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7. SYNOPSIS

7.1 Eine kurze Darstellung der frühen Embryogenese und das Ziel dieser Untersuchungen
Effektive entwicklungsbiologische Untersuchungen sind eng korreliert mit einem geeigneten Modellsystem. Wegen der hohen Zahl der abgelegten Eier (ca. 1500 pro Weibchen) mit einer Eigröße (1-2 mm im Durchmesser) und einer schnellen embryonalen Entwicklung ist der afrikanische Krallenfrosch Xenous laevis besonders geeignet für das Studium der Wirbeltierentwicklung. Dies war auch der Grund, warum gerade mit diesem Modellsystem große zellbiologische und molekulargenetische Fortschritte erzielt wurden.
Verschiedene zentrale Ereignisse während der Embryonalentwicklung sind durch elegante Studien belegt. Vor der Befruchtung weist das Xenopus-Ei eine animale-vegetative Polarität auf. Durch die Befruchtung ergibt sich eine neue dorsal ventrale Polarität, die sich durch die corticale Rotation und Akkumulation von (-catenin auch auf der Dorsalseite ergibt (Moon und Kimelman, 1998; De Robertis et al., 2000). Eine dieser Konsequenzen ist die Formation des sog. Nieuwkoop-Centers, das gebildet wird auf der dorsalen Seite der vegetativen Zone (Nieuwkoop, 1952; Nieuwkoop, 1973). (-catenin ist die erste Komponente des Signalweges, die erforderlich ist, für die Formation der dorsalen Achsenformation und die Dorsalisierung der drei Keimschichten. Ein Zwei-Stufen-Modell wurde für die Induktion des Entoderms vorgeschlagen (Yasuo und Lemaire, 1999; Yasuo und Lemaire, 2001), in dem der maternale Transkriptionsfaktor VegT eine wichtige Rolle spielt. Mesoderm wird durch 3 Signale determiniert (Dale and Jones, 1999; Chan und Etkin, 2001) bzw. auch verschiedentlich als Zwei-Signal-Weg definiert (De Robertis et al., 2000). Das erste Signal geht aus vom ventralen Entoderm und induziert ventrales Mesoderm, während das Nieuwkoop-Center ein zweites Signal abgibt, um das dorsale Mesoderm zu induzieren. Ergebnis ist die Spemann-Mangold Organisator Region. Der Organisator selbst vermittelt dann ein drittes Signal, verantwortlich für das initiale Mesoderm. Veg1 und VegT sind beide als primäre Kandidaten für die mesoderme Induktion angesehen (Dale et al., 1993; Thomsen und Melton 1993; Kessler und Melton, 1995; Joseph und Melton, 1998; Zhang et al., 1998; Kofron et al., 1999). Ektoderm leitet sich ab von den Zellen der animalen Region. Dorsales Ektoderm in der Nähe des Organizers entwickelt sich in die Neuralfalten, woraus sich das Zentrale Nervensystem entwickelt, während aus dem ventralen Ektoderm Epidermis hervorgeht. Der BMP- und Wnt-Signalweg spielt eine zentrale Rolle für die Organisation des Ektoderm. Im dorsalen Ektoderm wird der BMP4 und Wnt Signalweg durch die Antagonisten des Organisator inhibiert, so dass es sich in neuraler Richtung entwickelt, während das ventrale Ektoderm mit aktiven (nicht blockiertem) BMP- und Wnt-Signalweg Epidermis bildet (Chan und Etkin, 2001). 

Die Entdeckung des Spemannschen Organisator ist ein Meilenstein in der Entwicklungsbiologie. Die molekulare Natur des Organisators ist mittlerweile genauer beschrieben worden. Prinzipielle Funktionen des Organisators sind Körperachsenmusterbildung, neurale Induktion und Morphogenese (Harland und Gerhart, 1997; Bouwmeester, 2001). Als erstes organisiert der „Rumpforganisator“ die dorsale-ventrale Körperachse auf Grund der Sezernierung von  Chordin, Noggin und Follistatin, die als dorsalisierende Faktoren und Antagonisten zu BMP-4 das ventrale Mesoderm organisieren. Zweitens, der „Kopforganisator“ organisiert die anteriore-posteriore Achse, in dem es Cerberus, dkk-1 und Frzb-1 als Antagonisten zu den Wnt Glycoproteine sezerniert. Drittens, zusätzlich zur Funktion als dorsalisierende Faktoren wirken Chordin, Noggin und Follistatin auch als neurale Induktoren. Weiterhin kontrolliert der Organisator komplexe morphogenetische Bewegungen (Harland und Gerhard, 1997; Bouwmeester, 2001).

Obwohl einige Schlüsselmoleküle während der Xenopus-Entwicklung charakterisiert worden sind und auch weitere Zusammenhänge während der Embryonalentwicklung genauer beschrieben wurden, sind trotzdem eine große Zahl von Genen in Struktur und Funktion unbekannt. Es wird angenommen, dass 50 000 Gene bei der Embryonalentwicklung von Xenopus laevis beteiligt sind (Wolpert et al., 1998). Eine wichtige Methode ist es, Gene zu identifizieren, die homolog zu Genen sind, die schon bei anderen Organismen beschrieben wurden, so bei Drosophila und Maus. Ein weiterer Weg besteht darin, Gene aus cDNA-Bibliotheken zu identifizieren, die aus spezifischen Stadien oder Geweben erstellt wurden. Untersuchungen mit diesen Gen-Bibliotheken haben zur Identifizierung von vielen Genen geführt, die eine genaue Kenntnis über die frühe Embryonalentwicklung erlauben. Viele interessante Gene des Spemannschen Organisatorbereiches wurden durch Erstellung einer dorsalen Urmundlippen-Bibliothek erzielt (Bouwmeester et al., 1996) oder eine Bibliothek aus Embryonen, die mit Lithium-Chlorid im Stadium 13 behandelt wurden (Glinka et al., 1998). Andere Strategien beschäftigten sich mit der Isolierung von Genen für sezernierte Proteinen (Klein et al. 1996; Jacobs et al., 1997; Pera and De Robertis, 2000; Matsui et al., 2000; Tsuda et al., 2002) oder DNA-binding Proteine (Mead et al., 1998). 

Als weiterer viel versprechender Weg war die Konstruktion cDNA-Bibliotheken, die aus Activin behandelten Ektoderm erstellt wurden. Dabei wurde ein in vitro-System auf der Basis früherer Untersuchungen benutzt (Grunz, 1969; Minuth und Grunz, 1980; Grunz, 1983; Grunz und Tacke, 1989).  Dabei wurden disaggregierte Ektodermzellen  der animalen Kappe des Stadium 8-9 mit hohen Konzentrationen von Activin behandelt, die sich darauf hin in homogener Weise in Entoderm ähnlichen Strukturen überwiegend in Chorda-Gewebe differenzierten. Die aus Entoderm-ähnlichen Gewebe konstruierte cDNA-Bibliothek wurde nach neuen Genen durchsucht. Das Expressionsmusters war bei 3 Genen besonders interessant: XODC2, XCL-2 und XETOR. Deshalb erfolgte eine weitere Analyse ihrer Funktion während der Embrogenese (eine detaillierte Darstellung der angewandten Techniken findet sich unter Material und Methode der Dissertation.

7.2 Identifizierung von XODC2, XCL-2 und XETOR
Eine im großen Maßstab (large-scale) durchgeführte whole mount in situ Hybridisierung ergab insgesamt 384 Klone, von denen 29 ein sehr interessantes whole mount in situ Expressionsmuster aufwiesen. Im Vergleich mit Sequenzen in Gen-Banken konnte gezeigt werden, dass unter den 29 Klonen 11 homolog waren zu schon bekannten Genen von Xenopus laevis, mit über 90% Identität; 9 wiesen Homologien  zu anderen Spezies auf, z.B. Mensch. Die übrigen 9 Klone wiesen geringe Sequenzidentität auf (siehe Tabelle 3.1). Aufgrund des interessanten whole mount in situ Expressionsmusters wurden 3 Klone ausgewählt, 18D11, 18G11 und 18H2 für weitere Untersuchungen.

Eine cDNA-Sequenz von 1842 bp wurde erhalten für den Klon 18D11. Die 1368 bp des offenen Leserahmens (ORF) ergaben 456 Aminosäuren (Abb. 3.1A). Vergleichende Untersuchungen im BLAST-Programm zeigten, dass das Protein 66% Identität in der Aminosäure-Sequenz mit der ubiquitären Ornithine Decarboxyglase (ODC) im Menschen, 65% in Xenopus laevis und Ratte und 63% im Huhn aufwies (Abb. 3.1B). Die Schlussfolgerung war, dass es sich um ein Paralogue des Xenopus ubiquitären ODC handelte (XODC1; Bassez et al., 1990.). Deshalb wurde diese cDNA bezeichnet als XODC2 (Accession Nr. AF217544). 

Anwendung von 5’RACE (Rapid Amplification der cDNA Enden; Frohmann et al., 1988), beim Klonen 18G11 wurde eine cDNA Sequenz von 2639 bp mit einem kompletten ORF, eine große Calpain Proteine Untereinheit erhalten (Abb. 3.2A). Das Protein war am nächsten verwandt mit dem Rattenmagen-spezifischen m-type Calpain nCL-2 (Sorimachi et al., 1993), mit 64% Identität auf dem Aminosäure-Niveau und ubiquitären m-typ Calpains in Spezies wie Mensch, Huhn, beide mit 60% Identität (Abb. 3.2B). Weiterhin hat das Protein exakt die gleiche Domänstruktur, Kalzium-Bindungsmotiv (EF-hands) und die drei aktiven Positionen (Cys 105, His 262 und Asn 286) in der proteolytischen Domäne wie in anderen typischen Calpains (Abb. 3.3). Deshalb wurde es bezeichnet als Xenopus CL-2 (XCL-2) (Accession Nr. AF212199).

Mittels 5’RACE wurde bei Klon 18H2 eine cDNA-Sequenz von 2936 bp mit einem kompletten ORF erhalten (Abb. 3.4A). Die abgeleitete Protein-Sequenz besteht aus 586 Aminosäuren mit einer Gesamthomologie von 72% zu MTG8 ähnlichem Protein MTGR1, 59 % zu ETO beim Menschen und 29 % zu Nervy in Drosophila (Abb. 3.4B). MTG8 (auch bekannt als ETO oder CDR) ist ein Proto-Oncogen, weil es Fusionstranskripte repräsentiert, die bei akuter myeloiden Leukämie mit der t(8;21) Translocation repräsentieren. XETOR in der Struktur ähnliche zu anderen ETO/MTG8 verwandten Proteinen hat vier konservierte Nervy homologe Regionen und zwei Zink-Finger Motive (Abb. 3.4B). Es wurde deshalb bezeichnet als Xenopus ETO verwandtes Protein (XETOR) und die Nukleinsäure-Sequenz wurde in der Gen-Bank mit der Accession Nr. AF212198 angemeldet. 

7.3 Zeitliche und räumliche Expression von XODC2, XCL-2 und XETOR
Die räumliche Expression von XODC2 wurde im Bereich des animalen Pols von Stadium 9 an mittels whole mount in situ Hybridisierung nachgewiesen (Abb. 3.5D, E). Während der Neurula-Stadien finden sich Signale wohl in der extremen anterioren als auch in der posterioren Region der dorsalen Körperachse (Abb. 3.5F). Im Schwanzknospenstadium ist die Expression weiter verschoben zur Kopf- und Schwanzregion (Abb. 3.5G, H, I, J, K). Vergleichende Untersuchungen zeigen, dass XODC1 im Gegensatz zu XODC2 ubiquitär im ganzen Embryo während der Embryonalentwicklung verteilt ist (Abb. 3.5L, M, N). RT-PCR konnte zeigen, dass Transkripte von beiden XODC1 und XODC2 bereits im unbefruchteten Ei vorhanden sind und das Expressions-Niveau von XODC1 auf dem gleichen Niveau in allen Stadien bleibt, während sich die Expression von XODC2 ab Stadium 9 bis zum Schwanzknospenstadium kontinuierlich erhöht (Abb. 3.6). 

Die räumliche Expression von XCL-2 wurde zuerst nachgewiesen in der Zone der ventralen Urmundlippe im Stadium 12,5 (Abb. 3.7A). In der späten Gastrula und Neurula ist das Gen  ausschließlich ventrale um den Urmund und der mesodermen freien Zone des anterioren Bereiches der Neuralfalte exprimiert (Abb. 3.7B, C, G). In späteren Stadien ist die Expression sichtbar in der Haftdrüse (cement gland) und dem Proctodeum (Abb. 3.7D, E, F, H, I). Die zygotische Transkription von XCL-2 wird erstmals nachgewiesen im Stadium 10 mittels RT-PCR (Abb. 3.8A). Weiterhin ist eine gewebespezifische Expression zu beobachten. Im erwachsenen Gewebe werden unterschiedliche Expressionen im Gehirn, Auge, Herz, Darm, Niere, Lunge, Magen und Hoden, aber nicht in Leber, Muskel, Nerven, Ovar, Haut und Milz beobachtet (Abb. 3.8B).

XETOR Transkripte im Zentralennervensystem werden mittels whole mount in situ Hybridisierung innerhalb des dorsalen Ektoderm ab Stadium 12,5 in einem Muster von radial symmetrischen Streifen seitlich der dorsalen Mittellinie gefunden (Abb. 3.9A, B, D, E). In der anterioren Neuralplatte wird die Expression in einer lateralen Gruppe von Zellen gefunden, die assoziiert sind mit trigeminalen Ganglien, einer extreme anterioren Gruppe von Zellen assoziiert mit der Riechplacode, einem zentralen Streifen, der die zukünftige Gehirnregion und Region der anterioren neuralen Ganglienleisten-Zellen bezeichnet (Abb. 3.9B, C, D). Doppelte in situ-Hybridisierung ergab, dass die Expressionsdomäne von XETOR die Region von N-tubulin überlappt, aber trotzdem breiter ist (Abb. 3.9H, I). Dieses Muster deutet darauf hin, dass XETOR ein Marker-Gen ist oder eine besondere Rolle bei der primären Neurogenese spielt.

7.4 XCL-2 unterbricht die morphogenetischen Bewegungen während der Embryogenese in Xenopus laevis
Der Wildtyp XCL-2 und eine dominant-negative Mutante, C105S, wurden bei Überexpressionsexperimenten eingesetzt, um die Funktion von XCL-2 während der Embryogene zu studieren. Die Überexpression von XCL-2 ergibt eine Verzögerung der Involution des Mesoderms. Die injizierte Embryonen konnten den Urmund während der Gastrulation nicht schließen und ein großer Dotterpfropf wurde in den nachfolgenden Entwicklungsstadien beobachtet (Abb. 3.11B). Dies ergab einen ganz charakteristischen Phänotyp (Abb. 3.11D). Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass Überexpression von XCL-2 den Verschluss des Urmundes verhindert und die weiteren Gastrulationsbewegungen behindert. Weiterhin wurde das Zell-Schicksal der betroffenen Embryonen mittels mesodermaler oder neuraler Marker wie Xbra, Chordin, Xvent-1, XMyoD, Xotx2 und Xsox3 untersucht. Trotz ähnlich starker Expression ergaben sich Unterschiede in der Versuchsserie und den Kontrollen in der Lokalisation der einzelnen Marker. Dies deutet auf unterschiedliche Zellmigrationen hin (Abb. 3.12). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass während der Gastrulation und Neurulation das Mesoderm und die posteriore Neuralplatte nicht zur Mittellinie hin bewegt wurden, wie dies aus der Translokation von Chordin, XMyoD und Xsox3 ersichtlich wurde (Abb. 3.12). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass XCL-2 beteiligt ist an der sog. convergent extension während der Midgastrula-Stadien.

In weiteren Überexpressionen-Studien mittels einer dominant-negativen Mutante C105S, konnte gezeigt werden, dass XCL-2 benötigt wird für morphogenetische Zellbewegungen. Die Überexpression von C105S und Wildtype XCL-2 ergab ähnliche Phänotypen (offener Urmund und Doppelschwanz) (Abb. 3.13B, D). Diese auf den ersten Blick sich widersprechende Ergebnisse konnten gedeutet werden, durch die Beobachtung, daß sowohl  eine Überexpression des Wildtypes XCL-2 bzw. die Inhibition (partielle oder totaler Verlust von Funktionen (loss-of-function)) durch die dominant-negative Mutante C105S ähnliche Störungen der morphogenetischen Bewegungen bewirkt. Diese Ergebnisse sind in Übereinstimmung mit den Ergebnissen anderer Gene, wo die Überexpression sowohl des Wildtyps und der Rumpfform (truncated) von Wnt11 (Tada und Smith, 2000) oder Frizzled-7 (Djiane et al., 2000), ebenso die konvergente Extension inhibieren und ähnliche Phäntoypen hervorrufen. Andererseits zeigen die histologischen Schnitte von Embryonen, in  die C105S injiziert wurden, im Gegensatz zur Wildtyp XCL-2 Überexpressionen (Abb. 3.11E, F) eine zweigeteilte Chordamißbildung aufwiesen (Abb. 31.3F, G). Eine Restauration dieses Phänotypes (rescue-Experiment) kann durch Koinjektion durch XCL-2 und C105S mRNA erreicht werden (Abb. 3.13E; Tabelle 3.2). Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass die Mutante spezifisch unter in vivo-Bedingungen durch Kompetition mit Wildtyp-Proteinen für proteolytische Substrate wirkt. Zusammenfassend kann man sagen, dass die Daten vermuten lassen, dass XCL-2 eine Voraussetzung für geordnete morphogenetische Bewegungen während der frühen Embryogenese in Xenopus laevis darstellt. Es ist höchstwahrscheinlich, daß  Calpain die Zellbewegungen, durch Veränderungen der Zelladhesitionsaktivität via proteolytischen Spaltung von Proteinen reguliert, die essential für die Morphogenese sind. 

7.5 XETOR ist ein Schlüssel Inhibitionsfaktor während der primären Neurogenese
Die Funktion von XETOR in vivo während der primären Neurogenese wurde erkennbar durch Expression von Markergenen für primären Neuronen wie N-tubulin und Xaml, die als Antwort auf die Überexpression von XETOR oder Rumpfmutanten inhibiert wurden (Abb. 3.14A, C, E). Diese Inhibition ist keineswegs das Ergebnis einer Störung der Neuralplattenformation wie es durch die normale Expression von Xsox3 gezeigt werden konnte (Abb. 3.14D). Andererseits, wenn die XETOR-Aktivität durch die Injektion von antisense Morpholino Oligo MOXETOR inhibiert wurde, ergab sich ein neurogener Phänotyp mit vergrößerter neurogenen Domäne. Die Dichte der primären Neurone war jedoch nicht signifikant erhöht (Abb. 3.16A). Da die laterale Inhibition einen prinzipiellen Mechanismus darstellt, um die Zahl der primären Neurone zu kontrollieren (Chitnis et al., 1995), wäre es von Interesse zu sehen, was passiert, wenn sowohl XETOR und die laterale Inhibition ausgeschaltet werden. In der Tat wurde ein Phänotyp einer vergrößerten neurogenen Domäne mit vergrößerter Dichte der primären Neurone beobachtet (Abb. 3.16E). Diese Beobachtungsteht im Gegensatz zu dem Phänotyp, der hervorgerufen wird durch den Verlust von XETOR (vergrößert neurogene Domäne mit unveränderter Dichte mit Neuronen, Abb. 3.16A) oder durch die Ausschaltung der lateralen Inhibition (vergrößerte Dichte der Neuronen bei unveränderter neurogener Domäne, Abb. 316D). Diese Daten sind ein solider Beweis dafür, dass XETOR benötigt wird für die korrekte Musterbildung der primären Neurogenese.

Im nächsten Schritt wurde die Korrelation zwischen XETOR und laterale Inhibition weiter untersucht, um nachzuweisen, ob die Funktion des ersteren Gens durch das letztere beeinflusst wird. Einige Tatsachen deuten darauf hin, dass dies nicht der Fall ist. Erstens, die Expression des Liganden-Gens X-Delta-1 wurde herabgesetzt in Abhängigkeit der Überexpression von XETOR (Abb. 3.17A), und umgekehrt die Expression von XETOR wurde verringert durch den aktivierten Notch-Signalweg (Abb. 3.17B). Außerdem, wenn die laterale Inhibition blockiert ist, wird die XETOR Expression gesteigert (Abb. 3.17C). Deshalb stellt die laterale Inhibition und XETOR ein Antagonistenpaar dar. Weiterhin inhibiert XETOR effektiv N-tubulin in der Abwesenheit der lateralen Inhibition (Abb. 3.17D). Der dritte Hinweis ist, dass die Expression, der Notch-Zielgene ESR1 und XNAP, nicht beeinflusst wird, sowohl in Anwesenheit (Abb. 3.17E, F) wie in Abwesenheit von XETOR (Abb. 3.17G, H). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass XETOR und die laterale Inhibition Antagonisten sind, aber unabhängig voneinander agieren.

Im nächsten Schritt wurde die gegenseitige Regulation zwischen XETOR und proneuralen Genen untersucht. Die Überexpression von proneuralen Genen, Xngnr-1 (Abb. 3.18A), Xath3 (Abb. 3.18B), Xash-3 (Abb. 3.18E) oder XNeuroD (Abb. 3.18H) aktiviert die ektopische Expression von XETOR. Umgekehrt inhibiert überexprimiertes XETOR die Expression von Xath3 (Abb. 3.18D) und XMyT1 (Abb. 3.18G), aber nicht die Expression von Xngnr-1 (Abb. 3.18C) und Xash-3 (Abb. 3.18F). Außerdem wurde beobachtet, dass die Neuronen-Induktionsaktivität von XMyT1 (Abb. 3.19B), Xath3 (Abb. 3.19D), XNeuroD (Abb. 3.19F) oder Xash-3 (Abb. 3.19K) ausgeschaltet wurde, als Antwort auf eine XETOR Überexpression. Doch bleibt die Funktion von Xngnr-1 in Anwesenheit von überexprimierten XETOR intakt (Abb. 3.19I). Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass XETOR aktiviert wird durch proneurale Gene und in Folge die Funktion der spät exprimierten proneuralen Gene unterdrückt wird wie XNeuroD, aber nicht die frühexprimierten wie Xngnr-1. Das bedeutet, dass eine negative Rückkoppelung etabliert wird zwischen XETOR und proneuralen Genen. Die negative Rückkoppelung ist trotzdem unterschiedlich von derjenigen proneuralen Gene und lateralen Inhibition, in der Form, dass die laterale Inhibition die Funktion der frühexprimierten Gene wie Xngnr-1 unterdrückt, während sie ineffektiv ist für die spätexprimierten Gene wie XNeuroD. Dies bedeutet, daß die laterale Inhibition (Stadium 11,5) früher aktiviert wird als XETOR (Stadium 12,5), mit der Schlussfolgerung das die laterale Inhibition und XETOR nacheinander während der primären Neurogenese wirksam werden.

Auf der Basis der oben dargestellten Ergebnisse, postulieren wir ein neues Modell für die primäre Neurogenese. Die in einer Richtung ablaufenden Cascade Xngnr-1-Xath3-XNeuroD stellt den Hauptweg der Neurogenese dar. Die Expression von Xngnr-1 repräsentiert die proneuralen Domäne, wo die primäre Neurogenese stattfinden wird. Gleichzeitig aktiviert es die laterale Inhibition ebenso wie XMyT1 und Xath3 oder andere proneurale Gene für die endgültige neuronale Zelldetermination (Bellefroid et al., 1996; Takabayashi et al., 1997; Dubois et al., 1998; Perron et al., 1999). Dieser Mechanismus determiniert die korrekte Zahl der primären Neurone. Deshalb wird XETOR aktiviert durch proneurale Gene und zeigt die volle Funktion zu der Zeit, wenn die Neuronendifferenzierung beginnt. Durch Repression der Expression und Funktion der spät exprimierten proneuralen Gene, begrenzt XETOR deshalb die Domäne der primären Neurogenese in einem sehr limitierten Bereich. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die laterale Inhibition und XETOR einen dualen Inhibitionsmechanismus darstellen, um die genaue Zahl und Lokalisation der Neuronen während der primären Neurogenese zu gewährleisten.
