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1. EINLEITUNG

Das kardiovaskulare System wird als das erste Organsystem angesehen, das sich
wahrend der Embryogenese entwickelt (86, 25, 89). Die Entwicklung aller anderen
Organe ist von einer adaquaten Versorgung uber das kardiovaskulare System
abhangig, das unter anderem den Antransport von Sauerstoff und Nahrstoffen und
Abtransport von Kohlendioxid und Stoffwechselendprodukten gewahrleistet (43).

AuBerdem tragen Endothelzellen zur Differenzierung von Organen bei (56, 57).

Parallel zur Entwicklung des Herzens entstehen intra- und auch extraembryonal
BlutgefalRe. Die Entwicklung des Gefallsystems findet in zwei Schritten statt:
Vaskulogenese und Angioadaptation. Wahrend der Vaskulogenese schliefen sich
endotheliale Vorlauferzellen zusammen und bilden ein primitives Gefallnetzwerk,
welches bei Beginn der embryonalen Herzaktion die initiale Blutzirkulation ermaoglicht
(25). Dieses primare Netzwerk wird durch Angioadaptation zu einem hierarchischen

Gefallbaum aus Arterien, Venen und Kapillaren umgeformt.

Die Ausbildung des Gefallbaumes ist Resultat eines komplexen Wechselspiels
zwischen genetischen Faktoren und epigenetischen Faktoren wie Hamodynamik und
Oxygenierung. Der Prozess der Vaskulogenese wird als genetisch kontrolliert
angesehen, da in diesem Entwicklungsstadium noch keine Blutstromung vorliegt und
metabolische Faktoren eine untergeordnete Rolle spielen (45). Im Prozess der
Angioadaptation eréffnet sich zusatzlich zu genetischen Regulationsmechanismen
durch den Beginn der embryonalen Herzaktion die Moglichkeit einer funktionellen
Ruckkopplung Uber hamodynamische Faktoren. Diese sind neben intravaskularen
Kommunikationsprozessen flir eine adaquate Ausbildung eines hierarchisch
strukturierten Gefallnetzwerkes von grolder Bedeutung (79, 80, 81). Essentiell fur
angioadaptive Prozesse ist aullerdem eine normale Entwicklung arteriovendser
Identitat. Die Differenzierung von Gefallen in Arterien und Venen wurde anfanglich
ausschlieflich fur ein Resultat hamodynamischer Krafte gehalten (102). Diese Theorie
wurde in Frage gestellt, da Angioblasten schon vor der Ausbildung primarer
GefalRnetzwerke und dem Beginn der Blutstromung arteriell und vends spezifische

Gene exprimieren (106).



Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung arteriovendser Differenzierung und
ihrer Beeinflussung durch epigenetische Faktoren (Sauerstoff, Hdmodynamik) in der
Embryonalentwicklung. Hierzu wurde die vaskulare Expression und Regulation der
Connexine 37, 40 und 43 untersucht. Ein besonderer Schwerpunkt der Arbeit lag dabei
in der detaillierten Analyse hamodynamischer Differenzen embryonaler Arterien und
Venen in vivo. Aullerdem wurden Anhaltspunkte Uber die Bedeutung der Connexine fur

angioadaptive Prozesse gewonnen.

1.1 Entwicklung des BlutgefaRsystems

Die embryonale Entwicklung des Gefalisystems lasst sich in zwei Phasen einteilen
(Abb. 1). Wahrend der ersten Phase, der Vaskulogenese, differenzieren mesodermale
Zellen zu endothelialen Vorlauferzellen (Angioblasten), die ein primares Gefalinetz
bilden (90). Dieser primare Plexus weist anfanglich ein isotropes Verzweigungsmuster
und morphologisch relativ uniforme GefaRe auf (86). Durch den Beginn der
embryonalen Blutzirkulation wird die zweite Phase der Gefallentwicklung eingeleitet.
Durch Angioadaptation wird nun die Isotropie des primaren Plexus durch ein

hierarchisches System von Arterien, Venen und Kapillaren ersetzt (85).

Vaskulogenese Angioadaptation

Angioblasten

priméres GefaBnetzwerk maturiertes GefdRnetzwerk

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Entwicklung eines GefédlRnetzwerkes (modifiziert nach (7)).



Der Prozess der Angioadaptation beinhaltet verschiedene Mechanismen: Angiogenese,
Remodelling und Pruning. Die Ausbildung zusatzlicher Gefalle wird Angiogenese
genannt. Es wird zwischen Angiogenese durch Sprossung (sprouting angiogenesis) und
durch Gefaldteilung (,Intussuszeption®, non-sprouting angiogenesis) unterschieden (6,
85). Remodelling, die strukturelle Veranderung existierender Gefallsegmente,
beinhaltet unter anderem Veranderungen in Gefalddurchmesser oder Wanddicke (85).
Als Pruning wird die Elimination redundanter Gefallsegmente bezeichnet (85).

In HUhner- und Saugetierembryonen beginnt die vaskulare Entwicklung mit der
Ausbildung eines homogenen primaren Plexus, der nach Beginn der Blutzirkulation
stark remodelliert wird (88, 90). Auch in der embryonalen Gefallentwicklung in
Dottersack, Chorion-Allantois-Membran (CAM) oder Retina sind angioadaptive
Prozesse zu beobachten (61, 21). In Modellorganismen wie Xenopus laevis und
Zebrafisch scheinen Angioadaptationsprozesse fur die Ausbildung hierarchischer

Gefallnetzwerke von geringerer Bedeutung zu sein (11, 31, 107).

Mit Beginn der Blutzirkulation wirken viele unterschiedliche Faktoren auf die Gefale ein.
Die Blutstromung transportiert Nahrstoffe, Sauerstoff und Signalmolekile zu den
Gefallen und ubt aulferdem biomechanische Krafte auf die Endothelzellen der
Gefallwand aus. Der Transport von Sauerstoff durch das Blut scheint kurz nach Beginn
der embryonalen Herzaktion flr eine Angioadaptation von geringer Bedeutung zu sein,
was durch Kultivierung von Zebrafisch- (77) oder Huhnerembryonen (10) in
Kohlenmonoxid gezeigt werden konnte. Hamodynamische Faktoren hingegen haben
deutliche Auswirkungen auf angioadaptive Prozesse wahrend der

Embryonalentwicklung (67).

1.2 Hamodynamik

Die Bedeutung von Hamodynamik fur die GefalRentwicklung wird deutlich dadurch
demonstriert, dass Entfernung der Herzen von Huhnerembryonen vor Beginn der
Blutzirkulation die Ausbildung eines primaren Gefalinetzwerkes ohne anschlieliende
Angioadaptation zur Folge hat (9). In der Ncx1 knock-out Maus sind vergleichbare
Effekte zu sehen. In dieser Maus bildet sich kein funktionelles Herz aus. Die Embryonen

bilden ein primares Gefalinetz im Dottersack, das nicht remodelliert wird (105). Welche



der durch die Blutzirkulation entstehenden Krafte flir angioadaptive Prozesse von

Bedeutung sind, ist nicht bekannt.

Mit Beginn der Blutzirkulation sind Blutgefalde permanent biomechanischen Kraften
ausgesetzt (Abb. 2) (62, 83). Stromendes Blut Ubt eine Reibungskraft auf die
Endotheloberflache aus. Diese entlang der Gefalioberflache wirkende Kraft wird als
Schubspannung (7) bezeichnet und ist als das Produkt von apparenter Viskositat (spp)
und Scherrate y definiert: 7 = ppp . Der Blutdruck (bt eine senkrecht zur
Gefalloberflache wirkende Kraft aus und fuhrt zu einer Dehnung des Gefalles. Die
daraus resultierende Wandspannung (7) beschreibt das Gesetz von Laplace als
T= P r /h (P: Blutdruck, r. Gefaldradius, h: Wanddicke).

Modulation der Schubspannung in vitro kann Veranderungen in der Morphologie, der
Proteinsynthese und der Genexpression von Endothelzellen hervorrufen (4, 19, 20, 68).
Neben der Expositionsdauer und der Intensitat der applizierten Schubspannung spielen
auch experimentelle Bedingungen (gleichmaRige oder oszillatorische Stromungsprofile,
laminare oder turbulente Strémung) eine Rolle flr resultierende biologische Effekte (5,

32). Auch Wandspannung kann genetische Signalwege aktivieren (62).
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Abbildung 2: Biomechanische Kréfte in Blutgefd3en (modifiziert nach (45)).

Stromendes Blut (bt eine Kraft entlang der GefaRoberflache aus (Schubspannung (z)). Der
Blutdruck ubt eine senkrecht zur Gefaloberflache wirkende Kraft aus und fuhrt zu einer Dehnung
des GefalRes. Diese resultiert in der Wandspannung (T), welche durch das Gesetz von Laplace
beschrieben wird.

1.3 Arteriovenodse Differenzierung

Lange Zeit wurde angenommen, dass die Differenzierung der primaren Gefalle zu
Arterien und Venen ausschlieBlich durch hamodynamische Krafte reguliert wird (102).
Aktuelle Studien hingegen zeigen, dass die arteriovendse Identitat von Gefalien auch
genetisch determiniert ist: In den letzten Jahren wurden arterielle und vendse ,Marker®
identifiziert, die von Endothelzellen schon vor ihrer Zusammenlagerung zum primaren

Gefallnetz und dem Beginn der Blutstromung spezifisch exprimiert werden.

Zu den arteriellen Markern zahlen CD44 (108), Delta-like 4 (94), ephrinB2 (1, 59, 106),
gridlock (111), Neuropilin-1 (40, 41, 70, 71), notch 4 (104) und Unc5b (66). COUP-TFII
(109), EphB4 (1, 59, 106, 39), Neuropilin-2 (110, 40, 41) und Tie2 (70) sind als vendse
Marker etabliert. Diese Gene scheinen eine essentielle Funktion fir das

Gefallwachstum und die Entwicklung einer Gefallidentitat auszuuben.



Auch Connexin 37 und 40 wurden als arterielle Marker beschrieben (93, 71). Sie sind
an der Ausbildung von gap junctions zwischen Zellen beteiligt und spielen eine wichtige

Rolle fur intravaskulare Kommunikationsprozesse.

1.4 Gap junctions / Connexine

Es gibt verschiedene Zell-Zell-Kontakte wie tight junctions oder Desmosomen, die
Zellen vor allem strukturell miteinander verbinden. Gap junctions sind transmembranare
Kanale, die eine funktionelle Verbindung benachbarter Zellen ermoglichen. Sie sind aus
Connexinen (Cx), viermal transmembranaren Proteinen mit einer intra- und zwei
extrazellularen Regionen, aufgebaut (Abb. 3). Sechs Connexine oligomerisieren zu
einem Halb-Kanal (Connexon) in der Plasmamembran. Dieser kann aus einem Typ von
Connexinen (homomer) oder verschiedenen Typen (heteromer) zusammengesetzt sein.
Durch Verbindung mit einem anderen Connexon einer anliegenden Zelle entsteht eine
interzellulare Verbindung, die aus identischen oder unterschiedlichen Connexonen
(homotypisch/heterotypisch) aufgebaut sein kann und durch die interzellulare Diffusion
von Molekiilen mit maximal 1 kDa Molekulargewicht (wie z. B. cAMP oder Ca®*) méglich
ist. Auf diese Weise kann Signalubermittiung zwischen Zellen stattfinden und so eine
grole Anzahl von Zellen zu einer funktionellen Einheit verbunden werden, was flr eine

koordinierte Aktivitat von Organen von zentraler Bedeutung ist.

Derzeit sind 20 (murine) bzw. 21 (humane) verschiedene Cx-Gene bekannt (98), die
gewebespezifisch exprimiert werden, davon vier (Cx37, Cx40, Cx43 und Cx45) im
kardiovaskularen System. In Endothelzellen werden uUberwiegend Cx37 und 40
exprimiert. Cx43 und 45 hingegen kommen vor allem in glatten Muskelzellen vor (14).
Uber die Expression und spezifische Funktion dieser Connexine in der embryonalen

Gefalentwicklung ist bisher wenig bekannt.



offen geschlossen

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Struktur von gap junctions und Connexinen (modifiziert
nach (98)).

(A) Struktur einer gap junction. Einander gegenuberliegende Zellen bilden jeweils Connexone, die
aus 6 Connexinen aufgebaut sind. Durch Zusammenlagerung zweier Connexone entsteht eine gap
junction. Durch Verschiebung einzelner Connexine relativ zueinander wird die Offnung des
Connexons moduliert.

(B) Modell eines Connexins. Die Zylinder (M1-M4) reprasentieren transmembranare Domanen.
E1, E2: extrazellulare Regionen, I1: intrazellulare Region. EZ: Extrazellularraum, ZM: Zellmembran,
Z: Zytoplasma.

1.5 Aufgabenstellung

Es wurden folgende Fragen untersucht:

. Ist das Expressionsmuster der vaskular exprimierten Connexine 37, 40 und 43 in
der Embryonalentwicklung arteriell-spezifisch?

. Wird die Expression von Cx40 durch die epigenetischen Faktoren Sauerstoff und
Hamodynamik reguliert?

. Was sind die hamodynamischen Unterschiede zwischen embryonalen Arterien
und Venen in vivo?

. Was ist der vaskulare Effekt einer Connexin-Inaktivierung?



Als Versuchsmodelle wurden Huhnerembryonen und die Gefal3plexus der sie
umgebenden extraembryonalen Membranen (Dottersack, Chorioallantois-Membran)

gewahlt. Auch wurden retinale Gefalinetze neonataler Mause untersucht.

1.6 Lebensbedingungen des Hihnerembryo im Ei

Der Vogelembryo entwickelt sich in einem kalkschaligen Ei. Im Inneren des Eies ist der
Embryo von vier embryonalen Hullen umgeben, welche wahrend der
Embryonalentwicklung lebenswichtige Funktionen erflllen: Dottersack, Amnion, Chorion
und Allantois (Abb. 4) (76).

10

Abbildung 4: Schematische Darstellung der extraembryonalen Membranen im Hihnerei am
3. Bebriitungstag (modifiziert nach (76)). Die Abbildung zeigt einen longitudinalen Schnitt durch
das Hiihnerei.

1: Chorion, 2: Amnion, 3: laterale Amnionabfaltung, 4: Embryo, 5: Amnionhdhle, 6: Allantois,
7: Dottersackstiel, 8: Dottersackwand, 9: Eiweil3, 10: Vitellin-Membran, 11: Luftraum.

1.6.1 Dottersack

Der Dottersack wird primar von einer Dottersackwand umfasst (76). Zusatzlich wird der
Dotter von einer ,Dottersackhaut®, der Vitellin-Membran, umschlossen. Der Dotter dient
der Versorgung des Embryos mit Nahr- und Baustoffen. Diese Stoffe werden Uber
Gefale in der Dottersackwand (Abb. 5) und anschliel3end Uber die im Dottersackstiel
verlaufenden Dottersackarterien und Venen (Arteriae und Venae vitellinae) in den

beziehungsweise aus dem Embryo transportiert.



1.6.2 Amnion und Chorion

Es bilden sich laterale Amnionfalten, welche die Embryonalanlage umfassen und in der
dorsalen Mittellinie unter Bildung der Amnionnaht verschmelzen. Die Amnionnaht
verschwindet rasch wieder, so dass sich die beiden Lamellen der Amnionfalten unter
Bildung des Amnion und des Chorion voéllig trennen. Das Amnion umschlie3t den
Embryo (Abb. 5), wahrend das Chorion das extraembryonale Colom nach aulien
abschlief3t. Die um den Embryo gebildete Amnionhohle ist mit Amnionflussigkeit gefullt,
was dem Embryo ermdglicht, seine Form, GroRe und Lage zu verandern, ohne dass
Veranderungen der externen Druckverhaltnisse ihn belasten kdnnen (76). Am Ende der
ersten Inkubationswoche hat der grofite Teil des Chorions Kontakt mit der Schalenhaut
(50).

1.6.3 Allantois

In der Gegend des Nabels bildet sich nach 48 Stunden eine sackférmige Ausstllpung
des Enddarmes, die Allantois (Abb. 5), die unter anderem die Ausscheidungen der
embryonalen Nieren aufnimmt. Diese wachst rasch in das extraembryonale Célom vor

und erreicht zwischen dem vierten und flunften Bebritungstag das Chorion.



Abbildung 5: Darstellung embryonaler Hiillen des Hiihnerembryos in verschiedenen Stadien vom
4,5. bis zum 19. Tag (modifiziert nach (24)).

(A) Tag 4,5, (B) Tag 6, (C) Tag 7, (D) Tag 19 (Amnion und Allantois sind entfernt).1: Embryo,
2: Amnionhohle, 3: Area vasculosa, 4: Area vitellina, 5: Allantois, 6: Area pellucida,
7: Dottersacknabel, 8: Darmschlinge.

1.6.4 Bildung der Chorioallantoismembran (CAM)

Die CAM entsteht zwischen dem vierten und flnften Bebritungstag (18) durch
Verschmelzung von Chorion und Allantois. Dabei nimmt der Allantoissack stark an
Volumen zu und die einander zugewandten Oberflichen von Chorion und Allantois
verschmelzen (84). Nach 12 Bebrutungstagen bedeckt die CAM die innere
Eischalenmembran vollstandig (69). In dieser Doppelschicht entsteht ein sehr dichtes
und verzweigtes Kapillarnetzwerk, welches Uber die Arterien und Venen der Allantois
(Aa. und Vv. umbilicales) mit dem embryonalen Kreislauf verbunden ist (76). Die CAM
dient dem Huhnerembryo vor allem als Gasaustauschflache (69), ahnlich der Plazenta
bei Saugetieren, ist aber auch fur den Kalziumtransport (23) von der Schale in den

Embryo verantwortlich.

-10 -



1.6.5 Entwicklung des Kreislaufsystems

Primarer Blutkreislauf

Der primare Kreislauf des Hihnerembryos setzt nach ca. 36 bis 48 Stunden Bebrttung
durch den Beginn der Herzaktion ein. Das primare Kreislaufsystem setzt sich aus den
Gefallen im Embryo selbst und den Dottersackgefallen zusammen (88). Letztere sind
in die Dottersackwand eingefasst, deren gefal3reiche Area vasculosa durch eine grolde
ringformige Vene, den Sinus terminalis, von der nicht vaskularisierten Area vitellina in
der Peripherie des Dottersackes abgegrenzt wird (Abb. 5, Abb. 6) (64). Das Blut gelangt
durch die Kontraktionen des embryonalen Herzschlauches uber die dorsale Aorta und
die rechte und linke Arteria vitellina in das arterielle Gefal3bett der Area vasculosa und
von dort in den Sinus terminalis. Dieser fuhrt das Blut Uber die Venen der Area
vasculosa und die sich anschlieBenden Venae vitellinae zurick zum Herzen. Die

extraembryonalen Gefalde liegen in diesem primaren Kreislauf in einer Ebene (64).

Sekundarer Blutkreislauf

Schon ab dem dritten Bebrutungstag durchlaufen die Gefalke des primaren Kreislaufes
verschiedene Transformationen, so dass sich am Ende des fiinften Bebritungstages
ein dichtes Netzwerk aus BlutgefalRen gebildet hat, die ein Kapillarbett bilden. Zu
diesem Zeitpunkt der Entwicklung liegen die Dottersackgefalle in zwei Ebenen vor,
wobei die Arteriae vitellinae tief in den Dottersack eingebettet sind und sich die Venae
vitellinae an der Oberflache befinden (Abb. 6).

-11 -



Abbildung 6: Darstellung der priméren (A) und sekundaren (B) Dottersackzirkulation (modifiziert
nach (24)).

(A) 1: Sinus terminalis, 2: Vena vitellina anterior sinistra, 3: Area pellucida, 4. Amnion, Kopf des
Embryo bedeckend, 5: Arteria vitellina sinistra, 6: Area vasculosa.
(B) 1: Sinus terminalis, 2: Vena vitellina anterior (durch Fusion beider Venae vitellinae anteriores
entstanden), 3: Arteria vitellina sinistra, 4: Vena vitellina sinistra, 5. Embryo mit Amnionhitille,
6: Vena vitellina posterior sinistra (dextra meist kaum ausgebildet).

-12 -



2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Herkunft und Bebritung der Hihnerembryonen

SPF-Valo-Huhnereier der Rasse ,White Leghorn® wurden Uber die Firma Lohmann
Tierzucht GmbH bezogen. Die Bebriutung der Eier erfolgte in Inkubatoren der Firma RS
Biotech. Die Temperatur betrug durchgangig 37 °C und die Luftfeuchtigkeit innerhalb
der Inkubatoren lag bei ca. 80%. Um normoxische Inkubationsbedingungen zu
schaffen, wurden die Eier in einem Gemisch aus 21% O, und 79% Stickstoff bebritet.
Um einen verminderten oder erhdohten Sauerstoffgehalt zu erreichen, wurden in den
Brutschrank Uber das Kontrollsystem des Inkubators 15% bzw. 70% O, in einem

Gemisch mit Stickstoff eingeleitet.

A EXPRESSION UND REGULATION VON CONNEXINEN

Der Nachweis der Expression von Genen auf Transkriptionsebene wurde durch in situ
Hybridisierungen mit Digoxygenin (DIG)-markierten RNA-Sonden an ganzen

Embryonen (whole mount) durchgefihrt.

2.2 Synthese der RNA-Sonden

Die folgende Tabelle (Tab. 1) informiert Gber die verwendeten Sonden, deren Herkunft,
mit welcher Restriktionsendonuklease die betreffenden Plasmide linearisiert wurden
und welche RNA-Polymerase jeweils zur RNA-Synthese in ,antisense“-Richtung

eingesetzt wurde:

Sonde Genbank Herkunft Restriktionsenzym RNA-
Accession # Polymerase
Cx37 NM_206984 bp 925-1507 in Sal | T7
pGEM-T Easy
Vektor
Cx40 NM_205504 bp 943- 1522 in BamH | T7
pCRII Vektor,

erhalten von
Herrn Dr. Hurtado

Cx43 NM_204568 bp 844- 1261 in Sal | T7
PGEM-T Easy
Vektor

Tabelle 1: Verwendete Sonden, ihre Herkunft, Restriktionsenzyme und verwendete RNA-
Polymerase zur Synthese der antisense-Sonde.

-13 -



2.2.1 Organentnahme und RNA-Isolation

Elf Tage alten Hihnerembryonen (n = 2) wurden Gehirn, Herz und Fligel entnommen
und unmittelbar danach in einem 2 ml-Eppendorfgefal in flissigem Stickstoff gefroren.
Die RNA-Isolation wurde den Angaben des Herstellers (Invitrogen) entsprechend mit
1 ml Trizol durchgefihrt. AnschlieBend wurde ihre Konzentration durch
Absorptionsmessung bei 260 nm im Photometer gemessen. Die Qualitat und Quantitat
der gewonnenen RNA wurde durch Formaldehyd-Agarosegel-Elektrophorese

analysiert.

2.2.2 Umschreiben von RNA in cDNA mittels reverser Transkription

Die Synthese von cDNA wurde mit dem Superscriptlll Reverse Transkriptase-Kit von
Invitrogen durchgefihrt. In einem 0,5 ml-Eppendorfgefald wurden 2,5 ng RNA in 8 pnl
ddH,0O geldst, mit 1 ul 50 uM oligo(dT) Primern und 1 ul 10 mM dNTP Mix gemischt,
5 Minuten bei 65 °C inkubiert und anschlieRend auf Eis gebracht (> 1 min).

Nach Zugabe des RT-Mixes (s. u.) wurde der Ansatz 50 Minuten bei 50 °C inkubiert und
danach 5 Minuten auf 85 °C erhitzt. Nun wurde 1 ul RNase H dazugegeben und
20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die auf diese Weise synthetisierte cDNA wurde bei
-20 °C aufbewabhrt.

RT-Mix

10X RT Puffer 2 ul
25 mM MgCl; 4 ul
0.1 MDTT 2l
RNaseOut (40 U/pul) 1

SuperScriptlll RT (200 U/ul) 1
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2.2.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
Gen-spezifische Fragmente wurden mittels PCR amplifiziert. In einem 0,3 ml PCR-

Gefald wurden dafir gemischt:

1-4 pl cDNA

1 pl FW Primer (10 pmol)

1 ul REV Primer (10 pmol)

1 ul dNTP Mix (10 mM je dNTP)

5 ul 10X PCR Puffer (Roche)

1 ul Tag DNA Polymerase (Roche)
ddH0 bis 40 pl

Die Amplifikation wurde in einem Eppendorf RealPlex PCR Gerat folgendermal3en

ausgefuhrt:

Denaturierung: 2 min bei 94 °C
Amplifikation (40 Zykli) : 15 s bei 94 °C, 30 s bei 55 °C, 45 s bei 72 °C

Nach 40 Zykli wurde das Reaktionsgemisch 7 Minuten bei 72 °C inkubiert und
anschlieBend gekuhlt aufbewahrt. Die Spezifitat der amplifizierten Produkte wurde
mittels enzymatischer Digestion einer internen Restiktionsstelle und anschlielRender
Analyse der Fragmente durch Agarosegel-Elektrophorese kontrolliert.

2.2.4 Ligation von PCR Fragmenten

Die PCR-Fragmente wurden auf DNA-bindenden Saulen den Angaben des Herstellers
entsprechend gereinigt (Zymo-Spinll Columns, Zymo). AnschlieRend wurden die
gereinigten Fragmente den Angaben des Herstellers entsprechend im pGEM®-T Easy
Vector System Il (Promega) in einem molaren Verhéaltnis Vektor:Fragment von 1:3

ligiert. Die Reaktionen wurden . N. bei 4 °C ausgefuhrt.
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2.2.5 Herstellung von LB-Ampicillin-Platten

Zur Herstellung der Platten wurde LB-Flussigmedium vor dem Autoklavieren mit 1,5%
Agar versetzt, nach dem Autoklavieren auf ca. 50 °C abgekuhlt, mit 100 ug/ml Ampicillin
versetzt und in sterile Petrischalen gegossen. Die Platten wurden nach dem Erkalten
bei 4 °C aufbewahrt. Waren die Bakterien mit Plasmiden transformiert, die die
Moglichkeit des ,Blau/WeiR-Screenings* zur Uberprifung der Klonierungseffizienz
boten, wurden vor dem Ausstreichen der Bakterien zunachst 100 ul 100 mM X-Gal in

ddH,0 und 20 pl 50 mg/ml IPTG in N,N’-Dimethylformamid ausplattiert.

2.2.6 Transformation von E.coli Zellen

50 ul transformationskompetenter E.coli JM109 Zellen wurden mit einem
Ligationsansatz (2 pl) versetzt. Es wurde sofort vorsichtig gemischt und 20 Minuten im
Eisbad inkubiert. Nach einem Warmeschock (50 s bei 42 °C) wurde der
Transformationsansatz sofort wieder auf Eis gebracht und nach weiteren 2 Minuten mit
950 pl LB-Medium versetzt. Nach 90 Minuten Schitteln bei 37 °C wurden die Bakterien
auf LB-Ampicillin-Platten, die vorher mit X-Gal und IPTG behandelt worden waren,
ausgestrichen und 16 bis 20 Stunden bei 37 °C inkubiert.

2.2.7 Anzucht und Aufbewahrung transformierter E.coli - Stamme
Am nachsten Tag wurden weif3e Kolonien selektiert und in 6 ml LB-Medium (mit
50 pg/ml Ampicillin) G. N. unter Schutteln (250 Upm) bei 37 °C inkubiert.

Zur langerfristigen Lagerung transformierter E.coli Zellen wurden 800 pl einer frischen
Ubernachtkultur mit 200 pl autoklaviertem Glycerin versetzt, in flissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80 °C aufbewabhrt.

2.2.8 Plasmid-Schnellpréaparation aus 2 ml-Kulturen

Aus 5 ml einer LB-Ubernachtkultur wurden den Angaben des Herstellers entsprechend
die Plasmide isoliert (Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit, Zymo). Die Orientierung der
eingefugten Fragmente im Vektor wurde mittels enzymatischer Digestion interner
Restiktionsstellen und anschlieBender Analyse der Fragmente durch Agarosegel-

Elektrophorese kontrolliert.

-16 -



2.2.9 Linearisierung des Vektors

Die Arbeit mit den Restriktionsendonukleasen Sall und BamHI erfolgte den Angaben
des Herstellers (NEB) entsprechend. Es wurden 20 Einheiten Restriktionsenzym pro ug
DNA eingesetzt und u. N. bei 37 °C inkubiert.

2.2.10 Reinigung von Nukleinsauren tUber Phenolextraktion und Ethanolfallung
Um Nukleinsduren von Verunreinigungen zu saubern, wurden sie einem
Phenol/Chloroform-Waschgang unterzogen. Dazu wurden die Proben mit einem
Volumen einer 1:1 Mischung von Phenol und Chloroform versetzt und nach gutem
Mischen (Vortex) zur Phasentrennung zentrifugiert (13000 Upm, 10 min, RT). Die
obere, wassrige Phase wurde abpipettiert und mit einem Volumen Chloroform nochmals
extrahiert, um Spuren von Phenol zu entfernen. Im Folgenden wurden die
Nukleinsduren in der oberen, wassrigen Phase mit dem 0,1-fachen Volumen
3 M Natriumacetatlosung und 2,5-fachen Volumen 100%igem Ethanol gefallt. Nach
Zentrifugation (13000 UpM, 15 min, RT) wurde das Sediment mit 70%igem Ethanol
gewaschen und in einer entsprechenden Menge ddH-0 resuspendiert.

2.2.11 In vitro Transkription

Die in vitro Transkription wurde mit T7 RNA Polymerase (Promega) und dem
Digoxygenin labeling kit (Roche) den Angaben der Hersteller entsprechend
durchgefihrt. In einem 0,5 ml Reaktionsgefald wurden dazu gemischt:

DNA, linearisiert (1,0 pg/ul) 1 ul

5X Transkriptionspuffer 4 ul

DTT, 100 mM 2 ul
RNasin 1 ul

DIG labeling mix (10X) 2l

RNA Polymerase (T7) 1 ul (20 V)
ddH20 auf 20 ul

Die Reaktion wurde eine Stunde bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Anschlie3end
wurde dem Reaktionsansatz Lithiumchlorid (8 M) bis zu einer Endkonzentration von

0,2 M zugegeben. Nach 30mindtiger Inkubation bei -20 °C wurde zentrifugiert
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(13000 Upm, 15 min, RT) und das Sediment mit 1 ml 70%igem Ethanol gewaschen.
Nach Zentrifugation (13000 Upm, 10 min, RT) wurde das Sediment an der Luft
getrocknet und in 50 pl ddH,0 gelost.

2.3 Praparation der Hihnerembryonen

Prapariert wurde in 1X PBS auf Eis. Die Embryonen wurden mit umgebendem
Dottersack aus dem Dotter ausgeschnitten und die Vitellin-Membran und die
Amnionmembranen um den Embryo entfernt. Bei Embryonen, die mehr als einen Tag
alt waren, wurden die Gehirnventrikel und das Herz inzidiert, um einen besseren
Durchfluss der Reagenzien zu erreichen. Praparierte Embryonen wurden G. N. in 4%
Formaldehyd in PBS bei 4 °C fixiert und mittels einer Alkoholreihe dehydriert (zweimal 5
min PBT, 5 min 50% Methanol in PBT, zweimal 5 min 100% Methanol). AnschlieRend

wurden die Embryonen bei -20 °C gelagert.

2.4 In situ Protokoll

Vor der Verwendung wurden die Embryonen rehydriert (5 min 75% Methanol in PBT,
5 min 50% Methanol in PBT, 5 min 25% Methanol in PBT, zweimal 5 min PBT). Danach
wurden die Embryonen in einer Proteinase K-Losung bei Raumtemperatur inkubiert
(E1: 4 min, E2: 6 min, E3: 10 min in 20 pg/ml Proteinase K (Roche) in PBT).
Anschlie3end wurde 20 Minuten fixiert (4% Formaldehyd, 0,1% Glutardialdehyd in PBT)
und einmal in PBT gewaschen. Die Embryonen wurden jeweils bis zum Absinken in
50% Hybridisierungslosung in PBT und in reiner Hybridisierungslosung inkubiert.
Daraufhin wurde fur eine Stunde bei 70 °C in Hybridisierungslésung prahybridisiert.
Schlie3lich wurden die Embryonen 0. N. mit der entsprechenden Sonde (0,5 pg/ml in

Hybridisierungslésung) bei 70 °C inkubiert.

Am nachsten Tag wurde zweimal 30 Minuten mit vorgewarmter Hybridisierungslosung
und einmal 20 Minuten mit 50% Hybridisierungslosung in MABT bei 70 °C gewaschen.
Es folgten zwei dreiBigmindtige Waschschritte in MABT bei Raumtemperatur. Die
Embryonen wurden mit Blockierungslosung (MABT + 2% blocking reagent + 20% goat
serum) flr eine Stunde bei Raumtemperatur behandelt und dann in einer
Antikorperlosung  (Anti-DIG-Antikérper  in  einer  1:2000  Verdinnung in

Blockierungslésung) U. N. bei Raumtemperatur inkubiert.
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Am nachsten Tag wurde Uberschissiger Antikérper durch mindestens sechs
Waschungen mit MABT (jeweils 30 min) entfernt. Danach wurde zweimal 10 Minuten in
NTMT gewaschen und die Embryonen in NTMT + NBT + BCIP im Dunkeln bei 37 °C

zwei bis sechs Stunden gefarbt.

2.5 Ligation

Die Ligation der rechten Vitellin-Arterie wurde mittels eines gebogenen Wolframdrahtes
von 0,5 mm Dicke durchgefiihrt (99). Ein Teil des Drahtes wurde unter die Arterie
geschoben und hob sie dadurch an. Auf diese Weise wurde eine mechanische
Obstruktion des GefalRslumens erreicht. Sechs oder 24 Stunden nach Ligation wurden
die Embryonen prapariert und fir in situ Hybridisierungen und g-PCR-Untersuchungen

verwendet.

2.6 Sauerstoff

Es wurden Eier unter hypoxischen (15% O;), normoxischen (21% O,) und
hyperoxischen (70% O,) Bedingungen bebritet. Am dritten Inkubationstag wurde
jeweils die rechte Area vasculosa des Dottersackes freiprapariert und unmittelbar
danach in flussigem Stickstoff gefroren. AnschlieRend wurde sie fur g-PCR-

Untersuchungen verwendet.

2.7 Real-time quantitative PCR (g-PCR)

Die RNA wurde mit Trizol isoliert und mit dem Superscriptlll Reverse Transkriptase-Kit
wurde cDNA synthetisiert wie oben beschrieben. Die real-time PCR wurde mit dem
RealMasterMix (5 Prime) in einem Volumen von 20 ul durchgefihrt. Es wurden 96-well

Platten benutzt. Pro Reaktion wurde gemischt:

9 ul RealMasterMix

0,4 pul FW Primer (10 uM)
0,4 pul REV Primer (10 uM)
5 ul 50X verdunnte cDNA
5,2 pl ddH,O
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PCR Reaktionen wurden bei einer annealing-Temperatur von 61 °C durchgefihrt. Die
benutzten Primer sind in Tabelle 2 aufgelistet. Die Linearitat der Reaktionen wurde
mittels Standardkurven (unverdinnte bis 10000X verdiinnte cDNA) analysiert. Die PCR-
Produkte wurden mittels Agarosegel-Elektrophorese und Schmelzkurven-Analyse
kontrolliert. Hprtl wurde unter den untersuchten Bedingungen nicht reguliert und als

Referenzgen benutzt.

Primer Fragmentgro3e
Cx40 147 bp

FW: CTTGCCACAGTCCTCTCTCC
REV: GATGGGTGCCTCTTTTCAAC
Hprt 1 253 bp

FW: TGACAAGTCAATCCCCATGA
REV: TCCCACACTTCGAGGAGTTC

Tabelle 2: Fir die real-time PCR verwendete Primer.

2.8 Herzfrequenzen

Es wurden Hihnerembryonen unter hypoxischen (15% O) und normoxischen (21% O,)
Bedingungen bebritet. Am dritten Tag der Inkubation wurde die Eischale am stumpfen
Pol des Eies mit einer spitzen Schere perforiert. Nach Entnahme von 3 ml Eiweil3
mittels einer 0,80 mm dicken Kanule wurde mit einer Schere auf der Langsseite des
Eies ein ca. 2 cm x 3 cm grof3es Fenster in die Schale und die darunter liegende aul3ere
Eischalenmembran geschnitten, so dass der Hihnerembryo gut zu erkennen war. Nach
einer weiteren Stunde Inkubation wurde unter dem Stereomikroskop je eine Minute lang

die Herzfrequenz der Embryonen gezahlt.
Die Analyse der Ergebnisse wurde mittels des Statistikprogrammes SPSS durchgefuhrt.

Es wurde ein zweiseitiger Student t-Test benutzt. Signifikanz der Ergebnisse wurde als
p< 0,05 definiert.
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B ERFORSCHUNG VON ARTERIELLEN UND VENOSEN
STROMUNGSCHARAKTERISTIKA

2.9 Intravitalmikroskopie
Zur intravitalmikroskopischen Untersuchung der Dottersackzirkulation drei Tage alter

Huhnerembryonen (Abb. 7) stand folgende Messanordnung zur Verfiigung:

Zur Aufbewahrung der Huhnerembryonen diente eine kleine Glasschale von 8 cm
Durchmesser und 4 cm Hohe. Die kleine Schale wurde in eine 5 cm hohe Glasschale
gestellt, welche auf dem Mikroskoptisch stand und durch ein Schlauchsystem und eine
Pumpe in einen Wasserkreislauf mit einem Wasserbad eingebunden wurde. So konnte
eine konstante Wassertemperatur von 39 °C in der grof3en Schale aufrechterhalten
werden, die eine Temperatur von 37 °C in der kleinen Schale und damit fiir den Embryo
gewahrleistete. Um Warme- und Feuchtigkeitsverlust durch Verdunstung zu reduzieren,
wurde die kleine Glasschale mit einer runden Plexiglasscheibe abgedeckt, die nur eine
Offnung fur das Objektiv freilief3.

Das Intravitalmikroskop (Zeiss, Axiotech vario 100HD) war auf dem Mikroskoptisch
befestigt. Es wurde ein 10x Objektiv (Zeiss, Achroplan) verwendet. Als Lichtquelle fur
die Durchlichtbeleuchtung des Praparates diente eine Xenon-Lampe. War die
Geschwindigkeit der Blutstromung so schnell, dass mit bloRem Auge keine einzelnen
Erythrozyten mehr erkennbar waren, wurden zusatzlich Aufnahmen mit einer
asynchronen Stroboskop-Beleuchtung (Strobex, Modell 11 360, Chadwick-Melmuth
Electronics) durchgefuhrt. Die mikroskopischen Bilder wurden mit einer Schwarz-Weil3-
Kamera (Kappa, CF8/5MXDRE) aufgenommen. Die Aufnahmen dauerten pro Embryo

jeweils ungefahr 30 Minuten. Es wurden je 10 bis 15 Gesichtsfelder aufgenommen.
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Abbildung 7: Darstellung eines drei
Tage alten Huhnerembryo mit
umgebendem Dottersack (nach (64)).
1: anteriore Vitellin-Vene, 2: rechte
Vitellin-Vene, 3: rechte Vitellin-Arterie,
4: posteriore Vitellin-Vene, 5: linke
Vitellin-Arterie, 6: Sinus terminalis,
7: dorsale Aorta.

Die Richtung der Blutstrémung ist durch
Pfeile gekennzeichnet.

2.10 Auswertung der Geschwindigkeiten und Durchmesser

Kriterium fur die Definition eines Gefal3es als Arterie oder Vene war die Richtung der
Blutstromung. Mit Hilfe von in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Pries entwickelten
digitalen Bild-Analyse-Systemen wurden aus den Videoaufnahmen (DSR 20P, Sony)

die Durchmesser der Gefale bestimmt (78).

AulRerdem wurden die axialen Strémungsgeschwindigkeiten in den Geféal3en ermittelt.
Dabei wurde eine Messungslinie in die Mitte eines Gefal3es gelegt. Entlang dieser Linie
wurden fur die beiden korrespondierenden Halbbilder eines Bildes mit einer variablen
Nummer von Messungszyklen (100 Zyklen entsprechen z. B. 4 Sekunden)
Intensitadtsmuster der sich in den Gefal3en fortbewegenden Blutzellen aufgenommen.
Die axiale Stromungsgeschwindigkeit wurde als Quotient von rdumlicher Verschiebung
des Intensitdtsmusters zur Zeitverzogerung der Aufnahmen berechnet. Die
Maximalgeschwindigkeit, die Gber diesen Ansatz gemessen werden kann, ist von der
optischen Vergrdl3erung und der niedrigsten erreichbaren Zeitverzogerung zwischen
den Aufnahmen abh&ngig. In klassischen Versuchsaufbauten mit einem 50 Hz -
Videorekorder entspricht diese Verzdgerung einem Abstand zwischen zwei aufeinander

folgenden Halbbildern von 20 ms (Abb. 8). Diese Zeitverzégerung und die typische
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Lange intravaskularer optischer Muster von ca. 10 bis 20 um begrenzt die maximal
nachweisbare Geschwindigkeit auf ungefahr 1 mm/s. Durch Benutzung der
asynchronen Stroboskoplampe konnen Geschwindigkeiten bis zu 40 mm/s erfasst
werden (78, 65). Diese Lampe beleuchtet das erste (odd) Halbbild eines Videobilds kurz
vor dem Bildwechsel, wéhrend das zweite (even) Halbbild kurz nach dem Bildwechsel

beleuchtet wird, was zu einer Zeitverzégerung von nur 0,5 ms fuhrt.

Videobild Bildwechsel
A
Videosignal o _ _
und -zeit 20 ms (50 Hz) Bildinformation xVertlkaI-
< > A 2 Intervall
' |
odd-Halbbild even-Halbbild

kontinuierliche

Beleuchtung Generierung des Generierung des

odd-Halbbildes even-Halbbildes

< > < >
asychrone Generierung des Generierung des
Stroboskop- odd-Halbbildes even-Halbbildes
Beleuchtung l; ;I

Abbildung 8: Schematische Darstellung von Videosignal, -zeit und kontinuierlicher und
asynchroner Stroboskop-Beleuchtung (modifiziert nach (65)).

(Oben) Ein Videobild ist aus zwei Halbbildern (odd, even) aufgebaut, die jeweils 20 ms lang sind.
Sie werden durch das Vertikal-Intervall unterbrochen (Datentransfer). (Mitte) Unter kontinuierlicher
Beleuchtung wird die gesamte Belichtungszeit der Halbbilder zur Aufnahme genutzt. (Unten)
Asychrone Stroboskop-Beleuchtung fuihrt zu einer kurzen Belichtungszeit, der Abstand zwischen
den Aufnahmen der Halbbilder kann auf ca. 0,5 ms reduziert werden.
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2.11 Berechnete hamodynamische Parameter

Weiterfuhrende  Analysen  der  hamodynamischen  Bedingungen in  der
Dottersackzirkulation wurden unter Benutzung der Software Microsoft Office Excel
durchgefuhrt.  Aus den ermittelten Geschwindigkeitsverlaufen  wurden die
Beschleunigungsverlaufe (dv/dt) errechnet. Anschlielend wurde fir jedes Gefald
manuell sowohl die Maximalbeschleunigung (@™, (um/s2)) als auch die Amplitude der
axialen Stromungsgeschwindkeit (A, (um/s)) bestimmt. Division der
Maximalbeschleunigung durch die axiale Stromungsgeschwindigkeit (v, (um/s)) ergibt
die relative Maximalbeschleunigung a™(rel) (s™), Division der Amplitude durch die
axiale Stromungsgeschwindigkeit die relative Amplitude (A(rel)). Die mittlere Pseudo-
Scherrate (yp), (s1)) ist der Quotient aus axialer Stromungsgeschwindigkeit und
Durchmesser (d). Der Pulse Slope Index (PSI) berechnet sich als Quotient aus relativer

Maximalbeschleunigung und mittlerer Pseudo-Scherrate.

Mittels des Statistikprogrammes SPSS wurde eine ROC-Kurven Analyse der

Ergebnisse durchgefihrt.

C FUNKTION VON CONNEXINEN IM GEFARSYSTEM

2.12 Connexin-Hemmung durch Carbenoxolon

Am dritten Tag der Inkubation wurde die Eischale am stumpfen Pol des Eies mit einer
spitzen Schere perforiert. Nach Entnahme von 3 ml Eiweil mittels einer 0,8 mm dicken
Kanule wurde mit einer Schere auf der Langsseite des Eies ein ca. 2 cm x 3 cm grol3es
Fenster in die Schale und die darunter liegende auf3ere Eischalenmembran geschnitten.
Die Offnung wurde mit Klebefilm abgedichtet, um den Embryo vor Austrocknung zu

schitzen. Anschlielend wurde das Ei weitere sieben Tage bei 37 °C inkubiert.

Am zehnten Inkubationstag wurde durch das Fenster ein Silikonring von 1 cm
Durchmesser auf die Chorion-Allantois-Membran gelegt. In diesen Silikonring wurden
50 ul einer 500 uM Carbenoxolon-Ldsung (in PBS) pipettiert. Als Kontrolle diente die

Applikation von 50 ul PBS. Die Eier wurden in einen Kunststoffbehalter gestellt, welcher
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zwischen zwei Warmeplatten unter einem Stereomikroskop (Leica) platziert und zur
besseren Warmeisolation mit Aluminiumfolie umwickelt wurde. Die obere Wéarmeplatte
wurde auf 39 °C, die untere auf 37 °C eingestellt, um Kondensation an der oberen
Warmeplatte zu vermeiden. Der Kunststoffoehalter wies an der oberen Seite eine
Offnung von 5 cm x 7 cm auf. In der Mitte der ihn bedeckenden Warmeplatte war eine
Glasscheibe von 5 cm Durchmesser eingelassen, durch die photographische
Aufnahmen der Fenster-Region getatigt werden konnten, ohne das Ei zu bewegen.

Die mikroskopischen Bilder wurden mit der Software MetaMorph verarbeitet. In den
ersten 15 Minuten nach Applikation der Substanzen wurden im Abstand von

10 Sekunden Aufnahmen getatigt, in den darauf folgenden 12 Stunden alle 10 Minuten.

2.13 Auswirkung von Cx40-Defizienz

2.13.1 Praparation der Retina

Vier bis sechs Tage alte C57/BL6-Mause wurden dekapitiert. Ihre Augen wurden aus
der Orbita entfernt und 0. N. in 4% Formaldehyd in PBS bei 4 °C fixiert. Die Retinae
wurden unter einem Stereomikroskop durch Entfernung der Kornea, der Linse und des
Glaskodrpers freiprapariert. Die Sklera wurde vorsichtig entfernt, die Retinae dreimal

5 Minuten in PBS gewaschen und 0. N. in Blockierungslésung bei 4 °C inkubiert.

2.13.2 Farbeprotokoll

Am néchsten Tag wurden die Retinae dreimal 5 Minuten mit PBS und dreimal
20 Minuten mit Pblec-Puffer gewaschen. Daraufhin wurden sie 0. N. in biotinyliertem
GSL I-Isolectin B4 (Vector Laboratories) (in einer 1:25 Verdinnung in Pblec-Puffer) bei
4 °C inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Retinae finfmal 10 Minuten mit PBS gewaschen. Es
folgte eine zweistiindige Inkubation mit Cy3-markiertem Streptavidin (Amersham
Biosciences) (in einer 1:100 Verdinnung mit Inkubationslosung) im Dunkeln bei
Raumtemperatur. SchlieBlich wurden die Retinae dreimal 10 Minuten mit PBS im
Dunkeln bei Raumtemperatur gewaschen. Die Retinae wurden an vier Stellen im

peripheren Bereich radiar zur Mitte der Papilla nervi optici hin eingeschnitten, so dass
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sie ohne Faltenbildung flach ausgebreitet werden konnten. Anschlieend wurden sie
maoglichst blasenfrei auf einem Objekttrdger in Moviol eingebettet und mit einem
Deckglas abgedeckt. Die Retinae wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop mit
Exzitations- und Emissions-Filtern fur den Fluoreszenzfarbstoff Cy3 untersucht. Die
Retinae wurden mit einem 10x-Objektiv fotografiert und mit dem Bildanalysesystem

MetaVue vermessen.

2.13.3 Auswertung
Regionen in der Peripherie der Retina wurden manuell selektiert. Dabei wurde darauf
geachtet, dass in den ausgewahlten Gebieten je eine grofRe Arterie und Vene mit den

umgebenden Kapillaren erfasst wurden.

Verzweigungspunkte: Es wurden Gebiete mit einer Flache von 76100 bis 184500 Pixel
analysiert. Die Verzweigungspunkte wurden manuell ausgewahlt. Verzweigungspunkte
wurden als Stellen definiert, an denen mindestens zwei Gefal3e aufeinander treffen.
Gefalldichte: Als Mald fur die Gefal3dichte wurde der Prozentsatz der angefarbten
Regionen der Bilder miteinander verglichen. Es wurden Gebiete mit einer Flache von
10200 bis 261000 Pixel analysiert. Mit der Software MetaVue wurde der Kontrast des

Bildes verstarkt, um Hintergrundfarbung zu verringern.
Die Analyse der Ergebnisse wurde mittels des Statistikprogrammes SPSS durchgefihrt.

Es wurde ein zweiseitiger Student t-Test benutzt. Signifikanz der Ergebnisse wurde als
p< 0,05 definiert.
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2.14 Verwendete Losungen

- BCIP Stammldsung 50 mg/ml in 100% Dimethylformamid

- Blockierungslosung  1X PBS (pH 7,4)
1% bovine serum albumine (BSA)
0,5% Triton X100

- Hybridisierungslésung 50% Formamid
1,3X SSC pH 5
5mM EDTA pH 8
50 mg/ml Yeast RNA
0,2% Tween 20
100 pug/ml Heparin
0,5% CHAPS
ddH,O

- Inkubationslésung 1X PBS (pH 7,2)
0,5% BSA
0,25% Triton X100

- LB-Medium (1 1) 10 g Bacto Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
eingestellt auf pH 7

- MABT, pH 7,5 0,10 M Maleinsaure
0,15 M NacCl
0,19 M NaOH
1,1% Tween 20
ddH,O

- NBT Stammlésung 75 mg/ml in 70% Dimethylformamid
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-NTMT

- Pblec-Puffer

- PBS 10X

-PBT

-SSC 20X

0,1 M NacCl

0,1 M Tris.HCI 1M pH 9,5
50 mM MgCl,

1% Tween 20

ddH,O

1X PBS (pH 6,8)
1 mM CacCl,

1 mM MgCl,

0,1 mM MnCl;
1% Triton X100

1,46 M NaCl
0,06 M NaxHPO4
0,01 M KH>PO4
0,03 M KClI
ddH,O

1X PBS + 0,1% Tween 20
3,00 M NacCl
0,30 M Nas.citrat.2H,O

eingestellt auf pH 5
ddH,0O
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2.12 Verwendete Chemikalien
- Anti-DIG-Antikdrper (Roche)

- BCIP (Roche)

- blocking reagent (Roche)

- CHAPS (Sigma-Aldrich)

- Chloroform (Serva)

- DIG RNA Labeling Mix (Roche)
- EDTA (Sigma-Aldrich)

- Ethanol (Serva)

- Formamid (Sigma-Aldrich)

- Glutardialdehyd (Merck)

- Glycerin (Serva)

- Goat Serum (GS) (Invitrogen)

- Heparin (Sigma-Aldrich)

- IPTG (Serva)

- KCI (Serva)

- KH,POy4 (Serva)

- Maleinsaure (Sigma-Aldrich)

- Methanol (Sigma-Aldrich)

- MgCl, (Serva)

- Na;HPO, (Serva)

- Nas.citrat.2H,O (Serva)

- NaCl (Serva)

- NaOH (VWR)

- NBT (Roche)

- N,N - Dimethylformamid (Serva)
- Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich)
- Phenol (Sigma-Aldrich)

- Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor (Promega)
- Tris.HCI (Serva)

- Trizol® Reagent (Invitrogen)

- Tween 20 (Sigma-Aldrich)

- X-Gal (Serva)

- Yeast RNA (Sigma)
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