist kein signifikanter Unterschied in der Verteilung und Anzahl
der apoptotischen Zellen in wildtypischen und HMGN-injizierten Embryonen zu finden.

Der Whole-mount TUNEL-Assay wurde an je 15 Embryonen (HMGN-injizierte und
unbehandelte Embryonen) durchgefiihrt. Sowohl bei den HMGN2-injizierten wie auch bei
den unbehandelten Embryonen wurden keine apoptotischen Zellen im Stadium NF 9
(Blastula) entdeckt (Abb. 38a, c). Im Stadium NF17 (Neurula) dagegen konnten apoptotische
Zellen im mesodermalen Bereich bei HMGNZ2-injizierten wie auch bei unbehandelten
Embryonen detektiert werden (Abb. 38b, d). Insgesamt konnte aber kein signifikanter
Unterschied in der Verteilung und Anzahl der apoptotischen Zellen in HMGN-injizierten und
Kontrollembryonen festgestellt werden.

Um ausschlieRen zu kénnen, dass eine HMGN-Uberexpression Apoptose verursacht, wurde
ein HMGN2-EGFP Fusionsprotein in Xenopus A6-Zellen Uberexprimiert. Anschliel’end
wurde ein TUNEL-Assay an diesen Zellen durchgefuhrt. Der TUNEL-Assay mit Zellen
funktioniert ahnlich wie der Whole mount TUNEL-Assay, nur dass das zur Markierung der
freien 3-OH-Enden der fragmentierten DNA Dig-dUTP mit einem Texas-Red gekoppelten

gegen Digoxigenin gerichteten Zweitantikérper (Verdinnung: 1:100) eingesetzt wurde.
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Abb.39: TUNEL-Assay an Xenopus A6-Zellen, die das HMGN2-EGFP Fusionsprotein exprimieren.
Gezeigt wird die Immunfluoreszenz des HMGN2-EGFP Fusionsprotein (a, b), die Fluoressenz von
apoptotischen Zellen (a’, b") und die entsprechende Phasenkontrastaufnahme (a”’, b""). Als Kontrolle
wurden Zellen mit DNase | behandelt (b"). Dadurch wird die DNA fragmentiert, wie es auch bei
apoptotischen Zellen der Fall ist. Bei einer Uberexpression des HMGN2-EGFP Fusionsproteins
konnten keine TUNEL-positiven Zellen detektiert werden.

Durchgefiihrt wurde der TUNEL-Assay fiir Zellkulturen nach dem Protokoll aus dem Kit von
Oncor Appligene (Heidelberg). Die Zellen wurden mit 2% Formaldehyd und 0,1% Triton in
PBS 10 min fixiert und in PBS gewaschen. Anschliefiend wurden die Zellen in einem Puffer
aquilibriert und 1 h bei 37°C in einer Markierungslosung, welche die Terminale-
Desoxynukleotidyl-Transferase und Digoxigenin-markiertes dUTP beinhaltet, inkubiert.
Danach wurde die Reaktion mit 0,5 M EDTA abgestoppt und in PBS gewaschen. Schliel3lich
wurden die Zellen 30 min mit dem Zweitantikdrper (anti-Digoxigenin-Texas-Red; 1:100) und
Hoechst (5 min) inkubiert. Nach erneutem Waschen in PBS wurden die Zellen in Mowiol
eingebettet, die Praparate mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert und die
Immunfluoreszenzen mit einer digitalen Kamera (Zeiss Axiophot ausgestattet mit PixelFly)
aufgenommen. Als Kontrollen wurden Zellen mit DNase | behandelt. Dadurch wird die DNA
fragmentiert und freie 3’-OH-Enden erzeugt, wie es auch bei apoptotischen Zellen der Fall
ist. Die Zellen, die als Positivkontrollen fungierten, wurden vor der Markierungsreaktion 5 min
mit 0,2 U/ul DNase | behandelt und anschlieRend wurde die Reaktion durch Zugabe von 0,5
M EDTA abgestoppt.

Eine Uberexpression des HMGN2-EGFP Fusionsproteins in Xenopus A6-Zellen ergab kein
Signal nach Durchfiihrung des TUNEL-Assay (Abb. 39a"). Die parallel durchgefiihrte DNase-
Kontrolle zeigte, dass der TUNEL-Assay funktionierte (Abb. 39b-b”). Aufgrund dieser

-108 -



Ergebnisse

Ergebnisse kann man eine Induktion der Apoptose durch eine erhéhte HMGN
Proteinmengen ausschliefl3en.

Zusammengenommen zeigen die TUNEL-Experimente, dass die nach einer Injektion von
HMGN2 zwischen der Vitellinmembran und dem Embryo auftretenden externen Zellen eher
nicht auf Apoptose zurlckzufiihren sind. Da ein weiteres Kennzeichen der HMGN
manipulierten Embryonen der offene Riicken darstellt, ist davon auszugehen, dass erhéhte
HMGN Proteinmengen die Gastrulationsbewegungen stéren, was letztendlich zu einer
unvollkommenen Schlieung des Blastoporus flihrt. Durch diese unvollkommene SchlielRung
des Blastoporus kommt es zur Nekrose von mesodermalen und endodermalen Zellen in der
Umgebung, die sich schlieldlich unterhalb der Vitelinmembran ansammeln. Diese
Interpretation wird durch die Beobachtung gestitzt, dass die externen Zellen erst ab der

Neurula auftreten.

4.4.45 Calcein-Farbung zur Analyse der Knochenbildung bei HMGN-injizierten
Embryonen

Zur weiteren Analyse der HMGN-injizierten Phanotypen wurde die Knochenbildung von
alteren Embryonen (5 Tage) mittels Calcein, einem fluoreszierendem Chromophor, das
spezifisch an verknocherte Skelettstrukturen bindet, untersucht. Dazu wurden lebende
HMGN2-injizierte und unbehandelte Embryonen bei Raumtemperatur fur 5 min in 0,2%
Calcein in 5%MMR und anschliel3end flr mindestens 2 Stunden in Calceinfreiem 5% MMR
gehalten. Die Embryonen nehmen den Farbstoff aus der Flussigkeit auf. Durch das
anschlielende Waschen in Calcein-freiem Puffer scheidet der Embryo den Grofteil des
aufgenommenen Calceins wieder aus und lediglich das an Knochenstrukturen gebundene
Calcein verbleibt. Zur Erleichterung der Analyse wurden die lebenden Embryonen mit
verdinntem MS222 (0,2%) ruhig gestellt. Die Knochenbildung der Embryonen wurde unter
einem Fluoreszenzbinokular (Zeiss) untersucht und miteinander verglichen.

Die Wirbelsaule unbehandelter Embryonen ist 5 Tage nach der Befruchtung bereits
ausgebildet (Abb. 40a’). Bei einer Injektion von 300 pg HMGN2 Protein kann man noch
rudimentar die Wirbelsaule erkennen (Abb. 40b"). Keinerlei Knochenstrukturen sind dagegen

bei einer Injektion von 3 ng HMGN2 Protein nachzuweisen (Abb. 40c”").
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Abb.40: Calcein-gefarbete Embryonen (5 Tage). HMGN2-injizierte (b, b, ¢, ¢’) und unbehandelte (a,
a’) Embryonen wurden in 0,2% Calcein zur Anfarbung der Kochenstrukturen gehalten. Zu sehen sind
die Embryonen im Hellfeld (a-d) und Fluoreszenzaufnahmen zum Nachweis des an verkndcherten
Skelettstrukturen gebundenen Calceins (a’-d"). Die Pfeile zeigen die Wirbelsaule der Kaulquappen an
(a’, b"). Durch die Manipulation der HMGN Proteinmenge unterbleibt die Ausbildung der Wirbelsaule
(c”) bzw. sie wird nur rudimentar ausgebildet (b").

Zusammenfassend zeigt dies, dass eine erhdhte HMGN Proteinmenge die Entwicklung der
Knochenbildung bei Xenopus laevis stort. Auch hier kann man eine Korrelation zwischen
HMGN Proteinmengen und den daraus entstandenen Missbildungen beobachten.
Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, dass nur wenige der injizierten Embryonen

ein Alter von 5 Tagen erreichten.

4.4.4.6 Analyse der embryonalen Morphologie mittels Magnetresonanz-
Mikroskopie

Eine neue Moglichkeit, Phanotypen manipulierter Embryonen zu analysieren, ist die
magnetische Kernresonanz Mikroskopie. Diese Methode bietet gegenlber der klassischen
Histologie einige Vorteile: 1.) Die Embryonen bleiben vollstandig intakt. 2.) Aus den
Messdaten der magnetischen Kernresonanz Mikroskopie kénnen dreidimensionale Modelle
erstellt werden, die es erlauben, den gleichen Embryo in allen drei Raumachsen virtuell zu
schneiden. 3.) Die Lage und Entwicklung einzelner Organe lasst sich in ihrer Raum-
anordnung analysieren und zueinander ins Verhaltnis setzen. 4.) Einzelne Strukturen lassen
sich aufgrund ihrer Anordnung im Raum, insbesondere bei missgebildeten Embryonen,
leichter identifizieren. 5.) Die Analyse ist im Vergleich zur herkdbmmlichen Histologie mit
deutlich geringerem Zeitaufwand verbunden. 6.) Fehldeutungen, die durch Einbettung fur die
Histologie, durch verschobene bzw. gefaltete Schnitte oder durch verdrehte Schnittebenen
einstehen konnen, werden vermieden.

Durch eine Kooperation mit Armin Purea und Andrew Webb vom Lehrstuhl Biophysik der

Universitdt Wirzburg bot sich die Mdoglichkeit, manipulierte Embryonen mittels
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Magnetresonanz Mikroskopie zu analysieren. Dazu wurden HMGN1- oder HMGN2-injizierte
und unbehandelte Embryonen (NF35) in Formaldehyd fixiet (MEMFA) und mit EtOH
dehydriert. Vor der Messung wurden die Embryonen Uber eine Ethanolreihe und letztendlich
in PBS rehydriert und in eine Glaskapillare mit protonenfreiem Medium Uberflhrt. Die
Messung wurde von Armin Purea (Biophysik, Universitdt Wirzburg) durchgefiihrt. Nach
Interpolation der Messdaten erfolgte die Analyse der Daten mit dem Softwarepaket Amira™
3.0, welches die dreidimensionale Rekonstruktion der Embryonen ermdglicht. Beispiele
solcher 3D-rekonstruierter Embryonen sind auf der beigelegten CD vorhanden und kénnen in
einer animierten Version eingesehen werden. In Abb. 41 sind Momentaufnahmen von

Embryonen in einer lateralen, dorsalen und posterioren Ansicht zu sehen.

Lateral Dorsal Posterior

Abb.41: Momentaufnahmen von dreidimensionalen Bildern von HMGN1-injizierten (b-b™"), HMGN2-
injizierten (c-c”’) und unbehandelten Embryonen (a-a’’), die durch Auswertung der Daten aus einer
Magnetresonanz Mikroskopie gewonnen wurden. Gezeigt sind die Embryonen aus lateraler (a, b, c),
dorsaler (a’, b", ¢’) und posteriorer (a”’, b”", ¢") Ansicht. Die Myotomanordnung der unbehandelten
Embryonen ist deutlich zu sehen (a, Pfeil), im Gegensatz zu den HMGN1- bzw. HMGNZ2-injizierten
Embryonen, bei denen die Myotome keine klaren Abgrenzungen aufweisen (b, Pfeil) bzw. keine
Myotome mehr erkennbar sind (c, Pfeil). Deutlich ist der offene Ricken des HMGN1-injizierten
Embryos zu sehen (b’, Pfeil). Anzumerken ist, dass bei der Messung des unbehandelten Embryos
eine Bildverschiebung auftrat und deshalb ein Teil des dorsalen Bereiches auf der posterioren Seite
hinzugefligt wurde (a, Pfeilkopf). Die Streifung des Kontroll-Embryos beruht auf einem Artefakt, bei
dem sich die Wicklung der Magnetspule abgebildet hat. Eichstrich: 1,2 mm (a).
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Zur weiteren Analyse der Messdaten wurde das Segmentierungswerkzeug von Amira™ 3.0
verwendet. Mit Hilfe virtueller Schnitte in allen drei Raumrichtungen in parallelen
Beobachtungsfenstern lieRen sich in den Kontroll-Embryonen Strukturen wie Gehirn, Augen,
Ohrplakode, Neuralrohr, Chorda dorsalis, Myotome, Herz, Pronephros und Schlund
erkennen. Beeindruckend war die gute Auflosung der Myotomsegmentierung. Die Strukturen
wurden aufgrund ihrer raumlichen Lage und mit Hilfe histologischer Tafeln identifiziert
(Hausen und Ribesell, 1991; Bernardini et al, 1999; Dale und Slack, 1987). Beispiele
virtueller Schnitte des Kontroll-Embryos sind in Abb. 42 gezeigt. Identifizierte Organe sind
dort mit einer Farbumrandung gekennzeichnet. Die durch Magnetresonanz Mikroskopie
erhaltenen Daten von HMGN1- und HMGN2-injizierten Embryonen wurden in gleicher Weise
bearbeitet und mit dem Kontroll-Embryo verglichen (Abb. 43 und 44).

Eindeutig zu erkennen sind die gebogene Koérperachse, die rudimentare Kopfentwicklung
(Abb. 43a, d und 44a, d), der offene Riicken im posterioren Bereich des Embryos mit einem
Fehlen der Chorda und dem Neuralrohr und die nicht-segmentierte Anordnung und
Organisation der Myotome (vergleiche Abb. 42 mit Abb. 43 und 44). Die Analysen bestatigen
somit die histologischen Ergebnisse (4.4.4.2) einer Fehlentwicklung durch erhéhte HMGN
Proteinmengen.

Bislang wurden noch nie a&ltere Xenopus-Embyronen mit Hilfe der Magnetresonanz-
Bildgebung untersucht. Die Daten belegen, dass diese Methode bestens geeignet ist,
morphologische Studien an unbehandelten und manipulierten Xenopus-Embryonen

durchzufthren.

Abb.42: Virtuelle Schnitte eines 3D-rekonstruierten unbehandelten Embryos. Gezeigt ist der gesamte
Embryo mit allen Schnittebenen (a), ein horizontaler Schnitt (b), ein transversaler Schnitt (c) und ein
sagittaler Schnitt (d). Die Myotome sind Rot, das Nervensystem Gelb und die Chorda Orange
markiert. Die MRI-Daten wurden mittels des Softwarepakets Amira™ 3.0 bearbeitet. Im horizontalen
Schnitt sind die Somiten deutlich segmentiert zu sehen (b). Im transversalen Schnitt sind die Chorda,
das zentrale Nervensystem und Somiten zu erkennen. Im transversalen Schnitt wurden das zentrale
Nervensystem und die segmentierten Somiten identifiziert. Eichstrich: 1,2 mm (a).
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Abb.43: Virtuelle Schnitte eines 3D-rekonstruierten HMGN1-injizierten Embryos. In (a) ist der gesamte
Embryo abgebildet zusammen mit den verschiedenen Schnittebenen, in (b) ein horizontaler Schnitt, in
(c) ein transversaler Schnitt und in (d) ein sagittaler Schnitt. Farblich markiert sind die Myotome (Rot),
das Nervensystem (Gelb) und die Chorda (Orange). Die MRI-Daten wurden mittels des
Softwarepakets Amira™ 3.0 bearbeitet. In HMGN1-injizierten Embryonen fehlt eine Segmentierung
und paketartige Anordnung der Myotome (b). Im transversalen Schnitt wurden die Chorda, das
zentrale Nervensystem und die paarigen Somiten identifiziert. Im sagittalen Schnitt sind das zentrale
Nervensystem, die Chorda und die Somiten zu erkennen. Die Chorda ist im Vergleich zum Wildtyp nur
im Kopfbereich ausgebildet und das zentrale Nervensystem ist stark reduziert. Eichstrich: 1,2 mm (a).

+ HMGN2

Abb.44: Virtuelle Schnitte eines 3D-rekonstruierten HMGNZ2-injizierten Embryos. Gezeigt sind der
gesamte Embryo zusammen mit allen Schnittebenen (a), ein horizontaler Schnitt (b), ein transversaler
Schnitt (c) und ein sagittaler Schnitt (d). Die farbliche Markierung zeigt Myotome (Rot), das
Nervensystem (Gelb) und die Chorda (Orange) an. Die MRI-Daten wurden mittels des Softwarepakets
Amira™ 3.0 bearbeitet. Im transversalen Schnitt sind die Chorda, die paarigen Myotome und das
zentrale Nervensystem erkennbar. Der offene Ricken ist durch diese Schnittebene gut verdeutlicht
(c). Im transversalen Schnitt waren das zentrale Nervensystem, die Chorda und die Myotome
(Somiten) zu identifizieren. Wie in HMGN1-injizierten Embryonen fehlt die segmentierte Anordnung
der Myotome. Die Anordnung der Somiten ist im Vergleich zum Wildtyp vollig verschoben. Eichstrich:
1,2 mm (a).
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4.45 ,Knock-down*-Experimente mit Morpholino-Oligonukleotiden

Eine weitere Manipulations-Moglichkeit der HMGN Proteinmenge ist der Einsatz von
Antisense-Morpholino-Oligonukleotiden (im Nachfolgenden ,Morpholinos® abgekirzt). Diese
verhindern durch Bindung an die messenger RNA die Translation und fuhren so zum
Synthese-Stopp des entsprechenden Proteins (Abb. 45). In den Nukleotiden der Morpholinos
ist die Ribose durch das Morpholin ersetzt (Abb. 45). Diese Modifikation verhindert den
Abbau durch Ribonukleasen. Morpholinos bleiben dadurch langer stabil als herkdbmmliche
Antisense-RNA. Dies ist gerade bei ,knock-down“-Experimenten in Xenopus-Embryonen von
Vorteil, denn in die Zygote injiziert, muss das Antisense-Oligonukleotid mindestens bis zur
Midblastula Transition stabil bleiben, um einen Effekt auf neusynthetisiete mRNAs zu
haben. Wie oben gezeigt, wird die Hauptmenge der HMGN-mRNAs erst ab der Midblastula

Transition synthetisiert und translatiert.
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5-TmGpppACUGAGAAGGACCAUGGUGCUGUCUCCCGCUGACAAGACCAA -3
Morpholino-Oligo-Zielstelle

Abb.45: Dargestellt sind ein Morpholin-Molekiil und ein Ausschnitt aus einer Morpholino-
Oligonuleotid-Sequenz  (oben; GeneTool, LLC, www.gene-tools.com) sowie eine mogliche
Bindungsstelle eines Morpholino-Oligonukleotids an einer mRNA, gezeigt an einer Beispielsequenz
(unten; modifiziert aus GeneTool, LLC, www.gene-tools.com).

4.4.5.1 Injektion von Morpholino-Oligonukleotiden in die Zygote von Xenopus
laevis

Zum Testen der Antisense-Morpholino-Oligonukleotide gegen HMGN2 mRNAs (MO-
HMGN2, GeneTool, LLC) wurden verschiedene Mengen (10ng, 20ng, 40 ng MO-N2 gel6st in
je 25nl PBS) in die Zygote von Xenopus laevis injiziert (Abb. 46). Zur Kontrolle wurden
unspezifische Morpholinos (MO-control, 40 ng) injiziert, die zeigen sollten, dass die
Morpholinos nicht toxisch flir den Embryo sind (Abb. 46). Mit diesem Vorversuch sollte
herausgefunden werden, welche Morpholino-Konzentrationen am besten fir die ,knock-

down“-Experimente geeignet sind (Abb. 46).
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Abb.46: Phanotypen nach Injektion von 10, 20 und 40ng Morpholino-Antisense-Oligonukleotiden.
Gezeigt sind frihe Schwanzknospenstadien (NF25, obere Reihe) und spate Schwanzknospenstadien
(NF42, untere Reihe) von MO-N2-injizierten Embryonen (b-d und b’-d"), MO-control-injizierten
Embryonen (e, e’) und Kontroll-Embryonen (a, a’), die alle aus ein und derselben in-vitro Befruchtung
stammen. Die MO-HMGN2-injizierten Embryonen zeigen alle starke Missbildungen (b-d und b’-d").
Die Kontroll-Embryonen (a, a’) und die mit einem Kontroll-Morpholino (MO-control) injizierten
Embryonen (e, ") dagegen zeigen keine Entwicklungsstérung. Eichstrich: 1,5mm.

Unbehandelte Embryonen genauso wie die Kontroll-Morpholino-injizierten Embryonen
entwickelten sich normal (Abb. 46a, a” und e, €"), Dies beweist, dass die Morpholinos an sich
nicht toxisch flir den Embryo sind. Die MO-HMGNZ2-injizierten Embryonen dagegen zeigten
schwere Missbildungen. Die schwersten Missbildungen waren bei der Injektion von 40 ng
MO-HMGN2 zu sehen, wobei nur 2 Embryonen von 8 das spate Schwanzknospenstadium
erreichten (Abb. 46d, d”). Nach Injektion von 10 ng MO-HMGN2 waren leichte Missbildungen
zu beobachten und einige zeigten keinerlei Stérungen in der Entwicklung (Abb. 46b, b").
Nach Injektion von 20 ng MO-HMGN2 zeigten sich schwere Missbildungen an den
Embryonen und dennoch erreichten alle das spate Schwanzknospenstadium (Abb. 46¢, c’).
Da die Missbildungen auch in spateren Entwicklungsstadien analysiert werden sollten, stellte
sich die Injektion von 20 ng MO-HMGN2 pro Embryo als die am besten geeignete Menge flr

die ,knock-down“ Experimente heraus.

Injektion Gesamtanzahl der Anzahl der Anzahl der Embryonen | Anzahl der Embryonen
pro Zygote untersuchten Embryonen | Embryonen, die NF 35 | mit Missbildungen ohne Missbildungen
erreichten (NF35) (NF35)

10ng MO-N2 45 42 17 (40%) 25 (60%)
20ng MO-NZ 183 152 123 (80%) 29 (20%)
40ng MO-N2 45 20 20 (100%) 0

20 ng MO-control 175 154 6 (4%) 148 (96%)
40ng Mo-control 45 42 0 42 (100%)
Unbehandelt 485 422 21 (5%) 401 (95%)

Tabelle 4.2: Haufigkeit der Phanotypen nach Injektion von Morpholino-Oligos in die Zygote von
Xenopus laevis.
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4.45.2 Uberprufung der Wirksamkeit der Morpholino-Injektionen durch
Western Blot Analyse
Um zu Uberprifen, ob eine MO-HMGN2 Injektion tatsachlich eine verringerte HMGN2
Proteinmenge noch in Gastrulastadien verursacht, wurden jeweils 20 ng MO-HMGNZ2 oder
20 ng Kontroll-Morpholinos in die Zygote injiziert und aus Gastrulastadien (NF12) die PCA-
I6slichen Proteine extrahiert. Die Proteine wurden im SDS-Acrylamidgel (15%) gelelektro-
phoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit dem anti-
XHMGN2-Antiserum S388 (Verdinnung 1:2000) inkubiert. Wie man aus der Abbildung 47
entnehmen kann, ist die HMGN2 Proteinmenge in Gastrula-Embryonen nach MO-HMGN2-
Injektion deutlich niedriger als nach Injektion der MO-Kontrolle. Andere Proteine wie
beispielsweise Histon H1 werden nicht reduziert, was auf die Spezifitat der MO-HMGN2-
Oligonukleotide hinweist. Die Western-Analysen zeigten, dass die endogene HMGN2
Proteinmenge in MO-HMGN2-injizierten Embryonen wahrend der Gastrula deutlich erniedrigt

ist.

Abb.47: Nachweis der verringerten HMGN2 Proteinmenge in MO-HMGN2-injizierten Embryonen
(20ng) durch Western Blot Analyse. Als Kontrolle wurde ein Kontroll-Morpholino injiziert (20ng). Die in
5% PCA-l6slichen Proteine aus je 30 MO-HMGN2-injizierten bzw. MO-control-injizierten Gastrulae
wurden im SDS-Acrylamidgel (15%) gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-
membran transferiert. Die Membran wurde dann mit Antikdrpern inkubiert, die gegen XHMGN2 und
H1A gerichtet waren. Die untere Reihe zeigt, dass die Menge an Histon H1A auch nach Injektion von
20 ng MO-HMGNZ2 unverandert blieb (Beladungskontrolle).

4.4.5.3 Phanotyp-Analyse von XHMGN2 ,knock-down“ Embryonen vor der
Midblastula Transition

Zur naheren Analyse der XHMGN2 ,knock-down® Phanotypen wurden 20 ng MO-HMGN2
injiziert und die Entwicklung mit Zeitrafferaufnahmen verfolgt und einzelne Entwicklungs-
stadien dokumentiert (Abb. 48). Geschwisterembryonen, denen 25 nl PBS injiziert wurde
(Kontrolle), wurden als Vergleich herangezogen. Die Entwicklung der MO-HMGN2-injizierten
und der unbehandelten Embryonen verlief synchron, wie schon bei HMGN-injizierten
Embryonen beobachtet wurde (4.4.3). Es gab keine Veranderung im Zeitablauf der
Furchungen und der friilhen embryonalen Entwicklung. Da die Translation der mRNA von
HMGN erst nach der Midblastula Transition beginnt und die Morpholinos die Translation von

HMGN mRNA verhindern soll, ist dieses Ergebnis auch zu erwarten.
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Kontrolle -

Abb.48: Gezeigt sind spate Blastulastadien (a, b; NF9) nach Injektion von 20 ng MO-HMGN2 (b) in
die Zygote. Die Kontrolle wurde mit Puffer injiziert (a). Die Injektion von MO-HMGN2 hat keinerlei
Auswirkungen auf die Entwicklung bis zur Blastula.

4.4.5.4 Phanotyp-Analyse von XHMGN2 ,knock-down“ Embryonen nach der
Midblastula Transition

Embryonen, die mit 20 ng MO-HMGN?2 injiziert wurden, zeigten genau wie HMGNZ2-injizierte
Embryonen erste Missbildungen ab der Gastrula. Doch anders als bei der Erhéhung der
HMGN Proteinmenge hatten die MO-HMGNZ2-injizierten Embryonen im frilhen Schwanz-
knospenstadium zunachst keine verdrehte Korperachse, sondern zeigten eine starke
Dorsalisierung (Abb. 49b).

Kontrolle

Abb.49: Phanotypen nach Injektion von 20ng Morpholinos. Gezeigt sind frihe Schwanz-
knospenstadien (NF21, a, b) und spate Schwanzknospenstadien (NF34, a’, b") von MO-control-
injizierten (a, a’) und MO-HMGNZ2-injizierten Geschwisterembryonen (b, b"). Die Verringerung der
HMGN2 Proteinmengen im sich entwickelnden Embryo fiihrt zu Missbildungen. Es ist eine starke
Dorsalisierung der Embryonen im Stadium NF21 zu beobachten (b). Eichstrich: 1,2mm (a).
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Interessanterweise glichen sich die spaten Schwanzknospenstadien (NF34) von MO-
HMGN2-injizierten Embryonen und von HMGNZ2-injizierten Embryonen dann wieder (Abb.
49b°, Abb. 35e”"). Die MO-HMGN2-injizierten Embryonen wiesen im Schwanzknospen-
stadium einen offenen Ricken (Pfeil, Abb. 49b"), eine verkiirzte und gebogene Kdrperachse
sowie eine gestorte Kopf- und Augenentwicklung auf, genauso wie die HMGN2-injizierten
Embryonen. Die MO-HMGNZ2-injizierten Embryonen zeigten allerdings im Vergleich zu
HMGN-injizierten Embryonen eine geringere Expressivitdt des Phanotyps. Dies macht
deutlich, dass Wegnahme und Zugabe von HMGN Proteinen auf die Steuerung der gleichen

Entwicklungsschritte Einfluss nehmen.

4.45.5 Spezifitat der Morpholino-induzierten Missbildungen - ,rescue®
Experimente

Um die Spezifitdt der Morpholino-induzierten Missbildungen zu belegen, wurde tberprift, ob
sie durch gleichzeitige Injektion von HMGN Proteinen verhindert werden kdnnen. Es wurde
also versucht, durch die Koinjektion von rekombinantem HMGNZ2 Protein die HMGN2
Proteinmengen im knock-down Embryo auf ,Normalniveau“ zu halten um so den Embryo zu
sretten”. Im Idealfall sollte sich der Kontrollphanotyp einstellen. Dies wirde unterstreichen,
dass die beobachteten Missbildungen allein durch die Verringerung der HMGN2 Protein-
mengen entstanden sind. Die Menge an koinjiziertem rekombinantem HMGN2 Protein wurde
aufgrund folgender Uberlegung bestimmt: Eine Blastula, dem Entwicklungsstadium in dem
die HMGN Proteinmenge kritisch zu sein scheint, besteht aus ca. 5000 Zellen. Eine
Xenopus-Zelle enthédlt ca. 6 pg chromosomale DNA. Unter der Annahme eines DNA /
Histon—Verhaltnisses von 1:1 im Chromatin und eines Anteils von 1% HMGN Protein an den
Histonproteinen, enthalt eine Zelle 0,06 pg HMGN2. 5000 Zellen (Blastula) wiirden daher
300 pg HMGN2 enthalten.

Die Koinjektion von 300 pg HMGN Protein sollte somit die HMGN Proteinmenge einer knock-
down Blastula anndhernd normalisieren. In die Zygote von Xenopus laevis wurden deshalb
20 ng MO-N2 zusammen mit 300 pg rekombinantem menschlichem HMGN2 koinjiziert und
die Entwicklung mit Zeitrafferaufnahmen verfolgt und einzelne Entwicklungsstadien
dokumentiert (Abb. 50). Unter diesen Bedingungen waren die schweren Missbildungen, wie
bei einer alleinigen Injektion von 20 ng MO-N2 zu beobachten, nicht mehr vorhanden (19 von
21 Embryonen). Die Embryonen hatten zwar einen leicht verkirzten Schwanz, jedoch waren
keine verbogenen Korperachsen oder Deformationen im Kopfbereich wie in knock-down
Embryonen zu erkennen (vergleiche Abb. 49b” mit Abb. 50b"). Man kann also sagen, dass
durch eine Koinjektion von 300 pg rekombinantem HMGN2 Protein zusammen mit 20 ng
MO-N2 die Embryonen vor schweren Missbildungen gerettet wurden. Dies zeigt eindeutig

die Spezifitdt der MO-N2-induzierten Missbidungen. Interessanterweise wurde bei der
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Koinjektion von 3 ng rekombinantem HMGN2 Protein zusammen mit 20 ng MO-HMGN2
ahnliche Phanotypen beobachtet wie bei einer alleinigen Injektion von 3ng rekombinantem
HMGN2 (14 von 14 Embryonen). Zusammengenommen zeigen diese Resultate, dass die
HMGN Proteinmenge flir eine korrekte Entwicklung exakt reguliert sein muss und eine
Erhéhung oder Erniedrigung der HMGN Proteinmenge zu schweren Entwicklungsdefekten
fuhrt.

Kontrolle MO-N2 + 300pg HMGN2 MO-N2 + 3ng HMGN2

Abb.50: Entwicklungsrettung von HMGN2 knock-down Embryonen. Injektion von 20 ng MO-HMGN2
zusammen mit 300 pg HMGN2 Protein (b) fihrt zu einer deutlichen Schwachung der Phanotypen im
Vergleich zu einer alleinigen Injektion von MO-HMGN2 in die Zygote von Xenopus (vergleiche Abb.
49b"). Dagegen fihrt eine Injektion von 20 ng MO-HMGN2 zusammen mit 3 ng HMGN2 Protein zu
ahnlichen Missbildungen wie fir HMGN2-injizierte Embryonen gefunden (c, vergleiche Abb. 35e™).
Als Kontrolle wurden 20 ng MO-control in die Zygote injiziert (a). Eichstrich: 1,2mm (a).

4.45.6 Calcein-Farbung zur Analyse der Knochenbildung von MO-N2

injizierten Embryonen

Wie auch fur HMGN-injizierte Embryonen (siehe 4.4.4.5) wurde eine nahere Analyse der
knock-down Phanotypen mittels einer Calcein-Farbung durchgefihrt, welche verknécherte

Skelettstrukturen hervorhebt.

+20ng MO-N2

0,2 %Calcein

Abb.51: Knochenbildung in knock-down Embryonen. Unbehandelte (a, a’) und MO-HMGNZ2-injizierte
(b, b") Embryonen wurden in 0,2% Calcein inkubiert und anschlielend gewaschen. Zu sehen sind die
Embryonen im Hellfeld (a, b) und die Fluoreszenzaufnahmen des an verkndcherten Skelettstrukturen
gebundenen Calceins (a’, b"). Der Pfeil zeigt die Wirbelsaule der Kaulquappe an (a’). Durch die
Verringerung der HMGN Proteinmenge unterbleibt die Ausbildung der Wirbelsaule (b").
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Die Wirbelsadule der unbehandelten Embryonen ist 5 Tage nach der Befruchtung bereits
ausgebildet (Abb. 51a’). Bei einer Injektion von 20 ng MO-HMGNZ2 ist dagegen eine
Wirbelsdule nicht erkennbar (Abb. 51b’). Wie schon nach einer erhéhten HMGN
Proteinmenge (siehe 4.4.4.5) kommt es auch nach einer Verringerung von HMGN Proteinen

zu einer Stoérung der Knochenbildung (Abb. 51b”).

4.45.7 Phanotyp-Analyse von XHMGN2 ,knock-down* Embryonen mittels
Magnetresonanz-Mikroskopie

Um die Morphologie von MO-HMGN2-injizierten Embryonen dreidimensional darstellen zu
konnen, wurden sie mittels der Magnetresonanz-Mikroskopie naher untersucht (HMGN1-
bzw. HMGN2-injizierten Embryonen wurden in gleicher Weise analysiert, sieche Abb. 43 und
44). Dazu wurden MO-HMGNZ2-injizierte Embryonen wie unter 4.4.4.6 beschrieben
vermessen und die Daten mit Amira™ 3.0 bearbeitet. Animierte Bilder der dreidimensional
rekonstruierten knock-down Embryonen sind auf der beigelegten CD einsehbar.

Momentaufnahmen verschiedener Ansichten sind in Abbildung 52 zu sehen.

Lateral Dorsal Posterior

Abb.52: Bilder von MO-HMGN2-injizierten (b-b"") und unbehandelten Embryonen (a-a”’), die durch
Magnetresonanz-Mikroskopie hergestellt wurden. Die Myotom-Segmentierung unbehandelter
Embryonen ist deutlich zu sehen (a, Pfeil), im Gegensatz zu knock-down Embryonen, bei denen eine
Myotom-Segmentierung fehlt. Deutlich ist der offene Ricken des knock-down Embryos zu sehen (b,
Pfeil). Anzumerken ist, dass bei der Messung der Embryonen eine Datenverschiebung auftrat, die
nicht korrigiert werden konnte (a, b, Pfeilkopf). Eichstrich: 1,2 mm (a).

Wie der Abbildung 51 zu entnehmen ist, ist die Myotomentwicklung der knock-down
Embryonen gestort, da keine klare Segmentierung zu erkennen ist. Der charakteristische
offene Rucken (,Spina bifida“-Phanotyp), der bei HMGN-injizierten Embryonen schon zu

beobachten war, ist auch hier zu erkennen. Ebenfalls weist der knock-down Embryo eine
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stark verklrzte und gebogene Korperachse auf. Die virtuellen Schnitte der 3D-
rekonstruierten Embryonen zeigen erneut, dass die Myotome in knock-down Embryonen
zwar gebildet werden, aber ihre Anordnung im Vergleich zu Kontroll-Embryonen
unsegmentiert und unorganisiert ist (Abb. 53). Die Chorda und das zentrale Nervensystem
sind ebenfalls im Vergleich zu unbehandelten Embryonen verkimmert, zeigen aber im

Vergleich zu HMGN-injizierten Embryonen weniger starke Missbildungen im Kopfbereich.

+MO-HMGN2

Abb.53: Virtuelle Schnitte eines 3D-rekonstruierten knock-down injizierten Embryos. Zu sehen sind
der gesamte Embryo mit allen Schnittebenen (a), ein horizontaler Schnitt (b), ein transversaler Schnitt
(c) und ein sagittaler Schnitt (d). Die Myotome sind Rot, das Nervensystem Gelb und die Chorda
Orange markiert. Die Markierungen wurden mittels der Software Amira™ 3.0 generiert. (b) Die Lage
des Myotombereichs ist noch zu erkennen, eine eindeutige Segmentierung aber fehlt. (c) Im
transversalen Schnitt wurden die Chorda, die Lage der Myotome und das zentrale Nervensystem
identifiziert. (d) Im transversalen Schnitt sind das zentrale Nervensystem, die Chorda und die
Myotompackete zu erkennen. Die Anordnung der Myotome ist im Vergleich zu Kontrollen véllig
verschoben (vergleiche Abb. 42). Eichstrich: 1,2 mm (a).

4.5 Analyse der molekularen Ursachen der HMGN-abhéngigen
Embryonaldefekte
Wie in 4.4.4 und 4.4.5 ausfuhrlich dargestellt, verursacht sowohl eine Erhéhung als auch
eine Erniedrigung der embryonalen HMGN Proteinmengen eine fehlerhafte Embryonal-
entwicklung mit zum Teil extremen phanotypischen Veranderungen. Insbesondere die
sescue“-Experimente belegen, dass die HMGN Proteinmengen wahrend der frihen
embryonalen Entwicklung von Xenopus laevis zu bestimmten Zeitpunkten exakt reguliert
werden mussen, um eine korrekte Embryonalentwicklung zu gewahrleisten. Welche
molekularen Prozesse durch die erhéhte bzw. verringerte HMGN Proteinmenge wahrend der
frihen embryonalen Entwicklung gestért werden, war nun die nachste Frage. Die
differentielle Genaktivitat ist eine Grundlage von embryonalen Entwicklungsprozessen, wobei

die Struktur und die Zusammensetzung des Chromatins eine sehr wichtige Rolle spielen
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(zusammengefasst von Patterton und Wolffe, 1996). Da HMGN Proteine Architekturelemente
des Chromatins darstellen und sie damit die Genexpression beeinflussen, kdnnte eine
veranderte HMGN Proteinmenge die kontrollierte differentielle Genaktivitat stéren und die
beobachteten Phanotypen hervorrufen. Bei Mausen wurde durch eine Verdrangung der
HMGN Proteine eine niedrigere RNA-Synthese wahrend der frihen embryonalen
Entwicklung festgestellt (Mohamed et al., 2001). Dies ist ein Hinweis auf eine mogliche

Beeinflussung der embryonalen Genexpression durch HMGN Proteine.

4.5.1 Globale Veranderungen des Chromatins ?

Eine mdgliche Ursache fiir die beobachteten Embryonaldefekte nach Injektion von HMGN
Protein bzw. MO-HMGN2 in die Zygote von Xenopus laevis, kdnnte eine globale
Veranderung des Chromatins sein. In einer durchschnittlichen eukaryontischen Zelle
befinden sich ca. 1 x 10° HMGN1- und HMGN2-Molekiile. Damit sind weniger als 2% der
Nukleosomen (ca.1-2x10%Zelle) mit HMGN Proteinen assoziiert. Bei einer extrem erhdhten
bzw. erniedrigten Proteinmenge kdnnte sich demnach die Zusammensetzung des gesamten
Chromatins verandern. Bei einer Zugabe von 2 uyg HMGN2 Protein zu praparierten LBCs von
Xenopus laevis wurde zum Beispiel beobachtet, dass sich das Chromatin der
Lampenbirstenchromosomen stark kondensierte und die Schleifen retrahierten (siehe
4.3.1.4, Abb. 25). Die stark erhohte HMGN Menge flihrte in diesem Fall also nicht zu einem
Offnen des Chromatins, sondern sogar zum gegenteiligen Effekt. Es musste also untersucht
werden, ob die beobachteten Effekte in den manipulierten Embryonen durch eine globale
Umstrukturierung der Chromatinarchitektur hervorgerufen wurden. Dies gilt insbesondere, da
die in die Zygote injizierten HMGN Proteine schon wahrend der Furchungsteilung prasent
waren. Sie konnten demnach die globale Struktur des embryonalen Chromatins schon
wahrend der Furchungsteilungen so verandert haben, dass mit Beginn der Midblastula
Transition fehlerhaft zusammengesetztes und damit nicht funktionelles Chromatin vorliegt
und eine korrekte Entwicklung unmdglich macht. Es wurde deshalb die Struktur des
embryonalen Chromatins auf drei Arten Uberprift. Erstens wurde nach Uberexpression von
XHMGN2-EGFP Fusionsproteinen das Chromatin lichtmikroskopisch analysiert (4.5.1.1).
Zweitens wurde versucht, die Zusammensetzung embryonaler Nukleosomen mit einem
Nukleoprotein Assay zu untersuchen (4.5.1.2). Drittens wurde ein mdglicherweise
umstrukturiertes embryonales Chromatin auf seine Nuklease-Zuganglichkeit Uberprift
(4.5.1.3).
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4.5.1.1 Lichtmikroskopische Analyse nach Uberexpression von XHMGN2-
EGFP Fusionsproteinen in embryonalen Zellen

Um zu Uberprifen, ob eine erhhte HMGN Proteinmenge zu einer globalen Umstrukturierung
der embryonalen Chromatinstruktur fiihrt, wurde nach Uberexpression von XHMGN2-EGFP
Fusionsproteinen das Chromatin lichtmikroskopisch analysiert. Dazu wurde in die Zygote von
Xenopus 100 ng mit dem Restriktionsenzym Afl Il linearisiertes HMGN2-EGFP Plasmid
injiziert. Im Stadium NF12 (Gastrula) wurden die Embryonen auf einem Objekttrager leicht
mit einem Deckglaschen gequetscht. Die gequetschten Embryonen wurden in flissigem
Stickstoff eingefroren und das Deckglaschen mit einer Rasierklinge abgesprengt. Als
Kontrolle wurde Hoechst (33258) zur Anfarbung der DNA dazugegeben und die Praparate
wurden ohne Fixierung eingedeckelt und sofort dokumentiert. Die Fluoreszenzaufnahmen
wurden mit einem Zeiss Axiophot, ausgerustet mit einer Digitalkamera (PixelFly),
aufgenommen. Wie Abbildung 54a (Pfeil) zeigt, wird das Plasmid nur in einer der drei Zellen
exprimiert. Dies ist dadurch zu erklaren, dass in Embryonen injizierte Expressionsvektoren
unterschiedlich in den entstehenden Blastomeren verteilt werden. Dementsprechend werden
Fusionsproteine mosaikartig im Embryo exprimiert. Vergleicht man nun die mit Hoechst
angefarbte Chromatinanordnung der Zellen die das Plasmid nicht exprimieren (Abb. 54a’,
Pfeilkdpfe) mit der Zelle die das HMGN2-EGFP Fusionsprotein exprimieren (Abb. 54a’,
Pfeil), so kann man keine Unterschiede in der Zellkernorganisation oder Chromatinstruktur
erkennen. Somit kann man sagen, dass eine erhdhte HMGN Proteinmenge zu keiner
globalen Umstrukturierung der embryonalen Chromatinanordnung auf lichtmikroskopischer
Ebene flhrt.

HMGN2-EGFP

Abb.54: Quetschpraparat einer Gastrula (NF12). In die Zygote wurden vorher 100 ng mit Afl Il
restringiertes XHMGN2-EGFP Plasmid injiziert. Nur in einer der drei Zellen wurde das XHMGN2-
EGFP Fusionsprotein exprimiert (a, Pfeil). In Embryonen injizierte Expressionsvektoren werden
unterschiedlich in den entstehenden Blastomeren verteilt. Dementsprechend werden Fusionsproteine
mosaikartig im Embryo exprimiert. Auf lichtmikroskopischer Ebene unterscheidet sich die
Chromatinanordnung in der HMGN2-EGFP exprimierenden Zelle (a’, Pfeil) nicht von unbehandelten
Zellen (a’, Pfeilkdpfe). Eichstrich: 5 um.
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4.5.1.2 Nukleoprotein-Assay

Der Nukleoprotein Assay ermdglicht es, die Zusammensetzung embryonaler Nukleosomen
und nukleosomal gebundene Proteine nachzuweisen (Pennings, 1999). Dabei wird
Chromatin durch die Micrococcus Nuklease verdaut, wobei Mononukleosomen und
Polynukleosomen entstehen. Mit Hilfe dieses Ansatzes sollte versucht werden, an
Nukleosomen gebundene HMGN Proteine in HMGN-injizierten Embryonen und in
unbehandelten Embryonen nachzuweisen.

50 befruchtete Eizellen wurden mit 3 ng HMGN2 injiziert. Nach Erreichen des Blastula-
Stadiums (NF9) wurden die Zellkerne isoliert. Als Kontrolle dienten unbehandelte
Geschwisterembryonen. Aus den isolierten Zellkernen wurden durch Verdau mit
Micrococcus Nuklease (20U/mg, 25°C, 15 min) und mehreren Zentrifugationsschritten die
Mononukleosomen und Polynukleosomen isoliert. Die Zusammensetzung des isolierten
Chromatins wurde dann in einem nativen Polyacrylamidgel analysiert. Nukleosomen mit
gebundenen HMGN Proteinen sollten im Vergleich zu HMGN-freien Nukleosomen
lamgsamer laufen. Um die Empfindlichkeit des Ansatzes zu Uberprifen, wurde isoliertes
Chromatin aus unbehandelten Embryonen mit unterschiedlichen Mengen an rekombinantem

hHMGN2 versetzt und vor der Gelelektrophorese 20 min auf Eis inkubiert.

WT + hHMGN2

+3ng

1ug 0,5pug 0,3pg 0.1pg WT Hmgn2

Abb.55: Micrococcus Nuklease Verdau von isoliertem Chromatin aus unbehandelten (WT) und 3ng
HMGN2-injizierten (+3ng HMGN2) Embryonen. Aus je 50 Embryonen im Stadium NF9 wurden die
Zellkerne isoliert, das Chromatin mit 20 U/mg DNA Micrococcus Nuclease 10 min bei 24°C verdaut,
mehrmals zentrifugiert und das Chromatin in einem nativen Polyacrylamidgel (15%) aufgetrennt. Als
Kontrolle wurde wildtypisches Chromatin vor dem Beladen mit verschiedenen Konzentrationen an
rekombinantem hHMGN2 (15 min; auf Eis) inkubiert (1ug, 0,5ug, 0,3ug und 0,1ug). Nach dem Lauf
wurde das Gel mit Ethidiumbromid gefarbt und fotografiert. Bei Inkubation des wildtypischen
Chromatins mit 1ug und 0,5ug hHMGN2 ist ein Shift der nukleosomalen Partikel zu erkennen, was
durch die Bindung von hHMGN2 an den Nukleosomen entsteht. Bei einer Inkubation von 0,3ug und
0,1ug hHMGN2 mit dem wildtypischen Chromatin ist kein Shift mehr zu erkennen (linker Pfeil). Das
wildtypische Chromatin und das Chromatin aus HMGNZ2-injizierten Embryonen zeigt nach einem
Microccocus Verdau keine erkennbaren Unterschiede (rechter Pfeil).
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Wie Abbildung 55 zeigt, ist nach Zugabe von 0,5ug oder 1ug hHHMGN2 zum Chromatin von
50 Embryonen ein im Vergleich zu unbehandeltem Chromatin retardiertes Laufverhalten der
Nukleosomen zu erkennen. Dies deutet auf gebundene HMGN Proteine hin, die den Lauf der
Nukleosomen verlangsamten (linker Pfeil, Abb. 55). Bei einer zugegebenen Menge von 300
bzw. 100ng hHMGN2 war bereits kein Shift mehr zu erkennen. Das wildtypische Chromatin
und das Chromatin aus HMGN2-injizierten Embryonen zeigte nach einem Micrococcus
Verdau keine erkennbaren Unterschiede (rechter Pfeil, Abb. 55). Da das Chromatin aus 50
Embryonen isoliert wurde, denen wiederum je 3 ng HMGN2 pro Embryo injiziert wurden,
kann maximal 150ng HMGN2 mit dem aufgetragenen Chromatin assoziiert sein.

Nach den Ergebnissen der Konzentrationsreihen mit wildtypischen Chromatin muss man
aber davon ausgehen, dass es nicht moglich ist mit diesem Ansatz Unterschiede der
Nukleosomen zu erkennen. Diese Methode ist also nicht sensitiv genug, eine durch HMGN-

Injektion hervorgerufene Veranderung des embryonalen Chromatins nachzuweisen.

4.5.1.3 Microccocus Nuklease Verdau von embryonalem Chromatin nach
Manipulation der HMGN Proteinmengen

Eine weitere Mdglichkeit, Umstrukturierungen des embryonalen Chromatins zu Uberprifen,
beruht auf der Nuklease-Zuganglichkeit. Die Micrococcus Nuklease schneidet DNA nur an
Positionen, an denen sie freien Zugang hat. Bei intaktem Chromatin entstehen so ca. 146
bp-Fragmente oder ein Vielfaches davon. Diese DNA-Fragmente sind in einem Agarosegel
in einem typischen Leitermuster angeordnet. Ist das Chromatin durch assozierte Proteine
unzuganglicher bzw. werden Bereiche zuganglicher, beispielsweise durch Bindung von
HMGN Proteinen oder durch erhéhte Transkriptionsaktivitat, erhalt man ein unterschiedliches
Chromatin-Verdauungsmuster. Die Micrococcus Nuklease-Zuganglichkeit des embryonalen
Chromatins wurde in Kontroll- und HMGN-manipulierten Embryonen verglichen.

Dazu wurden die Zellkerne aus je 50 unbehandelten, mit 3ng HMGN-injizierten oder mit 20
ng MO-HMGNZ2-injizierten Embryonen (Stadium NF9) isoliert. Die Kerne wurden mehrmals
gewaschen, sedimentiert und im Nuklease-Verdau-Puffer resuspendiert. Das Chromatin der
Kerne wurde dann mit 0,7 U/ul Micrococcus Nuklease 10 min bei 24°C verdaut. Die Reaktion
wurde mit einem EDTA-Puffer (0,5 M) abgestoppt und anschlieRend mit RNase (10 ug) 30
min bei 37°C inkubiert. SchlieBlich wurden die Kerne noch 1 h bei 37°C mit 0,5 pg/ul
Proteinase K verdaut. Mit einer Phenol/Chloroform-Extraktion wurde die vor dem Verdau
geschutzte DNA isoliert und in einem 2%igen Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt.
Das Gel wurde in einer Ethidiumbromidlésung (0,5 pg/ml) gefarbt und unter UV-Licht mit
einer Polaroidkamera fotografiert.

Abbildung 56 zeigt die isolierten DNA-Fragmente, die aus unbehandelten, HMGN2- oder

MO-HMGNZ2 -injizierten Embryonen nach Micrococcus Nuklease Verdau erhalten wurden. Zu
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erkennen ist die 146bp-DNA-Bande und vielfache davon (entspricht der nukleosomalen DNA
aus Mono-, Di- und Trinukleosomen, Abb. 56, Sterne). Das Chromatin aus unbehandelten
und HMGN-manipulierten zeigt ein gleichartiges Verdauungsmuster. Dies spricht gegen eine
globale Veranderung der embryonalen Chromatinzusammensetzung nach Manipulation der
HMGN Proteinmengen. Die Zuganglichkeit fur Nukleasen (in diesem Fall die Micrococcus
Nuklease) bei unbehandelten, HMGN2- oder MO-HMGNZ2-injizierten Embryonen blieb
unverandert. Es ist allerdings nicht auszuschlieRen, dass HMGN Proteine das Chromatin nur
lokal verandern, was durch diesen Ansatz nicht erfasst werden kann. Die Analyse zeigt
allerdings klar, dass die Zusammensetzung des embryonalen Chromatins auf globaler
Ebene durch veranderte HMGN Proteinmengen nicht beeinflusst wird.
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Abb.56: Micrococcus Nuklease Verdau von isoliertem Chromatin aus unbehandelten (Kontrolle), mit
3ng HMGNZ2-injizierten und 20 ng MO-HMGN2-injizierten Embryonen. Aus je 50 Embryonen im
Stadium NF9 (spate Blastula) wurden die Zellkerne isoliert, das Chromatin mit 0,7 U/ul Micrococcus
Nuklease 10 min bei 24°C verdaut, die vor dem Verdau geschitzte DNA isoliert und in einem 2%igen
Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA wurde mit Ethidiumbromid gefarbt und
fotografiert. Als GréRenmarker wurde 1 pg einer 100 bp DNA-Leiter (Spur M) aufgetragen. Die Sterne
markieren isolierte DNA-Fragmenten aus Mono-, Di- und Trinukloesomen. Das gleichartige
Chromatin-Verdauungsmuster von Chromatin aus Kontroll- und manipulierten Embryonen spricht
gegen eine globale Veranderung des Chromatins nach Manipulation der HMGN Proteinmengen.

4.6 Maogliche Einflusse auf die Expression spezifischer Gene

Obwohl keine globalen Veranderungen am Chromatin nach Erhéhung bzw. Erniedrigung der
HMGN Proteinmengen festgestellt wurden, lassen sich lokale Veranderungen nicht
ausschlielen, die mit den angewendeten Methoden nicht detektierbar waren. Derartige
lokale Veranderungen kénnten direkten Einfluss auf die Expression entwicklungsrelevanter
Gene haben. Es wurde deshalb untersucht, ob Veranderungen der HMGN Proteinmengen

die Transkription bestimmter Gene beeinflussen.

-126 -



Ergebnisse

4.6.1 Einfluss der HMGN Proteine auf die Expression mesodermaler Gene im
»animal cap assay"

Die vorhergehenden Ergebnisse, wie die erhdhte Expression der HMGN Proteine im
Mesoderm (4.3.2.4), die fehlerhafte Expression von XMyoD in HMGN-injizierten Embryonen
(4.4.4.3), die reduzierte Entwicklung der Myotome (4.4.4.2 und 4.4.4.3) und die
morphologischen Veranderungen, dargestellt durch die Magnetresonanz-Bildgebung (4.4.4.6
und 4.4.5.7), deuten auf einen Einfluss der HMGN Proteine auf die Expression Mesoderm-
spezifischer Gene an. Um dies im Detail zu untersuchen, wurde der ,animal cap assay”
durchgefiihrt. Dazu wird die animale Kappe einer Blastula (NF7) isoliert, die nur aus
ektodermalen Zellen besteht. Isoliert entsteht aus einer animale Kappe eine Cilien-besetzte
ektodermale Epidermiskugel. Gibt man aber innerhalb eines Induktionszeitfensters einen
Wachstumsfaktor der TGFp-Familie, wie beispielsweise Aktivin, zum Kulturmedium, wird die
Expression von Mesoderm-spezifischen Genen induziert und die Zellen der animalen Kappe
werden von ektodermalen zu mesodermelen Zellen umprogrammiert (Smith et al., 1990;
Gurdon et al., 1994). 10,5 Stunden nach der Befruchtung ist auch mit Zugabe von Aktivin
keine Induktion mehr mdglich und die Fa&higkeit der animalen Zellen, auf TGF-
Wachstumsfaktoren zu reagieren, geht verloren. Dies wird als ,loss of mesodermal
competence“ bezeichnet (LMC, Jones und Woodland, 1987; Grainger und Gurdon, 1989;
Abb. 57).

ula Gastrula Neurula

Praparation der
animalen Kappen
7 h.p.f. 10,5 h.p.f. )
animale Kappen mit animale Kappen verlieren
mesodermale Kompetenz

| mesodermaler Kompetenz

d

Behandlung der
animalen Kappen
mit Aktivin

Mesoderm Induktion Keine Induktion

Abb.57: Schematische Darstellung des ,animal cap assay“. Die animale Kappe besteht aus
ektodermalen Zellen, die isoliert eine Cilien-besetzte Epidermiskugel bildet, also Ektoderm bleibt (b).
Gibt man aber innerhalb eines Induktionszeitfensters TGFB- Wachstumsfaktoren (Aktivin) zum
Kulturmedium, kommt es zur Induktion von Mesoderm (a). Die Mesoderminduktion ist durch
morphologische Veranderungen, wie lange Auswichse, erkennbar. Diese Induktion kann aber nur in
einem bestimmten Zeitfenster stattfinden. 10,5 Stunden nach der Befruchtung ist auch mit Zugabe von
Aktivin keine Induktion mehr mdglich, was als ,loss of mesodermal competence® (LMC) bezeichnet
wird. (h.p.f. = hours post fertilisation).
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Dieser Ansatz bietet die Mdglichkeit, den Einfluss von HMGN Proteinen auf die Expression
Mesoderm-spezifischer Gene in einem Induktionsprozess zu verfolgen. Der ,animal cap
assay“ ist schematisch in Abbildung 57 dargestellt. Dazu wurden animale Kappen von
unbehandelten und HMGN-injizierten Blastulae isoliert und fir unterschiedliche Zeiten in
Zellkultur-Medium gehalten, um sie schliefdlich mit 5 ng/ml Aktivin zu induzieren. Kontrollen
und HMGN-injizierte Embryonen stammten stets aus der gleichen in-vitro Befruchtung.

Im Abstand von einer halben Stunde wurden aus den isolierten animalen Kappen je finf in
Zellkultur-Medium mit Aktivin umgesetzt und diese 12 Stunden bei 24°C inkubiert. Die
Fahigkeit der animalen Zellen zur Mesoderminduktion wurde zunachst morphologisch
bestimmt (siehe Abb. 59a; Symes und Smith, 1987). Weiterhin wurde aus den isolierten
animalen Kappen die RNA isoliert und zur Expressionsanalyse Mesoderm-spezifischer Gene

eine RT-PCR durchgefiihrt. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 58 veranschaulicht.

Kontrolle +HMGN Abb.58: Animale Kappen wurden von unbehandelten
bzw. HMGN-injizierten Geschwister-Blastulae isoliert.
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\ ‘/ ausgesetzt. Die Analyse erfolgte einerseits unter
— Berlicksichtigung morphologischer Kriterien, anderer-
NF8 seits wurde aus den inkubierten animalen Kappen die
(5.5 h.p.f.) RNA isoliert und die Expression Mesoderm-
et spezifischer Gene mittels RT-PCR untersucht (h.p.f. =

hours post fertilisation).
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12 h
Inkubation
RNA-Isolation

und
RT-PCR

Die morphologische Analyse der animalen Kappen wurde wie folgt durchgefihrt. Findet eine
Mesoderminduktion statt, kann man dies an Auswichsen (Elongationen) der animalen
Kappen erkennen. Wie erwartet wurden bei animalen Kappen aus Kontrollembryonen bis zu
einem Alter von 10,5 Stunden nach der Befruchtung Auswlichse gefunden. Nach diesem
Zeitpunkt verblieben die animalen Kappen rundlich, was mit dem Verlust der mesodermalen
Kompetenz korreliert. Im Gegensatz dazu besalien animale Kappen, die aus HMGN-
injizierten Embryonen stammten, die Fahigkeit bis zu 11,5 Stunden nach der Befruchtung zu

Mesoderm umprogrammiert zu werden (Abb. 59).
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mit Aktivin behandelt nach
11 11.5

Abb.59: HMGN2 Injektion verlangert die mesodermale Kompetenz. Morphologie von unbehandelten
animalen Kappen (obere Reihe) und von animalen Kappen aus HMGNZ2-injizierten Embryonen (untere
Reihe), die in 5 ng/ml Aktivin 12 Stunden bei 24°C inkubiert wurden. Die Injektion von 3ng HMGN2
verlangert die mesodermale Kompetenz um 1 Stunde.

Die oben beschriebenen Ergebnisse legen einen Einfluss von HMGN Proteinen auf die
Expression Mesoderm-spezifischer Gene im Aktivin-ausgelésten Umprogrammierungs-
Prozess von Ektoderm zu Mesoderm nahe. Mit RT-PCR wurde deshalb die Expression
Mesoderm-spezifischer Markergene, wie die Transkriptionsfaktoren XMyoD (Hopwood et al.,
1989), Xbra (Smith et al., 1991) und dem Strukturprotein a-actin (Stutz et al., 1986)
untersucht. Als Kontrolle fir die RT-PCR wurde die Histon H3 Expression Uberprift. Die
entsprechenden Primer und PCR-Bedingungen sind im Anhang beschrieben. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 60 dargestellt.
mit Aktivin behandelt nach
9 9.5 10 10.5 11 11.5 12 12.5 13 g, h.p.f.

Kontrolle e
+HMGN2 XMyoD
+HMGN2 L
+HMGN2

Kontrolle
+HMGN2

o~ actin
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Abb.60: Expressionsanalyse Mesoderm-spezifischer Gene durch RT-PCR in isolierten animalen
Kappen von unbehandelten bzw. HMGNZ2-injizierten Blastulae nach Aktivininduktion. Das Zeitfenster,
in dem die Zellen bei Zugabe von 5 ng/ml Aktivin mit der Expression von XmyoD, Xbra und a-actin
reagieren, wurde bei HMGN2-injizierten Embryonen (+HMGNZ2) im Gegensatz zu unbehandelten
(Kontrolle) um ca. 1 Stunde verlangert. In Abwesenheit von Aktivin konnte keine Expression der
Mesoderm-spezifischen Gene gefunden werden (letzte Spalte, ohne Aktivin). Histon H3 wird
bestandig exprimiert und diente als Kontrolle fir die Reverse Transkription.

In animalen Zellen aus HMGN2-injizierten Embryonen wurden Mesoderm-spezifische Gene
wie XmyoD, Xbra und a-actin bis 11,5 Stunden nach Befruchtung induziert. Im Vergleich
dazu wurden in animalen Zellen aus unbehandelten Embryonen aus derselben in-vitro

Befruchtung diese Mesoderm-spezifische Gene nur bis 10,5 bzw. 11 Stunden nach der
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Befruchtung induziert (Abb. 60). Die Expressionsanalyse Mesoderm-spezifischer Gene zeigt
also ebenfalls eine Verlangerung der mesodermalen Kompetenz um 1 Stunde in HMGN2-
injizierten Embryonen (Abb. 60). Das gleiche Ergebnis wurde nach Injektion von HMGN1
gefunden. Auch hier wurde die mesodermale Kompetenz, im Vergleich zu unbehandelten

Embryonen, um eine Stunde verlangert (Abb. 61).

mit Aktivin behandelt nach

10 105 11 1.5 12 h

p.f.
Kontroll

XMyoD
+HMGN1

Kontroll

Xbra
+HMGN1

L

Kontroll

o-actin
+HMGN1

Kontroll
H3

+HMGN1

Abb.61: Expression Mesoderm-spezifischer Gene in animalen Kappen von Kontroll- und HMGN1-
injizierten Embryonen nach Aktivin (5ng/ml) Induktion. Analysiert wurde die Expression von XmyoD,
Xbra und a-actin. Histon H3 wird bestandig exprimiert und diente als Kontrolle fir die Reverse
Transkription. HMGN1 Injektion flhrt zu einer Verlangerung der mesodermalen Kompetenz in
animalen Kappen um ca. 1 Stunde.
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Abb.62: Expression Mesoderm-spezifischer Gene in animalen Kappen von Kontroll- und
HMGN1S20,24E-injizierten Embryonen nach Aktivin (5ng/ml) Induktion. Analysiert wurde die
Expression von XmyoD, Xbra und a-actin. Histon H3 diente als Kontrolle fur die Reverse
Transkription. Die Injektion des nicht funktionalen Proteins HMGN1S20,24E hatte keine Auswirkung
auf das Zeitfensters der mesodermalen Kompetenz.

Zum Nachweis der Spezifitat dieses Befundes wurden animale Kappen von Blastulae isoliert,
denen das Protein HMGN1S20,24E injiziert wurde. HMGN1S20,24E ist durch zwei

Punktmutationen in der nukleosomalen Bindungsdoméne nicht mehr in der Lage, an
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Nukleosomen zu binden. Die Injektion dieses nicht-funktionellen HMGN Proteins hatte keine
Auswirkungen auf das Zeitfenster der mesodermalen Kompetenz. Der Verlust der
mesodermalen Kompetenz trat wie in unbehandelten Geschwisterembryonen 10,5 Stunden
nach der Befruchtung ein (Abb. 62). Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass
HMGN Proteine bei der Expressionsregulation Mesoderm-spezifischer Gene in induzierten
animalen Kappen beteiligt sind und dass dabei eine funktionelle nukleosomale

Bindungsdomane notwendig ist.

4.6.2 Die HMGN-Expression korreliert mit dem Verlust der mesodermalen
Kompetenz

Zellen der animalen Kappe verlieren 10,5 Stunden nach der Befruchtung ihre Fahigkeit, auf
Aktivin mit der Expression Mesoderm-spezifischer Gene zu antworten. Bei HMGN2-
injizierten Embryonen konnte diese Fahigkeit um eine Stunde verlangert werden (4.6.1).
Daher liegt es nahe, dass HMGN Proteine bei der Expressionsregulation Mesoderm-
spezifischer Gene in induzierten animalen Kappen beteiligt sind. Um zu klaren, ob der
Verlust der mesodermalen Kompetenz mit der Expression der XHMGN Gene Kkorreliert,
wurden je 5 isolierte animale Kappen aus Kontroll-Blastulae in einem Abstand von 30
Minuten in Medium mit 5 ng/ml Aktivin gegeben und 12 Stunden bei 24°C in Aktivin inkubiert.
Danach wurde die RNA der animalen Kappen isoliert und mittels RT-PCR unter
semiquantitativen Bedingungen die Expression von XHMGN1, XHMGN2, XMyoD und Histon
H3 UGberprift. Die entsprechenden Primer und PCR-Bedingungen sind im Anhang

beschrieben.
MR\
A & B
> W 10.5 11 11.5 12 125 h.p.f.

HMGN1 - — HMGN1
HMGN2 HMGN2

XMyoD XMyoD
H3 H3

Abb.63: Expression von XHMGN1 und XHMGNZ2 Genen in isolierten animalen Kappen, analysiert
durch semiquantitative RT-PCR. (A) Mesoderminduktion durch Zugabe von Aktivin induziert die
Expression von XMyoD und fiihrt zu einer starkeren Expression von XHMGN1 und XHMGN2 Genen.
Histon H3 diente als Kontrolle der Reversen Transkription. (B) Der Verlust der mesodermalen
Kompetenz in isolierten animalen Kappen (angezeigt durch die fehlende XMyoD Expression) geht
einher mit einer Reduktion der Expression von XHMGN Genen (h.p.f. = hours post fertilisation).
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Interessanterweise wurde festgestellt, dass Aktivin in den animalen Kappen die Expression
von XHMGN1- bzw. XHMGNZ2-Genen im Vergleich zu den nicht induzierten animalen
Kappen deutlich erhéht (Abb. 63A). Somit geht mit der Mesoderminduktion eine gleichzeitige
erhohte transkriptionelle Aktivitat der HMGN1- bzw. HMGNZ2-Gene einher. Wie vorher schon
gefunden und in der Literatur beschrieben (Jones und Woodland, 1987; Grainger and
Gurdon, 1989), findet 10,5 Stunden nach der Befruchtung der Verlust der mesodermalen
Kompetenz statt. Dieser Verlust der mesodermalen Kompetenz korreliert offensichtlich mit
einer deutlichen Reduktion der XHMGN-Genexpression (Abb. 63B). Dieses Ergebnis deutet
an, dass HMGN Proteine bei der Auspragung der Kompetenz beteiligt sein kénnten und lasst
vermuten, dass die HMGN-Expression direkt oder indirekt durch Aktivin reguliert werden

kann.

4.6.3 Haben HMGN Proteine Einfluss auf den Beginn der Midblastula
Transition ?

Der Start der Transkription des embryonalen Genoms beginnt bei Xenopus laevis erst nach
der sogenannten Midblastula Transition (Newport und Kirschner et al., 1982). Wie unter
4.3.2.3.1 gezeigt, werden in Kontroll-Embryonen bis zur Midblastula keine HMGN Proteine
exprimiert. Bei einer Injektion von rekombinanten HMGN Proteinen in die Zygote sind nun
aber HMGN Proteine auch vor der Midblastula vorhanden. Diese veranderte HMGN
Proteinmenge koénnte den Beginn der Transkription einzelner Gene beeinflussen.
Interessanterweise wurde ein Einfluss der HMGN Proteine auf den allgemeinen Beginn der
genomischen Transkription in der Maus gezeigt (Mohamed et al.,, 2001). Es ware also
durchaus moglich, dass durch eine Injektion von HMGN Proteinen der Beginn der
genomischen Transkription auch bei Xenopus beeinflusst wird und friiher einsetzen kénnte.
Bei einer Injektion von XHMGN-Morpholinos andererseits ist nach dem Beginn der
Midbastula Transition die HMGN Proteinmenge reduziert. Dies wiederum kénnte zur Folge
haben, dass der Transkriptionsstart embryonaler Gene durch das Fehlen der HMGN
Proteine verzogert wird oder wesentlich schwacher ausfallt.

Um zu Uberprifen, ob eine Veranderung der HMGN Proteinmenge den Beginn der
genomischen Transkription bei Xenopus beeinflusst, wurden neusynthetisierte embryonale
Transkripte durch Injektion von Radioaktivitat markiert. In die Zygote injiziert, wird a-*?P-UTP
mit Beginn der Genomaktivierung ab der Midblastula Transition in die neu synthetisierte RNA
eingebaut (Newport und Kirschner et al., 1982). Um einen allgemeinen Einfluss der HMGN
Proteine auf den Beginn der embryonalen Gentranskription zu Uberprifen, wurde zusammen
mit 3 ng HMGN2 oder 20 ng MO-HMGN2 zusitzlich 0,4 uCi a-*P-UTP koinjiziert. Als
Kontrolle erhielten Embryonen nur die radioaktiven Nukleotide. Beginnend mit 4 h nach der

Befruchtung wurde in Abstadnden von 30 min die RNA aus je 2 Embryonen isoliert. Die
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isolierte  RNA wurde im RNA-Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine

Nylonmembran transferiert und auf einem Rontgenfilm exponiert.

Kontrolle + 3ng HMIGN2 + Mo-HMGN2
4 45 5 55 665 775 8 4 45 555 6657 758 4 45 5 55 6657 7,5 8 hpf
L

i ¢
"U _—
i ¢ 4 )
: . e

Abb.64: Die Manipulation der HMGN Proteinmengen verschiebt nicht den Beginn der allgemeinen
zygotischen Genexpression. Zygoten wurden nur mit 0,4 pCi a-**P-UTP (Links), mit 0,4 pCi a-**P-UTP
zusammen mit 3 ng HMGN2 (Mitte) oder mit 0,4 pCi a->*P-UTP zusammen mit 20 ng MO-HMGN2
injiziert (Rechts). Die RNA aus je 2 Embryonen wurde ab 4 Stunden nach der Befruchtung in einem
Abstand von je 30 min isoliert. Die isolierte RNA wurde im RNA-Agarosegel gelelektrophoretisch
aufgetrennt, mit Ethidiumbromid gefarbt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einem
Rontgenfilm Gber Nacht (-70°C, Verstarkerfolie) exponiert. Die Ethidiumbromid-gefarbte 18s RNA
dient als Beladungskontrolle und ist unter den Autoradiogrammen gezeigt. In der Kontrolle, wie auch
in den manipulierten Embryonen beginnt die Synthese der heterogenen RNA 5,5 Stunden nach der
Befruchtung (Pfeile), dem Zeitpunkt der Midblastula Transition (h.p.f. = hours post fertilisation). Die
Lage der 28s und 18s rRNA ist angegeben. Die in allen Proben enthaltene Bande unterhalb der 18s-
RNA ist RNase sensitiv und unbekannter Herkunft.

In allen drei Ansatzen konnte der Einbau der Radioaktivitat in die heterogene RNA ca. 5,5
Stunden nach der Befruchtung detektiert werden (Abb. 64, Pfeile), was dem Zeitpunkt der
Midblastula Transition entspricht. Durch die Injektion von HMGN2 Protein wurde der Start
der Transkription weder verfriht noch verstarkt. Ebenso konnte keine Verzdgerung des
Transkriptionsbeginns durch die Injektion von MO-HMGN2 beobachtet werden. Dies zeigt,
dass der allgemeine Beginn der embryonalen Transkription nicht durch HMGN Proteine
beeinflusst wird. Allerdings ist die Methode nicht sensitiv genug, um die Veranderung im

Expressionszeitpunkt einzelner Gene zu detektieren.

4.6.4 Einfluss von HMGN Proteinen auf den Expressionsbeginn spezifischer
Gene wahrend der Midblastula Transition

Wie unter 4.6.3 gezeigt, findet der allgemeine Start der Transkription des embryonalen
Genoms in unbehandelten wie auch manipulierten Embryonen (Injektion von 3 ng HMGN2
bzw. 20 ng MO-HMGN2 in die Zygote) zur gleichen Zeit statt. Die Anderung der
Proteinmengen von HMGN hat also keinen Einfluss auf den allgemeinen Expressionsbeginn
wahrend der Midblastula Transition. Allerdings ist die unter 4.6.3 verwendete Methode nicht
sensitiv genug, um diese Aussage auch fir einzelne Gene gelten zu lassen. Da eine
Manipulation der HMGN Proteinmengen einen Einfluss auf die lokale Chromatinstruktur

bewirken und so die Expression einzelner Gene beeinflussen kénnte und zudem gezeigt
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wurde, dass Histon H1A im Zusammenspiel mit HMGN die Struktur und Funktion des
Chromatins beeinflusst (Alfonso et al., 1994; Catez et al.,, 2003), wurde speziell der
Transkriptionsbeginn des Histon H1A-Gens wahrend der Midblastula Transition untersucht.
Dazu wurde die RNA aus je 2 HMGN- oder 2 MO-HMGNZ2-injizierten und 2 unbehandelten
Embryonen ab 5,5 Stunden nach der Befruchtung und dann im Abstand von je 30 min isoliert
und fur eine Northernblot-Analyse verwendet. Die RNA wurde nach der Gelelektrophorese
durch Ethidiumbromid angefarbt, fotografiert und auf eine Nylonmembran transferiert. Die
Nylonmembran wurde dann mit einer spezifischen Digoxigenin-markierten XHiston H1A-
Sonde bei 55°C Uber Nacht hybridisiert. Die gebundene Sonde wurden schliel3lich mit einem
Peroxidase-gekoppelten anti-Digoxigenin Antikdrper und ECL detektiert.

Wie man aus Abbildung 65 entnehmen kann, beginnt die Transkription von Histon H1A bei
den unbehandelten wie auch bei den HMGNZ2-injizierten Embryonen zur gleichen Zeit. Wie
man an den Signalstarken im Northern Blot sehen kann, ist aber eine deutliche erhdhte
Transkriptionsrate bei den HMGN2-injizierten Embryonen zu erkennen.

Bei XHMGN2 knock-down Embryonen dagegen zeigte sich ein verzdgerter und reduzierter
Expressionsbeginn von Histon H1A. Dies deutet an, dass variierende HMGN Proteinmengen

die Expression von Histon H1A-Genen mit beeinflussen.

Kontrolle +3ng HMGN2 + Mo-HMGN2
55 665 775 55665 775 55 665 775 hpt
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Abb.65: Northern Blots mit isolierter embryonaler RNA (RNA aus 2 Embryonen pro Spur). Die
Embryonen waren unbehandelt (Kontrolle), injiziert mit 3 ng HMGN2 (+3ng HMGNZ2) oder injiziert mit
20 ng MO-HMGN2 (+MO-HMGNZ2). Die isolierte RNA wurde im Agarosegel aufgetrennt, auf eine
Nylonmembran transferiert, mit einer Xenopus-spezifischen Digoxigenin-markierten Antisense-H71A
RNA-Sonde hybridisiert. Die gebundenen Proben wurden dann mit einem Peroxidase-gekoppelten
anti-Digoxigenin Antikorper und ECL detektiert. Das jeweilige Bild darunter zeigt die 18s-RNA des
korrespondierenden ethidiumbromidgefarbten Agarosegels als Beladungskontrolle.

4.6.5 Einfluss von HMGN Proteinen auf den Expressionsbeginn
entwicklungssteuernder  Schaltergene wahrend der Midblastula
Transition

Wie unter 4.6.3 beschrieben, haben Veranderungen der HMGN Proteinmengen keinen
Einfluss auf den allgemeinen Beginn der zygotischen Genexpression. Die
Northernblotanalyse des Expressionsbeginns des Histon H1A Gens (4.6.4) deutete aber an,
dass der Expressionsbeginn einzelner Gene durchaus beeinflusst werden kann. Durch den

»=animal cap assay“ wurde festgestellt, dass HMGN Proteine eine Rolle bei der Regulation
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der Expression Mesoderm-spezifischer Gene wie zum Beispiel XmyoD, Xbra und a-actin
spielen. Mittels der duRerst sensitiven Methode der RT-PCR wurde deshalb Gberprift, ob
eine experimentelle Veranderung der HMGN Proteinmengen die Transkription Mesoderm-
spezifischer Schaltergene beeinflusst.

Dazu wurde die RNA aus je 2 Embryonen ab 4 Stunden nach der Befruchtung und dann im
Abstand von 30 min bis 8,5 h nach der Befruchtung isoliert. Alle Embryonen stammten aus
einer in-vitro Befruchtung. Ein Teil wurde mit 3 ng HMGN2 Protein und ein anderer Teil mit
20 ng MO-HMGN2 injiziert. Andere Embryonen blieben als Kontrolle unbehandelt.
AnschlielRend wurde mit den stadienspezifischen RNAs eine RT-PCR-Analyse durchgeflihrt
und die Expression entwicklungssteuernder Schaltergene untersucht. Analysiert wurden die
Gene Xnr3 (Smith et al., 1995; Hansen et al., 1997), Xnr5 (Takahashi et al., 2000), Xbra
(Smith et al., 1991), chordin (Sasai et al., 1994) und follistatin (Hemmati-Brivanlou et al.,
1994). Xnr3 , chordin und follistatin sind Antagonisten von BMP-4 und werden als
Organisator-Induktoren bezeichnet. Sie spezifizieren im Zusammenspiel mit BMP-4 dorsales
bzw. ventrales Mesoderm und induzieren die Bildung von neuralem Gewebe. Der
Wachstumsfaktor Xnr5 induziert Mesoderm wie auch Entoderm. Das Xbra-Gen kodiert einen

Transkriptionsfaktor, der als Folge der Mesoderm-Induktion sehr frith exprimiert wird.

NF8
4 45 5 55 6 65 7 7.5 B B85 hpf

Abb.66: RT-PCR Analysen zum Expressionsbeginn entwicklungsrelevanter Schaltergene in HMGN2-
injizierten (+HMGNZ2, 3ng) und unbehandelten Geschwisterembryonen (Kontrolle). Die RNA aus je 2
Embryonen wurde ab 4 Stunden und dann in einem Intervall von je 30 min bis 8,5 Stunden nach der
Befruchtung isoliert. Die Midblastula Transition ist durch NF8 (Blastula-Stadium) angezeigt. Es wurde
die Expressionsbeginn der Gene Xnr3, Xnr5, Xbra, chordin, follistatin und Histon H3 untersucht. Die
Analyse der Histon H3 Expression diente als Kontrolle fir die Reverse Transkription. Wahrend fast
alle hier Uberpriften Gene in Kontroll- und HMGNZ2-injizierten Embryonen zum gleichen Zeitpunkt
erstmals transkribiert werden, beginnt die Expression von Xbra deutlich friher in HMGN2-injizierten
Embryonen (h.p.f. = hours post fertilisation;).

Kontrolle

Xnr5

Xbra

chordin

follistatin

H3
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Ein Vergleich des Expressionsbeginns dieser Gene in HMGN-injizierten und Kontroll-
Embryonen fuhrte zu folgenden Ergebnissen (Abb. 66). Die Gene Xnr3, Xnrb5, follistatin und
chordin wurden unabhangig von der HMGN Proteinmenge exprimiert. Das Gen Xbra
dagegen zeigte eine verfrihte Expression in HMGN-injizierten Embryonen im Vergleich zu
den Kontrollen. Dies impliziert, dass HMGN Proteine den Expressionsbeginn dieses Gens
mitbestimmen (Abb. 66).

Bei der Untersuchung der knock-down Embryonen dagegen begann die Expression von
Xbra 1 Stunde spater als in den unbehandelten Embryonen (Abb. 67). Das Transkript von
chordin andererseits wurde in MO-HMGNZ2-injizierten Embryonen deutlich friher (1,5
Stunden) exprimiert als in der Kontrolle. Der Beginn der Expression von Xnr3, Xnr5 und
follistatin war in MO-HMGN2-injizierten und unbehandelten Embryonen identisch (Abb. 67).
Zusammengenommen zeigen diese Untersuchungen, dass HMGN Proteine den Zeitpunkt
der zygotischen Xbra-Expression beeinflussen: Bei HMGN-Uberschuss erfolgte die Xbra-
Transkription verfriht, bei einem Fehlen dagegen verspatet. Mit chordin wurde ein weiteres
Gen identifiziert, dessen Expression HMGN-abhangig reguliert wurde. Uberraschend war
hier allerdings der gegenlaufige Effekt im Vergleich zu Xbra, mit einem deutlich verfrihten
Expressionsbeginn in knock-down Embryonen. Interessanterweise kann die HMGN-
abhangige Regulation beider Gene, Xbra und chordin, die Mesoderm-spezifischen

Missbildungen in HMGN-injizierten und knock-down Embryonen erklaren.

NF8
4 45 5 55 6 65 7 75 8 B85 hpf

Kontrolle

nr5
Xbra
chordin

Abb.67: RT-PCR Analysen zum Expressionsbeginn entwicklungsrelevanter Schaltergene in
XHMGNZ2-knock-down Embryonen (+MO-HMGN2, 20ng) und unbehandelten Geschwisterembryonen
(Kontrolle). Die RNA aus je 2 Embryonen wurde wie in Abb. 66 beschrieben isoliert und analysiert. Die
Midblastula Transition ist durch NF8 (Blastula-Stadium) angezeigt. Der embryonale Transkriptions-
beginn folgender Gene wurde untersucht: Xnr3, Xnr5, Xbra, chordin, follistatin und Histon H3. Die
Histon H3 Expression diente als Kontrolle fur die Reverse Transkription. In knock-down Embryonen
verzdgerte sich die Expression von Xbra im Vergleich zu der Kontrolle um 1 Stunde. Dagegen zeigt
die RT-PCR-Analyse eine deutlich verfriihte Expression von chordin (1,5 Stunden friiher) in MO-
HMGNZ2-injizierten Embryonen im Vergleich zu Kontroll-Embryonen (h.p.f. = hours post fertilisation;).

follistatin

H3
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5 Diskussion

HMGN Proteine, ein ubiquitarer Bestandteil von Vertebratenzellen, besitzen die Fahigkeit,
die Architektur und Funktion des Chromatins zu beeinflussen (Bustin 2001). Daher liegt die
Annahme nahe, dass HMGN Proteine eine Rolle in Entwicklungs- bzw. Differenzierungs-
prozessen spielen, obwohl es dazu bislang keinen direkten Hinweis gibt (vgl. Einleitung). In
der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die Rolle der HMGN Proteine in der Oogenese und
der Embryonalentwicklung am Modellsystem Xenopus laevis naher untersucht. Die in dieser
Arbeit erzielten Ergebnisse fuhrten zu zahlreichen neuen und grundlegenden Erkenntnissen
bezuglich der Funktion der HMGN Proteine.

1.) Die Sequenzanalyse der Xenopus HMGN Proteine (XHMGN) belegt die hohe
evolutionare Konservierung dieser Proteine. 2.) Expression und zelluldre Verteilung der
HMGN Proteine unterliegen wahrend der Oogenese und der Embryonalentwicklung einer
strengen Kontrolle. 3.) Experimentelle Veranderungen der HMGN Proteinmengen flhren
wahrend der Embryonalentwicklung zu Entwicklungsstérungen. 4.) HMGN Proteine
beeinflussen  die  Expression  spezifischer  entwicklungsrelevanter Gene  der

Embryonalentwicklung.

5.1 HMGN Proteine sind hoch konserviert von Xenopus zum Menschen

Die Xenopus-spezifischen Proteinsequenzen XHMGN1 und XHMGN2, die unter 4.1
beschrieben wurden, erlauben interessante Einblicke in die Evolution dieser Proteine.
Vergleichende Analysen mit den Orthologen anderer Spezies machen deutlich, dass die
Aminosauresequenz  bei allen Vertebraten erstaunlich  konserviert ist. Die
Ubereinstimmungen sind insbesondere in den funktionellen Domanen der HMGN Proteine
zu finden. Die ersten vier Aminosaduren, PKRK, die einen Teil des zweigeteilten
Kernlokalisationssignals (NLS1) darstellen (Hock et al.,, 1998a), sind in allen HMGN
Proteinen identisch. Der zweite Teil des Kernlokalisationssignals (NLS2), KGKRK, ist
ebenfalls unverandert bei allen HMGN Proteinen, einschlieRlich XHMGN1 und XHMGNZ2. Die
nukleosomale Bindungsdomane der HMGN Proteine ist im Fall von HMGN2 zwischen
Mensch und Xenopus identisch und im Fall HMGN1 hoch konserviert. Der amino-terminale
Bereich der nukleosomalen Bindungsdomane ist besonders hoch konserviert (Bustin und
Reeves, 1996; Bustin et al., 1990). 10 von 11 Aminosduren sind unverandert in allen
untersuchten Spezies. Die C-terminale Chromatin Aktivierungsdomane, die zwischen
HMGN1 und HMGN2 Proteinen unterschiedlich ist, innerhalb der HMGN1 bzw. HMGN2
Proteine verschiedener Spezies aber hoch konserviert vorliegt, ist ebenfalls in XHMGN

Proteinen zu finden.
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In der Evolution trennten sich Amphibien und Sauger vor tber 350 Millionen Jahren (Dayhoff,
1972). Die hohe Konservierung der HMGN Aminosauresequenzen, legt eine wichtige und
grundlegende Funktion in Vertebraten nahe. Das Vorhandensein beider Proteine, HMGN1
und HMGN2, in allen Vertebraten spricht dafiir, dass beide Proteine eine bestimmte und
nicht austauschbare Funktion erfiillen. Entsprechendes wurde fiir Mitglieder anderer HMG-
Familien festgestellt. HMGB2 beispielsweise kann HMGB1 funktionell nicht ersetzen
(Calogero et al., 1999), HMGA1a und HMGA1b kénnen ebenfalls eine fehlerhafte Funktion
des nah verwandten HMGA2 nicht kompensieren (Zhou et al., 1995).

Die Sequenz-Ubereinstimmungen zwischen XHMGN1 und HMGN1 Proteinen anderer
Spezies (Mensch, Maus und Huhn) reichen von 53% bis 61% (Abb. 15), wogegen die
Sequenz von XHMGN2 mit HMGN2 Proteinen anderer Spezies (Mensch, Maus und Huhn)
zu 84% bis 87% Ubereinstimmt. Somit ist die Sequenz von XHMGN1 im Vergleich zu
XHMGN2 weniger konserviert. Interessanterweise besitzt XHMGN2 ein Serin an der Position
neun, was HMGN2 Proteinen anderer Spezies fehlt. Mdglicherweise wird durch
Phosphorylierung dieses XHMGN2-Serinrestes, vergleichbar mit dem Serin in der Position
sechs im HMGN1 Protein, die Interaktionen zwischen HMGN Proteinen und Nukleosomen,
aber auch mit interagierenden Proteinen, reguliert (Prymakowska-Bosak et al., 2001, 2002;
Thomson et al., 1999; Barratt et al., 1994).

5.2 HMGN Proteine zeigen eine uberraschende Verteilung in Oozyten

Verschiedene Experimente belegten, dass wahrend der Oogenese von Xenopus laevis
sowohl XHMGN1 und XHMGN2 Proteine als auch die entsprechenden mRNAs in den
Oozytenstadien I-VI vorhanden sind. Interessanterweise zeigten Westernblot-Analysen, dass
XHMGN Proteine nicht in den Zellkernen alterer Oozytenstadien (V, VI) vorkommen.
Stattdessen wurden die XHMGN Proteine ausschliellich im Zytoplasma gefunden.
Entsprechend konnten XHMGN Proteine auch mit Hilfe von Immunfluoreszenzanalysen nicht
an den Lampenbirstenchromosomen (LBC) lokalisiert werden. Dieser offensichtliche
Ausschluss der XHMGN Proteine von den Zellkernen, zumindest bei alteren Oozytenstadien,
steht im Gegensatz zu dem, was fir HMGB Proteine beschrieben wurde. Die HMGB
Proteine beispielsweise sammeln sich sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern von
Oozyten an (Kleinschmidt et al., 1983).

Da HMGN Proteine an den LBC fehlen, lasst sich der Schluss ziehen, dass sie in Oozyten
weder eine Rolle als Architekturelemente der LBC noch bei Transkriptionsereignissen eine
Rolle spielen. Unterstiitzt wird diese Aussage dadurch, dass in Oozyten injizierte
Fluoreszenz-markierte HMGN1-Proteine zwar an die LBC binden konnten, die Bindung der
exogenen Proteine aber keine Veranderungen der LBC-Struktur verursachte. Dies zeigt,

dass HMGN Proteine, zumindest in relativ geringen Mengen, die globale Struktur der LBC
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nicht beeinflussen. Histon H1, das um Chromatin-Bindungsstellen mit HMGN Proteinen
konkurrieren kann (Catez et al., 2002), fehlt interessanterweise ebenfalls in Oozytenkernen
und ist nicht mit LBC assoziiert (Hock et al., 1993).

Wahrend der Oogenese wird allerdings die maternale Histon H1 Variante H1M/B4 in
Oozyten angereichert (Smith et al., 1988; Dworkin-Rastl et al., 1994) und es ware denkbar,
dass ebenso eine Oozytenvariante der HMGN Proteine existiert. Wie Sequenzierungen der
XHMGN-mRNA aus Oozyten aber zeigten, wird flir die HMGN Proteine offensichtlich kein
Oozyten-spezifischer Ersatz synthetisiert.

Wie werden aber die XHMGN Proteine in den Oozyten im Zytoplasma gehalten? Wie sich
zeigte, konnen exogene in den Zellkern injizierte HMGN Proteine an LBC binden. Zudem
besitzen auch die XHMGN Proteine ein Kernlokalisationssignal und sollten so aktiv Gber
einen Importin-abhangigen Mechanismus in den Zellkern importiert werden (Hock et al.,
1998b; Prymakowska-Bosak et al., 2001). Da dies nicht der Fall ist, muss man annehmen,
dass HMGN Proteine aktiv im Oozyten-Zytoplasma zuruckgehalten werden. Wie kurzlich
gezeigt wurde, werden in humanen somatischen Zellen HMGN Proteine in der Prophase der
Mitose an Serinen innerhalb der nukleosomalen Bindungsdomane phosphoryliert. Diese
Phosphorylierung schwacht einerseits die Bindung der Proteine an Nukleosomen und
unterstutzt gleichzeitig die Bindung der HMGN Proteine mit dem Protein 14.3.3¢. Durch diese
Interaktion werden die HMGN Proteine im Zytoplasma gehalten und eine
Chromosomenbindung verhindert (Prymakowska-Bosak et al., 2002). Verschiedene
Varianten der 14-3-3 Proteine erkennen und binden phosphorylierte Proteine und
beeinflussen so die Umverteilung und funktionelle Regulation vieler Proteine (Fu et al.,
2000). Dies wurde beispielsweise auch fir die CDC25 Phosphatase in Xenopus-Oozyten
gezeigt. Hier wird CDC25 durch die Bindung an 14.3.3¢ im Zytoplasma zurtickgehalten
(Yang et al., 1999). Es ist also vorstellbar, dass ein solcher Mechanismus, sprich die
Bindung von phosphorylieten XHMGN Proteinen an einen 14-3-3 Isotyp, die XHMGN
Proteine im Zytoplasma zuruckhalt.

Was geschieht mit den zytoplasmatischen XHMGN Proteinen einer Oozyte wahrend der
Maturation? Interessanterweise konnte nach einer Progesteron-induzierten Reifung von
Oozyten zu Eiern (Wassermann und Smith, 1978) keine HMGN Proteine mehr gefunden
werden. Offenbar werden die HMGN Proteine wahrend der Eireifung schnell degradiert. Ein
Abbau von Proteinen wahrend der Eireifung ist kein ungewdhnlicher Prozess. Das nukleolare
Protein NO145 ist beispielsweise in allen Oozytenstadien wahrend der Xenopus-Oogenese
vorhanden und wird wahrend der Reifung der Oozyten zu Eiern schnell und komplett
degradiert (Kneissel et al., 2001).
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Das Fehlen der XHMGN Proteine in reifenden Eiern zeigt klar, dass die XHMGN Proteine
nicht zu jenen Proteinen gehdren, die als maternale Faktoren im Ei angesammelt werden
(Abb. 22).

5.3 Die Expression von HMGN Proteinen in Embryonen ist zeitlich und
raumlich reguliert

Wie die weitere Untersuchung von Embryonen ergab, sind im Ei und in frGhen Stadien der
Embryogenese (bis zur Blastula) keine XHMGN1 oder XHMGN2 Proteine vorhanden (Abb.
28). Selbst wenn mehrere hundert Eier oder Embryonen fur Extraktionsexperimente
verwendet wurden, waren die HMGN Proteine nicht nachweisbar (Trieschmann et al., 1998;
Korner et al., 2003). Dies unterstitzt die oben getroffene Aussage, dass HMGN Proteine
nicht als maternaler Vorrat in Eiern angelegt werden.

Da bei Xenopus laevis erst ab der Midblastula Transition das embryonale Genom
transkribiert wird, ist es nicht verwunderlich, dass HMGN Proteine, die DNA-abhangige
Prozesse wie z.B. Transkription unterstiitzen (siehe Einleitung), nicht vor der Midblastula
Transition bendtigt werden. Erst ab der Blastula, zeitgleich mit der transkriptionellen
Aktivierung des embryonalen Genoms, lassen sich HMGN Proteine finden. Wahrend die
XHMGN Proteine also erst mit Beginn der embryonalen Transkription erscheinen, lasst sich
trotzdem mit Hilfe von RT-PCR-Analysen, zumindest in geringen Mengen, XHMGN1- und
XHMGN2-mRNA auch im Ei und frthen Embryonalstadien nachweisen. Daher liegt die
Vermutung nahe, dass diese mRNAs nicht translatiert werden. Interessanterweise wurde
genau dies fur die mRNA von Xenopus-Histon H1A beschrieben, die modifiziert in friihen
Embryonen vorliegt und nicht translatiert werden kann (Bouvet und Wolffe, 1994; Khochbin,
2001). Auch das Histon H1A ist erst ab der Blastula nachweisbar (Dimitrov et al., 1993; Hock
et al., 1993). Vergleichende Western Blot Analysen zeigten, dass XHMGN und Histon H1A
fast zeitgleich wahrend der Xenopus-Embryonalentwicklung auftreten. Ein &hnlich
korrelierendes Auftreten von HMGN Proteinen und Histon H1 wurde auch wahrend der
Mausentwicklung beschrieben (Mohamed et al., 2000; Adenot et al., 2000; Gao et al., 2004).
Dieses zeitgleiche Auftreten von HMGN Proteinen und Histon H1 wahrend embryonaler
Entwicklungsprozesse ist aus verschiedenen Griinden sehr interessant: 1.) HMGN Proteine
und Histon H1 interagieren, wenn sie an das Nukleosom gebunden sind, teilweise mit den
gleichen Zielszellen (Alfonso et al., 1994). 2.) Im SV40 Minichromosom Modellsystem
kénnen HMGN1 Proteine eine Histon H1-vermittelte transkriptionelle Inaktivierung
abschwachen (Ding et al., 1997). 3.) In lebenden Zellen konnte gezeigt werden, dass HMGN
und Histon H1 um die gleichen Chromatin-Bindungsstellen konkurrieren und so das
Chromatin modulieren (Catez et al., 2002). Unter Berticksichtigung dieser Aspekte konnte

die entwicklungsspezifische Expression beider Proteine so abgestimmt sein, dass durch das
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Zusammenspiel von Histon H1 und HMGN Proteinen die Chromatinstruktur in bestimmten
Bereichen dynamischen Veranderungen unterliegt und so die Voraussetzung fir eine
regulierbare Transkription schafft.

Neben der zeitlich regulierten Expression der XHMGN Proteine wurde auch eine raumlich
regulierte Expression, zumindest auf Ebene der mRNAs, gefunden. Von der Blastula an sind
XHMGN-mRNAs zwar in allen Entwicklungsstadien nachweisbar, auffallig waren aber
erhohte XHMGN1 und XHMGN2 mRNA-Mengen im Mesoderm (Somiten) und
Neuroektoderm (Gehirn, Kopf) im Vergleich zu Ektoderm (Haut) und Entoderm (Bauch). Ob
diese erhéhten mRNA-Mengen auch erhdhte Proteinmengen bedingen, konnte nicht geklart
werden. Immunfluoreszenz-Analysen an Paraffinschnitten zeigten lediglich das
Vorhandensein beider Proteine in allen Zellkernen von Post-Blastula Embryonen.
Interessanterweise wurde bereits gezeigt, dass ein Zusammenhang zwischen der HMGN-
Expression und der Muskeldifferenzierung von C2C12 Mausmyoblasten besteht (Pash et al.,
1990, 1993). Ebenfalls wurde eine Korrelation zwischen der HMGN-Expression und der
Differenzierung von promyelotischen HL-60 Zellen zu Monozyten und Granulozyten
gefunden (Shakoori et al., 1993). Diese veranderte Expression von HMGN Proteinen bei
Differenzierungsprozessen von Mesoderm-abgeleiteten Zellen stimmt gut mit der erhdhten

Expression im embryonalen Mesoderm von Xenopus Uberein.

5.4 Die zellulare HMGN-Konzentration ist kritisch fur die Embryonal-
entwicklung
Wie oben diskutiert, wird die XHMGN Proteinbiosynthese wahrend der Xenopus-
Frihentwicklung zeitlich und moglicherweise auch raumlich reguliert. Abweichungen von
diesem Entwicklungsprogramm fuhren zu Fehlentwicklungen, wie in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden konnte. Die experimentelle Erhéhung der HMGN Proteinmengen wurde
durch Injektion rekombinanter HMGN Proteine in befruchtete Eizellen bewirkt, die
Verminderung durch Injektion von Morpholino-Antisense-Oligonukleotiden induziert. Proteine
und Morpholinos wurden in die Zygote von Xenopus laevis injiziert, wobei die Erhéhung bzw.
die Erniedrigung der HMGN Proteinmengen noch mindestens bis zum Gastrulastadium
nachweisbar waren. Bis zum Beginn der Midblastula Transition hatten die Manipulationen
keinerlei Einfluss auf die Embryonalentwicklung. Bei den manipulierten Embryonen zeigten
Zeitrafferaufnahmen einen normalen Ablauf der Furchungsteilungen, zusatzlich zeigte ein
Micrococcus Nuklease Verdau, dass die globale Chromatinstruktur im Vergleich zu
Kontrollembryonen unverandert blieb. Der Einbau von o-*P-UTP in neusynthetisierte
embryonale RNA zeigte, dass der Beginn der genomischen Transkription in manipulierten
und Kontroll-Embryonen zum gleichen Zeitpunkt erfolgte und sich die Transkriptionsrate in

manipulierten Embryonen nicht signifikant anderte. Letzteres war Uberraschend, da im
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Gegensatz dazu im Mausmodell festgestellt wurde, dass durch eine Verdrangung der HMGN
Proteine vom Chromatin die allgemeine embryonale Transkriptionsrate erniedrigt und die
Furchung verzogert wird (Mohamed et al., 2001). Mohamed et al. benutzten zur
Verdrangung der HMGN Proteine vom Chromatin ein Peptid, das der nukleosomalen
Bindungsdomane von HMGN Proteinen entsprach. Eine Verdrangung der HMGN Proteine
vom Chromatin menschlicher Zellen, ebenfalls durch Kompetition mit Hilfe des gleichen
Peptids, reduzierte auch hier die Transkriptionrate (Hock et al., 1998a). Wie lasst sich diese
Diskrepanz erklaren? Wie bereits mehrfach erwahnt, wird in der Xenopus-Entwicklung das
embryonale Genom erst wahrend der Midblastula Transition aktiviert. Gleichzeitig sind
HMGN Proteine bei Xenopus auch erst ab der Midblastula Transition zu finden, wahrend sie
im Mausmodell in allen Stadien der Embryogenese vorkommen (Mohamed et al., 2001).
Xenopus-Modell und Mausmodell sind bezliglich der HMGN Proteine also nicht direkt zu
vergleichen. Zusammengenommen unterstreichen die Ergebnisse aber, dass
Veranderungen von HMGN Proteinmengen nur dann Auswirkungen haben, wenn diese
natirlicherweise vorkommen und sie auch funktionell sind.

Wahrend also vor der Midblastula Transition veranderte HMGN Proteinmengen keinerlei
Einfluss auf die Fruhentwicklung hatten, so zeigte sich mit Beginn der Midblastula Transition
ein starker Einfluss veranderter HMGN Proteinmengen auf die weitere Embryonal-
entwicklung. Bei der Mehrheit der HMGN2-injizierten Embryonen wurde eine unvollkommene
SchlieBung des Blastoporus beobachtet. Mit Erreichen des Schwanzknospenstadiums zeigte
eine signifikante Anzahl der manipulierten Embryonen eine stark verkirzte und gebogene
Kdrperachse einhergehend mit einem offenen Ricken (,Spina bifida“-Phanotyp) und
Mikrocephalie. Neben diesen Missbildungen wurden in manipulierten Embryonen im friihen
Neurulastadium Zellen zwischen dem Embryo und der Vitelinmembran beobachtet. Frihere
Arbeiten fiihrten dieses Phanomen auf Apoptose zurick (Grammer et al., 2000). Ein
vergleichender Whole-mount-TUNEL-Assay mit wildtypischen und HMGN-injizierten
Embryonen konnte diese Aussage jedoch nicht bestatigen. Anzahl und Lage der
apoptotischen Zellen in HMGNZ2-injizierten Embryonen waren vergleichbar mit denen von
wildtypischen Schwesterembryonen.

Wie ist dann dieses Phanomen der extern auftretenden Zellen nach Injektion von HMGN2 zu
erklaren? Moglicherweise stort eine erhdhte HMGN Proteinmenge die Gastrulations-
bewegungen, was in einer unvollkommenen Schliefung des Blastoporus resultiert. Als
Konsequenz sterben mesodermale und entodermale Zellen auRerhalb des Embryos und
verbleiben innerhalb der Vitelinmembran. Eine derartige Stérung der Gastrulations-
bewegungen mit unvollkommener SchlieBung des Blastoporus wiurde ebenso den ,Spina

bifida“-Phanotyp der spateren Schwanzknospenstadien erklaren.
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Interessanterweise war die Starke der Missbildungen abhangig von der injizierten HMGN
Proteinmenge, ein erster Hinweis, dass die Missbildungen spezifisch durch HMGN Proteine
hervorgerufen wurden. Ein klarer Beleg dafir konnte durch die Injektion eines
mutagenisierten HMGN1 Proteins erbracht werden, bei dem zwei Serine an Position 20 und
24 innerhalb der nukleosomalen Bindungsdomane durch die Aminosauren Glutaminsaure
ersetzt wurden. Dieses mutagenisierte Protein wird zwar noch in den Zellkern importiert,
bindet aber nicht mehr an die Nukleosomen (Prymakowska-Bosak et al., 2001, 2002). Die
Injektion dieses HMGN1S20,24E Proteins erzeugte keinerlei Missbildungen. Dies zeigte Klar,
dass nicht das Protein per se, sondern die Interaktion des Proteins mit dem Chromatin die
Fehlentwicklungen verursacht. Neben diesen Experimenten beweisen auch die ,knock-
down“- und die ,rescue“-Experimente die HMGN-Abhangigkeit und Spezifitat der
Missbildungen (siehe unten).

Weitergehende Untersuchungen der durch HMGN-Injektion erzeugten Phanotypen wurden
mittels histologischer Analysen, einer Expressionsanalyse des mesodermalen Markergens
XMyoD mit Hilfe der Whole mount in situ-Hybridisierung, einer Calcein-Farbung zur Analyse
der Knochenbildung und durch die raumliche Organdarstellung mit Hilfe von MRI (Magnetic
resonance imaging) durchgefihrt. Ein auffallendes Ergebnis all dieser Analysen war die
fehlerhafte Myotomentwicklung bei HMGNe-injizierten Embryonen. Paraffinschnitte sowie
MRI-Analysen, aber auch Whole mount in situ-Hybridisierung mit dem mesodermalen
Markergen XMyoD zeigten eine auffallige lose und ungeordnete Struktur der Myotome.
Myotome sind ein Bestandteil der Somiten und entstammen somit dem Mesoderm. Wie oben
bereits diskutiert, werden HMGN Proteine gerade im Mesoderm verstarkt exprimiert.
Vorstellbar ist, dass die Entwicklung der Myotome eine exakt regulierte HMGN Proteinmenge
bendtigt und dass eine Abweichung von einer kritischen Menge Stérungen in der
Myotombildung verursacht. Ahnliches konnte bei der Augenentwicklung bei HMGN2-
injizierten Embryonen gefunden werden. Das Auge entsteht zwar aus Ektoderm und
Mesoderm, aber auch hier ist auffallig, dass die Starke der Fehlentwicklung mit der Menge
der injizierten HMGN Proteine korreliert.

Durch eine Calcein-Farbung alterer Embryonen (finf Tage) konnte gezeigt werden, dass die
Wirbelsaule bei HMGN2 injizierten Embryonen nur rudimentar oder gar nicht vorhanden ist.
Diese Missbildungen sind wiederum HMGN-dosisabhangig und als ein sekundares
Phanomen anzusehen, die aus der oben beschriebenen Somitenfehlentwicklung resultiert.
Die Wirbelsaule bildet sich aus dem Sklerotom, das sich aus den Somiten differenziert und
ein Mesenchym um die Chorda bildet. Eine mdgliche Stérung der Mesoderm-Bildung kann
somit vielfaltige sekundare Missbildungen, wie das Fehlen der Wirbelsaule, hervorrufen.
Besonders gut eignete sich die Magnetresonanz Mikroskopie zur Analyse der HMGN-

injizierten Phanotypen. Mit Hilfe von Abbildungen 3D-rekonstruierter Embryonen und mit
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Hilfe des Segmentierungs-Werkzeuges des Computerprogramms ,Amira“ lassen sich die
Charakteristika der Phanotypen, wie gekrimmte Korperachse, offener Ricken,
Microcephalie und fehlerhafte Myotomentwicklung besonders gut verdeutlichen.
Insbesondere die Information der Organanordnung im dreidimensionalen Raum und die
Méglichkeit, virtuelle Schnitte in beliebigen Ebenen herzustellen, verdeutlichten die
Fehlentwicklung insbesondere des Mesoderms. Das MRI-Verfahren bestatigte eindrucksvoll
die durch die anderen Methoden gewonnenen Erkenntnisse und sollte bei ahnlichen
Untersuchungen in Zukunft die zuerst angewendete Analyse-Methode sein.

Bislang wurden nur die Konsequenzen erhdhter HMGN Proteinmengen fiir die Xenopus-
Embryonalentwicklung diskutiert. Wie wirkt sich aber eine Verringerung der HMGN
Proteinmengen nach der Blastula aus?

Uberraschenderweise verursachte eine Verringerung der HMGN Proteinmengen ahnliche
Phanotypen wie eine Erhéhung. Auch hier finden sich eine verkiirzte und gebogene
Kdrperachse, eine gestdrte Kopf- und Augenentwicklung und ein offener Ricken, wenn auch
weniger ausgepragt als bei HMGN2 injizierten Embryonen. Der ,Spina bifida“-Phanotyp, der
charakteristisch fur erhdhte HMGN Mengen ist, zeigte sich auch bei einer Verringerung der
HMGN Mengen. Auch hier konnte das MRI-Verfahren verdeutlichen, dass keine oder nur
eine rudimentdare Chorda bei HMGN ,knock-down“-Embryonen gebildet wurde.
Entsprechend zeigte die Calceinfarbung das Fehlen einer Wirbelsaule in alteren Embryonen.
Das MRI von HMGN ,knock-down“-Embryonen zeigte ebenso deutlich die reduzierte und
fehlerhafte Entwicklung der Somiten, aber auch, dass anteriore Strukturen weniger stark
betroffen waren.

Neben diesen Gemeinsamkeiten gab es aber auch Unterschiede. Auffallend war eine
deutliche Dorsalisierung der ,knock-down“-Embryonen. In dem von Kao und Elinson (1988)
erstellten Dorso-Anterio-Index (DAI), aufgestellt zur Einteilung von durch Lithiumclorid (LiCl)
hervorgerufenen dorsalisierten Phanotypen von Xenopus-Embryonen, kann man den HMGN
.knock-down“-Embryonen DAI 8 zuweisen. Charakterisiert wird dieser DAl 8 durch das
Fehlen des Rumpfes, der Somiten und einer irregular geformten Chorda.

Die Spezifitat der Missbildungen, hervorgerufen durch einen HMGN ,knock down®, konnte
eindrucksvoll durch ,Rettungsexperimente” gezeigt werden. Gleichzeitig zeigten diese
Experimente wiederum, wie wichtig eine korrekte HMGN Proteinmenge fiir eine fehlerfreie
Embryonalentwicklung ist. Wahrend eine Koinjektion von 300 pg HMGN Protein zusammen
mit den Morpholino-Antisense-Oligonukleotiden eine Rettung der Phanotypen verursachte
und die Missbildungen drastisch reduzierte, fihrte eine Koinjektion von 3 ng HMGN Protein
zu den charakteristischen Phanotypen einer erhohten HMGN Menge. Warum flhrt gerade
die injizierte Menge von 300 pg HMGN Protein in ,knock-down“-Embryonen zur Rettung der

Embryonen? Dies liegt wahrscheinlich daran, dass diese Menge an rekombinantem HMGN
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Protein der Gesamtmenge der HMGN Proteine in Kontroll-Gastrulae entspricht und damit die
wildtypische HMGN Proteinmenge wiederhergestellt wird (Eine Xenopus-Zelle enthalt 6 pg
DNA und ca. 6 pg Histone bei einem DNA/Histon-Massenverhaltnis von 1:1. Bei einem
1%igen Anteil der HMGN Proteine an Histonen enthéalt eine Zelle 0,06 pg HMGN. Die 5000
Zellen einer Blastula enthalten somit ca. 300 pg HMGN Protein).

Zusammengenommen zeigen HMGN-Uberexpressions- und HMGN  knock-down*“-
Experimente, dass eine kritische HMGN Proteinmenge wichtig fir grundlegende
Differenzierungsereignisse ist, insbesondere des Mesoderms. Ein Abweichen von diesen
Proteinmengen nach oben oder nach unten fiihrt zur gleichen fehlerhaften Entwicklung ganz
bestimmter mesodermaler aber auch ektodermaler Strukturen. Wie lassen sich diese

Fehlentwicklungen auf molekularer Ebene erklaren?

5.5 Die HMGN Proteinmenge beeinflusst die Expression entwicklungs-
steuernder Gene

Wie oben diskutiert, haben Veranderungen der HMGN Proteinmengen erhebliche
Auswirkungen auf die embryonale Entwicklung von Xenopus laevis.

Die Struktur und die Zusammensetzung des Chromatins spielen eine sehr wichtige Rolle
wahrend embryonaler Entwicklungsprozesse und sind die Grundlage fir eine differentielle
Genaktivitat (zusammengefasst von Patterton und Wolffe, 1996). Da HMGN Proteine
Architekturelemente des Chromatins darstellen und sie damit die Genexpression
beeinflussen, konnte eine veranderte HMGN Proteinmenge die kontrollierte differentielle
Genaktivitat stéren und die Ausbildung der Phanotypen erklaren. Wie bereits diskutiert, fuhrt
eine Verdrangung der HMGN Proteine vom Chromatin zu einer niedrigeren RNA-Synthese in
Maus-Embryonen (Mohamed et al., 2001). Fuhren die injizierten HMGN Proteinmengen zu
globalen Veranderungen am Chromatin?

Eine globale Veranderung des Chromatins durch extrem groe HMGN Proteinmengen
konnte beispielsweise an Lampenbirstenchromosomen (LBC) beobachtet werden. In alteren
Xenopus-Oozyten fehlen HMGN Proteine an den LBC und lokalisieren im Zytoplasma. Wie
durch Injektion von fluoreszierenden HMGN Proteinen gezeigt, kdnnen sie aber prinzipiell an
LBC binden ohne dass sie, zumindest bei Injektion geringer Proteinmengen, die Struktur der
LBC beeinflussen. GroRere Mengen dagegen beeinflussen aber sehr wohl die LBC-Struktur.
Nach Inkubation isolierter LBCs mit 2 yg HMGN2 Protein wurde beispielsweise beobachtet,
dass sich die Chromsomen stark kondensierten und die Schleifen retrahiert wurden. Stark
erhohte HMGN-Konzentrationen flihrten in diesem Fall also zur strukturellen Veranderung
des Chromatins. Obwohl bei der Injektion der Embryonen jene Mengen verwendet wurden,
die die LBC-Struktur nicht beeinflussten, wurde zusatzlich tberpriift, ob sich das embryonale

Chromatin nach Uberexpression oder Wegnahme der HMGN Proteine global verandert.
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Zunachst wurde mit Hilfe von XHMGN2-EGFP-Fusionsproteinen lberpriift, wie sich eine
Uberexpression auf die allgemeine Chromatinstruktur auswirkt. Eine lichtmikroskopische
Analyse von Quetschpraparaten zeigte, dass die Uberexpression der Fusionsproteine
keinerlei Einfluss auf die Kernstruktur und die nukledre Chromatinverteilung hatte. Weiterhin
wurde die Zuganglichkeit der DNA gegenitber DNasen in manipulierten und Kontroll-
Embryonen Uberprift. Ein derartiger Verdau des Chromatins, beispielsweise mit Micrococcus
Nuklease, kann aufzeigen, ob das Chromatin dichter gepackt oder weniger dicht gepackt
vorliegt. Diese Untersuchungen ergaben ein gleichartiges Chromatin-Verdauungsmuster des
Chromatins aus wildtypischen und manipulierten Embryonen. Daher ist davon auszugehen,
dass es zu keiner globalen Veranderung des Chromatins nach Injektion von 3ng HMGN2
bzw. 20 ng MO-HMGN2 kommt. Dies schlie3t aber nicht aus, dass durch die Manipulationen
lokale Chromatinveranderungen auftreten, die durch einen Micrococcus Verdau nicht
nachgewiesen werden konnen. Lokale Veranderungen konnten direkten Einfluss auf die
Expression spezifischer entwicklungsrelevanter Gene haben und somit Stérungen der
embryonalen Entwicklung hervorrufen.

Eine Mdglichkeit, den Einfluss der HMGN Proteine auf entwicklungsrelevante Gene zu
untersuchen, bieten Induktionsprozesse, da das Umprogrammieren zelluldrer Entwicklungs-
schicksale Uber differenzielle Genaktivitdt erfolgt. Zudem wurde gezeigt, dass
Induktionsprozesse zeitlich durch die Verfiigbarkeit verschiedener Chromatinkomponenten
reguliert werden. Beispielsweise ist Histon H1 ein zeitlimitierender Faktor, der die Kompetenz
von Zellen auf Wachstumsfaktoren zu reagieren, mitbestimmt (Steinbach et al., 1997). Wie
von Steinbach et al. (1997) gezeigt wurde, werden durch den Beginn der Synthese des
somatischen Histon H1 in Xenopus-Embryonen Gene, wie zum Beispiel die Mesoderm-
spezifischen Transkriptionsfaktoren XMyoD und Xbra, inaktiviert. Zudem wurde von Catez et
al. (2002) gezeigt, dass HMGN Protein und Histon H1 um die gleichen Chromatin-
Bindungsstellen konkurrieren kénnen. HMGN Proteine kénnten also tber diese Konkurrenz
Einfluss auf Induktionsprozesse nehmen und die Transkription Mesoderm-spezifischer Gene
beeinflussen. Zur Untersuchung dieser Méglichkeit wurden von Blastula-Embryonen isolierte
animale Kappen von wildtypischen und HMGN-injizierten Embryonen mit Hilfe des TGFf
Wachstumsfaktors Aktivin umprogrammiert. Aktivin induziert in einem Kompetenz-Zeitfenster
die Expression Mesoderm-spezifischer Gene wie XMyoD, Xbra und a-actin in isolierten
animalen Kappen. Wie sich gezeigt hat, wurde dieses Zeitfenster in HMGN-injizierten
Embryonen im Vergleich zu wildtypischen Embryonen um ca. eine Stunde verléngert, das
heilt die Expression der Mesoderm-spezifischen Gene XMyoD, Xbra und a-actin wurde
direkt durch die erhéhte HMGN Proteinmenge beeinflusst. Entsprechende Kontrollen, wie die
Injektion der oben bereits beschriebenen nicht-funktionellen HMGN1S20,24E-Mutante,
bestatigten die Spezifitat der Analysen.
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Wie oben beschrieben, ist Histon H1 ein zeitlimitierender Faktor des Kompetenz-Zeitfensters
und eine erhdhte Histon H1 Proteinmenge fiihrt zu einer Verkirzung der Expression
Mesoderm-spezifischer Gene (Steinbach et al., 1997). HMGN Proteine zeigten genau den
gegenteiligen Effekt, ndmlich eine Verlangerung der Aktivitdt der Mesoderm-spezifischen
Genexpression. Dies konnte als ein weiterer Hinweis auf ein mdégliches funktionelles
Zusammenspiel dieser beiden Chromatin-bindenden Proteine in lebenden Zellen hinweisen
und fihrt zur Vermutung, dass ein antagonistisches Zusammenspiel der beiden
Chromatinproteine das Zeitfenster der mesodermalen Kompetenz mitbestimmt. Ob diese
Vermutung richtig ist, muss noch durch gleichzeitige Veranderung von Histon H1 und HMGN
Proteinmengen im Xenopus-Modell detailliert untersucht werden.

Eine Uberpriifung der XHMGN Expression im Verlauf der Mesoderminduktion in animalen
Kappen zeigte, dass die Expressionsrate der XHMGN Gene deutlich ansteigt. Mit Verlust der
mesodermalen Kompetenz wiederum ist ein Abfall der XHMGN Expression zu beobachten.
Ein dhnlicher Zusammenhang zwischen HMGN-Expression und Induktionsprozessen wurde
auch bei der Nierenentwicklung der Maus beschrieben (Lehtonen und Lehtonen, 2001). Die
Tatsache, dass wahrend eines Induktionsprozesses, ausgeldst durch TGFB Wachstums-
faktoren, die XHMGN Expression erhoéht wird, 18sst vermuten, dass die XHMGN Expression
direkt oder indirekt durch Aktivin reguliert wird. Ein ahnlicher Zusammenhang zwischen
TGFB Wachstumsfaktoren und HMGN-Expression wurde kirzlich bei der BMP-2 induzierten
Osteogenese in C2C12-Mauszellen gefunden (unverdffentlichte Ergebnisse aus der
Arbeitsgruppe von R. Hock). Beide Beobachtungen zusammen eréffnen die Mdglichkeit, mit
neuen Ansatzen die bisher ganzlich unbekannte Regulation der HMGN-Expression zu
untersuchen.

Wie Analysen mit isolierten animalen Kappen gezeigt haben, kénnen funktionelle HMGN
Proteine die Expression bestimmter Mesoderm-spezifischer Gene in Induktionsprozessen
beeinflussen. Ein derartiger unerwarteter spezifischer Effekt auf den Expressionsbeginn
einzelner Gene koénnte auch wahrend der Midblastula Transition in HMGN-manipulierten
Embryonen zu finden sein. Einerseits zeigte der Einbau von Radioaktivitdt in
neusynthetisierte mMRNA, dass der Beginn der allgemeinen embryonalen Gentranskription in
manipulierten und wildtypischen Embryonen zum gleichen Zeitpunkt stattfindet. Andererseits
zeigte eine Northernblot-Analyse, dass der Expressionsbeginn eines einzelnen Gens, des
Histon H1 Gens, durchaus durch eine veradnderte HMGN Proteinmenge beeinflusst werden
kann. Da die Phanotypen der manipulieten Embryonen die meisten Defekte in
mesodermalen und neuroektodermalen Bereichen aufzeigten, wurde die Expression
spezifischer Schaltergene analysiert, die diese Gewebe maligeblich determinieren. Diese
Gene sind beispielsweise Xnr3 (Smith et al., 1995; Hansen et al., 1997), Xnr5 (Takahashi et
al., 2000), Xbra (Smith et al., 1991), chordin (Sasai et al., 1994) und follistatin (Hemmati-
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Brivanlou et al., 1994). Xnr3 , chordin und follistatin sind Antagonisten von BMP-4. Sie
werden als Organisator-Induktoren bezeichnet und spezifizieren im Zusammenspiel mit
BMP-4 dorsales bzw. ventrales Mesoderm und induzieren neurales Gewebe. Der
Wachstumsfaktor Xnr5 induziert Mesoderm wie auch Entoderm. Xbra wiederum kodiert
einen Transkriptionsfaktor, der als Folge der Mesoderm-Induktion sehr frih exprimiert wird
und dessen Expression Mesoderm charakterisiert. Der Beginn der Expression dieser Gene
wurde vergleichend in HMGN-injizierten, HMGN ,knock-down“-Embryonen und un-
behandelten Schwesterembryonen analysiert. Dazu wurde RNA aus Embryonen im Abstand
von 30 Minuten isoliert und die Genexpression durch RT-PCR untersucht. Es zeigte sich,
dass eine erhohte HMGN Menge zu einer um eine Stunde verfriihten Expression von Xbra
fuhrte. Die Expression der anderen untersuchten Gene unterschied sich nicht von Kontrollen
und HMGNo-injizierten Embryonen. In HMGN ,knock-down“-Embryonen wurde Xbra um eine
Stunde verspatet exprimiert. In den ,knock-down“-Embryonen wurde noch die Expression
eines weiteren Gens verandert: Die Chordin-Expression erfolgte Uberraschenderweise um
1,5 Stunden verfriht.

Welche Konsequenzen kénnen durch diese veranderten Genexpressionen erwartet werden?
Xbra wird in der Marginalzone der Blastula exprimiert und wird neben der Bildung von
Mesoderm auch fur eine korrekte Zellbewegung wahrend der Gastrulation bendtigt (Smith et
al., 2000). Ein verandertes Expressionsmuster von Xbra, wie es bei HMGN2-manipulierten
Embryonen der Fall ist, kdnnte Zellbewegungen wahrend der Gastrulation stéren und so zu
einer unvollkommenen Schliefung des Blastoporus filhren. Genau dies ist bei HMGN-
manipulierten Embryonen der Fall. Andere Charakteristika der Phanotypen lassen sich durch
eine veranderte Chordin-Expression erklaren. Chordin wurde urspriinglich als cDNA
identifiziert, die durch LiCl-Behandlung in friihen Blastulae induziert wird (Sasai et al., 1994).
Eine LiCl-Behandlung von Embryonen fuhrt zur Dorsalisierung, die in einen Dorso-Anterio-
Index (DAI) eingeteilt werden kénnen (Kao und Elinson, 1988). LiCl inhibiert die Glykogen-
Synthase-Kinase-33 und verhindert so die Phosphorylierung und damit den Abbau von -
Catenin (Klein und Melton, 1996; Schneider et al.,, 1996). Dies wiederum fihrt zu einer
Expression von chordin und anderen Organisator-spezifischen Gene, wie noggin, follistatin
und Xnr3 (Wessely et al., 2001). Kirzlich wurde gezeigt, dass eine Dorsalisierung durch
Injektion von chordin mRNA induziert werden kann (Oelgeschlager et al., 2003). Die
verfrihte Expression von chordin in den HMGN ,knock-down“-Embryonen dirfte damit fur
die beobachtete Dorsalisierung der Embryonen verantwortlich sein.

Zusammengenommen haben die Untersuchungen also gezeigt, dass veranderte HMGN
Proteinmengen die Expression entwicklungsrelevanter Markergene beeinflussen. Die
veranderte Expression von Xbra und chordin selbst erklaren Charakteristika der Phanotypen,

wie fehlerhafte Gastrulationsbewegungen oder Dorsalisierung. Da beide Genprodukte als
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Transkriptionsfaktoren und Antagonisten von BMP-4 an der Spitze von Genhierarchien
platziert sind, lassen sich auch viele der Missbildungen als sekundare oder ,downstream®-
Effekte erklaren, die durch eine fehlerhafte Expression von Xbra- oder chordin-abhangigen
Genen entstanden sind.

Xbra beispielsweise hemmt die Expression von Genen, die Transkriptionsfaktoren codieren
(Mochizuki et al., 2000), die an der Expressions-Hemmung von chordin beteiligt sind (Sasai
et al., 1994). Somit konnte die verfriihte Expression von chordin durch eine verzogerte
Expression von Xbra und damit durch den Wegfall eines Transkriptionsinhibitors verursacht
worden sein. Vorstellbar ist auch, dass HMGN Proteine die Expression weiterer bis jetzt
noch nicht untersuchter regulatorischer Gene beeinflussen. Dies kénnte beispielsweise
andere Charakteristika der HMGN manipulierten Embryonen, wie Microcephalie, erklaren.
Der genaue Mechanismus, wie HMGN Proteine im Stande sind, die Expression spezifischer
Gene zu beeinflussen, ist momentan nicht bekannt. Eine Mdglichkeit ware es, dass HMGN
Proteine als Teil eines Multiproteinkomplexes an spezifische Regionen der DNA binden (Lim
et al., 2002). Die hohe Mobilitdt der HMGN Proteine und ihre Fahigkeit, sich sehr schnell mit
einer Diffusionskonstante von 0,5 pm?%s durch den gesamten Zellkern zu bewegen sowie
ihre transienten Interaktionen mit Nukleosomen kénnte ein Teil eines Mechanismus sein, der
den Zugang von Transkriptionsfaktoren zu ihren Bindungsstellen reguliert. Eine manipulierte
HMGN Proteinmenge kénnte somit die Zuganglichkeit dieser Transkriptionsfaktoren zu ihren
Bindungsstellen verandern und somit das Expressionsmuster spezifischer Gene, wie
beispielsweise Xbra, beeinflussen.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse einen klaren Zusammenhang zwischen HMGN
Proteinmenge und der frihen embryonalen Entwicklung von Xenopus (Abb. 68). Zudem
konnte erstmals gezeigt werden, dass die Expression entwicklungsrelevanter Gene durch
HMGN Proteine beeinflusst wird.
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Abb.68: Zusammenfassende Ubersicht der HMGN-Expression auf Protein- und mRNA-Ebene
wahrend der Oogenese und Embryogenese von Xenopus laevis. Wahrend der Oogenese sind sowohl
XHMGN1 und XHMGNZ2 mRNAs als auch XHMGN1 und XHMGN2 Proteine in den Oozytenstadien I-
VI vorhanden. Mit der Maturation der Oozyten werden die HMGN Proteine degradiert und kénnen erst
wieder nach der Midblastula Transition detektiert werden. HMGN-mRNA kann auch vor der
Midblastula Transition in kleinen Mengen nachgewiesen werden. In alteren Oozyten (V-VI) sind die
HMGN Proteine im Zytoplasma lokalisiert und vom Zellkern ausgeschlossen. Wahrend der Embryo-
genese sind die XHMGN Proteine im Zellkern lokalisiert. Im unteren Teil der Abbildung sind
manipulierte  Embryonen abgebildet, denen HMGN2 Protein (+HMGNZ2), Morpholino-Antisense-
Oligonukleotide (-HMGNZ2) oder beides gleichzeitig (+/-HMGN2) injiziert wurde.

5.6 Ausblick

Aufbauend auf den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit koénnen jetzt zahlreiche
weiterfihrende Fragestellungen bearbeitet werden, um die molekularen Wirkungs-
mechanismen der HMGN Proteine aufzuklaren.

Erstens, wie werden HMGN Proteine vom Zellkern der Oozyten ausgeschlossen? Hier
kénnte ein Ansatz die Analyse des Phosphorylierungszustandes der XHMGN Proteine und
die Fahndung nach HMGN-interagierenden Proteinen vielversprechend sein. Schon bekannt
ist, dass phosphorylierte HMGN Proteine durch Bindung an 14-3-3C Proteine im Zytoplasma
somatischer Zellen gehalten werden (Prymakowska-Bosak et al., 2002). Ein ahnlicher
Mechanismus ist auch fur Oozyten vorstellbar und koénnte so auch flr andere
Chromatinproteine Giiltigkeit haben. Gleichzeitig eignet sich das Xenopus-Modell sehr gut,
bislang unbekannte HMGN-interagierende Proteine zu identifizieren und die fir die
Phosphorylierung verantwortliche Kinase zu identifizieren. Tatsachlich besitzen Xenopus
Oozyten- und Eiextrakte eine HMGN-phosphorylierende Kinaseaktivitat (unveréffentlichte
Daten aus der Arbeitsgruppe von R. Hock).

Zweitens, wie wirkt sich das dynamische Zusammenspiel von HMGN Proteinen und Histon
H1 auf die Chromatinstruktur und die Embryonalentwicklung aus? Wie gezeigt wurde, ist das

Expressionsmuster von Histon H1 und HMGN Proteinen wahrend der Embryogenese sehr
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ahnlich und beide Proteine sind nicht mit Lampenburstenchromosomen alterer Oozyten
assoziiert (Hock et al., 1993; Smith et al., 1988; Dworkin-Rastl et al., 1994). Zusatzlich zeigt
die Arbeit von Catez et al. (2002), dass Histon H1 und HMGN Proteinen um die gleichen
Chromatin-Bindungsstellen konkurrieren. Ob beide Chromatinproteine mdglicherweise
funktionelle Gegenspieler sind, kann durch Untersuchungen der Oogenese und
Embryogenese bei Xenopus als Modellsystem analysiert werden. Eine Injektion von Histon
H1 in Oozyten flhrte zur Kondensation und transkriptionellen Inaktivierung der LBC (Hock et
al., 1993). Durch Koinjektion von Histon H1 und HMGN Proteinen kdnnte beispielsweise
Uberprift werden, ob HMGN Proteine dieser H1-induzierten Kompaktierung des Chromatins
entgegenwirken. Interessant waren Titrationsversuche, welche die Proteinmengen von
Histon H1 und HMGN Proteinen wahrend der Embryogenese verandern. Mittels Morpholino-
Antisense-Oligonukleotiden von Histon H1 und HMGN, die in die Zygote von Xenopus
injiziert werden, und rekombinanten Histon H1 und HMGN Proteinen koénnten die relativen
Proteinmengen beliebig manipuliert werden und ihr Einfluss auf die Embryonalentwicklung
sowie Differenzierungskompetenz und Genexpression analysiert werden.

Drittens, wie wird die Expression der HMGN Proteine selbst reguliert? Uber die Regulation
der HMGN-Gene ist bislang nichts bekannt. Umso interessanter war das Ergebnis, dass die
Expression von HMGN Proteinen durch TGFB-Wachstumsfaktoren nach oben reguliert wird.
Dies gilt im ,animalen cap assay“ nach Induktion mit Aktivin genauso wie fur C2C12-
Mauszellen nach Induktion mit BMP-2 (unverdffentlichte Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe
von R. Hock). TGFB-Wachstumsfaktoren wirken Uber den Smad-Signalweg, der direkt oder
indirekt bei der Regulation der HMGN-Genexpression beteiligt sein konnte. Eine Computer-
analyse (TFsitescan, Ghosh et al., 2000 und Genomatix-Packet/Matinspector) der
Promotorregion des HMGN2-Gens vom Huhn (0-500) ergab sowohl putative Smad-
Bindungsstellen als auch zahlreiche SP1-Bindungsstellen. Die Expression des SP1-
Transkriptionsfaktors wird durch TGFf3 und den Smad-Signalweg reguliert (Moustakas et al.,
2002). Zwischenzeitlich ist es gelungen, einen genomischen Klon von XHMGN2 zu isolieren.
Die Sequenzierung des XHMGN2-Genbereiches steht kurz vor dem Abschluss. Damit
werden sich interessante funktionelle Promotoranalysen im Xenopus-Modell durchfiihren

lassen.
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6 Zusammenfassung

HMGN Proteine sind Architekturelemente des Chromatins und besitzen die F&ahigkeit,
Chromatin aufzulockern. Sie erméglichen anderen Proteinen den Zugang zu Nukleosomen
und unterstitzen DNA-abhdngige Prozesse wie Replikation, Transkription und DNA-
Reparatur. In dieser Arbeit wurde die funktionelle Rolle der HMGN Proteine wahrend der
Embryogenese am Beispiel des stidafrikanischen Krallenfroschs Xenopus laevis untersucht.
Dabei wurde entdeckt, dass sowohl die Expression als auch die zelluldre Verteilung der
HMGN Proteine entwicklungsspezifisch reguliert ist. Eine Manipulation der HMGN
Proteinmengen wéahrend der Embryonalentwicklung fihrte zu schweren Fehlentwicklungen
in Postblastula Embryonen.

In der Oogenese waren sowohl Xenopus HMGN mRNAs als auch Xenopus HMGN Proteine
in allen Oozytenstadien nachweisbar. Interessanterweise waren HMGN Proteine in spateren
Oozytenstadien nur im Zytoplasma zu finden und nicht mit Lampenbirstenchromosomen
assoziiert. Im Zuge der Maturation der Oozyten zu Eiern verschwinden die Proteine ganzlich.
Wahrend der Embryogenese waren HMGN Proteine dann erst wieder ab der Blastula
detektierbar, zeitgleich mit der transkriptionellen Aktivierung des embryonalen Genoms.
Gleichzeitig wiesen ihre Expressionsmuster, zumindest auf mMRNA-Ebene, auf
Gewebspezifitat hin. Whole mount in situ-Hybridisierungen und RT-PCR-Analysen zeigten
eine erhthte mRNA-Menge in mesodermalen und neuroektodermalen Geweben von
Schwanzknospenstadien. Nach Injektion rekombinanter HMGN Proteine (Uberexpression)
oder Morpholino-Antisense-Oligonukleotiden (knock-down) in die Zygote entwickelten sich
Embryonen mit offenen Ricken, stark verkirzten und gebogenen Korperachsen und
deformierten Kopfstrukturen als Hauptmerkmale. Histologische Analysen und insbesondere
die Magnetresonanz Bildgebung deuteten auf Fehler in der Mesodermdifferenzierung hin.
Die Analysen zeigen, dass eine bestimmte kritische zellulare HMGN Proteinmenge fur eine
korrekte Embryonalentwicklung von Xenopus laevis notwendig ist. Durch ,animal cap
assays" und RT-PCR-Expressionsanalysen Mesoderm-spezifischer Gene konnte schlie3lich
gezeigt werden, dass HMGN Proteine die Regulation Mesoderm-spezifischer Gene
beeinflussen. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass auch die HMGN-Genexpression
wahrend der Mesodermdifferenzierung reguliert wird. Durch eine Analyse des
Expressionsbeginns entwicklungsrelevanter Gene wahrend der Midblastula Transition
konnte gezeigt werden, dass verédnderte HMGN Proteinmengen den Expressionsbeginn
spezifischer Gene wie Xbra und chordin beeinflussen. Damit konnte zum ersten Mal ein
Einfluss dieser ubiquitiren Chromatinproteine auf die Expression spezifischer Gene

gefunden werden. Die durch HMGN Proteine verursachte fehlerhafte Expression von Xbra
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und chordin als Schliisselgene der Mesodermdifferenzierung kann die Fehlentwicklungen

mesodermaler Strukturen erklaren.

Summary

HMGN proteins are architectural chromatin proteins that reduce the compaction of the
chromatin fiber, facilitate access to nucleosomes and modulate DNA-dependent processes
such as replication, transcription and DNA repair. In this work the functional role of the
HMGN proteins during embryogenesis was analyzed using the African clawed frog Xenopus
laevis as a model system. The expression and cellular location of the HMGN proteins was
found to be developmentally regulated. Experimental manipulations of the HMGN protein
amounts led to gross developmental defects in postblastula embryos.

HMGN transcripts and proteins were present throughout oogenesis. Interestingly, the HMGN
proteins were stored in the cytoplasm of later oocyte stages and excluded from the oocytes
nuclei and lampbrush chromosomes. Upon maturation of oocytes into eggs, HMGN proteins
were no longer detectable. During embryogenesis, HMGN proteins were first detected in
blastula stage embryos, coinciding with the transcriptional activation of the embryonic
genome. At least at the mRNA level the expression pattern showed a tissue specific pattern,
with relatively high levels of mMRNAs in the mesodermal and neuroectodermal regions of early
tailbud embryos as shown by whole mount in-situ hybridization and RT-PCR-analyses. After
microinjection of recombinant HMGN proteins (overexpression) or morpholino-antisense
oligonucleotides (knock-down) the embryos displayed typical phenotypes with imperfect
closure of the blastopore, distorted body axis and abnormal head structures. Histological
analyses and magnetic resonance imaging indicated that mesoderm differentiation was
particularly affected by aberrant HMGN protein levels. The results demonstrate that proper
embryonic development of Xenopus laevis requires precisely regulated levels of HMGN
proteins. “Animal cap assays” and RT-PCR-analyses of the expression of mesodermal genes
indicated that HMGN proteins are involved in the regulation of mesoderm specific genes.
These experiments also indicated that the HMGN expression itself is regulated during
mesoderm differentiation. Moreover, by studying the expression pattern of developmentally
relevant genes during midblastula transition it became evident that altered HMGN protein
levels influence the onset of the expression of specific genes such as Xbra and chordin. The
results show, for the first time, that these ubiquitous chromatin proteins modulate the
expression of specific genes. The HMGN-induced misexpression of Xbra and chordin as key
regulatory genes during mesoderm differentiation may explain the observed malformations of

mesodermal structures.
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Anhang

Anhang

Oligonukleotide

PCR- NCBI 5'-Primer Sequenz Tm 5 3'-Primer Sequenz Tm3 PCR- optimale | Zy- Zitat Herkunft
Produkt number Produkt | Annealing | klen der
Temp. Primer-
sequenz
pGEX 5X-1 5'gggctggcaagccacgtttggtg- | 67,9°C | 5°ccgggagctgcatgtgtcagagg | 64,6°C 60°C Amersham
Sequencing | 5X-2 3" (pGEX 5 Sequencing -3" (pGEX 3'Sequencing Pharmacia
Primer 5X-3 Primer) Primer) Biotech
Histon H1A | S69089 | 5°gggcgggaattcatggctgaage | 80,6°C | 5°gggcgggaattctcatttcttcttgg | 78,2°C 689 bp 55°C 25 | Dworkin- Xenopus
cgccgaatee-3" (H1.5 mit 63,9°C | gggcgget-3° (H1.3 mit 62,6°C Rastl et al., | laevis
EcoRI Linker) EcoRI Linker) 1994
Histon H3 X57128 | 5"atggctcgtacgaagcaaacag | 60,2°C | 5'-tgccctttccccacggatg-3° 60,1°C 407bp 55°C 25- | Kardalinou, | Homo
ct-3° (hH33) 30 | 1990 sapiens
(hH35)
Histon H3 X72950 | 5'atggctcgtactaagcagaccge | 58,6°C | 5°-ctaagccctctcgectcggat-3™ | 58,5°C 410bp 55°C 20- | Schilthuis, | Xenopus
-3" (H35) (H33) 25 1993 laevis
HMGN2 Al03124 | 5'-atgcccaagagaaaggctgac- | 54,8°C | 5'-tcacgcttcactttgtgtcce-3° 55,0°C 281bp 55°C 25 | Gawantka | Xenopus
0 3" (x175) (x173) et al., 1998 | laevis
5°cds
EST
12G2
HMGN2 NM_005 | 5'-atgccgaagagaaaggctga- | 57,3°C | 5'-cccactgccccccce-3 61,5°C 269bp 55°C 25 | Landsman | Homo
517 3" (HMG175) (HMG173) etal., 1986 | sapiens
HMGN2 NM_005 | 5’atcgactcgagatgcccaagag | 70,2°C | 5 atcgagaattccttggcatctccag | 69,1°C 269bp 58°C 25- | Landsman | Homo
517 aaaggctga-3" (xho17a, mit cacctt-3" (eco17a, mit 30 |etal, 1986 | sapiens
Xhol Linker) EcoRl Linker, ohne Stop!)
HMGN2 NM_005 | 5°-atgccgaagagaaaggctga- | 57,3°C | 5°-gcggtctgtgtgctaacaa-3° 56,7°C 276bp 55°C 25 | Landsman | Homo
517 3" (HMG175) (HMG17a3) et al., 1986 | sapiens
HMGN2 NM_005 | 5°'gagctcatgcccaagagaaagg | 64,6°C | 5’atcgagaattccttggcatctccag | 69,1°C 269bp 59°C 25- | Landsman | Homo
sacl 517 ctga-3 (sac17a, mit Sacl cacctt-3" (eco17a, mit 30 |etal, 1986 | sapiens
Linker) EcoRlI Linker, ohne Stop!)
HMGN2 AJ2720 | 5°gagctcatgcccaagagaaagg | 61,0°C 25- Xenopus
sacl 75 ct-3" (XN2sac5; mit Sac | — 30 laevis
Linker)
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Anhang

PCR- NCBI 5'-Primer Sequenz Tm 5 3’-Primer Sequenz Tn3 PCR- optimale | Zy- Zitat Herkunft
Produkt number Produkt | Annealing | klen der
Temp. Primer-
sequenz
HMGN2 Al03124 | 5°gaattcccaactttgtgtccccagt- | 60,2°C 25- Xenopus
EcoRI 0 3" (XN2eco3; mit EcoRlI - 30 laevis
AJ2720 | Linker)
75
HMGN1 AJ2720 | 5°gagctcatgcctaagagaaage | 55,7°C 25- Xenopus
sacl 74 ag-3" (XN1sac5; mit Sac | — 30 laevis
Linker)
HMGN1 AJ2720 | 5°gaattcccaattcagacttggattc | 56,1°C 25- Xenopus
75 -3" (XN1eco3; mit EcoRI - 30 laevis
Linker)
B-Aktin XM_037 | 5 aagcttatggatgatgatatcgcc | 65,4°C | 5 aagctictagaagcatttgeggtg | 67,0°C 1127bp 55°C 25 | NCBI Homo
Hindlll 239 gcg-3° (bact5, mit Hindlll gacga-3" (bact3, mit Hindlll annotation | sapiens
Linker) Linker) project
Akt 5’aaaagagaaagcaacaggacg | 53,2°C | 5'-ctttatgtgtccgtcttigtcca-3" | 53,4°C 366bp 55°C 25 Xenopus
at-3" (xAKT5) (XAKT3) laevis
Chordin L35764 | 5°cctccaatccaagactccagcag | 58,8°C | 5'ggaggaggaggagctttgggac | 63,2°C 267bp 55°C 25 | Sasaietal. | Xenopus
-3 (xChordin5) aag-3’ (1994), laevis
(xChordin3) Cell
Xnr1 U29447 | 5’-aaccatcacttatcaatagg-3”~ | 40,8°C | 5'tgtaggcaagtaaaatcattaac- | 48°C 384bp 55°C 25 | Agius et al. | Xenopus
(xnr15) 3" (xnr13) (2000), laevis
Dev.
Xnr2 U29448 | 5°-ttagggctgaggttgaagaag- | 50,6°C | 5°-cggggtcttctggtatctgtc-3° 52,6°C 211bp 55°C 25 | Agius et al. | Xenopus
3 (xnr23) (2000), laevis
(xnr25) Dev.
Xnr3 U25993 | 5°-cgagtgcaagaaggtggaca- | 51,4°C | 5’-atcttcatggggacacagga-3” | 53,5°C 219bp 55°C 25 | Agius et al. | Xenopus
3’ (2000), laevis
Dev.
Xnr4 U79162 | 5’-gaaatggaggtgatggtagac- | 47,5°C | 5°-gaccatcatcactatctgctg-3” | 46,8°C 300bp 55°C 25 | Agius et al. | Xenopus
3" (xnr45) (xnr43) (2000), laevis
Dev.
Xnr5 5’-tcacaatcctttcactagggc-3” | 51,0°C | 5°-ggaacctctgaaaggaagge- | 52,0°C 267bp 55°C 25 |YangJ.et |Xenopus
3 al. (2002) | laevis
Dev.
Xnr6 5’-tccagtatgatccatctgttgc 51,6°C | 5'-ttctcgttcctettgtgectt-3° 53,1°C 234bp 55°C 25 |YangJ.et | Xenopus
al. (2002) laevis
Dev.
a-cardiac X03469 | 5'-tccctgtacgcettctggtegta-3° 5’-tctcaaagtccaaagccacat- 253bp 55°C 25 | Stutz,F. et | Xenopus
acin 3 al. (1986) laevis
J.Mol.Biol.
3-Catenin M77013 | 5'-agatgcagcaactaaacagga- | 49,3°C | 5°-gtactgcattttgagccatct-3° 48,8°C 290bp 55°C 25 | McCrea,P. | Xenopus
3 D. etal. laevis
(1991)
Science
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PCR- NCBI 5'-Primer Sequenz Tm 5 3’-Primer Sequenz Tn3 PCR- optimale | Zy- Zitat Herkunft
Produkt number Produkt | Annealing | klen der

Temp. Primer-

sequenz

BMB4 X64538 | 5'-gcatgtacggataagtcgatc- | 48,9°C | 5 "-gatctcagactcaacggcac- 49°C 479bp 55°C 25 | Dale,L. Et | Xenopus

3 3 al. (1992) | laevis
Dev.

Cerberus U64831 | 5-gctgaactatttgatttcacc-3 45,9°C | 5 -atggcttgtattctgtggggcg 59,7°C 255bp 55°C 25 | Bouwmees | Xenopus
ter,T. Etal. | laevis
(1996)

Nature
Dickkopf AF0304 | 5’-caccaagcacaggaggaa-3° | 48,7°C | 5'-tcagggaagaccagagca-3° | 48,1°C 252bp 55°C 25 | Agius et al. | Xenopus
34 (2000), laevis
Dev.t

EF1a X55324 | 5’-cagattggtgctggatatge-3° | 50,4°C | 5'-actgccttgatgactcctag-3° 45,7°C 221bp 55°C 20 | Agius etal. | Xenopus
(2000), laevis
Dev.

Follistatin S69801 | 5'-cagtgcagcgctggaaagaaa- | 58,2°C | 5'-tgcgttgcggtaattcacttac-3" | 54,6°C 230bp 55°C 25 | Agius et al. | Xenopus

3 (2000), laevis
Dev.
FrzB-1 U78598 | 5°gaccactgaatgtagccaggac- | 52,7°C | 5'-ggagatgcagactcctctgtca- | 53,2°C 220bp 55°C 25 | Agius et al. | Xenopus
3 3 (2000), laevis
Dev.
Goosecoid | M63872 | 5°-cacacaaagtcgcagagtctc- | 49,8°C | 5'ggagagcagaagttggggcca- | 60,0°C 300bp 55°C 30 | Blumberg, | Xenopus
3" (goose5) 3" (goose3) B. etal. laevis
(1991) Cell
Goosecoid | M63872 | 5’-cacacacaaagtcgcag-3” 41,9°C | 5’-gatccattcaccccttg-3° 44,5°C 318bp 55°C 30 | Koerner U. | Xenopus
(goosecoid5) (goosecoid3) laevis
Goosecoid | M63872 | 5°-catttgggtgatgccttctg-3° 52,8°C | 5'-gttaagcaactgcagctcag-3" | 47,9°C 433bp 57°C 30 | Koerner,U. | Xenopus
(Uligooseb) (Uligoose3) etal. laevis
(2003)
MOD
Mixer AF0682 | 5’-caccagcccagcacttaacc-3° | 54,5°C | 5'-caatgtcacatcaactgaag-3° | 42,8°C 176bp 55°C 25 | Henry et al. | Xenopus
63 (1996) laevis
Dev.
MyoDa X16106 | 5°aggtccaactgctccgacggcat | 68,8°C | 5’aggagagaatccagttgatggaa | 58,2°C 407bp 55°C 25 | Hopwood, | Xenopus
gaa-3’ aca-3’ N.D.etal. |laevis
(1989)
EMBO J.
MyoDb X16106 | 5"aactgctccgatggcatgatggat | 63,3°C | 5’aatgctgggagaagggatggtg | 61,7°C 291bp 55°C 25 | Hopwood, | Xenopus
ta-3" atta-3” N.D.etal. |laevis
(1989)
EMBO J.

NCAM M25696 | 5°-cacagttccaccaaatgc-3° 65°C | 5'-ggaatcaagcggtacaga-3” 65°C 325bp 55°C 25 | Hemmati- | Xenopus
Brivanlou laevis
and Melton
(1994)
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PCR- NCBI 5'-Primer Sequenz Tm 5 3’-Primer Sequenz Tn3 PCR- optimale | Zy- Zitat Herkunft
Produkt number Produkt | Annealing | klen der
Temp. Primer-
sequenz
NRP1 5’-acaactggaagcactgga-3° 65°C | 5'-tcttattccagaggaacc-3° 65°C 270bp 55°C 25 | Hemmati- | Xenopus
Brivanlou laevis
and Melton
(1994)
Noggin M98807 | 5°-agttgcagatgtggctct-3° 44,5°C | 5’-agtccaagagtctcagca-3° 41,2°C 281bp 55°C 25 | Agius et al. | Xenopus
(2000), laevis
Dev.
OoDC X56316 | 5’-aatggatttcagagacca-3° 41,3°C | 5’-ccaaggctaaagttgcag-3” 45;7°C 233bp 55°C 25 |YangJ.et | Xenopus
al. (2002) | laevis
Dev.
Siamois 748606 | 5°-aagataactggcattcctgage- | 52,0°C | 5'-ggtagggctgtgtatttgaagg- | 52,2°C 205bp 55°C 25 | Agius et al. | Xenopus
3 3 (2000), laevis
Dev-

Brachyury M77243 | 5’atgagtgcgaccgagagctgcg- | 63,4°C | 5'-gactgatggtggcgcaagggg- | 64,1°C 1295bp 55°C 25 | Koerner U. | Xenopus
(Xbra) 3 3 laevis
Brachyury M77243 | 5°-gctggaagtatgtgaatggag- | 48,8°C | 5'-ttaagtgctgtaatctcttca-3” 42,1°C 319bp 55°C 25 | Agius et al. | Xenopus
(Xbra) 3 (2000), laevis

Dev.
Xacta 5’-tccctgtacgcttctggtegta-3” | 56,2°C | 5'-tctcaaagtccaaagccacata- | 51,7°C 252bp 55°C 25 | Agius et al. | Xenopus
3’ (2000), laevis
Dev.
XAG1 U76752 | 5°-ctgactgtccgatcagac-3° 41,5°C | 5°-gagttgcttctctggcat-3° 44,3°C 211bp 55°C 25 | Sive,H. et | Xenopus
al. (1996) | laevis
Dev. Dyn.
Xnot L19566 | 5°-gcaggcagagttcagttgtg-3" | 50,6°C | Gtgagttgctttgcctgtgg-3° 53,1°C 171bp 55°C 25 | Gont, et al. | Xenopus
(1993) laevis
Dev.
Xolloid Y09661 | 5'-ctatttggagattcgcagtgg-3” | 51,6°C | 5'-tcacaacaagcctctttacagt- | 48,6°C 303bp 55°C 25 Xenopus
3 laevis
Xvent1 X92851 | 5'-ttcccttcagcatggttcaac-3” | 54,0°C | 5°-gcatctccttggcatatttgg-3° 53,7°C 156bp 55°C 25 | Gawantha | Xenopus
etal. laevis
(1995)
Embo J.
Xwnt8 X57234 | 5'-tatctggaagttgcagcataca- | 50,3°C | 5°-gcaggcactctcgtcectctgt- 59,4°C 276bp 55°C 25 | Steinbesse | Xenopus
3’ 3 retal laevis
(1995)
Embo J.
TOPO2.1. 5’-gtaaaacgacggccag-3° 43,6°C Invitrogen
Forward Karlsruhe
TOPO2.1. 5’-caggaaacagctatgac-3° 36,2°C Invitrogen
Reverse Karlsruhe
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1. Abkurzungen

Abb. Abbildung

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminoséaure

DMEM Dulbecco’s modified eagle’s medium; Eurobio,
Biotechnology

DMSO Dimethylsulfoxid

DEPC Diethylpyrocarbonat

DTT Dithiotreitol

DNA Desoxiribonukleinsgure

ECL Enhanced Chemiluminescence

FCS Fotales Kélberserum

g Gramm bzw. Standardwert der Erdbeschleunigung

GFP Green Fluorescent Protein

GST Glutathion S Transferase

h Stunde

IF Immunfluoreszenz

Ig Immunglobulin

IPTG Isopropyl-R3-D-thiogalactopyranosid

kD Kilodalton

LiCL Lithiumchlorid

m Meter

mA Milli-Ampere

MCS multiple cloning site

mg Milligramm

MG relative Molekularmasse

min Minute

ml Milliliter

mM Millimolar

I Mikro

nm Nanometer

oD Optische Dichte

PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese

PCR Polymerase Ketten Reaktion

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
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PBS Phosphatgepufferte Salzlésung
pfu plague forming units

RNA Ribonukleins&aure

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

TEMED N,N,N",N"-Tetramethylendiamin
Tris Tris-(hydrothymethyl)-aminoethan
) Unit

V Volt

Vol Volumen

wiv Gewicht pro Volumen
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