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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der vorgelegten Arbeit sollte sowohl die Expression von AP-2y in frihen Stadien
primordialer Keimzellen, als auch die Konsequenzen des Verlustes von AP-2y auf die
molekularen Mechanismen in primordialen Keimzellen mittels geeigneter in vitro Systeme
untersucht werden.

AP-2y gehort zu der Familie der AP-2-Transkriptionsfaktoren, die jeweils aus Mitgliedern bei
Mensch und Maus besteht. Diese Transkriptionsfaktoren werden wahrend der
Embryogenese in verschiedenen Geweben exprimiert und werden mit Differenzierung,
Zellzykluskontrolle, Proliferation und Apoptose in Verbindung gebracht. Zudem haben
frihere Arbeiten gezeigt, dass der Verlust von AP-2y im Embryo zu einem Keimzellverlust
kurz nach der Spezifizierung flihrt, sodass die Frage aufkommt, welche Rolle AP-2y in der
Keimzellbiologie spielt.

Primordiale Keimzellen werden friih wahrend der Embryogenese in der Basis der Allantois
etabliert (E7.25-7.5) und beginnen anschlieliend mit der Migration durch den Embryo zu den
Genitalanlagen. Bereits wahrend der Spezifizierung spielen komplexe genetische Vorgange
eine sehr wichtige Rolle. Dabei ist das Protein Blimp-1 essentiell, da es sowohl
keimzellspezifische Gene aktiviert als auch Gene reprimiert, die fir eine somatische
Differenzierung verantwortlich sind, und somit die primordialen Keimzellen von den
umgebenden Zellen abgrenzt.

In dieser Arbeit konnte die Expression von AP-2y in primordialen Keimzellen in den Stadien
E7.5-8.5 gezeigt werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass dieser Verlust der Keimzellen
in den Nullmutanten nicht durch Apoptose verursacht wird.

Um die molekularen Mechanismen, die diesem Keimzellverlust unterliegen, zu untersuchen,
wurden zwei in vitro Systeme etabliert. Dazu wurden zum einen murine embryonale
Stammzellen (AP-2y*""* und AP-2y") in EB-Kulturen zu primordialen Keimzellen differenziert,
des Weiteren wurde die humane Keimzelltumorlinie TCam-2 als Seminom-Zelllinie
charakterisiert und somit als geeignetes in vitro System flir Keimzellen etabliert.

In vitro konnte gezeigt werden, dass der Verlust von AP-2y zu einer Hochregulation von
mesodermalen Markern sowohl im murinen, als auch im humanen System fiihrt. Zudem geht
der Verlust von AP-2y mit einer Deregulation von miRNS-Molekulen einher, die mit
mesodermaler Differenzierung in Verbindung gebracht werden.

Den Ergebnissen dieser Arbeit nach scheint AP-2y in einer Kaskade unterhalb von Blimp1 zu

liegen und verhindert die Differenzierung primordialer Keimzellen in mesodermale Zellen.
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1 Einleitung

1.1 Keimzellentwicklung

Die Abspaltung der Keimzellen von den somatischen Zellen ist einer der friihesten Prozesse
in der embryonalen Entwicklung vieler Organismen. Dabei spielen die somatischen Zelltypen
generell eine Rolle bei der Aufrecherhaltung der physiologischen Integritat, wahrend die
Keimzellen daflir verantwortlich sind genetische Informationen an die Tochtergenerationen
eines Organismus weiterzugeben. Die Vorlaufer der Gameten (Spematozyten und Oozyten)

werden dabei als primordiale Keimzellen (primordial germ cells, PGCs) bezeichnet.

1.1.1 Entwicklung muriner Keimzellen

Im Postimplantations-Embryo der Saugetiere sind die PGCs die ersten embryonalen Zellen,
die eine Restriktion in ihrem Zellschicksal erfahren, d.h. ihr Schicksal wird sehr frih in der
Embryogenese festgelegt. Die Entwicklung der Keimzellen verlauft in Saugetieren in 4
Schritten. Der erste Schritt ist dabei die Initiierung der Keimzell-Kompetenz, dabei erhalten
Zellen des proximalen Teiles des Epiblasten extrazellulare Signale, die die Spezifizierung
der PGCs aus deren Vorlaufern ermoéglichen. Wahrend der Spezifizierung werden die PGCs
auf transkriptioneller Ebene von den umgebenden Zellen abgegrenzt und starten ein PGC-
spezifisches genetisches Programm, das sowohl die Aktivierung von keimzellspezifischen
Genen als auch eine Repression von somatischen Genen beinhaltet. Durch diese komplexe
genetische Regulation werden die Zellen in ihrem pluripotenten Status gehalten. Der
Spezifizierung folgt die Migration (und die einhergehende Proliferation) der PGCs in die
Genitalanlagen. Mit Erreichen der Genitalanlagen werden die Keimzellen als Gonozyten

bezeichnet, diese unterlaufen in der weiteren
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Abbildung 1 : Schematische Darstellung der einzelnen Stadien der Keimzellentwicklung
wéahrend der murinen Embryogenese und einigen assoziierten Genen. (modifiziert aus (Saga
2008)
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Embryonalentwicklung die sexuelle Differenzierung in Oogonien und Spermatogonien
(siehe Abb. 1).

1.1.2 Initiierung der Keimzellkompetenz

An Tag E5.0 bis E6.0 der murinen Embryogenese erlangen einige Zellen des proximal-
posterioren Epiblasten durch extrazellulare Signale des visceralen Endoderms (VE) und des
extraembryonalen Ectoderms (ExE) die Kompetenz PGC-Vorlaufer zu werden
(siehe Abb. 2). Es hat sich
herausgestellt, dass die
Signalmolekiile BMP-4
und BMP-8b fir das

Erlangen der Keimzell-

E6.25 E7.0 E7.25 E7.75 E8.25
. Allantois

Kompetenz und die PGC-

Spezifizierung  essentiell Epblast

sind (de Sousa Lopes et PGCs
al. 2007). Durch murine

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Lokalisation der
Nullmutanten konnte | primordialen Keimzellen wihrend der Embryogenese zwischen

. E6.25-E8.25.(modifiziert aus (Kurimoto et al. 2008)
gezeigt werden, dass

sowohl der Verlust von BMP-4 als auch der Verlust von BMP-8b zum vollstdndigen oder
partiellen Verlust von PGCs flihrt (Lawson et al. 1999; Ying et al. 2000). Dies konnte zudem
durch die genetische Ablation von Smad1/4/5, der Mediator-Molekile des BMP-
Signalweges, bestatigt werden (Chang and Matzuk 2001; Tremblay et al. 2001). Als Folge
der BMP-Signale beginnen die Zellen im proximalen Teil des Epiblasten an Tag E6.25 mit
der Expression von fragilis (interferon-induced transmembrane protein (Ifitm) (Saitou et al.
2002).

1.1.3 Spezifizierung der primordialen Keimzellen

Nicht alle fragilis-exprimirenden Zellen werden PGCs (Yoshimizu et al. 2001; Saitou et al.
2002). Mittels eines tetrachimaren Mausmodells konnte gezeigt werden, dass letztendlich
nur 4 Zellen die Keimzellpopulation griinden, diese stellen die Vorlaufer der primordialen
Keimzellen dar (Ueno et al. 2009). Diese 4 Zellen beginnen an Tag E6.25-6.5 mit der
Expression von Blimp1 (B-lymphocyte-induced maturation protein 1) die in primordialen

Keimzellen bis zur Einwanderung in die Genitalanlagen andauert (Ohinata et al. 2005).
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Blimp1 hat neben 5 Zink-Finger-Motiven, die fir die DNS-Bindung verantwortlich sind auch
eine PR-Domaéane, die flir Protein-Protein-Wechselwirkungen verantwortlich ist und zudem
eine Methyl-Transferase-Aktivitat aufweist, die Lysin-Reste an den Histonen H3 und H4
methylieren kann (Fumasoni et al. 2007). Das Blimp1-Protein ist als transkriptioneller
Repressor bekannt und ist flr die Spezifizierung der primordialen Keimzellen ein essentieller
Faktor und steuert den Grolteil des genetischen Programms fiir die Spezifizierung und
Aufrechterhaltung des PGC-spezifischen genetischen Programms (Kurimoto et al. 2008).
Blimp1 kann einerseits selbst direkt Histon-Modifikationen mittels seiner PR-Domane
vornehmen, im Kontext der Keimzellentwicklung ist jedoch gezeigt worden, dass Blimp1 mit
der Methyl-Arginin-Transferase Prmt5 interagieren kann und es somit in Keimzellen zu einer
Dimethylierung der Histone H2A und H4 an Arginin 3 (H2A/H4R3me2) kommt. Diese Histon-
Methylierung dient als Erkennungssignal fir eine DNS-Methyltransferase (DNMT3A) und
resultiert in der Methylierung von DNS und letztendlich zu einer Repression von genetischen
Loci (Zhao et al. 2009). Vor allem die Repression der Homeobox (Hox) Gene Hoxa1 und
Hoxb1, die mit der mesodermalen Differenzierung assoziiert sind (Ancelin et al. 2006), ist

hier von grofl3er Bedeutung.

vV VvV Vv BMP-4/8b-Signal

m proximaler Epiblast

fragilis, brachyury, Hoxa1,

brachyury,
Hoxa1,Hoxb1,
PGC-Vorlaufer
i i Blimp1-abhéngige

somatische Zellen Repression

, Stella, fragilis,
Sox2, Oct3/4, Nanog, c-Kit
alkalische Phosphatase

pGgc Dnd1,Nanos3

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Spezifikation der murinen primordialen Keimzellen.
Nach der Initiierung der Keimzell-Differenzierung durch BMP-Signale beginnen 4 Zellen mit der Expression
des transkriptionellen Repressors Blimp1, der die somatische Differenzierung verhindert und somit die
Spezifizierung der primordialen Keimzellen erméglicht.

Zusatzlich zur aktiven Repression des somatischen Gen-Programms kommt es wahrend der
Spezifikation primordialer Keimzellen zur Expression PGC-spezifischer Gene. Diese
beinhaltet die Expression des DNS bindenden Proteins Stella (Saitou et al. 2002), der RNS
bindenden Proteine Dnd1 (Noguchi and Noguchi 1985; Youngren et al. 2005) und Nanos3
(Tsuda et al. 2003; Suzuki et al. 2008), der Rezeptor-Tyrosin-Kinase c-Kit (Besmer et al.
1993; Yoshimizu et al. 2001; De Miguel et al. 2002), dem Blimp1-verwandten Proteins
Prdm14 (Yamaji et al. 2008), des Lipopolysaccharids Stage specific antigen 1 (SSEA-1)
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(Yoshinaga et al. 1991), sowie der pluripotenzassoziierten Proteine Oct3/4 (Tomilin et al.
1996; Okamura et al. 2008), Nanog (Yamaguchi et al. 2005) und Sox2 (Botquin et al. 1998)
(siehe Abb.3).

Diese essentielle Rolle von Blimp1 in Keimzellen wurde in der Maus anhand von Blimp1-
Nullmutanten gezeigt. Dabei zeigen Individuen, deren Blimp1-Allele deletiert sind, eine
starke Beeintrachtigung des genetischen Programms der PGC-Vorlaufer. Die PGC-Vorlaufer
werden nicht richtig spezifiziert und beginnen nicht mit der keimzelltypischen Migration.
Dabei weisen entsprechende Zellen eine aberrante Genexpression auf, bei der somatische
Gene exprimiert und PGC-spezifische Gene nicht oder nur in geringen Levels exprimiert
werden und zeigen damit eher das Expressionsprofil von somatischen Zellen, als von
spezifizierten Keimzellen (Ohinata et al. 2005; Saitou et al. 2005; Kurimoto et al. 2008).
Jedoch scheint Blimp1 nicht nur eine rein repressive Rolle in der Spezifizierung der
Keimzellen zu besitzen. Auch einige der Gene, die in den frihen Stadien der
Keimzellspezifizierung hochreguliert werden, scheinen durch Blimp1 positiv beeinflusst zu
werden. Dabei zeigen Gene wie Stella, Prdm14 und c-Kit eine Korrelation zwischen ihren

Transkriptmengen und dem Proteinlevel von Blimp1 (Kurimoto et al. 2008).

Generell ist anzumerken, dass die transkriptionelle Repression fiir die Spezifizierung der
Keimzellen von groRer Bedeutung ist und auch bei den Modellorganismen Caenorhabditis
elegans und auch bei Drosophila melanogaster vorkommt. Jedoch benutzen diese Spezies

andere Mechanismen zur transkriptionellen Repression (Nakamura and Seydoux 2008).

Neben der Blimp1-abhangingen transkriptionellen Repression scheinen die exprimierten
RNA-bindenden Proteine ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der
primordialen Keimzellen zu spielen. Sowohl die genetische Ablation von Dnd1 als auch die
von Nanos3 hat drastische Folgen flir primordiale Keimzellen.

Die heterozygote Ter-Mutation (Teratom) des Dnd71-Gens geht mit einem frihen Verlust der
meisten Keimzellen durch Apoptose einher, wahrend homozygote ter-Mannchen mit 94%iger
Wahrscheinlichkeit Teratome ausbilden (Noguchi and Noguchi 1985). Erst kilrzlich konnte
gezeigt werden, dass Dnd1 eine antagonistische Rolle gegeniber einiger microRNS-
Molekile (im Besonderen miR-430) hat und deren Bindung an Ziel-mRNS verhindert, indem
es mMRNS bindet und so die Bindestellen der microRNS an der Ziel-mRNS blockiert (Kedde
et al. 2007).

Auch die genetische Disruption der Nanos3-Allele resultiert in einem friihen Keimzellverlust
durch Apoptose durch Bax-abhangige und Bax-unabhangige Mechanismen (Suzuki et al.
2008). Als weiteres Modell flr die Apoptose von primordialen Keimzellen nach Ablation

genetischer Loci kénnen auch die Oct3/4-Nullmutanten herangezogen werden (Kehler et al.
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2004)

Die Spezifizierung der primordialen Keimzellen ist in der Maus am Tag 7.25 der
Embryonalentwicklung abgeschlossen. Zu diesem Zeitpunkt besteht die PGC-Population aus
ca. 40 Zellen, die eine hohe Aktivitat an alkalischer Phosphatase aufweisen und aufgrund

dieser leicht visualisiert werden kénnen (Chiquoine and Rothenberg 1957; Ozdzenski 1969).

Kurz nach der Spezifizierung und mit dem Beginn der Migration (E7.75) unterziehen sich die
PGCs zudem einer Reprogrammierung des Genoms. Dabei werden Histonmodifikationen,
wie die repressive Dimethylierung von Histon H3 an Lysin 9 (H3K9me2), als auch die DNS-
Methylierung stark verringert (Seki et al. 2007). Dieser epigenetische Zustand hat
Ahnlichkeiten mit dem der murinen Embryonalen Stammzellen und es wird vermutet, dass

dieser Zustand es der Zelle ermoglicht schnell auf Differenzierungssignale zu reagieren.

1.1.4 Migration primordialer Keimzellen

Nach der Spezifizierung beginnen die primordialen Keimzellen mit der Migration durch den
Embryo in Richtung der Genitalanlagen, die sie am Tag 10.5-11.0 der murinen
Embryonalentwicklung erreichen (siehe Abb.1). Wahrend der Migrationsphase proliferieren
die Zellen und stellen bei Ankunft in den Genitalanlagen eine Population von ca. 1000 Zellen
dar. Dabei wandern die PGCs von der Allantois aus entlang des Enddarms in die
Genitalanlagen und folgen dabei einem chemokinen Signal. Als mdgliches chemokines
Signal konnte hier die Interaktion der Rezeptor-Tyrosinkinase c-Kit und deren Liganden
Stemcell factor/Steel in Frage kommen (Godin et al. 1991; Matsui et al. 1991; Besmer et al.
1993; Bernex et al. 1996; De Miguel et al. 2002; Runyan et al. 2006). Dabei erfolgt durch die
Bindung von Steel die Dimerisierung und Autophosphorylierung von c-Kit. Die
Autophosphorylierung setzt wiederum eine Signalkaskade Uber G-Proteine, PI3K, und AKT
in Gang und fihrt zu einem Rearrangement von Filament-Aktin (F-Aktin) (Farini et al. 2007).
Weitere in vitro Experimente zeigten, dass die c-Kit/Steel Interaktion zudem flir die
Proliferation der Keimzellen verantwortlich ist und die PGCs zudem vor Apoptose schitzt
(Godin et al. 1991).

Als weiterer Kandidat flr die Chemokin-abhangige Migration der primordialen Keimzellen
kommt der C-X-C-Rezeptor 4 (CXCR4) und dessen Ligand stromal-derived factor 1 (SDF1)
(Ara et al. 2003; Molyneaux et al. 2003) in Frage. Jedoch scheint diese Rezeptor/Ligand-
Kombination nur eine untergeordnete Rolle bei der Migration von murinen primordialen

Keimzellen zu spielen (Farini et al. 2007).
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Eine experimentelle Studie zur Migration der Keimzellen hat zudem gezeigt, dass aberrant
migrierende/ektopische Keimzellen Uber einen Bax-abhangigen Mechanismus zur Apoptose
gebracht werden. Diese Vermutung beruht auf der Beobachtung, dass bei Bax-defizienten
Tieren ektopische Keimzellen im Darmmesenterium oder dem Rickenmark verbleiben
(Stallock et al. 2003). Diese Zellen stellen jedoch ein Risiko da und kénnen extragonadale
Keimzelltumore ausbilden, die 18% der Keimzelltumore stellen und oft entlang der
Korpermittellinie zu finden sind (Gobel et al. 2000; Schneider et al. 2001).

Mit Beenden der Migration beginnen die Keimzellen mit der Expression der Gene Mvh
(murines Vasa-Homolog, ab E10.5) (Toyooka et al. 2000), das fir eine RNS-Helikase
codiert, und DAZL (deleted in azospermia-like, ab E11.5) (Seligman and Page 1998), das fir
ein  RNS-bindendes Protein codiert. Beide Genprodukte gelten als Marker fir post-
migratorische Keimzellen. Nach Ankunft in den Genitalanlagen proliferieren die primordialen
Keimzellen, bis sie an ca. E12.5-13.0 eine Population von ca. 25000 Zellen stellen (Tam and
Snow 1981; Godin et al. 1990). AnschlieRend gehen an E13.5 in den mitotischen Arrest Uber
(McLaren 1984) und werden als Gonozyt bezeichnet.

Zudem durchlaufen die PGCs nach der Ankunft in den Genitalanlagen ein weiteres
Reprogrammierungsereignis in dem alle parentalen Methylierungsmuster aufgehoben

werden.

1.1.5 Sexuelle Differenzierung der Keimzellen

Primordiale Keimzellen sind wahrend der Migration und bei Erreichen der Genitalanlagen in
Bezug auf ihr Geschlecht bipotent und die sexuelle Differenzierung beginnt erst nach der
Kolonisierung der Gonaden/Genitalanlagen. Dabei beginnen weibliche Keimzellen ab E13.5
mit der Meiose, wogegen mannliche Keimzellen in einen Zellzyklus-Arrest in der G0/G1-
Phase eintreten und erst nach der Geburt mit der meiotischen Teilung beginnen (McLaren
1984). Verantwortlich flr den Eintritt in die Meiose der Keimzellen ist die Retinsdure und

Stra8 (stimulated by retinoic acid gene 8) als eines der Zielgene der Retinsaurerezeptoren.

In den somatischen Zellen mannlicher Gonaden wird der Retinsaure-Antagonist Cytochrom
p450/Cyp26b1 (codiert durch das Gen CYP26) produziert, der der promeiotischen Funktion
der Retinsaure durch ihren Abbau entgegenwirkt (Baltus et al. 2006; Koubova et al. 2006;
Anderson et al. 2008). Weitere experimentelle Beweise flr diese Art der Regulation haben
Studien an Keimzellen weiblicher Stra8-Nullmutanten gezeigt, bei denen kein Eintritt in die

Meiose beobachtet werden konnte (Baltus et al. 2006). Zudem weisen mannliche
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Nullmutanten von Cyp26b1 eine Hochregulation von Stra8 auf und die Keimzellen dieser
Tiere treten verfriiht in die Meiose ein (MacLean et al. 2007).
Nach der sexuellen Differenzierung werden zudem die parentalen Methylierungsmuster

wieder etabliert.

1.2 Keimzelltumore

Keimzelltumore sind eine heterogene Gruppe von Neoplasien, die sowohl in den Gonaden,
als auch extragonadal entlang der Koérpermittelachse in Hirnregionen beider Geschlechter
vorkommen kénnen, wobei testikulare Keimzelltumore die haufigsten Tumore bei Mannern
im Alter von 17-45 Jahren sind (Ulbright 1993). Die Lage dieser Neoplasien entspricht oft
dem Migrationspfad der primordialen Keimzellen. Die Herkunft dieser Tumore konnte
entweder durch die Expression von Keimzell-spezifischen Markern, wie Vasa (Zeeman et al.
2002), Oct 3/4 (Looijenga et al. 2003) oder anhand des genetischen Imprinting
(Methylierungsmuster der DNS (Schneider et al. 2001; Sievers et al. 2005)) festgestellt
werden. Nach der WHO (World Health Organisation) besteht die Gruppe der Keimzelltumore
aus den Teratomen und Dottersacktumoren (Typ I), den Seminomen und Nicht-Seminomen
(Typ 1) und den spermatozytaren Seminomen (Typ Ill) (zusammengefasst in (Oosterhuis
and Looijenga 2005)).

1.2.1 Typ | Keimzelltumore

Keimzelltumore des Typs | sind sowohl gonadal als auch extragonadal zu finden und
kommen mit einer Inzidenz von 0.12 auf 100000 vor (Rescorla 1999). Dabei bestehen
Dottersacktumore aus frihen embryonalen und extraembryonalen Geweben und zahlen zu
den haufigsten Hodentumoren bei Kindern unter 3 Jahren. Teratome sind Mischtumore und
kénnen aus Zellen aller drei Keimblatter bestehen (Mesoderm, Entoderm und Ectoderm) und
werden in reife (stark differenzierte Zellen) und unreife Teratome (nicht vollstandig
ausdifferenzierte Zellen) unterschieden.

Aufgrund des biparentalen und nur teilweise aufgehobenen Methylierungsmusters der DNS
werden frilhe migratorische primordiale Keimzellen als Ursprungszellen fir Keimzelltumore

des Typ | angesehen (Bussey et al. 2001; Schneider et al. 2001; Sievers et al. 2005).

Es gibt nur wenige Mausmodelle fir die Entstehung von Teratomen. In dem Inzuchtstamm

129/SV entwickeln sich Teratome mit einer Wahrscheinlichkeit von 1-10% im Alter von 3
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Wochen (Stevens and Hummel 1957). Als weiteres Mausmodell fir die Entstehung von
Teratomen ist die Ter-Mutation zu nennen, die im dem Mausstamm 129/SV zur
Teratombildung fiihrt, in anderen Mauslinien jedoch zum Verlust der Keimzellen wahrend der
Migrationsphase flihrt (Noguchi and Noguchi 1985; Asada et al. 1994; Sakurai et al. 1994).
Diese Mutation betrifft das Dnd1-Gen (siehe auch Kapitel 1.1.1.2). Auch die genetische
Ablation des Tumorsuppressors PTEN fiihr zur Bildung von Teratomen (bilaterale Teratome)
(Kimura et al. 2003), da durch diese Mutation den Zellen sowohl anti-apoptotische
Mechanismen als auch Mechanismen zur Zellzykluskontrolle (Zellzyklusarrest) gestoért sind
(Kimura et al. 2008).

1.2.2 Typ Il Keimzelltumore

Zu den Keimzelltumoren des Typ Il gehdéren sowohl die Nicht-Seminome (Embryonale
Karzinome) als auch die Seminome (Seminome im Hoden, Dysgerminome im Ovar und
Germinome im Gehirn). Dabei stellen die Seminome mit 50% aller Keimzelltumore die gréfite
Entitat dar. Als Vorlauferlasion der testikulare Keimzelltumoren des Typ Il wird die
intratubuladre unklassifizierte Keimzellneoplasie (IGCNU, intratubular germ cell neoplasia
unclassified) angesehen (Mostofi et al. 1987). Der IGCNU liegt wiederum eine, in ihrem
genetischen Programm aberrante, primordiale Keimzelle zugrunde, die nicht weiter
differenziert ist, persistiert und damit eine embryonale Zelle in einer adulten Nische darstellt.

Diese These wird unterstlitzt durch das genetische Expressionsmuster das IGCNUs und
Seminome aufweisen. Dabei zeigen die IGCNUs und Seminome, wie primordiale
Keimzellen, die Expression der pluripotenzassoziierten Gene wie OCT3/4 und NANOG
(Almstrup et al. 2004), die Expression der Rezeptor-Tyroinkinase c-Kit (Rajpert-De Meyts
and Skakkebaek 1994) und des Transkriptionfaktors AP-2y (Hoei-Hansen et al. 2004; Hong
et al. 2005; Pauls et al. 2005). Zudem entspricht das DNS-Methylierungsmuster dem von
postmigratorischen primordialen Keimzellen vor der sexuellen Differenzierung (Bussey et al.
2001; Schneider et al. 2001; Sievers et al. 2005).

Die intratubularen Keimzellneoplasien kdnnen zu seminomatésen und nicht-seminomatdsen
Keimzelltumoren differenzieren, jedoch sind die molekularen Grundlagen fir diese
Differenzierung noch unbekannt. Hier scheint das Gen SOX2, ein weiteres
pluripotenzassoziiertes Gen, den Unterschied auszumachen. Seminome, bei denen die
Expression von SOX2 nicht vorhanden ist, stellen eine Art Endpunkt der malignen
Entwicklung dar und differenzieren in der Regel nicht zu weiteren Tumorzelltypen.

Embryonale Karzinome, die im Gegensatz zu Seminomen SOX2 exprimieren, zeigen eine
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Pluripotenz, die der embryonaler Stammzellen ahnlich ist, und stellen somit das maligne
Pendant zu embryonalen Stammzellen dar (Looijenga et al. 2007; de Jong et al. 2008).
Embryonale Karzinome sind, genauso wie embryonale Stammzellen, in der Lage in alle drei
Keimblatter zu differenzieren und somit Teratome auszubilden.

Bis zum heutigen Tage fehlt ein Tiermodell zu Erforschung der Entstehung von
Keimzelltumoren Typs Il. Allerdings gibt es einige Zelllinien aus Typ Il Keimzelltumoren auf

die spater eingegangen werden soll (siehe Kapitel 1.4.2)

1.2.3 Typ Il Keimzelltumore

Zu den Typ lll Keimzelltumoren gehdren die spermatozytaren Seminome, die bei Mannern
im Alter ab 50 Jahren mit einer Inzidenz von 0.2 auf 100000 auftreten kbénnen und immer
benigne Tumore sind. Wie der Name bereits andeutet, haben diese Tumore ihren Ursprung
in einer haploiden Spermatozyte. Spermatozytdre Seminome bestehen aus drei Zelltypen:
kleine, lymphozytenartige Zellen, die morphologische Ahnlichkeiten mit Spermatozyten
aufweisen, mittelgrole Zellen mit runden Zellkern und eosinophilen Zytoplasma und grol3e
mehrkernige Riesenzellen. Als Tiermodell fiir spermatozytare Seminome kénnen hier die

spontanen Keimzelltumore von Hunden herangezogen werden (Looijenga et al. 1994).

1.3 Die Familie der AP-2 Transkriptionsfaktoren

Die Familie der AP-2 Transkriptionfaktoren (Ensembl Family ENSF00000001105) beinhaltet
bei Mensch und Maus funf Familienmitglieder, ndmlich AP-2a, AP-2p3, AP-2y, AP-28 und AP-
2¢ (alternative Bezeichnungen flir die humanen Homologe: TFAP-2a bis TFAP-2e und bei
der Maus Tcfap2a-Tcfap2e). Aber auch in anderen Spezies finden sich Paraloge und
Orthologe. Bezogen auf die Aminosduresequenz weisen Orthologe eine Homolgie von 60-
99%, Paraloge hingegen eine Homologie zwischen 56 und 78% auf. Dabei zeigen die AP-2
Proteine der Modelorganismen Drosophila melanogaster und Ceanorhabditis elegans den

geringsten Verwandtschaftsgrad zu denen der Wirbeltiere (siehe Abb. 4)
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Die AP-2 Proteine haben ein Molekulargewicht von 46-52kDa und weisen eine

charakteristische Proteinstruktur mit 3 Doméanen auf. N-terminal befindet sich die unter den
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Abbildung 4: Phylogenetische
Analyse der Aminosaure-
sequenzen der AP-2-Proteine. Der
GroRenbalken stellt die Anzahl von
identischen Aminosauren dar.

pre= putative Aminosauresequenz

C. elegans AP-2 F28C6.2
C. elegans AP-2 F28C6.1

Familienmitgliedern am wenigsten konservierte Transaktivierungsdomane, die ein PY-Motiv

besitzt und zudem einen hohen Anteil an den Aminosauren Prolin und Glutamin hat. An die

Transaktivierungsdomane schliel3t sich eine basische Region und die C-terminale - und

zudem hoch konservierte — Dimerisierungsdomane und DNS-Bindedomane mit einem Helix-
Span-Helix-Motiv an (Williams and Tjian 1991b; Williams and Tjian 1991a) (Abb. 5).

Die AP-2 Proteine binden in ihrer Funktion als Transkriptionsfaktoren als Dimere an DNS-

Strange (Williams and Tjian 1991a), dabei kann es sowohl zur Bildung eines Homodimers
(z.B. AP-20. + AP-2a) als auch zur Bildung eines Heterodimers (z.B. AP-2a + AP-283)

kommen (Feng and Williams 2003). Die palindromische Konsensussequenz 5 -GCCN3;GGC-

3" der AP-2-Proteine zur Bindung an DNS kann dabei in vielen zellularen und viralen

Promotoren gefunden werden (Hilger-Eversheim et al. 2000).
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Als weitere Bindemotive fir AP-2 Familienmitglieder konnten mittels in vitro Experimenten
die Sequenzen 5°- GCCN4GGC-3 und 5-GCCN3,4,GGG-3° identifiziert werden (Mohibullah et
al. 1999). Auch die Bindung durch AP-2 Proteine im SV40 Enhancer-Element an der

H2 E prolin- und
‘glutaminreich
OOH
llSpanIl
OOH
Ha
Transaktivierung Dimerisierung
DNA-Bindung

Abbildung 5: Schematische Darstellung der dimeren Proteinstruktur von AP-2 am Beispiel
von AP-2a. In rot dargestellt ist die N-terminale Transaktivierungsdoméane (89 AS) mit dem P/Y-
Motiv (5 AS, griin). Daran schlieft sich die basische Doméane (20 AS, gelb) und das C-terminale
Helix-Span-Helix-Motiv (131 AS, blau) an. (Eckert et al. 2005)

Sequenz 5-CCCCAGGGC-3’ lasst vermuten, dass AP-2 Proteine generell an G/C-reichen
Sequenzen in Promotoren binden und die einzelnen Dimere dabei verschiedene Affinitaten

zur Zielsequenz aufweisen (Mitchell et al. 1987).

1.3.1 AP-2a

Als erstes Mitglied der Familie der AP-2 Transkritionsfaktoren wurde AP-2a beschrieben.
Dabei wurde AP-2a mittels Affinitatschromatographie und spezifischen Bindestellen am
SV40 Promotor und dem humanen Metallothionin lla Promotor aus HelLa Zellen isoliert
(Mitchell et al. 1987).

AP-20. wird wahrend der murinen Embryonalentwicklung ab Tag 8.5 in den Zellen der
Neuralleiste und deren Derivaten exprimiert. Dabei erfolgt die Expression in den kranialen
und spinalen sensorischen Ganglien und dem Kopfmesenchym. Zudem ist im weiteren
Verlauf der Embryogenese eine Expression im Oberflachenektoderm, dem Rickenmark und
dem Cerebellum detektierbar. Im adulten Tier kann eine starke Expression im Auge und der
Haut, hingegen eine schwache Expression in der Niere, dem Thymus und der Prostata
beobachtet werden (Mitchell et al. 1991).

Die Arbeiten an AP-2a-Nullmutanten haben eine essentielle Rolle beim Schluss des
Neuralrohrs im kraniofacialen Bereich aufgezeigt. Diese Tiere weisen namlich ab E8.5 der
Embryonalentwicklung einen Defekt bei der Einfaltung des Neuralrohrs auf. Die AP-2a-
defizienten Tieren zeigen eine schwere Cranioabdominoschisis auf und sterben perinatal
(Schorle et al. 1996; Zhang et al. 1996).
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1.3.2 AP-28

Als zweites Mitglied der Familie der AP-2 Transkriptionsfaktoren ist AP-2p beschrieben
worden (Moser et al. 1995). Die Expression von AP-2f3 beginnt ebenfalls mit dem Tag 8.5
der murinen Embryonalentwicklung. Im Zeitraum E8.5-11.0 der Embryogenese Uberlappen
die Expressionsmuster von AP-2a und AP-2f3. Erst ab E11.0 zeigen sich Unterschiede im
Mengenverhaltnis der Transkripte. AP-23 wird vor allem in der Haut, der Niere und im ersten
Kiemenbogen wahrend der Embryogenese exprimiert. Im adulten Tier zeigt sich eine starke
Expression in der Niere hingegen eine schwache in der Haut und im Auge (Moser et al.
1997b).

Obwohl die Expressionsmuster von AP-2o. und AP-2p sich in der frihen Embryogenese
stark Uberlappen, zeigen die Nullmutanten von AP-28 keine Uberschneidung in ihren
Phanotypen. AP-2p-defiziente Tiere zeigen ab E16.5 Zysten in den Tubuli und den
Sammelrohren der normal entwickelten Nieren. Die Zystenbildung geht in diesen Tieren mit
einer stark erhdéhten Apoptose-Rate im Nierenepithel einher, so dass die AP-2p-
Nullmutanten kurz nach der Geburt sterben, da sie nicht in der Lage sind ihren

Elektrolythaushalt aufrecht erhalten zu kénnen (Moser et al. 1997a).

1.3.3 AP-2y

Das Familienmitglied AP-2y wurde bei Retinsdure-induzierter Differenzierung der
embryonalen Karzinomzellinie P19 hochreguliert gefunden und zuerst als AP-2.2 bezeichnet
(Oulad-Abdelghani et al. 1996). Die Expression von AP-2y beginnt in der Blastozyste (E3.5)
der murinen Embryonalentwicklung. In diesem Stadium findet man die Expression im
Trophoblasten, der aulleren Zellmasse der Blastozyste. Der Trophoblast bildet wahrend der
Embryogenese den embryonalen Teil der Plazenta, dabei ist AP-2y in allen Derivaten der
Trophblasten (Trophoblaststammzellen der Labyrinthschicht, Spongiotrophoblast und den
sekundaren Riesenzellen) exprimiert. Mittels in situ Hybridisierungen konnte gezeigt werden,
dass das Transkript am Tag E7.5 in der Grenzregion zwischen Ektoderm um der Neuralpatte
detektierbar ist und im weiteren Verlauf der Embryogenese die Expression in der dorsalen
Neuralfurche und dem angrenzenden Mesenchym zu finden ist (E8.0). Ab E8.5 der murinen
Embryogenese konnte eine Expression von AP-2y im Neuralrohr und dem frontonasalen
Mesenchym detektiert werden. Zudem konnte in den spateren Stadien der embryonalen
Entwicklung das Transkript im sich entwickelnden Gesicht, den Gliedmalenknospen (E9.5
bis E11.5) und im Gehirn (E9.5 bis E11.5) nachgewiesen werden. Interessanterweise wurde

in dieser Studie die AP-2y mRNS in postmigratorischen Keimzellen (E11.5) detektiert
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(Chazaud et al. 1996), die jedoch bereits im embryonalen Ovar an E14.5 nicht mehr
visualisiert werden konnte.

Fur die Funktionsanalyse wurden von AP-2y Nullmutanten generiert, die jedoch embryonal

letal sind. Dabei weisen die AP-2y-
defizienten Tiere zum Zeitpunkt E7.5 +/+ _/_
der murinen Entwicklung bereits
retardiertes GroéRenwachstum auf und
werden schlieBlich E9.5 resorbiert.

Dieser Phanotyp beruht auf einer E7 25 3 /

offensichtlich essentiellen Rolle von

AP-2y im Trophektoderm. Der Verlust
fuhrt zu einer verminderten Proliferation
der Zellen im ektoplazentalen Konus
und im extraembryonalen Ektoderm

und endet folglich in einer verminderten

Anzahl an Riesenzellen in der I /
Labyrinthschicht. Infolge der f ')/{/ A

verminderten Zellzahl stirbt der Embryo

an einer  Unterversorgung  mit E825 § ;‘ i
Nahrstoffen (Auman et al. 2002; ¢ \
Werling and Schorle 2002b). ' i
Um den embryonal letalen Phanotyp
des AP-2y-Verlustes zu umgehen, ist in
unserem Labor ein konditionales Allel

Abbildung 6: Alkalische Phosphatase-Farbung von
etabliert worden (Werling and Schorle | ganzen Embryonen. Alkalische-Phosphatase-Farbung
L . . . von AP-2y Wildtypen (+/+) und Nullmutanten (-/-) an E
2002a). Somit ist die Deletion beider | 755 yng £8.0. Zum Zeitpunkt der PGC-Spezifizierung
AP-2y-Allele durch die Verpaarung mit (E7.25) ist noch kein Unterschied zwischen den beiden
Genotypen erkennbar (Pfeile). An E8.0 kdnnen in den
einer entsprechenden Cre-Linie Nullmutanten keine alkalische Phosphatase-postiven

L Zellen entlang des Urdarms detektiert werden (Pfeile).
(Cre/LoxP-System) sowohl zeitlich als | wodifiziert aus der Dissertation von Susanne Weber

auch raumlich (zelltypspezifisch)

maoglich, ohne dabei den "Plazenta-Phanotyp™ hervorzurufen. Die Analyse der resultierenden
Nullmutanten zeigte, dass AP-2y offenbar eine Rolle in der Keimzellbiologie spielt, denn
Nullmutanten sind steril und weisen einen friilhen Verlust der Keimzellen auf (siehe Abb. 6,
Dissertation Susanne Weber).

Zudem ist in einer Blimp1-Studie, in der auf Einzellzellniveau das Transkriptom der PGC
analysiert worden ist, ein Zusammenhang zwischen Blimp1 und AP-2y hergestellt worden,

da die Menge des AP-2y-Transkriptes in Blimp1-positiven Zellen um ein Vielfaches hoher ist
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als in Blimp1-negativen Zellen (Kurimoto et al. 2008). Dies deutet auf eine friilhe Rolle von

AP-2y in der Keimzellbiologie hin.

1.3.3.1 AP-2y in humanen Keimzellen und Keimzelltumoren

In humanen Keimzellen kann eine Expression von AP-2y zwischen der 12. und 20.
Schwangerschaftswoche (SSW) beobachtet werden. Die Anzahl an AP-2y-positiven Zellen
erreicht dabei ihren Héchstwert in der 19. Schwangerschaftswoche und nimmt anschlieRend
kontinuierlich ab. Dabei kann die Expression von AP-2y nur in Gonozyten, also frihen
Keimzellen beobachtet werden. Sobald der nachste Differenzierungsschritt zur Pro-
Spermatogonie erfolgt, geht die Expression von AP-2y verloren, so dass keine Expression im
adulten Hoden beobachtet werden kann (Hoei-Hansen et al. 2004; Pauls et al. 2005; Pauls
et al. 2006).

Interessanterweise kann zudem die Expression AP-2y in einigen Keimzelltumoren des Typ Il
beobachtet werden. Dabei findet man die Expression in den IGCNUs (siehe auch Kapitel
1.2.2), den Seminomen und den Dysgerminomen (Hoei-Hansen et al. 2004; Pauls et al.
2005; Pauls et al. 2006). Somit stellt die Expression AP-2y einen weiteren Hinweis dar,
dass die IGCNUs und damit die Seminome aus einer Gonozyten hervorgehen (Oosterhuis
and Looijenga 2005).

AP-2y ist mittlerweile ein weiterer wichtiger Marker fir die differentielle Diagnose von

Keimzelltumoren.

1.3.4 AP-2)

AP-28 ist als viertes Mitglied der Familie der AP-2 Transkriptionsfaktoren beschrieben
worden. Es weist ebenfalls die flr diese Familie typische hohe Sequenzhomologie der DNS-
Bindedomane, als auch der Dimerisierungsdoméne auf, unterscheidet sich aber deutlich in
der Aminosauresequenz der Transaktivierungsdomane und weist somit insgesamt den
kleinsten Verwandtschaftsgrad zu den Ubrigen Familienmitgliedern auf. Zudem scheint AP-
20 trotz der hohen Homologie der DNS-Bindedomane eine leicht modifizierte
Konsensussequenz (5 -GCCTGAGGCG-3") mit hoher Affinitdt zu binden. Aufgrund dieser
Beobachtungen wird vermutet, dass AP-20 mit anderen Proteinen in Promotorregionen
interagiert und damit einen, zu den anderen Familienmitgliedern, veranderten Mechanismus
zur Transkriptionskontrolle nutzt (Zhao et al. 2001). Diese Vermutung wurde erst kirzlich

bestatigt, als gezeigt werden konnte, dass AP-28 mit den Histon-Methyltransferasen Ash2|

19



Einleitung

und ALR interagiert und Uber epigenetische Mechanismen (tri-Methylierung Histon H3 an
Lysin 4) zur transkritptioneller Aktivitat fihrt (Tan et al. 2008).

AP-28 wird wahrend der murinen Embryogenese ab E9.5 im sich entwickelnden Myokardium
und dem Gehirn exprimiert. Zudem ist ab E10.5 eine Expression im Rickenmark und
zwischen den Entwicklungsstadien E12.5 bis E16.5 im Epithel der Retina zu beobachten und
weist somit keine groRe Uberlappung im spatio-temporalen Expressionsmuster der anderen

Familienmitglieder auf (Zhao et al. 2003).

1.3.5 AP-2¢

Als flnftes Mitglied der Familie der AP-2 Transkriptionsfaktoren ist AP-2¢ beschrieben
worden. Die Expression von AP-2¢ erfolgt wahrend der murinen Embryogenese ab E8.5 in
Zellen der Neuralfalte des spateren Mittelhirns. Ab E12.0 erfolgt zudem die Expression im
Rickenmark und im olfaktorischen System (Feng and Williams 2003; Wang et al. 2004).

Da es bisher keine AP-2e-Nullmutanten gibt, liegen keine Informationen Uber die Funktion

von AP-2e wahrend der Entwicklung.

1.4 In vitro Systeme zur Erforschung der molekularbiologischen Mechanismen

in Keimzellen

Die Erforschung der molekularbiologischen Mechanismen wahrend der Keimzellentwicklung
ist in vielerlei Hinsicht interessant, da eine Stérung dieser Mechanismen zur Infertilitat oder
zur Entstehung der Keimzelltumore fihren kann. Aufgrund der Tatsache, dass man es -
insbesondere in frihen Entwicklungsstadien — nur mit einer sehr kleinen Zellpopulation zu
tun hat (z.B. 40 spezifizierte PGCs an E7.5 der murinen Embryogenese), ergeben sich einige
Probleme bei experimentellen Arbeiten in vivo. Zudem besteht das Problem, dass diese
Zellen in ihrem nativen Status nicht in Kultur gehalten und expandiert werden kdénnen.
Deshalb ist es von groliem Interesse geeignete in vitro Systeme zu etablieren. Vorteile von
solchen in vitro Systemen waren neben dem leichten Zugang zu jedem Entwicklungsstadium
einer Keimzelle auch die Zeit- und Kostenersparnis.

Zwar ist es moglich primordiale Keimzellen aus Mausembryonen ab E10.5 zu isolieren, diese
treten jedoch kurz nach der Entnahme in einen mitotischen Arrest und differenzieren
unkontrolliert. Es ist zwar mdglich, einige der entnommenen Keimzellen Uber diese Hlrde
des mitotischen Arrests mittels geeigneter Zellkultur-Bedingungen (Steel-exprimierende

Fibroblasten, Zugabe von Lif (Leukemia inhibititory facto) und bFGF (basic fibroblast growth
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factor)) zu kultivieren und zu expandieren, jedoch verandern sich die Zellen sehr schnell
nach der Entnahme ex vivo (Matsui et al. 1992; Resnick et al. 1992). Schon 24 bis 48
Stunden nach Entnahme andern die Zellen ihr Expressionsprofil und werden zu sogenannten
Embryonalen Keimzellen (EG, embryonal germ cells). Diese Zellen durchlaufen zudem
wahrend der ersten Stunden der Kultur ein Reprogrammierungsereignis und sind in der Lage
nach Injektion in Blastozysten an der Entwicklung von Chiméaren teilzunehmen (Labosky et
al. 1994a; Labosky et al. 1994b). Sie stellen somit eher eine pluripotente ES-anhliche
Population als eine Keimzellpopulation dar und sind daher fir die Erforschung von
molekularbiologischen Mechanismen ungeeignet.

Zurzeit sind nur zwei Mdglichkeiten bekannt die molekularbiologischen Zusammenhange in

Keimzellen in vitro zu untersuchen. Diese werden im Folgenden kurz beschrieben.

1.4.1 ES-Zell-basierte in vitro Systeme

Der erste Meilenstein in der Etablierung von in vitro Systemen zur Studie der
Keimzelldifferenzierung wurde 2003 von der Arbeitsgruppe um H. Schoéler gelegt. In dieser
Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass es moglich ist aus embryonalen Stammzellen
primordiale Keimzellen und dartber hinaus Oozyten-ahnliche Strukturen zu gewinnen
(Hubner et al. 2003). Dies erfolgte durch die spontane Differenzierung von ES-Zellen. Diese
wurde durch die Wegnahme von Lif aus dem Kulturmedium und das Ausplattieren der
Stammzellen als Monolayer (d.h. die Zellen wurden in einer einschichtigen Kultur angelegt)
eingeleitet. Wahrend der Kultivierung dieser Zellen bildeten sich nach ca. 7-9 Tagen distinkte
Kolonien aus, die mit der Zeit Zellaggregate in Medium abgaben. Diese Zellaggregate sind
aufgrund ihrer Markergenexpression (u.A. die Expression von Mvh und Oct3/4) als
Aggregate aus postmigratorischen Keimzellen und somatischen Zellen identifiziert worden
und konnten durch eine expandierte Kultivierung (ca. 3 Wochen) in Oozyten-ahnliche
Strukturen differenziert werden. Jedoch ist man bisher weder in der Lage diese
Differenzierung zu kontrollieren noch die entstandenen Oozyten erfolgreich zu fertilisieren.
Eine weitere Verwendung dieser zweidimesionalen Kulturmethode durch Nayernia et al. hat
durch die Zugabe von Retinsaure zu haploiden mannlichen Gameten geflhrt, die in der Lage
waren in vitro Oozyten zu fertilisieren und auch Nachwuchs zu generieren. Jedoch sterben
diese Tiere postnatal aufgrund von Imprinting-Fehlern und genetischen Aberrationen
(Nayernia et al. 2006).

Generell ist zu erwahnen, dass die Effizienz dieser zweidimensionalen Kultur-Methode sehr

niedrig (ca. 1% der ES-Zellen differenzieren in PGCs) und durch die Zugabe von fetalem
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Kalber-Serum (FCS) nicht stringenten Kulturbedingungen ausgesetzt ist, das das FCS
Chargen-bedingt Unterschiede aufweisen kann.

Ein weiterer Ansatz zur Differenzierung von ES-Zellen in Keimzellen nutzt die Formation von
Embryonic Bodies (EBs) aus embryonalen Stammzellen. Dabei handelt es sich um
dreidimensionale Strukturen, in denen ES-Zellen in der Lage sind, in alle drei Keimblatter zu
differenzieren und damit in gewisser Weise die Entwicklung innerhalb eines Embryos
nachzuahmen (Leahy et al. 1999; Keller 2005). Der Vorteil hierbei ist, dass sich innerhalb
eines EBs Zell-Zell-Kontake und somit Nischen ausbilden, die fir die Differenzierung von
grofRer Bedeutung sind. Dieser Ansatz ist von vielen Arbeitsgruppen verfolgt worden; er ist
zwar genauso schwer zu kontrollieren, scheint jedoch viel effizienter zu sein, als die
zweidimensionale Kulturmethode (Wei et al. 2008).

Zusatzlich zu der Nischenstruktur in den EBs haben zwei Arbeitsgruppen l6sliche Faktoren
zu den EB-Kulturen hinzugegeben. Toyooka et al. haben Bmp-4 zu den Kulturen
hinzugefligt, um die Spezifizierung von primordialen Keimzellen innerhalb der EBs zu
beglnstigen ((Toyooka et al. 2003) siehe auch Kapitel 1.1.1.2). Geijsen et al. haben
Retinsaure, die die Differenzierung in mannliche Keimzellen beginstigt, als ein weiteres
Agens verwendet ((Geijsen et al. 2004) siehe auch Kapitel 1.1.14).

Erwahnenswert ist, dass die ES-basierten Methoden zwar die Differenzierung in Keimzellen
ermoglichen, jedoch einige Limitationen aufweisen. Bei diesen Methoden besteht das
Problem der Verwendung von fetalem Kalberserum im Kultursystem. Chargenbedingt sind
immer Unterschiede in den Seren festzustellen, zudem ist nicht klar, welche Inhaltsstoffe im
Serum die Differenzierung beglinstigen oder gar inhibieren kénnen und somit die
Differenzierung nicht unter genau definierten Bedingungen ablauft und dadurch
Schwankungen in der Effizienz und Qualitdt auftreten kdnnen. Hier ist es zwingend
notwendig, ein Protokoll zu etablieren, das es erlaubt unter genau definierten Bedingungen
(Zusammensetzung des Mediums) zu arbeiten. Zudem ist bei beiden methodischen
Ansatzen immer ein Gemisch von Zellen vorhanden, das sowohl Keimzellen verschiedener
Stadien aber auch viele andere Zelltypen enthalt. Die Keimzellen kénnen zwar anhand von
Oberflachenantigenen (z.B. SSEA-1) von den Ubrigen Zellen separiert werden, bleiben aber
weiterhin eine Mischung aus verschiedenen Entwicklungsstadien.

Ein weiterer groller Nachteil ist darin zu sehen, dass embryonale Stammzelllinien ebenfalls
frihe Keimzellmarker, wie Stella, Oct3/4, Blimp1 und sogar spate Keimzellmarker, wie Mvh
oder DAZL exprimieren und es deshalb schwierig ist diese von Keimzellen zu unterscheiden
(Silva et al. 2009).
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1.4.2 Zelllinien-basierte in vitro Systeme

Als eine weitere Mdglichkeit zur Studie von molekularen Zusammenhangen in Keimzellen
kdnnen Keimzelltumorlinien dienen. Dabei sind natirlich Zelllinien ndétig, die
molekularbiologische Eigenschaften von primordialen Keimzellen aufweisen. Aufgrund der
Expressionsprofile (Expression von Keimzellmarkern) und des DNS-Methylielungsmusters
(biparentale DNS-Methylierung) waren Zelllinien von IGCNUs, den Vorlaufer-Neoplasien der
Typ Il Keimzelltumore, oder von Seminomen am besten geeignet (siehe auch Kapitel 1.2.2).

Leider sind bis zum heutigen Zeitpunkt keine Zelllinien aus IGCNUs verfligbar. Jedoch gibt
es zwei Zelllinien, namlich die Linien JKT-1 und TCam-2, die beide aus Seminomen
generiert wurden (Mizuno et al. 1993; Kinugawa et al. 1998).

Der Nachteil dieser in vitro Systeme besteht jedoch darin, dass sie entartete Zellen mit ihren
chromosomalen Aberrationen reprasentieren. IGCNUs und Seminome sind aneuploid und
haben oft eine Amlifikation des Chromosoms 12p oder besitzen ein Isochromosom 12p
(i12p) (Atkin and Baker 1982; Atkin and Baker 1983; von Eyben 2004). Dieser
Chromosomenabschnitt codiert unter anderem fir das Onkogen KRAS und das

pluripotenzassoziierte Gen NANOG.

1.5 microRNS-Molekiile (miRNS) und die RNS-Interferenz (RNAi)

MicroRNS (miRNS) sind kurze, nicht-codierende RNS-Molekile (ca. 19-25 Nukleotide lang),
die urspringlich bei einer Suche nach Faktoren, die fir die zeitliche Abfolge von
Entwicklungsprozessen verantwortlich sind, in Caenorhabditis elegans entdeckt wurden (Lee
et al. 1993; Wightman et al. 1993). Diese endogenen RNS-Molekiile sind entweder als
unabhangige transkriptionelle Einheiten, als polycistronische Cluster oder in den Introns
Protein-kodierender Gene codiert (Bartel 2004). In den meisten Fallen werden sie im
Zellkern als ca. 500-3000 Nukleotide lange Vorlaufer (pri-miRNS) mit Schleifen-Struktur
durch RNS-Polymerase Il trankribiert (Lee et al. 2004) und anschlieRend durch Drosha (eine
RNase des Typs lll) in pre-miRNS-Molekiile mit Haarnadelstruktur (ca. 65 Nukleotide lang)
prozessiert (Lee et al. 2003). Es folgt der aktive Export durch Exportin 5 aus dem Nukleus
ins Zytoplasma und ein weiterer Prozessierungsschritt durch die RNase Dicer. Diese
Prozessierung resultiert in fertigen miRNS-Molekiilen mit einer Lange 19-25 Nukleotiden.

Diese Duplexe werden in einen Multi-Protein-Komplex, den RISC (RNA induced silencing
complex) inkorporiert. Innerhalb des RISC wird der RNS-Duplex entwunden und einer der
RNS-Strange wird katalytisch abgebaut. Der verbliebene miRNS-RISC-Komplex dockt nun

an die entsprechende Ziel-mRNS an und ist in der Lage, die Translation einer mRNS auf
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zwei verschiedene Arten zu inhibieren. Dabei ist von Bedeutung, ob die miRNS perfekt oder
Ist die miRNS perfekt

komplementar zu der Ziel-RNS, erfolgt der enzymatische Abbau dieses Transkriptes

imperfekt komplementar zu einer Region auf der Ziel-mRNS ist.

(Funktionsweise der siRNA (small interfering RNA, kleine interferierende RNS)).
Liegt keine perfekte Komplementaritat vor, wird die Ziel-mRNS nicht abgebaut, es erfolgt
dennoch eine post-transkriptionelle Regulation der Genexpression, d.h. das codierte Protein

wird nicht translatiert (siehe Abb. 7). Dies kann entweder durch die Inhibition der Initiation

T 0000000K \ \
4 m'RNE é é é \\ Abbildung 7: Schematische
| Darstellung der Prozessierung von
/ kurzen, nicht-kodierenden miRNS-
y Molekiilen. Zuerst erfolgt die Bildung
der pri-miRNS durch Transkription von
REIENA miRNS-Genen oder beim
Nukleus " HerausspleiRen von Introns (nicht
S I gezeigt). Die pri-miRNS wird in die ca.
ATETPREIY Crmr ik 65 Nukleotide lange pre-miRNS

prozessiert und aktiv aus dem Nukleus
ins Zytoplasma transportiert. Dort
erfolgt der zweite

— l l Entwinden Prozessierungsschritt in den 19-25
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/ \ die Inkorporation in den RISC.
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RISC
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(modifiziert nach
2004)

Genregulation.
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oder der Elongation der Translation oder durch den unverziiglichen Abbau des produzierten
Proteins erfolgen (zusammengefasst in (Pillai et al. 2007).

Dadurch, dass die meisten miRNS eine imperfekte Komplementaritat zu ihrer Ziel-mRNS
aufweisen, gestaltet sich die Suche nach validen Ziel-Transkripten schwierig. Es hat sich
aber im Laufe der Zeit herauskristallisiert, dass die Komplementaritat zwischen der 3°-
untranslatierten Region (3°-UTR) der Ziel-mRNS und der Seed-Sequenz (Nukleotide 2-8 am
5-Ende der miRNS) eine groRe Rolle bei der Erkennung der Ziel-mRNS spielt (Lewis et al.
2003; Rajewsky and Socci 2004).

Der Einfluss von diesen kurzen nicht-codierenden RNS-Molekilen auf die Genregulation
scheint zudem enorm, da bisweilen 695 MIRNS im humanen und 488 miRNS im murinen
Genom experimentell gefunden oder zumindest durch computergestitzte Analysen

vorhergesagt worden sind (Quelle: miRBase 12.0, http://microrna.sanger.ac.uk/sequences).
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Zudem haben in vitro Experimente gezeigt, das die Uberexpression oder der Verlust einer
miRNS bereits eine Veranderung von mehr als 100 Transkripten zur Folge hat, was zu der
Annahme flihren kann, dass viele der Protein-codierenden Gene durch miRNS reguliert
werden (Lim et al. 2005; Selbach et al. 2008). Insofern ist es nicht Gberraschend, dass fir
nur eine miRNS mehrere hundert potentielle Ziel-mRNS maéglich sind und die meisten dieser
vorhergesagten Ziel-Molekiile noch experimentell bestatigt werden missen.

Auch die Regulation der Expression der miRNS-Molekiile ist bis dato weitestgehend
unbekannt. Nur die Regulation einiger Cluster ist zum Teil verstanden, z. B. ist bekannt, dass
das miRNS-Cluster miR-17-92 (beinhaltet die miRNS miR-17-5p, miR-18, miR-19, miR-20,
miR-92 and miR-106) von c-Myc positiv reguliert werden kann, andere miRNS jedoch
negativ durch c-Myc reguliert werden (Chang et al. 2008). Interessanterweise hat eine
computergestitzte Analyse gezeigt, dass mit hoher Wahrscheinlichkeit auch AP-2
Transkriptionsfaktoren (insbesondere AP-2c. und AP-2y) bei der Regulation von miRNS eine
Rolle spielen koénnten, da sich oft AP-2-Konsensusequenzen nahe vieler miRNS-Gene
befinden (Lee et al. 2007).

1.5.1 miRNS-Molekiile und das Zellschicksal

Die miRNS-Maschinerie scheint flir den Erhalt der Pluripotenz der Stammzell-
Populationenen verantwortlich zu sein, denn embryonale Stammzellen, bei denen Dicer
deletiert ist, sind nicht in der Lage zu differenzieren (Bernstein et al. 2003; Kanellopoulou et
al. 2005; Murchison et al. 2005).

Ein Hinweis darauf, dass die miRNS fiir die Entwicklung von grolier Bedeutung sind, zeigen
die Nullmutanten der RNase Dicer1, diese zeigen namlich eine embryonale Letalitat an E7.5
(Bernstein et al. 2003) und weisen einen Verlust an multipotenten Vorlauferzellen im Embryo
auf. Konditionale Dicer-Nullmutanten zeigen verschiedene Phanotypen, je nach Zelltyp in
dem die Dicer-Allele ablatiert worden ist. Diese Defekte reichen von der Morphogenese des
Lungenepithels (Harris et al. 2006), der Neurodegeneration (Schaefer et al. 2007) bis hin zur
Entwicklung der Skelettmuskulatur (O'Rourke et al. 2007).

Doch scheinen miRNS nicht nur flir den Erhalt der Pluripotenz verantwortlich zu sein,
sondern sie spielen ebenfalls eine Rolle bei der Bestimmung des Zellschicksals. lvey et al.
konnten erst kirzlich zeigen, dass die Uberexpression der mirR-133 und der miR-1 in
embryonalen Stammzellen zu einer Differenzierung in mesodermale Zellen, insbesondere in
Kardiomyozyten und Myoblasten fihrt. Wahrend beide zuerst die mesodermale
Differenzierung in embryonalen Stammzellen initiieren, wobei hier der Effekt der miR-133

starker ist als der von miR-1, beginstigt im spateren Verlauf die Expression der miR-1 die
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Bildung von Kardiomyozyten, die Expression von miR-133 hingegen die Proliferation dieser
(lvey et al. 2008). Eine weitere miRNS, die in Zusammenhang mit mesodermaler
Differenzierung bzw. der Differenzierung von Kardiomyocyten in Verbindung gebracht wird,
ist miR-138, von der bekannt ist, dass sie fir die Musterbildung im Herzen verantwortlich ist
(Morton et al. 2008). Welche Gene durch diese miRNS-Molekile reguliert werden bzw.
welche Regulation diese miRNS selbst erfahren, ist jedoch nur rudimentar bekannt.
Zumindest fir miR-1 und miR-133 ist bekannt, dass sie von myogenen Faktoren wie SRF
(serum response factor) oder MyoD, einem bei der Muskel-Differenzierung wichtigen
Transkritptionsfaktor ~ reguliert werden konnen und mit diesem vermutlich in einer

Rickkopplungsschleife interagieren (Chen et al. 2006).

1.5.2 Rolle kurzer nicht-codierender RNS-Molekiile wahrend der Keimzellentwicklung

Auch in der Keimzellentwicklung scheinen mRNS-Molekile eine Rolle zu spielen. Hayashi et
al. haben ein mMiIRNS-Expressionsprofil von migratorischen und post-migratorischen
Keimzellen (E9.5-E13.5) erstellt (Hayashi et al. 2008). Dabei ist aufgefallen, dass auch das
miRNS-Profil der primordialen Keimzellen dem der embryonalen Stammzellen sehr ahnlich
ist. Primordiale Keimzellen und ES-Zellen exprimieren den Cluster miR-290-295 (beinhaltet
die miRNS miR-291a-3p, miR-291b-3p, miR-294, miR-295), welcher mit Pluripotenz und der
Transition von der G1 zur S-Phase in Verbindung gebracht wird (Houbaviy et al. 2003; Wang
et al. 2008).

Des Weiteren haben Hayashi et al. gezeigt, dass der miR-17-92 Cluster in migratorischen
und post-migratorischen Keimzellen exprimiert wird. Von diesem miRNS-Cluster wird
angenommen, dass es als Onkogen fungieren kann, da es in vielen Tumorentitaten hoch
exprimiert wird und es mit der Zell-Zyklus-Progression und der Inhibition Apoptose in
Tumorzellen in Verbindung gebracht wird (Hayashita et al. 2005; Murakami et al. 2006;
Volinia et al. 2006). Anzumerken ist hier, dass diese miRNS-Molekiile an E13.5 nur in den
weiblichen Keimzellen herabreguliert wurden. Zu diesem Zeitpunkt treten die weiblichen
Keimzellen in die Meiose ein, die mannlichen Keimzellen befinden sich hingegen immer noch
in der mitotischen Teilung, was die Vermutung zulasst, dass dieser miRNS-Cluster fir die
Progression des Zell-Zyklus in Keimzellen verantwortlich sein kénnten.

Die Expression der miRNS in primordialen Keimzellen ist zudem essentiell, da Dicer-
defiziente primordiale Keimzellen einen Proliferationsdefekt zeigen und deshalb eine stark
verminderte Anzahl an PGCs aufweisen. Dieser Effekt kénnte durch das Aufheben der
posttrankriptionellen Kontrolle von PTEN durch die, in diesem miRNS-Cluster befindlichen,
miR-19a und miR-19b zu erkldren sein, da diese miRNS-Molekile die PTEN-mRNS als
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putative Ziel-mRNS haben (Lewis et al. 2003). PTEN ist wiederum als antiproliferativer

Faktor in Keimzellen beschrieben worden ((Kimura et al. 2003; Moe-Behrens et al. 2003),

siehe auch Kapitel 1.2.1).

1.6 Gezielte Mutagenese im Modellorganismus Maus (Mus musculus)

1.6.1 Herstellung von konditionalen Mausmutanten

Zur Herstellung einer konditionalen (zelltypspezifischen) Deletionsmutante kann man sich

zusatzlicher Rekombinasesysteme bedienen. Dies ist insbesondere dann von Interesse,

wenn eine konstitutive Deletionsmutante nicht flr die

Erforschung der Funktion eines Gens geeignet ist, z. B. %

wenn die Deletion eines Gens zur Letalitat wahrend der

Embryogenese flihrt, man aber die Genfunktion im l
adulten Tier untersuchen mdchte. *_ +
Hierzu bedient man sich in der Regel zweier

verschiedener Rekombinationssyteme, dem Cre/loxP- und

Exzision
dem FIp/FRT-System.
Das Cre/loxP-Sytem aus dem Bakteriophagen P1 besteht
_ _ _ » = LoxP-Sequenz
dabei aus zwei Komponenten: der Cre-Rekombinase

Abbildung 8: Schematische
Darstellung der Cre-
Erkennungssequenzen, den loxP-Sites (locus of crossing vermittelten Exzision (‘loop-

. out’-Reaktion).
over of P1) (Orban et al. 1992; Lakso et al. 1996). Damit

ein Gen konditional deletiert werden kann muss es stromaufwarts und stromabwaérts von

(causes recombination) und den palindromischen

zwei gleich orientierten loxP-Sequenzen flankiert (‘gefloxt’) werden, zuvor missen jedoch
die Erkennungssequenzen durch homologe Rekombination gegen das wildtyp-Allel
ausgetauscht werden. Durch anschlieBende Verpaarungen von Mausen mit ‘gefloxten
Allelen® mit transgenen Mausen, die die Cre-Rekombinase zelltyp-spezifisch exprimieren,
wird der loxP-flankierte Bereich im Genom nun ausgeschnitten (Exzision, siehe Abb. 8).

Das FIp/FRT-System funktioniert auf die gleich Art und Weise, wie das Cre/loxP-System.
Hier bedient man sich aus Hefe Saccharomyces cerevisiae gewonnenen Flp-Rekombinase
(Flippase) und den dazugehdrigen FRT-Erkennungssequenzen (Flippase recognition target)
(Dymecki 1996).
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1.6.2 Konditionale Mausmutanten von AP-2y

In der vorliegenden Arbeit wurde eine konditionale Mutante von AP-2y verwendet. Bei dieser
Mauslinie ist auf beiden Allelen das Exon 5 des AP-2y-Gens von loxP-Sequenzen flankiert
(AP-2y°*""*"y "Exon 5 codiert dabei fiir einen Teil der DNS-Bindedomane und ist somit fiir
die Funktion von AP-2y als Transkriptionsfaktor essentiell (Werling and Schorle 2002a). Eine
Cre-vermittelte Exzision dieses Exons fiihrt folglich zu einem Nullallel. Um Embryonen zu
erhalten, in denen beide Allele von AP-2y deletiert sind, wurden weibliche AP-2y"" _
Mause mit mannlichen Tieren verpaart, die einerseits die Cre-Rekombinase unter der
Kontrolle des Sox2-Promotors exprimieren und andererseits heterozygot defizient fir die AP-
2v-Allele sind (Sox2Cre*AP-2y""). Die Expression der Cre-Rekombinase unter der Kontrolle
des Sox2-Promotors erfolgt ab E6.5 nur im Epiblast und nicht im Trophektoderm (Hayashi et
al. 2002; Hayashi et al. 2003). Dadurch wird die essentiellen Funktion von AP-2y fir die
Entwicklung der Plazenta erhalten und ermdéglicht so die Charakterisierung der Funktion von

AP-2y im Embryo bis hin zum adulten Tier (siehe auch Kapitel 1.3.3).
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1.7 Zielsetzung

Eine Analyse von konstitutiven AP-2y-Nullmutanten zeigte eine essentielle Rolle diese
Transkriptionsfaktors in der Entwicklung des extraembryonalen Gewebes. Durch die Deletion
kommt es zu einer verminderten Proliferation der Riesenzellen in der Plazenta und aufgrund
dessen zu einer Unterversorgung des Embryos. Dies flihrt zu einem retardierten
GroRenwachstum des Embryos und schlieBlich zu einer frihen Letalitat (Werling and
Schorle 2002b).

Konditionale AP-2y-Nullmutanten, bei denen beide Allele nur im embryonalen Gewebe
deletiert wurden, weisen hingegen einen Verlust der Keimzellen in einem friihen Stadium der
Embryogenese auf (ca. E8.0-E8.5). Dieser Keimzellverlust geht mit der Sterilitat adulter Tiere
einher (Dissertation Susanne Weber), so dass dieser Phanotyp auf eine Rolle von AP-2y in
der Keimzellbiologie hinweist.

In dieser Arbeit sollte zunachst die Expression von AP-2y in primordialen Keimzellen
nachgewiesen werden und zudem die molekularbiologischen Konsequenzen des AP-2y-
Verlustes in der Keimzellbiologie untersucht werden. Die Untersuchung der
molekularbiologischen Mechanismen von AP-2y in primordialen Keimzellen sollte dabei

mittels geeigneter in vitro Systeme erfolgen.
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2 Material

2.1 allgemeine Chemikalien

2-Propanol

Acrylamid Mix (Rotiphorese Gel 30)
Ammoniumpersulfat (APS)
Agar

Agarose

Ampicilin

3-Mercaptoethanol

BM-Purple

Bromphenolblau

Bovines Serum Albumin (BSA)
Calciumchlorid

Cacodylat

Chloroform
Desoxiribonukleotidtriphosphate (ANTPs)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiotreitol 0,1M (DTT)
Eisessig

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylndiamintetraessigsaure (EDTA)
Formaldehyd-L&sung (37%)
Formamid

Glycerin

Glycerol

Hefe-Extrakt

Kaliumchlorid
Lammli-Probenpuffer
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid

Methanol

MOPS

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Roche, Penzberg
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsbad
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Invitrogen, Carlsbad, USA
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
KMF, Lohmar
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
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Natriumacetat, 3M, pH4,6

Natrium Borhydrid (NaBH,)
Natriumchlorid
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Natronlauge (5M)

Oligonukleotide (Primer)
Paraformaldehyd (PFA)
Pferde-Serum

Phenol/ Chloroform

Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS)-
Tabletten

Salzsaure (HCI)

Tris

Triton X-100

TRIzol

Trypton

Xylencyanol

2.1.1 Radiochemikalien

[0-*2P]-Cytidintriphosphat

2.2 Verbrauchmaterialien

1,5ml Reaktionsgefalie

2,0ml Reaktionsgefale
96-Loch-Mikrotiterplatten
48-Well-Zellkulturschalen

Deckglaser

Einstreu

Glaskapilaren
Poly-L-Lysin-beschichtete Objekttrager
PCR-Reaktionsgefalie 100ul

Petrischalen 10cm

Material

Applied Biosystems, Warrington, GB
Sigma-Aldrich, Minchen

Merck, Darmstadt

BioRad, Miinchen

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Vector Laboratories
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Invitrogen, Carlsbad, USA
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

TPP

TPP

Menzel, Braunschweig

Ssniff, Soest

Drummond Scientific, Broomall, USA
Menzel, Braunschweig

Axygen (Nerbe Plus), Winsen, Luhe

Greiner Labortechnik, Solingen
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Petrischalen 3cm
Tierfutter
Roti-PVDF-Membran
Réntgenfilme

Sterilfilter
Zellkulturflaschen 75cm?
Zellkulturschalen 10cm
Zellkulturschalen 15cm

Zellsieb 20pm Maschendurchmesser

.3 verwendete Enzyme

DNasel

Platinum Taqg-Polymerase

Proteinase K
Restriktionsendonukleasen
RNaseOUT

SuperScript Il Reverse Transkriptase
Terminale Transferase

Trypsin

.4 Laborgerate

Material

TPP

Ssniff, Soest

Roth, Karlsruhe

Kodak, Rochester, USA
Millipore, Schwalbach
Greiner

TPP

TPP

Greiner

New England Biolabs, Schwalbach
Invitrogen, Carlsbad, USA

Merck, Darmstadt

New England Biolabs, Schwalbach
Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA

New England Biolabs, Schwalbach
PAN Biotech, Wien, Osterreich

Bakterienschittler Innova 4000 New Brunswick Scientific
Gelsysteme 50ml, 100ml, 250ml Peqglab
Homogenisator Micra D-8 Labortechnik, Mullheim

Inkubator
Luminometer
Nassblot-Kammer
Netzgerat
Photometer

Sequenzierer

Speed-Vac
Sterilbank

Centro LB960
Trans-Blot-Cell
E143

NanoDrop

ABI Prism310
Genetic Analyser
Concentrator 5301

Hera Safe

Heraeus

Berthold

BioRad

Consort

Peqglab

Applied Biosystems

Eppendorf

Kendro
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Thermocycler PTC-200

Thermoschttler Thermomixer compact
UV-System/ Kamera Classic Uno
Wasserbad
Zell-Inkubator Cytoperm 2
Zentrifugen 5417

5415D

2.5 Puffer, Losungen, Medien

Material

MJ Research
Eppendorf
Intas

GFL
Heraeus
Eppendorf
Eppendorf

Soweit nicht anders beschrieben, handelt es sich bei dem verwendeten Wasser um ddH,0.

2.5.1 allgemeine Lésungen

10x Ladepuffer

Laufpuffer Westernblot
1M Tris-Puffer

20x MOPS

20x SSC pH7,0

50x TAE
10x TBE

ChlIP-Lyse-Puffer

ChlIP-Wasch- und Bindepuffer

ChlIP-Elutionspuffer
ColP-Lysepuffer

Ethidiumbromid-Stammldsung
PBT

49% Glycerol; 49% H,0; 2% 50x TAE

1 Spatelspitze Bromphenolblau

1 Spatelspitze Xylencyanol

50mM Tris ; 384mM Glycin ; 0,1% SDS

In H,0; pH-Wert mit HCI oder NaOH einstellen
400mM MOPS; 100mM Nac; 10mM EDTA

1749 NaCl; 88,2g Na-Citrat

add 11 H20

2M Tris; 1M NaOAc; 50 mM EDTA

1,0 M Tris-Borat ; 20 mM EDTA

pH 8,3

50 mM HEPES-KOH pH7.5; 140 mM NaCl; 1 mM
EDTA pH8; 1% Triton X-100; 0.1%
Natriumdesoxycholat; 0.1% SDS
Protease-Inhibitoren (frisch hinzufligen)

0.1% SDS; 1% Triton X-100; 2 mM EDTA pHS,;
150 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI pH8

50 mM Glycin; pH 2.5-3.0; 1.0 M Tris pH 7.5

20 mM Tris HCI pH 8; 137 mM NaCl; 10% glycerol; 1%
Nonidet P-40 (NP-40); 2 mM EDTA

10mg*ml™" Ethidiumbromid

0,1% Triton-X100; 2,0% BSA in PBS
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PBSMT

PBST
Qiagen-Puffer P1
Qiagen-Puffer P2
Qiagen-Puffer P3
Qiagen-Puffer QBT

Qiagen-Puffer QC
Qiagen-Puffer QF

RIPA-Puffer

RNA-Denaturierungspuffer

Stripping-Puffer Westernblot

1x TdT-Puffer

Transferpuffer Westernblot

Material

0,1% Tween-20, 1,5% Milchpulver in PBS

0,1% Tween-20 in PBS

50mM Tris-HCI pH8; 10mM EDTA; 100ug/ml
RnaseA

200mM NaOH; 1% SDS

3,0M KAc pH 5,5

750mM NacCl; 50mM MOPS pH7; 5% Isopropanol
0,15% Triton

1M NaCl; 50mM MOPS pH7; 15% Isopropanol
1,25 mM NaCl ; 50mM Tris-HCI pH8,5

15% lsopropanol

10 mM Phosphatpuffer; 0,1 % SDS; 1 % Triton-
X100; 0,1 % Natriumdesoxycholat; vor
Verwendung Protease-Inihbitor hinzugeben

6,5% Formaldehyd; 0,5% Ethidiumbromid;

4x MOPS; 50% Formamid (rekristallisiert)

100mM Mecaptoethanol; 2% SDS; 62,5 mM Tris
pH 6,6

30mM Tris; 140mM Cacodylat, pH7,2; 25mM
CoCl,

25mM Tris ; 192mM Glycin ; 20% Methanol

.5.2 Lésungen fir die Zellkultur

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Minchen

Dulbecco’'s MEM mit  Glutamax Invitrogen, Carlsbad, USA

(DMEM)

Fetales Kalberserum (FCS)
FugeneHD

Gelatine

Leukemia Inhibiting Factor (Lif)
L-Glutamin

MACS-Puffer

Hyclone, Logan, USA

Roche, Penzberg
Sigma-Aldrich, Minchen
Millipore, Schwalbach
Invitrogen, Carlsbad, USA
2mM EDTA; 0,5% BSA in PBS

Nicht-essentielle Aminosauren (NEAA) Invitrogen, Carlsbad, USA

(100x)
Penicilin/Streptomycin (P/S)

Invitrogen, Carlsbad, USA
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Phosphat-gepufferte Salzlésung
RPMI

Trypsin

3-Mercaptoethanol (3-Me)

2.5.3 Medien fir die Zellkultur

ES-Medium

(Medium fir embryonale Stammzellen)

EB-Medium

(Medium flr embryoid bodies)
Einfriermedium
Fibroblasten-Medium
(Feeder-Medium)
TCam-2-Medium

2.5.4 Losungen fiir die Bakterienkultur

1x LB Agar

5x LB-Medium

Ampicillin-Stammldsung

Material

Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
PAN Biotech, Wien, Osterreich
Invitrogen, Carlsbad, USA

DMEM; 15% FCS; 50 U/ml P/S; 200nM
L-Glutamin; 1X NEAA; 1000 U/ml Lif;
100nM R-Me

DMEM; 15% FCS; 50 U/ml P/S; 200nM
L-Glutamin; 17X NEAA; 100nM R-Me

10% DMSO; 90% FCS

DMEM; 15% FCS; 50 U/ml P/S; 200nM
L-Glutamin; 17X NEAA; 100nM R-Me
RPMI; 10%FCS; 200nM L-Glutamin; 50
U/ml P/S

10g Trypton; 5g NaCL; 5g Hefe-Extrakt;
169 Agar; ad 11 H,O

50g Trypton; 25g NaCL; 25g Hefe-
Extrakt; ad 11 H,O

100mg/ml Ampicilin

2.5.5 Loésungen fiir die Praparation und Antikérperfarbung von Mausembryonen

DMEM-BSA
PBS-EDTA
PBST

DMEM; 20mg/ml BSA
PBS; 1mM EDTA
PBS; 2%BSA; 0,1% Triton-X100
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2.6 Nukleinsauren

2.6.1 Oligonukleotide zur Detektion muriner Sequenzen

In4down 5- AACAGGTTATCATTTGGTTGGGATT -3°
Ex5up 5- CAATTTTGTCCAACTTCTCCCTCAA -3’
Ex6up 5- AATAGTCAGCCACCGCTTTACTAGG -3°
Cre-F 5’- CCACGACCAAGTGACAGCAATG -3’
Cre-R 5’- CAGAGACGGAAATCCATCGCTC -3°
mAct-F 5- GGTCAGAAGGACTCCTATGT -3’
mAct-R 5- ATGAGGTAGTCTGTCAGGTC -3’
mAP-2g-F 5- ATTTCGATGACCAAGAACCCTTTG -3’
mAP-2g-R 5’- ACGAGAGACGTGAGGAGAGTGAC-3’
mBlimp-F 5- GCCAACCAGGAACTTCTTGTGT -3’
mBlimp-R 5’- AGGATAAACCACCCGAGGGT -3°
mDAZL-F 5’- CAGCAACCACAAGTCAAGGA -3’
mDAZL-R 5- ACGTGGCTGCACATGATAAG -3°
mHOXB1-F 5- GATCCTACAGGTCTTGGGACC -3’
mHOXB1-F 5- AGCTCAAAGGCACTGAACTGAG -3°
mKit-F 5’- CATCCATCCATCCAGCACAA -3’
mKit-R 5- CACAACAGGGATAGCCTTGA -3°
MVH-F 5’- CCAAAAGTGACATATATACCC -3°
MVH-R 5-TTGGTTGATCAGTTCTCGAG -3°
mNanos3-F 5- TCCCGTGCCATCTATCAG -3’
mNanos3-R 5- GGATGTTGAGGCAACACC -3’
mNkx2.5-F 5- CAAGTGCTCTCCTGCTTTCC -3°
mNkx2.5-R 5- AGGTACCGCTGTTGCTTGAA -3’
mOct4-F 5°- CTAGCATTGAGAACCGTGTGAG -3’
m-Oct4-R 5- GAAAGGTGTCCTGTAGCCTCAT -3’
mPrdm14-F 5- GCCTGAACAAGCACATGAGA -3’
mPrdm14-R 5- AGGAAGCCTTTCCCACAAAT -3’
mStella-F 5- GTCGGTGCTGAAAGACCCTA -3’
mStella-R 5- GATTTCCCAGCACCAGAAAA -3’
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2.6.2 Oligonukleotide zur Detektion humaner Sequenzen

hAFP-F 5- AGCTTGGTGGTGGATGAAAC -3’
hAFP-R 5- CCCTCTTCAGCAAAGCAGAC -3’
hAP-2g-F 5- CCCACTGAGGTCTTCTGCTC -3°
hAP-2g-R 5- AGAGTCAC ATGAGCGGCTTT -3’
hBLIMP-F 5- GGGTGCAGCCTTTATGAGTC -3°
hBLIMP-R 5-CCTTGTTCA TGCCCTGAGAT -3’
hBUOLE-F 5- TATAAGGATAAGAAGCTGAACATTGGT-3°
hBOULE-R 5- CGAAGTTACCTCTGGAGTATGAAAATA-3’
hDAZL-F 5- ATGTTAGGATGG ATGAAACTGAGATTA -3°
hDAZL-R 5- CCATGGAAATTTATCTGTGATTCTACT -3°
hGAPDH-F 5-TGGTATCGTGGAAGGACTCATGAC -3’
hGAPDH-R 5- ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC -3’
HOXB1-F 5- TCAGAAGGAGACGGAGGCTA -3°
HOXB1-R 5- GTGGGGGTGTTAGGTTCTGA -3°
hOCT4-F 5- CGAAAGAGAAAGCGAACCAG -3’
hOCT4-R 5- GCCGGT TACAGAACCACACT -3°
hPRMT5-F 5-TTGCCGGC TACTTTGAGACT -3’
hPRMT5-R 5- AAGGCAGGA AAGCAGATTGA -3’
hVASA-F 5- AGAAA GTAGTGATACTCAAGGACCAA -3’
hVASA-R 5- TGACAGAGATTAGCTTCTTCAAAAGT -3’
2.6.3 siRNS
hAP-2y-siRNS s$c29696, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

2.6.4 Oligonukleotide fiir die Synthese von cDNS

Oligo-d(T)z0-Primer New England Biolabs, Schwalbach

2.6.5 Oligonuleotide zur radioaktiven Detektion von miRNS

miR-1 5 - TGGAATGTAAAGAAGTATGTATCCTGTCTC-3"
miR-133a 5-TTTGGTCCCCTTCAACCAGCTG CCTGTCTC-3°
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miR-133b
miR-138
UBsnRNA

Material

5-TTTGGTCCCCTTCAACCAGCTA CCTGTCTC-3°
5- AGCTGGTGTTGTGAATCAGGCCGCCTGTCTC-3°
5- CCCTGCGCAAGGATGACACGCA CCTGTCTC-3'

2.7 Antikorper und magnetische Beads

2.7.1 primdre Antikorper

anti-AP-2y

anti-AP-2y

anti-AFP
anti-R-Actin

anti-Blimp1

anti-Blimp1

anti-DIG-HRP
anti-H2A/H4R3me?2

anti-cKit
anti-Oct

anti-PRMT5

anti-SSEA-1

anti-Stella

H-77, Kaninchen, polyklonal,

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

6E4/4, Maus, monoklonal,

Millipore, Schwalbach

(A0008), Kaninchen, polyklonal, DAKO, Hamburg
AC-15, monoklonal, Maus,

Sigma-Aldrich, Minchen

3H2-E8, Maus, monoklonal

NOVUS Biologicals, Littleton, USA

Maus, monoklonal,

zur Verfligung gestellt von Dr. H-M Jack, Erlangen
Roche, Penzberg

Kaninchen, polyklonal

Abcam, Cambidge, England

A4502, Kaninchen, polyklonal, DAKO, Hamburg
C-10, Maus, polyklonal,

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

014744, Kaninchen, polyklonal,

Millipore, Schwalbach

MC-480, Maus, Monoklonal

R&D Systems, Mineapolis, USA

ab19878, Kaninchen, polyklonal

Abcam, Cambidge, England
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2.7.2 sekundare Antikorper

anti-Kaninchen-Alexa-488
anti-Kaninchen-Alexa-594
anti-Maus-Alexa-488
anti-Maus-Alexa-594
anti-Kaninchen-HRP
anti-Maus-Alexa-HRP

2.7.3 magnetische Beads

anti-Maus-IgM
DYNABEADS®

.8 Zellsysteme

2.8.1 Prokarioten

TOP10F

2.8.2 Eukaryoten

JKT-1

TCam-2

AP-2y"L1

AP-2y"L20

MEF

Material

Ziege, Invitrogen, Carlsbad, USA
Ziege, Invitrogen, Carlsbad, USA
Ziege, Invitrogen, Carlsbad, USA
Ziege, Invitrogen, Carlsbad, USA
Ziege, DAKO, Hamburg
Ziege, DAKO, Hamburg

Miltenyi, Bergisch Gladbach
Invitrogen, Carlsbad, USA

E. coli-Stamm:

F'{laclqg Tn10 (TetR)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80/acZAM15 AlacX74 recA1 araD139 A(ara-
leu)7697 galU galK rpsL endA1 nupG

Humane Keimzelltumorzellinie aus einem
Seminom. Zur Verfligung gestellt von K. Kinugawa,
Humane Keimzelltumorzellinie aus einem
Seminom. Zur Verfliigung gestellt von S. Kitazawa,
Murine ES-Zellinie, 25%B6, 75%129/SV

Zur Verfigung gestellt von Dr. S. Buhl

Murine ES-Zellinie, 25%B6, 75%129/SV

Zur Verfligung gestellt von S. Buhl

murine embryonale Fibroblasten
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2.9 Mauslinien

129/SV_AP_2YIOXP/IOXP

B6-Sox2Cre-AP-2y*"

2.10 Kits

BCA Protein Assay Kit

mirVana™miRNA Detection Kit

Material

homozygot konditionale AP-2y-Linie
genetischer Hintergrund: 129/SV

heterozygote AP-2y-Linie, Cre-Expression unter der

Kontrolle des Sox2-Promotors
genetischer Hintergrund: 25% 129/SV, 75%B6

Pierce, Rockford, USA
Applied Biosystems, Warrington, GB

mirVana™miRNA Probe Construction Applied Biosystems, Warrington, GB

Kit

Qiagen Gel Extraction Kit

Qiagen HiSpeed Maxi Kit
TOPO-TA-Cloning Kit

SuperSignal West Femto Maximum

Sensitivity Substrate

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Carlsbad, USA
Perbio
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3 Methoden

3.1 Tierhaltung

Die Mause wurden auf Streu in Plastikkafigen gehalten und erhielten Trockenfutter und
Wasser ad libitum. Der Tag- /Nachtzyklus betrug jeweils 12h. Zur Identifikation wurden die
Tiere im Alter von drei Wochen mit nummerierten Ohrmarken versehen, zudem wurde eine
Schwanzbiopsie zur DNS-Gewinnung durchgeflhrt.

Das Toten der Tier erfolgte durch zervikale Dislokation.

Nach Verpaarung der Tiere fir die Gewinnung von Embryonen wurde jeden Morgen eine
Pfropfkontrolle durchgefiihrt. Der Tag, an dem ein Vaginalpfropf gefunden wurde, wurde als

Tag 0,5 der Embryonalentwicklung festgelegt (E0.5).

3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Praparation kompetenter E.coli-Kulturen

Eine Bakterienkultur wurde in 50ml LB-Medium G/N bei 37°C und 250rpm in einem
Bakterienschittler inkubiert (Vorkultur). 1ml der Vorkultur wurde anschliefend 1:100 in LB-
Medium verdinnt und noch einmal bis zu einer ODgso 0,2 weiter wachsen lassen (37°C,
250rpm). AnschlieBend wurde die Kultur auf Eis abgekihlt und zentrifugiert (5 min,
2500rpm, 4°C). Das Pellet wurde in 50 | kalten CaCl, (50mM) vorsichtig resuspendiert und
fur 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine erneute Zentrifugation (5 min, 2500rpm, 4°C). Das
Bakterienpellet wurde in 10ml kalten CaCl, (50mM) + 15% Glycerol resuspendiert und
schlieBlich in 100ul Aliquots in Reaktionsgefalien portioniert. Vor der Lagerung bei -80°C

wurden die Aliquots in fliissigen N, schockgefrostet.
3.2.2 Herstellung von LB-Amp-Agarplatten
LB-Agar wird in der Mikrowelle aufgekocht und nach Abkihlen auf ca. 55°C mit 100ug/ml

Ampicillin versetzt. Danach wird der LB-Amp-Agar auf Petrischalen (9cm) portioniert und

zum Gelieren abgekdihlt.
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3.2.3 TOPO-Klonierung

Die TOPO-Klonierung stellt eine schnelle und effiziente Methode zur Subklonierung von
PCR-Produkten dar. Dabei macht sich die TOPO-Klonierung die Tatsache zunutze, dass die
bei der PCR benutzte Tag-Polymerase an das 3'-Ende des PCR-Produktes ein
Deoxyadenosin (A) anhangt. Dadurch lasst sich das PCR-Fragment leicht in den pCR-II-
TOPO-Vektor (im Kit enthalten) zwischenklonieren, da dieser Desoxythymin-Uberhdnge an
den 5’-Enden aufweist.

Bei allen Schritten wurde sich streng an die Herstellerangaben gehalten.

3.2.4 Praparation kleiner Mengen Plasmid-DNA ("Mini-Prap“)

Die Mini-Prap dient der spateren ldentifizierung von positiven Bakterienklonen.

Fur die Mini-Prap wurden 2,5ml Selektionsmedium mit einer Bakterienkolonie von einer LB-
Amp-Agarplatte beimpft und /N bei 37°C unter Schitteln (225rpm) inkubiert.

1,5ml der Ubernachtkultur wurden anschlieRend pelletiert (2 min, 13200rpm), der Uberstand
verworfen und das Pellet in 150pl Qiagen-Puffer P1 resuspendiert. Durch Zugabe von 300ul
Qiagen-Puffer P2 wurden die Bakterien lysiert (alkalische Lyse). Das Lysat wurde
anschliefend mit 150pl Qiagen-Puffer P3 neutralisiert. Durch Zentrifugation (5 min, 13200
rom) wurde das ausgefallene SDS pelletiert und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal
Uberflhrt. Anschlielend erfolgte eine Extraktion und Prazipitation der DNA mit
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol und EtOH. Die aufgereinigte DNA wurde in 40pl HyOg4q

aufgenommen.

3.2.5 Praparation grofRer Mengen Plasmid-DNA ("Maxi-Prap")

Die Maxi-Prap dient der Vermehrung eines Plasmides, dabei wurde das Qiagen HiSpeed
Maxi Kit zur Aufreinigung der Plasmid-DNA verwendet, dabei wurde streng nach den
Angaben des Herstellers verfahren.

Zunachst wurden 200ml einer Ubernachtkultur zentrifugiert (15 min, 5000rpm, 4°C) und der
Uberstand verworfen. Danach erfolgte die Resuspension der Bakterien in Qiagen-Puffer P1
und die anschlieBende Lyse mit Qiagen-Puffer P2 (5 min, RT). Es folgte die Neutralisierung
mit Qiagen-Puffer P3 (10 min, RT). Mittels der QIA-Filter-Maxi-Cartidge wurden die
Zelltrimmer, genomische DNA und das ausgefallene SDS abfiltriert und die Plasmid-DNA in

einer Saule (HiSpeed Maxi Tip) an einer Anionenaustauscher-Matrix aufgereinigt.
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Anschlieend wurde die DNA an der Silika-Membran des QIA-Precipitators entsalzt,

konzentriert und mit 1000ul H,O4q eluiert.

3.3 Nukleinsaureanalytik

3.3.1 DNS-Isolation aus Geweben und Zellen

Die Gewebestlicke oder Zellpellets wurden Uber Nacht in 710ul Lyse-Puffer und 40yl
Proteinase K-Lésung (10mg/ml) bei 55°C lysiert. Am nachsten Morgen wurden die Proben
5min bei Raumtemperatur gemischt. Nach Zugabe von 300ul 5 M NaCl, wurden die Proben
erneut 5min gemischt und 10min bei 13000rpm und 10°C zentrifugiert. 750ul des
Uberstandes wurden in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefal mit vorgelegten 1000ul 2-Propanol
Uberflihrt. Die Prazipitation der DNA erfolgte durch eine zweistiindige Inkubation bei -20°C
anschlie3en folgte eine 15-minitige Zentrifugation bei 13000rpm und 4°C. Das so erhaltene
Prazipitat wurde zweimal mit 500ul 80%igem Ethanol gewaschen, bei 37°C fir 30min
getrocknet und anschlieRend in 400ul H20 aufgenommen. Danach wurde die DNS 2h bei
37°C gelost.

3.3.2 RNS-Isolation aus Geweben und Zellen

Das Gewebe oder die Zellpellets wurden zunachst in 800ul Trizol lysiert. Das Lysat konnte
zu diesem Zeitpunkt bei —70°C gelagert werden oder wurde sofort weiterbearbeitet. Als
Nachstes wurden 400ul Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol zugegeben. Das Gemisch wurde
15sec kraftig geschiittelt, dann flr 5 min bei RT inkubiert und schlie3lich zentrifugiert (15min,
10600rpm, 4°C). Danach wurden maximal 600ul der wassrigen RNA-haltigen Phase
sorgfaltig abpipettiert und in ein neues Reaktionsgefal Uberfihrt. Der Ansatz wurde
anschlieBend mit 1500yl Isopropanol versetzt und flr 2 Stunden bei -80°C inkubiert und
danach zentrifugiert (15min, 10600rpm, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und die
sedimentierte RNA wurde zweimal mit 1000ul 70% Ethanol (verdinnt in DEPC-Wasser)
gewaschen und zentrifugiert (5min, 8000rpm, 4°C). Der Uberstand wurde dekantiert und die
sedimentierte RNS 10min lang luftgetrocknet. Danach wurde die RNS in 400ul DEPC-

Wasser fir 10min bei 55°C auf dem Schuttler geldst.
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3.3.3 Photometrische Konzentratiosnbestimmung Nukleinsaure-haltiger Lé6sungen

Bei der Konzentrationsbestimmung erfolgt die Messung der Absorption mittels Photometer
bei einer Wellenlange von A=260nm (Absorptionsmaximum von Nukleinsauren). Dabei wird
gegen das LoOsungsmittel gemessen. Zudem la8sst sich anhand des Quotienten der
Absorption bei A=260nm und A=280nm (Absorptionsmaximum aromatischer AS der Proteine)
die Reinheit einer Nukleinsdure-Losung eruieren. Der Quotient sollte bei DNS-haltigen
Lésungen um 1,8 liegen, bei RNS-haltigen Lé6sungen um 2,0.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte am NanoDrop. Dieses Gerat ermoéglich die

photometrische Konzentrationsbestimmung mit geringen Volumina (1pl).

3.3.4 Restriktionsverdau

Fur den Restriktionsverdau von DNS wurden Typ Il Restriktionsendonukleasen verwendet.
Fur einen analytischen Verdau wurde 1ug DNS mit 2ul 10x Restriktionspuffer und 1,5ul
Enzym (10U/pl) versetzt und das Reaktionsvolumen mit ddH,O auf 20ul eingestellt. Der
Reaktionsansatz wurde fiir 2h bei 37°C inkubiert.

Fur einen praparativen Verdau wurden 5ug DNS mit 8ul 10xRestriktionspuffer und 5ul
Enzym (10U/pl) versetzt und das Reaktionsvolumen mit ddH,O auf 80ul eingestellt. Der

Reaktionsansatz wurde anschlief3end /N bei 37°C inkubiert.

3.3.5 DNasel-Verdau von RNS-Lésungen

Um Kontaminationen von RNS-Lésungen mit genomischer DNS zu eliminieren, wurde die
DNS mithilfe von DNasel enzymatisch abgebaut. Dazu wurden 1ug RNS mit 1yl DNase-
Puffer und 1pl DNasel versetzt und das Volumen auf 10ul mit RNase-freiem Wasser
eingestellt. Nach einer Inkubation von 10min bei RT wurde die Reaktion durch Zugabe von
1ul 0,25mM EDTA abgestoppt und die DNase durch Hitze inaktiviert (15min, 70°C).

3.3.6 Denaturierung von RNS-haltigen Lésungen zur qualitativen Analyse

Fur die anschlieBende Qualitdtskontrolle von RNS-haltigen Lésungen wurde die RNS

denaturiert. Dazu wurden 1ug RNS in 10yl RNA-Denaturierungspuffer aufgenommen und

anschlieRend fuir 10min bei 65°C denaturiert.
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3.3.7 Agarose-Gelelektrophorese

Zur praparativen lIsolierung und Analyse verschiedener doppelstrangiger DNS-Fragmente
wurden horizontale Agarose-Gele gegossen. Dazu wurde Agarose in 1xTAE-Puffer
aufgenommen und in der Mikrowelle aufgekocht. Nach einer kurzen Abkihlphase wurde die
flissige Agarose mit Ethidiumbromid (0,5ug/ml) versetzt. Das auspolymerisierte Gel wurde
anschlieBend mit 1xTAE-Puffer Uberschichtet und mit DNS (versetzt mit Ladepuffer)
beladen.

Fur die qualitative Analyse von RNS wurden ebenfalls horizontale Agarose-Gele gegossen.
Dazu wurde 1,2g Agarose in 5ml 20xMOPS-Puffer und 83ml ddH,O aufgenommen und in
der Mikrowelle aufgekocht. AnschlieRend wurden 12ml 37%-iger Formaldehyd-Ldsung
hinzugegeben. Das auspolymerisierte Gel wurde anschlieRend mit 1xMOPS-Puffer

Uberschichtet und mit denaturierter RNS (versetzt mit Ladepuffer) beladen.

In einem elektrischen Feld kénnen anschliellend die Nukleinsaurefragmente der Lange nach
aufgetrennt werden. Die Detektion und Dokumentation der Nukleinsduren wurde unter UV-
Licht (A = 322nm) durchgefihrt.

3.3.8 Elution von DNS aus Argarose-Gelen

Dieses Verfahren ermdglicht die Isolation eines gewlinschten DNS-Fragmentes mit dem
Qiagen Gel extraction Kit. Ein DNS-Gemisch wurde dabei in einer Agarose
Gelelektrophorese der Lange nach aufgetrennt und das gewiinschte Fragment unter UV-
Licht (A = 322nm) lokalisiert. Das Fragment wurde mit einem Skalpell aus dem Gel
ausgeschnitten und gewogen.

Das Gelstlck wurde anschliefend mit dem dreifachen Volumen an QG-Puffer versetzt und
die Agarose bei 50°C gelost. Die Losung wurde dann mit einem Gelvolumen Isopropanol
versetzt, gemischt, in die QIAGEN-Saule gegeben und 1min bei 13200rpm zentrifugiert.
Dabei bindet DNS aufgrund der hohen Affinitat zur Silikamatrix an die Membran der Saule.
Anschlieflend erfolgt das Waschen der DNS mit 750ul PE-Puffer fir 5 min. Danach erfolgte
zwei Zentrifugationsschritte (je 1min, 13200rpm). Die aufgereinigte DNS konnte nun
anschlie®end durch Auftropfen von 30ul H,O und erneuter Zentrifugation (1min, 13200rpm)

aus der Membran eluiert werden.
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3.3.9 Synthese von copy-DNS (cDNS)

Durch die reverse Transkription von mRNS in cDNS kann man die einzelstrangige mRNS in
doppelstrangige DNS-Molekiile umschreiben. Dabei bedient man sich Reverser
Transkriptasen aus Viren.

Als Startermolekiil dient ein Oligonukleotid (Oligo-d(T)), das an die poly(A)-Sequenz der
mRNS bindet. Mittels der reversen Transkription (RT) und einer anschlielenden
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR, siehe Kapitel 3.3.9) ist man in der Lage, die Transkripte
einzelner Gene in Verhaltnis zueinander zu setzen und somit Aussagen lber die Regulation
von Genen zu machen. Mithilfe eines Referenzgens ist es mdglich, die Transkriptmengen
verschiedener Proben zu vergleichen. Die Kombination von c¢DNS-Synthes und
anschlieBender PCR wird auch als Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) bezeichnet.

Fur die Synthese von cDNS wurde wie folgt verfahren:

100ng DNasel-behandelte RNA wurde mit 1ul Oligo-d(T) und 2ul dNTPs (10mM) gemischt
und das Volumen mit RNase-freien Wasser auf 13ul eingestellt. AnschlielRend folgte ein
Denaturierungsschritt fir 5min bei 65°C um eventuelle Sekundarstrukturen der RNS
aufzulésen. Nach dem Denaturieren wurde das Nukleinsaure-Gemisch auf Eis abgekuhlt und
es folgte die Zugabe von 1pl SuperScript Il Reverser Transkriptase, 1yl DTT (0,1M), 1pl
RNaseOut und 4ul Reverse Transkriptase-Puffer. Die Synthese der cDNS erfolgte flr 1h bei
55°C.

Die so gewonnene cDNS kann nun in einer PCR benutzt werden.

3.3.10 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR ist eine feinanalytische Technik zur logarithmischen Amplifikation von DNS
Fragmenten. Eine PCR beruht auf der Tatsache, dass ausgewahlte Startermolekiile (Primer,
Oligonukleotide, die die Sequenz von Interesse flankieren) bei einer bestimmten Temperatur
(Annealingtemperatur) an homologe Sequenzen binden und sich anschlieRend in 5 >3-
Richtung durch eine DNA-Polymerase verlangern lassen. Dieser Zyklus kann wiederholt
werden, was eine Amplifikation der, durch die Primer flankierten, Sequenz fiihrt.

Im Verlauf einer PCR wird die doppelstrangige Matritzen-DNS (dsDNS) bei Temperaturen
oberhalb 90°C zu einzelstrangiger DNS (ssDNS) denaturiert. Anschlielend wird die
Temperatur auf die Annealingtemperatur herabgesetzt und die Primer werden durch eine

thermostabile DNA-Polymerase in 5°> 3 Richtung verlangert.
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Die PCR wurde in dieser Arbeit sowohl zur Genotypisierung von Mausen und Zellen, als
auch zur semiquantitativen Analyse von Transkriptmengen (RT-PCR, siehe auch Kapitel
3.3.9) benutzt.

Reaktionsansatz fur die Genotypisierung muriner AP-2y-Allele:
10,0pul genomische DNS

1,0ul ANTPs (10mM)

1,0ul  In4down (10uM)

1,0ul Ex5up (10uM)

1,0ul Ex6up (10uM)

5,0ul PCR-Puffer

2,5u1 MgCl, (50mM)

0,2ul Platinum-Tag-Polymerase (5U/ul)
ad 50ul ddH,O

Reaktionsprotokoll fir die Genotypisierung muriner AP-2y-Allele:
94°C, 2min

94°C, 45sec

55°C, 30sec x37

72°C, 1min

Reaktionsansatz flir den Nachweis von Transkripten:
1,0ul cDNS

1,0ul ANTPs (10mM)

1,0ul  Oligonukleotid-F (10uM)

1,0ul  Oligonukleotid-R (10uM)

5,0ul PCR-Puffer

2,0ul MgCl, (50mM)

0,2ul Platinum-Tag-Polymerase (5U/ul)

ad 50ul ddH,O

Reaktionsprotokoll fir den Nachweis von Transkripten:

94°C, 2min

94°C, 45sec

55-62°C, 30sec Anzahl der Zyklen siehe Tabelle 1
72°C, 45sec
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Annealing- Produktgrofie
Transkript Oligonukleotide Zyklenzahl
Temperatur (°C) (bp)
mAct-F
3-Actin 55 30 428
mAct-R
hAFP-F
AFP (human) 60 35 250
hAFP-R
) mAP-2g-F
AP-2y (murin) 57 30 326
mAP-2g-R
hAP-2g-F
AP-2y (human) 60 25 240
hAP-2g-R
mBlimp-F
Blimp1 (murin) 58 30 320
mBlimp-R
hBLIMP-F
Blimp1 (human) 60 30 290
hBLIMP-R
hBUOLE-F
Boule (human) 60 30 210
hBOULE-R
Brachyur mBrachyury-F
yary Y 55 30 750
(murin) mBrachyury-R
mDAZL-F
Dazl (murin) 59 30 313
mDAZL-R
hDAZL-F
Dazl (human) 60 25 210
hDAZL-R
hGAPDH-F
GAPDH (human) 60 20 336
hGAPDH-R
mHOXB1-F
Hoxb1 (murin) 60 30 380
mHOXB1-F
hHOXB1-F
Hoxb1 (human) 58 30 220
hHOXB1-F
mKit-F
c-Kit (murin) 55 30 536
mKit-R
MVH-F
MVH 59 30 450
MVH-R
mNanos3-F
Nanos 3 58 30 500
mNanos3-R
mNkx2.5-F
Nkx2.5 55 35 249
mNkx2.5-R
mOct4-F
Oct3/4 (murin) 58 25 228
m-Oct4-R
hOCT4-F
Oct3/4 (human) 60 20 170
hOCT4-R
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mPrdm14-F
Prdm14 (murin) 60 30 244
mPrdm14-R
hPRMT5-F
Prmt5 (human) 60 30 400
hPRMT5-R
mStella-F
Stella (murin) 58 30 279
mStella-R
hVASA-F
60 30 220
Vasa hVASA-R

Tabelle 1: Ubersicht (iber die Bedingungen fiir die Reverse Transkriptase-PCR und den resultierenden

ProduktgréfRen. Alle Oligonukleotide fiir die RT-PCR wurden so ausgewahlt, dass sie Intron-

Uberspannend sind und somit die angegeben Produktgrée nur bei der Amplifikation der

entsprechenden cDNS zu Stande kommen kann.

3.3.11 Synthese von radioaktiv markierten Sonden zur Detektion von miRNS

Zur Synthese von radioaktiv markierten
RNS-Sonden zur Detektion von miRNS-
Molekulen wurde das mirVana® Probe
Construction Kit verwendet. Die Prozedur
beruht darauf, dass zuerst ein DNS-
Oligonukleotid (Template) designt wird,
dass aus der Zielsequenz und einem 3'-
CCTGTCTC-Anhang besteht. Dieser
Anhang ermdglicht die Hybridisierung
eines weiteren Oligonukleotids (T7
Promotor Primer) das aus der Promotor-
Sequenz fir die T7-Polymerase und
einer dem 3’-Anhang des Templates
komplementaren Sequenz. Es folgt das
Auffillen der einzelstrangigen Bereiche

mit dem Klenow-Enzym und eine

Ziel-RNS

Design eines
DNS-Oligonukleotids

Zielsequenz
(TICCTGTCTC

Hybridiesierung von
Oligonukleotiden

T7-Promotor
GGACAGAG

(ThCCTGTCTC

Auffillen mit
Klenow-Enzym

Zielsequenz

(Gegenstrang) T7-Promotor
s (A )1 G GACAGAG

(TICCTGTCTC

Transkription mit T7
Polymerase

/\/(A)nGGACAGAGGG 5'
3

Gegenstrang RNS

Abbildung 9: Schematische Darstellung der
Synthese von radioaktiv markierten Sonden zur
Detektion von miRNS mithilfe des mirVana® Probe
Construction Kits.

anschlieBende Transkription mit der T7-Polymerase. Bei der Transkription wird das

radioaktiv markierte Nukleotid [a-**P]-Cytidintriphosphat eingebaut (siehe Abb. 9).

Fur die Herstellung von radioaktiv markierten Sonden wurden zunachst 2ul des Template-

Oligonukleotids (100uM) mit 2ul des T7-Promotor Primers und 6ul Hybridisierung-Puffer

gemischt und flr 5min auf 70°C erhitzt. Das Gemisch wurde dann 5min auf RT abgekihlt.
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Anschlielend wurden 2ul dNTP-Mix, 2ul Klenow-Puffer, 2ul Klenow-Enzym und 4pl
Nuklease-freies H,O hinzugegeben und das Reaktionsgemisch fir 30min bei 37°C inkubiert.
Im néchsten Schritt wurden 5pl [a-*?P]-Cytidintriphosphat, 2ul T7-Puffer, 2ul T7 Polymerase
und jeweils 1ul UTP, GTP und ATP (jeweils 10mM) hinzugegeben, gemischt und flr 30min
bei 37°C inkubiert. AnschlieRend werden die DNS-Oligonukleotide mit 1ul DNasel fir 10min
bei 37°C abgebaut. Um die Sonde von nicht inkorporierten Nukleotiden zu befreien, wurden
sie zunachst mit gleichen Volumen Ladepuffer gemischt und flr 3min bei 95°C denaturiert.
Anschlielend wurde eine Acrylamid-Gelekltrophorese (siehe Kapitel 3.3.13) durchgefiihrt
und die Sonde aus dem Gel eluiert (siehe Kapitel 3.3.14).

3.3.12 Hybridisierung von radioaktiv markierten Sonden mit total-RNS-haltigen

Léosungen

Nach der Aufreinigung der radioaktiv markierten Sonden wurden diese mit total-RNS-
haltigen Lésungen hybridisiert. Flr diese Prozedere wurde das mirVana® Detection Kit
benutzt. Dazu wurden 1ul der aufgereinigten Sonde, mit 5ug tolal-RNA, 2ul
Hybridiesierungspuffer gemischt und das Volumen mit Nuklease-freien H,O auf 20l
eingestellt. Das Gemisch wurde flr 3min auf 95°C erhitzt und es folgte eine Inkubation Uber
Nacht bei 42°C.

Am nachsten Tag erfolgte die Inkubation des Reaktionsgemisches mit 150ul RNase-Puffer
und 1,5yl RNaseA/RNaseT1 fir 30min bei 37°C. Dabei erfolgt der enzymatische Abbau von
einzelstrangigen RNS-Molekiilen, die Sonde/Ziel-RNS-Duplex wird dabei nicht abgebaut.
Anschlieliend wurden die RNasen durch Zugabe von 225ul RNase inactivation /PPT-Lésung
inaktiviert. Durch Zugabe von 225pul 100%igen Ethanol und die Inkubation von 2h bei -20°C
und anschlieBende Zentrifugation (20min, 13000rpm, 4°C) wurden die Nukleinsauren
prazipitiert und pelletiert. Der Uberstand wurde abgezogen, das Pellet luftgetrocknet, in 5ul

Lade-Puffer geldst und anschlieend fir 3min bei 95°C denaturiert.

3.3.13 Acrylamid-Gelektrophorese von Nukleinsduren

Fur die GroRentrennung von kurzen Nukleinsauren wurde ein Acryamid-Gelektrophorese
durchgefihrt, da diese eine héhere Auflésung bietet als eine Agarose-Gelektrophorese. Die
verwendeten Gele hatten einen 15% Anteil an Acryamid. Dazu wurden 23,98g Harnstoff, 5ml
10xTBE-Puffer, 25ml Acrylamid-Lésung (30%ig) gemischt. Anschliefend wurden 250ul APS
(10%ig) und 50ul TEMED hinzugegeben und das Gel gegossen.
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Nach dem Auspolymerisieren des Gels wurde dieses in die Elektrophoreskammer
eingespannt und mit 1xTBE-Puffer Uberschichtet. Die hitzedenaturierten Proben wurden in

die Geltaschen geladen und es folgte eine vertikale Gelelektrophorese.

3.3.14 Elution von radioaktiv markierten Sonden aus Acrylamid-Gelen

Nach der Synthese der radioaktiv markierten Sonden erfolgte Acrylamid-Gelektrophorese,
um die Sonde von nicht-inkorporierte Nukleotiden zu trennen. Nach der radiografischen
Detektion der Sonde wurde der entsprechende Teil des Gels mit einem suaberen Skalpell
ausgeschnitten und fir 45min bei 37°C in 300ul Elutions-Puffer inkubiert. AnschlieRend

wurde der Uberstand abgezogen und in ein neues ReaktionsgefaR lberfiihrt.

3.3.15 Detektion von miRNS

Nach der Acrylamid-Gelektrophorese wurde das Gel aus der Elektrophoreskammer
entnommen, in Frischhaltefolie eingepackt und eine Filmkassette eingelegt. Die Detektion

der sythetisierten Sonde und der Sonde/Ziel-RNS-Duplex erfolgte auf Réntgenfilmen.

3.3.16 Chromatin-Immunprézipitation (ChlP)

Die Chromatinimmunprazipitaion erlaubt es die Bindung eines Proteins an einer
genomischen Region von Interesse nachzuweisen. Dabei werden die Proteine an der DNS
kovalent gebunden und mithilfe magnetischer Partikel immunprazipitiert. Danach werden die
Proteine durch eine Protease von der DNS entfernt. Sollte das Protein an der genomischen
Sequenz von Interesse gebunden haben, so wurde durch die Prazipitation der
Sequenzabschnitt angereichert. Diese Anreicherung kann in der folgenden PCR
nachgewiesen werden.

Fir die ChIP wurde eine Einzellzellsuspension aus 107 Zellen erstellt und pelletiert. Das
Zellpellet wurde in 0,75%PFA resuspendiert und die Zellen fir fixiert (10 min, RT, schutteln).
Die Zellen werden anschliefend pelletiert und das Formaldehyd mit Glycin (125mM)
abgestoppt (5 min, RT, schitteln). Die Zellen wurden dreimal mit kaltem PBS gewaschen
und anschlieRend mit ChIP-Lysispuffer auf Eis fiir 30 min lysiert (750ul/10” Zellen). Danach
wurde das Lysat sonifiziert (Puls 30 sec/30 sec, 3 mal 5 min, in Eiswasser, DNS sollte in

Fragmenten von 300- 500 bp Lange vorliegen). Anschlielend wird das Lysat 30 sec bei
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13000rpm und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt.
Danach wird die Konzentration der sonifizierten DNS photometrisch bestimmt.

25ul der magnetischen Partikel (Beads) werden in ein Reaktionsgefald gegeben und fir 1
min in den Magneten gespannt. Danach werden die Beads zwei mal mit 200 pl ChIP-Wasch-
und Bindepuffer gewaschen und in den Magneten gespannt. Danach werden 5 ug des
Antikdrpers in 200 yl ChIP-Wasch- und Bindepuffer verdinnt und die Beads damit
resuspendiert und flr 10 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wird das Reaktionsgefall wieder
in den Magneten eingespannt und der Uberstand abgenommen und das Pellet dreimal mit
200ul ChlP-Wasch- und Bindepuffer gewaschen. Die Beads werden nun in einem Volumen
an Lysat, das 25 g sonifizierter DNS entspricht, Gber Nacht bei 4° und Rotation inkubiert.
Das Reaktionsgemisch wird danach in den Magneten eingespannt und dreimal mit 1000 ul
ChIP-Wasch- und Bindepuffer gewaschen in 100yl ChIP-Wasch- und Bindepuffer
aufgenommen, in ein neues Reaktionsgefall berflhrt, danach in den Magneten eingespannt
und der Uberstand abgenommen.

Anschlielend erfolgt die Elution mit 100 ul ChlIP-Elutions-Puffer fir 10 min und der
Proteinase K Verdau mit anschlieRender Phenol:Chloroform Extraktion der DNS (s.0.)
Danach erfolgt die PCR zum Nachweis der Prazipitation der genomischen Region von

Interesse.

3.4 Proteinanalytik

3.4.1 Proteinisolation aus Gewebe und Zellen

Tiefgefrorenes Gewebe oder pellettierte Zellen wurden in 1ml RIPA-Puffer (bei einer 10cm
Zellkulturschale) lysiertiert und fiir 10min auf Eis inkubiert, wahrenddessen einige Male
gevortext. Anschlielend folgte ein Zentrifugationsschritt bei 4°C und

13000rpm fiir 10min. Der Uberstand, der den Proteinextrakt enthalt, wurde abgenommen,

aliqutiert und bei -20°C gelagert.

3.4.2 Konzentrationsbestimmung von Protein-Lésungen

Die Protein-Konzentration wurde mittels des BCA Protein Assay Kit bestimmt. Dabei wurde
streng nach Herstellerprotokoll verfahren. Nach dem Auslesen der Extinktionswerte der
Eichgeraden konnte mittels einer Regressionsgleichung die Konzentration der Proben

errechnet werden.
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3.4.3 Immunprazipitation

Mittels der Immunprazipitation ist es moglich die Interaktion von Proteinen in Geweben oder
Zellen nachzuweisen. Dazu werden Proteinextrakte hergestellt, die anschliefend mit
Antikdrpern gegen das Protein von Interesse inkubiert. Die AntikGrper wurden zuvor an
supramagnetische Partikel gekoppelt und kénnen so mit einem Magneten aus dem
Proteinlysat extrahiert werden. Liegt eine Interaktion von zwei Proteinen vor, so wird der
Proteinkomplex aus dem Gesamtlysat mit dem gekoppelten Antikorper extrahiert.
Anschlielend wird das Prazipitat einer SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese und einem
Western Blot unterzogen und das interagierende Protein detektiert.

25ul der magnetischen Partikel (Beads) werden in ein Reaktionsgefald gegeben und fiir 1
min in den Magneten gespannt. Danach werden die Beads zweimal mit 200 pl ChIP-Wasch-
und Bindepuffer gewaschen und in den Magenten gespannt. Dach werden 5 ug des
Antikdrpers in 200 pl PBS verdinnt und die Beads damit resuspendiert und fir 10 min bei
RT inkubiert. AnschlieBend wird das Reaktionsgefald wieder in den Magneten eingespannt
und der Uberstand abgenommen und das Pellet dreimal mit 200ul PBS gewaschen. Die
Beads werden nun 25ug Proteinlysat Uber Nacht bei 4° und Rotation inkubiert. Das
Reaktionsgemisch wird danach in den Magneten eingespannt, dreimal mit 1000 pl PBS
gewaschen, in 100yl PBS aufgenommen und in ein neues Reaktionsgefal® Uberflhrt.
Danach wird das Reaktionsgefa in den Magneten eingespannt und der Uberstand
abgenommen. AnschlieBend werden die Pellets in Lammli-Puffer denaturiert und und die
magnetischen Partikel mithilfe des Magneten separiert. Der Uberstand wird anschlieRend

einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und einem Immunoblot unterzogen.

3.4.4 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung relativ groRvolumiger Proteingemische bedarf einer Fokussierung in
scharfen Zonen. Dies wird mithilfe der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgel-
Elektrophorese erreicht (Laemmli 1970). Im groRporigen Sammelgel ordnen sich die SDS-
Protein-Komplexe zwischen den vorauslaufenden Chloridionen und den Glyzin-Molekilen
an. Beim Eintritt in das kleinporige Trenngel werden die Proteinproben zu einer scharfen
Bande gestaucht. Glyzin erhalt eine negative Gesamtladung und Uberholt die SDS-Protein-
Komplexe, wodurch der Sammeleffekt aufgehoben wird. Die SDS-Protein-Komplexe trennen
sich nun nach ihrer molekularen Masse auf.

Die Gelapparatur wurde nach Herstellerangaben zusammengebaut und anschlieRend das

Trenngel gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet. Nachdem das Trenngel
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auspolymerisiert war, wurde das Isopropanol dekantiert und das Sammelgel auf das
Trenngel gegossen. Wahrenddessen wurden die Proteinproben (20ug) in 4xLammli-
Probenpuffer denaturiert (10min, 95°C) und anschliellend auf Eis abgekihlt. Die Proben
wurden in das vorbereitete Gel geladen und anschlieRend bei 30mA elektrophoretisch
aufgetrennt.

In dieser Arbeit wurden 10%ige Trenngele und 5%ige Sammelgele verwendet. Die

verwendeten Trenn- und Sammelgele setzten sich wie folgt zusammen:

Trenngel (10%), : Sammelgel (5%)

4,0 ml H,O 3,40 ml H,O

3,3 ml Acrylamid-Lsg (30%) 0,83 ml Acrylamid-Lsg (30%)
2,5 ml Tris-Puffer (1,5M, pH8,8) 0,63 ml Tris-Puffer (1M, pH6,8)
0,1 ml SDS (10%) 0,05 ml SDS (10%)

0,1 ml APS (10%) 0,05 ml APS (10%)

4,0 yl TEMED 5,00 yl TEMED

3.4.5 Immuno-Blot-Analyse (Western-Blot)

Proteine kdnnen nach elektrophoretischer Auftrennung mit der Methode des Elektrotransfers
(Towbin et al. 1979) auf Polyvinylidenfluorid- (PVDF-) Membranen lbertragen (Western-Blot)
und anschlielend mit spezifischen Antikérpern nachgewiesen werden. Der Transfer wurde
mit Hilfe einer Nassblot-Kammer durchgefiihrt. Die PVDF-Membran wurde vor dem Transfer
fur 3min in Methanol aktiviert und anschlielend flr 2 min in Transferpuffer aquilibriert. Das
SDS-Polyakrylamid-Gel wurde fir 10min in Transferpuffer gewaschen und anschlief3end
luftblasenfrei auf die PVDF-Membran gelegt. Auf beiden Seiten wurden jeweils zwei in
Transferpuffer getrankte Whatmann-Papiere, sowie jeweils ein in Transferpuffer getrankter
Schwamm platziert. Die Transfereinheit wurde anschliel3end so in die Kammer gestellt, dass
die negativ geladenen SDS-Protein-Komplexe im elektrischen Feld zur Anode wandern und
durch die hydrophoben Wechselwirkungen an die Membran binden konnten. Der Transfer
wurde in gekihltem Transferpuffer Gber Nacht bei 30 V und 4°C durchgefihrt.

Nach dem Transfer wurde die Membran 5min in PBS geschwenkt. AnschlieRend wurden
unspezifische Bindungsstellen der Membran fir 1h bei RT in PBSMT geblockt. Dann wurde
die Membran U.N. bei 4°C mit einem spezifischen Primarantikérper (verdinnt in PBSMT)
inkubiert. Nach Inkubation wurde die Membran dreimal fir jeweils 5min mit PBST

gewaschen. Der sekundare, Peroxidase-gekoppelte Antikérper wurde 1:1000 in PBSMT
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verdinnt und fir 1h auf die Membran gegeben. AbschlieRend erfolgen drei Waschschritte

mit PBST fir jeweils 5 min, bevor eine Chemiluminiszenz-Detektion durchgefiihrt wurde.

primar-Antikorper Verdinnung Inkubatiosbedingungen
anti-R-Actin 1:10000 1h, RT
anti-AP-2y 1:500 Uber Nacht, 4°C
anti-Blimp1 1:100 Uber Nacht, 4°C
anti-H2A/H4 R3me2 1:500 Uber Nacht, 4°C

3.4.6 Chemoluminiszenz-Detektion

Die an die Sekundarantikérper konjugierte Peroxidase katalysiert unter alkalischen
Bedingungen die Oxidation von Luminol. Als direktes Reaktionsprodukt entsteht eine
elektronisch angeregte Form des 3-Aminophthalats, das bei Relaxion in den elektronischen
Grundzustand Strahlung abgibt, die mittels Réntgenfilm detektiert. Die Chemolumineszenz-
Reaktion wurde mit dem SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate
durchgefiihrt. Die Membran wurde dazu fir 2min in der Reaktionslésung inkubiert und
anschliefend in eine Fotokassette mit Rontgenfilm gelegt, der nach einer entsprechenden

Expositionszeit entwickelt wurde.

3.4.7 Entfernen von Antikérpern von der PVDF-Membran ('strippen’)

Nach der Chemoluminiszenz-Detektion kann die PVDF-Membran mit den immobilisierten
Proteinen einer weiteren Detektion mit Antikdrpern unterzogen werden. Daflr wird die
Membran 30min bei 60°C mit Stripping-Puffer gewaschen, um Reaktionslésung sowie
Primar- und Sekundarantikérper zu entfernen. Nach der Inkubation mit Stripping-Puffer
wurde die Membran zweimal flr jeweils 10min mit PBST gewaschen und konnte

anschlieend wie gewohnt mit PBSTM geblockt werden.
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3.5 Zellkultur

3.5.1 Praparation, Kultivierung und Mitose-Inaktivierung von embryonalen

Fibroblasten

Fibroblasten (Feederzellen) wurden aus den Rimpfen von 14 Tage alten Embryonen
gewonnen. Die trachtigen Weibchen wurden am entsprechenden Schwangerschaftstag
durch zervikale Dislokation getdtet, der Uterus entnhommen und in PBS (berflihrt. Die
extraembryonalen Gewebe, sowie die Organe und der Kopf der Embryonen wurden entfernt
und die Rimpfe in 0,25% Trypsin transferiert. Das Gewebe wurde mit einer Schere
zerkleinert, zusatzlich mit einer Pipette noch mehrmals auf- und abpipettiert und
anschliefend bei 37°C fur 30 min inkubiert. Danach wurden die Zellen durch ein Zellsieb
vom ubrigen Gewebe getrennt und in einem 50ml Blaudeckelrdhrchen gesammelt. Es wurde
Feedermedium zugegeben, 3 min bei 1200 rpm abzentrifugiert, in Feedermedium
resuspendiert und auf 15 cm-Platten ausplattiert (etwa 1 Platte pro Embryo). Die
Feederzellen wurden gesplittet, sobald die Zellkulturschale konfluent war. Durch die
Behandlung der Feederzellen mit Mitomycin C (10 ug/ml) fir 2 h im Inkubator bei 37°C
wurde deren Proliferation gestoppt. Am folgenden Tag wurden die Feeder-Zellen trypsinisiert

und aliquotiert.

3.5.2 Trypsinisieren und Vereinzeln von Zellen

Zum Vereinzeln von Zellen auf der Kulturschale wurden die Zellen zunachst zweimal mit
kaltem PBS (ohne Ca? und Mg?") gewaschen. AnschlieBend werden die Zellen mit Trypsin
versetzt und fir 3 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach wird das Trypsin mit einer
aquivalenten Menge an Medium abgestoppt und die Suspension 3 min bei 1000 rpm
zentrifugiert. Nach Verwurf des Uberstands wurden die Zellen in frischem Medium

resuspendiert.

3.5.3 Bestimmung der Zellzahl

Zum Zahlen wurde ein Tropfen der Zellsuspension vor dem Zentrifugieren in eine Neubauer-

Zahlkammer pipettiert. Die dort gezahlten Zellen (X) entsprechen einer Zellzahl von

X*10*ml. Auf diese Weise kann die gewiinschte Zellzahl eingestellt und die Zellen
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entsprechend ausplattiert oder eingefroren werden.

3.5.4 Einfrieren von Zellen

Nach Erreichen der gewtlinschten Zelldichte wurden die Zellen trypsinisiert, vereinzelt,
gewaschen und abzentrifugiert. Die Zellen wurden in einem geeigneten Volumen
Einfriermedium aufgenommen und G.N. bei —80°C eingefroren. Am nachsten Tag wurden die

Zellen in flissigen Stickstoff transferiert und gelagert.

3.5.5 Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden schnell bei 37°C im Wasserbad aufgetaut, in Medium gewaschen und

anschlieend in einer entsprechenden Menge Medium aufgenommen und ausplattiert.

3.5.6 Gelatinisieren von Zellkulturschalen

Die Gewebekulturschalen und Platten wurden mit Gelatinelésung (0,1% in H20dd)

benetzt, kurz im Inkubator inkubiert und anschlieliend die L6sung wieder abgesaugt.

3.5.7 Kultivierung embryonaler Stammzellen (ES-Kultur)

Pluripotente, murine embryonale Stammzellen kdnnen durch die Kultivierung der inneren
Zellmasse aus Blastocysten in Anwesenheit des Leukaemia Inhibiting Factors (LIF)
gewonnen werden. Eine Wegnahme von LIF und/oder eine zu hohe Zelldichte der
embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) fihrt zu Differenzierungsprozessen und somit zu
einem Verlust der Pluripotenz.

Die embryonalen Stammzellen wurden auf gelatinisierten Gewebekulturschalen auf einer
Schicht embryonaler Feederzellen kultiviert und regelmaRig gesplittet. Zudem erfolgte taglich

ein Mediumwechsel.
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3.5.8 Trennung embryonaler Stammzellen von Feederzellen

Zur Trennung der embryonalen Stammzellen von den Feederzellen wurden die
Zellsuspension nach dem Trypsinisieren auf eine gelatinisierte Gewebekulturschale gegeben
und fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Danach wurde der Uberstand abgenommen und in eine neue
Schale Uberflihrt und erneut auf eine gelatinisierte Gewebekulturschale gegeben. Nach einer
weiteren Inkubation von 1 h bei 37°C enthalt der Uberstand nun zu 99% ES-Zellen, die jetzt

zur Aggregation in embryonic bodies genutzt werden kénnen.

3.5.9 Aggregation von ES-Zellen in Tropfenkulturen ("hangig drop culture’)

Zur Aggregation von ES-Zellen in Embryonic Bodies wurde eine ES-Zellsuspension mit der
Konzentration von 30000 ES-Zellen/ml Medium in EB-Medium hergestellt. Anschliel3end
wurden Tropfen von je 25 ul mit je 750 Zellen in den Deckel einer 15cm-Kulturschale
aufgetropft und diese dann gekippt, so dass die Zellen durch Schwerkraft im unteren Bereich

des ‘hangenden Tropfens’ ("hangig drop’) sedimentieren und aggregieren kénnen.

3.5.10 EB-Kultur zur Differenzierung von ES-Zellen in primordiale Keimzellen

Nach drei Tagen der Aggregation der ES-Zellen in hangenden Tropfen wurden jeweils 15
EBs in einer 3cm nicht-adharenten Kulturschale zusammengefiihrt und weitere 6 Tage
kultiviert. Dabei wird jeden zweiten Tag ein Drittel des Mediums abgenommen und durch

frisches Medium ersetzt.

3.5.11 Zellseparation mit magnetischen Partikeln

Die Zellseparation mit magnetischen Partikeln diente zur Fraktionierung der SSEA-1-
positiven von der SSEA-1-negativen Zellpopulationen. Dabei wurden magnetische Partikel
und Trennsaulen der Firma Miltenyi verwendet und sich streng an die Vorgaben des
Herstellers gehalten.

Zuerst wurden die EBs eingesammelt und zweimal mit kalten PBS gewaschen. Danach
folgte die Vereinzelung der Zellen. Dazu wurden die gewaschenen EBs flir 4 min bei 37°C
trypsinisiert. Nach Absattigung des Trypsins mit Medium wurden die Zellen durch ein Zellsieb

(20pum Maschendurchmesser) in ein Blaukappenréhrchen pipettiert und gezahit.
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Zu der Einzelzellsuspension wurden 5pl (0,1mg/ml) SSEA-1-Antikdrpter pro 2,5*10° Zellen
hinzugegeben und die Suspension unter leichten Schiitteln fir 15 min bei 4°C inkubiert.
Danach erfolgten zwei Waschschritte mit jeweils 2 ml MACS-Puffer pro 10" Zellen und
Zentrifugation bei 1000 rpm fir 10 min. Nach dem Dekantieren des Uberstandes werden die
Zellen in MACS-Puffer resuspendiert (80ul Puffer/10” Zellen) und mit anti-Maus IgM
MicroBeads (20 pl Beads/10” Zellen) gemischt und fiir 15 min unter leichten Schiitteln bei
4°C inkubiert. AnschlieRend werden die Zellen zweimal mit jeweils 2 ml MACS-Puffer pro 10’
gewaschen und bei 1000 rpm flir 10 min zentrifugiert. Das Zellpellet wird danach in 500 pl
MACS-Puffer pro 10° Zellen resuspendiert und es erfolgte die magnetische Zellseparation
nach Herstellerangaben mittels der MACS Column und dem MACS Seperator. Dabei wird
die SSEA-1-negative Zellfraktion zuerst isoliert und anschlieBend die SSEA-1-positive
Zellfraktion aus den Saulen eluiert.

Beide Fraktionen werden gewaschen, pelletiert und fir die RNA-Isolation verwendet.

3.5.12 Ablegen von Einzelzellsuspensionen auf Poly-L-Lysin beschichtete
Objekttrager

Allantoides oder EBs wurden zunachst zweimal mit kaltem PBS gewaschen und
anschlie®end mit Trypsin 5-7 min bei 37°C inkubiert und danach das Trypsin mit DMEM-BSA
abgestoppt. Das Zellmaterial wurde im Anschluss mit der Pipette aufgelockert und vereinzelt.
Die Einzelzellsuspension wurde dann auf Poly-L-Lysin beschichtete gegeben und in einer
feuchten Kammer bei 4°C fiir 45-60 min stehen lassen. Der Uberstand wird anschlieRend
vorsichtig abgezogen und die Zellen mit 200ul 4% PFA fur 30 min bei 4°C fixiert. Nach der
Fixierung wurden die Zellen dreimal mit kalten PBS gewaschen und weiter behandelt (siehe
Kap. 3.6.5)

3.6 Histologische Analytik

3.6.1 Fixierung

Soweit nicht anders beschrieben wurden die Gewebe fiir 2 h bei 4°C in 4%-Paraformaldehyd

inkubiert und anschlieend dreimal fiir 10 min bei RT gewaschen.
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3.6.2 Einbetten

Nach der Fixierung wurden die Praparate zugeschnitten, in Einbettkassetten Gberfiihrt und
erneut 1 h bei 4°C fixiert. Anschlieliend wurden die Praparate unter flieRendem Wasser
ausgiebig gewassert und in die Einbettmaschine gelegt. Dort durchliefen die Praparate
zuerst eine aufsteigende Alkoholreihe (50%, 60%, 70%, jeweils 1 h 35 min; 80%, 96%, 2x
100%, jeweils 1 h), wurden nun in Xylol (1 h, 2x 30 min) und schlielich in Paraffin Gberflhrt
(3x 1 h) und in diesem bis zur weiteren Verwendung gelagert. Am nachsten Morgen wurden
die Praparate aus den Einbettkassetten genommen und in Paraffinblécke gegossen. Die

Paraffinblocke wurden bei Raumtemperatur aufbewahrt.

3.6.3 Herstellung von Paraffin-Schnitten

Die Paraffinblécke wurden in ein Mikrotom eingespannt und Schnitte von 1-3 um Dicke
angefertigt. Die Schnitte wurden bei 45°C im Wasserbad geglattet, auf Objekttrager

aufgezogen und bei 50°C Uber Nacht im Brutschrank getrocknet.

3.6.4 Indirekte Immunfluoreszenz von AP-2y auf Paraffin-Schnitten

Die Schnitte wurden zuerst in Xylol (2x 10 min), danach in einer absteigenden Alkoholreihe

entparaffiniert (100%, 96%, 70%, jeweils 5 min) und in H20 Uberfihrt. AnschlieRend folgte
die Antigendemaskierung in Citratpuffer in der Mikrowelle (5x 5min bei 500 W). Danach
wurden die Schnitte 15 min mit Pferde-Serum bei RT geblockt und der Primarantikdrper
zugegeben (in 1:200 in PBSMT) und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieRend erfolgten
drei Waschschritte fir 5 min bei RT in PBS. Danach wurden die Schnitte mit dem

Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikorper fir 1 h bei RT (1:500 in PBSMT) inkubiert.

3.6.5 Permeabilisierung von Zellen

Die fixierten Zellen wurden mittels 0,1% TritonX-100 in PBS fiir 30 sec permeabilisiert und

anschlie®end dreimal mit PBS bei RT gewaschen.
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3.6.6 Indirekte Immunfluoreszenz

Die Proben wurden mit PBSMT fir 1 h bei RT geblockt und danach dreimal flir 5 min mit
PBS bei RT gewaschen. AnschlieRend wurde der Primarantikbrper zugegeben (siehe
Tabelle) und bei entsprechenden Bedingungen inkubiert. Nach drei Waschschritten fir 5 min
bei RT in PBS erfolgte die Inkubation mit einem Fluorochrom-gekoppelten

Sekundarantikérper (siehe Tabelle).

Ausgangsmaterial Antikdrper Verdinnung | Inkubationszeit
in PBST -temperatur
Zellen auf Objekttragern | anti-AP-2y: H-77 1:200 4°C, U4/N
oder in 24 —well Platten 6E4/4 1:250
anti-Blimp1 4°C, U/N
anti-H2A/H4R3me2 4°C, U/N
anti-PRMT5 4°C, U/N
anti-SSEA-1 1:250 1h, RT
anti-Stella 1:250 4°C, U/N
Sekundarantikorper 1:500 1h, RT
Embryonen anti-AP-2y: H-77 1:200 4°C,4d
6E4/4 1:250
anti-Stella 1:250 4°C,4d
Sekundarantikérper 1:500 4°C, 3d

3.6.7 Nachweis apoptotischer Zellen in ganzen Embryonen mittels TUNEL-Assay

Frisch praparierte Embryonen wurden mit 4% PFA fir 2 h bei 4°C fixiert und anschlieend
dreimal 10 min bei RT mit PBST gewaschen. Danach wurden die Embryonen fiir 5-6 h in
100%igen Methanol/30%igen H,O, (5:1) bei RT gebleicht und anschlieRend mittels einer
absteigenden Methanol-Reihe (90%, 75%, 50%, 25%) rehydriert. Dann folgten 4
Waschschritte 2 10 min bei RT mit PBST. AnschlieRend wurde das Gewebe der Embryonen
mit 20ug/ml Proteinase K in PBST flir 3-5 min aufgelockert und die Embryonen 3 mal a 10
min bei RT in PBST gewaschen. Es folgte die Refixierung mit frisch angesetzten 0,2%
Glutaraldehyd/4%PFAfir 20 min bei RT mit anschlieBenden Waschschritten (3x 10 min RT
mit PBST). Die Embryonen wurden danach fir 20 min bei RT in 0,1%igen NaBH, inkubiert.
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Anschlieflend erfolgte das Equiliblieren in 1XTdT-Puffer flir 20min bei 37°C, dann wurde der
Uberstand abgezogen und die Embryonen in 50 pl 1xTdT-Puffer, 20 ym Dig-dUTP, 20 ym
dTTP und 0,3U/ul Terminaler Transferase flir 3 h bei 37°C inkubiert. Nach 4 Waschschritten
mit PBST (10 min bei RT) wurden die Embryonen in 0,5% BM-Block in PBT fir 1 h bei RT
geblockt und der Anti-DIG-Antikérper 1:5000 in BM-Block vorgeblockt. Danach erfolgte die
Inkubation mit dem Antikérper bei 4°C Uber Nacht. Nach 6 Waschschritten (10 min, RT,
PBST) erfolgte die Farbung der Embryonen in BM-Purple in PBST.

3.6.8 Nachweis von Apoptosen in ganzen Embryonen mittels LysoTracker

Die Embryonen wurden in DMEM/BSA (DMEM ohne Phenolrot) prapariert und danach mit
5ul/ml LysoTracker in DEMEM/BSA flir 45 min bei 37°C inkubiert. Im Anschluss erfolgten 5
Waschritte 4 5 min in kalten PBS und das Fixieren flr 2 h bei 4°C in 4% PFA. Anschlielend

wurden die Zellkerne mit DAPI angefarbt und die Embryonen 5mal in PBS gewaschen.
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4 Ergebnisse

4.1 Expressionsmuster von AP-2y wahrend der Keimzellentwicklung

Die Spezifizierung der primordialen Keimzellen ist friih in der Embryogenese abgeschlossen
(E7.0-7.5, siehe auch Kapitel 1.1.1.2). Die spezifizierten Zellen sind an der Basis der
Allantois lokalisiert, in ihrem Transkriptom von den umgebenden somatischen Zellen

abgegrenzt und exprimieren bereits viele der Keimzellmarker, wie Stella und Blimp1.

Allantois 'Z/

Abbildung 10: Immunfluoreszenz-Nachweis der Expression von AP-2y an E7.5. Links dargestellt
ist ein Langsschnitt eines E7.5 Embryos. Dabei ist AP-2y (rot) in umgebenden extraembryonalen Zellen
(Trophoblast-Riesenzellen) und in einigen Zellen in der Allantois (weil3er Kasten) detektierbar. Rechts
dargestellt ist eine VergréRerung des weild umrandeten Bereichs des linken Bildes. Deutlich erkennbar
sind AP-2y-positive Zellen an der Basis der Allantois (Pfeile). Hier sind auch die primordialen
Keimzellen lokalisiert. (Blau: Zellkernfarbung mit DAPI)

Die PGCs missen jedoch weiterhin von extrazellularen Differenzierungssignalen geschutzt
werden, was hauptsachlich durch Repression des somatischen Genprogramms durch
Blimp1 geschieht. Neben der Blimp1-abhangigen Repression erfolgt aber auch eine Blimp1-
abhangige Aktivierung von PGC-spezifischen Genen, wie z. B. von Stella, Prdm14 und c-Kit,
die flr die Keimzellentwicklung eine wichtige Rolle spielen. Auch das Transkript von AP-2y
scheint durch die Expression von Blimp1 positiv reguliert zu werden (Kurimoto et al. 2008),
zudem weisen AP-2y-Nullmutanten bereits friih einen Keimzellverlust auf (Abb. 6) und sind

steril (Dissertation Susanne Weber).
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+Blimp-1+

Abbildung 11: Immunfluoreszenzfiarbung von Einzelzellsuspensionen aus isolierten Allantoides.
Dabei ist zu beobachten, dass AP-2y-positive Zellen (A, rot) auch den Keimzellmarker Blimp1 (B, grin)
koexprimieren und beide Proteine im Kern (blau) kolokalisieren (D, Pfeile).

Um die Expression von AP-2y in frihen embryonalen Stadien zu charakterisieren, wurden
komplette Implantationen von E7.5 Embryonen fixiert und Paraffin-Schnitte gefarbt. Dabei
konnte AP-2y sowohl in Trophoblast-Riesenzellen, dem ektoplazentalen Konus als auch in
Zellen an der Basis der Allantois detektiert werden (siehe Abb. 10). Um eine genauere
Aussage Uber den Zelltyp dieser AP-2y-positiven Zellen an der Basis der Allantois zu treffen,
wurden mittels Mikromanipulation die Allantoides von Embryonen des Stadiums E7.5 isoliert,
die Zellen vereinzelt und auf Objekttragern angefarbt. Dabei konnte beobachtet werden,
dass Zellen, die Blimp1 exprimieren, AP-2y co-exprimieren. Zudem waren ausschliellich
Blimp1-positive Zellen positiv fir AP-2y (siehe Abb. 11 D).

Nach der Spezifizierung der primordialen Keimzellen beginnen diese mit der Migration
entlang des Urdarms in Richtung Genitalanlagen, die sie zwischen E10.5-11.0 erreichen.
Auch wahrend der Migrationssphase ist die Expression von AP-2y (siehe Abb. 12 A, C)
detektierbar, dabei kolokalisiert das Signal von AP-2y mit dem Signal von Stella (siehe Abb.
12, D). Die Expression von AP-2y bleibt bis E12.5 bestehen, also in post-migratorischen
Keimzellen, die kurz vor der sexuellen Differenzierung stehen (E13.5) (Weber, Eckert et al. in

Revision).

Die Beobachtungen, dass einerseits AP-2y bereits in spezifizierten Keimzellen exprimiert
wird und der Verlust beider AP-2y-Allele bereits frih zu einem Verlust von alkalischer
Phophatase-positiven primordialen Keimzellen fiihren, lassen die Vermutung zu, dass der

Transkriptionsfaktor AP-2y bereits kurz nach der Spezifizierung eine essentielle Rolle in der
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Keimzellbiologie hat. Dabei kommen zwei Moglichkeiten in Frage. Einerseits kdnnte der
Verlust von AP-2y, wie der von Dnd1, Oct3/4 oder Nanos3 zum Verlust der Keimzellen durch
Apoptose filhren, andererseits kénnte AP-2y die Keimzellen vor Differenzierung bewahren
und somit eine Rolle in dem von Blimp1 regulierten Netzwerk zum Erhalt der Pluripotenz

primordialer Keimzellen spielen.

E8.25

Allantois

Abbildung 12: Konfokale Aufnahmen
eines whole mount gefarbten AP-2y-
wildtyp Embryos mit migrierenden
PGCs. Ansicht von lateral. (A) Ubersicht
der kaudalen Region mit der Allantois.
AP-2y (rot) kann in der ventral am
Urdarm detektiert werden und ist im Kern
(blau) detektierbar. (B) VergrofRerung der
in A umrandeten Region und der
dazugehdérigen Stella-Farbung (grin). (C)
VergrofRerung der in umrandeten Region
und dem dazugehdrigen AP-2y-Signal
(rot). Uberlagerung der Bilder aus B und
C zeigt eine Kolokalisation der Signale
von AP-2y und Stella (gelb-orange).

Stella

4.2 Untersuchungen zu apoptotischen Vorgangen in AP-2y-defizienten PGCs

Sowohl die Nullmutanten von Oct3/4, als auch von Dnd1 und Nanos3 weisen einen
Keimzellverlust auf. Dabei werden die defizienten primordialen Keimzellen durch
apoptotische Vorgange aus dem Organismus beseitigt. Nun kénnte auch der Verlust beider
AP-2y-Allele zur Apoptose in primordialen Keimzellen fihren. Um eventuelle apoptotische
Vorgange in AP-2y-defizienten primordialen Keimzellen festzustellen, wurden die Embryonen
entweder einem TUNEL-Verfahren unterzogen oder mit einer acidotropischen Farbelésung

(LysoTracker) angefarbt.
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Das TUNEL-Verfahren beruht darauf, dass wahrend der Apoptose die DNS fragmentiert wird

und deshalb Strangbriiche vorkommen, an die mittels des Enzyms Terminale Transferase

markierte Nukleotide angehangt werden. Diese
kénnen anschlieffend mit einem Peroxidase-
gekoppelten Antikérper sichtbar gemacht
werden. AP-2y*H

Fur dieses Verfahren wurden Embryonen des

Entwicklungsstadiums E8.0 benutzt, da

ungefahr zu diesem Zeitpunkt nur noch wenige

primordiale Keimzellen mittels alkalischer —
Phosphatase in den Nullmutanten detektiert

werden konnen. Sollten die PGCs zu diesem

Zeitpunkt das apoptotische Merkmal der DNS-

Degradation aufweisen, sollten sie durch eine
intensive und kornige Blau-Farbung
detektierbar sein (siehe Abb. 13 positiv-

Kontrolle).

TUNEL
(+)-Kontr

Interessanterweise konnte durch das TUNEL-
Verfahren keine intensive und kérnige Blau-

Farbung proximal von der Allantois beobachtet

werden (siehe Abb. 13 eingerahmter Bereich).

Die zu beobachtende Farbung wies zudem | Abbildung 13: TUNEL-Farbung von ganzen
Embryonen. Die oberen beiden Bilder zeigen

keinerlei Unterschied zwischen den Genotypen | die kaudale Region eines Wildtypen (AP-2y*'")
bzw. einer Nullmutante (AP-2y'/') an E8.0.
Eingerahmt sind die Bereiche in denen die
Keimzellen zu diesem Zeitpunkt lokalisiert sein
. . sollten. TUNE(+)-Kontr ist ein DNasel
Um dieses Ergebnis des TUNEL-Verfahrens | penandeiter Embryo (E8.75) und stellt die
Positivkontrolle fir das TUNEL-Verfahren dar.
Grofenbalken: 200um

auf und stellt nur eine Hintergrundfarbung dar.

abzusichern, wurde zusatzlich eine Farbung

der Lysosomen mittels des acidotrophen

Farbstoffs LysoTracker durchgefiihrt. Diese Farbemethode erlaubt es, Aussagen lber die
Aktivitat der Lysosomen zu machen. Wahrend der Apoptose schrumpfen die Zellen und
werden durch umliegende Zellen phagozytiert. Diese Phagozytose fihrt zu einer stark
erhohten lysosomalen Aktivitat, die sich durch eine starke Rot-Farbung der Zellen durch den
LysoTracker Farbstoff widerspiegelt. Auf diese Weise sind phagozytierende Zellen durch die
Intensitat der Farbung von nicht phagozytierenden Zellen gut unterscheidbar (Zucker et al.
1999).

Auch flr die lysosomale Farbung mittels LysoTracker wurden Embryonen zum geeigneten

Zeitpunkt (E8.0) prapariert und gefarbt. Jedoch zeigte auch die LysoTracker-Farbung
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keinerlei Unterschiede zwischen Wildtypen und AP-2y-Nullmutante. Beide zeigen eine starke
Farbung einiger Zellen proximal zur Allantois (siehe Abb A-D, Pfeile). Dabei handelt es sich
vermutlich um Zellen, die durch die Praparation beschadigte Zellen phagozytiert haben und
deshalb eine hohe lysosomale Aktivitat aufweisen. Als Positivkontrolle fir die LysoTracker-
Farbung diente das Kopfmesenchym dieser Embryonen, da hier wahrend der Embryogenese
Apoptose beschrieben ist (siehe Abb. 14, D,E Pfeile)

AP-2y*/*

AP-2y"

LT
(+)-Kontr

Abbildung 14: ApoTom-Bilder der LysoTracker Farbung von AP-2y Wildtyp und Nullmutanten
Embryonen. Dargestellt sind entweder die tberlagerten Kernfarbungen und LysoTracker-Signale (A,
C, D, DAPI+LT) oder die korrespondierenden Hellfeld und LysoTracker-Bilder (B, D, F, BF+LT) der
entsprechenden Genotypen bei ventraler Aufsicht. LT(+)-Kontr (E, F) stellt die Positivkontrolle fiir die
LysoTracker-Farbung und zeigt phagozytierende Zellen im Kopfmesenchym eines Wildtypen
(latereale Aufsicht). GréRenbalken: 100um

Somit konnte weder durch die TUNEL-Analyse noch durch die Anfarbung der Lysosomen
eine erhohte Apoptose-Rate in den Keimzellen der Nullmutanten detektiert werden und

folglich ausgeschlossen werden.
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4.3 In vitro Analysen zur Rolle von AP-2y in der Keimzellbiologie

Aufgrund dessen, dass keine apoptotischen Vorgange in den primordialen Keimzellen von
AP-2y-Nullmutanten detektiert werden konnten, sind andere Mechanismen fir den
Keimzellverlust verantwortlich. Da aber zum Zeitpunkt des Keimzellverlustes die
Zellpopulation sehr klein ist (ca. 100 Zellen) und diese Zellen zudem nicht in vitro kultiviert
und expandiert werden konnen, gilt es geeignete in vitro Systeme zu benutzen, die
Untersuchungen zu den molekularen Mechanismen des Keimzellverlustes in AP-2y-
Nullmutanten erlauben. Als geeignete Systeme kommen die spontane Differenzierung von
embryonalen Stammzellen zu primordialen Keimzellen und Keimzelltumorzelllinien in Frage.
Dabei waren Zelllinien aus Seminomen oder IGCNUs am besten geeignet, da diese Tumore

den Keimzellen in Genexpression und Morphologie sehr dhnlich sind.

4.3.1 In vitro Differenzierung von embryonalen Stammzellen in PGCs

Um neben der TCam-2 Zelllinie ein weiteres in vitro System zur Untersuchung der Rolle von

AP-2y in Keimzellen zur Verfigung
zu haben, wurde das Verfahren der
spontanen Differenzierung  von
embryonalen Stammzellen in
primordiale  Keimzellen  genutzt.
Durch die Aggregation der
Embryonalen Stammzellen in
Embryonic Bodies (EB) und die
Wegnahme des zum Pluripotenz
aufrechterhaltenden Faktor  LIF
bilden sich innerhalb der Aggregate
Nischen aus, in denen die
geeigneten Bedingungen fir die

Differenzierung von embryonalen

Stammzellen in rimordiale
P Abbildung 15: ES-Linien L25 und L20 (A) Ergebnis der

Keimzellen vorherrschen. Zur PCR zur Genotypisierung der benutzten ES-Linien L25 und
. . L20. L25 zeigt dabei nur die Bande fur das Wildtyp-Allel und
Aufklarung der Rolle von AP-2y in | gie 120 nur die Bande firr das Nullallel. +- Kontrolle
beinhaltet die DNS von einer Schwanzbiopsie einer
heterozygoten Maus.

Labor etablierte, embryonale | (B) Phasenkontrast-Aufnahme von AP-2y-Wildtyp (AP-2y™"
L25) und der AP-2y-Nullmutante (AP-2y"', L20).

primordialen Keimzellen wurden, im

Stammzellen benutzt, die entweder
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Wildtyp (AP-2y+’+, L25) oder AP-2y-Nullmutanten (AP-2y"', L20) sind (siehe Abb. 15, A).
Dabei unterscheiden sich beide Zelllinien morphologisch nicht und zeigen charakteristische
Kolonien auf den Feeder-Zellen (siehe Abb. 15, B), was ein Hinweis dafir ist, dass der
Verlust von AP-2y die Etablierung und Erhaltung der ES-Zellen nicht beeintrachtigt.

Nachdem die Feeder-Zellen von den ES-Zellen depletiert worden sind, wurden die ES-Zellen
unter entsprechenden Bedingungen (siehe Kap. 3.5.8) in hangenden Tropfen zu EBs

aggregiert und insgesamt 9 Tage kultiviert.

AP-2y +*

.
>,

EB d3

EB d9

Abbildung 16: Phasenkontrastaufnahmen der Embryonic Bodies (EBs) zu angegebenen
Zeitpunkten. Das unterste Bild zeigt ins Medium abgegebene Zellaggregate, die primordiale
Keimzellen enthalten und nur in EB-Kulturen aus Wildtyp-ES-Zellen gefunden werden kénnen.

Bei den entstandenen EBs sind, im Zeitraum von d3-d6 der Tropfen-Kulturen, keine
morphologischen Unterschiede feststellbar (siehe Abb. 16). Ab d7 ist jedoch zu beobachten,

dass einige der EBs beginnen rhythmische Kontraktionsbewegungen auszuflihren, wobei der
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Anteil dieser ‘schlagenden EBs' in den aus AP-2y"-ES-Zellen aggregierten EBs héher
ausfillt als bei den aus AP-2y"*-ES-Zellen (15% gegen 3%, siehe Abbildung 17). Im

weiteren Verlauf der
Differenzierung nimmt die
Anzahl der schlagenden
EBs zu und zum Zeitpunkt
d9 liegt der Anteil der
kontraktilen EB bei den AP-
2y-Nullmutanten bei 62%,
bei den Wildtypen jedoch
bei 16% (siehe Abb. 17). Die
Ausbildung von kontraktilen
Strukturen ist ein Hinweis fur
Myokarddifferenzierungen

und soll spater noch einmal

genauer untersucht werden.

kontraktile EBs

2100 -

S
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£
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m =120
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Abbildung 17: Graphische Darstellung der Anteile an kontraktilen
EBs in Prozent zu den angegebenen Zeitpunkten der
Differenzierung.

Zudem fallen ab d8 in den aus AP-2y"*-ES-Zellen generierten EBs einige kleine

Abbildung 18:
Immunfluoreszenzfarbung der
Aggregate. Immunfluoreszenzfarbung

von Stella (A), DAPI (B) und der
Uberlagerung beider Signale (C) in einem
der Aggregate, die manchmal in den EB
Kulturen aus AP-2y-Wildtyp ES-Zellen
(L25) zu finden sind.

Zellaggregate auf, die in den Nullmutanten nicht vorzufinden sind (siehe Abb. 16 unten und

Abb. 18).
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Die Immunfluoreszenzanalyse zeigt, dass einige Zellen dieser Aggregate Stella exprimieren
und dabei sowohl eine kernstandige (Abb. 18 C, Pfeil) als auch eine zytoplasmatische
Lokalisation des Proteins (Abb. 18 C, Stern) vorliegt.

Diese Aggregate sind flr die spontane Differenzierung von ES-Zellen in primordiale
Keimzellen charakteristisch und stellen laut Literatur Aggregate aus postmigratorischen
Keimzellen und somatischen Zellen dar, die aus den EBs migrieren kénnen (Hubner et al.
2003; Kerkis et al. 2007).

4.3.1.1 SSEA-1 als Oberflaichenmarker fiir PGCs in EB-Kulturen

Da die verwendete Differenzierung von embryonalen Stammzellen in EBs unkontrolliert

verlauft, differenzieren die
Stammzellen in viele verschiedene o AP-2 +/+-single cells
3
N
Zelltypen. Deshalb ist es zwingend = 92.8%
o 4
notwendig, die Zellfraktion von ‘g’—_
Interesse aus den EB-Kulturen = 3
S ~ 4
anzureichern bzw. von den (ibrigen AP-ZY"'“’ 8 3
. &
Zellen zu trennen, um weitere ]
Analysen durchfliihren zu kdénnen. LR
Dazu sollte ein keimzellspezifischer o
" I 1 IIIIIIII LILLRLLL
. 2 3 4 5
Marker zur Selektion benutzt @28 010 10 10 10
c-kit FL6 (660)-A
werden. Hierzu waren
Oberflachenantigene, die von S AP-2 g-E-singiceeciis
Antikdrpern erkannt werden kénnen é_f 68.4%
und es somit erlauben die §_f
gewlnschte Zellfraktion aus dem & 87
. o AP-2v/- 33
Zellgemisch zu isolieren, am besten Y O g7
geeignet. 83
Als mogliche Oberflachenantigene 83
kommen hier c-Kit oder SSEA-1 in B
2 3 4 5
Frage, die beide auf der Oberflache = e o L] L
9e, c-kit FL6 (660)-A
von  primordialen  Keimzellen | 5\ uqung 19: FACS-Analyse der Menge der c-Kit
exponiert werden (Marani et al. positiven Zellen aus EBs zum Zeitpunkt d9. Der Anteil der
) ) c-Kit-positven Zellen ist in Prozent angegeben. Eingemessen
1986; Godin et al. 1991). Eine | wurden 10° lebende Zellen.
FACS-Analyse von

Einzelzellsuspensionen aus EB-Kulturen (d9) zeigte, dass 92,8% der aus AP-2y""* ES-Zellen
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differenzierten Zellen sind noch positiv fir c-Kit. Bei den, aus AP-2y"' ES-Zellen
differenzierten, Zellen betragt der Anteil der c-Kit-positiven Zellen hingegen noch 68,4%
(siehe Abb. 19). Dieses Ergebnis lasst den Schluss zu, durch den Verlust von AP-2y es zu
einer signifikanten Reduktion von c-Kit-positiven Zellen kommt. Aufgrund dessen, dass die
Differenzierung von ES-Zellen in primordiale Keimzellen unkontrolliert verlauft und c-Kit
zudem in vivo in vielen verschiedenen Zelltypen, wie den interstitiellen Zellen von Cajal
(Beckett et al. 2003), in Mastzellen (Yamazaki et al. 1994), in neuronalen Vorlaufern (Hirata
et al. 1993; Hirata et al. 1995), in hamatopoetischen Vorlaufern (Andre et al. 1989) und
anderen Zelltypen exprimiert wird kann von diesem Ergebnis jedoch nicht geschlossen
werden die Differenzierung der ES-Zellen in primordiale Keimzellen durch die AP-2y-
Mutation beeintrachtigt wird. Somit kann c-Kit als geeignetes Oberflachenantigen

ausgeschlossen werden und deshalb andere Marker in Betracht gezogen werden missen.

AP-2y+*
(L25)

AP-2y"
(L20)

Abbildung 20: Immunfluoreszenzanalyse von SSEA-1 in den ES-Zelllinien L25 und L20. Pfeile
markieren die Zellkerne der Feeder-Zellen.

SSEA-1 zeigt bereits in der murinen Embryogenese ein deutlich distinkteres
Expressionsmuster als c-Kit. Aufier in primordialen Keimzellen ist die Expression von
SSEA-1 ist im neuralen Ektoderm, der Neuralleiste und einigen Zellen in Nierentubuli
detektierbar (Fox et al. 1981). Zudem gilt SSEA-1 als Oberflachenmarker fiir embryonale
Stammzellen (Kimber et al. 1993) und wird in allen Zellen, der fir die Differenzierung
benutzten, ES-Zelllinien L25 und L20 exprimiert (siehe Abb. 20). Dabei ist ein
membranstandiges SSEA-1-Signal in allen embryonalen Stammzellen einer Kolonie
detektierbar; die Feeder-Zellen sind negativ (siehe Abb. 20, Pfeile).
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Um die Anteile der SSEA-1-positiven Zellfraktion zu bestimmen, wurden die SSEA-1-
positiven Zellen mittels supramagnetischer Partikel von den SSEA-1-negativen Zellen
separiert. Dabei zeigte sich, dass zwischen den AP-2y"* und den AP-2y" Zellen ab d5
deutliche Unterschiede in den Anteilen der SSEA-1-positiven zu beobachten sind. Haben
sowohl die beiden ES-Linien (100%, siehe auch Abb. 20) als auch die EBs an d3 (beide
94%, siehe Abb. 25) noch gleiche Anteile an SSEA-1-positiven Zellen, so beginnt sich ab d5
der Differenzierung ein Unterscheid herauszukristallisieren. An d5 zeigen die AP-2y"*-EBs
noch einen Anteil von 75% an SSEA-1-positiven Zellen, wahrend in den AP-2y"'-EBs nur
noch 54% der Zellen SSEA-1-positiv sind. Auch im weiteren Verlauf der Differenzierung der
embryonalen Stammzellen in primordiale Keimzellen ist diese Diskrepanz zwischen den
Genotypen festzustellen. Zum Endpunkt der Versuchsreihe sind in den AP-2y"*-EBs noch
25%, in den AP-2y"-EBs hingegen nur noch 6,5% der Zellen SSEA-1-positiv (siehe Abb. 21).
Aufgrund der Tatsache, dass die Anteile an SSEA-1-positiven Zellen deutlich geringer sind
als die der c-Kit-positiven, ist SSEA-1 ein geeigneter Marker fur die Anreicherung der in vitro

differenzierten primordialen Keimzellen.

Anteile der SSEA-1-positiven Zellen in
AP-2y**+ (L25) und AP-2y"(L20) EBs
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Abbildung 21: Graphische Darstellung der Anteile SSEA-1-positiver
Zellen. Vergleich der Anteile (in Prozent) der SSEA-1-positiven Zellfraktionen
zwischen  AP-2y-Wildtyp und  AP-2y-Nullmutanten  wahrend  der
Differenzierung von embryonalen Stammzellen in primordiale Keimzellen zu
angegebenen  Zeitpunkten. Dargestellt ist der Mittelwert mit
Standardabweichung aus je 3 Versuchsansatzen.

Die Ergebnisse dieser Experimente lassen die Schlussfolgerung zu, dass unter exakt
gleichen Bedingungen die Differenzierung der ES-Zellen innerhalb der EBs unterschiedlich

verlauft und fir den Unterschied der AP-2y-Genotyp verantwortlich zu sein scheint.
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4.3.1.2 Unterschiede in den Expressionsprofilen zwischen AP-2y*"* und AP-2y™ Zellen

Um Hinweise auf die Rolle von AP-2y in der Keimzellbiologie zu bekommen, wurde ein
Expressionsprofil der SSEA-1-positiven Zellfraktionen mittels RT-PCR erstellt. Dazu wurden
die EBs beider Genotypen vereinzelt, die SSEA-1-positive Fraktion mittels
supramagnetischer Partikel isoliert und die cDNS aus diesen Zellen synthetisiert.
Anschlielend wurde das Expressionsmuster keimzellspezifischer Gene wahrend der in vitro

Differenzierung untersucht.
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Abbildung 22: Reprasentative semiquantitative RT-PCR Analyse der aufgereinigten SSEA-1-positiven
Zellfraktionen wéahrend der Differenzierung embryonaler Stammzellen in primordiale Keimzellen.
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Die semiquantitative RT-PCR-Analyse zeigt, dass bereits die ES-Zellen (sowohl AP-2y™" al

(@]

auch AP-2y7) interessanterweise die Expression von Keimzellmarkern zeigen. So werden
die frihen Keimzellmarker Blimp1, Prdm14, Stella, Nanos3 in geringen Mengen exprimiert,

wobei die Expression von Blimp1 und Prdm14 in den AP-2y-Nullmutanten geringer ist als in

N
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den AP-2y-Wildtypen, die Expression von Stella und Nanos3 hingegen in den Nullmutanten
hoher als in den Wildtypen ist. Auch die Expression von Markern fiir postmigratorische
Keimzellen wie Dazl und Mvh ist in beiden Zelllinien vorzufinden und fallt jedoch in den AP-
2y*"* Zellen héher aus als in den AP-2y" Zellen.

Interessanterweise wird AP-2y in den embryonalen Stammzellen (nur AP-2y*"*) exprimiert
und zeigt hier sogar den hdéchsten Expressionslevel wahrend der gesamten EB-Kultur.
Jedoch scheint die Expression in den ES-Zellen keinen Einfluss auf die Morphologie und die
Etablierung und Erhaltung dieser zu haben (siehe auch Kap. 4.3.1). Die Expression von AP-
2y nimmt wahrend der EB-Differenzierung zunachst ab und ist an d3 nicht detektierbar. Im
weiteren Verlauf der EB-Kultur nimmt die Expression jedoch wieder zu (d5) und scheint in
ein Plateau Uberzugehen (d7+d9).

Ahnlich verhalt es sich im Verlauf der EB-Kultur mit dem Expressionssignal von Blimp1, dass
in den ES-Zellen nur schwach ist und an d3 nicht (AP-2y*"*) oder kaum (AP-2y") detektiert
werden kann. Zum Zeitpunkt d5 steigt die Expression von Blimp1 in den Wildtyp-Zellen,
wahrend sie in den Nullmutanten im Vergleich zum Zeitpunkt d3 gleich bleibt. Mit Erreichen
des Tages 7 (d7) der EB-Kultur steigt die Expression von Blimp1 in AP-2y** und AP-2y" EBs
an und persistiert bis d9, wobei sich die Signalstarke zwischen Wildtyp und Nullmutante nicht
unterscheidet.

Die Expression von Prdm14 und Nanos3 ist in AP-2y"* und AP-2y” ES-Zellen detektierbar,
sie nimmt jedoch in den Nullmutanten schnell ab und kann im weiteren Verlauf der EB-Kultur
nicht mehr (Prdm14) oder kaum noch (Nanos3) detektiert werden. In den Wildtypen ist
jedoch ein Anstieg der Transkription beider Gene ab d7 detektiert und erreicht zu diesem
Zeitpunkt ein Plateau.

Die beiden untersuchten Marker flr postmigratorische Keimzellen Dazl und Mvh werden in
den AP-2y"-Zellen herunterreguliert und zeigen bis d7 nur eine geringe Expression, die an

+/+

d9 nicht mehr detektiert werden kann. Hingegen konnen in den AP-2y""-Zellen beide
Transkripte Uber den gesamten Zeitraum der EB-Kultur detektiert werden, wobei an d9 die
Expression am hochsten ist.

Zu beobachten ist auch die Expression des mesodermalen Markers T (Brachyury), der ab d3
sowohl in den Wildtypen als auch in den Nullmutanten detektiert werden kann. Hier ist

+/+

jedoch die Expression in den AP-2y” -Zellen bereits an d3 héher als in den AP-2y"*-Zellen
und ist bis d9 detektierbar. Zu diesem Zeitpunkt ist in den AP-2y*"*-Zellen eine Expression
von Brachyury kaum noch zu detektieren.

Vergleicht man das Expressionsmuster von Hoxb1 zwischen AP-2y"* und AP-2y" -Zellen, so
ist auch hier ein Unterschied feststellbar. Wahrend in den Wildytp-Zellen die Expression Uber

die gesamte Dauer der EB-Kultur nicht detektiert werden, ist diese in den AP-2y-
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Nullmutanten-Zellen ab d3 zu beobachten. Dabei erreicht sie den hdochsten Level an d7 der
EB-Kultur und nimmt im weiteren Verlauf ab.

Aufgrund der bereits erwadhnten Unterschiede in den Anteilen an kontraktilen EBs wahrend
der Kultivierung (siehe Kap. 4.3.3) wurde das Expressionslevel von Nkx2.5, einem Marker fiir
Vorlaufer von Kardiomyozyten (Kasahara et al. 1998), bestimmt. Vergleicht man nun die
Expression dieses Markers zwischen AP-2y"* und AP-2y” -Zellen, so stellt man fest, dass
die Expression sowohl in den Wildtypen, als auch in den Nullmutanten zum Zeitpunkt d5
beginnt. Hier ist der Expressionslevel in den Wildtypen zwar hdher, jedoch nur lber einen
Zeitraum zwischen d5 und d7 detektierbar. In den AP-2y” -Zellen kann die Expression
Nkx2.5 jedoch bis d9 detektiert werden und ist generell hdher.

Zusammenfassend kann man sagen, dass sowohl in AP-2y"* als auch in AP-2y"" -EBs
wahrend der Kultur Keimzellmarker exprimiert werden und somit eine Differenzierung von
ES-Zellen zu primordialen Keimzellen in den EBs erfolgt und diese aufgrund der Blimp1-
Expression zwischen d5 und d7 initiiert wird. Jedoch zeigen die AP-2y” -Zellen im Verlauf
der Differenzierung einen Verlust der Keimzellmarker wie Stella, Prdm14, Nanos3, Mvh und
Dazl. Zudem zeigen die AP-2y-Nullmutanten eine Expression des somatischen Markers
Hoxb1 und eine verlangerte und deutlich starkere Expression des mesodermalen Markers

Brachyury und von Nkx2.5, eines Markers fir Kardiomyozytenvorlaufer (siche Abb. 22).

+ Stella + Stella

Abbildung 23: Imnmunfluoreszenz-Analyse von EBs |. Konfokale Immunfluoreszenzaufnahmen von EBs.
(A) Zeigt die SSEA-1 (rot) und Stella (grtin)-Farbung eines AP-2y+/+-EBs an d9. (B) Zeigt die SSEA-1 (rot)
und Stella (griin)-Farbung eines AP-2y'/'-EBs an d9. Pfeile deuten weisen auf Zellen hin, die beide Antigene
zeiaen.

Auch die Immunfluoreszenzfiarbungen zeigen, dass an d9 der EB-Kultur in den AP-2y"*-EBs
deutlich mehr SSEA-1-positive Zellen vorhanden sind als in den AP-2y"-EBs (vergleiche
Abb. 23 A, B). Sie zeigen dabei ein membranstidndiges SSEA-1-Signal und ein

zytoplasmatisches und kernstandiges Stella-Signal. Zudem enthalten die Wildtyp-Kulturen
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mehr Stella-positive Zellen, dabei ist das Stella-Signal haufig mit dem SSEA-1-Signal in der
gleichen Zelle zu detektieren (siehe Abb. 23 A, Pfeile). Auch die Koexpression von Stella und
SSEA-1 ist in AP-2y"-EBs zu beobachten, dies stellt jedoch ein sehr seltenes Ereignis dar
(Abb. 23 B, Pfeile).

Interessant ist auch die Beobachtung, dass die doppelt-positiven Zellen in Clustern innerhalb
des EBs zu finden sind und nicht gleichmalig innerhalb eines EBs verteilt sind. Diese
Clusterbildung ist dabei ein Indiz flr die Nischenbildung innerhalb der EBs.

Weitere Immunfluoreszenzfarbungen zeigen zudem eine Koexpression von Stella und AP-2y
in Zellen aus EBs aus denen eine Einzellsuspension hergestellt worden ist. Dabei ist die
Koexpression in ca. 40% aller Stella-positiven Zellen vorzufinden (siehe Abb. 24). Was
darauf hindeutet, dass nicht alle SSEA-1+Stella-positiven Zellen in den EBs auch primordiale

Keimzellen sind.

AP-2y++

AP-2y

Abbildung 24: Immunfluoreszenz-Analyse von EBs Il. Immunfluoreszenz-Analyse der
Expression von AP-2y (griin) und Stella (rot) in Einzelzellsuspensionen aus EBs. Pfeile zeigen
Zellen in denen Stella und AP-2y koexprimirert werden. Sterne markieren Zellen, die nur ein
Signal zeigen.

Die Ergebnisse der RT-PCR und der Immunfluoreszenz-Analyse lassen die

+/+

Schlussfolgerung zu, dass primordiale Keimzellen sowohl aus AP-2y™" als auch aus den AP-
2y"-ES-Zellen differenziert werden, in den Nullmutanten diese aber verloren gehen und laut
der Expression von Markergenen mdglicherweise dabei eine somatische (mesodermale)

Differenzierung vollziehen.
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4.3.2 Die Keimzelltumorlinien TCam-2 und JKT-1

Die durch die Differenzierung embryonaler Stammzellen in primordiale Keimzellen
gewonnenen Ergebnisse, sollten auch in einem weiteren in vitro System bestatigt werden.
Als geeignetes in vitro System konnten dabei humane Keimzelltumorzelllinien in Betracht
gezogen werden. Dabei ware eine Zelllinie aus einem Seminom oder einer IGCNU am
besten geeignet, da diese Tumoren viele Eigenschaften, wie Markergenexpression und
Morphologie, primordialer Keimzellen aufweisen. Zudem ware es von gro3em Interesse
weitere Parallelen in den molekularbiologischen Mechanismen zwischen der menschlichen

und murinen Keimzellbiologie aufzeigen zu kénnen.

Aufgrund der Tatsache, dass es bis heute keine Zelllinien einer IGCNU gibt, wurden
Seminom-Zelllinien als potentielle in vitro Systeme benutzt. Zurzeit gibt es nur zwei humane
Zelllinien, die erfolgreich aus Seminomen etabliert werden konnten, namlich die Zelllinie
TCam-2 (Mizuno et al. 1993) und die Zelllinie JKT-1(Kinugawa et al. 1998),.

Abbildung 25: Morphologie der Keimzelltumorlinien TCam-2 (A) und JKT-1 (B).
GrofRenbalken: 50um
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Abbildung 26: Vergleichende Analysen der Transkriptome von TCam-2 und JKT-1. (A) cDNS
Microarray Analyse von normalen Hodengewebe (N, n=4), Seminomen (S, n=4), embryonalen Karzinom
(E, n=3), JKT-1 und TCam-2 von 41 Genen, die zum Unterscheiden zwischen Seminom und
embryonalen Karzinom herangezogen werden. Grun: keine Expression; Rot: Expression. (B) RT-PCR
der angezeigten Transkripte . (C) RT-PCR der angezeigten Transkripte in TCam-2, JKT-1 und humanen
Hoden (Testikel). Modifiziert aus (Eckert et al. 2008b).
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Um beide Zelllinien auf die Eignung als in vitro System flr Keimzellen zu untersuchen,
wurden beide genauer charakterisiert.

Dabei zeigt sich bereits in der Morphologie ein Unterscheid der beiden Zelllinien. Wahrend
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die TCam2-Zellen eher flach und polygonal sind, sind die JKT-1-Zellen eher rund und
kompakt und erreichen erst mit zunehmender Konfluenz eine polygonale Zellform. Zudem
weisen die TCam-2-Zellen ein gréReres Verhaltnis von Zytoplasma zu Zellkern als die JKT-
1-Zellen auf (siehe Abb. 25).

Bei der Untersuchung der Trankriptome von TCam-2 und JKT-1 im Vergleich zu normalen
Hodengewebe, Seminomen und embryonalen Karzinomen mittels cDNS Microarrays, zeigte
sich, dass sich die beiden Zelllinien in der Hierarchie zwischen den untersuchten
Tumorentitaten befinden. Dabei scheint das Expressionsmuster der TCam-2 Zellen eher
dem der Seminome als dem der embryonalen Karzinome zu entsprechen, wahrend die JKT-
1-Zelllinie durch die hierarchische Auswertung des cDNS Microarrays eher zu den
embryonalen Karzinomen eingeordnet wird (siehe Abb. 26 A).

Zum Beispiel zeigen die TCam-2 Zellen - genau wie Seminome und IGCNUs - die
Expression von SOX17, aber keine Expression von SOX2. JKT-1 zeigt jedoch die
Expression von SOX2 und keine von SOX17. Tatsachlich gilt SOX17 als ein Marker zur
Differenzierung zwischen Keimzelltumorentitditen und wird in IGCNUs und Seminomen
exprimiert, wahrend SOX2 in humanen primordialen Keimzellen und embryonalen
Karzinomen exprimiert wird (de Jong et al. 2008).

Zudem zeigt die TCam-2-Zelllinie eine Expression von AP-2y und dem
pluripotenzassoziierten Gen OCT3/4, deren Expression in den JKT-1-Zellen nicht
nachgewiesen werden kann (siehe Abb. 26, B). Die Expression dieser Gene ist jedoch fir
IGCNUs, Seminome und humane primordiale Keimzellen und Gonozyten charakteristisch
(Looijenga et al. 2003; Hoei-Hansen et al. 2004; Pauls et al. 2005).

Interessanterweise kann in den JKT-1 Zellen, im Gegensatz zu der TCam-2-Zelllinie, keine
Expression der Gene DAZL, BOULE (Familienmitglied von DAZL) und VASA detektiert
werden (siehe Abb. 26, C). Die Expression dieser Gene ware aber bei einer Zelllinie mit
Keimzellursprung gefordert, da im murinen System in humanen postmigratorischen

Keimzellen/ Gonozyten diese Gene exprimiert werden (Anderson et al. 2007).

Ein weiterer wichtiger Punkt bei der Untersuchung, welche der beiden Zelllinien als in vitro
System flr primordiale Keimzellen dienen kdnnte, ware die Expression von Blimp1 zu
nennen, da dieser Faktor in der Maus daflir verantwortlich ist essentielle Vorgange sowohl
bei der Spezifikation als auch beim Erhalt der Pluripotenz der PGCs zu regulieren. Dabei ist
die Interaktion zwischen Blimp1 und Prmt5 in der Maus fiir die symmetrische Di-Methylierung
von Histon H2A/H4 an Arginin 3 (H2A/H4 R3me2) und dadurch flr eine genetische
Regulation verantwortlich (Ohinata et al. 2005; Saitou et al. 2005; Ancelin et al. 2006;
Kurimoto et al. 2008).
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Auch in humanen primordialen Keimzellen konnten wir die Expression von BMLIP1 und
PRMT5 zeigen, zudem kann man die Expression beider Gene und die aus der Interaktion
beider Proteine resultierende Histon-Modifikation in Seminomen und IGCNUs vorfinden.
Jedoch sei hier angemerkt, dass in Seminomen und IGCNUs das PRMT5-Protein nicht im
Kern lokalisiert ist und vermutlich das Familienmitglied PRMT7 die Funktion von PRMT5 als
Interaktionspartner flr BLIMP1 tGbernimmt (Eckert et al. 2008a).

BLIMP1 B E TCam-2 JKT1 Testis
BLIMP1
PRMTS

GAPDH

F SUNPT [
PRMTS i N ot
H2A/H4
(Rame2s) WD . -/t
G
IP:anti-PRMT5 Input
- +

WB: anti-BLIMP1 P— -

Abbildung 27: BLIMP1 in TCam-2 Immunfluoreszenzfarbung in TCam-2-Zellen von BLIMP1 (A), PRMT5
(B), der Uberlagerung der beiden Signale aus A und B (C) und der korrespondierenden Kernfarbung (D);
GroRenbalken: 25um. (E) RT-PCR-Analyse der Expression der angezeigten Gene in TCam-2 und JKT-1-
Zellend und humanen adulten Hoden (Testis). (F) Western Blot Analyse der angezeigten Proteine in
TCam-2. (G) Western Blot Analyse nach der Immunprazipitation von PRMT5 und anschlieBender
Detektion von BLIMP1 aus TCam-2 Proteinlysat. (-) ohne anti-PRMT5-Antikérper, (+) mit anti-PRMT5-
Antikdrper, Input Totallysat aus TCam-2. Modifiziert aus (Eckert et al. 2008a).

Um eine mdogliche Expression von BLIMP1 und PRMT5 in den beiden Zelllinien
nachzuweisen, wurde eine RT-PCR durchgefiihrt. Diese zeigte, dass BLIMP1 und PRMT5 in
TCam-2 exprimiert werden. Die JKT-1 Zelllinie weist jedoch nur eine schwache Expression
von PRMT5 auf (siehe Abb. 27, E). Zudem zeigt die Immunfluoreszenzfarbung, dass beide
Proteine im Zellkern jeder TCam-2-Zelle kolokalisiert sind, PRMT5 aber auch
membranstandig detektiert werden kann. Auch die in der Maus beschriebene Interaktion von
Blimp1 und Prmt5 kann in der TCam-2-Zelllinie gefunden werden, da BLIMP1 mit PRMT5
co-immunprazipitiert (sieche Abb. 27, G). Des Weiteren kann die aus der Interaktion beider
Proteine resultierende Histonmodifikation (H2A/H4R3me2) in TCam-2 detektiert werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde flir die Versuche zur Rolle von AP-2y in der

Keimzellbiologie die Zelllinie TCam-2 als geeignetes in vitro System benutzt.
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4.3.2.1 RNAi induzierte knock down von AP-2y in der TCam-2 Zelllinie

Um die Rolle von AP-2y in der Keimzellbiologie in vitro ndher zu untersuchen, wurde mittels
eines siRNS-Gemisches (drei verschiedene siRNS fur AP-2y) ein transienter knock down
des endogenen AP-2y-Proteins in TCam-2 Zellen herbeigefihrt, dabei binden die siRNS-
Molekule an das Transkript von AP-2y und fihren zu einem transienten Abbau und/oder zur

Inhibition der Translation des AP-2y-Proteins.

Als Kontrollen flir die Spezifitdt der

siRNS-Molekule wurden nonsense A TCam-2
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2y-Transkript oder Protein. des AP-2y-Transkriptmenge 48h nach der Transfektion mit
Umn die A irk d . nonsense-siRNS  und  AP-2y-siRNS. GAPDH als
m die Auswirkungen der transienten Ladekontrolle.(B) Western Blot Analyse der Veranderung
Transfektionen zUu untersuchen des AP-2y-Proteinmenge 48h nach Transfektion mit
) . nonsense siRNS, AP-2y-siRNS oder nur der Behandlung
wurden die TCam-2 Zellen transfiziert | mit dem Transfektionsreagenz. R-Actin als Ladekontrolle.

die

Transfektion nach 48h mit RT-PCR und Western Blot ausgelesen. Dabei zeigte sich, dass

und Ergebnisse dieser

sowohl die nonsense siRNS, als auch das Transfektionsreagenz keinerlei Auswirkungen auf
die Menge an AP-2y-mRNS (siehe Abb. 28, A) oder Protein haben (siehe Abb. 28, B). Die
Transfektion der AP-2y-siRNS zeigt wie erwartet eine Verminderung der AP-2y-mRNS, die
jedoch im Vergleich zu unbehandelten TCam-2 nicht besonders stark ist (siche Abb. 28, A).
Auf der Protein-Ebene ist jedoch eine starke Verminderung des AP-2y-Proteins zu
beobachten (auf ca. 10-20% der Ausgangsmenge). Dies lasst den Schluss zu, dass diese

siRNS AP-2y-spezifisch sind, jedoch einen Block der Translation vermitteln. Die erzielten
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knock down Level geniigen jedoch um die Auswirkungen eine AP-2y-Verlustes studieren zu

koénnen.

4.3.2.2 Auswirkungen des AP-2y-knock downs auf die TCam-2 Zelllinie

Um die Auswirkungen des AP-2y-knock downs auf das Transkriptom der TCam-2 Zelllinie zu
untersuchen, wurde 48 h nach der Transfektion die RNS aus den Zellen isoliert und diese
einer quantitativen RT-PCR- Analyse unterzogen. Dazu wurde ein, in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Looijenga (ERASMUS MC Rotterdam) etabliertes Panel zur Analyse der Expression
von 23 Genen genutzt, das sowohl pluripotenzassoziierte Gene (NANOG, OCT3/4, SOX2,
SOX17, UTF1, REX1), mesodermale Marker (Brachyury, HAND1, MyoD1), endodermale
Marker (AFP, Laminin b1, GATA4, GATAG), ectodermale Marker (FGF-5, OTX1, PAX-6),
trophektodermale Marker (CDX2, GATA-2, TEAD-1, hCG) und Methyltransferasen
(DNMT3A, DNMT3B, DMNT3L) beinhaltet.

Die Auswertung dieser Ergebnisse bestatigte diese Analyse mittels cDNS-Microarray in
Bezug auf die Expression von SOX2 und SOX17 und zeigt hier die Expression von SOX17,
aber nur eine geringe Expression von SOX2 in unbehandelten TCam-2 Zellen (siehe Abb.
26, A). Zudem zeigte die Transfektion der nonsense siRNA keine nennenswerten
Veranderungen in der Expression der analysierten Gene fihrt und somit den der
unbehandelten TCam-2 Zellen entspricht (siehe Abb. 29, A).

Die Transfektion der AP-2y-siRNS hingegen fuhrt in der TCam-2 Zelllinie zu einer
signifikanten Deregulation der Gene HAND1 und MyoD1. Die Expression von HAND1 steigt
dabei um das 25fache und die von MyoD1 um das 22fache (siehe Abb. 28, A , B). Beide
gelten als Marker fir eine mesodermale Differenzierung, zudem wird MyoD1 eine
regulatorische Rolle von myogenen miRNS zugewiesen. Jedoch ist keine Veranderung der
Expression von Brachyury zu beobachten, wie sie in der Differenzierung muriner
embryonaler Stammzellen in primordiale Keimzellen zu beobachten war (siehe Abb. 29, A
und Abb. 22).

Interessanterweise zeigt eine RT-PCR des BLIMP1-Transkriptes in AP-2y-siRNS
transfizierten TCam-2 - wie auch in den EB-Kulturen - keinerlei Auswirkungen auf den
BLIMP1-Expressionslevel. Jedoch ist eine Hochregulation von HOXB1 zu erkennen, was
darauf hindeutet, dass AP-2y in der Kaskade zwischen BLIMP1 und HOXB1 liegt und
HOXB1 vermutlicht nicht einer direkten Regulation durch BLIMP1 unterliegt. Zudem konnte
die Beobachtung, dass mesodermale Marker hochreguliert werden, auch in den AP-2y"-EBs

gemacht werden (siehe auch Abb. 22).
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Abbildung 29: Expressionsanalysen nach knock down von AP-2y in TCam-2 (A) Quantitative RT-
PCR-Analyse der angezeigten Gene 48 h nach Transfektion von nonsense siRNS und AP-2y-siRNS. (B)
Semiquantitative RT-PCR der Gene HAND1 und MyoD1 zur Validierung der quantitativen RT-PCR 48 h
nach Transfektion. (C) Semiquantitative RT-PCR der Gene der Gene BLIMP1, und HOXB1 nach
Transfektion der TCam-2 Zellen mit siRNS-Molekiilen 48 h nach Transfektion. Diese Ergebnisse wurden
mit Hilfe von Daniel Nettersheim und Ad Gillis erstellt.
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4.3.3 Auswirkungen des AP-2y-Verlustes in vitro auf microRNS

Da der Verlust von AP-2y sowohl in den EB-Kulturen als auch in der Seminom-Zelllinie
TCam-2 zu einer stark erhdhten Expression von mesodermalen Genen flihrt (siehe Abb. 22
und 29, A, B), stellte sich auch die Frage, ob eine Deregulation von miRNS vorliegt. Diese
kénnte entweder durch einen direkten Einfluss von AP-2y auf miRNS-Promotorregionen
geschehen oder durch eine indirekte Regulation von miRNS durch ein Mediatormoleklil, das
von AP-2y reguliert wird.

Mittels quantitativer RT-PCR wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Looijenga die Level
von 155 miRNS gemessen. Dabei wurden flr diese Analyse 48 h nach Transfektion aus
siRNS-transfizierten TCam-2 Zellen total RNS isoliert und eine quantitative RT-PCR
durchgefihrt. Bei dieser Analyse wurden 14 miRNS als signifikant dereguliert gefunden (7
herabreguliert, 7 hochreguliert). Unter den hochregulierten miRNS fanden sich die miR-133a,
miR-133b und die miR-138 (siche Abb. 30 A), die mit mesodermaler Entwicklung in
Verbindung gebracht werden (Chen et al. 2006; Ivey et al. 2008; Morton et al. 2008).

Um die Ergebnisse der RT-PCR zu validieren, wurde eine radioaktive Detektion der miRNS
mittels der mirVana Probe Construction Kits und der mirVana Detection Kits durchgefihrt.
Diese Analyse zeigte, dass die synthetisierten radioaktiv-markierten Sonden spezifisch flr
ihre Ziel-miRNS sind, da sie nur mit der entsprechenden komplementaren RNS detektieren
(siehe Abb. 30, B). Des Weiteren zeigte die mirVana-Analyse eine Hochregulation der miR-
133a, miR-133b und der miR-138 in den AP-2y-siRNS transfizierten TCam-2 Zellen. Dabei
ist die miR-133a in den AP-2y-siRNS transfizierten TCam-2 Zellen 1,23-fach, die miR-133b
3,51-fach und die miR-138 gar 20-fach erhéht (siehe Abb. 30, C). Somit konnten die qRT-
PCR-Daten flir diese miRNS mit dem miRVana-System bestatigt werden

Auch in dem System der Differenzierung embryonaler Stammzellen zu primordialen
Keimzellen in EB-Kulturen wurde einen miRVana-Analyse durchgefiihrt. Hier erfolgte die
radioaktive miRNS-Detektion in total-RNS aus ES-Zellen und EBs (d9), die aufgrund der
geringen Zellzahlen nicht SSEA-1 vorsortiert worden sind. Hier ist die Expression der miR-
133a in den AP-2y" EBs 1,67-fach im Vergleich zu den korrespondierenden ES-Zellen
erhéht. In den AP-2y"*-EBs jedoch nur 1,32-fach erhdht. Die miR-133b ist in den AP-2y™-
EBs 1,61-fach, in den AP-2y+’+-EBs jedoch nur 1,3-fach, im Vergleich zu den ES-Zellen,
erhéht. Zudem sind beide miRNS in den AP-2y"-EBs héher exprimiert als in den AP-2y"*-
EBs (siehe Abb. 30, C). Ebenfalls zu beobachten ist, dass bereits das Signal der miR-133a
in den AP-2y"-ES-Zellen starker als in den AP-2y**-ES-Zellen ist.

Die miR-138 konnte in dem ES-Zell-basierten System interessanterweise nicht
nachgewiesen werden. Zusammenfassend fiihrt der Verlust von AP-2y sowohl in den TCam-

2-Zellen als auch in dem ES-System zu einer Hochregulation von miRNS, die mit
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mesodermaler Differenzierung in Verbindung gebracht werden. Diese Ergebnisse decken
sich zudem mit denen der RT-PCR Analysen, in denen bereits eine Hochregulation von

mesodermalen Markern in den TCam-2-Zellen und den EBs beobachtet werden konnte.
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Abbildung 30: microRNS Analysen (A) Quantitative RT-PCR-Analyse von miR-138,
miR133a und miR133b in transfizierten TCam-2 Zellen. Diese Ergebnisse wurden mit Hilfe
von Christopher Hoffmann und Ad Gillis erstellt. (B) Test auf Spezifitdt der benutzen
radioaktiv-markierten miRNS-Sonden (antisense) mittels Inkubation von komplementaren
sense-Proben die mit 5ug Hefe-RNS gemischt worden sind. (C) mirVana-Analyse der
angegebenen miRNS in TCam-2 Zellen. Rechts daneben sind die Verhaltnisse der Signale
von transfizierten zu untransfizierten Zellen angezeigt. (D) mirVana-Analyse der angezeigten
miRNS in ES-Zellen und EBs an d9. Angegeben sind die Verhaltnisse von EB d9 zu ES-
Zellen.Verhaltnisse der Signalstarken wurden mittels des Programms ImageJ berechnet. U6
snRNS dient als Ladekontrolle.
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4.3.4 ChIP-Experimente am MyoD1-Promotor in TCam-2 Zellen

Da gezeigt wurde, dass MyoD1 in der Lage ist die miR-133a und miR-133b zu
trasnsaktivieren (Chen et al. 2006) und die Transfektion AP-2y-siRNS in TCam-2 zu einer
erhdhten Expression von MyoD1 fihrt, lag die Vermutung nahe, dass AP-2y im MyoD1-
Promotor bindet und die Expression von MyoD1 reprimiert. Tatsachlich konnte eine rVista-
Datenbankanalyse eine putative, zwischen Mensch und Maus konservierte, Bindestelle fir
AP-2y 50bp stromaufwarts des Transkriptionsstartpunktes im MyoD1-Promotor identifizieren

(siehe Abb. 31 A). Um eine mdgliche Bindung von AP-2y an dieser Bindestelle zeigen zu
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Abbildung 31: Analyse der Bindung von AP-2y am MyoD1-Promotor (A) rVista-Datenbankanaylse zu
putativen Bindestellen von AP-2y im MyoD1 Promotor. Dargestellt sind putative Bindestellen im Bereich
2kb stromaufwarts und 1,5kb stromabwarts der fir MyoD1 kodierenden Region. Es findet sich dabei nur
putative Bindestelle fur AP-2y kurz vor dem Transkriptionsstart (Pfeil), die sowohl in der murinen als auch
in der humanen genomischen Sequenz zu finden ist. (B) Chromatin-Immunoprézipitation (ChlP) einer AP-
2y Bindestelle im Nanog-Promotor dient als Positiv-Kontrolle firr die ChIP am MyoD1-Promotor in TCam-2
Zellen.

kénnen, wurde eine Chromatin-Immunprazipitation durchgeflihrt. Als Positivkontrolle diente
dabei eine Bindestelle von AP-2y im murinen Nanog-Promotor (unverdffentlichte Daten Peter
Kuckenberg).

Jedoch konnte durch die an die ChiP anschlieRende PCR keine Amplifikation der
untersuchten MyoD1-Promotorregion erfolgen (siehe Abb. 31 B ,+Ab-Spur), was die Bindung

von AP-2y in dieser Region ausschliet und somit andere regulatorische Mechanismen in
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Betracht gezogen werden miuissen. Diese koénnten sowohl eine direkte reprimierende
Wirkung von AP-2y auf miRNS oder die Repression eines Gens, das wiederum diese miRNS

aktiviert, sein.
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5 Diskussion

Primordiale Keimzellen sind der Ursprung der Gameten (Spermatozyten und Oozyten) und
werden in der Maus friih wahrend der Embryogenese in der Basis der Allantois spezifiziert
(E7.5). Die Spezifizierung der Keimzellen unterliegt einer stringenten genetischen Kontrolle,
wobei keimzellspezifische Gene (z.B. Stella, Nanos, Dnd1, Prdm14) aktiviert und somatische
Gene (z.B. Hoxb1) reprimiert werden. Aufgrund der molekularbiologischen Eigenschaften,
wie der Expression pluripotenzassoziierter Gene (0Oc3/4 und Nanog) und des epigenetischen
Status (geringe DNS-Methyilierung, verringerte Menge an repressiver Histonmodifizierung
H3K9me?2) primordialer Keimzellen, gelten diese als pluripotent und muissen vor der
Differenzierung in andere Zelltypen geschitzt werden. Experimentelle Daten zeigen dabei,
dass das Protein Blimp1 sowohl an der Aktivierung der keimzellspezifischen Gene als auch
bei der Repression somatischer Gene beteiligt ist und somit den undifferenzierten Status der
primordialen Keimzellen aufrecht erhalt (Ohinata et al. 2005; Saitou et al. 2005; Kurimoto et
al. 2008).

Die konditionalen Nullmutanten des Transkriptionsfaktors AP-2y einen frihen Verlust der
primordialen Keimzellen kurz nach deren Spezifizierung aufweisen (Weber Eckert et al. in
Revision), ist eine Rolle von AP-2y in der Keimzellbiologie sehr wahrscheinlich. Dabei
werden die primordialen Keimzellen auch in den konditionalen Nullmutanten spezifiziert, da
in diesen die charakteristische Aktivitdt der alkalischen Phosphatase an E7.5 detektiert
werden kann. Kurimoto et al. konnten die Expression von AP-2y mittels cDNS-Microarray-
Analysen in spezifizierten primordialen Keimzellen zeigen, zudem korreliert die Menge des
AP-2y-Transkriptes mit der Menge von Blimp1, so dass eine Regulation von AP-2y durch
Blimp1 in primordialen Keimzellen méglich ware (Kurimoto et al. 2008).

In dieser Arbeit sollte zunachst der Nachweis des AP-2y-Proteins in primordialen Keimzellen
zum Zeitpunkt der Spezifizierung erfolgen und zudem untersucht werden, welche
molekularbiologischen Konsequenzen der Verlust beider AP-2y-Allele auf die primordialen

Keimzellen hat.

5.1 AP-2y wird in spezifizierten PGCs exprimiert

Um das AP-2y-Protein in spezifizierten primordialen Keimzellen nachzuweisen, wurden
zunachst ganze Implantationen des Stadiums E7.5 in Paraffin eingebettet und 3 pm dicke
Schnitte hergestellt. AnschlieRend wurde das AP-2y-Protein mittels AP-2y-spezifischer

Antikdrper und Fluorochrom-gekoppelter Sekundarantikérper nachgewiesen. Dabei konnte
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das AP-2y-Protein sowohl in den Riesenzellen, als auch in den Zellen des ektoplazentalen
Konus detektiert werden (siehe Abb. 10). Die Expression in den Trophektoderm-Derivaten
deckt sich mit den Beobachtungen die von unserer Arbeitsgruppe in Zellen des
Trophektoderms in vivo und in vitro gemacht werden konnten. Zudem weisen die AP-2y-
Nullmutanten einen Plazenta-Phanotyp auf, wobei die Zellen im extraembryonalen Ektoderm
und im ektoplazentalen Konus eine stark verminderte Proliferation aufweisen und folglich die
Labyrinthschicht nicht korrekt ausgebildet wird und der Embryo als Folge einer
Nahrstoffunterversorgung abstirbt und anschlieend an E9.5 resorbiert wird (Auman et al.
2002; Werling and Schorle 2002b).

Die Immunfluoreszenz-Analyse der Implantationen an E7.5 zeigte auch die Farbung einiger
Zellen an der Basis der Allantois (siehe Abb. 10), wo zu diesem Zeitpunkt die spezifizierten
primordialen Keimzellen lokalisiert sind. Um den Zelltyp dieser Zellen genauer zu bestimmen
und somit zu verifizieren, dass die detektierten Zellen auch primordiale Keimzellen sind,
wurden Allantoides von Embryonen an Tag E7.5 der murinen Embryogenese
herausprapariert, eine Einzelzellsuspension erstellt und die Zellen auf Poly-L-Lysin-
beschichteten Objekttragern abgelegt und fixiert. AnschlieRend erfolgte eine Doppelfarbung
dieser Zellen fur AP-2y und Blimp1. Sollten die AP-2y-positiven Zellen an der Basis der
Allantois primordiale Keimzellen sein, so sollten sie in diesem Stadium der murinen
Embryogenese die Kolokalisation von AP-2y und Blimp1 aufweisen. Die Immunfluoreszenz-
Analyse der Einzelzellsupensionen zeigte tatsachlich eine kernstandige Kolokalisation von
AP-2y und Blimp1 in einigen Zellen auf (siehe Abb. 11, C und D). Dabei zeigen alle AP-2y-
positiven Zellen (Abb. 11, A) auch ein kernstandiges Blimp1-Signal (sieh Abb.11, B und D).
Zudem konnten hier keine Zellen detektiert werden, die nur eines der beiden Proteine
aufweisen. Somit konnte hier gezeigt werden, dass AP-2y in spezifizierten primordialen
Keimzellen exprimiert wird. Zudem konnten hier die Beobachtungen von Kurimoto et al.
bestatigt werden.

Im weiteren Verlauf der murinen Embryogenese beginnen die spezifizierten primordialen
Keimzellen mit der Migration von der Allantois entlang des Urdarms in die Genitalanlagen,
die sie zwischen E10.5 und E11.5 erreichen. Wie die Immunfluoreszenz-Analyse der
Embryonen an E8.25 zeigt, kann das AP-2y-Protein in Zellen detektiert werden, die ventral
im posterioren Bereich des Embryos zu finden sind (siehe Abb. 12, A und C). Zu diesem
Zeitpunkt befinden sich auch die migrierenden PGCs in dieser Region (Molyneaux et al.
2001; Molyneaux and Wylie 2004). Zudem kolokalisiert das AP-2y-Signal mit dem von Stella
(siehe Abb. 12, B und D), einem friihen Marker flir primordiale Keimzellen (Saitou et al.
2002). Bisher wurde jedoch nur das Transkript von AP-2y (Dissertation Susanne Weber,
(Kurimoto et al. 2008)) detektiert werden, hier konnte zudem gezeigt werden, dass dieses

auch translatiert wird. Zudem konnte durch die Immunfluoreszenz-Analysen (Abb. 10-12)
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zum ersten Mal gezeigt werden, dass das AP-2y-Protein im Embryo zum Zeitpunkt der
Keimzell-Spezifikation und der frihen Migration exklusiv in den primordialen Keimzellen

translatiert wird.

5.2 Der Verlust von AP-2y im Embryo fihrt nicht zur Apoptose von PGCs

Nach Deletion von Oct3/4, c-Kit und Nanos3 kommt es zur Apoptose primordialer Keimzellen
(Kehler et al. 2004; Runyan et al. 2006; Suzuki et al. 2008), somit kdnnte auch der Verlust
der PGCs in den AP-2y-Nullmutanten durch Apoptose zu erklaren sein. Um apoptotische
Vorgdnge in den PGCs von AP-2y-Nullmutanten zu untersuchen, wurden zwei
experimentelle Ansatze verfolgt, die Apoptose visualisieren kénnen.

Zum einen wurden Embryonen an Tag E8.0 einem TUNEL-Assay unterzogen, da wahrend
der Apoptose die DNS zwischen den Nukleosomen gespalten wird und Strangbriiche mit
Einzelstrang-Uberhangen (nick end) entstehen. Sollten in den AP-2y-Nullmutanten die
Keimzellen durch Apoptose verloren gehen, so missten apoptotische Zellen zum Zeitpunkt
E8.0 an der Grenze zwischen Allantois und Urdarm detektiert werden kénnen. Dabei sollte
eine kornige Blaufarbung zu beobachten sein. Bei der Untersuchung von E8.0-Embryonen
mittels TUNEL-Assay konnten jedoch keinerlei Unterschiede zwischen AP-2y"* und AP-2y"
Embryonen festgestellt werden (siehe Abb. 13). Bei beiden Genotypen ist zwar eine leicht
blauliche Farbung zu beobachten, im Vergleich zu der Positivkontrolle (DNasel-behandelter
Embryo) ist diese aber sehr schwach und somit vermutlich nur eine Hintergrundfarbung.
Auch der zweite experimentelle Ansatz die Apoptose zu visualisieren, namlich die Farbung
mittels LysoTracker, zeigt keine Unterschiede zwischen Wildtyp und Nullmutanten an E8.0.
Hierbei wird die lysosomale Aktivitdt von Zellen visualisiert, da apoptotische Zellen durch
benachbarte Zellen phagozytiert werden und somit die lysosomale Aktivitat dieser steigt, was
in einer intensiven Farbung resultiert, die unter dem Fluoreszenz-Mikroskop sichtbar
gemacht werden kann. Man kann zwar einige Zellen ventral am posterioren Teil des
Embryos und in der Allantois detektieren, die eine intensive Rotfarbung zeigen, jedoch sind
auch hier keinerlei Unterschiede in der Anzahl der gefarbten Zellen zwischen beiden
Genotypen zu beobachten (siehe Abb. 14, A-D, Pfeile). Hierbei handelt es sich vermutlich
um Zellen, die andere, im Verlauf der Praparation in Apoptose eingetretene Zellen
phagozytiert haben. Die intensive lysosomale Aktivitdt einiger Zellen im kraniofazialen
Bereich zeigt (siehe Abb. 14, E-F), dass das experimentelle Prozedere korrekt abgelaufen
ist, da hier wahrend der Embryogenese die Apoptose bereits beschrieben worden ist
(Schorle et al. 1996).
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Somit zeigen die Ergebnisse beider experimenteller Ansatze zum Nachweis einer mdglichen
Apoptose der Keimzellen in AP-2y"-Embryonen, dass der Verlust der primordialen
Keimzellen offensichtlich nicht durch Apoptose zu erklaren ist und deshalb andere

Mechanismen in Betracht gezogen werden miissen.

5.3 Die Keimzelltumorzelllinie TCam-2 stellt ein humanes PGC-Modell dar

Neben der Mdglichkeit embryonale Stammzellen in primordiale Keimzellen zu differenzieren,
ware ein weiteres in vitro Modell fir PGCs hilfreich. Es wulirde erlauben, Ergebnisse aus
einem anderem in vitro System verifizieren zu kénnen. Hierbei waren Zelllinien interessant,
da diese den Vorteil haben, dass sie eine homogene Kultur darstellen und zudem besser zu
kontrollieren sind als Systeme, die auf einer spontanen Differenzierung von ES-Zellen
beruhen. Als mogliche in vitro Systeme fir PGCs kamen Zelllinien aus Keimzelltumoren in
Frage. Dabei waren, aufgrund der Genexpression und der Morphologie, Zelllinien von
IGCNUs und Seminomen von gro3em Interesse. Zudem ware es sehr interessant weitere
Parallelen zwischen der humanen und der murinen Keimzellentwicklung herausarbeiten zu
kénnen. Da aber bisher keine IGCNU-Zelllinien verfligbar sind, rlicken die Zelllinien TCam-2
und JKT-1 in den Fokus, weil beide aus Seminomen gewonnen worden sind (Mizuno et al.
1993; Kinugawa et al. 1998). Beide Zelllinien wurden im Rahmen dieser Arbeit analysiert.
Bereits die vergleichende Analyse mittels cDNS-Microarray konnte zeigen, dass die TCam-2
Zelllinie im Expressionsmuster eher einem Seminom gleicht und die JKT-1-Zelllinie das
eines embryonalen Karzinoms zeigt (siehe Abb. 26 A). Die TCam-2 Zelllinie exprimiert z.B.
SOX17, ein Charakteristikum fir Seminome und IGCNUs, wahrend die JKT-1 Zelllinie SOX2
exprimiert, das von embryonalen Karzinomen und primordialen Keimzellen exprimiert wird
(de Jong et al. 2008). SOX17 wird zwar ebenfalls in wahrend der Spezifizierung der PGCs
exprimiert, welche Rolle es aber in der Keimzellbiologie spielt ist jedoch noch nicht geklart
(Kurimoto et al. 2008). Des Weiteren ist in TCam-2 die Expression von AP-2y und OCT3/4 zu
detektieren, die in den JKT-1 Zellen nicht beobachten werden (siehe Abb. 26 B). AP-2y, wie
auch OCT3/4, sind jedoch sowohl in humanen primordialen Keimzellen als auch in IGCNUs
und Seminomen hoch exprimiert und gelten zudem als diagnostische Marker flir die
differentielle Diagnose von Keimzelltumoren (Looijenga et al. 2003; Hoei-Hansen et al. 2004;
Hong et al. 2005; Pauls et al. 2005). Durch die Ergebnisse der RT-PCR fiir die Transkripte
der Gene VASA, DAZL und BOULE kann sogar angezweifelt werden, dass die Zelllinie JKT-
1 einen Keimzellursprung hat (siehe Abb. 26 C).

Als weiteren wichtigen Punkt konnte hier in TCam2 Zellen die Expression von BLIMP1 und

zudem die Interaktion mit der Arginin-Methyltransferase PRMT5 nachgewiesen werden
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(siehe Abb. 27). Zudem resultiert diese Interaktion auch in den TCam-2 Zellen in der
symmetrischen Methylierung von Arginin 3 an Histon H2A/H4 (siehe Abb. 27 F und G,) die
bereits in den primordialen Keimzellen der Maus beschrieben worden ist (Ancelin et al.
2006).

Da die TCam-2 Zelllinie somit viele Merkmale (Expressionsdaten, Interaktion zwischen
BLIMP1 und PRMT5) der Seminome zeigt kann sie als humanes in vitro System flr die

Keimzellbiologie herangezogen werden.

5.4 Der Verlust von AP-2y fiihrt zur Deregulation mesodermaler Marker in vitro

Da sowohl durch den TUNEL-Assay als auch durch die LysoTracker-Farbung die Apoptose
als Ursache fur den Keimzellverlust in AP-2y-Nullmutanten ausgeschlossen werden konnte,
sollten andere Mechanismen untersucht werden. Aufgrund dessen, dass zum Zeitpunkt des
Verlustes der primordialen Keimzellen in AP-2y-Nullmutanten (E8.0-8.5) die Population
dieser in vivo sehr klein ist (ca. 100 Zellen) und diese Zellen in ihrem nativen Zustand in vitro
nicht kultiviert und expandiert werden kdnnen, war es von grof3en Interesse geeignete in vitro
Systeme flr primordiale Keimzellen zu finden. Wie bereits erwahnt, kommen hier zwei
Moglichkeiten in Frage, namlich die spontane Differenzierung embryonaler Stammzellen in

EBs zu primordialen Keimzellen und der Einsatz der Seminomzelllinie TCam-2.

+/+

5.4.1 Unterschiede in der Expression zwischen AP-2y*"* und AP-2y” EBs weisen auf

eine mesodermale Differenzierung primordialer Keimzellen hin

Die Eigenschaft, dass ES-Zellen unter geeigneten Kulturbedingungen in primordiale
Keimzellen differenzieren kdnnen, ist durch mehrere experimentelle Arbeiten beschrieben
worden (Hubner et al. 2003; Toyooka et al. 2003; Geijsen et al. 2004; Nayernia et al. 2006;
Kerkis et al. 2007; Wei et al. 2008). Dabei macht man sich die pluripotenten Eigenschaften
der embryonalen Stammzellen zunutze. In dieser Arbeit wurde die Differenzierung
embryonaler Stammzellen in PGCs innerhalb von Embryonic Bodies durchgefiihrt (Toyooka
et al. 2003; Geijsen et al. 2004; Kerkis et al. 2007). Diese haben den Vorteil, dass durch die
dreidimensionale Struktur Nischen entstehen, die offensichtlich die Bildung von PGCs
beglinstigen und somit effizienter sind als zweidimensionale Kultursysteme (Wei et al. 2008).
Zur Differenzierung von ES-Zellen in PGCs wurden ES-Zelllinien verwendet, die entweder
zwei Wildtyp-Allele oder zwei Null-Allele von AP-2y haben. Die ES-Zellen beider Genotypen

unterscheiden sich dabei nicht in Morphologie und Wachstumsverhalten, was darauf
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hindeutet, dass AP-2y in ES-Zellen keine essentielle Rolle hat (siehe Abb. 15, 20, 22).
Vergleicht man die Expressionsprofile der ES-Zellen, so stellt man fest, dass diese bereits
viele Keimzellmarker exprimieren. Somit ist in beiden Genotypen die Expression von friihen
Markern wie Stella, Prdm14, Nanos3 und sogar eine schwache Expression von Blimp1 zu
detektieren. Weiterhin ist eine Expression von postmigratorischen Keimzellmarkern wie Mvh
und Dazl zu beobachten (siehe Abb. 22). Dabei ist die Expression der meisten Marker
zwischen AP-2y""* und AP-2y"-ES-Zellen vergleichbar und nur die Marker Stella, Nanos3 und
Prdm14 werden unterschiedlich stark exprimiert (sieh Abb. 22). Die Expression von
Keimzellmarkern in embryonalen Stammzellen ist kein Novum und bereits von mehreren
Arbeitsgruppen beobachtet worden (Hubner et al. 2003; Geijsen et al. 2004; Keller 2005;
Nayernia et al. 2006; Kerkis et al. 2007; Silva et al. 2009), sodass beide ES-Linien flr die
Differenzierung in PGC geeignet zu sein scheinen. Diese Beobachtungen unterstreichen
zudem die Ahnlichkeiten, die zwischen embryonalen Stammzellen und PGCs bestehen, und
werden dadurch unterstitzt, dass primordiale Keimzellen in Kultur sehr schnell zu
pluripotenten, sogenannten Embryonalen Keimzellen (EG) differenzieren, die eine ES-Zell-
ahnliche Zellpopulation darstellen (Matsui et al. 1992; Resnick et al. 1992; Labosky et al.
1994a).

Wahrend der EB-Kultur konnten zwei mikroskopische Unterschiede zwischen den AP-2y*"
und den AP-2y"-EBs beobachtet werden. Zum einen werden ab d8 nur in den AP-2y*"*-EBs
kleine Stella-positive Zellaggregate sichtbar (siehe Abb. 16 und 18). Diese Aggregate sind
bei der Differenzierung embryonaler Stammzellen in PGCs sowohl in zweidimensionalen, als
auch in dreidimensionalen Kulturbedingungen zu beobachten und bestehen aus Keimzellen,
die Charakteristika postmigratorischer Keimzellen aufweisen (Hubner et al. 2003; Geijsen et
al. 2004). Somit kann man davon ausgehen, dass zumindest in AP-2y"*-EBs PGCs
differenziert werden. Zum anderen ist zwischen AP-2y""* und den AP-2y"-EBs ab Tag 7 der
Kultivierung zu beobachten, dass die EB-Kulturen aus AP-2y"-ES-Zellen mehr kontraktile
EBs (3% bei AP-2y"* und 15% bei AP-2y"), wobei diese Diskrepanz bis zum Ende der
Kultivierung bestehen bleibt (16% bei AP-2y*"* und 62% bei AP-2y"" an d9, siehe auch Abb.
17). Diese kontraktilen EBs sind generell bei einer spontanen Differenzierung von ES-Zellen
in EBs zu beobachten und sind ein Hinweis auf eine Differenzierung in Kardiomyozyten
(Wobus et al. 1991), die einen mesodermalen und somit einen somatischen Ursprung haben
(Viragh and Challice 1973).

Um eine Aussage Uber mogliche molekulare Mechanismen zur Rolle von AP-2y in, aus ES-
Zellen differenzierten, primordialen Keimzellen treffen zu kénnen, mussten diese von den
Ubrigen Zellen separiert werden. Dies erfolgte mithilfe des Proteoglycans SSEA-1, das
sowohl auf ES-Zellen als auch auf primordialen Keimzellen exponiert wird (siehe Abb. 20,
(Marani et al. 1986; Geijsen et al. 2004). Jedoch kann hier sowohl durch das
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Expressionsmuster von SSEA-1 in vivo als auch durch die relativ hohen prozentualen Anteile
der SSEA-1-positiven Zellen in den EBs beider Genotypen (siehe Abb. 21) davon
ausgegangen werden, dass nicht alle diese Zellen auch in vitro differenzierte primordiale
Keimzellen darstellen. Viele der SSEA-1-positiven Zellen sind zwar auch positiv fir Stella
(siehe Abb. 23), jedoch sind nicht alle Stella-positive Zellen auch AP-2y-positiv (siehe Abb.
24).

Dennoch ist dieses Oberflachenmolekiil im Vergleich zu c-Kit besser geeignet in vitro
differenzierte Keimzellen von den Ubrigen Zellmaterial zu unterscheiden, da generell eine
kleinere Zellpopulation extrahiert werden kann (siehe Abb. 19 und 21).

Die AnschlieRende semiquantitative RT-PCR Analyse zeigte, dass in beiden Genotypen die
Spezifizierung der Keimzellen zwischen d5 und d7 der Kultur ablauft, wie es auch von
anderen Arbeitsgruppen berichtet worden ist (Wei et al. 2008; Silva et al. 2009). Dabei ist an
d5 sowohl in den AP-2y** als auch in den AP-2y" EBs ein Anstieg der Blimp1-Expression
festzustellen und erreicht an d7 ein Plateau. Die Keimzellmarker wie Stella, Nanos3 und
Oct3/4 sind zu dem Zeitpunkt d5 in beiden Genotypen gleich stark exprimiert (siehe Abb.
22). Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die Spezifizierung der Keimzellen und die

+/+

Expression von Blimp1 nicht von AP-2y abhangt und somit sowohl in den AP-2y™" als auch in
den AP-2y"-EBs PGCs spezifiziert werden. Dies korreliert zudem mit den Beobachtungen,
die in vivo gemacht werden konnten: In den AP-2y"-Embryonen an Tag 7.5 wurden
alkalische Phosphatase-positive Zellen (Keimzellen) in den Allantoides und zum Zeitpunkt
E8.25 an der Basis der Allantiodes gefunden (siehe Abb.6 und Dissertation Susanne
Weber). Im weiteren Verlauf der EB-Kultur konnte beobachtet werden, dass die meisten
Keimzellmarker in den AP-2y"-EBs nicht mehr exprimiert werden, auch ist eine erhéhte
Expression des mesodermalen Markers Brachyury und als Konsequenz flir die vermehrte
mesodermale Differenzierung eine erhéhte und langere Expression von Nkx2.5, einem
Marker fiir Kardiomyozyten-Vorlaufer, in den AP-2y"-EBs zu beobachten. Dies erklart auch
den signifikant hoheren Anteil an kontraktilen EBs in den Nullmutanten EBs. Des Weiteren
zeigen die SSEA-1-positiven Zellen der AP-2y"-EBs ab d5 eine Expression von Hoxb1, das
mit somatischer Differenzierung in Verbindung gebracht wird (Ohinata et al. 2005; Kurimoto
et al. 2008).

Die Ergebnisse der RT-PCRs werden zudem durch die Immunfluoreszenz-Analysen der EBs
bestatigt. Hier sind in den AP-2y"-EBs im Vergleich zu den AP-2y"*-EBs nur wenige
Stella/SSEA-1-postive Zellen zu beobachten (siehe Abb. 23).

Zusammengefasst lassen die Ergebnisse der Differenzierung von ES-Zellen in primordiale
Keimzellen den Schluss zu, dass eine Differenzierung und Spezifizierung von PGCs in den

EBs beider Genotypen stattfindet, jedoch die AP-2y"-PGCs danach ihre

Keimzelleigenschaften verlieren und ein mesodermales (somatisches)
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Differenzierungsprogramm aktiviert wird und die PGC damit verloren gehen. Dies wirde
auch die Abwesenheit von, ins Medium abgegebenen PGC-Aggregaten in den AP-2y"-EBs

an d9 erklaren und die stark erhohte Anzahl an kontraktilen EBs.

5.4.2 Der knock down von AP-2y in TCamz2 fiihrt ebenfalls zu einer Hochregulation

mesodermaler Marker

Um die Auswirkungen eines Verlustes von AP-2y auf das humane in vitro System
untersuchen zu konnen, wurden die TCam2 Zellen mit einer AP-2y-spezifischen siRNS
transient transfiziert. Dabei ist 48 Stunden nach der Transfektion eine Reduzierung der AP-
2y-Proteinmenge um 80-90% zu beobachten (siehe Abb. 28). Die anschlielenden Analysen
in Kollaboration mit der Arbeitsgruppe von Prof. Leendert Loijenga haben gezeigt, dass
durch den knock down die Expression der untersuchten trophektodermalen, ectodermalen
und endodermalen Marker nicht beeintrachtigt und die Expression dieser mit den Kontrollen
vergleichbar ist. Nur die Expression der mesodermalen Marker HAND1 und MyoD1 ist stark
dereguliert. Dabei steigt die Expression dieser Marker in den mit AP-2y-siRNS transfizierten
TCam2 Zellen um mehr als das 20-fache an (25-fach bei HAND1, 22-fach bei MyoD1, siehe
auch Abb. 29 A und B) und zeigt somit Parallelen zu der Differenzierung embryonaler
Stammzellen in PGCs. Auch hier ist eine Deregulation mesodermaler Marker in den AP-2y-
Nullmutanten zu beobachten. Zudem ist in den TCam-2 Zellen 48 Stunden nach Transfektion
die Transkriptmenge von BLIMP1 nicht signifikant verandert, jedoch ist eine Hochregulation
von HOXB1 zu detektieren (siehe Abb. 29, C). Diese Beobachtung konnte ebenfalls bei der
Differenzierung der ES-Zellen gemacht werden und bestétigt die Hypothese, dass AP-2y in
der Hierarchie BLIMP1 nachgeschaltet ist und innerhalb der BLIMP1-vermittelten
genetischen Regulation die Aufgabe hat, die mesodermale Differenzierung der primordialen
Keimzellen zu reprimieren. Somit zeigen die Ergebnisse der Versuche in den TCam-2 Zellen
Parallelen zu denen, die wahrend der Differenzierung muriner embryonaler Stammzellen in
PGCs gemacht werden konnten. Allerdings sind in den verschiedenen Systemen
unterschiedliche mesodermale Marker dereguliert. Findet man in den EBs Brachyury
dereguliert, so ist in den TCam-2 Zellen die Brachyury-Expression unverandert, hingegen die
Expression der mesodermalen Marker HAND1 und MyoD1 stark erhéht.

Eine Erklarung hierfir konnte die Tatsache sein, dass die embryonalen Stammzellen ein
grol3es Differenzierungspotential haben und sich ein breites Spektrum an Zelltypen innerhalb
dieser EBs bildet, aus denen mittels SSEA-1 primordiale Keimzellen angereichert werden
mussen. Die Seminomzelllinie TCam-2 hingegen stellt ein homogenes und stabiles System

dar, das vermutlich kein oder nur ein sehr geringes Differenzierungspotenzial hat. Zudem
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haben die TCam-2 Zellen zwar viele Eigenschaften einer humanen primordialen Keimzelle
oder Gonozyte, sind jedoch entartete Keimzellen. Die Differenzierung der ES-Zellen ist in der
Lage native primordiale Keimzellen zu generieren, diese liegen jedoch in einer sehr geringen
Anzahl vor. Zudem stellt diese Differenzierung ein unkontrolliertes System dar. Die TCam-2
Zelllinie hat hingegen den Vorteil, dass diese eine homogene Zellpopulation darstellt, der
Nachteil besteht aber darin, dass sie zwar viele dennoch nicht alle molekularbiologischen
Eigenschaften einer humanen primordialen Keimzelle bzw. eines Gonozyten besitzt und
zudem die chromosomale Aberrationen des Seminoms (z.B. Amplifikation des NANOG-
Gens) aufweist. Beide Systeme sind folglich artifiziell und geben die in vivo Situation nur
bedingt wieder.

Dennoch ist in beiden in vitro Systemen die Deregulation mesodermaler Marker durch den
Verlust von AP-2y zu beobachten. Somit scheint hier eine konservierte Rolle von AP-2y in
der Keimzellbiologie vorzuliegen, dabei scheint AP-2y flir die Spezifizierung der PGCs nicht
essentiell zu sein und die entscheidende Rolle von AP-2y scheint das Aufrechterhalten der
PGC-Population zu sein, indem es das mesodermale Differenzierungsprogramm in den

PGCs reprimiert.

5.4.3 Auswirkungen des AP-2y-Verlustes auf mesodermassoziierte microRNS

Da miRNS ein Netzwerk zur posttranskriptionellen Regulation innerhalb einer Zelle bilden
und Einfluss auf das Zellschicksal nehmen kénnen (Houbaviy et al. 2003; Hayashita et al.
2005; Chen et al. 2006; Chang et al. 2008; Ivey et al. 2008), wurde innerhalb einer
Kolaboration mit Prof. Leendert Loijenga eine Analyse von 155 miRNS in TCam-2 nach AP-
2y knock down durchgefiihrt. Dabei wurden miRNS (miR-133a, miR-133b und miR138)
hochreguliert gefunden (siehe Abb. 30 A), die mit mesodermaler Differenzierung in
Verbindung gebracht werden (Chen et al. 2006; Ivey et al. 2008; Morton et al. 2008). Die
Ergebnisse, die mittels quantitativer RT-PCR erzeugt wurden, konnten zudem durch
Hybridisierungen mit radioaktiv markierten Sonden bestatigt werden. Zusatzlich konnte auch,
wahrend der Differenzierung der ES-Zellen in PGCs, eine Hochregulation der miR-133a und
der miR-133b gefunden werden (siehe Abb. 30 D). Hier fiel der Unterschied zwischen den
Genotypen jedoch nicht so gravierend aus, wie in dem TCam-2 System beobachtet werden
konnte, zudem konnte die miR-138 im murinen System nicht detektiert werden (siehe Abb.
30 A, C,D).

Dennoch ist die Beobachtung, dass ein Verlust von AP-2y mit der Hochregulation
mesodermassoziierter microRNS einhergeht, sehr interessant und stiitzt die Hypothese,

dass die Rolle von AP-2y in PGCs darin besteht die Differenzierung in somatische

97



Diskussion

(mesodermale) Zellen zu reprimieren. Ob dies jedoch direkt durch ein Regulation von
mesodermalen Markern oder gar durch die Regulation von miRNS, die mesodermale
Differenzierung induzieren konnen, ist nicht bekannt. Jedoch kénnten hier beide
Wirkungsmechanismen in Frage kommen.

Da in den TCam-2 Zellen nach AP-2y knock down, sowohl eine Hochregulation von MyoD1
als auch der miR-133a detektiert werden konnte (sieh Abb. 29 A+B, 30 A+C), und eine
Regulation dieser miRNS wahrend der Muskelentwicklung durch MyoD1 berichtet worden ist
(Chen et al. 2006; Ivey et al. 2008), stellte sich die Frage, ob AP-2y am Promotor von MyoD1
binden und vielleicht die MyoD1 Expression reprimieren kann. Durch eine rVista-Datenbank-
Analyse konnte zwar im Promotor von MyoD1 eine, zwischen Maus und Mensch
konservierte, putative AP-2y-Bindestelle lokalisiert werden, jedoch konnte mittels einer ChlP-
Analyse eine tatsachliche Bindung von AP-2y im MyoD1-Promotor nicht nachgewiesen
werden (siehe Abb. 31).

Die Unterschiede zwischen den Ergebnissen beider in vitro Systeme kdénnten dadurch zu
erklaren sein, dass die Untersuchung im murinen System aufgrund der niedrigen Sensitivitat
dieser Methode und der geringen Menge an verfligbaren Zellmaterial die RNS ganzer EBs
zum Anfangs- und Endzeitpunkt des Prozederes fiir die Hybridisierungen benutzt worden.
Somit kdnnte eine transiente Expression der miR-138 wahrend der Differenzierung nicht
detektiert werden. Die Unterschiede zwischen den AP-2y"* und AP-2y" EBs, in Bezug auf
die Menge der miR-133a und der miR-133b, kénnten zudem durch die vielen verschiedenen

Zelltypen in den EBs, die hier eine Art Hintergrund-Signal darstellen, verfalscht worden sein.

5.5 Modell der Rolle von AP-2y in der Keimzellbiologie

Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse weisen auf eine Rolle von AP-2y in primordialen
Keimzellen hin. In beiden benutzten in vitro Systemen flhrte die Abwesenheit von AP-2y zu
einer Hochregulation mesodermaler Marker und einiger miRNS, die mit mesodermaler
Differenzierung in Verbindung gebracht werden. Zudem konnte in beiden Systemen keine
Veranderung in der Menge von Blimp1, eines Schlisselmolekils in der Spezifizierung und
Erhaltung der Keimzellpopulation, gefunden werden. Da in cDNS-Microarray-Studien die
Expression von AP-2y mit der von Blimp1 korreliert und zudem die Expression von AP-2y im
zeitlichen Verlauf nach der von Blimp1 detektiert worden ist, kann angenommen werden,
dass AP-2y Blimp1 nachgeschaltet ist (Kurimoto et al. 2008). Dabei scheint in der
komplexen, Blimp1-vermittelten, genetischen Regulation AP-2y dafur verantwortlich zu sein,
dass die pluripotenten Keimzellen nicht eine mesodermale Differenzierung durchlaufen und

somit verloren gehen (siehe Abb. 32). Inwiefern die gefundene Deregulation

98



Diskussion

mesodermassoziierter miRNS einen Einfluss hat muss jedoch noch untersucht werden.
Dabei kdnnte AP-2y die miRNS direkt negativ regulieren, oder einen Aktivator dieser miRNS
negativ beeinflussen. MyoD1 konnte jedoch als AP-2y Ziel ausgeschlossen werden.

In dem hier erarbeiteten Modell ist AP-2y daflir verantwortlich eine Stammzellpopulation (in
diesem Fall PGCs) aufrechterhalten wird. Diese Hypothese wird durch die Beobachtungen
im Trophektoderm und in Brustdriisen gestitzt. In unserer Arbeitsgruppe konnte bereits
gezeigt werden, dass AP-2y fir die Etablierung und die Erhaltung von Trophektoderm-
Stammzellen verantwortlich ist (siehe Dissertation Sandra Buhl). Zudem ist in einem
Transgenmodell gezeigt worden, dass durch die Uberexpression von AP-2y die
Differenzierung von Zellen zu sekretorischen Einheiten in der Brustdriise reprimiert wird
(Jager et al. 2003). Somit kénnte AP-2y generell eine Rolle bei der Aufrechterhaltung von

Stammzellpopulation spielen und sie dabei vor Differenzierung schiitzen.
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Abbildung 32: Schematische Darstellung des erarbeiteten Modells der Rolle von AP-2y in der
Keimzellbiologie. AP-2y scheint innerhalb der Blimp1-vermittelten genetischen Regulation daflr
verantwortlich zu sein, dass die Keimzellen nicht an einer mesodermalen Differenzierung teilnehmen und
in ihrem pluripotenten Status beibehalten. Dabei kdnnte dies durch die Repression mesodermassoziierter
miRNS oder durch die Repression mesodermaler Gene erfolgen.
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5.6 Ausblick

In dieser Arbeit konnten wichtige Erkenntnisse zur Rolle von AP-2y in primordialen
Keimzellen gewonnen werden. Dazu wurden zwei in vitro Systeme flr primordiale
Keimzellen benutzt. Einerseits konnte die spontane Differenzierung embryonaler
Stammzellen in PGCs etabliert werden, andererseits konnte gezeigt werden, dass die
Seminomzelllinie TCam-2 ebenfalls als PGC-Modell genutzt werden kann. Dennoch sind
beide in vitro Systeme artifiziell und die gewonnenen Erkenntnisse missen noch in vivo
bestatigt werden.

Dazu miissten Transkriptomanalysen primordialer Keimzellen in AP-2y"* und AP-2y"
Embryonen in einem Zeitraum zwischen E7.0 und E8.5 auf Einzelzellniveau erstellt werden.
Da aber in diesem Zeitfenster die Population der PGCs sich zwischen 40 und 100 Zellen
bewegt, ist eine geeignete Reportermauslinie unumganglich.

Diese muss eine sehr stringente Reportergenexpression in den Keimzellen ab dem Stadium
der Spezifizierung aufweisen. In diesem Fall kommen hier zur Zeit zwei bereits
veroffentlichte Mauslinien in Fragen, namlich die Prdm14-Venus (Yamaiji et al. 2008) oder
die Stella-GFP (Ohinata et al. 2008) Mauslinie. Beide zeigen eine stringente Expression von
der Reportergene in den primordialen Keimzellen und waren ideal zu gezielten Isolation der
kleinen PGC-Population. Dazu missten z.B. diese in die AP-2y'*"*® _Mauslinie eingekreuzt
werden und anschlie®end mit der Sox2Cre-Linie verpaart werden, damit man AP-2y-
Nullmutanten erhalten kann. Sollte die Halbwertszeit des Reporterproteins zudem lang
genug sein (ca. 16 h), so ware man in der Lage AP-2y”"-Keimzellen im Embryo zu verfolgen
und sogenannte Lineage-Tracing Experimente durchzuflihren. Diese Experimente wirden
erlauben das genaue Schicksal der AP2y”-Keimzellen zu untersuchen. Voraussetzung hiefiir
ware aber, dass weder Stella noch Prdm14 von AP-2y reguliert werden, denn ein Verlust von
AP-2y wirde nicht in der Expression des Reportergens resultieren.

Einen weitere Mdglichkeit ware das Generieren einer AP-2y-Reportermaus, die ein
Reportergen unter der Kontrolle des AP-2y-Promotors exprimiert. Die Expression des
Reportergens wirde dann alle Zellen markieren, die AP-2y exprimieren sollten und wirde

einen moglichen Effekt des AP-2y-Verlustes auf andere Reportergen-Promotoren umgehen.

Um einen Einblick in die genetische Regulation durch AP-2y zu bekommen sind hier
experimentelle Ansatze gefragt, die es erlauben das gesamte Transkriptom oder das
mirRnom einer Zelle zu analysieren, dazu waren cDNS-Microarrays und miR-Arrays
durchzuflhren. Auch eine Untersuchung der Bindung von AP-2y in Promotorbereichen (ChIP

on Chip) kénnte weitere Einblicke in das regulatorische Netzwerk von AP-2y erlauben. Diese
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experimentellen Ansatze kénnten in Kombination den genauen Wirkungsmechanismus von
AP-2y aufzuschlisseln, denn liegt eine Bindung von AP-2y in einem Promotor vor und ist
zudem das dazugehorige Gen in AP-2-Nullmutanten im Vergleich zu AP-2-Wildtypen
dereguliert ist eine Regulation durch AP-2y wahrscheinlich.

Von Interesse ware auch zu untersuchen, welche Signalkaskaden flr die Aktivierung von
AP-2y verantwortlich sind. Insbesondere wére hier ein Augenmerk auf Signalkaskaden zu
legen, die wie die WNT-Signalkaskade oder die Signalkaskade der TGF-R-Familie (BMPs),

die fir die Selbsterneuerung von Stammzellpopulationen verantwortlich sind.
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