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6. ZUSAMMENFASSUNG


6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde in großem Maßstab mittels Random Screening und whole-mount in situ Hybridisierung von Genen einer Bibliothek von aktivin-behandelten Ektoderm durchgeführt. Auf diese Weise wurden 51 neuen cDNA-Sequenzen von Xenopus laevis isoliert. Aufgrund ihres sehr interessanten Expressionsmusters wurden dann XXBP-1, XMLP und XAT für weitere funktionelle Studien ausgewählt.

XXBP-1 ist ein neuer basischer Leucine Zipper Transkriptionsfaktor bei Xenopus laevis. Es handelt sich um einen maternalen Faktor, der auf der dorsalen Seite der Urmundlippe und ventralen Ektoderm exprimiert wird mit Ausnahme der zukünftigen Neuralplatte im Gastrula-Stadium. RT-PCR Analyse konnte zeigen, dass XXBP-1 vor Beginn der Gastrulation schwach, während der weiteren Embryonalentwicklung aber dann kontinuierlich exprimiert wird. Eine Überexpression von XXBP-1 führt zur Ventralisierung der injizierten Embryonen wie es von BMP-4 bekannt ist. Weiterhin interagiert XXBP-1 und BMP-4 in Form einer positiven Rückkoppelung. Im Rahmen der BMP-4 Signalkette bewirkt die ektopische Expression von XXBP-1 eine partielle Rekonstitution von epidermalem Keratin im Animalen Kappen-Assay (animal cap assay) und inhibiert die Dorsalisierung hervorgerufen durch Rumpf (truncated)-BMP-Rezeptor I. Die Ergebnisse deuten daraufhin, dass XXBP-1 downstream vom BMP-Rezeptor wirkt und eine bedeutsame Rolle in der Hemmung der neuralen Differenzierung spielt.

XXBP-1 funktioniert als Transkriptionsaktivator. Bei einer ventralen Überexpression kann sein Effekt durch eine VP 16 Aktivatordomäne, die mit der DNA-bindenden Domäne des XXBP-1 fusioniert ist, simuliert werden. Ein Konstrukt, das die DNA-bindende Domäne XXBP-1 und even-skipped Repressionsdomäne enthält, induziert den neuralen Marker NCAM and nrp1 im Animalen Kappen-Assay und führt zur Bildung einer sekundären Achse bei einer ventralen Überexpression. Diese Ergebnisse bestätigen, dass XXBP-1 als ein Aktivator fungiert und eine Hemmung der neuralen Induktion bewirkt. 

Das von uns ebenfalls charakterisierte Gen XMLP gehört zu der kleinen Proteinfamilie MLP. Durch whole-mount in situ Hybridisation und RT-PCR konnte nachgewiesen werden, dass XMLP maternal während der frühen Teilungsstadien exprimiert wird. Nach der MBT (midblastula transition) sind die Signale beschränkt auf die Neuralplatte. In der weiteren Entwicklung ist XMLP exprimiert vor allen Dingen im Gehirn, Somiten und Vornieren (pronephros). Ektopische Expressionen von XMLP führt zu Augen- und Achsendefekten und zu einer Veränderung des Expressionsmusters von Krox20. Injiziertes XMLP mRNA führt zur Apoptosis. Ergebnisse aus Überexpressionsexperimenten mit XMLP-Mutanten weisen darauf hin, dass dieser Phänotype auf die putativen PSD Domäne und dem Glycin in Position 2 zurückzuführen ist. Injizierte Morpholino Oligos komplementär zu XMLP mRNA bewirken Deformationen der anterioren Achse und Augendefekte. Extirpationsexperimente weisen darauf hin, dass dieser Phentotyp eher auf gestörte morphogenetische Bewegungen als auf eine Inhibition des Induktionsprozesses zurückgeht. Eine Überexpression von XCYP26 ergab eine Veränderung des Expressionsmusters von XMLP; der Signalstreifen von XMLP in der injizierten Hälfte des Embryos wurde diffus oder verschwand sogar. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass Retinsäure eine wichtige Rolle spielt in der XMLP Regulation. Zusammenfassend kann man sagen, dass XMLP eine wichtige Rolle in der Musterbildung der embryonalen Achsenbildung und des zentralen Nervensystems spielt.

Ein weiteres untersuchtes Gen XAT weist Sequenzen auf, die hochkonservierte Bereiche zu menschlichen, Hühner- und Ratten- Amidinotransferase enthält. Wir konnten zeigen, dass XAT differenziell in der Zone des Dotterpfropfes einschließlich der dorsalen Urmund-Region in der frühen Gastrula exprimiert wird. In frühen Neurula-Stadien finden sich Signale in der Mittellinie der Neuralplatte. Histologische Schnitte zeigten, dass das Gen in der Chorda exprimiert wird. Im Schwanzknospenstadien können die Signale in der Chorda und in der Rumpfregion nachgewiesen werden. Schwache Signale fanden sich in der Kopfregion.

