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3. Ergebnisse

DCoH/PCD ist ein bifunktionelles Protein, das einerseits enzymatisch aktiv ist und andererseits in Verbindung mit den Transkriptionsfaktoren der HNF-1 Familie an der Genregulation beteiligt ist. Unabhängig von diesen Funktionen liegt DCoH/PCD als maternales Protein im Ei (Xenopus und Ratte) vor und wird in anderen Zelltypen exprimiert. Daher war es sinnvoll weitere mögliche Interaktionspartner von DCoH/PCD zu identifizieren. Mit einer genetischen Two Hybrid Analyse wurden tatsächlich verschiedene cDNA-Fragmente aus einer Xenopus Oocyten cDNA-Bank isoliert (Pogge von Strandmann et al., unveröffentlicht). Eine isolierte partielle cDNA, die im folgenden als XSiah-C bezeichnet wird, weist 77 % Identität in 170 Nukleotiden mit dem C-Terminus des Drosophila Gens Seven in absentia (Sina) auf (Abb. 5). Die Homologie zwischen der 1200 bp großen Xenopus cDNA (rotes Rechteck) und Sina bricht mit dem Stopcodon der 948 Nukleotide umfassenden kodierenden Region von Sina ab. Es folgen 1000 Nukleotide des 5‘- untranslatierten Bereiches (roter Pfeil). 
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Abb. 5
Vergleich zwischen der partiellen Xenopus cDNA (XSiah-C) und der kodierenden Region der Drosophila Seven in absentia (Sina) cDNA. 
Um die Funktion des Xenopus Seven in absentia Homologs (XSiah) in der Embryogenese und seine mögliche Interaktion mit DCoH/PCD zu untersuchen, war es zunächst notwendig, die Vollängen-cDNA aus Xenopus zu isolieren.

3.1 Die cDNA des Xenopus Seven in absentia (XSiah) enthält einen offenen Leserahmen von 939 Nukleotiden

Die Vollängen-cDNA des Xenopus Seven in absentia Homologs (XSiah) wurde mittels Filter-Plaque-Hybridisierung aus einer Xenopus Oocyten cDNA-Bank isoliert. Insgesamt wurden 4 x 106 Phagen-Klone der cDNA-Bank (2,5 x 106 unabhängige Klone) untersucht. Als Sonde diente ein 189 bp großes Fragment des Two Hybrid Klons XSiah-C, das den Homologiebereich von 170 Nukleotiden enthielt. Es wurden zwei unabhängige Klone isoliert (Klon 9 und Klon 11), die mit der Sonde hybridisierten. Nach Vereinzelung beider Phagenklone wurden deren cDNA-Inserts unter Verwendung Phagen spezifischer Oligonukleotide mittels PCR amplifiziert. So konnte nach gelelektrophoretischer Auftrennung und anschließender Southern Blot Analyse ein 1200 bp großes Insert des Phagenklons 9 sowie ein 2200 bp großes Insert des Klons 11 identifiziert werden, die mit der eingesetzten Sonde hybridisieren. Die Abbildung 6 dokumentiert exemplarisch die Southern Blot Analyse 
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des Phagenklons 11. 
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Der isolierte Phagenklon 11 enthält ein 2200 bp großes Insert (Abb. 6 A, Spur 1), das mit der verwendeten Sonde hybridisiert (Abb. 6 B, Spur 1). Zur Kontrolle wurde das Insert eines negativen Klons amplifiziert (Abb. 6 A, Spur 2), dessen Größe zufällig dem des positiven Klons 11 entspricht, jedoch erwartungsgemäß nicht mit der Sonde hybridisiert (Abb. 6 B, Spur 2). Um eine Amplifikation von DNA-Fragmenten aufgrund von Kontaminationen ausschließen zu können, wurde ein PCR-Ansatz ohne Phagen-DNA (mit H20) verwendet. Erwartungsgemäß enthält dieser Kontrollansatz kein PCR-Produkt (Abb. 6 A, Spur 3). Die Spezifität der Southern Blot Analyse wird darüber hinaus durch die Hybridisierung der Sonde mit einem 1200 bp großen Fragment des Plasmids SK-XSiah-2C (Abb. 6 A, Spur 4) nach Restriktion mit EcoRI belegt. Dieses Fragment enthält 189 Basenpaare der kodierenden Sequenz von XSiah, die als Sonde verwendet wurden (Abb. 6 B, Spur 4). 

Die amplifizierten cDNA-Inserts der beiden positiven Phagenklone wurden nach Gelelution in den pBluescript SK+ subkloniert und anschließend sequenziert. In der Abbildung 7 sind die cDNA-Sequenz und die abgeleitete Aminosäurensequenz des Phagenklons 11 dargestellt: Das 2200 bp großes Insert von Klon 11 enthält den gesamten offenen Leserahmen von XSiah, dessen abgeleitete Aminosäuresequenz ein Protein von 313 Aminosäuren kodiert (Abb. 7). Die 939 Nukleotide umfassende kodierende Region ist von einem 5‘ und 3‘ untranslatierten Bereich mit 68 bzw. 1000 Nukleotiden flankiert. Letzterer wurde nicht vollständig sequenziert, endet jedoch mit 60 Adeninresten, die wahrscheinlich Teil des Poly(A)-Schwanzes sind. 

Der sehr kurze 5‘ gelegene untranslatierte Bereich der XSiah cDNA enhält kein „in frame“-Stopcodon (Abb. 7). Die Nukleotide um das Startcodon entsprechen der von Kozak (1987, 1999) beschriebenen Konsensussequenz, die bei Vertebraten zur Initiation der Translation entscheidend beiträgt. Demnach müssen sich in der Position –3 vor und in der Position + 4 nach dem Startcodon Purinbasen (A oder G) befinden. Die cDNA-Sequenz von XSiah enthält in der Position –3 ein Guanosin und in der Position + 4 ein Adenosin (Abb. 7, rot markiert). Aufgrund der vorhandenen Kozak-Sequenz in der XSiah cDNA ist anzunehmen, dass die ermittelte kodierende Region tatsächlich dem gesamten Protein entspricht.

Die cDNA des Phagenklons 9 enthält 690 Nukleotide der kodierenden Region, die für die Aminosäuren 84 bis 313 kodieren (Abb. 7, grün markiert). Diesem kodierenden Bereich schließt sich eine 500 Nukleotide umfassende 3‘ untranslatierte Region an. Die vollständige Übereinstimmung der Sequenz mit der des Ausgangsklons XSiah-C und des Phagenklons 11 zeigt, dass das DNA-Fragment von Klon 9 eine partielle cDNA einer identischen mRNA darstellt. 
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Abb. 7
cDNA-Sequenz und abgeleitete Aminosäuresequenz des Xenopus Seven in absentia Homolog (XSiah). Die Zahlen am linken und rechten Seitenrand geben die Positionen der Nukleotide bzw. Aminosäuren im Einbuchstabencode an. Die Sequenz wurde in der NCBI-Genbank unter der Zugangsnummer AF155509 hinterlegt. Die zur Translationsinitiation entscheidenen Purinbasen in der Position – 3 und + 4 der Kozak-Sequenz sind rot hervorgehoben. Der Anfang der Sequenz von Klon 9 ist grün markiert.
3.2 Das Xenopus Seven in absentia Homolog ist zu 85 % identisch mit den Säuger Siah-2 Proteinen

[image: image23.wmf]A

B

C

D

E

Ov

Ov

Ov

L

Ov

inj.

uninj.

inj.

uninj.

RE

PE

Im Gegensatz zu Drosophila existieren bei den Säugern verschiedene Seven in absentia Varianten, die als Seven in absentia Homologe (Siah) bezeichnet werden. In der Maus existieren drei Varianten: Siah-1A, Siah-1B und Siah-2 (Della et al., 1993). Im Menschen sind bislang eine Siah-1-Variante und Siah-2 isoliert worden (Hu et al., 1997). In der Abbildung 8 sind die Aminosäurensequenzen von XSiah (fett gedruckt, Mitte), der Säuger Siah-2 Proteine (oberhalb von XSiah), der Säuger Siah-1 Proteine (unterhalb von XSiah) und des Sina Proteins aus Drosophila gegenübergestellt. 

Abb. 8
Aminosäurensequenz-Vergleich zwischen Xenopus (XSiah), humanen (HumSiah; Hu et al., 1997), murinen (Msiah; Della et al., 1993) und Drosophila (Sina; Carthew and Rubin, 1990) Seven in absentia Proteinen. Die Aminosäuresequenz des XSiah-2 Proteins ist im Einbuchstabencode angegeben. Identische Aminosäuren in den anderen Siah Proteinen sind mit einem Punkt markiert, Sequenzabweichungen sind angegeben. Für fehlende Aminosäuren wurde ein Strich eingefügt. Die putative RING-Zinkfinger Domäne ist rot umrahmt, die Cystein reiche Sequenz ist blau und das putative Kernlokalisierungssignal (NLS) schwarz unterstrichen.

Vergleicht man die Aminosäuresequenz von XSiah mit den Säuger Siah Proteinen, so zeigt sich, dass das Xenopus Protein die höchste Homologie zu dem Siah-2 Protein der Maus (MSiah-2) und des Menschen (HumSiah-2) mit 85 % Identität aufweist. Das XSiah Protein ähnelt insbesondere im gering konservierten N-Terminus (Position 1 bis 60) am stärksten den Säuger Siah-2 Proteinen. Die wesentlich kürzeren Siah-1 Proteine der Maus (MSiah-1A, MSiah-1B) und des Menschen (HumSiah-1) weisen dagegen im N-Terminus nahezu keine Übereinstimmungen in ihrer Aminosäurensequenz mit XSiah auf. Aufgrund dieser geringen Konservierung im N-Terminus sind die Siah-1 Proteine lediglich zu 67 % identisch mit dem XSiah Protein. Eine vergleichbare Homologie besteht zwischen dem Xenopus und dem Drosophila Protein mit 66 % Aminosäure-Identität. Aufgrund der hohen Sequenzhomologie von XSiah zu den Siah-2 Proteinen wird das Xenopus Seven in absentia Homolog im folgenden als XSiah-2 bezeichnet.

Die Abbildung 9 zeigt schematisch die Proteinstruktur von XSiah-2 im Vergleich zu dem humanen Siah-2 (HumSiah-2). XSiah-2 weist in der hochkonservierten Region (95 % Identität zu HumSiah-2) drei auffällige Bereiche auf: Ein RING-Zinkfinger Motiv vom Typ C3HC4 (rot), eine Cystein reiche Region (blau) und am C-Terminus ein putatives Kernlokalisierungssignal (schwarz).
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Abb. 9 Schematische Darstellung der Proteinstruktur von Siah-2 aus Xenopus und Mensch. Das putative RING-Zinkfinger Motiv ist rot, die Cystein reiche Sequenz ist blau und das putative Kernlokalisierungssignal (NLS) schwarz unterlegt.

Das RING-Finger Motiv, ursprünglich gefunden im Proteinprodukt des menschlichen Gens RING-1 (Really Interesting New Gene 1), besteht aus einer einzigen linearen Abfolge konservierter Cystein- und Histidinresten entsprechend der Konsensussequenz Cys-X2-Cys-X9-39-Cys-X1-3-His-X2-3-Cys/His-X2-Cys-X4-48-Cys-X2-Cys, wobei X jede beliebige Aminosäure sein kann (zur Übersicht: Freemont, 2000). Strukturelle und biophysikalische Untersuchungen belegen eine Bindung des RING-Fingers an zwei Zinkatomen (zur Übersicht: Saurin et al., 1996). RING-Finger Domänen sind in einer Vielzahl strukturell und funktionell unterschiedlicher Proteine gefunden worden. Neuere Untersuchungen weisen auf eine Vermittlung von Ubiquitinierungsereignissen als eine gemeinsame Funktion der RING-Finger Domäne hin (zur Übersicht: Freemont, 2000). Hinsichtlich der Säuger Siah Proteine konnte eine Ubiquitin vermittelte Proteolyse von Interaktionspartnern (z.B. DCC, BAG-1), nachgewiesen werden, bei der die RING-Finger Domäne essentiell ist (Hu et al., 1999). Die Aminosäuren im RING-Zinkfinger Motiv von XSiah-2 sind vollständig identisch mit denen des murinen und humanen Siah-2 Proteins (Abb. 8, roter Rahmen). Inwieweit DCoH/PCD als putativer Interaktionspartner ebenfalls ein Zielprotein einer Ubiquitin vermittelten Proteolyse durch XSiah-2 darstellt, ist Gegenstand nachfolgender Untersuchungen dieser Arbeit.

Die Bedeutung einer weiteren, weiter C-terminal gelegenen, Cystein reichen Sequenz (Abb. 8 und 9, blau gekennzeichnet) im hochkonservierten Bereich von XSiah-2 ist unbekannt. 

XSiah-2 wie auch alle bekannten Siah Proteine verfügt darüber hinaus über ein putatives Kernlokalisierungssignal am C-Terminus (RK-RRR), das bislang noch nicht funktionell untersucht wurde.

3.3 XSiah-2 kodiert ein Protein mit einem Molekulargewicht von 34 kDa

Die Sequenzdaten weisen daraufhin, dass XSiah-2 ein Protein bestehend aus 313 Aminosäuren mit einem errechneten Molekulargewicht von 34 kDa kodiert. Um zu überprüfen, ob die isolierte cDNA tatsächlich in ein Proteinprodukt mit entsprechendem Molekulargewicht translatiert wird, wurde eine gekoppelte in vitro Transkription / Translation unter Verwendung eines Retikulozytenlysats und radioaktiv markierten Methionin durchgeführt. Als DNA-Matrize diente das Plasmid SK/XSiah-2, das die gesamte 2200 bp große cDNA enthält. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung des Retikulozytenlysats konnte ein Polypeptid im erwarteten Molekulargewichtsbereich von 34 kDa autoradiographisch detektiert werden (Abb. 10, Spur 2). Dieses Translationsprodukt wurde [image: image26.wmf]erwartungsgemäß im Ansatz ohne DNA nicht synthetisiert (Spur 3).
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Insgesamt wurden nur geringe Mengen des XSiah-2 Proteins detektiert. Wie spätere Zelltransfektionen zeigen, sind bei einer C-terminalen Verkürzung des XSiah-2 Proteins wesentlich größere Proteinmengen nachweisbar (Abb. 18), so dass möglicherweise eine erhöhte Instabilität des XSiah-2 Proteins für diese geringe Proteinmengen verantwortlich ist.

3.4 Der C-Terminus von XSiah-2 ist ausreichend und notwendig für die Interaktion mit DCoH/PCD

Um zu überprüfen, ob das vollständige XSiah-2 Protein entsprechend dem C-terminalen Fragment XSiah-C (Ursprungsklon) ebenfalls mit dem Xenopus DCoH/PCD interagiert, wurde eine Two Hybrid Analyse durchgeführt. Zum besseren Verständnis dieser Analyse wird im folgenden zunächst der theoretische Hintergrund des Two Hybrid Systems dargestellt. 

Das Two Hybrid System ist eine genetische Methode für den in vivo-Nachweis physikalischer Protein-Protein-Interaktionen in Hefe (Fields and Song, 1989). Es nutzt die Domänenstruktur von Transkriptionsfaktoren, die wie beispielsweise das Gal4 Protein der Bäckerhefe aus einer DNA-Bindungsdomäne (DBD) und einer Transaktivierungsdomäne (AD) zusammengesetzt sind. Die Domänen des Gal4 Transkriptionsfaktors müssen nicht kovalent verbunden sein, sondern können durch die Interaktion zweier Proteine zusammengebracht werden. Um dieses System zu benutzen, müssen zwei Hybrid Proteine hergestellt werden: In einem Fall wird ein Protein X mit der DNA-Bindungsdomäne des Gal4 Transkriptionsfaktors der Hefe fusioniert (Gal4-DBD-X-Fusion), im anderen ein Protein Y mit der Gal4 Transaktivierungsdomäne (Gal4-AD-Y-Fusion). Beide Proteine werden in einem S. cerevisiae-Stamm exprimiert, der ein Reportergen (LacZ oder HIS3) unter der Kontrolle eines entsprechenden Gal-4 Promotorelementes (UAS) trägt. Bei alleiniger Expression der Gal4-DBD-X-Fusion (Abb. 11 A) wird das Reportergen nicht transkribiert. Dieses Fusionsprotein kann zwar das Gal4 Promotorelement binden, transaktiviert jedoch nicht das nachgeschaltete Reportergen, da es keine Transaktivierungsdomäne enthält. Eine gleiche Situation liegt bei der alleinigen Expression der Gal4-AD-Y-Fusion vor (Abb. 11 B): Das Gal4-AD-Y-Fusionsprotein besitzt zwar eine Transaktivierungsdomäne, kann jedoch aufgrund der fehlenden Gal4-DNA-Bindungsdomäne nicht an das Gal4 Promotorelement binden und ist so nicht in der Lage, das Reportergen zu transkribieren. Nur wenn beide Domänen nach Koexpression durch eine Interaktion der Fusionsanteile (X und Y) in räumliche Nähe gebracht werden, werden die Reportergene (LacZ und HIS3) aktiviert (Abb. 11 C). 
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Die Transaktivierung des LacZ-Gens ((-Galaktosidase) ist durch eine Blaufärbung der Hefezellen nachweisbar, die durch die enzymatische Umsetzung eines Farbstoffes durch die (-Galaktosidase hervorgerufen wird. Das Aktivierung des zweiten Reportergens, HIS3 (Imidazolglyzerinphosphat-Dehydratase), wird dadurch erkennbar, dass die Hefezellen auf Histidin freien Nährmedien wachsen können (Histidin-Prototrophie).

Für die Analyse der Interaktion zwischen XSiah-2 und DCoH/PCD wurden Expressionsvektoren mit einer Gal4-DBD-DCoH/PCD-Fusion und einer Gal4-AD-XSiah-2-Fusion hergestellt. Zusätzlich zum Wildtyp XSiah-2 Protein wurden zwei Deletionsmutanten des XSiah-2 als AD-Fusionen ergestellt und hinsichtlich ihrer Fähigkeit DCoH/PCD zu binden, untersucht: Zum einen wurde die Mutante XSiah-2C verwendet. Dieses C-terminal verkürzte Protein entspricht einer natürlichen Drosophila Mutante, der die R7-Photorezeptorzellen fehlen (Carthew und Rubin, 1990). Zum anderen wurde eine Mutante von XSiah-2 (XSiah-2R) untersucht, bei der die RING-Finger Domäne deletiert wurde. Dieses mutierte Protein entspricht einer künstlichen, humanen Siah-2 Mutante, die nicht mehr in der Lage ist, die Ubiquitin vermittelten Proteolyse des Interaktionspartners DCC zu induzieren (Hu und Fearon, 1999). 

Um zunächst zu kontrollieren, ob eines der Fusionsproteine alleine das LacZ- oder das HIS3-Gen aktivieren kann, wurden Hefezellen (Hefestamm HF7C) mit einzelnen Expressionsvektoren transformiert. Bei einer alleinigen Expression der Gal4-DBD-DCoH/PCD-Fusion oder der Gal4-AD-XSiah-2-Fusionen konnte weder eine Aktivierung des LacZ- noch des HIS3-Reportergens beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Ebensowenig konnte eine Aktivierung der Reportergene nachgewiesen werden, wenn die Gal4-DBD-DCoH/PCD-Fusion mit dem leeren Gal4-AD-Expressionsvektor (ohne Fusionsanteil) oder eine der Gal4-AD-XSiah-2-Fusionen mit dem leeren Gal4-DBD-Expressionsvektor (ohne Fusionsanteil) koexprimiert werden (Daten nicht gezeigt). 

Im Gegensatz zu diesen Kontrollansätzen führte eine Koexpression der Gal4-DBD-DCoH/PCD-Fusion mit den Gal4-AD-Fusionen Gal4-AD-XSiah-wt (Abb.12 A) und Gal4-AD-XSiah-2C (Abb.12 B) zur Aktivierung beider Reportergene. Entsprechende Kotransformanten wachsen auf Selektionsmedien ohne Histidin und zeigen eine deutliche Blaufärbung (Abb.12 A und B). Demnach interagiert das Xenopus DCoH/PCD mit XSiah-2-wt und mit XSiah-C. Diese Interaktionen rekonstituiert also entsprechend der in Abbildung 11 C dargestellten Situation funktionelle Gal4-Aktivatorproteine. Dagegen zeigten Doppeltansformanten mit der Gal4-DBD-DCoH/PCD-Fusion und je einer Gal4-AD-Fusion, Gal4-AD-XSiah-2C (Abb.12 C) oder Gal4-AD-XSiah-2R (Abb.12 D), weder Histidin-Prototrophie noch eine -Galaktosidase-Aktivität. 
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Abb. 12 XSiah-2 interagiert mit DCoH/PCD im Hefe Two Hybrid System. Je drei unabhängige Doppeltransformanten des Hefetammes HF7C mit dem Gal4-DBD-DCoH/PCD-Fusionskonstrukt und einer der vier Gal4-AD-XSiah-2-Fusionskonstrukten (A) XSiah-2wt, (B) XSiah-C, (C) XSiah-2C und (D) XSiah-2R wurden hinsichtlich ihrer Histidin-Prototrophie (-HIS 3, Histidin-Mangelmedium) und -Galaktosidase-Aktivität (-Gal, Blaufärbung) untersucht. Die verschiedenen Gal4-AD-XSiah-2-Fusionen sind links schematisch dargestellt, wobei die aminoterminal fusionierte Gal4-AD-Domäne nur als grüne Linie gekennzeichnet ist. Die putative RING-Finger Domäne ist rot, die Cystein reiche Sequenz ist blau und das putative Kernlokalisierungssignal (NLS) von XSiah-2 schwarz umrahmt.

Die Ergebnisse bestätigen die Interaktion des Xenopus DCoH/PCD mit dem C-Terminus des XSiah-2 Proteins. Dieser Proteinanteil, bestehend aus 53 Aminosäuren, ist ausreichend und zugleich notwendig für die Interaktion zwischen beiden Faktoren. Eine Deletion dieses Bereiches, wie die Analyse mit der XSiah-2C Mutante zeigt, führt zu einem Verlust der Interaktion. Überraschenderweise führt die Deletion der RING-Finger Domäne (Aminosäure 67 bis104; Abb. 12, rot markiert) des XSiah-2 Proteins ebenfalls zum Verlust der Interaktion. In einer Sequenzierung des entsprechenden Expressionsvektors pGAD-XSiah-2R wurden keine Mutationen gefunden. Möglicherweise verändert diese Deletion die Proteinstruktur so, dass eine Interaktion verhindert wird.

3.5 XSiah-2 wird wie das Xenopus DCoH/PCD maternal exprimiert

Um erste Anhaltspunkte zur möglichen Bedeutung des Xenopus Seven in absentia Homologen in der Embryogenese zu erhalten, wurde dessen zeitliches und räumliches Expressionsprofil untersucht. Das zeitliche Expressionsprofil wurde zunächst mittels RT-PCR unter Verwendung von Gesamt-RNA verschiedener Entwicklungsstadien von Xenopus erstellt (Abb. 13).
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Abb. 13 XSiah-2 Transkripte sind im Ei und in späteren Embryonen von Xenopus nachweisbar. Autoradiographischer Nachweis spezifischer RT-PCR Produkte des Xenopus Seven in absentia Homologen 2  Transkriptes (XSiah-2) aus Gesamt-RNA verschiedener Entwicklungsstadien von Xenopus. Als interne Kontrolle diente die RT-PCR der ubiquitär exprimierten Ornithin-Decarboxylase (ODC). Die Bestimmung der Entwickungsstadien erfolgte nach Nieuwkoop und Faber (1975).

Wie die Abbildung 13 zeigt, ist das XSiah-2 Transkript bereits im unbefruchteten Ei mittels RT-PCR nachweisbar (Spur 1) und liegt somit maternal vor. Das XSiah-2 Transkript ist darüber hinaus in allen untersuchten Entwicklungsstadien (bis schwimmender Larve, Stadium 40) von Xenopus vorhanden. Im Rahmen dieser semi-quantitativen Analyse sind keine bemerkenswerten Unterschiede in der Expressionsstärke des XSiah-2 Gens zwischen den einzelnen Stadien zu erkennen. Diese Ergebnisse zeigen, dass XSiah-2 wie dessen Interaktionspartner DCoH/PCD maternal exprimiert wird.

3.6 XSiah-2 wird im embryonalen Auge und im Rückenmark exprimiert

Um festzustellen, in welchen embryonalen Geweben XSiah-2 während der Entwicklung von Xenopus exprimiert wird, wurden Whole Mount in situ Hybridisierungen an Xenopus Embryonen durchgeführt (Abb. 14). 



Abb. 14 XSiah-2 wird im embryonalen Auge exprimiert. Nachweis des XSiah-2 Transkriptes in Xenopus Embryonen (Albino) mittels Whole Mount in situ Hybridisierung mit einer Digoxygenin markierten XSiah-2 Antisense RNA-Sonde nach Harland (1991). Der Nachweis der hybridisierten RNA erfolgte immunologisch mit Hilfe eines enzymgekoppelten Anti-Digoxygenin-Antkörpers, der nach entsprechendem Substratumsatz die Lokalisation von XSiah-2 Transkripten durch eine Blaufärbung anzeigt. Zur Kontrolle dienten Embryonen, bei denen eine Digoxygenin markierte XSiah-2 Sense RNA-Sonde eingesetzt wurde. Diese Kontrollen sind mit s gekennzeichnet. (A) Unbefruchtetes Ei, Zwei-, Vier-Zell Embryonen. (B) Neurulae, Stadium 22. (C) 2 Tage alte Larve, Stadium 30. (D) Vergrößerter Ausschnitt der Kopfregion der oberen Larve aus C. Die Pfeile markieren Orte starker XSiah-2 Expression. Aa: Augenanlage, A: Auge, O: Ohr-Vesikel, 2-Z: Zwei-Zellstadium, 4-Z: Vier-Zellstadium.

In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der RT-PCR Analyse ist das XSiah-2 Transkript bereits in der unbefruchteten Eizelle nachweisbar (Abb. 14 A rechts oben). Das maternal vorliegende Transkript konzentriert sich im animalen Bereich der unbefruchteten Eizelle sowie des Zwei- und Vierzell-Embryos (Abb. 14 A, rechts unten). Die Inkubation von Embryonen mit einer Digoxygenin markierten Sense RNA-Sonde (s) diente zur Kontrolle und führte zu keiner Färbung (Abb. 14 A, links). Im weiteren Verlauf der Embryonalentwicklung wird XSiah-2 überwiegend im anterioren Teil (Augenanlage) und entlang der Neuralleisten des Embryos exprimiert (Abb. 14 B, oben). In 2-3 Tage alten schwimmenden Larven (Stadium 30-39) ist das XSiah-2 Transkript in den kranialen Neuralstrukturen, insbesondere im gesamten Auge, sowie entlang des Rückenmarks mit entspringenden Spinalnerven nachweisbar (Abb. 14 C, oben und D). 

Zur Überprüfung dieser differentiellen Expression wurde eine weitere RT-PCR Analyse durchgeführt. Hierzu wurden Xenopus Larven (Stadium 39) in fünf Teile (Abb. 15, unten) zerlegt. Zum semi-quantitativen Nachweis des XSiah-2 Transkripts in den verschiedenen Körperteilen wurden gleiche RNA-Mengen zur RT-PCR eingesetzt. 


Es zeigte sich, dass XSiah-2 Transkripte überwiegend im Auge und im gesamten Embryo vorhanden sind (Abb. 15). Eine geringere Expression ist im Kopf und im dorsalen Mittelstück (Rückenmarksbereich) der untersuchten Larven nachweisbar. Im ventralen Mittelstück (Bereich der inneren Organe) konnten keine Transkripte detektiert werden. Diese RT-PCR Analyse bestätigt die Ergebnisse der Whole Mount in situ Hybridisierungen: XSiah-2 wird überwiegend im Auge und im Rückenmarksbereich exprimiert. Demnach korreliert die Expression von XSiah-2 im Auge teilweise mit DCoH/PCD, das auch in einem Teil des Auges, dem pigmentierten Epithel exprimiert wird (Pogge von Strandmann, 1995). So könnte eine kooperative Aktivität von XSiah-2 und DCoH/PCD gerade in diesem Zelltyp von Bedeutung sein.

3.7
Das XSiah-2 Protein ist nach Transfektion überwiegend im Zytoplasma von 293-Zellen nachweisbar

In den vorherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Expression von XSiah-2 und DCoH/PCD im Ei, in den ersten Teilungen und im Auge übereinstimmt. Es wurde nun überprüft, ob das XSiah-2 Protein nach Transfektion nachweisbar ist und möglicherweise mit DCoH/PCD subzellulär kolokalisiert ist. Zu diesem Zweck wurden Immunfluoreszenz-analysen in transfizierten Gewebekultur-Zellen durchgeführt. Es wurden Expressions-konstrukte, die ein Histidin-(6x)-XSiah-2 Fusionsprotein bzw. ein Myc-DCoH/PCD Fusionsprotein kodieren, transient in die embryonale Nierentumor-Zellinie 293 transfiziert. Der subzelluläre Nachweis der Fusionsproteine erfolgte mit monoklonalen Anti-Histidin-Antikörpern bzw. Anti-Myc-Antikörpern und einem Fluoreszenzfarbstoff markierten Sekundär-Antikörper (Abb. 16).

Abb. 16 Nachweis von His-XSiah-2 und Myc-DCoH/PCD nach Transfektion in 293-Zellen. Immunfluoreszenzmikroskopische (A, B) und Phasenkontrast-Aufnahmen (C, D) von embryonalen Nierentumorzellen 293, die mit His-XSiah-2-wt (A, C) oder mit Myc-DCoH/PCD (B, D) transfiziert wurden.
Der Vergleich der Fluoreszenz-Aufnahmen (Abb. 16 A und B) mit den Phasenkontrast-Aufnahmen (Abb. 16 C und D) zeigt, dass sowohl His-XSiah-2-wt als auch das Myc-DCoH/PCD überwiegend zytoplasmatisch lokalisiert sind, da die Zellkerne der transfizierten Zellen größtenteils von der Fluoreszenz ausgespart sind. 

Die überwiegend zytoplasmatische Lokalisation des XSiah-2 zeigte bereits, dass das putative Kernlokalisationssignal im C-Terminus nach Transfektion in dieser Zellinie nicht verwendet wird. Um den Einfluß des C-Terminus auf die subzelluläre Verteilung des XSiah-2 Proteins zu analysieren, wurde ein entsprechendes Konstrukt mit dem carboxyterminal verkürzten His-XSiah-2C Fusionsprotein in 293-Zellen transfiziert (Abb. 17). 

 
Abb. 17 His-XSiah-2C ist sowohl zytoplasmatisch als auch nukleär lokalisiert. Immunfluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen von embryonalen Nierentumor-Zellen 293, die mit der Deletionsmutante His-XSiah-2C transient transfiziert wurden. Die Detektion des rekombinaten Proteins erfolgte mit Hilfe monoklonaler Anti-Histidin-Antikörpern, deren Bindung mit einem CY3 gekoppelten Sekundär-Antkörper nachgewiesen wurde. (A) Fluoreszenz-Aufnahme. (B) Phasenkontrast-Aufnahme.
Wie die Abbildung 17 dokumentiert, ist das carboxyterminal verkürzte His-XSiah-2C Protein zu gleichen Anteilen nukleär und zytoplasmatisch lokalisiert. Die subzelluläre Verteilung des His-XSiah-2C Proteins ist somit verändert. Insgesamt ist die Immunfluoreszenz des His-XSiah-2C-Proteins (Abb. 17 A) im Vergleich zum Wildtyp-Protein His-XSiah-2 (Abb. 16 A) wesentlich stärker. Eine Western Blot Analyse der Zell-Lysate bestätigt die stärkere Expression des verkürzten Proteins (Abb. 18).



Trotz gleicher Mengen transfizierter DNA wird His-XSiah-2-C (Abb. 18, Spur 2) wesentlich stärker als das Wildtyp-Protein (Spur 1) exprimiert. Möglicherweise bedingt diese sehr starke Überexpression eine Verteilung des Proteins in der gesamten Zelle. Die teilweise nukleäre Lokalisation von His-XSiah-2-C ist daher vermutlich das Ergebnis der starken Expression. 

Das putative Kernlokalisierungssignal im C-Terminus von XSiah-2 wird also in 293-Zellen nicht verwendet: His-XSiah-2 ist wie Myc-DCoH/PCD überwiegend im Zytoplasma lokalisiert. Diese subzelluläre Kolokalisation ist eine Voraussetzung dafür, dass beide Faktoren kooperativ in Zellen wirken können. 

3.8
DCoH/PCD ist kein Zielprotein einer XSiah-2 vermittelten Degradation

Für das Drosophila Seven in absentia (Sina) sowie für die homologen Säuger Siah-2 Proteine wurde gezeigt, dass sie die Fähigkeit besitzen, die Proteolyse ihrer Interaktionspartner zu induzieren (Li et al., 1997; Hu et al., 1997). Diese posttranslationale Regulation wird über das Ubiquitinierungssystem vermittelt, an dem offensichtlich die RING-Finger Domäne der Proteine essentiell ist. Diese stark konservierte Proteindomäne interagiert mit dem Ubiquitin konjugierenden Enzym (Ubc), das die Bindung des Ubiquitins als Abbausignal an die entsprechenden Zielproteine initiiert (Lorick et al., 1999).

Um zu überprüfen, ob das Xenopus Homolog (XSiah-2) ebenfalls die Fähigkeit besitzt, eine Degradation des Interaktionspartners DCoH/PCD zu vermitteln, wurden Western Blot Analysen von Zell-Lysaten aus kotransfizierten 293-Zellen durchgeführt (Abb. 19). Diese Zellen wurden mit einer konstanten Menge (1µg) eines Myc-DCoH/PCD kodierenden Expressionsvektors allein (Abb. 19, Spur 2) oder zusammen mit steigenden Mengen eines XSiah-2 Expressionsvektors (Abb. 19, Spur 3-7) kotransfiziert. 



Die Proteinmenge des Myc-DCoH/PCD ändert sich jedoch trotz steigender Mengen kotransfizierter XSiah-2-DNA (0,1 – 3 µg) nicht. Dies zeigt, dass das rekombinante Myc-DCoH/PCD kein Zielprotein einer XSiah-2 vermittelten Degradation ist.

3.9
 Die Überexpression von XSiah-2 in Xenopus führt zu Augendefekten

Eine sehr effiziente Methode, um die Funktion eines in Xenopus unbekannten Faktors wie dem XSiah-2 in der Embryonalentwicklung zu analysieren, stellt die Mikroinjektion in vitro synthetisierter mRNA dar (Moore and Guille, 1999). Die durch die RNA-Mikroinjektion hervorgerufene Überexpression eines Faktors induziert in vielen Fällen Phänotypen, die Rückschlüsse auf die Funktion des Faktors zulassen. Aus diesem Grund wurde in vitro synthetisierte XSiah-2 mRNA in eine Blastomere eines Zwei-Zell Embryos injiziert. Die uninjizierte Seite der Xenopus Embryonen diente bei der Auswertung des Phänotyps als interne Vergleichskontrolle. Zur Selektion der positiv injizierten Embryonen wurde die in vitro synthetisierte mRNA des Green Fluorescence Protein 2 (GFP2) koinjiziert. Neurulae mit einseitiger GFP-Fluoreszenz wurden aussortiert und phänotypisch bis zum Entwicklungsstadium 40 (schwimmende Larve) analysiert. 

Abbildung 20 zeigt, dass die Überexpression von XSiah-2 zu Defekten des Auges führt. Die einseitig fluoreszierenden Embryonen (Abb. 20 A und B) zeigen auf der injizierten Seite verkleinerte Augen (Abb. 20 C und D, Pfeilköpfe). Eine genauere histologische Analyse zeigte, welche Teile des Auges betroffen sind. Wie der Longitudinalschnitt (Abb. 20 E) einer injizierten Larve (Stadium 40) exemplarisch zeigt, resultiert die Reduktion der Augengröße aus einer grundsätzlichen Verkleinerung aller Strukturen. Charakteristische Bestandteile des Vertebraten-Auges wie das pigmentierte Epithel (PE), Retina (RE) und die Linse (L) sind auf der inijizierten Seite (Abb. 20 E, rechts) morphologisch gut zu unterscheiden, jedoch im Vergleich zur uninjizierten Kontrollseite (links) in ihrer Größe reduziert. 


Abb. 20 Die Überexpression von XSiah-2 in Xenopus Embryonen führt zu einer Reduktion der Augengröße. Zwei-Zell Embryonen wurde in einer Blastomere in vitro synthetisierte XSiah-2 mRNA und GFP mRNA koinjiziert. Die Verteilung des ektopisch exprimierten XSiah-2 Proteins wurde anhand der grünen Fluoreszenz des GFP Proteins ermittelt. (A) Fluoreszenz-Aufnahme, dorsale Aufsicht eines injizierten Embryos (Stadium 40) mit einem kleineren linken Auge. (B) Fluoreszenz-Aufnahme, ventrale Aufsicht der Kopfregion des Embryos in A. (C) Phasenkontrast-Aufnahme von A. (D) Phasenkontrast-Aufnahme von B. (E) Longitudinal-Schnitt des Embryos in A, eingebettet in Paraffin und angefärbt mit Hematoxylin und Eosin. Die Pfeilköpfe markieren die Lage der verkleinerten Augen auf der injizierten Seite (inj.) im Vergleich zur nicht injizierten Seite (uninj.). Au: Auge, L: Linse, PE: Pigmentiertes Epithel, RE: Retina, Zd: Zementdrüse.

Einige der injizierten Embryonen (Abb. 21 A) wiesen stärkere Augenmißbildungen (Abb. 21 B und C) oder einen vollständigen Verlust des Auges auf (Daten nicht gezeigt). Die bereits äußerlich sichtbaren, mißgebildeten Augen (Abb. 21 C, Pfeilkopf) enthielten lediglich Reststrukturen, die morphologisch nicht genau zugeordnet werden können. So sind beispielsweise in Serienschnitten aus der Kopfregion des in Abbildung 21 C abgebildeten Embryos (Abb. 21 D und E) nur noch Reste eines pigmentierten Augenepithels erkennbar. Andere Bestandteile des Auges wie die Linse fehlen jedoch (Abb. 21 D und E).


Abb. 21 XSiah-2 überexprimierende Xenopus Larve mit starker Augenmißbildung. (A) Fluoreszenz-Aufnahme, dorsale Aufsicht eines injizierten Embryos (Stadium 40) mit fehlentwickelten linken Auge. (B) Phasenkontrast-Aufnahme von F. (C) Laterale, vergrößerte Ansicht der Kopfregion des Embryos in B. (D), (E) Longitudinal-Schnitte durch die Kopfregion des Embryos in B, eingebettet in Paraffin und angefärbt mit Hematoxylin und Eosin. Die Pfeilköpfe markieren die Lage der Augen-Reststrukturen auf der injizierten Seite (inj.) im Vergleich zu der nicht injizierten Seite (uninj.). L: Linse, Ov: Ohr-Vesikel, PE: Pigmentiertes Epithel, RE: Retina. 

Um zu überprüfen, ob die beobachteten Augendefekte tatsächlich aus der Überexpression eines funktionellen XSiah-2 Proteins resultieren, wurden Injektionsexperimente mit einer  mutierten XSiah-2 mRNA durchgeführt. Diese enthält eine Rasterschubmutation zwischen dem Codon 12 und 13, die unmittelbar ein Stopcodon erzeugt, und daher kein funktionelles Protein kodiert. 

Abbildung 22 zeigt, dass im Vergleich zum Wildtypen (oberer Embryo) die Mikroinjektion dieser mutierten XSiah-2 mRNA (unterer Embryo) nicht zu Augendefekten führt. Dieses Ergebnis bestätigt, dass die beobachteten Augendefekte nicht das Resultat eines unspezifischen RNA-Effekts sind, sondern auf der Überexpression eines funktionellen XSiah-2 Proteins beruhen. 



In einem weiteren Experiment wurde nun geklärt, welche Auswirkungen die Überexpression der carboxyterminalen Deletionsmutante XSiah-2C in Xenopus hat. Diese XSiah-2 Mutante entspricht einer natürlichen Sina Mutante, die in Drosophila zu einem Verlust der R7-Photorezeptorzellen führt. Zudem interagiert diese XSiah-2 Mutante nicht mehr mit DCoH/PCD. Wie in den vorherigen Experimenten wurde das XSiah-2C Protein durch Mikroinjektion der entsprechenden mRNA in eine Blastomere eines Zwei-Zell Embryos überexprimiert (Abb. 23). 


Abb. 23
. Die Überexpression der Deletionsmutante XSiah-2C in Xenopus führt wie der XSiah-2 Wildtyp zu einer Reduktion der Augengröße. Koinjektion von in vitro synthetisierter XSiah-2C und GFP mRNA in eine Blastomere von Zwei-Zell Embryonen (A) Fluoreszenz-Aufnahme, dorsale Ansicht einer 4-Tage alten Larve (Stadium 45)  (B) Phasenkontrast-Aufnahme von A. Der Pfeil markiert das deutlich verkleinerte Auge mit starker GFP-Fluoreszenz in der Linse (L).

Wie in Abbildung 23 dokumentiert, führt die Überexpression dieser Deletionsmutante ebenfalls wie das Wildtyp Protein zu einer Reduktion der Augengröße. Da dem XSiah-2C Protein der gesamte zur Interaktion mit DCoH/PCD notwendige C-Terminus fehlt, zeigt dieses Ergebnis dass die XSiah-2 induzierte Reduktion der Augengröße unabhängig von DCoH/PCD ist. 

In der Tabelle 1 sind die verschiedenen Injektionsexperimente zusammengefasst. 

Tab. 1 Zusamenfassung der Mikroinjektionen mit XSiah-2-wt, XSiah-2-mut und XSiah-2C mRNA 


Phänotyp (%)
Gesamtanzahl der Embryonen (einseitig fluoreszierend)

Injizierte RNA
Augendefekte
Normal


XSiah-2-wt
30
53
550

XSiah-2-mut
2
88
115

XSiah-2C
33
49
230

Wie aus Tabelle 1 ersichtlich, weisen bei einer Überexpression des XSiah-2 Wildtypen sowie der Deletionsmutante etwa 30 % der Embryonen die beschriebenen Augendefekte auf. Darüber hinaus traten bei Injektion von XSiah-2-wt und XSiah-2C mRNA andere Fehlentwicklungen auf. Diese umfassten zum größten Teil Bereiche des Rückenmarks (z.B. Spina bifida). Derartige Mißbildungen traten jedoch ebenfalls bei Embryonen auf, denen die Rasterschubmutante (XSiah-2-mut) injiziert wurde. Ein unspezifischer RNA-Effekt ist als mögliche Ursache dieser Defekte wahrscheinlich. Daher wurden die Embryonen mit derartigen Phänotyp nicht in der Tabelle 1 aufgelistet.

3.10
Die endogene XPax-6-Expression ist bei XSiah-2 Überexpression unverändert

Das Überexpressionsexperiment weist auf eine Beteiligung von XSiah-2 im Entwicklungprozess des Vertebraten-Auges hin. Der Paired-Class-Homeobox-Transkriptionsfaktor PAX-6 übernimmt die Funktion eines master gene in der Entwicklung der Augen. Bisherige Untersuchungen belegen, dass PAX-6 sowohl notwendig als auch ausreichend für die Augenentwicklung ist (Gruss et al., 1998; Chow et al., 1999). Das Xenopus Pax-6 wird in der Embryogenese im prospektiven Gewebe des Auges exprimiert (Hirsch and Harris, 1997). Der in situ Nachweis des XPax-6 Transkriptes in Xenopus-Embryonen (Stadium 36) zeigt, dass das Expressionsmuster mit dem von XSiah-2 korreliert (Abb. 24 A und B).


Im Gegensatz zu dem Xenopus DCoH/PCD, dessen Expression im Augenbereich auf das pigmentierte Epithel (PE) beschränkt ist (Pogge von Strandmann and Ryffel, 1995), werden XPax-6 und XSiah-2 (Abb. 24, vgl. A und B) im gesamten Auge exprimiert.

In einem weiteren Experiment wurde der Frage nachgegangen, ob bei XSiah-2 überexprimierenden Embryonen die Expression des endogenen XPax-6 verändert ist. Hierzu wurden in situ Whole Mount Hybridisierungen von XPax-6 mit Neurulae (Stadium 21) und Xenopus Larven (Stadium 32) durchgeführt, die zuvor im Zwei-Zell Stadium in eine Blastomere mit XSiah-2 und GFP2 mRNA injiziert wurden (Abb. 25). Als Vergleichs-kontrolle diente das Expressionsmuster von XPax-6 auf der nicht injizierten Seite sowie von nicht injizierten Embryonen.


Wie aus der Abbildung 25 ersichtlich, markieren die Färbungen, die die Lokalisation des XPax-6-Transkriptes anzeigen, am stärksten das Augenfeld (aa) der untersuchten Embryonen (Stadium 25 und 32), bevor die Augen eigentlich sichtbar sind. Zusätzlich wird XPax-6 im prospektiven Vorderhirn (vh) und im Rückenmark (rm) exprimiert. Zwischen den einseitig rechts (re) oder links (li) XSiah-2 injizierten Embryonen und den Kontroll-Embryonen (k) sind weder quantitativ noch qualitativ Unterschiede im Expressionsmuster von XPax-6 zu erkennen. Insgesamt wurden bei allen untersuchten Xenopus Embryonen (n=21) eine unveränderte XPax-6-Expression gefunden. Um zu überprüfen, ob in diesem Experiment die Überexpression von XSiah-2 zu einer Verkleinerung des Auges auf der injizierten Seite führt, wurde ein Teil der injizierten Embryonen weiter bis zum Stadium 40 kultiviert, so dass die Augen äußerlich zu erkennen sind. Diese Xenopus Embryonen im Stadium 40 zeigten zu 27 % eine Reduktion der Augen auf der injizierten Körperseite. Dies belegt eine unveränderte endogene Pax-6-Expression auf der XSiah-2 überexprimierenden Körperseite trotz verkleinerter Augen. Demnach beinflußt die Überexpression von XSiah-2 nicht die Expression des endogenen XPax-6, so dass die XSiah-2 induzierten Augendefekte nicht das Resultat einer veränderten XPax-6-Expression sind. 

3.11
Die Überexpression beeinflußt den XSiah-2 induzierten Phänotyp nicht und vice versa 

In den vorherigen Injektionsexperimenten konnte gezeigt werden, dass eine Überexpression von XSiah-2 zu einer Fehlentwicklung der Augen führt. In vergleichbaren Experimenten (Pogge von Strandmann et al., 2000) führt eine Überexpression von DCoH/PCD zur Induktion ektopischer Pigmentzellen in der Epidermis von Xenopus (Abb. 26).


Abb. 26
. Die Überexpression von DCoH/PCD induziert die Bildung ektopischer Pigmentzellen in Xenopus. Laterale Ansicht der Kopfregion von Xenopus Larven (Stadium 29), denen im Zwei-Zell Stadium in vitro synthetisierte (A) GFP mRNA oder (B) Xenopus DCoH/PCD mRNA und GFP mRNA injiziert wurde. Der rechte Embryo zeigt deutlich die ubiquitäre Verteilung ektopischer Pigmentzellen in der Epidermis. a: Auge, PE: pigmentiertes Epithel des Auges, Zd: Zement-Drüse. 

Neben der Induktion ektopischer Pigmentzellen zeigten die DCoH/PCD überexprimierenden Xenopus Embryonen eine verzögerte endogene Pigmentierung (Pogge von Strandmann et al., 2000). Diese verzögerte endogene Pigmentierung tritt insbesondere im pigmentierten Epithel des Auges auf, einem Zelltyp, in denen die beiden Interaktionspartner DCoH/PCD und XSiah-2 koexprimiert werden. Um festzustellen, inwieweit nun eine Koexpression beider Faktoren die beobachteten Phänotypen (Ektopische Pigmentierung und Augen-Fehlentwicklung) des jeweiligen Interaktionspartners beeinflusst, wurden Koinjektionen mit in vitro synthetisierten XSiah-2 und DCoH/PCD mRNA durchgeführt (Abb. 27).



Abb. 27
 DCoH/PCD / XSiah-2 koexprimierende Xenopus Embryonen weisen sowohl eine ektopische Pigmentierung als auch Augendefekte auf. Zwei-Zell Embryonen wurde in einer Blastomere in vitro synthetisierte XSiah-2 mRNA, Xenopus DCoH/PCD mRNA und GFP mRNA koinjiziert (A) Fluoreszenz-Aufnahme; dorsale Aufsicht eines Embryos (Stadium 39), der in der rechten Körperhälfte die rekombinaten Proteine XSiah-2, DCoH/PCD und GFP überexprimiert. (B) Phasenkontrast-Aufnahme von A. (C) Laterale Ansicht der linken Körperhälfte. (D) Laterale Ansicht der rechten Körperhälfte mit ektopischer Pigmentierung (Pfeile) und Augenreduktion (Pfeilkopf). Die sternförmigen, endogenen Pigmentzellen sind mit einem Stern (*) markiert.

Die Abbildung 27 zeigt einen Embryo, dem XSiah-2 und DCoH/PCD mRNA im Zwei-Zell Stadium injiziert wurde. Dieser Embryo überexprimiert XSiah-2 und DCoH/PCD in der rechten Körperhälfte, wie man anhand der grünen Fluoreszenz des GFP Proteins erkennt (Abb. 27 A). Abbildung 27 B (Pfeilkopf) zeigt, dass dieser Embryo auf der rechten Seite im Vergleich zur nicht injizierten, linken Körperseite (Abb. 27 C) ein kleineres Auge aufweist, induziert durch die Überexpression von XSiah-2. Zusätzlich zum verkleinerten Auge hat dieser Embryo ektopische Pigmentzellen (Abb. 27 D, Pfeile), die durch die Überexpression von DCoH/PCD induziert werden. Diese ektopischen Pigmentzellen unterscheiden sich in der Form deutlich von den sternförmigen, endogenen Pigmentzellen (Abb. 27 C und D, Sterne). 

Die in der Tabelle 2 zusammengefassten Ergebnisse dieser Koinjektionen belegen insgesamt eine unveränderte Häufigkeit der beiden Phänotypen bei Koexpression im Vergleich zu der alleinigen Expression von XSiah-2 oder DCoH/PCD. Die Bildung ektopischer Pigmentzellen wird in 95 % aller untersuchten Embryonen durch DCoH/PCD induziert, unabhängig davon, ob XSiah-2 koexprimiert wird. Die Häufigkeit der XSiah-2 induzierten Augendefekte bei Koexpression liegt bei 32 % und ist somit nahezu unverändert. Wie aus Tabelle 2 ersichtlich, zeigte eine geringe Anzahl von DCoH/PCD überexprimierenden Embryonen ebenfalls zu 6 % Augendefekte, die bei alleiniger Expression von GFP2 zu 2 % auftreten.

Tab. 2 Zusamenfassung der Koinjektionen mit XSiah-2-wt und Xenopus DCoH/PCD mRNA 

Phänotyp einseitig fluoreszierender Embryonen
Injizierte mRNA


XSiah-2
DCoH/PCD
DCoH/PCD + XSiah-2
GFP2

Ektopische Pigmentierung [%]
0
95,1
95,4
0

Augendefekte [%]
29
6
32,2
2

Gesamtanzahl 
180
176
180
83

In dieser Analyse konnte somit keine Beeinflussung des jeweiligen Phänotypen ermittelt werden, die eine funktionelle Interaktion zwischen XSiah-2 und dem Xenopus DCoH/PCD belegt. Demnach können beide Faktoren unabhängig voneinander in der Embryogenese von Xenopus wirken.
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Abb. 6	Isolierung eines 2200 bp großen cDNA-Inserts des Phagen-klons 11. (A) Ethidiumbromid gefärbtes Agarosegel. (B) Autoradio-gramm nach Southern Hybridisierung von A. Als Sonde diente das 189 bp große Fragment des Ursprungsklons XSiah-C. Der Pfeil markiert die Höhe des positiven Phageninserts.
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Abb. 10 XSiah-2 kodiert ein 34 kDa großes Protein. Autoradiogramm nach gelelektrophoretischer Auftrennung von Retikulozytenlysaten. Zur Bestimmung des Molekulargewichts wurde ein Gemisch verschiedener [14C]–methylierter Marker-proteine verwendet. Der Pfeil markiert die Position des Translationsproduktes von XSiah-2.
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Abb. 15 RT-PCR Analyse zum Nachweis des XSiah-2 Transkripts in verschiedenen Körperteilen von Xenopus Larven Autoradiograph-ischer Nachweis spezifischer RT-PCR Produkte des Xenopus Seven in absentia Transkriptes (XSiah-2) aus Gesamt-RNA verschiedener Körper-teile einer 3 Tage alten Xenopus Larve (Stadium 39). Als Kontrolle diente die RT-PCR der ubiquitär exprimierten Ornithin-Decarboxylase (ODC). Zur RT-Reaktion wurden gleiche RNA-Mengen eingesetzt.
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Abb. 18 Das C-terminal verkürzte XSiah-2-C Protein wird wesentlich stärker als das Wildtyp-Protein exprimiert. Western Blot Analyse von Zell-Lysaten His-XSiah-2-wt und His-XSiah-2-C transfizierter 293-Zellen. Es wurden jeweils 20 µg Protein aufgetragen. Der immunologische Nachweis der Histidin(6x) Fusionsproteine erfolgte mit Hilfe eines monoklonalen Anti-Histidin-Antikörpers und mit einem Peroxidase gekoppelten Sekundär-Antikörper unter Verwendung des ECL-Systems. 
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Abb. 19 Eine XSiah-2 vermittelte Proteolyse des Myc-DCoH/PCD ist nicht nachweisbar. Western Blot Analyse von Zell-Lysaten aus Myc-DCoH/PCD und XSiah-2-wt kotransfizierten 293-Zellen. Es wurden jeweils 20 µg Protein aufgetragen. Der immunologische Nachweis des Myc-DCoH/PCD Fusionsproteins erfolgte mit Hilfe eines monoklonalen Anti-Myc-Antikörpers und mit einem Peroxidase gekoppelten Sekundär-Antikörper unter Verwendung des ECL-Systems. Um die Auftragung gleicher Proteinmengen zu bestätigen, wurde der Blot anschließend mit einem poly-klonalen Antikörper gegen die -Untereinheit der menschlichen Proteinkinase A (PKA) inkubiert.





2





3





B





Abb. 11	 Das Hefe Two Hybrid System, eine genetische Methode zum Nachweis einer Interaktion zwischen zwei Proteinen (X und Y). Schema-tische Darstellung zum method-ischen Prinzip des Hefe Two Hybrid Systems. UAS: Upstream Activator Sequence.
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Abb. 25	 Die Expression des endogenen XPax-6 ist in XSiah-2 überexprimierenden Embryonen unverändert. Zwei-Zell Embryonen wurden in einer Blastomere in vitro synthetisierte XSiah-2 mRNA und GFP mRNA koinjiziert (A) Neurulae (Stadium 25)  und (B) Larven (Stadium 32) mit einseitiger GFP-Fluoreszenz wurden aussortiert und mit einer Digoxygenin markierten XPax-6 Antisense RNA inkubiert. Die hybridisierte RNA wurde immunologisch mit Hilfe eines enzymgekoppelten Anti-Digoxy-genin-Antkörpers detektiert. re: rechts injiziert, li: links injiziert, k: nicht injiziert. aa: Augenanlage, rm: Rückenmark, vh: Vorderhirn.
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Abb. 24	 Vergleich der Expressionsmuster zwischen XSiah-2 und XPax-6 in Xenopus. Whole Mount in situ Hybridisierungen mit Xenopus Larven (Stadium 36) mittels Digoxygenin markierter Anti-sense RNA-Sonden gegen (A) XSiah-2, (B) XPax-6 nach Harland (1991). 











� EINBETTEN Designer.Drawing.7  ���





Abb. 23	. Vergleich der Expressionsmuster zwischen XSiah-2 und XPax-6 in Xenopus. Whole Mount in situ Hybridisierungen mit Xenopus-Larven (Stadium 36) mittels Digoxygenin markierter Antisense-RNA-Sonden gegen (A) XSiah-2, (B) XPax-6 nach Harland (1991). 
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Abb. 22. Die Überexpression einer XSiah-2 Rasterschub-mutante führt nicht zu Augendefekten. Zwei-Zell Embryonen wurden in einer Blastomere in vitro synthetisierte Wildtyp XSiah-2 mRNA oder eine mutierte XSiah-2 mRNA mit GFP mRNA koinjiziert (A) Fluoreszenz-Aufnahme, laterale Ansicht von Xenopus Embryonen (Stadium 39); der obere Embryo wurde mit Wildtyp XSiah-2 mRNA (wt), der untere Embryo mit der mutierten XSiah-2 RNA (mut)  injiziert. (B) Phasenkontrast-Aufnahme von A. Der Pfeil markiert das deutlich verkleinerte Auge bei Überex-pression eines funktionellen XSiah-2 Proteins.
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