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2
Material und Methoden
2.1
Verwendete Materialien

2.1.1
Für die in situ und whole mount in situ Hybridisierung verwendete 

cDNA-Sonden 

r Cx31:
880bp Fragment aus Exon 2 des Ratten Cx31-Gens, einkloniert in pBluescript SK (+/-)-Vektor
(Reuss)

mCx43:
820bp Fragment des Maus Cx43-Gens, einkloniert über EcoRI in TA3PCRII-Vektor

mGATA-2:
700bp Fragment des Maus GATA-2 Gens, einkloniert über EcoRI in pBluesscript II KS (+/-)-Vektor (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von J. Nardelli)

mGATA-3:
1800bp Fragment des Maus GATA-3 Gens, einkloniert über EcoRI

in pGEM 7Zf-Vektor

(freundlicherweise zur Verfügung gestellt von J.D. Engel, Northwestern University, Evanston, Illinois, USA)

Pem:
1000bp Fragment Maus Pem c-DNA; einkloniert über EcoRI in pBluescript SK (+/-) (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Jeanine Kleeman)

Esx1:
1000bp Fragment Maus Esx1 c-DNA, einkloniert über EcoRI in pBluescript II KS (-) (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Yuanhao Li, University of Texas, Houston; Texas; USA)

2.1.2
Lösungen

Antikörperlösung  (Verdünnung 1:1000) für die whole mount ISH:
Es wurden 2µl Schafserum und 0.2µl Anti-Digoxigenin–Antikörper vermischt und mit PBS auf 200µl aufgefüllt.

Antikörperlösung (Verdünnung 1:2000) für die ISH:

Es wurden für 10 Objektträger 10ml Puffer 2 mit 5µl Anti-Digoxigenin-Antikörper vermischt.

Essigsäureanhydridlösung:

In 150ml DEPC-Wasser wurden 2.26g Triethanolamin eingewogen. Es wurden dann 380µl HCl und 380µl Essigsäureanhydrid (RNAse frei) hinzugefügt.

Glutaraldehyd 0.2%:

In 100µl 4% PFA wurden 0.8µl Glutaraldehyd gelöst.

Glycin:

Es wurden 2mg/ml in PBT gelöst.

Hybridisierungsmix: 

Es wurden 25ml Formamid mit 12.5ml 20xSSC, 20µl Heparin (100mg/ml) in A. dest, 50µl 

Tween 20, 250µl Hefe tRNA (10mg/ml) und 500µl Heringssperma DNA vermischt.

Der pH-Wert wurde mit 1M Zitronensäure auf pH 4.5-5.0 eingestellt und der Hybridisierungsmix mit A. dest auf 50ml aufgefüllt.

Ladepuffer für das Agarosegel mit Formaldehyd (Stammlösung):

Für 10 Spuren wurden 10µl 100% Formamid mit 8µl 100% Glycerin, sowie 1µl 2% BPB und 1µl 2% XCFF vermischt.

Lösung II:

14.61g NaCl wurden in 40ml A.dest gelöst. Anschließend wurden 5ml Tris-HCl (10mmol/l, pH7.5) und 500µl Tween20 hinzugefügt und auf 50ml mit A.dest aufgefüllt.

Lösung III:

25ml Formamid wurden mit 2.5ml 20xSSC vermischt und mit A.dest auf 50ml aufgefüllt.

MOPS-Puffer10x:

Es wurden 41.86g Morpholinopropansulfonsäure in 0.8l A. dest gelöst. Nach Zugabe von 4.10g Natriumacetat und 3,70g EDTA wurde der pH-Wert auf pH7.0 eingestellt und mit A. dest auf 1l aufgefüllt.

NTE 2x:

2.42g Tris wurden mit 0.74g EDTA und 58.4g NaCl in 1l DEPC-Wasser gelöst. Nach dem Einstellen des pH-Wertes auf pH 8.0, wurde der Puffer autoklaviert.

Paraformaldehyd (PFA) 4%:

20g PFA wurden in 500ml 1xPBS unter Erhitzen auf 60°C gelöst und mit 1N NaOH geklärt.

PBS 10x:

75.95g NaCl wurden mit 9.94g Na2HPO4 und 3.60g NaH2PO4 in 1l DEPC-Wasser gelöst. Nach dem Einstellen des pH-Wertes auf pH7.4 wurde der Puffer autoklaviert.

PBS/PVP:

0.3g Polyvinylpyrrolidon wurden in 100ml PBS gelöst.

Lösung I:

25ml Formamid, 12.5ml 20xSSC und 50µl Tween20 wurden in 50ml A.dest gelöst.

PBT:

Es wurden 100µl Tween 20 in 100ml 1xPBS gelöst.

Probenpuffer für das Agarosegel mit Formaldehyd:

Für 10 Spuren wurden 28µl steriles A.dest, 50µl 100% Formamid, 17µl Formaldehyd (37%) und 5µl MOPS-Puffer 10x vermischt.

Proteinase K-Lösung 20µg/µl:

Es wurden 300µl Proteinase K (Stammlösung 1mg/ml) mit 150ml Proteinase K-Puffer vermischt.

Proteinase K-Puffer:

12.1g Tris wurden mit 18.6g EDTA in 1l DEPC-Wasser gelöst. Nach dem Einstellen des pH-Wertes auf pH 8.0, wurde der Puffer autoklaviert.

Puffer 1:

12.1g Tris wurden mit 8.76g NaCl in 1l A.dest gelöst. Nach dem Einstellen des pH-Wertes auf pH 7.5, wurde der Puffer autoklaviert.

Puffer 2:

Puffer 1 wurde mit 0.5% blocking agent (Boehringer) gemischt.

Puffer3:

12.1g Tris wurden mit 5.84g NaCl und 10.1g MgCl2 6H2O in 1l A. dest gelöst. Der pH-Wert wurde auf pH9.5 eingestellt.

Puffer 4 (TE-Puffer):

1.21g Tris wurden mit 0.37g EDTA in 1l A. dest gelöst. Der pH-Wert wurde auf pH8.0 eingestellt.

RNAse A-Lösung für die ISH 20µg/ml:

300µl RNAse A (Stammlösung 10mg/ml) wurden mit 150ml 1xNTE-Puffer vermischt.

RNAse A-Lösung für whole mount ISH 100µg/ml:

Es wurde 1µl RNAse A-Stammlösung (10mg/ml) auf 99µl NTE-Puffer gegeben.

SSC 20x:

175.3g NaCl wurden mit 88.3g in 1l DEPC-Wasser gelöst. Nach dem Einstellen des pH-Wertes auf pH7.2 wurde der Puffer autoklaviert.

Substratlösung für die ISH:

Für ca. 10 Objektträger wurden 35µl BCIP (Stammlösung 50mg/ml in 100%Dimethylformamid (DMF) und 45µl NBT (Stammlösung 25mg/ml in 70%DMF) mit 10ml Puffer vermischt.

Substratlösung für die whole mount ISH:

Es wurden 0.35µl BCIP (Stammlösung 50mg/ml in 100% Dimethylformamid (DMF) und 0.45µl NBT (Stammlösung 25mg/ml in 70% DMF) mit 100µl Puffer vermischt.

TBST 10x:

40g NaCl und 1g KCl wurden in 400ml A.dest gelöst. Anschließend wurden 12.5ml Tris (1mol/l, pH7.5) und 5ml Tween20 hinzugefügt und mit A.dest auf 500ml aufgefüllt.

Ziegenserum 10%:
Es wurden 10µl mit 90µl PBS vermischt.

2.1.3
Chemikalien und Utensilien
Agarose





Hybaid AGS, Heidelberg

Anti-Digoxigenin-AP FAB Fragment

Roche, Mannheim
5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphoshat-p-

Toluidinsalz (BCIP)




Roth, Karlsruhe

Boehringer blocking Reagenz für 

DNA labeling and detection kit, nichtradioaktiv
Roche, Mannheim
Ethidiumbromid




Serva, Heidelberg

Dimethylformamid




Sigma, Steinheim

1,4 Dithiothreit (DTT)



Roth, Heidelberg

Diethylpyrrocarbonat (DEPC)


Sigma, Steinheim

EDTA






Serva, Heidelberg

Essigsäureanhydrid




Roth, Heidelberg

EtOH






J.T. Baker, Niederlande

Formamid





Merck, Darmstadt

Glutaraldehyd





Serva, Heidelberg

Glycin






Serva, Heidelberg

Salzsäure (HCl)




Merck, Darmstadt
Transfer-Ribonukleinsäure (Hefe tRNA)

Sigma, Steinheim

Heparin





Sigma, Steinheim

Heringssperma DNA




Roche, Mannheim
Histomount





Shandon, Pittsburgh, USA

Kaliumchlorid
 (KCl)




Merck, Darmstadt

Lithiumchlorid (LiCl)




Merck, Darmstadt

Magnesiumchlorid (MgCl2)



Merck, Darmstadt

MOPS






Serva, Heidelberg

M2-Medium





Sigma, Steinheim

Natriumacetat (NaAC)



Merck, Darmstadt

Natriumchlorid (NaCl)



Merck, Darmstadt

Na3-Citrat





Fluka, Neu-Ulm

Na2HPO4





Merck, Darmstadt

NaH2PO4





Merck, Darmstadt

NBT






Roth, Heidelberg

Nylonmembran, positiv geladen


Roche, Mannheim
Paraffin (Paraplast)




Sherwood Medical Co., St. Louis, USA

Rotationsmikrotom




Reichert-Jung

Paraformaldehyd




Merck, Darmstadt

Phenol






Roth, Heidelberg

PVP






Merck, Darmstadt

Polymerase SP6




Roche, Mannheim
Polymerase T3




Roche, Mannheim
Polymerase T7




Roche, Mannheim
Proteinase K





Merck, Darmstadt

Ribonuklease A




Roth, Heidelberg

RNAsin





Promega, Mannheim
Schafserum





Sigma, Steinheim

Super-Frost Objektträger



Menzel-Gläser, Deutschland

Triethanolamin




Merck, Darmstadt

Tris






Roth, Heidelberg

Tween 20





Sigma, Steinheim

UTP-Gemisch (DIG-RNA-labeling Mix)

Roche, Mannheim
Zitronensäure





Merck, Darmstadt

Ziegenserum





Sigma, Steinheim
2.2 Versuchstiere und Gewebegewinnung
Für die Versuche wurden Blastozysten und Implantationskammern verschiedener Stadien benötigt, diese wurden Mäusen vom Stamm C57BL/6Z entnommen.

Die Tiere wurden unter konstanten Bedingungen, nach dem Standard des zentralen Tierlabors des Uniklinikums Essen, gehalten.

Für die Blastozystengewinnung und für die Gewinnung der Implantationskammern wurden über Nacht, jeweils zur Verpaarung, zwei geschlechtsreife Weibchen zu einem zeugungsfähigen Männchen gesetzt. Am nächsten Morgen wurden die Weibchen auf einen Vaginalpfropf hin überprüft. Der Tag des Vaginalpfropfes wurde als 0.5 dies post coitum definiert.

Am Tag 3.5pc wurden die Tiere per zervikaler Dislokation zwischen 10 und 12 Uhr zwecks Blastozystengewinnung getötet.

Die Blastozysten wurden mit M2-Medium aus den zuvor präparierten Uteri ausgespült, danach 5 mal in PBS/PVP gewaschen und anschließend über Nacht in 4% Paraformaldehyd  mit pH 7.2 bei 4°C fixiert, um sie dann am folgenden Tag für die „whole mount in situ Hybridisierung“ zu verwenden.

Für die Gewinnung der Implantationskammern der Stadien 5.5dpc, 6.5dpc, 7.5dpc, 8.5dpc, 9.5dpc und 10.5dpc wurden die Tiere auf die gleiche Weise wie oben beschrieben verpaart.
Die Uteri wurden an den entsprechenden Tagen freipräpariert, entnommen und ebenfalls über Nacht in 4%PFA bei 4°C fixiert. Anschließend wurden sie nach der Standardmethode in Paraffin eingebettet.
Die Gewebeschnitte für die in situ Hybridisierung wurden mit einem Rotationsmikrotom auf die Dicke von 5 bis 7µm geschnitten und auf Super-Frost Plus Objektträger (Menzel-Gläser) aufgezogen. Die Lagerung erfolgte bei –20°C.

2.3 Vorbereitungen für die Herstellung einer Cx43-mRNA-Sonde
Zur Überprüfung der ISH auf ihre Ergebnisse wurde eine Cx43-Sonde hergestellt, die an Paraffinschnitten von Implantationskammern getestet wurde. Da das Expressionsmuster von Cx43 bekannt ist, diente diese Sonde dazu, um die Etablierung der ISH sicherzustellen. Zunächst war dazu eine PCR mit anschließender Klonierung notwendig, um eine Sonde für die später folgende in vitro Transkription zu erhalten. 

2.3.1 Polymerase Chain Reaction (PCR) von Cx43 und anschließende Klonierung
Aus einer Schwanzbiopsie wurde die genomische DNA der Maus isoliert. Mit Hilfe der Cx43-Sequenz aus dem Datenbankeintrag X06656 bzw. M19317 (Genbank) wurden die Primer nach Standardkriterien ausgewählt. 

Der 5‘-Primer 5´-cgtgaggaaagtaccaaacagcagcagact-3´ entspricht dabei der Position 45-74 des Datenbankeintrags X06656 der Datenbank M19317, der 3‘-Primer 

5´-ttctgtcaccagtaaccagcttgtacccag-3´ entspricht der Position 1052-1082 des Eintrags X06656 der Datenbank M19317. Zur Amplifikation des ausgewählten Cx43-Genabschnitts wurde folgender PCR-Reaktionsansatz verwendet:




0.7µl genomische DNA (entspricht ca. 3.5 µg DNA)




0.5µl dNTPs (100mM)




2.5µl Reaktionspuffer (mit MgCl2)




1.3µl Primer Cx43 up (38.5pmol/µl)




0.5µl Primer Cx43 down (25pmol/µl)




0.7µl Taq-Polymerase (1U/µl)




Ad 25µl H2O

Die Durchführung der PCR erfolgte wie unten stehend in einem Gerät der Firma Biometra.

	Anzahl
	Temperatur in °C
	Zeit in Minuten

	1x
	94
	2

	33 x
	94

62

72
	2

1.5

2

	1 x
	72
	10


Das Ergebnis der PCR wurde mittels Elektrophorese auf einem 0.8-prozentigen Agarosegel überprüft und anschließend per Fotografie dokumentiert.
2.3.2 Gelextraktion des PCR-Produkts von Cx43

Die Extraktion des PCR-Produkts aus dem Agarosegel erfolgte nach dem Qiaquick Gel Extraction Kit Protokoll (Qiagen), den dazugehörigen Puffern und Aufreinigungssäulen. Dazu wurden zunächst nach vorangegangener Elektrophorese die DNA-Fragmente mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und gewogen.

Anschließend fügte man zu einem Volumen Gel 3 Volumina Puffer QX1 hinzu und inkubierte dieses dann bei 50°C für 10min, so dass sich das Gel im Puffer auflöste.

Jetzt fügte man Isopropanol in der Gelvolumenmenge hinzu und vermischte alles und gab es auf eine Aufreinigungssäule. Das Gemisch in der Säule wurde dann für 1min zentrifugiert und das „flow through“ verworfen. Es folgte ein Waschvorgang mit PE-Puffer und Ethanol. Das flow through nach der anschließenden Zentrifugation für 1min wurde ebenfalls wieder verworfen.

Die Eluierung der DNA aus der Aufreinigungssäule erfolgte mit 10mM Tris-HCl und einer 1minütigen Zentrifugation. Anschließend wurde das Eluat auf Eis gelegt und die Konzentration wurde photometrisch bestimmt.

2.3.3 Ligation des PCR-Produkts von Cx43 in pCRII und anschließende Transformation

Für die Ligation des PCR-Produkts von Cx43 wurde das TA-Cloning Kit mit dem Dual Promotor pCRII von Invitrogen verwendet. Nach der beiliegenden Formel



Xng PCR-Produkt = 
(Y bp PCR-Produkt)x(50ng pCRII Vektor)






(Größe in bp des pCRII Vektors ~ 3900)

wurde die benötigte Konzentration des PCR-Produkts errechnet und nach folgendem Protokoll wurde die Ligation in einem 10µl Ansatz angesetzt.




1µl

PCR-Produkt Cx43 (10ng/µl)




1µl

10x Ligationspuffer




2µl

pCRII Vektor (25ng/µl)




5µl

steriles H2O




1µl

T4 DNA Ligase (4.0 Weiss Units)

Dann wurde der Ligationsansatz bei 14°C für mindestens 4h inkubiert und anschließend der Transformation zugeführt, die ebenfalls nach dem Protokoll der Firma Invitrogen durchgeführt wurde. Es wurden dazu die mitgelieferten kompetenten Zellen (INV(F´) verwendet, die dann auf LB-Mediumaggar angezüchtet wurden. Einige der gewachsenen Bakterienkolonien wurden dann mit einem sterilen Zahnstocher vom Aggar abgenommen und über Nacht in 3ml LB-Medium mit Ampicillin (1µl/ml) im Rundschüttler inkubiert. Daran an schloss sich eine Minipräparation mit anschließendem analytischen Restriktionsverdau, um den Erfolg der Klonierung und Ligation zu überprüfen. 

Zur Minipräparation wurde das LB-Medium mit den enthaltenen Bakterienkolonien 1.5ml Reaktionsgefäße umgefüllt und zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 100µl GTE (2.1.2), einem Chelatbildner, der Ionen aus der Bakterienmembran entfernt, gelöst. Anschließend wurde das ganze bei 37°C für 2min und anschließend für 3min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden für die Lösung von Fetten, 200µl NaOH/SDS hinzugefügt und mit der Hand wurde das Gemisch für 2-3sec geschüttelt. Anschließend wurde das 1.5ml Reaktionsgefäß für 5min auf Eis gestellt. Zur Neutralisierung des Gemisches wurden 150µl NaAC hinzugefügt und wieder per Hand für 2-3sec geschüttelt und auf Eis für 5min gekühlt. Es folgte eine 12minütige Zentrifugation, nach der der Überstand in ein frisches 1.5ml Reaktionsgefäß umpipettiert wurde. Es wurden 700µl EtOH absolut (-20°C) hinzugefügt und anschließend für 20min bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet mit 70% EtOH gewaschen. Das Pellet wurde dann getrocknet und anschließend in 50µl TE-Puffer resuspendiert. 2µl wurden in einem Restriktionsverdau verwendet. Ergab dieser das erwünschte Ergebnis einer erfolgreichen Klonierung und Ligation, so wurden Bakterienkolonien mit einem sterilen Zahnstocher von der Aggarplatte genommen und in 100ml LB-Medium mit Ampicillin (1µl/ml) im Rundschüttler bei 37°C geschüttelt.

Anschließend wurde eine Maxipräparation mit dem Qiagen Plasmid Purification Kit durchgeführt.

2.4
Herstellung der mRNA-Sonden für die in situ Hybridisierung
Die mRNA- Sonden für die in situ Hybridisierung wurden mittels in vitro Transkription hergestellt.

Die DNA der jeweiligen Transkriptionsfaktoren GATA-2, GATA-3, Pem und Esx1 der Maus sowie die DNA von Cx43 waren in Vektoren einkloniert, die jeweils am Ende der multiplen cloning site einen Promotor für eine RNA-Polymerase (T3, T7, SP6) besaßen. Diese mussten zunächst linearisiert werden, um einen gezielten Abbruch der Transkription zu ermöglichen, so erhielt man eine mRNA-Sonde in gewünschter Länge und Basensequenz.

Dazu wurde ein Restriktionsverdau mit jeweils einem Restriktionsenzym, das möglichst am Ende des in die „multiple cloning site“ einklonierten Transkriptionsfaktors schnitt, angesetzt (siehe Tabelle 1).

Die Restriktionsansätze wurden wie folgt angesetzt:

In einem 20µl Ansatz wurde jeweils ca. 5µg Plasmid-DNA mit 6Units Restriktionsenzym, dem entsprechenden Puffer und sterilem A. dest gemischt und für mindestens 1.5h bei 37°C inkubiert.

	m-RNA-Sonde und Vektor
	Restriktionsenzyme zur Linearisierung; Antisense (3´-5´Richtung)
	Restriktionsenzyme zur Linearisierung; Sense (5´-3´Richtung)

	GATA-2 in Blueskript KS 
	BamHI
	HindIII

	GATA-3 in pGEM 7Zf
	XbaI
	BstXI

	Pem in Bluescript SK 
	Ecl136
	HindIII

	Esx1 in Bluescript KS 
	BamHI
	HindIII

	Cx43 in TA3PCRII
	NotI
	HindIII


Tabelle 1: Verwendete Restriktionsenzyme zur Linearisierung der Vektoren für die in vitro Transkription der Antisense- bzw. sense-mRNA-Transkripte
Die Linearisierung wurde per Elektrophorese verifiziert. War die Restriktion vollständig, wurde der Ansatz einer Phenol-Chloroform- Behandlung unterzogen und anschließend über Nacht bei –80°C mit 3M Natriumacetat und zweifachem Volumen von absolutem Ethanol gefällt.

Nach der Fällung erfolgte nun die eigentliche in vitro Transkription.

Hierzu wurden ca. 2µg der linearisierten Plasmid-DNA verwendet.

In einem 20µl-Ansatz wurden das Template, DEPC-Wasser, der Dig-RNA-labeling-Mix mit entsprechendem Puffer, DTT, die entsprechende Polymerase (siehe Tabelle 2) und zum Schutz des Transkripts gegen RNA-Abbau durch RNAsen RNAsin unter einer Sterilbank miteinander vermischt und anschließend bei 37°C für 2h inkubiert.

	RNA-Sonden
	Polymerasen 

für die antisense-Sonde 
	Polymerase 

für die sense-Sonde

	GATA-2
	T3
	T7

	GATA-3
	Sp6
	T7

	PEM
	T3
	T7

	ESX1
	T7
	T3

	Cx43
	Sp6
	T7


Tabelle 2: verwendete Polymerasen zur Herstellung von mRNA-Sonden mit der „In vitro Transkription“
2.5 Northern blot zur Überprüfung der Sonden
Hier wurde sichergestellt, dass die in vitro Transkription der Templates erfolgreich war und man ein „antisense“ und „sense“-Transkript der gewünschten Länge erhalten hatte.

2.5.1 Agarosegel-Elektrophorese mit Formaldehyd

Um die RNA elektrophoretisch aufzutrennen wurden Formaldehyd-haltige Agarosegele angewendet. Diese verhindern durch denaturierende Vorgänge RNA-Trennartefakte, die durch Doppelstrangbildung entstehen können.
Für das Gel wurden 26ml 1.7prozentige Agarose (Hybaid AGS), 4ml 10facher MOPS-Puffer und 7.5ml Formaldehyd (37%) unter leichtem Schwenken miteinander vermischt. Das Gel wurde unter dem Abzug gegossen und in eine Elektrophorese-Apparatur, gefüllt mit einfachem MOPS-Puffer eingebracht.

Für die Proben wurden ca. 5µg RNA der entsprechenden Sonden mit 10µl Probenpuffer gemischt und anschließend abzentrifugiert. Anschließend wurde die Probe für 10 Minuten bei 65°C inkubiert und dann auf Eis gestellt. Kurz vor dem Auftragen der Probe auf das Gel, wurden noch 2µl Ladepuffer hinzugefügt. Das Gel wurde mit einer Spannung von 80 Volt gefahren.

2.5.2 Northern Blot (RNA-Transfer)

Für den Transfer der RNA aus dem formaldehydhaltigen Agarosegel auf eine Nylonmembran (Roche) wurde ein Kapillarblot angewendet. Hierzu wurde das Gel nach der elektrophoretischen Auftrennung für 10min in A.dest und für 30min in 10x SSC gewaschen. Auf eine NaOH und Tris/HCl-Behandlung wurde zwischen den beiden oben erwähnten Waschgängen verzichtet, da die RNA-Fragmente nicht sehr groß und somit gut transferierbar waren.

Als Transferlösung wurde 20x SSC verwendet. Nach mindestens zwölfstündigem Blotten wurde der Vorgang abgebrochen und die transferierten mRNA-Banden, durch dreiminütiges Auflegen der Nylonmembran auf einen UV-Tisch, fixiert. Anschließend erfolgten 3 Waschgänge des Blots in einfachem PBS-Puffer jeweils für 5 min. Das Anfärben der Banden geschah wie folgt und alle Waschschritte wurden unter leichtem Schwenken auf einem Schütteltisch durchgeführt.

Zunächst erfolgte eine Blockierung des Blots mit zweiprozentigem Schafserum, um unspezifische Bindungen des anti-Digoxigenin-Antikörpers, der anschließend hinzugefügt wurde, zu verhindern. Der Antikörper wurde vor der Zugabe mit Blocklösung aus Schafsserum auf eine Konzentration von 1:10000 verdünnt. Die Inkubation des Blots erfolgte dann für eine halbe Stunde.

Die Antiköperbindung an die mit Digoxigenin-markierte mRNA wurde durch dreimaliges zehnminütiges Waschen erneut unter leichtem Schwenken in einfachem PBS-Puffer abgebrochen. Zur Vorbereitung des Anfärbens der Banden wurde der Blot für 5min in Puffer 3 (2.1.2) gewaschen.

Es folgte im Dunkeln die Färbung mit den lichtempfindlichen Substraten BCIP (Roth) und NBT (Roth). Die Reaktion wurde nach regelmäßiger Kontrolle nach genügender Anfärbung der Banden durch Waschen in einfachem PBS abgebrochen.

2.6 Nichtradioaktive in situ Hybridisierung
Die in situ Hybridisierung (im Folgenden als ISH bezeichnet) wurde an Paraffinschnitten der Implantationskammern der Stadien 5.5dpc bis einschließlich 10.5dpc durchgeführt.

2.6.1 Entparaffinisieren

Für die nichtradioaktive ISH wurden die bei –20°C gelagerten Paraffinschnitte aufgetaut und nach dem Trocknen 2mal für 10 Minuten in Xylol getaucht. Dann folgte eine absteigende Ethanolreihe mit den Konzentrationen 100, 100, 96, 85, 70, 50, 30% in denen die Schnitte jeweils 2 Minuten gewaschen wurden. Die Verdünnung des Ethanols erfolgte mit 0.85 prozentiger NaCl-Lösung. Anschließend wurden die Paraffinschnitte je 5 Minuten zunächst in 0.85% NaCl und dann in PBS gewaschen.

2.6.2 In situ Hybridisierung

Zu Beginn erfolgte eine dreißigminütige Fixierung der entparaffinisierten Gewebeschnitte in 4% PFA pH 7.2.
Zur Dekontamination von RNAsen wurden sie dann 2 Mal für 15 Minuten in PBS mit 0.1% aktivem DEPC gewaschen.

Um das Gewebe für die RNA-Sonde durchgängiger zu machen folgte eine Behandlung mit  Proteinase K mit einer Konzentration von 20µg/ml für 5 Minuten bei 37°C im Wasserbad. Anschließend erfolgte ein erneutes Waschen mit PBS und dreißigminütiger Fixierung mit 4% PFA, welches danach mit DEPC-Wasser abgespült wurde.
Zur Verminderung des Hintergrundsignals erfolgte eine zehnminütige Inkubation in Essigsäureanhydrid (2.1.2).
Dann wurden die Schnitte 2 Mal 15 Minuten in PBS gewaschen und danach in 5x SSC equilibriert.

Zur Vorhybridisierung kamen die Präparate in eine feuchte Kammer, wobei sie mit einem Vorhybridisierungsmix aus 5xSSC und 50% Formamid und Heringssperma – DNA (40µg/ml) (2.1.2) überschichtet und mit einem Streifen Parafilm abgedeckt wurden. 

Die Vorhybridisierung wurde für 2 Stunden bei 58°C im Wasserbad durchgeführt. Sie diente der Verminderung von Hintergrundsignalen durch Vermeidung unspezifischer Bindungen.

Für die Hybridisierung wurden 30-50µg/ml der Sonden 5 Minuten zusammen mit jeweils 5µl Heringssperma-DNA und 5µl t-RNA aufgekocht, anschließend mit 300µl Hybridisierungsmix (2.1.2) vermischt und, nach Abtropfen des Vorhybridisierungsmix, auf den Objektträger aufgetragen. Erneut wurde mit Parafilm abgedeckt. Die Hybridisierung erfolgte über Nacht bei 58°C im Wasserbad.

Am nächsten Tag wurden die Präparate bei 58°C in 5xSSC für 15 Minuten gewaschen. Anschließend wurden sie bei 65°C eine Stunde in 2xSSC belassen. Dann folgte ein zehnminütiger Waschvorgang bei ebenfalls 65°C in 0.2xSSC.
Es schloss sich eine Equilibrierung mit Puffer 1 (2.1.2) für 5 Minuten an.

Nach der Equilibrierung wurde der Anti-Digoxigenin-Antikörper, an den ein alkalisches Phosphatase Konjugat gebunden ist, (Verdünnung 1:2000) aufgetragen und der Objektträger wiederum mit Parafilm abgedeckt. Die Präparate wurden über Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert.

Am dritten Tag wurde der Antikörper 2x 15 Minuten mit Puffer 1 (2.1.2) abgewaschen.

Nun erfolgte die Equilibrierung mit Puffer 3 (2.1.2) und die Inkubation mit dem Substrat NBT/BCIP in Puffer 3 (2.1.2). Die Schnitte wurden zur Farbentwicklung in einer feuchten Kammer dunkel gelagert; die Färbung wurde zwischenzeitlich immer wieder unter dem Mikroskop (2.1.2) kontrolliert und zum gegebenen Zeitpunkt durch fünfzehnminütiges Waschen in TE-Puffer abgebrochen.
Das Eindecken der Präparate erfolgte mit Histomount und die Dokumentation der Ergebnisse per Axiophot (Zeiss) mit einer digitalen Kamera (Zeiss).
2.6.3 Whole mount in situ Hybridisierung

In Anlehnung an eine Vorschrift von Rosen und Beddington (1993) erfolgte die Untersuchung, der Blastozysten der Maus, auf das Vorkommen und die Verteilung der mRNA der Transkriptionsfaktoren GATA-2,GATA-3,PEM,ESX1 und Twist.

Die im Folgenden beschriebenen Waschvorgänge wurden in Petrischalen (Falcon) durchgeführt, für die Inkubationen der Blastozysten im Wasserbad wurden die Petrischalen in Küvetten untergebracht.
Die über Nacht fixierten Blastozysten wurden dreimal in PBT gewaschen. Um das Gewebe für die Sonde durchgängiger zu machen, folgte eine fünfminütige Inkubation mit Proteinase K (20µg/ml) bei 37°C im Wasserbad.

Der Verdau mit Proteinase K wurde mit Glycin in PBT (2mg/ml) gestoppt und die Blastozysten wurden dann in 4%PFA in PBS ph7.2 mit 0.2% Glutaraldehyd erneut fixiert.

Anschließend erfolgte ein zweimaliges Waschen in PBT jeweils für 5 min und dann die Vorhybridisierung für 1h bei 70°C mit dem Hybridisierungsmix (2.1.2). Die Sonden wurden für die nachfolgende Hybridisierung bei 70°C über Nacht ebenso, wie in Abschnitt 2.5.2. schon beschrieben, vorbereitet.

Auf die Hybridisierung folgten zwei dreißigminütige Waschvorgänge in Lösung I (2.1.2) bei 70°C und ein zehnminütiger bei ebenfalls 70°C in einer 1:1 Mischung bestehend aus Lösung I und II (2.1.2).

Danach wurden die Blastozysten dreimal 5min bei Raumtemperatur in Lösung II (2.1.2) gewaschen.

Um nicht gebundene RNA-Sonde zu entfernen, folgte ein Verdau mit RNAse A (100µg/ml) bei 37°C für eine halbe Stunde. Anschließend wurde mit Lösung III (2.1.2) bei 65°C dreimal gewaschen.

Für die nachfolgende Antikörperinkubation bei 4°C über Nacht erfolgte eine Umpufferung mit TBST.

Zur Vermeidung unspezifischer Antikörperbindungen wurde zunächst für 1h in einfach konzentrierter Blockierlösung in TBST inkubiert. Dann folgte die Inkubation mit dem Anti-Digoxigenin-Antikörper, der ein Alkalische Phosphatase Konjugat trägt, (Verdünnung 1:2000) in TBST bei 4°C über Nacht.

Der nicht gebundene Antikörper wurde durch sechsmaliges Waschen, jeweils für 30min, entfernt.

Es folgte eine Umpufferung in Puffer 3 (2.1.2) und anschließend die Inkubation mit dem Substrat NBT (25mg/ml)/BCIP (50mg/ml).

Die Färbung wurde in regelmäßigen Abständen kontrolliert und schließlich mit TE-Puffer beendet.

Nach 15min wurden die Blastozysten aus dem TE-Puffer entnommen und in Glycerin gelagert.

Zur Dokumentation wurden sie unter dem Mikroskop (Axiophot, Kamera Zeiss) fotografiert.
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