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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Bei der Entwicklung der primordialen Keimzellen ist ein komplexes genetisches und
epigenetisches Netzwerk beteiligt. Stérungen dieses Netzwerkes koénnen in
Unfruchtbarkeit oder Tumorbildung resultieren.

Der Transkriptionsfaktor Tfap2c/ AP-2y konnte neben Blimpl und Prdm14 als einer
der Regulatoren der Keimzell-Entwicklung identifiziert werden. Wéahrend der murinen
Keimzell-Entwicklung wird Tfap2c in den primordialen Keimzellen ab Tag E7.25 bis
zum Erreichen der Keimzellen in den Genitalfalten an Tag E12.5 exprimiert. In
konditionalen Tfap2c”-Mutanten findet die Spezifizierung der Keimzellen statt, aber
die spezifizierten Zellen zeigen eine Heraufregulation mesodermaler Marker und
gehen ab Tag E8.0 verloren.

In dieser Arbeit wurden Zielgene von Tfap2c wahrend der Keimzell-Entwicklung
identifiziert. Dazu wurden mit Hilfe eines in vitro Differenzierungsprotokolls Keimzell-
ahnliche Zellen aus Tfap2c” und Tfap2c"'" embryonalen Stammzellen generiert, die
einen Keimzell-spezifischen Reporter tragen. Hierdurch konnte eine lIsolation der
generierten Keimzell-ahnlichen Zellen vorgenommen werden, welche fir globale
Expressionsanalysen genutzt wurden. Es konnten 455 differenziell exprimierte Gene
in den Tfap2” Keimzell-dhnlichen Zellen identifiziert werden, von denen 208 eine
Herunterregulation und 247 eine Heraufregulation der Genexpression zeigten.
Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass der Verlust von Tfap2c nicht nur
eine Aufhebung der Repression somatischer Marker (z.B. Hhex, Neurodl, Hoxa5)
zur Folge hat, sondern weitere Aspekte des genetischen Netzwerks der Keimzell-
Biologie beeinflusst. Tfap2c reguliert in Keimzell-ahnlichen Zellen Zellzyklus-
assoziierte Gene (z.B. Ccndl, Cdk6, p21) und Pluripotenz-assoziierte Gene (z.B.
Fgf4, Klf4, Eras), aber auch Gene die an epigenetischen Modifikationen (z.B. Dnmt3l,
Dnmt3b, Uhrfl) beteiligt sind. Des Weiteren ist Tfap2c an dem Erhalt der Keimzell-
Population durch Regulation der Expression von Keimzell- und Spermatogenese-
Markern (z.B. Stella, c-Kit, Dazl, Dmrtl) beteiligt.

Durch Chromatin-Immunprézipitation Analysen konnte die Bindung von Tfap2c an die
regulatorischen Regionen der Gene Sfrpl, Dmrtl, Nanos3, c-Kit, Cdk6, p21, Jamz2,
Fgf4, KIf4, Dnmt3b und Dnmt3l in Keimzell-ahnlichen Zellen nachgewiesen werden.
Eine Deregulation von Epigenetik-, Pluripotenz- und Zellzyklus- assoziierten Genen
kann mit der Entwicklung von Keimzelltumoren in Verbindung gebracht werden.

Untersuchungen an Tfap2c heterozygoten Mausen im genetischen 129S2/Sv
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Zusammenfassung

Hintergrund zeigen, dass mannliche Mause mit hoher Inzidenz Keimzelltumore
ausbilden. Diese ahneln aufgrund ihrer Morphologie und Genexpression den
humanen frihkindlichen Keimzelltumoren. Zuséatzlich konnte bei Heterozygotie des
Tfap2c Zielgenes Nanos3 ebenfalls die Ausbildung von Keimzelltumoren beobachtet
werden.

Diese Daten verdeutlichen, dass Tfap2c als wichtiger Regulator wéhrend der
Keimzell-Entwicklung fungiert und gemeinsam mit den anderen zwei essenziellen
Regulatoren Blimpl und Prdm14 das genetische und epigenetische Netzwerk der

Keimzell-Entwicklung reguliert.
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WT Wildtyp

z. B. zum Beispiel

Mg Mikrogramm

i Mikroliter

Mm Mikrometer

MM Mikromolar
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Murine Keimzell-Entwicklung

Die Entstehung eines neuen Lebewesens beginnt mit der Verschmelzung der
weiblichen und mannlichen Gameten, deren Vorlaufer die primordialen Keimzellen
sind (Primordial Germ Cells = PGCs).

In der Maus findet ab dem Embryonaltag (E) 6.25 die Entwicklung der PGCs im
Epiblasten statt. Die murine Keimzell-Entwicklung lasst sich in vier verschiedene
Abschnitte unterteilen. Zu Beginn findet die Induktion der Keimzell-Kompetenz statt,
danach erfolgt die Spezifizierung, die Migration und zum Schluss die Differenzierung

in die weiblichen und méannlichen Gameten in den Genitalanlagen.

1.1.1 Induktion der Keimzell-Entwicklung

Der erste Abschnitt der Keimzell-Entwicklung ist die Induktion der Keimzell-
Kompetenz, bei der innerhalb des proximal-posterioren Epiblasten zwischen Tag
E5.5 — E6.25 einige Zellen entlang der embryonalen/extra-embryonalen Zellgrenze,
extrazellulare Signale erhalten (Barrios et al., 2013). Diese Signale fuhren dazu, dass
die Zellen dem somatischen Zellschicksal entgehen und in PGCs differenzieren.
Diese fiur die Keimzell-Kompetenz essenziellen knochenmorphogenetischen
Signalproteine (Bone Morphogenetic Protein; BMP) BMP2, BMP4 und BMP8b
gehdren der Familie der transformierenden Wachstumsfaktoren (Transforming
Growth Factor beta; TGF-B) an. Bmp4 und Bmp8b werden vom extra-embryonalem
Ektoderm exprimiert (Lawson et al. 1999; Ying et al. 2000) und Bmp2 vom
viszeralem Endoderm (Ying und Zhao, 2001). Es wurde gezeigt, dass Bmp4

defiziente Tiere keine PGCs ausbilden (Lawson et al., 1999).
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Induktion Spezifizierung Migration Differenzierung
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Stella
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Keimzell-Entwicklung in der Maus (modifiziert aus Saitou et
al, 2012). Primordiale Keimzellen (PGCs) werden an Tag E6.25 im proximal-posterioren Epiblasten spezifiziert
und wandern anschlieBend bis zum Tag E12.5 entlang des Urdarms in Richtung der Genitalanlagen. Der
Zeitpunkt des Expressionsbeginns wichtiger Keimzell-Marker ist durch graue Balken dargestellt. Al = Allantois;
AVE = Anteriores viszerales Endoderm; DE = Distales Endoderm; DVE = Distales viszerales Endoderm; EM =
Embryonales Mesoderm; Epi = Epiblast; EXE = Extraembryonales Ektoderm; ExM = Extraembryonales
Mesoderm; PGC = Primordiale Keimzelle; VE = Viszerales Endoderm.

Bei Bmp8b Nullmutanten mit einem gemischten genetischen Hintergrund (129/Sv-
Black Swiss) zeigen etwa die Halfte der untersuchten Tiere einen Keimzellverlust,
wohingegen im genetischen C57BL/6 Hintergrund der Verlust der PGCs alle Tiere
betrifft (Ying et al., 2000). Bei Bmp2 heterozygoten (+/-) und homozygoten (-/-)
Mausembryonen im genetischen C57BL/6 Hintergrund zeigt sich ebenfalls eine
signifikante Reduktion der PGCs (Ying und Zhao, 2001). Ebenso kommt es bei einer
Deletion der Mediatoren des BMP-Signalweges, den Smad1l/4/5-Proteinen, zu einer
Reduktion der Keimzellen (Chang & Matzuk 2001; Tremblay et al. 2001; Chu et al.
2004). Als Antwort auf die Stimulation mit BMP-Signalproteinen kommt es in Zellen
des posterioren, proximalem Epiblasten zur Expression von Interferon-induziertem
Transmembranprotein 3 (Fragilis/ Ifitm3) (Saitou et al., 2002). Zudem werden in
diesen Zellen zu diesem Zeitpunkt Homeobox (Hox)-Gene wie Evx1l, Hoxal, Hoxb1l

exprimiert (Saitou et al., 2005).
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1.1.2 Spezifizierung der primordialen Keimzellen

Die Fragilis-positiven Zellen im posterioren, proximalen Epiblasten und die
angrenzenden somatischen Zellen weisen an Tag E6.25 noch ein &hnliches
Genexpressionsprofil auf, welches mit einem mesodermalen Zellschicksal assoziiert
ist. Die Keimzell-Spezifikation erfolgt in einer Subpopulation dieser Zellen, welche der
somatischen Differenzierung entgehen, indem das somatische
Differenzierungsprogramm reprimiert wird. Um den Tag E6.25 wird in diesen Zellen,
ebenfalls durch BMP-Signale, die Expression von Blimpl (B Lymphocyte-Induced
Maturation Protein 1 oder Prdm1l) induziert. Blimpl ist ein transkriptioneller
Repressor, welcher in den Fragilis-positiven Zellen das somatische
Differenzierungsprogramm reprimiert, insbesondere Gene wie Hoxal und Hoxb1, die
mit der mesodermalen Differenzierung assoziiert sind. Infolgedessen kommt es zur
Induktion der Keimzell-Spezifizierung (Saitou et al. 2002; Ohinata et al. 2005; Yamaiji
et al. 2008; Yabuta et al. 2006) (Abbildung 1).

Blimpl gehort der Familie der PR-Domaéane-Zinkfinger-Proteine an und kann mittels
der PR-Domane Histon-Modifikationen vornehmen. Zudem wurde gezeigt, dass
Blimp1l in Keimzellen mit der Protein-Arginin-Methyl-Transferase 5 (Prmt5) interagiert
und der Blimp1l/Prmt5 Komplex eine symmetrische Dimethylierung des Arginin 3 der
Histone H2A und H4 (H2A/H4R3me2) etabliert (Ancelin et al., 2006; Zhao et al.,
2009).

Des Weiteren reprimiert Blimpl die Expression von DNS-Methyltransferasen
(Dnmt3a/b) und Zellzyklus-assoziierten Genen, welche bei der G1-S Phasen
Transition beteiligt sind, wie Ccndl, Ccnel (Abbildung 2). Neben einer repressiven
Rolle von Blimpl bei der Keimzell-Spezifizierung werden einige Gene, die in frihen
Stadien der Keimzell-Spezifizierung exprimiert werden, durch Blimpl induziert.
Hierzu z&hlen Gene wie Prdm14, Tfap2c, Nanos3 und c-Kit (Kurimoto et al., 2008a).
In Blimp1l-defizienten Mausembryonen konnte ein kompletter Verlust der Keimzellen
beobachtet werden, wobei die Keimzellen anfanglich spezifiziert werden, diese aber
weder migrieren noch proliferieren und das Keimzellschicksal nicht aufrechterhalten
kénnen. Dies resultiert aus der mangelnden Repression somatischer Gene. Wéahrend
Blimpl insbesondere fiir die Repression der somatischen Differenzierung und die
damit verbundene Aufrechterhaltung des Zellschicksals der PGCs essenziell ist, ist
ein weiteres PR-Domane-Zinkfinger-Protein Prdm14 fir die Reaktivierung von
Pluripotenz-Faktoren in den Keimzellen verantwortlich (Ancelin et al. 2006; Yamaji et
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al. 2008). Die Prdm14 Expression wird ab dem Tag E6.5 in den PGCs ebenfalls
durch BMP-Signale induziert. Im Prdm14” Embryonen konnte ein kompletter Verlust
der Keimzellen am Tag E12.5 beschrieben werden (Yamaji et al., 2008). Aul3erdem
wurde gezeigt, dass Prdml4 ebenfalls durch Repression von DNS-
Methyltransferasen und einiger somatischer Gene (Hoxbl, Brachyury) die Keimzell-
Spezifikation fordert (Grabole et al., 2013).

Kdrzlich publizierte in vitro Studien der Keimzell-Spezifizierung zeigen, dass
ektopische Expression von Prdml4, das Keimzell-Schicksal induzieren kann.
Hingegen war eine ektopische Expression von Blimpl alleine, bei diesen in vitro
Experimenten nicht in der Lage, die Keimzell-Differenzierung zu induzieren (Nakaki
et al., 2013).

Sox2
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Keimzell-Spezifikation, welche durch die beiden PR-Domain
Proteine Blimpl und Prdm14 etabliert wird (modifiziert aus Saitou & Yamaji 2010). Schwarze Pfeile zeigen
genetische Signalwege die durch Prdml14 oder Blimpl aktiviert werden und Balken die Repression eines
Signalweges. Die gepunkteten Linien weisen darauf hin, dass die Aktivierung bzw. Repression durch den
Transkriptionsfaktor Tfap2c bis zu diesem Zeitpunkt auf in vitro Experimenten und Hypothesen beruhen.

Zusammen mit Blimpl und Prdm14 ist der Transkriptionsfaktor Tfap2c (Tcfap2c oder
AP-2y) der dritte essenzielle Faktor wahrend der Keimzell-Entwicklung (Abbildung 2).
Der Promotorbereich von Tfap2c wird direkt von Blimpl gebunden, was die
Expression von Tfap2c induziert (Weber et al. 2010; Magnusdattir et al. 2013).
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An Tag E7.25 haben sich ca. 40 PGCs gebildet, welche Keimzell-spezifische Gene
wie das DNS bindende Protein Stella (oder Developmental Pluripotency Associated
3; Dppa3) (Saitou et al., 2002), die Alkalische Phosphatase (Ginsburg et al., 1990),
den Oberflachenmarker SSEA-1 (Fox et al., 1981), das RNS-Bindeprotein Dnd1
(Dead End Homolog 1) (Youngren et al., 2005) und das Keimzell-spezifische Gen
Nanos3 (Tsuda et al., 2003) exprimieren (Abbildung 1). In Nanos3” Mausembryonen
konnte im Gegensatz zu Prdm14” und Blimpl” Embryonen ein friher Keimzell-
Verlust durch Apoptose nachgewiesen werden, welcher sowohl durch Bax-
abhangige als auch durch Bax-unabhangige Mechanismen erfolgt (Suzuki et al.,
2008).

1.1.3 Migration der Keimzellen

Kurz nach der Spezifizierung beginnen die PGCs mit der Migration. Diese kann in
drei Phasen unterteilt werden. Wahrend der ersten Migrationsphase zwischen dem
Tag E7.5 — E9.0 wandern die PGCs ausgehend von der Allantois entlang des sich
entwickelnden Urdarms (De Felici, 2009) (Abbildung 3). In der zweiten Phase (E9.5 —
E10.5) verlassen die Keimzellen den Urdarm und migrieren in Richtung der
Genitalanlagen, wahrend sie chemokinen Signalen folgen, die von den umliegenden
somatischen Zellen exprimiert werden. Zu diesen Signalen gehdren unter anderem
BMPs, welche die Expression des Stem Cell Factors (SCF) in Zellen entlang des
Urdarms und in den Genitalanlagen regulieren (Dudley et al., 2010). SCF ist der
Ligand der Rezeptor-Tyrosinkinase c-Kit, welche auf der Oberflache von
migrierenden Keimzellen exprimiert wird (Runyan et al. 2006; Gu et al. 2009). Bei
einer Bindung des Liganden an den Rezeptor kommt es zur Dimerisierung und
Autophosphorylierung des Rezeptors, wodurch eine intrazellulare Signalkaskade
(PI3K/Akt Signalweg) aktiviert wird, die zu einer gerichteten Migration der Keimzellen
durch Neuanordnung der Aktin-Filamente fihrt (Farini et al., 2007). Wahrend der
Migration konnten in SCF Nullmutanten weniger PGCs und eine erhohte
Apoptoserate in der Allantois beobachtet werden (Runyan et al. 2006; Gu et al.
2009).

Keimzellen die nicht normal migrieren und entlang der Kdrpermittellinie verbleiben,
werden mittels intrinsischer Apoptose-Signalwege eliminiert. Dieser Prozess ist von
grol3er Bedeutung, da vermutet wird, dass eine Keimzelle, welche der Apoptose
entlang der Korpermittellinie entkommen ist, der Ursprung fir extragonadale
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Keimzelltumore des Typs | (Kapitel 1.2.1) ist (Runyan et al., 2006; Schneider et al.,
2001; Ueno et al., 2004).
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Abbildung 3: Verlauf der Migration von Keimzellen wahrend der Embryonalentwicklung (modifiziert aus
(Richardson und Lehmann, 2010). Am Tag E7.25 migrieren die Keimzellen (gelb) vom Primitivstreifen (lila) ins
Endoderm (orange). AnschlieBend erfolgt bis zum Tag E9.5 die Migration entlang des sich entwickelnden
Urdarms bis zum Eintritt der Keimzellen in das dorsale Mesenterium. Am Ende der Migrationsphase kolonisieren
die Keimzellen die Genitalfalten (grun).

Die intrinsischen Apoptose-Signalwege, welche die pro-apoptotischen Proteine Bax,
Bak, Bad, Bim und Caspase3 umfassen, werden als Folge der Abwesenheit des c-
Kit-Liganden aktiviert. Dieser wird an Tag E10.5 nur noch im Bereich der
Genitalfalten, also lateral der Koérpermittellinie exprimiert und unterdriickt dort die
Aktivierung der Apoptose-Signalwege. In Bax Nullmutanten konnte ein signifikanter
Anstieg ektopischer Keimzellen detektiert werden (Runyan et al., 2006).

Als weitere Signalgeber bei der Keimzell-Migration wurden der G-Protein-gekoppelte
Rezeptor 4 (Cxcr4) und sein Ligand der Stromal-derived Factor 1 (Sdfl oder Cxcl12
(C-X-C Motif Ligand 12)) beschrieben (Molyneaux et al. 2003). Ding et al. konnten
zudem Cholesterol als Signalmolekul fiur das Uberleben und die Migration der
Keimzellen in vitro identifizieren. Es wird angenommen, dass Cholesterol entweder
die Wachstumsfaktor-Rezeptoren innerhalb der Keimzellen positioniert oder die
Freisetzung der fur die Keimzell-Migration wichtigen Wachstumsfaktoren kontrolliert
(Ding et al., 2008).

In der dritten Phase der Migration (E10.5 — E12.5) findet die Kolonisierung der
Gonaden statt (Abbildung 3). Hierbei spielen ebenfalls Cxcr4 und sein Ligand Cxcl12
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eine Rolle. Molyneaux et al. konnten zeigen, dass in Embryonen mit einer
homozygoten Mutation im Cxcr4-Gen eine drastische Reduktion der Keimzellen bei
der Besiedelung der Genitalanalagen stattfindet (Molyneaux et al. 2003).

Zu Beginn der Migration kdnnen ungefahr 40 Keimzellen detektiert werden, wahrend
es an Tag E9.5 schon 250 Zellen sind und an Tag E10.5 1000 Zellen. Gegen Ende
der Migrationsphase befinden sich ca. 25000 Keimzellen in den Gonaden (E13.5)
(Tam und Snow, 1981). Wahrend der ersten migratorischen Phase zwischen Tag
E7.5 und E9.5 finden in den Keimzellen drei wichtige Prozesse statt, welche die
Epigenetik, den Zellzykus und die Kontrolle der Transkription beeinflussen. Es kann
neben einer genomweiten DNS-Demethylierung auch eine umfangreiche Anderung
von Histon-Modifikationen in den Keimzellen beobachtet werden, wahrend in den
umliegenden somatischen Zellen der epigenetische Status beibehalten wird.

Zu Beginn der Migration wird in den Keimzellen die Expression der Histon-
Methyltransferasen G9a und GLP reduziert, welches in einem Verlust der
repressiven Histon-Modifikationen H3K9mel und H3K9me2 resultiert. Zur Kontrolle
der Transkription nach Verlust dieser repressiven Histon-Modifikationen, wird in den
Keimzellen die RNS-Polymerase Il abhangige Transkription inhibiert (Seki et al.,
2007). Ab dem Tag E8.25 nimmt die H3K27-Trimethylierung zu, welche gegen Ende
der Migrationsphase die Repression der Genexpression tUbernimmt (Saitou et al.,
2012) (Abbildung 4).

Die Transkription verlauft in drei Phasen, der Initiation, der Elongation und der
Termination und wird in allen Phasen unterschiedlich reguliert. Die RNS-Polymerase
Il ist dabei der Regulator zum Zeitpunkt der Elongation (Saunders et al. 2006).
Wahrend der Elongation kommt es zur Hyperphosphorylierung der
Carboxyterminalen-Domé&ne (CTD) der RNS-Polymerase Il an den Serin-Resten 2, 5
und 7. Dies resultiert in Konformationsanderungen der RNS-Polymerase 1l und in der
Bindung anderer Elongationskomplexfaktoren (Saunders et al. 2006). Die
Phosphorylierung von Serin 5 (Ser5) und Serin 7 (Ser7) der CTD erfolgt durch die
Cyclin-abhéngige Kinase 7 (Cdk7) und den positive Transcription Elongation Factor b
(P-TEFb) (dieser setzt sich zusammen aus Cdk9 und den Cyclinen T1/T2) und fuhrt
zur Initiation des Elongationsprozesses. Dagegen vermittelt die Phosphorylierung
von Serin 2 (Ser2) durch die Cyclin-abhéngigen Kinasen Cdk8, Cdk12 und Cdk13 die
anschlieBende Elongation (Ghamari et al. 2013; Heidemann et al. 2013, Jeronimo et
al. 2013). Die beiden Faktoren DRB Sensitivity Inducing Factor (DSIF) und negative
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Elongation Factor (NELF) blockieren den Elongationsprozess. Durch P-TEFb kdénnen
diese phosphoryliert und dadurch inaktiviert werden (Fuda et al., 2009).
Interessanterweise konnten in PGCs an Tag E8.75 nur geringe Level einer
Phosphorylierung der Ser2- und Ser5-Reste nachgewiesen werden, welches fir eine
verminderte Transkriptions-Elongation spricht (Seki et al., 2007). AuRerdem konnte
gezeigt werden, dass Blimpl an die Promotoren von 2364 Genen bindet, welche
ebenfalls durch eine Untereinheit von NELF gebunden werden (Magnusdéttir et al.,
2013). Blimpl1 konnte auf diese Weise die Phosphorylierung von NELF und die damit
verbundene Inaktivierung dieses Faktors verhindern. Dies wirde zur Blockierung der
Transkriptions-Elongation fihren und als Folge zur Repression der Genexpression.
Die globale DNS-Demethylierung in migrierenden Keimzellen wird zum einen durch
die Repression der de novo DNS-Methyltransferasen Dnmt3a/b und dem PHD-und
RING-Finger-Doméane Protein Uhrfl etabliert und zum anderen durch den Verlust
von 5-Methylcytosin (5mC) (Hajkova et al.,, 2002; Yamaguchi et al., 2013). In
Saugerzellen wird 5mC durch Oxidation mit Hilfe der Ten-eleven Translocation (Tetl
— 3) Proteine in 5-Hydroxymethylcytosin (5hmC) konvertiert (Wu and Zhang, 2011).
Zu Beginn der Keimzell-Migration (E7.5 — E9.5) findet ein 5mC-Verlust in einer Tet-
unabhangigen Reaktion statt (Abbildung 4). Ab dem Tag E10.5 andert sich dieser
Mechanismus, da nun eine Induktion der Tetl und Tet2 Expression in den PGCs
stattfindet. Es kommt zur aktiven Demethylierung durch die Tet-Proteine (5mC wird in
5hmC konvertiert). In den Genitalanlagen erfolgt dann in den PGCs eine passive
Demethylierung durch Replikations-abhangigen Verlust von 5hmC (Yamaguchi et al.,
2013).

Des Weiteren findet in migrierenden PGCs zwischen dem Tag E7.5 bis E9.5 ein
Arrest in der G2-Phase des Zellzyklus statt (Seki et al. 2007; Hayashi et al. 2011).
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Abbildung 4: Zusammenfassung der molekularbiologischen Prozesse wéahrend der Keimzell-Migration
(modifiziert nach Saitou et al, 2012). Die Expression von Blimpl, Prmt5 und Stella wahrend der Keimzell-
Migration (orangene Balken). Blimpl/Prmt5 etablieren die symmetrische H4R3 Trimethylierung (orangener
Balken). Zu Beginn der Migration findet durch Reduktion der Methyltransferasen (blaue Balken) eine globale
DNS-Demethylierung statt. Durch Heraufregulation der Tet-Proteine findet eine Oxidation von 5mC zu 5hmC statt
(rote Balken). Dies fuhrt zum Verlust von 5mC (roter Balken). G9a und GLP (grine Balken) werden wéahrend der
Migration herunterreguliert, was zu Verlust von H3K9me1/2 fuhrt. Ab Tag E8.25 nimmt die H3K27-Trimethylierung
(gruiner Balken) zu. Zu der globalen DNS-Demethylierung findet wéhrend der Migration in den Keimzellen ein
Arrest des Zellzyklus in der G2-Phase und ein Abbruch der Transkriptions-Elongation statt (schwarze Balken).

1.1.4 Sexuelle Differenzierung der Keimzellen in den Genitalanlagen

Kurz nach Erreichen der Genitalfalten werden friihe Keimzell-spezifische Marker wie
die Alkalische Phosphatase, SSEA-1, Nanos3 und die Pluripotenz-Marker Nanog,
Sox2 und Oct3/4 herunterreguliert (Yabuta et al., 2006), wohingegen spate Keimzell-
Marker hochreguliert werden. Hierzu zahlen das Germ Cell Nuclear Antigen 1
(Genal) (Enders and May, 1994), Deleted in Azoospermia like Protein (Dazl)
(Saunders et al., 2003) und das Maus Vasa Homolog (Mvh) (Toyooka et al., 2000).
Zu diesem Zeitpunkt unterscheiden sich mannliche und weibliche Keimzellen in
Bezug auf ihre Morphologie nicht. Die sexuelle Differenzierung beginnt erst nach der
Kolonisierung der Gonaden. Ab dem Tag E12.5 wird in den weiblichen Keimzellen

das durch Retinsdure aktivierte Gen Stra8 (stimulated by retinoic acid gene 8)
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exprimiert und der Eintritt in die Meiose initiiert (Koubova et al., 2006; Oulad-
abdelghani et al., 1996). Retinsdure wird zu diesem Zeitpunkt im Mesonephros
produziert und gelangt vermutlich Uber den anterior gelegenen Urnierengang in die
Gonaden (Feng et al., 2013). Die mannlichen Keimzellen treten zunachst in einen
GO/G1 Zellzyklus-Arrest und beginnen nach der Geburt mit mitotischer und
anschlieBend mit meiotischer Teilung (Western et al., 2008). In weiblichen
Keimzellen werden im Verlauf der Entwicklung weitere Meiosemarker wie Sycp3 und
Dmcl exprimiert (Heyting et al. 1988; Pittman et al. 1998).

In den mannlichen Keimzellen wird die Retinsaure durch den Retinsaure-Antagonist
Cytochrom p450 (Cyp26B1) abgebaut und eine Induktion der Stra8 Expression
verhindert (Koubova et al., 2006). Zudem wird die Stra8 Expression in den
mannlichen Keimzellen durch Doublesex und Mab-3 Transkriptionsfaktor 1 (Dmrtl)
inhibiert. Auf diese Weise wird der Eintritt in die Meiose verhindert und eine korrekte
Differenzierung und Proliferation der Spermatogonien gewahrleistet (Matson et al.,
2010). Als weiterer Faktor wurde das RNS-Bindeprotein Nanos2 beschrieben,
welches ebenfalls die Meiose unterdriickt und so das mannliche Keimzell-Schicksal
aufrechterhalt (Suzuki et al., 2008).

Bei Ankunft der Keimzellen in den Genitalanlagen kommt es zu einer epigenetischen
Reprogrammierung, bei der das biparentale Imprintingmuster geldscht wird.
AnschlieBend wird das Genom entsprechend des Geschlechtes des Embryos
remethyliert. Aul3erdem erfolgt die Reaktivierung des X-Chromosoms, welches aus
Grunden der Gendosis nach der Spezifizierung (E6.5) in weiblichen somatischen
Zellen und Keimzellen inaktiviert wird (Ewen and Koopman, 2010). In den
Genitalanlagen kommt es dann in den weiblichen Keimzellen zu einer Reaktivierung
des inaktivierten X-Chromosoms zwischen dem Tag E11.5 und E13.5. Dies
gewabhrleistet eine korrekte Expression X-chromosomaler Gene (Surani, 2001).
Anschlieend erfolgt in den weiblichen Keimzellen eine erneute X-Chromosom
Inaktivierung, wobei zufallig entweder das vaterliche oder das mitterliche X-

Chromosom ausgeschaltet wird (Bowles and Koopman, 2010).

1.2 Keimzelltumore und Keimzelltumorentwicklung
Keimzelltumore sind eine heterogene Gruppe von Neoplasien beim Menschen, die in

den westlichen Industrienationen Europas und Nordamerikas die héaufigsten
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Malignome von Mannern im Alter zwischen 20 und 40 Jahren darstellen und eine
ansteigende Inzidenz aufweisen (Oosterhuis & Looijenga 2005; Huyghe et al. 2003).
Als Risikofaktoren wurden Kryptorchismus, testikulare Atrophie (Verkimmerung) und
familiare Pradisposition beschrieben (Oosterhuis & Looijenga 2005). Zudem konnten
Umwelteinfliisse wie Pestizide und Insektizide, sowie ein erhohter Ostrogenlevel
wahrend der Schwangerschaft, mit dem Auftreten von Keimzelltumoren in
Verbindung gebracht werden (Depue et al. 1983; Giwercman & Giwercman 2011).

Keimzelltumore kdnnen sowohl in den weiblichen als auch mannlichen Gonaden und
extragonadal entlang der Korpermittelachse auftreten, was dem Migrationsweg der
PGCs wahrend der Embryonalentwicklung entspricht. Im klassischen Modell der
Keimzelltumorentwicklung kdnnen unterschiedliche Tumortypen entsprechend ihres
Expressionsmusters oder anhand ihres genetischen Imprintingmusters einem

Differenzierungsstatus der Keimzellen zugeordnet werden (Schneider et al., 2001).

Normale Spermatogenese

Gonozyten — || Spermatogonien 7—P Spermien

/

Spermatozytare |vasa

TEAP2C Seminome MAGE-A4
SOX17

TE YS CcC

Nicht-Seminome Testikuldre Keimzelltumore

Abbildung 5: Schematische Darstellung testikularer Keimzelltumor-Bildung (modifiziert aus Rajender,
Avery, & Agarwal, 2011). Die Keimzelltumorvorlauferlasion CIS/ITGCNU geht auf eine entartete primordiale
Keimzelle (PGC) zuriick. Diese kann in ein Seminom oder embryonales Karzinom/ Nicht—-Seminom
differenzieren. Die Vorlauferzellen der spermatozystédren Seminome sind Spermatozyten. TE = Teratome, YS =
Dottersacktumore, CC = Chorionkarzinom.

l1|Seite



Einleitung

Als Ursprung der Seminome und embryonalen Karzinome (Nicht-Seminome) wird
das Carcinoma-in-situ (CIS) oder ITGCNU (intratubular germ cell neoplasia
unclassified) angesehen, welches erstmals von Skakkebaek (1972) beschrieben
wurde (Abbildung 5). Das CIS wird auf eine Entwicklungsstdrung in den Keimzellen
wahrend der embryonalen Entwicklung zurickgefiihrt. Gonozyten, die nicht in
Spermatogonien differenzieren, persistieren im Hoden. Mit Beginn der Pubertat steigt
der Testosteronspiegel an und fuhrt aufgrund von Proliferationsinduktion zu einem
CIS. Dabei exprimieren CIS-Zellen Gene, die mit PGCs assoziiert werden kdnnen,
wie TFAP2C, C-KIT, NANOG und OCT3/4 (Hoei-Hansen et al. 2004; Pauls et al.
2005; Rajpert-De Meyts & Skakkebaek 1994).

Zudem gibt es eine Hypothese zur Entstehung des CIS/ITGCNU basierend auf
Amplifikationen spezifischer Regionen des kurzen Arms des Chromosoms 12
(Rosenberg et al., 2000). In diesem Genlokus liegen Pluripotenz-assoziierte Gene
(NANOG und GDF3), Zellzyklus-assoziierte Gene (CCND2 und CDK4) und das
Onkoprotein K-RAS. Eine Deregulation in diesen Genen kann zur Entstehung eines
CIS/ITGCNU beitragen (Looijenga & Oosterhuis 1999).

Die embryonalen Karzinome konnen in Teratome, Dottersacktumore oder
Chorionkarzinome differenzieren und gelten als malignes Gegenstick zu
pluripotenten, embryonalen Stammzellen (Abbildung 5).

Nach der WHO (World Health Organisation) kdnnen die Keimzelltumore in flnf
Typen (Typ | - V) unterteilt werden (zusammengefasst in Oosterhuis & Looijenga

2005). In den nachsten Kapiteln werden die Typen | und Il kurz vorgestellt.

1.2.1 Typ | Keimzelltumore

Typ | Keimzelltumore kdnnen sowohl gonadal als auch extragonadal auftreten und
umfassen die Teratome und Dottersacktumore bei S&uglingen, Kindern und
prapubertaren Jugendlichen. Sie machen 3,5% aller Tumore bei Kindern unter 15
Jahren aus, was einer Inzidenz von 0,5 pro 100.000 Kindern entspricht (Kaatsch,
2004).

Die Teratome enthalten meist Gewebe aus allen drei Keimblattern (Ektoderm,
Entoderm und Mesoderm) und kénnen entsprechend ihres Differenzierungsgrades in
reife und unreife Teratome eingeteilt werden. Wahrend reife Teratome meistens bei
Kleinkindern auftreten, kénnen bei jungen Erwachsenen oft Mischformen aus

unreifen und reifen Teratomen nachgewiesen werden. Da die Teratome ein
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biparentales, nur teilweise aufgehobenes genomisches Imprintingmuster besitzen,
werden frihe migratorische Keimzellen als Ursprungszellen der Typ | Tumore
angesehen (Bussey et al. 2001; Schneider et al. 2001). Bei den Dottersacktumoren
handelt es sich um maligne und metastasierende Tumore.

Fur den Keimzelltumortyp | gibt es einige Mausmodelle. Der Inzuchtstamm 129/Sv
entwickelt mit einer Wahrscheinlichkeit von 5 - 10% spontan testikulare Teratome
(Stevens 1967; siehe Review Carouge & Nadeau 2005). Hierbei werden vermehrt
unilaterale Tumore gefunden und nur wenige der Félle zeigen bilaterale
Tumorformation (Dieckmann und Pichlmeier, 2004). Wahrend der murinen
Embryonalentwicklung konnte der Ursprung der testikularen Tumorentstehung
zwischen dem Tag E11.5 und E13.5 nachgewiesen werden. Es wurden synzytiale
Gonozyten detektiert, die vermutlich aufgrund von Stérungen im Zellzyklus, des
mitotischen Arrests oder einer Deregulation von Genen entstanden sind und als
Embryonale Karzinomzellen (Embryonal Carcinoma Cells; ECC) bezeichnet werden.
Diese wurden von Pierce et al. beschrieben und &hneln morphologisch

undifferenzierten Keimzellen (Pierce et al., 1967).

1.2.2 Typ Il Keimzelltumore

Die Typ Il Keimzelltumore beinhalten die klassischen Seminome (im Ovar:
Dysgerminome, im Gehirn: Germinome) und die Nicht-Seminome/ embryonalen
Karzinome, die sich beide aus einem CIS/ITGCNU entwickeln (Oosterhuis und
Looijenga, 2005).

Seminome ahneln sowohl morphologisch als auch in ihrem Expressionsprofil PGCs,
da sie Keimzellmarker wie c-KIT, TFAP2C, BLIMP1 und die Pluripotenz-Marker
OCT3/4 und NANOG exprimieren. Des Weiteren zeigen sie ein komplett geldschtes
Imprintingmuster, welches ebenfalls in post-migratorischen Keimzellen zu finden ist
(Netto et al., 2008). Die embryonalen Karzinome konnen weiter in Teratome,
Dottersacktumore oder Chorionkarzinome differenzieren. Das embryonale Karzinom
kann aufgrund der Expression von SOX2 und CD30 von den Seminomen
unterschieden werden, da diese SOX17 exprimieren (de Jong et al., 2008)
(Abbildung 5).

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurde ein Mausmodell fur diesen Keimzelltumortyp
beschrieben. Dabei handelt es sich um ein Transplantationsmodell, bei dem eine

humane Seminomzelllinie (TCam-2) in die Tubuli Seminiferi von immunsupprimierten
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Nacktmausen injiziert wurde und diese anschlieBend in CIS/Seminom-ahnliche

Zellen differenzierten (Nettersheim et al., 2012).

1.3 Die Familie der Tfap2 Transkriptionsfaktoren

Die Familie der Tfap2 oder AP-2 (Aktivator Protein 2) Transkriptionsfaktoren binden
sequenzspezifisch an die DNS und regulieren auf diese Weise die Expression von
Genen.

Es wurden funf konservierte Tfap2 Gene im Menschen und der Maus identifiziert:
Tfap2a/AP-2a (Williams et al., 1988), Tfap2b/AP-26 (Moser et al., 1995), Tfap2c/AP-
2y (Oulad-Abdelghani et al., 1996), Tfap2d/AP-26 (Zhao et al., 2003) und Tfap2e/AP-
2¢ (Feng und Williams, 2003).

P/Q-rich Basic Helix-span-helix
domain domain motif

]:PY \ >—d b— COOH
COOH
H,N

Transactivation Dimerization
DNA binding

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Proteinstruktur der Tfap2 Proteinfamilie (aus Eckert et al,
2005). N-Terminal besitzen die Tfap2 Proteine eine Prolin- und Glutamin-reiche Region mit einem PY-Motiv,
welche fiir die Transaktivierung zustéandig ist. C-Terminal befindet sich ein Helix-Span-Helix Motiv und eine
basische Doméne, welche die Dimerisierung und DNS- Bindung gewahrleisten.

Alle Mitglieder der Tfap2 Familie besitzen eine ahnliche Domanenstruktur. Hierzu
zahlt die fur eine Dimerisierung zustandige carboxyterminale Domane, die sich aus
einem Helix-Span-Helix Motiv zusammensetzt. Zusammen mit der hochkonservierten
basischen Region dienen diese Domanen der DNS-Bindung. Am N-Terminus
besitzen  Tfap2a, Tfap2b, Tfap2c und Tfap2e eine  konservierte
Transaktivierungsdomane, bestehend aus einem PY-Motiv, welches einen hohen
Anteil der Aminosauren Prolin und Glutamin aufweist (Williams & Tjian 1991). Tfap2d
besitzt kein PY-Motiv, was daraufhin deutet, dass Tfap2d eine geringere
Bindeaffinitat zu konservierten Tfap2-Bindestellen aufweist (Zhao et al., 2003).

Durch  Homo- und Heterodimerisierung der Tfap2-Proteine kann an

hochkonservierten GC-reichen Sequenzabschnitten eine Bindung an die DNS
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erfolgen. Mohibullah et al. beschreiben die Konsensussequenzen 5-GCCN3z4GGC-3’
und 5’-GCCNz4GGG-3’ als konservierte Bindestellen fiir Tfap2 Proteine (Mohibullah
et al, 1999) und eine weitere Studie zeigt eine Bindung von Tfap2 an die
Konsensussequenz 5’-CCCCAGGC-3’ im SV40 Enhancer Element (Mitchell et al.,
1987). Dies macht deutlich, dass Tfap2 Transkriptionsfaktoren an verschiedene GC-
reiche Sequenzregionen binden kdnnen. Als Bindepartner fur Tfap2 Proteine konnten
unter anderem p53, Cited2/4, APC, p300/CBP, SP1 und das Rb-Protein identifiziert
werden (Eckert et al. 2005).

Eine Expression der Tfap2 Familienmitglieder Tfap2a, Tfap2b und Tfap2c konnte in
Neuralleistenzellen, im peripheren Nervensystem, im Kopf- und
Gliedmalienmesenchym, in verschiedenen Epithelien und im extra-embryonalen
Trophektoderm wahrend der Embryonalentwicklung nachgewiesen werden (Chazaud
et al. 1996; Schorle et al. 1996; Moser et al. 1997). Die weiteren zwei
Familienmitglieder weisen ein anderes Expressionsmuster auf. Tfap2d wird im
Zentralennervensystem, in der Retina und wahrend der Herzentwicklung exprimiert,
wohingegen Tfap2e im Mittelhirn, Hinterhirn und im olfaktorischen System exprimiert
wird (Wang et al. 2004; Zhao et al. 2003).

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass Tfap2-Proteine eine wesentliche
Rolle bei der Karzinogenese spielen, indem sie Gene wie p21Wafl/Cipl (Li et al.,
2006; Williams et al., 2009a), TGF-a (Wang, 1997), Estrogenrezeptor (McPherson
und Weigel, 1999), BCL-2 (Wajapeyee et al., 2006), c-Kit (Huang et al., 1998),
Ubiquitin C, HDACS3, Integrina5/ 7, Integrin83/ 5, EGR1, und Fgf3 (Suyama et al.,
2002), c-Myc (Gaubatz et al., 1995) und ERBB-2 (Gee et al., 1999) binden und

regulieren.

1.3.1 Der Transkriptionsfaktor Tfap2c

Der Transkriptionsfaktor Tfap2c wurde bei dem Versuch Retinsdure-induzierbare
Gene in der murinen embryonalen Karzinomzelllinie P19 zu identifizieren von Oulad-
Abdelghani et al. (1996) erstmals beschrieben.

Tfap2c wird bereits wéhrend der Praimplantationsphase der Entwicklung in Zellen
der Morula exprimiert. Nach der Implantation wird Tfap2c im Blastozystenstadium in
der Inneren Zellmasse und im Trophektoderm exprimiert (Auman et al., 2002). Spater
(E11.5) kann eine Tfap2c Expression in extra-embryonalen Geweben, wie dem

Spongiotrophoblasten, den Trophoblastriesenzellen, sowie in einigen Zellen der
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Labyrinthschicht nachgewiesen werden (Kuckenberg et al., 2010; Winger et al.,
2006). Anhand von Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass bei Deletion von
Tfap2c (Tfap2c™) die Embryonen eine Desorganisation des Primitivstreifens und ein
retardiertes GréRenwachstum im Vergleich zu den Kontrolltieren aufweisen. Zudem
besitzen sie weniger Trophoblastriesenzellen in der Labyrinthschicht und als Folge
davon sterben die Embryonen ab (Werling und Schorle, 2002a).

Wahrend der Embryonalentwicklung konnte eine Tfap2c mMRNS Expression an Tag
E11.5 in einigen Zellen der Genitalfalte detektieren werden. Chazaud et al.
postulierten 1996, dass Tfap2c mdglicherweise am Ende der Migration in Keimzellen
exprimiert wird, wenn diese die Genitalfalte erreichen (Chazaud et al., 1996).

Mit Hilfe einer konditionalen Tfap2c Mausmutante, bei der beide Tfap2c-Allele durch
Verpaarung mit einer entsprechenden Cre-Mauslinie (Cre/loxP System) deletiert
wurden, konnten weitere Studien durchgefihrt werden, bei denen die
frihembryonale Letalitat umgegangen werden konnte (Werling und Schorle, 2002b).
Hierdurch konnte gezeigt werden, dass bei einem spezifischen Verlust von Tfap2c in
der Keimbahn sowohl die méannlichen als auch die weiblichen adulten Tiere steril
sind. Der Grund hierfur liegt im Verlust der Keimzellen an Tag E8.0 (Weber et al.,
2010). Entgegen der Annahme von Chazaud et al konnte gezeigt werden, dass
Tfap2c schon in pra-migratiorischen Keimzellen exprimiert wird (E7.25) und die
Expression Uber die Migration hinaus bis Tag E12.5 aufrechterhalten wird (Weber et
al., 2010).

A 4 E10.5

Abbildung 7: Entwicklung von Keimzellen in Wildtyp (WT) und Tfap2c"' Embryonen (Weber et al. 2010).
Immunhistochemische Farbung der Genitalanlagen von WT [A] und TfapZC"' [B] Embryonen. Alkalische-
Phosphatase positive Zellen zeigen die Entwicklung von Keimzellen an (Pfeile).
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1.4 Invitro Zellsysteme zur Untersuchung der Keimzell-Entwicklung

Die Untersuchung von molekularbiologischen Prozessen wahrend er Keimzell-
Entwicklung ist zur weiteren Klarung der Entstehung von Keimzelltumoren essenziell.
Allerdings  erschwert die geringe Anzahl der PGCs an frihen
Entwicklungszeitpunkten (40 - 100 Zellen) die Analyse. Des Weiteren konnten
Keimzellen bis zum heutigen Zeitpunkt noch nicht erfolgreich in Kultur gehalten und
expandiert werden, ohne dass sie in Apoptose gehen oder in pluripotente
embryonale Keimzellen (Embryonic Germ Cells = EGCs) differenzieren, welche
embryonalen Stammzellen ahneln und nicht primordialen Keimzellen (Matsui et al.,
1992).

Deshalb wurden in den letzten Jahren zahlreiche Versuche unternommen, geeignete
in vitro Zellsysteme zur Generierung von Keimzellen zu etablieren. Durch die Kultur
von ES-Zellen in LIF (Leukemia Inhibitor Factor) -freiem Medium und durch
Ausplattieren der ES-Zellen als Monolayer (d.h. die Zellen wurden in einer
einschichtigen Kultur angelegt), bilden sich Aggregate in denen spontan post-
migratorische Keimzellen ausgebildet werden (Hlbner et al., 2003).

Als weitere Methode wurde die Differenzierung von ES-Zellen zu Keimzellen in
Embryoid Bodies (EBs) beschrieben. Dabei handelt es sich um dreidimensionale
Strukturen, in denen die Zellen in alle drei Keimblatter differenzieren und dabei die
Entwicklung innerhalb eines Embryos nachahmen (Geijsen et al., 2004). Um die
Generierung von Keimzell-ahnlichen Zellen zu beginstigen, wurden den EB-
Kulturmedien Faktoren wie BMP4 oder Retinsaure zugegeben (Geijsen et al., 2004;
Toyooka et al., 2003; Young et al., 2010).

Zur Identifizierung der sich entwickelnden Keimzellen wurden ES-Zelllinien generiert,
die einen Reporter tragen, wie z.B. Mvh(Vasa)-lacZ oder GFP, Stra8-EGFP oder
Oct4-GFP (Geijsen et al., 2004; Nayernia et al., 2006; Toyooka et al., 2003). Spater
wurden ES-Zelllinien etabliert, welche einen Reporter fur einen friihen spezifischen
Keimzellmarker (StellaGFP und BlimplmVenus) besitzen und eine stringentere
Identifizierung der Keimzellen erméglichen (Ohinata et al., 2008; Payer et al., 2006).
Aufgrund der Problematik bei der Verwendung von fetalem Kalberserum im EB-
Kultursystem, aufgrund der chargenbedingten Unterschiede und nicht Kklar
definierbaren Inhaltstoffen, ist es notwendig, Protokolle zu etablieren, die eine
Keimzell-Differenzierung unter genau definierten Bedingungen ermoéglichen und

mehr der Keimzell-Entwicklung in vivo entsprechen.
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Ein solches Protokoll wurde 2011 von Hayashi et al. publiziert. Es beruht darauf,
dass in vivo die Keimzellen aus Zellen des Epiblasten hervorgehen. Die
Differenzierung der ES-Zellen, welche unter definierten Bedingungen Kkultiviert
werden, in Keimzell-ahnliche Zellen (Primordial Germ Cell like Cell = PGCLC), erfolgt
Uber eine Epiblastzellen-ahnliche (Epiblast like Cells = EpiLC) Zwischenstufe
(Hayashi et al, 2011). Dieses Protokoll ermdglicht Untersuchungen der
molekularbiologischen Prozesse wéahrend der Keimzell-Entwicklung, da so bis zu
38% Keimzell-ahnliche Zellen generiert werden kénnen. Dies ist ausreichend, um

weitere Analysen durchfihren zu kénnen.
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Abbildung 8: Methode zur Differenzierung von PGCLCs von Hayashi et al. 2011. [A] Schematische
Darstellung der experimentellen Durchfiihrung zur Generierung von PGCLCs. ES-Zellen (ESCs) werden zwei
Tage in Epiblast-&hnliche Zellen (EpiLCs) differenziert, welche dann fiir weitere vier Tage in PGCLCs differenziert
werden. [B] Hauptkomponenten-Analyse (PCA) bei der die Ergebnisse globaler Transkriptionsanalysen
verschiedener Ziellinien (ESC = ES-Zellen; EpiLCs; PGCLCs; Tag E5.75 in vivo Epiblast-Zellen; Tag E9.5 in vivo
PGCs) in definierten Parametern verglichen wurden. Die PCA der in vitro generierten PGCLCs aus EpiLCs
zeigen parallelen zu der PCA der in vivo Epiblast-Zellen und PGCs. Die erste Hauptkomponente erfasst dabei
61% der Gesamtvarianz.

1.5 Die Seminom-Zelllinie TCam-2

Als weiteres Modell zur Untersuchung der molekularbiologischen Prozesse wahrend
der Keimzell- Entwicklung wurde die Zelllinie TCam-2 als Seminom- und CIS-
ahnliche Zelllinie beschrieben (Eckert et al. 2008a), welche aus dem Seminom eines

35-jahrigen Mannes etabliert wurde (Mizuno et al., 1993).
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Eine Charakterisierung dieser Zelllinie zeigte, dass diese Zellen Pluripotenzfaktoren
wie NANOG und OCT3/4, sowie die Keimzellmarker VASA, DAZL, TFAP2C, cKIT
und BOULE exprimieren. Dagegen sind sie negativ fir SOX2 (Eckert et al. 2008a).
AulRerdem exprimieren die Zellen BLIMP1 und PRMT5 und zeigen ebenfalls die fir
Keimzellen charakteristischen Histon-Modifikationen H2A/H4R3me2 (Eckert et al.
2008b).

In einem sSiRNS basierten Experiment in TCam-2-Zellen, konnte gezeigt werden,
dass bei einem Knockdown von BLIMP1 die TFAP2C Expression reduziert ist, ein
Verlust der Histon-Modifikationen H2AH4R3me2 und eine Expressionsinduktion des
somatischen Markers HOXB1 stattfindet (Weber et al., 2010). Bei einem siRNS
basierten TFAP2C Knockdown Experiment in TCam-2-Zellen konnte die Induktion
weiterer somatischer Marker wie HOXA1l, HAND1 und MYOD1 nachgewiesen
werden (Weber et al., 2010; Nettersheim et al, 2011). Dies zeigt, dass ahnlich wie
wahrend der Keimzell-Entwicklung, Blimpl wund Tfap2c die somatische
Differenzierung in CIS und Seminomen inhibieren.

Aufgrund der Expression typischer Keimzellmarker und der fur Keimzellen
charakteristischen Histon-Modifikationen (H2A/ H4R3me2) sind TCam-2 Zellen ein
passendes in vitro-Zellsystem, um entwicklungsbiologische Studien zur
Untersuchung der Keimzell- Entwicklung durchzufthren (Eckert et al. 2008b; Schafer
et al. 2011).
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1.6 Zielsetzung dieser Dissertation

In dieser Arbeit sollte die Auswirkung des Verlusts von Tfap2c in Keimzellen wahrend
der murinen  Embryonalentwicklung  untersucht werden. Vorangehende
Untersuchungen haben gezeigt, dass in Mausen die eine homozygote Tfap2c
Mutation in der Keimbahn aufweisen, die Keimzellen spezifiziert werden, diese aber
im Verlauf der Migration verloren gehen. Es stellte sich daher die Frage, welche
Gene wahrend dieser Phase in den Keimzellen von Tfap2c reguliert werden.
Aufgrund der geringen Anzahl von Keimzellen zu Beginn der Migration in den
Mausembryonen und wegen methodischer Probleme, musste ein Protokoll etabliert
werden zur Generierung von Keimzell-ahnlichen Zellen in vitro. Zur Beantwortung der
Frage, in wieweit ein Verlust von Tfap2c die globale Genexpression in Keimzellen
beeinflusst, sollten globale Expressionsstudien mittels cDNS-Microarray mit den
Keimzell-dhnlichen Zellen durchgefihrt werden und anschlieRend funktionelle

Bereiche, welche durch Tfap2c reguliert werden, genauer untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Allgemeine Chemikalien

Chemikalien

Agar

Agarose

Ampicillin
Bromphenolblau
Calciumchlorid
Citratpuffer pH6
Detektionssystem
Dynabeads® Protein G
Eisessig

Ethanol
Ethidiumbromid
Formaldehyd 37%
FUGENE HD

Glukose

Glycin

Hefeextrakt

Hoechst H3342
Isopropanol
Kaliumacetat
Kanamycin
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Paraformaldehyde
Pepton
Peroxidase-Blocking Puffer
Pertex

Propidiumlodid
Rinderalbumin (BSA)

Titriplex-Il

Hersteller
Merck
Sigma-Aldrich
Roth

Serva

Merck

Medac
ImmunoLogic
Life Technologies
Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Merck

Roth

Merck
Invitrogen
Merck
Calbiochem
Roth

Merck

Merck

Merck

Merck

Roth

Medac
Medite

BD Biosciences
Roth
AppliChem GmbH

Firmensitz
D-Darmstadt
D-Minchen
D-Karlsruhe
D-Heidelberg
D-Darmstadt
D-Wedel
N-Duiven
D-Darmstadt
D-Darmstadt
D-Darmstadt
D-Munchen
D-Darmstadt
D-Darmstadt
D-Darmstadt
D-Karlsruhe
D-Darmstadt
D-Karlsruhe
D-Darmstadt
USA-La Jolla
D-Karlsruhe
D-Darmstadt
D-Darmstadt
D-Darmstadt
D-Darmstadt
D-Karlsruhe
D-Wedel
D-Burgdorf
USA-San Jose
D-Karlsruhe

D-Darmstadt
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Tri Reagenz
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane
TritonX-100

B-Mercaptoethanol

2.1.2 Verwendete Enzyme
Enzyme

Mini Complete Protease Inhibitor
DNase |

DreamTaq Polymerase

Fast Digest Restriktionsendonukleasen
Platinum Tag DNA Polymerase High fidelity
Proteinase K

Reverse Transkriptase

RNaseA

T4-DNA Ligase

2.1.3 Laborgerate

Gerate

Autostainer 480 S

Bio Concentrator 5301

Bio Photometer

Bioruptor

Bunsen-Brenner

Cytospin 3 Shandon
Elektrophorese-Kammer 40-1214
FACS Arialll

FACS Canto

Fluoreszenz Mikroskop DM IRB
Geldokumentation

Hula-Mixer

Inkubator fur Bakterienkultur
Inkubator fur Zellkultur Cytoperm 2
PCT Thermal Cycler 2720

Photometer Nanodrop

Sigma-Aldrich
Merck
Merck
Sigma-Aldrich

Hersteller
Roche
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Invitrogen
Merck Millipore
Fermentas
Boehringer

Fermentas

Hersteller

Medac
Eppendorf
Eppendorf
Diagenode
Schutt-Biotech
Thermo Scientific
PeqLab

BD Biosciences
BD Biosciences
Leica

Intas

Invitrogen
Memmert
Thermo Scientific
Applied Biosystem
PeqlLab

D-Miinchen

D-Darmstadt
D-Darmstadt

D-Miinchen

Firmensitz
D-Mannheim
D-St. Leon-Rot
D-St. Leon-Rot
D-St. Leon-Rot
D-Karlsruhe
D-Darmstadt
D-St. Leon-Rot
D-Mannheim

D-St. Leon-Rot

Firmensitz
D-Wedel
D-Hamburg
D-Hamburg
B-Luttich
D-Géttingen
D-Karlsruhe
D-Erlangen
USA-San Jose
USA-San Jose
D-Wetzlar
D-Géttingen
D- Karlsruhe
D-Schwabach
D-Karlsruhe
USA-Foster City

D-Erlangen
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Pipetten

Real-Time PCR System ViiA7
Steril Bank Hera safe

Thermal Cycler Peltier PTC-200
Thermomixer compact
Vortex-Genie 2

Wasserbad

Zentrifuge (Kuhl) 5417R
Zentrifuge (Kuhl) Biofuge fresco

Zentrifuge Multifuge 1 s

2.1.4 Verbrauchsmaterialien
Material

96 Lochplatte (U-Bottom, low cell binding)
Blaukappenrdhrchen (15 /50 ml)
Einfrier-Gefalie

Filter 40pm

Glas-Pasteurpipetten

1,5 ml Reaktionsgefal3e
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen (RNase frei)
Polystyrene Reservoirs
ReaktionsgefalRe 1,5ml
Serologische Pipetten

Loch-Mikrotiter Platten

2.1.5 Verwendete Kits

Kit

Maxima SYBR Green gPCR Master Mix
EZ DNA Methylation-Direct Kit
NucleoBond Xtra Maxi Plus

QIAquick PCR purification Kit

Whole Genome Amplification Kit 4
Revert Aid Premium Kit

RNeasy Mini Kit

Eppendorf

Applied Biosystem
Kendro

MJ Research
Eppendorf
Scientific Industries
Memmert
Eppendorf AG
Kendro

Kendro

Hersteller

Nunc, Thermo Fisher
Greiner

Greiner

BD-Falcon

Brand GmbH & Co KG
Axygen

Greiner

Nerbe Plus

VWR

Sarstedt

Greiner

TPP

Hersteller
Fermentas
Zymo Research
Macherey-Nagel
Qiagen
Sigma-Aldrich
Fermentas

Qiagen

D-Hamburg
USA-Foster City
D-Hanau
CAN-St. Bruno
D-Hamburg
USA-New York
D-Schwabach
D-Hamburg
D-Hanau

D-Hanau

Firmensitz
J-Tokyo
A-Kremsmdunster
A-Kremsmdunster
USA-Bedford
D-Wertheim
USA-Union City
A-Kremsmuinster
D-Winsen
D-Darmstadt
D-NUmbrecht
A-Kremsmuinster

CH-Trasadingen

Firmensitz
D-St. Leon-Rot
USA-Irvine, CA
D-Duren
D-Hilden

D- Minchen
D-St. Leon-Rot
D-Hilden
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TA-Cloning Kit

ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit

Invitrogen

Zymo Research

2.1.6 Zellkulturmedien und Zellkulturzuséatze

Medien und Zusatze

Accutase

Activin A (human/murin)

B27- Supplement

bFGF (murin)

BMP4

BMP8b

Dimethylsulfoxide

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dulbecco’s Modified Eagle Medium /
F12+GlutaMAX

EGF

Essenzielle Aminosauren

Fotales Kalber Serum (FCS)

Gelatine

G-MEM BHK-21

GSK3- Inhibitor (CHIR99021)
humanes Fibronektin

Knockout Serum Replacement (KSR)
Laminin

L-Glutamin

MEK21/2-Inhibitor (PD0325901)
Mineraldl

N2- Supplement

Neurobasal Medium
Nicht-Essenzielle Aminosé&uren
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
Penicillin/Streptomycin
Poly-L-Ornithine

RPMI

Sodium Pyruvat

Hersteller

PAA Laboratories
Peprotech

Gibcol/Life Technologies
Peprotech

Stemgent

R&D Systems
Applichem

Gibcol/Life Technologies
Gibcol/Life Technologies

R&D Systems

PAA Laboratories

PAA Laboratories
Sigma-Aldrich
Gibcol/Life Technologies
Stemgent

Merck Millipore
Gibcol/Life Technologies
Sigma-Aldrich

PAA Laboratories
Stemgent
Sigma-Aldrich
Gibcol/Life Technologies
Gibcol/Life Technologies
PAA Laboratories
Gibcol/Life Technologies
PAA Laboratories
Sigma-Aldrich
Gibcol/Life Technologies

Sigma Aldrich

D-Karlsruhe

USA-Irvine, CA

Firmensitz
A-Pasching

USA-
D-Darmstadt
USA-
USA-Cambridge
USA-Minneapolis
D-Darmstadt

D-Darmstadt
D-Darmstadt

USA-Minneapolis
A-Pasching
A-Pasching
D-Munchen
D-Darmstadt
USA-Cambridge
D-Darmstadt
D-Darmstadt

D- Minchen
A-Pasching
USA-Cambridge
D-Munchen
D-Darmstadt
D-Darmstadt
A-Pasching
D-Darmstadt
A-Pasching

D- Minchen
D-Darmstadt

D-Minchen
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Stem cell Factor (SCF)
Trypsin(1x, 10x)

B-Mercaptoethanol

2.1.7 Antikorper

Antikorper

Anti- Kaninchen Alexa fluor 488 (eingesetzt
1:1000)

Anti- Kaninchen Alexa fluor 594 (eingesetzt
1:1000)

Anti- Kaninchen biotinyliert (eingesetzt 1:500)
Anti- Maus Alexa fluor 488 (eingesetzt 1:1000)
Anti- Maus Alexa fluor 594 (eingesetzt 1:1000)
Anti- Ratte biotinyliert (eingesetzt 1:200)

IgG Rabbit

SSEA-1 (eingesetzt 1:100 - 1:250)

Stella ab-19878 (eingesetzt 1:100)

TFAP2C 6E4 (eingesetzt 1:300 - 1:500)
TFAP2C H77 (eingesetzt 1:250)

Ser2 und Ser5 (eingesetzt 1:25)

2.1.8 Puffer und Losungen

Puffer, L6sung

4% Paraformaldehyde (PFA)

5x LB Medium

Annealing-Puffer (10x)

ChIP Dilutionpuffer

ChIP Elutionspuffer

Stemgent USA-Cambridge
PAA Laboratories A-Pasching
Sigma-Aldrich D- Miinchen
Hersteller Firmensitz

Life Technologies D-Darmstadt

Life Technologies D-Darmstadt

DAKO D-Hamburg
Life Technologies D-Darmstadt
Life Technologies D-Darmstadt
DAKO D-Hamburg

Merck Millipore D-Darmstadt

R&D Systems USA-Minneapolis

Abcam UK-Cambridge

Santa-Cruz USA-Santa Cruz

Santa-Cruz USA-Santa Cruz
erhalten von M. Geyer
(Caesar - Institut der

) Max Planck
Gesellschaft)

Hersteller

4 g PFA in 100 ml PBS, filtriert

50 g Pepton

25 g NacCl

25 g Hefeextrakt

ad 11H20

100 mM NacCl

50 nM HEPES pH 7.4

25 pl 20% SDS

120 pl 0,5 M EDTA pH8,0
833 pl 1 M Tris pH8,1
550 pl TritonX-100

1667 pl 5 M NaCl

ad 50 ml H20

2,5ml 20% SDS

500 pl 0,5 M EDTA pH8,0
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ChIP Lysis- und Sonfizierungpuffer

ChIP Waschpuffer

DNS - Ladepuffer

DNS - Lysispuffer

Hoechst H3342 Farbeltésung 100x

LB — Agar

Plasmid Praparationspuffer 1

Plasmid Praparationspuffer 2

Plasmid Praparationspuffer 3

TAE- Puffer (50x)

Tris-Puffer

2.1.9 Plasmide
Plasmid
pCR2.1
pSUPER.retro.puro

1ml1M Tris pH8,1
500 pl 5 M NaCl

ad 50 ml H20

250 ul 20% SDS
1ml0,5M EDTA pH8,0
5ml 1 M Tris pH8,1

ad 50 ml H20

100 pl 0,5 M EDTA pH8,0
500 pl 1 M Tris pH8,1
50 pl Tween 20 (Verdinnung 1:10)
ad 50 ml H20

49% Glycerol

49% H20

2% 50x TAE
Spatelspitze Bromphenolblau
Spatelspitz Xylencyanol
50 mM Tris pH8.5

100 mM EDTA

1% SDS

100 mM NacCl

100 pg/ml Proteinase K
50 mg H3342

in 50 ml PBS

10 g Pepton

5 g NaCl

5 g Hefe-Extrakt

16 g Agar

ad 11 H20

50 mM Glucose

25 mM Tris pH8

10 mM EDTA

RNase A (100 pg/ml)
0.2 M NaOH

1% SDS

2 M Kaliumacetat pH4.8

242 g Tris
18.6 g Titriplex-II
57.1 ml Eisessig
ad 11 H20

10mM Tris in H20, filtered

Hersteller Firmensitz
Invitrogen D-Karlsruhe
OligoEngine USA-Seattle
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2.1.10 Oligonukleotide

2.1.10.1

Primer

bActin-F
bActin-R
Blimp1-F
Blimp1-R
Car8-F
Car8-R

Ccndl1-F
Ccndl1-R

Cdk6-F
Cck6-R
c-Kit-F
c-Kit-R
Dazl-F
Dazl-R

Dmrtl-F
Dmrtl-R

Dnmt3b-F
Dnmt3b-R

Dnmt3I-F
Dnmt3I-R

Fgf4-F
Fgf4-R
Gapdh-F
Gapdh-R
Hhex-F
hhex-R

KlIf4-F
KIf4-R

Meg3-F
Meg3-R
Nanog-F
Nanog-R

Nanos3-F
Nanos3-R

Nefl-F
Nefl-R

Nxf3-F
Nxf3-R
p21-F
p21-R
Prdm14-F
Prdm14-R

Rhox5-F
Rhox5-R

Murine qRT-PCR Primer

Sequenz

5- TGTTACCAACTGGGACGACA -3
5- GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA -3

5-GCCAACCAGGAACTTCTTGTGT -3
5°- AGGATAAACCACCCGAGGGT -3

5- CAGTGGTCCTCCTGACAAGAC -3
5’- ACCCCTCACTGCTGGATGT -3’

5- TCTTTCCAGAGTCATCAAGTGTG -3’
5- TCCTCCTCAGTGGCCTTG -3’

5- GTGGTCAGGTTGTTTGATGTGT -3’
5- GGGCTCTGGAACTTTATCCAAG -3’

5- GACGCTGACCCCTTGAAA -3’
5- GACTTGGGTTTCTGCTCAGG -3

5- TGCTGGAGAGCAGAGGAGTT -3
5- TGAACATTCATTGGGCAAAA -3

5- CTGATGGCCGAGAACAGC -3
5- TTCTCCATATGCCCTCTGCT -3

5- TGCGTCGTTCAGACAGTAGG -3
5- GCCCTTGTTGTTGGTGACTT -3

5- TCTCACGGAGTGGACTGCT -3
5- ACTGGCTGTCTCTTCCATGC -3’

5- GCAAGCTCTTCGGTGTGC -3
5- CGTAGGATTCGTAGGCGTTG -3’

5- GGTGCTGAGTATGTCGTGGA -3
5- TTGGCTCCACCCTTCAAGT -3

5- CTACACGCACGCCCTACTC -3
5- CAGAGGTCGCTGGAGGAA -3

5- GCGAGTCTGACATGGCTGT -3’
5- GAGTTCCTCACGCCAACG -3

5-TTTGCTGTTGTGCTCAGGTT -3
5- ATCCTGGGGTCCTCAGTCTT -3

5- GGTGGCAGAAAAACCAGTG- 3
5- GCAATGGATGCTGGGATACT- 3

5- GCCAGGGCTACACTTCTGTC -3
5- CTTCCTGCCACTTTTGGAAC -3

5- CCCTCTGAAGGAGAAGCAGA -3
5- TCTTTTGTGTCTTCAGACTCATCC -3

5- GAGAACTGGTTCAAGGTCACAA -3
5- GAAACTGCACCGGAGTGAA -3

5- TCTGAGCGGCCTGAAGATT -3
5- TGCGCTTGGAGTGATAGAAA -3

5- GCCTGAACAAGCACATGAGA -3’
5- AGGAAGCCTTTCCCACAAAT -3

5- GATGGGGACAAGGATAGTGG -3
5- CAGTGCCCTCAGCAACTG -3

Annealing-Temp.

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

Amplikon

165 bp

327 bp

128 bp

126 bp

120 bp

228 bp

106 bp

125 bp

197 bp

127 bp

90 bp

80 bp

76 bp

128 bp

108 bp

117 bp

155 bp

110 bp

109 bp

97 bp

244 bp

76 bp
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Rian-F 5- GTTGTGCCCTCCCTGGAT -3 60°C 119 b

Rian-R 5- AATCATCTTGGTGGAAGAATGC -3’ P

Stella-F 5-CTTTGTTGTCGGTGCTGAAA -3’ 60°C 100 b

Stella-R 5°- TCCCGTTCAAACTCATTTCC -3 P

Tfap2c-F 5- AAGCGGTGGCTGACTATTTAA -3’ 60°C 203 b

Tfap2c-R 5'- CAGGCTGAAATGAGACAAACAG -3 P

Tex13-F 5’- AGGTGCAGAGAGAGCGAGAC -3 60°C 115 b

Tex13-R 5- CTTGCTTGTACCTGGTGCTG -3’ P

2.1.10.2 Murine RT-PCR Primer

Primer Sequenz Annealing- PCR-Zyklen Amplikon
Temp.

beta Act-F 5- GGTCAGAAGGACTCCTATGT -3’ o

beta Act-R 5- ATGAGGTAGTCTGTCAGGTC -3’ 55°C 30 428 bp

Blimp1-F 5"-CACACAGGAGAGAAGCCACA -3 o

Blimp1-R 5- TCGAAGGTGGGTCTTGAGAT-3’ REAS 30 G20 99

c-Kit-F 5’- AAGATGAACCCTCAGCCTCA -3’ o

c-Kit-R 5- CGTCTCCTGGCGTTCATAAT-3 60°C 30 87 bp

Dnmt3b-F 5-TGCGTCGTTCAGACAGTAGG -3 60 30 197 b

Dnmt3b-R 5-GCCCTTGTTGTTGGTGACTT -3 P

Fgf5-F 5- TTGCGACCCAGGAGCTTAAT-3 o

Fgf5-R 5- CTACGCCTCTTTATTGCAGC-3 60°C 33 200 bp

Gapdh-F 5- GGTGCTGAGTATGTCGTGGA- 3 58°C 30 80 b

Gapdh-R 5- TTGGCTCCACCCTTCAAGT- 3 P

KIf4-F 5 - GCGAGTCTGACATGGCTGT -3’ o

KIf4-R 5'- GAGTTCCTCACGCCAACG -3 60°C 30 128 bp

Nanog-F 5'- GGTGGCAGAAAAACCAGTG- 3 o

Nanog-R 5'- GCAATGGATGCTGGGATACT- 3 RS = 2

Nanos3-F 5- TCCCGTGCCATCTATCAG -3 o

Nanos3-R 5- GGATGTTGAGGCAACACC -3’ 58°C 30 500 bp

Oct4-F 5- GATGCTGTGAGCCAAGGCAAG-3’ 58°C 30 228 b

Oct4-R 5'- GGCCTCCTGATCAACAGCATCAC-3 P

Prdml14-F 5- GCCTGAACAAGCACATGAGA -3 o

Prdml14-R 5- AGGAAGCCTTTCCCACAAAT -3 58°C 30 244 bp

Sox2-F 5- GAACGCCTTCATGGTATGGT-3' o

Sox2-R 5~ TTGCTGATCTCCGAGTTGT- 3 60°C 30 84 bp

Stella-F 5- GTCGGTGCTGAAAGACCCTA -3 o

Stella-R 5~ GATTTCCCAGCACCAGAAAA -3 S8°C 30 279 bp

Tfap2c F 5- ATTTCGATGACCAAGAACCCTTTG-3’ 58°C 30 326 b

Tfap2c R 5°- ACGAGAGACGTGAGGAGAGTGAC-3 b

2.1.10.3 Humane gRT-PCR Primer

Primer Sequenz Annealing-Temp. Amplikon

CCND1-F 5-TCACACGCTTCCTCTCCAG -3 60°C 120 bp

CCND1-R 5- TGGGGTCCATGTTCTGCT -3
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c-KIT-F
c-KIT-R

DMRT1-F
DMRT1-R

DNMT3B-F
DNMT3B-R

DNMT3L-F
DNMT3L-R

GADDA45B-F
GADDA45B-R

GAPDH-F
GAPDH-R

HOXA5-F
HOXA5-R

ID1-F
ID1-R

ID2-F
ID2-R

ID3-F
ID3-R

p21-F
p21-R

p53-F
p53-R

PRAME-F
PRAME-R

SOX17-F
SOX17-R

SOX2-F
SOX2-R

STELLAR-F
STELLAR-R

TET2-F
TET2-R

TFAP2C-F
TFAP2C-R

2.1.104

Gen

Sfrpl

Fgf4

Klif4

5- GGGATGCAGATCCCCTAAA -3

5'- GACAGAATTGATCCGCACAG -3' 60°C
5’- CAAGAAGTGCAACCTGATCG -3 60°C
5- TCTCTCTTTTGACAAGCAGCTC -3’
5"- CCAGCTCTTACCTTACCATC -3 60°C
5’- CAGACATAGCCTGTCGCTTG -3
5- AGCAACTGGGTGTGCTACCT -3 60°C
5’- CGAACATCTCAAGGGGATTC -3~
5- GTCGGCCAAGTTGATGAAT -3 60°C
5- CACGATGTTGATGTCGTTGT -3
5- TGCCAAATATGATGACATCAAGAA -3 60°C
5- GGAGTGGGTGTCGCTGTTG -3
5- GAACTCCTTCTCCAGCTCCA -3 60°C
5"- GCGCAAGCTGCACATAAGTC -3
5"- TCCAGCACGTCATCGACTAC -3 60°C
5"- TCAGCGACACAAGATGCG -3
5- TCAGCCTGCATCACCAGAGA -3 60°C
5- CTGCAAGGACAGGATGCTGATA -3’
5- TCAGCTTAGCCAGGTGGAAATC -3’ 60°C
5- TGGCTCGGCCAGGACTAC -3
5- CCTCATCCCGTGTTCTCCTTT -3 60°C
5- GTACCACCCAGCGGACAAGT -3
5- TTGCAATAGGTGTGCGTCAGA -3’ 60°C
5- AGTGCAGGCCAACTTGTTCAG -3
5"- CGTAGACTCCTCCTCTCCCACAT -3’ 60°C
5- TGGGCGATATACTGCTCTTCCT -3
5- GGCGCAGCAGAATCCAGA -3 60°C
5- CCACGACTTGCCCAGCAT -3
5"- CCCTGCTGAGAATAGGACAT -3 60°C
5"- CCCTGCAGTACAACTCTATG -3
5- TCAACGTCTCGGAGGAGATT -3 60°C
5- CAACCTACATCCCAGGGTCT -3
5"- TCCACCTGCAAGCTGTGATA -3 60°C
5- TTCTGCAGCAGTGGTTTGTC-3’
5- GGCCCAGCAACTGTGTAAAGA -3 60°C
5"- GCAGTTCTGTATGTTCGTCTCCAA -3’
Murine ChIP = Primer

Lokus Primer Sequenz

1. Intron ChiP F gtagagggggaaagctcagg

ChiP R agtacctggagcgggagaag

5'UTR ChIP F

ChiP R agcagcgtccctgtggtc

5'UTR ChIP F

ChiP R tagacaatcagcaaggcaga

agcactcaccgaactcacg

acaacggtgggggacact

161 bp

146 bp

83 bp

127 bp

145 bp

210 bp

103 bp

424 bp

92 bp

76 bp

97 bp

81 bp

74 bp

61 bp

82 bp

90 bp

187 bp

245 bp

Amplikon

115 bp

92 bp

80 bp
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Cdk6

c-Kit

Dnmt3|

Dmrtl

Nanos3

p21

Dnmt3b

Jam?2

Amyl

4. Intron

1. Intron

1. Intron

4. Intron

5" stromaufwaérts

TSS

1. Intron

5 UTR

5 UTR

1. Intron

(neg Kontrolle)

Oct3/4

5" stromaufwaérts

(pos Kontrolle) TSS

2.1.10.5
Primer
In4down

Ex5up
Ex6up

BlimplmVenus
BlimplmVenus

XIST F
XIST R
ZFY1F
ZFY1R

2.1.10.6
Primer
shRNS 1
3'UTR

ShRNS 2
ORF

shRNS 3
ORF

Genotypisierungs — Primer

Sequenz

ChIP F
ChIP R
ChiP F
ChIP R
ChIP F
ChIP R
ChIP F
ChIP R
ChIP F
ChIP R
ChIP F
ChIP R
ChIP F
ChIP R
ChIP F
ChIP R
ChIP F
ChIP R
ChIP F
ChlIP R

ttctttccagcagtgtttge
gcagcagaaggtttctcacc
gtitggtgatgcttttgtge
cacgcgcaacttttaacaaa
actggtttaggtccacatct
tgccccattctagagctcac
tctggggctgagagagtgat
ttagcgtggaatcagacacg
ctcaaggccacatgataccc
gccccagggtttaacactaa
tacgggtgccgtacatcag
agcctggtcaccttcctaca
ggaaggtccggggtagttaat
acaggtgtgtgccctctttc
ctaccgctcccaacacacac
gatccgctttgtgtctagtc
gottgttgtgtattgagaaagca
gtgtcctttggaaaccactg

89 bp

130 bp

90 bp

84 bp

95 bp

80 bp

81 bp

118 bp

98 bp

ggaactgggtgtggggaggtigta
agcagattaaggaagggctaggacgagag

5- AACAGGTTATCATTTGGTTGGGATT -3
5- CAATTTTGTCCAACTTCTCCCTCAA -3
5- AATAGTCAGCCACCGCTTTACTAGG -3

5- ACTCATCTCAGAAGAGGATCTG -3’
5- CACAGTCGAGGCTGATCTC -3

5- TTGCGGGATTCGCCTTGATT -3

5- TGAGCAGCCCTTAAAGCCAC -3’

5- GCATAGACATGTCTTAACATCTGTCC -3
5- CCTATTGCATGGACAGCAGCTTATG -3

shRNS-Oligonukleotide

Sequenz

170 bp

Amplikon

WT =300 bp
FLOX = 343 bp
KO = 700 bp

WT = keine Bande
BlimplmVenus = 200 bp

XIST (X-CHR.) = 207 bp
ZFY1 (Y-CHR.) = 183 bp

5"GATCCCCGGGAAGAGTTTGTTACCTATTCAAGAGATAGGTAACAAACTCTTCCCTTTTTA
3'GGGCCCTTCTCAAACAATGGATAAGTTCTCTATCCATTGTTTGAGAAGGGAAAAATTCGA

5"GATCCCCCAGAAGAGCCAAATCGAAATTCAAGAGATTTCGATTTGGCTCTTCTGTTTTTA’
3'GGGGTCTTCTCGGTTTAGCTTTAAGTTCTCTAAAGCTAAACCGAGAAGACAAAAATTCGA

5"GATCCCCGAGAAACACAGGAAATAAATTCAAGAGATTTATTTCCTGTGTTTCTCTTTTA
3’ GGGCTCTTTGTGTCCTTTATTTAAGTTCTCTAAATAAAGGACACAAAGAGAAAAATTCGA
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2.1.10.7 Primer fur Bisulfit behandelte DNS

Primer Sequenz Amplikon

H19Bis 1F 5 - GAGTATTTAGGAGGTATAAGAAT-3 473 b

H19Bis 1R 5 - ATCAAAAACTAACATAAACCCCT -3 P

H19 Bis 2 F 5 - GTAAGGAGATTATGTTTATTTTT-3 421 b

H19 Bis 2R 5- CCTCATTAATCCCATAACTAT -3 P

2.1.11 Mauslinien

Mauslinien Referenz

BlimpimVenus (Tg®ramtvenususaty ymaGi:3805969 (Ohinata et al., 2008)
Tfap2c"M% (Tfap2°™*s%) MGI: 2176695 (Werling und Schorle, 2002b)

2.1.12 Bakterienstamm

Bakterienstamm

TOP10F' E. coli-Stamm

2.1.13 Zelllinien

Zelllinien

v-MEFs

Stella GFP

flox/flox

BlimplmVenus/Tfap2c
BlimplmVenus/Tfap2c™

TCam-2

Genotyp

F{laclg Tn10 (TetR)} mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC),®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139
A(araleu) 7697 galU galK rpsL endAl nupG

murine embryonale Fibroblasten

murine embryonale Stammzelllinie; zur Verfigung gestellt von A.
Surani

murine embryonale Stammzelllinie

murine embryonale Stammzelllinie

humane Keimzelltumorzelllinie aus einem Seminom; zur Verfiigung

gestellt von S. Kitazawa
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2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Herstellung kompetenter E.coli Bakterienkulturen

Fur die Herstellung kompetenter Escherichia coli (E.coli) Kulturen wurden E.coli
Top10 in 50 ml Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) tber Nacht bei 37°C und 250 rpm
in einem Bakterienschuttler inkubiert. 1 ml dieser Bakterienkultur wurde 1:100 in
frischem LB-Medium verdinnt und bis zu einer OD650 von 0,2 weiter kultiviert. Nach
Abkuhlung der Kultur und Zentrifugation bei 2500 rpm fir 5 Minuten (Min) bei 4°C
wurde das Bakterienpellet in 50 ml CaClz (50 mM und 4°C) resuspendiert und ftir 20
Min auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation (5 Min, 2500 rpm, 4°C)
wurde das Bakterienpellet in 10 ml CaCl2 (50 mM und 4°C) + 15% Glycerol
resuspendiert. Die Bakterienlosung wurde aliquotiert, in flissigem Stickstoff

schockgefrostet und bei -80°C gelagert.

2.2.2 shRNS-Klonierung

Um einen shRNS exprimierenden Vektor herzustellen, musste zunachst ein shRNS-
Oligonukleotid konstruiert werden. Ein 60 Basen grof3es Oligonukleotid, welches ein
Sequenzfragment des humanen TFAP2C Genes (SshRNS B = Exon 4-5, shRNS A &

C = Exon7) beinhaltete, wurde wie folgt erstellt.

Bglll Hindlll
Schnittstelle TFAP2C Sequenz Sense Loop TFAP2C Sequenz Antisense polyT Schnittstelle

Abbildung 9: Schematische Darstellung der shRNS-Konstrukte. Am 5 -Ende befindet sich eine Bglll und am
3" eine polyT-Sequenz und eine Hindlll Schnittstelle. Der TFAP2C spezifischer Sequenzbereich schlie3t eine
Loop-Sequenz ein, welche bei Transkription die einzelstréngige RNS zusammenfaltet und eine doppelstrangige
Haarnadel-Struktur entsteht.

Der Sinnstrang enthalt am 5 -Ende einen Bglll spezifischen Nukleotid-Uberhang und
am 3’-Ende eine polyT-Sequenz und einen Hindlll-Uberhang. Zudem enthalt das
Konstrukt eine Loop-Sequenz, welche bei korrekter Transkription die einzelstrangige
RNS zusammen faltet, so dass die komplementaren ,Antisense”- und ,Sense”-
Sequenzen aneinander liegen und zu einem Fragment doppelstrangiger RNS
hybridisieren. Diese doppelstrangigen Fragmente werden als ,short-hairpin® (kurze
Haarnadel) bezeichnet (Abbildung 9).
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Zu Beginn wurden die zwei komplementdren shRNS-Oligonukleotide hybridisiert.
Dazu wurden jeweils 1 ug beider Oligonukleotide, 5 pl 10x Annealing Puffer und 43
Ml H2O vermischt und wie folgt inkubiert:

1) 4 Min bei 90°C

2) 10 Min bei 70°C

3) Langsames abkuihlen auf 10°C
Der Expressionsvektor fir shRNS Konstrukte pSUPER.retro.puro wurde mit den
Restriktionsendonukleasen Bglll und Hindlll linearisiert. Je 1 pl (1 Unit)
Restriktionsendonuklease wurden mit 2 ug pSUPER.retro.puro Vektor fir 30 Min bei
37°C inkubiert. Anschlieend wurde der Restriktionsverdau auf einem 1%
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, der linearisierte Vektor ausgeschnitten
und mit dem ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit laut Herstellerangaben isoliert.
Das hybridisierte shRNS-Oligonukleotid und der linearisierte pSUPER.retro.puro
Vektor wurden mittels T4 Ligase bei Raumtemperatur (RT) Gber Nacht ligiert. Am
folgenden Tag erfolgte die Transformation kompetenter Bakterien mit anschlie3ender
Plasmid-Isolation (siehe 2.2.4) und Restriktionsverdau mit EcoRI und Xhol (siehe
2.2.5).
Die Herstellung von Virus mit integriertem shRNS-Konstrukt erfolgte in Kooperation
mit Stefanie Riesenberg von der AG Holzel (Institut fur Klinische Chemie und
Klinische Pharmakologie, Universitatsklinikum Bonn). HEK 293T Zellen wurden in
eine 6 Loch-Mikrotiterplatte ausgesat und mittels Calcium-Phosphat Prazipitation mit
2 pg pSUPER.retro.puro Vektor und mit einem retroviralen ,Packaging Plasmid®
System, welches aus einem gag-pol und einem VSV-G Plasmid besteht, transfiziert.
An Tag 2 wurde zweimal das Medium gewechselt und am Tag 3 der virushaltige
Uberstand abgenommen und gefiltert (Maschenweite 45 um). Fir die Infektion von
TCam-2 Zellen, wurden diese in 1 ml virushaltigem Uberstand tber Nacht inkubiert.
Am nachsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel auf puromycinhaltiges
Selektionsmedium. Am siebten und vierzehnten Tag nach der Virus-Transduktion
wurde RNS isoliert (siehe 2.4.3).

2.2.3 Transformation kompetenter E.coli-Bakterien

Zur Vermehrung von Plasmiden wurden kompetente E.coli-Bakterien transformiert.
Kompetente Bakterien wurden mit 1-5 pl eines Ligationansatzes fur 20 Min auf Eis
inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Hitzeschockbehandlung fur 30-45 Sekunden (s)
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bei 42°C und 3 Min auf Eis inkubiert. Anschlie3end wurden die Bakterien in 500 ul 1x
LB-Medium fir 45 Min bei 37°C im Thermoschdttler bei 400 rpm inkubiert. 100 ul der

Bakterienkultur wurden auf LB-Platten ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.4 lIsolation von Plasmid-DNS

Zur Plasmidisolation wurden 2 ml LB-Medium mit einer Bakterienkolonie angeimpft
und bei 37°C uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen mittels
Zentrifugation pelletiert (40 s bei 13.000 rpm). Der Uberstand wurde verworfen und
die Zellen in 150 ul Plasmid-Praparationspuffer 1 resuspendiert. Die alkalische Lyse
erfolgte durch Zugabe von 300 pl Plasmid-Praparationspuffer 2 fir 1 Min inkubiert.
Zur Neutralisation der Zelllyse wurden 150 pl Plasmid-Praparationspuffer 3
zugegeben und mehrmals invertiert. Anschlieend wurde fir 5 Min bei 13.000 rpm
zentrifugiert, wobei ausgefallenes Natriumlaurylsulfat pelletiert. Der Uberstand wurde
in ein neues Reaktionsgefal® uberfuhrt und bei -20°C fur mindestens 30 Min mit
100% Ethanol prazipitiert. Anschlie3end wurde fir 15 Min bei 4°C und mit 13.000
rom zentrifugiert. Es folgten zwei Waschschritte mit 80% Ethanol. Die ausgeféllte
Plasmid-DNS wurde durch Zentrifugation (5 Min bei 13.000 rpm) pelletiert,

luftgetrocknet und in 40 yl H,0 aufgenommen.

2.2.5 Plasmid—-Restriktionsverdau

Zur Uberprufung der korrekten Integration von DNS-Sequenzen in Plasmiden,
wurden diese mit Restriktionsendonukleasen geschnitten und anschliel3end die DNS-
Fragmente mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Dazu wurde 1 pl (1 Unit)
Restriktionsenzym mit 2 pl 10x Fast Digest Green Puffer (Thermo Scientific) und 1 ug
Plasmid DNS fur 15 Min bei 37°C inkubiert.

2.2.6 Transfektion von Zellen

Bei der Transfektion von Zelllinien werden Fremd-DNS oder si/shRNS-Molekile in
die Zellen eingebracht. Hierfir wurde die Methodik der liposomalen Transfektion
verwendet. Negativ geladene DNS oder RNS Fragmente kdnnen mit kationischen
Liposomen Komplexe ausbilden (Lipidvesikel). Wegen der Ahnlichkeit der
Lipidvesikel zu den Lipiddoppelschichten der Zellmembran, kénnen diese mit der

Zellmembran verschmelzen und in die Zelle aufgenommen werden.
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5 ul des Transfektionsreagenzes FUGENE® HD wurden mit jeweils 2 ug si/shRNS
(TFAP2C SR304789 von Origene Technologies/USA-Rockville) zur Komplexbildung
mit 100 pl RPMI Medium ohne Zusatze bei RT fur 20 Min inkubiert. AnschlieRend
wurde der FUGENE® HD/RNS Reaktionsansatz zu 1,5x 10° Zellen in je ein Loch
einer 6-Loch-Mikrotiterplatte pipettiert. Bei transienter Transfektion wurden die Zellen
fur 72 Stunden (h) bei 37°C und 5% CO, inkubiert und anschlieRend zur Analyse der
RNS isoliert (siehe 2.4.3).

2.2.7 TA-Klonierung

Bei der TA-Klonierung werden PCR-Fragmente in einen Vektor (pCR2.1) ligiert.
Diese Methode beruht auf der Tatsache, dass die Tag-Polymerase wahrend der PCR
die Eigenschaft hat, an das 3"-Ende eines PCR-Produkts ein Deoxyadenosin-Molekl
anzuhangen. Diese PCR-Produkte koénnen dann in einen linearisierten Vektor,
welcher komplementare 3° Desoxythymidin-Uberhange besitzt, ligiert werden. Die
Ligation erfolgte in einem molaren Verhaltnis von 3:1 (Insert : Vektor) bei 16°C uber
Nacht.

2.3 Zellkultur-Methoden

2.3.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen

Murine, embryonale Stammzellen (ES-Zellen) und die Tumorzelllinie TCam-2 wurden
in Brutschranken mit wassergesattigter Atmosphare bei 37°C, 5% CO, und 20% O,
kultiviert. Die Arbeiten zur Kultivierung der Zelllinien wurden in Sterilbéanken
durchgefiihrt. Die Tumorzelllinie wurde in unbeschichteten 75 ml Zellkulturflaschen

gehalten und die ES-Zellen auf mit 0,1% Gelatine beschichteten Zellkulturplatten.

ES-Zellkulturmedium Endkonz.
DMEM + GlutaMAX + Natrium Pyruvat

(@ mwD) 500 ml
3-Mercaptoethanol 100 uMm
Nichtessenzielle Aminoséuren 1x
Essenzielle Aminosauren 1x
L-Glutamin 2mMm
Penicillin/Streptomycin 50 pg/mi
Fetales Kalberserum (FCS) 15%
Leukemia Inhibitor Factor (LIF) 1000 U/ml
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TCam-2 Kulturmedium Endkonz.
RPMI 500 ml
L-Glutamin 2mM
Penicillin/Streptomycin 50 pg/mi
Fetales Kalberserum (FCS) 10%

2.3.2 Herstellung muriner, embryonaler Fibroblasten (EF-Zellen)

Murine, embryonale Fibroblasten (EF-Zellen) wurden aus 13,5 Tage alten
Mausembryonen gewonnen. Kopf und Organe der Embryonen wurden entfernt und
das Rumpfgewebe mittels einer Schere zerkleinert, in 0,05% Trypsin/0,02% EDTA in
PBS transferiert und bei 37°C fur 30 Min inkubiert. AnschlieRend wurde mit einem
Volumen Medium abgestoppt und durch auf- und abpipettieren die Zellen vereinzelt.
Mit Hilfe eines Zellsiebes (Maschenweite 40 uym) wurden die Zellen isoliert und in
einem 50 ml Blaukappenréhrchen gesammelt. Die Zellsuspension wurde mittels
Zentrifugation pelletiert, in Fibroblasten-Medium resuspendiert und auf eine 15 cm
Zellkulturplatte ausplattiert (etwa 1 Embryo/Platte). Sobald die EF- Zellen konfluent
waren, wurden sie im Verhaltnis 1:3 gesplittet. Bei Konfluenz wurden die EF-Zellen
zweimal mit PBS gewaschen, trypsinisiert und zentrifugiert. Die EF-Zellen wurden mit
y-Strahlen (9 Gray) bestrahlt, wobei sie ihre Fahigkeit zur Zellteilung verlieren.
Anschlieend wurden die bestrahlten EF-Zellen in Aliquots in geeigneter Zellzahl
eingefroren. Hierzu wurden die Zellen in Einfriermedium (90% FCS, 10% DMSO)
aufgenommen und in Kryoréhrchen gegeben. Diese wurden tber Nacht bei -80°C

eingefroren und am nachsten Tag in flissigen Stickstoff Gberfuhrt.

2.3.3 Generierung muriner, embryonaler Stammzelllinien
Zur Herstellung BlimplmVenus/Tfap2c®/1ox
wurden aus der Verpaarung von BlimplmVenus (Tg®rdmi-venussat - aG)1:3805969)
(Ohinata et al., 2008) mit Tfap2c™™"* Mausen (Tfap2c™H | MGI:2176695) (Werling

und Schorle 2002) Blastozysten gewonnen. Zur Bestimmung des

embryonaler Stammzellen (ES-Zellen)

Schwangerschaftstages wurde der Morgen, an dem ein Vaginalpfropf festgestellt
werden konnte, als Tag 0,5 der Embryonalentwicklung (post coitum) festgesetzt. Die
schwangeren Mause wurden an Tag 3.5 post coitum durch zervikale Dislokation
getotet, der Uterus entnommen, in PBS udberfihrt und zur Gewinnung der
Blastozysten mit EF- Medium gespult. Jeweils eine Blastozyste wurde in eine
Vertiefung einer 96 Loch-Mikrotiterplatten auf y-bestrahlten EF-Zellen gesammelt und
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in ES- Medium + MEK1/2 Inhibitor (0,05 mM) kultiviert. Nach Auswachsen der
inneren Zellmasse, wurde die Zellen fur 10 Min bei 37°C mit Accutase vereinzelt und
im Verhdaltnis 1:1 auf eine 48 Loch-Mikrotiterplatte ausgesét. Entsprechend des
Wachstums der Zellen wurde nach drei Tagen die Platte auf zwei 48 Loch-
Mikrotiterplatten gesplittet. Eine der beiden Platten diente der DNS-Gewinnung zur
Bestimmung des Genotyps der Zellen und die andere zum weiteren Expandieren der

Zellen.

2.3.4 Dissoziation und Passagieren von ES-Zellen

Bei einer Zelldichte von ca. 90%, wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und
3 — 5 Min mit 0,05% Trypsin/0,02% EDTA oder Accutase bei 37°C inkubiert. Durch
Zugabe von Trypsin-Inhibitor oder Kulturmedium wurde das Trypsin inaktiviert, durch
auf- und abpipettieren die Zellen vereinzelt und anschlieRend bei 1000 rpm fur 3 Min
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlieRend in Kulturmedium resuspendiert und
in gewinschter Zellzahl (1:1 bis 1:10 Verdunnung) auf mit 0,1% Gelatine

beschichteten Platten ausplattiert.

2.3.5 Herstellung von BlimpimVenus/Tfap2c” embryonaler Stammzellen

foxflox 'ES-7ellen wurden auf EF-Zellen

Die expandierten BlimplmVenus/Tfap2c
ausplattiert und fur 30 Min kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen transient mit
dem pGK-Cre Vektor unter Verwendung des FUGENE® HD Transfektions Reagenz
transfiziert. Die Transfektion wurde wie vom Hersteller beschrieben in einem 3:1
Verhéltnis (Transfektionsreagenz zu Plasmid) durchgefiihrt. Der pGK-Cre Vektor
exprimiert die Cre-Rekombinase, welche die loxP-Stellen erkennt. Durch Exzision der
loxP-Stellen und des dazwischen liegenden 5. Exons des Tfap2c Gens, resultieren
BlimplmVenus/Tfap2c™ ES-Zellen. Zur Uberpriifung einer erfolgreichen Exzision des

Tfap2c-Genlokus wurden PCR-Analysen durchgefiihrt (siehe 2.4.8).

2.3.6 Auftauen von ES-und EF-Zellen

In Kryoréhrchen eingefrorene Zellen wurden unmittelbar nach Enthahme aus dem
Stickstofftank in einem 37°C Wasserbad aufgetaut. Anschliel3end wurden die Zellen
zur Verdinnung des DMSO, welches als Gefrierschutzmittel im Einfriermedium

enthalten ist, in 3 ml Kulturmedium aufgenommen und fur 3 Min bei 1000 rpm
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zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in Kulturmedium

aufgenommen und auf 0,1% Gelatine behandelte Platten und EF-Zellen ausplattiert.

2.3.7 Kultivierung der ES-Zellen in Serum-freiem Medium

Zu Beginn wurden die ES-Zelllinien von den EF-Zellen getrennt. Hierzu wurden die
Zellen vereinzelt und auf gelatinisierte Zellkulturplatten fur 45 Min bei 37°C im
Brutschrank kultiviert. Wahrend dieser Zeit setzen sich die EF-Zellen auf der
gelatinisierten Platte ab, wohingegen die ES-Zellen sich weiterhin im Uberstand
befinden. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. Der so erhaltene Uberstand
enthielt nun zu etwa 99% ES-Zellen, die anschlie3end in 2i-Medium tberfuhrt wurden
(Hayashi et al., 2011). Dieses Medium ist ein Serum-freies Zellkulturmedium fir ES-
Zellen, dem neben 1000 u/ml Leukemia Inhibitor Factor (LIF) auch Inhibitoren fir die
Glykogen Synthase Kinase-3 (3 uM GSK-3) und den MAPK/ERK (1 uM MEK)
Signalweg hinzugefugt wurden. Zur Kultivierung der Zellen wurden Loch-
Mikrotiterplatten Uber Nacht bei 4°C mit 0,01% Poly-L-Ornithine und dann fir 30 Min
mit Laminin (10 pg/ml) bei 37°C beschichtet. Bevor die Zellen auf diese
beschichteten Platten ausplattiert werden konnten, wurden die Platten zweimal mit
H,O gewaschen. Da sich im 2i-Medium kein Serum befindet, welches zum
Abstoppen der Trypsinreaktion genutzt werden kann, wurden die Zellen mit Accutase
vereinzelt und passagiert (siehe 2.3.4). Zudem wurde Einfriermedium (10% DMSO in
DMEM/F12 / Neurobasal Medium) ohne FCS benutzt. Das 2i-Medium setzt sich wie

folgt zusammen:

2i-Medium Endkonz.
DMEM/F12 + Glutamax : Neurobasal Medium | 1:1
N2-Supplement 1x
B27-Supplement 1x
Glutamin 2mM
BSA 2,5 mg/ml
3-Mercaptoethanol 100 uM
Insulin 1 mg/ml
MEKZ1/2-Inhibitor (PD0325901) 1M
GSK3- Inhibitor (CHIR99021) 3uM

LIF 1000 u/ml
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2.3.8 Herstellung von 3D-Zellaggregaten (Embryoid bodies)

Zur Aggregation von ES-Zellen in Embryoid Bodies (EBs) wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und mit Trypsin vereinzelt. Anschlie3end wurde die Zellzahl bestimmt,
um die Zellen in definierter Zellzahl aggregieren lassen zu kodnnen. Die EB
Generierung wurde mit Hilfe von zwei verschiedenen Methoden und Medien

vorgenommen:

2.3.8.1 Aggregation von ES-Zellen in Tropfenkulturen ("hanging drop culture”)

Zunachst wurde in EB-Medium plus BMP4 (100 ng/ml) eine Suspension (30000 ES-
Zellen/ml) hergestellt (Young et al., 2010). Mit der 12-Mehrkanalpipette wurden
jeweils 25 pl (= 750 Zellen) in den Deckel einer 15 cm Zellkulturplatte pipettiert. Nach
vorsichtigem Drehen des Deckels um 180° konnten die Zellen mittels Schwerkraft im
unteren Bereich des hangenden Tropfens (‘hanging drop’) sedimentieren und zu
EBs aggregieren. Nach dreitdgiger Inkubation in den hangenden Tropfen wurden
etwa 300 EBs in einer 10 cm Bakterienkulturplatte fir weitere zwei Tage kultiviert.

Das EB-Medium hat folgende Zusammensetzung:

EB-Medium Endkonz.
DMEM + GlutaMAX + Natrium Pyruvat 500 ml
FCS 15%
Nicht essenzielle Aminosauren 1x
Essenzielle Aminosauren 1x
L-Glutamin 2mM
3-Mercaptoethanol 100 uM
Penicillin/Streptomycin 1x

BMP4 100 ng/ml

2.3.8.2 Aggregation von ES-Zellen in 96 Loch-Mikrotiterplatten

Fur die Aggregation von ES-Zellen in 96 Loch-Mikrotiterplatten wurden die in 2i-
Medium kultivierten ES-Zellen benutzt. Basierend auf der Methode publiziert von
Hayashi et al. 2011 wurden die ES-Zellen zuné&chst vereinzelt und gezahlt. Jewells 1
x10° Zellen wurden in eine Vertiefung einer mit humanem Fibronektin (16,7 pg/ml)
beschichteten 12 Loch-Mikrotiterplatte Uberfuhrt. Die Zellen wurden fiir zwei Tage bei

37°C in einem Medium Kkultiviert, welches Activin A, bFGF und Knockout Serum
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Replacement (KSR) beinhaltet, um eine Differenzierung in Epiblast-dhnliche Zellen

(EpILCs) zu erzielen. Das Medium (EpiLC Medium) wurde jeden Tag gewechselt.

EpiLC Medium Endkonz.
DMEM/F12 + Glutamax : Neurobasal Medium | 1:1
N2-Supplement 1x
B27-Supplement 1x
L-Glutamin 2mM
BSA 2,5 mg/ml
3-Mercaptoethanol 100 uM
Activin A 20 ng/ml
murines bFGF 12 ng/ml
KSR 1%

Nach zweitagiger Differenzierung der Zellen in EpiLCs wurden diese vereinzelt und
ausgezahlt. Anschlielend wurden 1000 Zellen in einem Volumen von 60 pl in
Keimzell-Differenzierungsmedium aufgenommen und in jede Vertiefung einer U-
Boden férmigen 96 Loch-Mikrotiterplatten Gberfuhrt. Die Inkubationsdauer erfolgte fur
vier Tage bei 37°C, 5% CO, und 20% O,. Das Keimzell-Differenzierungsmedium

(PGCLC Medium) setzt sich wie folgt zusammen:

PGCLC Medium Endkonz.
Glasgow MEM (GMEM BHK 21) 6 ml
Nicht-essenzielle Aminosauren 0,1 mM
Sodium Pyruvat 0,21 mM
L-Glutamin 2mM
Penicillin/Streptomycin 0,1 mg/ml
3-Mercaptoethanol 100 uM
LIF 1000 u/ml
KSR 15 %
Human recombinant BMP4 500 ng/ml
Maus recombinant SCF 100 ng/ml
Human recombinant BMP8b 500 ng/ml
Maus recombinant EGF 50 ng/ml
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2.3.9 Separation der primordialen Keimzellen mittels Durchflusszytometrie

Die generierten EBs wurden in 15 ml Blaukappenrohrchen gesammelt, mit PBS
gewaschen und fur 3 Min bei 1000 rpm zentrifugiert. Mit Trypsin oder Accutase
wurde das Pellet bei 37°C fur 3 Min inkubiert. Wahrend dieser Inkubation wurden die
Zellen einige Male auf- und abpipettiert um eine Zellsuspension zu erhalten.
AnschlieBend wurden die Zellen in entsprechendem Differenzierungsmedium
aufgenommen und durch ein Sieb (Maschenweite 40 um) gefiltert, zur Entfernung
der nicht dissoziierten Zellen. Die Durchflusszytometrie wurde mit einem FACS Aria
[l Durchflusszytometer ausgefiuihrt. Die Datenanalyse erfolgte mit der FACSDiva
6.3.1 Software. Die Signifikanz wurde mit dem Zweistichproben T-Test bestimmt und
ein p-Wert von < 0.05 wurde als signifikant betrachtet.

2.3.10 Fixierung von ES-Zellen und Embryoid Bodies

Hierzu wurden die ES-Zellen (in 48 Loch-Mikrotiterplatten)/ EBs (in 96 Loch-
Mikrotiterplatten) zunachst mit PBS gewaschen. Die Fixierung erfolgte durch Zugabe
von 4% PFA in PBS fir 5 (ES) oder 30 (EBs) Min bei 4°C. AnschlieRend wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und fir 10 Min bei RT mit 1,25M Glycin inkubiert. Die
Zellen wurden dann bis zur weiteren Verwendung in PBS bei 4°C gelagert.

2.3.11 Permeabilisierung von Zellen
Die fixierten Zellen und EBs wurden mit 0,1% TritonX-100 in PBS fir 1 -5 Min

permeabilisiert und anschliel3end mit PBS bei RT gewaschen.

2.3.12 Immunfluoreszenz auf ES-Zellen und EBs

Nach der Permeabilisierung der Zellen wurden diese fur 1 h bei RT in 1,5% BSA in
PBS inkubiert, auf diese Weise werden unspezifische Bindestellen blockiert. Danach
erfolgte die Inkubation mit dem Priméarantikorper in 1,5% BSA in PBS uber Nacht bei
4°C. Am nachsten Tag wurde der Erstantikdrper abgenommen, die Zellen mit PBS
gewaschen und fur 1 h mit einem fluorochromgekoppelten Sekundarantikérper im
Dunkeln bei RT inkubiert. Nach wiederholtem Waschen der Zellen wurden diese mit
0,1 mg Hoechst H3342 in PBS fir 5 Min bei RT inkubiert, um die Zellkerne
anzufarben. Abschliel3end wurden die Zellen nochmals mit PBS gewaschen und die

Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen erfolgte am Fluoreszenzmikroskop.
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2.3.13 Herstellung und Immunhistochemische Farbung von Zytospins

Jeweils 1000 der separierten BlimplmVenus positiven PGCLCs wurden in 100 pl
1,5% BSA in PBS aufgenommen. Diese Zellsuspension wurde dann mit Hilfe eines
Zytospins fur 2 Min bei 2000 rpm auf einen Objekttrager zentrifugiert. Danach wurden
die Zellen auf den Objekttragern mit 4% Formaldehyd fur 20 Min fixiert und
anschlieBend zweimal mit H,O gewaschen und luftgetrocknet. Die
Antigendemaskierung erfolgte in der Mikrowelle mit Citratpuffer pH6 (180 Watt fir 8
Min). Die Objekttrager wurden dann fir 15 Min auf RT gekuhlt, mit H,O gewaschen
und in den Autostainer 480 S gegeben. Dann erfolgte zuerst die Inhibierung der
Peroxidase Aktivitat fur 10 Min mit Peroxidase Blocking-Puffer. Die Primarantikorper-
Inkubation erfolgte fir 30 Min und anschlieend mittels eines Detektionssytems,
welches aus einer Enhancerkomponente (10 Min Inkubation), einer
Polymerkomponente (20 Min Inkubation) und Diaminobenzidin (8 Min Inkubation)
besteht, nachgewiesen. Die Kernfarbung erfolgte fir 3 Min mit Hamatoxylin und
anschlieBend mit warmem Wasser gewaschen. Abschlielend wurden die
Objekttrager in aufsteigender Alkoholreihe (70%, 96%, 100%) und in Xylol Gberfuhrt

und in Pertex eingebettet.

2.3.14 Zellzyklusanalyse

1/ 2 x 10°> mVenus positive Zellen wurden mit PBS gewaschen, zentrifugiert (1000
rpm fur 5 Min) und in 500 pl PBS aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in 80%
Ethanol (-18°C) getraufelt und Uber Nacht bei 4°C fixiert. Am nachsten Tag wurden
die fixierten Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschlieend in 500 pl PBS, je
1 pl RNase, 0,5 yl Triton-X und 25 ul Propidium-lodid (1 mg/ml) aufgenommen und
30 Min im Dunkeln gefarbt. Die Durchflusszytometrie zur Bestimmung der DNS-
Gehalte wurde mit dem FACS Canto durchgefthrt und mit der Software FACS Diva
analysiert. Zur Bestimmung der Phasen des Zellzyklus wurde die FlowJo Software
(Tree Star Inc) benutzt und eine Zellzyklus Analyse mit dem Dean-Jett-Fox Modell

(Fox, 1980) durchgefuhrt. Als signifikant wurde ein p-Wert von < 0,05 angesehen.

2.3.15 Tierhaltung
Die Mause wurden auf Streu in makrolon Kafigen Typll long gehalten und erhielten
Trockenfutter und Wasser. Der Tag-/ Nachtzyklus betrug jeweils 12 h. Zur

Unterscheidung der Tiere, wurden sie im Alter von drei Wochen mit nummerierten
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Ohrmarken versehen und eine Schwanzbiopsie zur DNS-Gewinnung durchgefihrt.

Das Toten der Tiere erfolgte durch zervikale Dislokation.

2.4 Methoden der Nukleins&ureanalytik

2.4.1 DNS-Isolation aus Schwanzbiopsien und Zellen

Die Gewebestlicke oder Zellpellets wurden tber Nacht in 710 yl DNS-Lyse-Puffer
und 40 ul ProteinaseK Losung (10 mg/ml) bei 55°C lysiert. Am folgenden Tag wurden
die Proben 5 Min bei 55°C und 1400 rpm schiuttelnd inkubiert. Nach Zugabe von 300
Ml 5M NaCl wurden die Proben erneut 5 Min gemischt, anschlieRend fur 10 Min bei
13.000 rpm/10°C zentrifugiert. Zur Prazipitation wurde der Uberstand in ein neues
1,5 ml-Reaktionsgefal3 tberfuhrt in dem 500 ul Isopropanol vorgelegt waren. Nach
einem Zentrifugationsschritt von 10 Min bei 13.000 rpm/ 4°C wurde das Prazipitat
zweimal mit 500 yl 80% Ethanol gewaschen und anschlie3end fir 10 Min getrocknet.

Die DNS wurde in 400 pl H,O aufgenommen und fiir mindestens 2 h bei 37°C gelost.

2.4.2 DNS-Isolation in 96 Loch-Mikrotiterplatten

Zur DNS—Isolation in 96 Loch-Mikrotiterplatten wurden 4,5 ml DNS-Lysis-Puffer mit
0,5 ml ProteinaseK (10 mg/ml) vermischt. 50 ul dieser Mischung wurden in jeweils
eine Vertiefung einer 96 Loch-Mikrotiterplatten gegeben, die Platte mit Parafilm
verschlossen und tber Nacht bei 56°C im Wasserbad in einer feuchten Kammer
inkubiert. Am nachsten Tag wurde die DNS mittels Zugabe von 100 pl 100% Ethanol
und 2,5 h unter leichtem Schiitteln gefallt. Es folgte ein Waschschritt mit 100 pl 80%
Ethanol fir 1 Min. Der 80% Ethanol wurde anschlieBend verworfen und das
Prazipitat fur 45 Min bei RT getrocknet, in 50 ul H,O/Loch aufgenommen und die
DNS uber Nacht bei 56°C in einer feuchten Kammer geldst.

2.4.3 RNS-Isolation aus Geweben und Zellen

Die RNS wurde entweder mittels Qiagen RNaeasy Mini Kit nach Herstellerangaben
oder mittels TRIzol® isoliert. Bei der Trizol-Isolierung wurden die Zellen einer 6 Loch-
Mikrotiterplatte geerntet und in einem 1,5 ml Reaktionsgefald pelletiert. Das Pellet
wurde in 1 ml Trizol resuspendiert und fir 5 Min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von
200 pl Chloroform wurde das Reaktionsgefald invertiert und fur weitere 2 Min bei RT
inkubiert. Anschliel3end wurde bei 4°C fir 15 Min und 13000 rpm zentrifugiert. 500 pl
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Isopropanol wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefal® vorgelegt und die wassrige
Phase darin Uberfuhrt. Die préazipitierte RNS wurde zweimal mit 70% Ethanol
gewaschen und anschliel3end bei RT 10 Min luftgetrocknet. Abschlie3end wurde die
RNS in 30 upl H,O aufgenommen und bei 55°C fur 10 Min gel6st. Zur spéateren

Verwendung wurde die RNS bei -80°C eingefroren.

2.4.4 DNS- und RNS-Quantifizierung

Die Konzentrationsbestimmung von nukleinsaurehaltigen Lésungen erfolgte durch
Messung der Absorption bei einer Wellenlange von A= 260 nm. Dies entspricht dem
Absorptionsmaximum von Nukleinsauren. Das jeweilige Losungsmittel wurde als
Referenz verwendet. Die Konzentrationen wurden photometrisch per NanoDrop
gemessen. Die DNS wurde als ausreichend rein angesehen, wenn ein Verhaltnis von
OD 260/280 > 1,8 gegeben ist. Bei Reinheit der RNS entspricht der Wert 2,0 bei
einer OD 260/280.

2.4.5 DNase Verdau

Fur den DNase Verdau von RNS—Lésungen wurde 1 uyl 10x DNase Reaktionspuffer,
1 pl DNase1 (1 Unit) und die entsprechende Menge RNS (100- 500 ng) mit DEPC-
Wasser auf 10 ul aufgefullt und fur 30 Min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 1 ul 50 mM EDTA abgestoppt und fir 10 Min auf 65°C erhitzt. Der
Verdau wurde fir 1 Min auf Eis gestellt und anschlieRend fir die cDNS-Synthese

verwendet.

2.4.6 cDNS-Synthese
Die isolierte und DNase verdaute RNS wurde mit Hilfe von dem Fermentas Revert

Aid Premium Kit nach Herstellerangaben in cDNS umgeschrieben.

2.4.7 Polymerase—Kettenreaktion

Die Polymerase—Kettenreaktion, auch als PCR bezeichnet, dient der in vitro
Vervielfaltigung eines bestimmten DNS-Abschnittes. Die Methode beruht auf dem
Prinzip, dass DNS bei Temperaturen von mehr als 90°C in Einzelstrange denaturiert
und kleinere Oligonukleotide (sogenannte Primer) sich bei einem Absenken der
Temperatur an die homologen Sequenzen anlagern. Dies wird als Annealing
bezeichnet. Thermostabile DNS- Polymerasen beginnen ausgehend vom 3’-Ende der
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Primer neue komplementare DNS- Strdnge nach Vorgabe der DNS- Matrizen zu
synthetisieren. Mehrere aufeinander folgende Zyklen der Denaturierung,
Primeranlagerung und Synthese der DNS-Doppelstrange, bewirken eine
exponentielle Amplifikation der zwischen den Primern liegenden Sequenzen. Im

Folgenden wird der Reaktionsansatz einer PCR detailliert aufgefihrt:

Reaktionsansatz PCR

cDNS 1l
dNTPs (10 mM) 1 ul
Oligonukleotid-F (10 uM) 1l
Oligonukleotid-R (10 yM) 1l
PCR-Puffer (10x) 5ul
Taq DNS- Polymerase (5 Units) 0,2 ul
ad 50 pl ddH20

Reaktionsprotokoll fir den Nachweis von Transkripten:

3 Min bei 94°C

45 s bei 94°C

30 s bei 55-62°C Anzahl der Zyklen ist abh&ngig von PCR
30 s bei 72°C

5 Min bei 72°C

2.4.8 Genotypisierung muriner Allele
Zur Bestimmung der Genotypen der Schwanzbiopsien und Zellen wurde DNS isoliert.
AnschlieRend erfolgte eine Amplifikation der zu untersuchenden DNS- Abschnitte.

Der Reaktionsansatz fir die Genotypisierung muriner Allele ist wie folgt:

Reaktionsansatz fir die Genotypisierung muriner Tfap2c-Allele

genomische DNS 5l
dNTPs (10mM) 1ul
In4ddown Oligonukleotid (10 pM) 1ul
Ex5up Oligonukleotid (10 uM) 1ul
Ex6up Oligonukleotid (10 uM) 1ul
PCR-Puffer (10x) 5l
Taq DNS- Polymerase (5 Units) 0,2 ul
ad 50 pl ddH20
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Reaktionsprotokoll fur die Genotypisierung muriner Tfap2c-Allele:
3 min bei 94°C

45 s bei 94°C

30 s bei 53,5°C x31

1,5 min bei 72°C

5 min bei 72°C

Reaktionsansatz fur die Genotypisierung muriner BlimplmVenus- Allele

genomische DNS 5ul
dNTPs (10 mM) Tul
Oligonukleotid — F (10 pM) 1ul
Oligonukleotid — R (10 uM) 1ul
PCR-Puffer (10X) 5 ul
Taq DNS- Polymerase (5 Units) 0,2 ul
ad 50l ddH20

Reaktionsprotokoll fur die Genotypisierung muriner BlimplmVenus- Allele:
3 Min bei 94°C

30 s bei 94°C

30 s bei 58°C x30

30 s bei 72°C

5 Min bei 72°C

2.4.9 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode, um doppelstrangige DNS-
Fragmente in einer Gelmatrix ihrer Grol3e nach aufzutrennen. Zur Herstellung der
Gelmatrix wurde Agarose in 1x TAE-Puffer aufgenommen, aufgekocht und nach
kurzer Abkuhlphase Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) der flissigen Agarose zugegeben.
Nach Polymerisation der Agarose wurde diese mit 1x TAE-Puffer Gberschichtet und
die DNS-Ladepuffer-Gemische in Geltaschen aufgetragen. Durch Anlegung einer
elektrischen Spannung trennen sich die DNS- Fragmente ihrer Grél3e nach auf. Die
DNS—-Fragmente sind negativ geladene Molekile und wandern im elektrischen Feld
zur Anode. Ein GrolRenstandard wurde zur Bestimmung der Grél3en der einzelnen
Fragmente zusatzlich aufgetragen. Die Detektion und Dokumentation der

Nukleinsauren wurde unter UV-Licht (A = 322 nm) durchgeftihrt.
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2.4.10 Aufreinigung von DNS—-Fragmenten
Zur Aufreinigung der DNS nach einer PCR oder zur Durchfiihrung einer ChiP-PCR
wurde die DNS mit Hilfe des Qiaquick PCR Purification Kits von Qiagen gereinigt. Die

DNS-Aufreinigung erfolgte nach Herstellerangaben.

2.4.11 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Die quantitative Reverse Transkriptase PCR (gRT-PCR) dient sowohl als
Vervielfaltigungsmethode fir Nukleinsauren, als auch der gleichzeitigen
Quantifizierung der DNS mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen. Dazu wurde der
DNS interkalierende Farbstoff SYBR Green benutzt, welcher an doppelstrangige
DNS bindet. Die quantitative qRT wurde mit dem Real-Time PCR System ViiA™7
durchgefiihrt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der ViiA™7 Software und
anschlieBend mit dem Microsoft Excel Programm. Eine Schmelzkurvenanalyse
wurde zur Ermittlung der Fragmentlangen der PCR-Produkte durchgefuhrt, mit dieser
konnte die Spezifitdt der Produkte bestimmt werden.

Fur die qRT-PCR wurden 0,3 pl cDNS mit 5 yl SYBR GreenER gPCR SuperMix, je
0,25 pl 10 mM Forward und Reverse Primer und 4,2 pl H20 angesetzt. Die
Messungen wurden jeweils in Triplikaten durchgefuhrt und die ermittelten CT- Werte
(CT = cycle threshold) entweder gegen das Referenzgen Gapdh oder beta- Aktin
normiert (ACT-Wert). Aus den ermittelten Werten wurde der AACT-Wert berechnet,
indem der Quotient der Kontroll- und Testwerte gebildet wurde. Die Signifikanz wurde
mit dem Zweistichproben T-Test bestimmt und ein p-Wert von <0,05 wurde als

signifikant betrachtet.

2.4.12 cDNS Microarray Analyse

Die cDNS Microarray Analyse wurde in Kooperation mit Herrn Prof. Dr. Andreas
Zimmer und Frau Dr. Astrid Becker vom Institut flir Molekulare Psychiatrie der
Universitatsklinik Bonn durchgefihrt.

100 ng RNS wurden in einem Affymetrix GeneChip Mouse Genome 430 2.0 Array
verwendet. Die Integritdt der RNS wurde mit Hilfe des Agilent 2100 Bioanalyzers
ermittelt. Die Microarrays wurden nach Herstellerangaben vorbereitet und
Fluoreszenz gefarbt. Das Auslesen des Arrays erfolgte mit einem GeneChip Scanner
3000 7G. Die Microarray Datenauswertung erfolgte in Kooperation mit Herrn Dr.

Marcos Aralzo-Bravo vom Max-Planck Institut fir Molekulare Biomedizin in MiUnster.
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Die Normierung der Ergebnisse wurde mit dem RMA (Robust Multiarray Analysis)
Algorithmus (Irizarry et al., 2003) durchgefuhrt und die weitere Datenverarbeitung
und die Erstellung der Grafiken mit dem Matlab Programm. Die hierarchische
Clustering Analyse wurde mit Hilfe der Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic mean (kurz UPGMA) erstellt. Die Gen-Ontology Analyse basiert auf der
AMIGO Gen-Ontology Datenbank (Ashburner et al., 2000). Die Signifikanz der Gen-
Ontology Analyse der differenziell exprimierten Gene wurde mit der
Hypergeometrischen Verteilung berechnet. Die Ergebnisse wurden als veréandert
angesehen bei p <0,05 nach ungepaartem, FDR korrigierten T-Test nach Benjamini
Hochberg. Die Microarray Daten, die in dieser Arbeit prasentiert werden, wurden auf
NCBI's Gene Expression Omnibus veroffentlich unter der GEO Series Accession
Nummer: GSE45941.

2.4.13 Sonifizierung von DNS

Die mittels Durchflusszytometrie sortierten Zellen wurden zunachst fur 10 Min bei
500 rcf und 4°C pelletiert. Dann wurden 1x 10° — 5x 10° Zellen in 500 pl kaltem PBS
resuspendiert und 13,7 ul 37% Formaldehyd zugegeben. Die Fixierung erfolgte fur 7
Min bei RT im Thermoschttler mit 1100 rpm und wurde durch Zugabe von 57 pl 1,25
M Glycin und anschliel3ender Inkubation fir 5 Min bei RT bei 1100 rpm abgestoppt.
Anschlie3end wurden die Zellen bei 500 rcf fr 5-10 Min zentrifugiert und zweimal mit
PBS gewaschen. Zur Lyse der Zellen wurde 200 pl ChlP-Lysis-Puffer mit 25x Mini
Complete Protease Inihibitor Cocktail versetzt und 10 Min auf Eis inkubiert. Danach
erfolgte die Sonifizierung der Zellen im Bioruptor fir 2x 5 Min und 1x 2 Min im 30 s/
30 s Takt. Fur die weitere Immunpréazipitation wurde die gescherte DNS von den
Zellresten durch Zentrifugation bei 13.000 rpm fur 10 Min bei 4°C getrennt, der
Uberstand abgenommen und bei -80°C gelagert (Schockfrieren mit fliissigem
Stickstoff).

2.4.14 Chromatin-Immunprazipitation

Eine Chromatin-Immunprazipitation (ChlP) dient zum Nachweis, ob Proteine an
bestimmte Sequenzen im Chromatin lebendiger Zellen binden. Zur Durchfuhrung
einer ChIP wurden 20 ul magnetische Kigelchen (Dynabeads® Protein G) in 500 pl
ChlIP-Dilution-Puffer resuspendiert und fir 1 Min in den vorgekihlten Magneten
eingespannt. Der Uberstand wurde verworfen, die magnetischen Kiigelchen in 50
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ChIP-Dilution-Puffer aufgenommen und 3 pug Antikoérper (spezifischer Antikérper anti-
Tfap2c (H77 Santa Cruz) und Kontrollantikdrper anti-lgG rabbit (Millipore)) zugeben.
Die Antikorper- Inkubation erfolgte im Thermomixer bei RT fir 3 h. Anschlie3end
wurde der Uberstand verworfen, die magnetischen Kugelchen mit ChIP-Dilution-
Puffer gewaschen und 10 — 20 pg geschertes Chromatin in ChlP-Dilution-Puffer (mit
25x Mini Complete Protease Inihibitor Cocktail versetzt) zugegeben und fur 16 h bei
4°C inkubiert. Dabei wurde jeweils die gleiche Menge DNS auf die Antikdrper
(spezifischer und Kontroll-Antikorper) aufgeteilt und zusatzlich 2% der gescherten
DNS als Input-Kontrolle behalten. Am folgenden Tag wurde das Reaktionsgemisch in
den vorgekiihlten Magneten eingespannt, der Uberstand verworfen und das
Antikérper/ Chromatin- Gemisch dreimal mit 500 pl ChIP-Wasch-Puffer + 25x
Protease-Inhibitor Cocktail bei 4°C fir jeweils 10 Min gewaschen. Nach dem dritten
Waschschritt wurde das Reaktionsgemisch in 500 ul Wasch-Puffer resuspendiert und
in ein neues 1,5 ml-ReaktionsgefaR uberfuhrt, der Uberstand verworfen und in 110 pl
Elutions-Puffer resuspendiert. Die Elution erfolgte bei RT im Thermoschittler bei
1100 rpm far 1 h. Anschlie3end wurden die 1,5 ml-Reaktionsgefafld in den Magneten
eingespannt und der Uberstand in ein PCR- GefaR uberfiihrt. Die fur die Input-
Kontrolle zurtickbehaltene DNS wurde in 110 pl Elutions-Puffer aufgenommen und
ebenfalls in ein PCR- Gefal3 tberfiihrt. Zur Aufhebung der DNS-Protein-Interaktionen
wurde das immunprazipitierte Chromatin mit 11 pl 5M NaCl und 6 pl ProteinaseK (10
mg/ml) versetzt und im Thermocycler Uber Nacht bei folgendem Programm inkubiert:

1:30 h bei 55°C

6:00 h bei 65°C

2:00 h bei 75°C

© bei 4°C
Das immunprézipitierte Chromatin wurde mit einem QIAquick PCR Purification Kit
aufgereinigt und in 10 ul H,O eluiert und fur weitere Amplifikationsschritte verwendet.

2.4.15 Amplifizierung von ChIP-DNS-Fragmenten

Zur Amplifizierung der immunprazipitierten DNS-Fragmente wurde das Whole
Genome Amplification Kit 4 (WGA4) nach Herstellerangaben verwendet. Nach
erfolgreicher Amplifikation wurden die Fragmente mit einer QIAquick-Saule
aufgereinigt, in 30 pl H,O eluiert und anschlieRend die Konzentration der ChIP-DNS
LAsung mit dem Nano-Drop bestimmt.
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2.4.16 Natrium-Bisulfit-Behandlung genomischer DNS

Die Natrium-Bisulfit-Behandlung genomischer DNS ist eine Methode, um die DNS-
Methylierung ausgewahlter Genloki Uberprifen zu kénnen. Die DNS- Methylierung
wird enzymatisch von DNS Methyltransferasen (DNMTs) durch Ubertragung einer
Methylgruppe an die C5-Position von Cytosinen erstellt, hier hauptsachlich an CpG-
Dinukleotiden.

Fur die Untersuchung der DNS- Methylierung wurde zunachst genomische DNS aus
Zellen isoliert (siehe 2.4.3), 150 ng genomischer DNS in 20 ul H,0 aufgenommen
und nach Anleitung des EZ DNA Methylation Direct Kits konvertiert. Danach erfolgte
eine achtmindtige Denaturierung der DNS bei 98°C, da die anschliel3ende
Sulfonierung der Cytosine am 6. Kohlenstoffatom nur an einzelstrangiger DNS
erfolgen kann. Bei der Deaminierung entsteht ein sulfoniertes Intermediat, dabei
werden Cytosin-Sulfonate zu Uracil-Sulfonaten und bei der spateren Desulfonierung
entsteht aus dem Uracil-Sulfonat Uracil. Wenn nun eine Methylgruppe an der C5-
Position des Pyrimidinrings vorhanden ist, verhindert diese die Sulfonierung und es
wird kein Uracil gebildet. Aus der Bisulfit-Behandlung resultieren DNS Bereiche, in
denen zuvor unmethyliertes Cytosin in Uracil umgewandelt wurde, wahrend
methyliertes Cytosin nicht umgewandelt wird.

Die resultierende DNS wurde fur eine PCR- Reaktion als Matrize genommen, bei der
Primer entsprechend der zu untersuchenden Sequenz ausgewahlt wurden. Es
erfolgte eine sogenannte Nested-PCR, die genutzt werden kann um sehr geringe
Mengen DNS amplifizieren zu konnen. Bei der ersten PCR wird der gewiinschte
Abschnitt der DNS erzeugt. Bei der zweiten PCR dient das Amplikon der ersten PCR
als Template und die nun verwendeten Primer binden innerhalb dieses Template

Bereiches. Der gewtinschte Sequenzbereich wird so mit hoher Spezifitdt amplifiziert.

Reaktionsansatz fiir 1. PCR und 2. Nested- PCR Reaktionen

DNS / Template 1. PCR 2ul/6yl
dNTPs (10 mM) 1yl
Oligonukleotid — F (10 uM) 1l
Oligonukleotid — R (10 uM) 1l
PCR-Puffer (10x) 5l
Platinum Taq DNS- Polymerase 0,3 ul

ad 50ul ddH20
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PCR Reaktionsprotokoll fiir die Amplifizierung des H19 Lokus (Hayashi et al, 2011):

1. PCR 2. Nested- PCR

4 min bei 95°C | 3 min bei 95°C

2 min bei 55°C x2 1 min bei 95°C

2 min bei 72°C | 1 min bei 55°C x38
1 min bei 95°C | 30 s bei 72°C

2 min bei 55°C  ~ x39 5 min bei 72°C

2 min bei 72°C |

5 min bei 72°C

Die PCR-Fragmente wurden mittels Gelelektrophorese uberprift und anschlieRend
wurde eine TA-Klonierung der PCR-Fragmente durchgefihrt (siehe 2.2.7). Am
folgenden Tag wurden die Ligationsanséatze in kompetente E.coli-Bakterien
transformiert, Ubernachtkulturen angesetzt und am nachsten Tag die Plasmid isoliert.
Ein Test- Restriktionsendonuklease Verdau wurde durchgefihrt, zur Bestimmung der
Plasmide mit inseriertem PCR- Fragment, und zur Sequenzierung (durchgefihrt von
Beckman Coulter Genomics) geschickt. Die resultierenden
Sequenzierungsergebnisse wurden mit Hilfe der BISMA (Bisulfite Sequencing DNA
Methylation Analysis) Software ausgewertet.

51|Seite



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 In vitro Analysen zur Aufklarung der funktionellen Rolle von Tfap2c
wahrend der Keimzell-Entwicklung

Die Spezifizierung der primordialen Keimzellen (Primordial Germ Cells = PGCs)
erfolgt an Tag E6.25 der Embryonalentwicklung im Epiblasten und wird durch BMP-
Signale vom extra-embryonalen Ektoderm und viszeralem Endoderm induziert
(Lawson et al. 1999; Ying et al. 2000; Ying & Zhao 2001). Blimpl und Prdm14 sind
dabei die Schlisselfaktoren der Keimzell-Spezifizierung.

Aufgrund der Tatsache, dass in Tfap2c-Nullmutanten keine PGCs ab dem Tag E8.0
detektiert werden kdonnen (Weber et al., 2010), stellte sich die Frage, wie es zum
Verlust der PGCs kommt und welche Gene wahrend der Keimzell-Entwicklung durch
Tfap2c reguliert werden.

Aufgrund der Problematik, dass kurz nach der Spezifizierung lediglich 40 PGCs
existieren (Saitou und Yamaji, 2010) und bis zum heutigen Zeitpunkt keine in vitro
Kulturbedingungen fur PGCs etabliert werden konnten, wurden in vitro Systeme zur
Generierung von Keimzell-ahnlichen Zellen genutzt, die auf der Differenzierung von

embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) basieren.

3.2 Differenzierung von Keimzell-ahnlichen Zellen in vitro

Zur Generierung von Keimzell-dhnlichen Zellen aus ES-Zellen, wurde eine ES-
Zelllinie genutzt, welche ein Stella-GFP-Reporter Konstrukt tragt. Das Konstrukt
beinhaltet 10 kb der 5°-Sequenz, Exon 1 und Teile von Exon 2 des Stella Gens,
welches mit einem eGFP-Konstrukt fusioniert ist (Payer et al., 2006). Stella ist bis
zum gegenwartigen Zeitpunkt der beste Keimzell-spezifische Marker, da dieser
ausschlief3lich in den PGCs exprimiert wird (Sato et al., 2002).

Jeweils 750 StellaGFP ES-Zellen wurden unter Zugabe von 100 ng BMP4 und ohne
LIF in h&dngenden Tropfen (je 25 ul) fur drei Tage kultiviert (Young et al., 2010).
Wahrend der dreitdgigen Kultivierung bilden sich in den hangenden Tropfen
Embryoid Bodies (EBs), in denen Nischen mit Keimzell-&hnlichen Zellen entstehen.
Die EBs wurden gesammelt und fir zwei weitere Tage in unbeschichteten
Zellkulturschalen kultiviert. Wahrend dieses Zeitraums (Tag 3 — Tag 5) proliferieren
die EBs und die StellaGFP-Fluoreszenz nimmt zu, was ein Indikator fur die Keimzell-

Differenzierung ist (Abbildung 10 A - F). Nach funftagiger Differenzierung (Tag 5)
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wurden die EBs eingesammelt und mit Trypsin vereinzelt. Die Anzahl GFP-positiver
Zellen wurde mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie bestimmt. Diese lag an Tag 5
bei Durchschnittlich 2,3 % (Abbildung 10 G).
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Abbildung 10: Differenzierung tber finf Tage von Keimzell-&hnlichen StellaGFP-positiven Zellen in vitro.
[A, C, E] Mikroskopische Aufnahmen der StellaGFP-Fluoreszenz und [B, D, F] Die Aufnahmen der EBs zwischen
Tag 3 und Tag 5 zeigen eine Zunahme der StellaGFP-Fluoreszenz im Verlauf der Differenzierung. Die
GrofRenbalken entsprechen 250 um. [G] Durchflusszytometrische Analyse zur Ermittlung der Anzahl StellaGFP-
positiver Zellen an Tag 5.

Zur Untersuchung der Expression Keimzell-spezifischer Gene wéahrend der in vitro
Differenzierung von StellaGFP-Zellen, wurden guantitative RT-PCR-Analysen (gRT-
PCR) (Abbildung 11 A) und Immunfluoreszenzfarbungen (Abbildung 11 B - E)
durchgefiihrt. In den StellaGFP-positiven Zellen konnte im Vergleich zu den GFP-
negativen Zellen eine signifikant erhthte Expression friher Keimzellmarker wie
Blimpl und Prdm14 detektiert werden (Abbildung 11 A). Der Keimzellmarker Tfap2c
wird ebenfalls in den StellaGPF-positiven Zellen exprimiert.  Mittels
Immunfluoreszenzfarbung konnte in einem Teil Stella-positiver Zellen, der
Oberflachenmarker Sseal detektiert werden (Abbildung 10 B — C). Dieser wird in
Nierentubuli Zellen, im neuralen Ektoderm und in der Neuralleiste exprimiert, und ist
zudem ein Marker fur PGCs und ES-Zellen (Fox et al., 1981).
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Zusammenfassend weist eine Expression Keimzell-spezifischer Marker wie Blimp1,
Prdm14, Tfap2c und Sseal darauf hin, dass unter den gewéhlten Kulturbedingungen

eine Differenzierung von ES-Zellen in Keimzell-dhnliche Zellen stattfindet.
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Abbildung 11: Untersuchung Keimzell-spezifischer Marker in StellaGFP-positiven Zellen. [A] qRT-PCR-
Analyse zur Untersuchung der Expression Keimzell-spezifischer Marker in StellaGFP-positiven Zellen im
Vergleich zu StellaGFP-negativen Zellen. Es wurde gegen Gapdh normiert und das Expressionslevel der ES-
Zellen auf 1 gesetzt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von biologischen Triplikaten. Ein p-Wert
von < 0.05 wurde als signifikant betrachtet (*). [B — E] Immunfluoreszenzfarbungen zum Nachweis einer Stella [B]
und SSEA-1 [C] Expression. [D] DNS-Farbung mit Hoechst. [E] Eine Uberlagerung der Bilder B und C zeigt, dass
einzelne Zellen Stella und SSEA-1 exprimieren. GroRenbalken entspricht 100 pm.

3.3 Der Transkriptionsfaktor Tfap2c bindet an regulatorische Regionen von
Dnmt3b, Dmrtl und Nanos3

Wie gezeigt wurde, fuhrt die Deletion von Tfap2c in der murinen Keimbahn zur
Sterilitat in ménnlichen und weiblichen Tieren durch Verlust der Keimzellen an Tag
E8.0 (Weber et al. 2010). Die Keimzell-Spezifizierung findet in diesen Tieren statt,
allerdings weist der Keimzell-Verlust daraufhin, das Tfap2c fur die Aufrechterhaltung
des Keimzell-Schicksals essenziell ist. Es stellte sich nun die Frage, welche Gene
von dem Transkriptionsfaktor Tfap2c reguliert werden, die bei der Aufrechterhaltung
des Keimzell-Schicksals in murinen PGCs mitwirken. Dazu sollten Chromatin-
Immunprézipitations (ChiP) Analysen durchgefihrt werden, mit denen eine direkte
Bindung von Tfap2c an definierte Promotorregionen nachgewiesen werden kénnen.

Fur die Durchfuhrung einer ChlP-Analyse wurden 100.000 StellaGFP-positive
Keimzell-dhnliche Zellen fixiert, lysiert und die DNS in 250-500 bp grol3e Fragmente
sonifiziert. Diese sonifizierten Chromatin-Fragmente wurden mit einem Antikorper

spezifisch fur den Transkriptionsfaktor Tfap2c (Santa Cruz; H77) inkubiert. Hierdurch
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kénnen Bindestellen von Tfap2c in verschiedenen Promotorregionen identifiziert
werden. Die Spezifitat des Tfap2c Antikdrpers wurde mit einer IgG Kontrolle
Uberpruft, wobei der IgG Antikorper keine spezifische Bindung an die
Promotorregionen aufweist.

Mit Hilfe der rVISTA 2.0 Software (Loots and Ovcharenko, 2004) wurden
Promotorregionen der Keimzell-spezifischen Gene Dmrtl und Nanos3 und der de-
novo Methyltransferase Dnmt3b auf konservierte Tfap2c Bindestellen Uberprift
(Abbildung 12 A - C). Tfap2 Proteine binden an die palindromischen
Konsensussequenzen 5-GCC N3 GGC-3°, 5-GCC N4 GGC-3" und 5-GCC Ngy
GGG-3" (Mohibullah et al., 1999). Zur Untersuchung der Bindung von Tfap2c an die
konservierten Bindestellen wurden quantitative PCR-Analysen (gPCR) nach der
ChIP-Analyse durchgefuhrt. Daftir wurden Primer erstellt, welche den Bereich um die
Konsensussequenz amplifizieren (Abbildung 12; rote Pfeile). Die Ergebnisse der
gPCR, zeigen die relativen Bindungen von Tfap2c und des IgG Antikorpers an den
untersuchten Promotorbereich, die jeweils gegen die Input Kontrolle normiert wurden.
Die Input Kontrolle enthalt nicht immunprazipitiertes Chromatin. Anschliel3end

wurden die berechneten Werte der IgG Kontrolle gleich Eins gesetzt.

A D
> < 15
._. T~ . Dmrt1 W ChIP Tfap2c
/. O ChIP IgG Kontrolle
...GCCGGAGGG...
10
B
SUR Dnmt3b =
o
—> < =
/ \ ° _[
GCCCGCGTG... 5 - T
C - 500bp
—> <4
™~ _ Nanos3
/ \ o
GCCTTAGGG. Dmrt1 Dnmt3b Nanos3

Abbildung 12: Chromatin-Immunprazipitations- (ChIP) Analysen zur Identifizierung von direkten Tfap2c
Zielgenen in StellaGFP Keimzell-ahnlichen Zellen. [A, B, C] zeigen schematische Darstellungen von Tfap2c
(rote Markierung) und Tfap2 (griine Markierung) Bindestellen in den Genen Dmrt1, Dnmt3b und Nanos3. [D] ChIP
mit spezifischem Tfap2c Antikdrper und einem 1gG Antikérper zur Kontrolle. Die Ergebnisse der gqPCR wurden
gegen den Input normiert und die IgG Kontrolle gleich 1% gesetzt. Die ChIP Analyse wurde in biologischen
Triplikaten durchgefiihrt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen.
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Bei einer Bindung von Tfap2c an den untersuchten Promotorbereich, wird dieser
Bereich mittels ChlIP angereichert und der ermittelte qPCR-Wert Ubersteigt den IgG
Kontrollwert 1. Auf diese Weise kann die Bindung von Tfap2c an eine
Promotorregion belegt werden. Die untersuchten regulatorischen Regionen von
Dmrtl, Dnmt3b und Nanos3 zeigen alle bei der gPCR hohere Werte, was auf eine
Anreicherung der Promotorregion durch die ChIP hinweist und somit auf eine
Bindung von Tfap2c an diese Region (Abbildung 12 D).

3.4 Etablierung einer embryonalen Stammzelllinie mit einer Tfap2c Deletion
Zur Beantwortung der Frage, welche Gene in ES-Zellen und wahrend der Keimzell-
Entwicklung durch Tfap2c transkriptionell reguliert werden, sollten ES-Zelllinien
generiert werden, die eine Deletion des Exon 5 im Tfap2c Gen aufweisen und so
eine Funktionsverlustmutation (Loss-of-function-Mutation) tragen.

Des Weiteren sollten die ES-Zellen einen Keimzell-spezifischen Reporter besitzen,
der nicht von Tfap2c reguliert wird. Die Expression des Keimzellmarkers Stella ist
nach Tfap2c Verlust in Keimzell-dhnlichen Zellen reduziert. Hingegen konnte gezeigt
werden, dass die Expression von Blimpl in Tfap2c” EBs unverandert vorliegt
(Weber et al., 2010).

Zur Generierung von BlimpimVenus/Tfap2c” ES-Zelllinien wurden BlimplmVenus
Mause (TgFrami-venushSat n):3805969) (Ohinata et al., 2008) mit Tfap2ciofiox
Méausen (Tfap2®™s¢ MGI:2176695) (Werling und Schorle, 2002b) verpaart. Die F2-

Generation mit dem Genotyp BlimplmVenus/Tfap2c®/1ox

wurde zur Gewinnung von
Blastozysten miteinander verpaart. Es wurden 8 Blastozysten aus dieser Verpaarung

gewonnen und in ES-Medium mit MEK1/2 Inhibitor kultiviert.
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#2 Blimp1mVenus/Tfap2c - #2 Blimp1mVenus/Tfap2c W

Abbildung 13: Schematische Darstellung zur Generierung der BlimpimVenus/Tfap2c”' und
BIimplmVenus/Tfach'/' ES-Zelllinien. BlimplmVenus Mause wurden mit Tfap2c"°"'ﬂ°X Mé&usen verpaart. Die
Blastozysten zur ES-Zellgenerierung wurden aus Verpaarung der F2-Generation entnommen und Kultiviert. Die
etablierten Zelllinien wurden mit dem pGK-Cre-bpA Plasmid transient transfiziert, was in einer Exzision der loxP
Fragmente resultiert und so zur Generierung der Tfap2c™ Zelllinien fiihrt.

PCR-Analyse mit Primern, die spezifisch das Reporterkonstrukt mVenus erkennen,
konnten drei ES-Zelllinien (#1, #2 und #6) identifizieren, die das BlimplmVenus
Reporter-Allel besitzen (Abbildung 14 A). Zwei dieser BlimplmVenus/Tfap2c'®ox
ES-Zelllinien (#1 und #2) wurden anschlieBend mit dem pGK-Cre-bpA Vektor
transfiziert. Dieser Vektor kodiert fur die Bakteriophage P1 Cre-Rekombinase unter
Kontrolle des Phosphoglycerat-Kinase-Promotors (PGK) und dem
Polyadenylierungs-Signal (bpA) des Rinder-Wachstumshormons, welches der
Termination der Cre-Rekombinase Transkription dient. Durch transiente Transfektion
der ES-Zellen mit dem pGK-Cre-bpA Vektor erfolgte die Deletion des von loxP-
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Elementen flankierten funften Exons des Tfap2c Gens (Abbildung 13). Zwei Tage
nach der Transfektion wurden 48 Einzelzellen von jeder Zelllinie (#1 und #2) gepickt
und jeweils in einer Vertiefung einer 96-Loch-Mikrotiterplatte kultiviert. Die

Charakterisierung der Einzelzellen erfolgte mittels PCR-Analyse.

A
Kontrolle ES-Zelllinie
H20 oS ne #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8
Blimp1mVenus
B
ESC #1 ESC #2 Kontrolle
loxP loxP
WT /- WT -~  fift -~  H20
Primer‘.A PFimer B Pr?merC ipecilios
loxP D ESC #1 ESC #2 Kontrolle

WT -/- WT -/- pos. neg. H20

»l I m Bl’mp Ll
— 700bp &—

Prrirme'rA PrimerC

#1 ES Zellen #2 ES Zellen

Tfap2c WT

Tfap2c -/-

Abbildung 14: Genotypisierung der Tfach"' und TfapZCWT ES-Zelllinien. [A] PCR zur Bestimmung des
BlimplmVenus Allels in den etablierten ES-Zelllinien. [B] Schematische Darstellung der PCR-Strategie zur
Bestimmung des Tfap2c Genotyps. [C; D] PCR zur Bestimmung der Genotypen der BlimpimVenus/Tfap2c™' und
BIimplmVenus/Tfach'/' ES-Zelllinien #1 und #2. [E — H] Immunfluoreszenzfarbungen gegen Tfap2c und Sseal in
TfapZCWT und TfapZC"' ES-Zellen. Die Zellkerne sind mit Hoechst angefarbt. Die GréRenbalken entsprechen 100
pm. (Teile der Abbildung sind in Schemmer et al. 2013 publiziert)
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Durch Einsatz von drei unterschiedlichen Primern, kann die Deletion von Exon 5 des
Tfap2c Gens in einer PCR-Reaktion nachgewiesen werden. Bei erfolgreicher
Deletion wird ein 700 Basenpaar (bp) grof3es Amplikon mit den Primern A und C
synthetisiert, wohingegen bei gefloxtem Tfap2c Allel ein Amplikon von 343 bp mit den
Primern A und B gebildet wird (Abbildung 14 B). Hierbei wird kein Amplikon mit den
Primern A und C synthetisiert, da dieses groR3er als 700 bp ware und dies durch die
gewdahlte Dauer der Elongationsphase wahrend der PCR unterbunden wird. Das
Ergebnis der Genotypiersierungs-PCR zur Bestimmung des Tfap2c Genlokus, zeigt
je zwei Subklone mit deletiertem Exon 5 (#1 Tfap2c™/BlimplmVenus und #2 Tfap2c™
/BlimplmVenus) und zwei Linien mit intakten loxP Elementen (Abbildung 14 C).
Diese parentalen BlimplmVenus/Tfap2c™™* Zelllinien wurden fiir alle weiteren
Experimente als Tfap2c Wildtyp-Kontrollen betrachtet (#1 Tfap2c"/'/BlimplmVenus
und #2 Tfap2c"'/BlimpimVenus). Des Weiteren konnte in allen generierten ES-
Zelllinien das BlimplmVenus Reporter-Allel nachgewiesen werden (Abbildung 14 D).
Zusatzlich wurde der Verlust des Tfap2c Proteins mittels
Immunfluoreszenzfarbungen gegen Tfap2c Uberprift (Abbildung 14 E - H). In beiden
Tfap2c™-Zelllinien konnte kein Tfap2c Protein detektiert werden (Abbildung 14 G und
H). Im weiteren Verlauf dieser Arbeit werden die Zellen ihren Genotypen

entsprechend als Tfap2c™ oder Tfap2c"'" bezeichnet.

3.5 Tfap2c” und Tfap2c"" ES-Zellen =zeigen keine morphologischen
Unterschiede in 2i-Medium

Fur die erfolgreiche ES-Zellkultur ist die Kultivierung der Zellen auf embryonalen
Fibroblasten (EF-Zellen) und die Zugabe des Leukemia Inhibitor Faktors (LIF)
notwendig. Dieser aktiviert Uber den Jak/Stat Signalweg den Transkriptionsfaktor
Stat3, welcher eine Differenzierung der ES-Zellen verhindert. Zudem wurde gezeigt,
dass der MAPK/ERK-Signalweg durch Fgf4 Aktivierung zur Differenzierung der ES-
Zellen fuhrt (Kunath et al. 2007; Stavridis et al. 2007). Neuere Forschungsergebnisse
konnten zeigen, dass eine Blockade des MAPK/ERK-Signalweges und des Glykogen
Synthase Kinase-3 (Gsk3) Signalweges durch zwei spezifische Inhibitoren (2i) und
die Zugabe von LIF ausreichen, um das ES-Zellschicksal aufrechtzuerhalten und die
ES-Zellen im sogenannten ,ground-state of pluripotency“ zu halten, welcher dem
Zustand von Epiblast-Zellen entspricht (Ying et al. 2008; Nichols & Smith 2009).
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Ein weiterer Vorteil dieser 2i-Kulturbedingungen ist, dass die Problematik der
Verwendung von fetalem Kaélberserum im Medium nicht mehr besteht. Fetales
Kalberserum ist chargenbedingt unterschiedlich und es ist zudem unklar, welche
Inhaltsstoffe im Serum die Differenzierung beginstigen oder inhibieren kénnen. Die
Differenzierung findet somit nicht unter genau definierten Bedingungen statt, was zu
Schwankungen in der Effizienz und der Qualitat fihren kann.

Fur weitere Experimente sollten die in dieser Arbeit generierten ES-Zelllinien in
serum-freiem Medium und ohne EF-Zellen kultiviert werden, um mdglichst homogene

Bedingungen fir die Differenzierung zu schaffen.

ES Zelllinie #1 ES Zelllinie #2 ES Zelllinie #1

Tfap2c WT

Hellfeld Hellfeld § { Blimp1 mVenus

Tfap2c /-

Hellfeld B j

I Hellfeld I Blimp1 mVenus

Abbildung 15: Kultivierung von Tfap2c'/' und TfapZCWT ES-Zellen in 2i- Medium. [A, B]
Phasenkontrastaufnahmen der TfapZCWT Zelllinien #1 und #2 [D, E] und der TfapZC"' ES-Zelllinien #1 und #2. [C,
F] Kontrolle der BlimplmVenus Fluoreszenz in der Zelllinie #1. GrolRenbalken entsprechen 100 pm.

Dazu wurden die ES-Zellen in 2i-Medium kultiviert, welches sich aus DMEM/F12 und
Neurobasal Medium im Verhéltnis 1:1 zusammensetzt und mit MAPK/ERK Kinase-
Inhibitor (PD0325901), GSK3-Inhibitor (CHIR99021) und LIF supplementiert wird.
Zwischen den Tfap2c” und den Tfap2c"’™ ES-Zellen zeigten sich bei Kultivierung in
diesem 2i-Medium keine morphologischen Unterschiede, wie zuvor unter
Kulturbedingungen mit EF-Zellen und in Medium supplementiert mit Serum
(Abbildung 15 A, B, D, E). Eine BlimplmVenus Fluoreszenz konnte in den ES-Zellen
nicht detektiert werden, was daraufhin deutet, das in ES-Zellen kein Blimpl
exprimiert wird (Abbildung 15 C, F).
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3.6 Etablierung einer in vitro Differenzierung in PGCLCs

Aufgrund der beschriebenen Problematik, dass die Ausbeute von Keimzell-dhnlichen
Zellen durch Differenzierung in hangenden Tropfen nur bei 2-3% liegt (Abbildung 10
G) und diese Zellzahl fur weitere Analysen nicht ausreichend ist, wurde ein zu
diesem Zeitpunkt publiziertes Protokoll zur in vitro Differenzierung mit den in dieser
Arbeit erstellten ES-Zelllinien angewandt. Das Protokoll wurde 2011 von Hayashi et
al. publiziert und basiert auf der Idee, dass in vivo die Keimzellen aus Zellen des
Epiblasten an Tag E6.25 hervorgehen. Dieses Prinzip wurde von Hayashi und seiner
Gruppe adaptiert, indem sie ES-Zellen fir zwei Tage in Epiblast-dhnliche Zellen,
sogenannte ,Epiblast-like cells® (EpiLCs) differenzierten und diese dann fur weitere
zwei bis sechs Tage in ,Primordial Germ Cell-like Cells® (PGCLCs) differenzieren
lieBen. Mittels dieser Methode konnten sie nach viertagiger Differenzierung 38,7%
Blimpl-mVenus positive Zellen und 13,5% Stella-ECFP positive Zellen detektieren,
die sie als PGCLCs identifizieren konnten (Hayashi et al., 2011). Die Grafik in
Abbildung 16 zeigt schematisch die Differenzierung der ES-Zellen tber die EpiLCs
Zwischenstufe in PGCLCs.

Tag 0 Tag 2 Tag 4
1 1 2 3

/ / / / / / /

/ 7 / [ / [ /

———— —— >
EpiLC Differenzierung PGCLC Differenzierung
P 0000000 @/
ES Zellen EpiLC Zellen PGCLC Zellen

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Differenzierung von PGCLCs Uber eine Epiblast-ahnliche
Zwischenstufe (EpiLCs) (Hayashi et al. 2011). Die Induktion der EpiLCs erfolgt Uber zwei Tage. Fur weitere
vier Tage wurden dann die EpiLCs in PGCLCs differenziert.

3.7 Die Induktion von Epiblast-ahnlichen Zellen ist in Tfap2c”-Zellen nicht
beeinflusst
Die Differenzierung der Epiblast-ahnlichen Zellen (EpiLCs) erfolgte fur zwei Tage
durch die Zugabe von Activin A, dem Fibroblasten-Wachstumsfaktor bFGF und 1%
Knockout Serum Replacement (KSR) (Abbildung 17 A - H). Im Verlauf der EpiLC
Differenzierung zeigen sich morphologische Unterschiede zu den ES-Zellen. Die
EpiLCs weisen nach einem Tag (Tag 1) eine spindelférmige Morphologie auf, welche
zu einem flachen, dicht bewachsenen Monolayer mit epithel-dhnlichen Zellen

auswachst (Abbildung 17 C, G). Eine Fluoreszenz des BlimplmVenus Reporters
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konnte zu diesem Zeitpunkt der Differenzierung nicht detektiert werden, da Epiblast-
Zellen kein Blimp1 exprimieren (Abbildung 17 D, H).

Semiquantitative RT-PCR-Analysen zeigten, dass sowohl in den Tfap2c"'-EpilLCs,
als auch in den Tfap2c”-EpiLCs nach zweitagiger Differenzierung die Epiblast-
Marker Fgf5 und Dnmt3b exprimiert werden (Abbildung 17 ). Eine
Expressionsreduktion von Prdm14 und KlIf4 zeigte sich in den EpiLCs sowohl in den
Tfap2c™™ als auch in den Tfap2c”-Zellen. Prdm14 und Klf4 sind in der Inneren
Zellmasse exprimiert und im Verlauf der Embryonalentwicklung nimmt die Expression
im Epiblasten ab (Hayashi et al., 2011). Der Pluripotenz-Marker Oct3/4 wurde
durchgehend in den ES-Zellen und den EpiLCs exprimiert (Abbildung 17 1).

Diese Experimente zeigen, dass die in vitro Differenzierung von EpiLCs unabhéngig
von Tfap2c stattfindet, da EpiLCs generiert werden konnen und Kkeine
morphologischen Unterschiede zwischen den Tfap2c” und Tfap2cV™ EpiLCs zu
finden sind. Zudem konnten keine Unterschiede bei der Expression Epiblast-

spezifischer Gene festgestellt werden.

ES Zellen EpiLC Tag 1 EpiLC Tag 2 EpiLC Tag 2

#1 Tfap2c WT

% Blimp1 mVenus

#1 Tfap2c -/

< Blimp1 mVenus

ES- Zellen EpiLC Tag 2
#1 Tfap2c  #2 Tfap2c #1 Tfap2c  #2 Tfap2c

WT  -/- WT -/- WT -/- WT -/- H20

Fgf5
Dnmt3b
Klif4
Prdm14
Oct3/4

=

Abbildung 17: Differenzierung von ES-Zellen in Epiblast-dhnliche Zellen. [A - C] Phasenkontrastaufnahmen
der TfapZCWT Zelllinie #1 und [E - G] der TfapZC"' ES-Zelllinie #1 Uber den Zeitraum der EpiLC Differenzierung
von zwei Tagen. [D, H] Kontrolle der BlimplmVenus Fluoreszenz in den EpiLCs. Die GroRenbalken entsprechen
100 um. [I] RT-PCR-Analyse ausgewihlter Marker zur Uberpriifung der Differenzierung in EpiLCs im Vergleich zu
ES-Zellen. (Teile der Abbildung sind in Schemmer et al. 2013 publiziert)
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3.8 Weniger PGCLCs bei der Differenzierung von Tfap2c™-Zellen

Als nachstes wurden die generierten EpiLCs fur weitere vier Tage in primordiale
Keimzell-ahnliche Zellen (PGCLCs) differenziert. Die PGCLC Differenzierung erfolgte
durch Zugabe der Zytokine BMP4, BMP8b, SCF, EGF und LIF. Mit Hilfe des
Keimzell-spezifischen Fluoreszenzreporters BlimplmVenus konnte die Generierung
von PGCLCs detektiert werden. Die Abbildung 18 zeigt die Differenzierung der
Tfap2c” und Tfap2c™™ EpiLCs der Zelllinie #1 tiber den Zeitraum von vier Tagen

(Tag 1 bis Tag 4) und der Zelllinie #2 am letzten Tag der Differenzierung (Tag 4).

#1 PGCLC #2 PGCLC
Tag 2 Tag 3 Tag 4 ‘ Tag 4
: N 8
Hellfeld Hellfeld Hellfeld q Hellfeld. .,t—;-

G H

Tfap2c WT

Blimp1 mVenus Blimp1 mVenus

K L

Blimp1 mVenus B Blimp1 mVenus

Hellfeld Hellfeld Hellfeld Hellfeld
Blimp1 mVenus l Blimp1 mVenus l Blimp1 mVenus l

Abbildung 18: Differenzierung von EpiLCs in PGCLCs. [A - D] Phasenkontrastaufnahmen und der Tfap2c"'"
Zelllinien #1 und [E] #2. [K - N] Phasenkontrastaufnahmen der Tfap20"’ ES-Zelllinie #1 und [O] #2. [F — J]
Fluoreszenzaufnahmen zur Detektion der BlimplmVenus Intensitéat in den TfapZCWT Zelllinien und [P — T] in den
TfapZC'/' Zelllinien im Verlauf der Differenzierung. Die GréRenbalken entsprechen 100 pum.

Blimp1 mVenus

Hellfeld

Tfap2c -/-

Blimp1 mVenus Blimp1 mVenus

Nach 24 Stunden unter Differenzierungsbedingungen konnte in einzelnen Zellen eine
BlimplmVenus Fluoreszenz detektiert werden (Abbildung 18 F, P). Im Verlauf der
viertdgigen Differenzierung nahm die Anzahl an BlimplmVenus positiven Zellen in
den Tfap2c™" und Tfap2c™-Zellen zu, wobei an Tag 3 und Tag 4 die Zellzahl am
hochsten war (Abbildung 18 H, I, R, S). Die PGCLC Differenzierung der Zellen der
Linie #2 zeigten ahnliche Ergebnisse (Abbildung 18 E, J, O, T).
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Die generierten PGCLCs wurden an Tag 4 gesammelt, enzymatisch vereinzelt und
mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie quantifiziert. Bei den Tfap2c"'-Zellen
konnten durchschnittlich 14,2% (#1) und 14,9% (#2) BlimplmVenus positive Zellen
nachgewiesen werden (Abbildung 19 A). Dagegen wurden bei den Tfap2c™-Zellen
signifikant weniger BlimplmVenus positive Zellen detektiert (#1 = 5,2%; #2 = 8,0%)
(Abbildung 19 A).

m Tfap2c -/-
A - m;’w B  PGCLC Tag4
#1Tfap2c  #2 Tfap2c

e WT -/~ WT -/ H20
g 20 T -2
2 e - -+
T HT ’J_‘ -2

R Tfap2c #2 Tfapzc msActin

(n=11) (n=

Abbildung 19: In vitro Differenzierung von Tfap2c™ und Tfap2c"' PGCLCs. [A] Das Balkendiagramm zeigt
den prozentualen Anteil differenzierter PGCLCs ermittelt mit Hilfe von Fluoreszenz-Durchflusszytometrie. Die
prozentuale mVenus Fluoreszenz ist bei TfapZCWT #1 14,2% und #2 14,9% (weilRe Balken) und in den TfapZC"'
Zellen #1 5,2% und #2 8,0% (schwarze Balken). Als signifikant wurde ein p-Wert von < 0.05 festgelegt (*). [B] RT-
PCR-Analyse ausgewéhlter Marker zur Uberpriifung der Differenzierung der PGCLCs. (Publiziert in Schemmer et
al. 2013)

Es zeigten sich hohe Standardabweichungen bei allen Zelllinien. Die Ursache hierftr
kénnte darin liegen, dass wahrend des experimentellen Zeitraums unterschiedliche
Chargen der Zytokine und Medien benutzt wurden, was die Differenzierung der
PGCLCs unterschiedlich beeinflussen konnte.
Als néachstes erfolgte eine Validierung des Keimzell-ahnlichen Status der
BlimplmVenus positiven Zellen mittels semiquantitativer RT-PCR-Analyse. Dazu
wurde die Expression von Genen, die wahrend der Keimzell-Spezifizierung und der
Keimzell-Migration exprimiert werden, untersucht. Die RT-PCR-Analyse zeigte, dass
die Expression des frihen Keimzell-Markers Prdm14 und des Pluripotenz-Markers
Sox2 nach Verlust von Tfap2c detektiert werden konnen (Abbildung 19 B). Hingegen
zeigte sich eine reduzierte Expression spater Keimzellmarker (Stella, Nanos3) in
Tfap2c™-zellen.
Durch die Expression der frihen Keimzell-Marker Blimpl, was durch den Reporter
mVenus ermittelt werden konnte, und Prdml4 zeigt sich, dass eine in vitro
Differenzierung von PGCLCs aus Tfap2c defizienten ES-Zellen erfolgt. Allerdings
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zeigt sich bei Tfap2c Verlust nach viertagiger in vitro Differenzierung eine Reduktion
der PGCLCs im Vergleich zu den Tfap2c"'-Zellen. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass Tfap2c keine essenzielle Rolle bei der Spezifizierung der PGCLCs spielt,
dafur aber fur die Aufrechterhaltung des Keimzell-Schicksals wichtig ist. Das
Genexpressionsprofil der PGCLCs deutet aul3erdem darauf hin, dass die generierten
PGCLCs migratorischen PGCs in vivo entsprechen, da fur die Migration spezifische

Marker wie Nanos3 exprimiert werden.

3.9 Untersuchung des globalen Expressionsmusters von Tfap2c” ES-Zellen
und in vitro differenzierten PGCLCs

Aufgrund der Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR-Analyse der PGCLCs
(Abbildung 19 B), dass nach Tfap2c Verlust Keimzell-spezifische Gene eine
Expressionsreduktion aufweisen, stellte sich nun die Frage, inwieweit Tfap2c an dem
globalen transkriptionellen Netzwerk wahrend der Keimzell-Entwicklung beteiligt ist.
Um einen Einblick Gber die Veranderungen des globalen Expressionsmusters zu
bekommen, wurde ein cDNS-Microarray mit ES-Zellen und PGCLCs durchgefuhrt.
Bei dieser Methode ist es mdglich, die Expression einer groRen Anzahl Gene nur mit
kleinen Mengen RNS zu untersuchen. Hierzu wurden jeweils 100 ng RNS der vier
ES-Zelllinien (#1 Tfap2c"'™; #1 Tfap2c” und #2 Tfap2c™"; #2 Tfap2c™) isoliert und fiir
den cDNS-Microarray benutzt. Zudem wurden von jeder Zelllinie (#1 Tfap2c"'; #1
Tfap2c” und #2 Tfap2c"™; #2 Tfap2c”) die in vitro etablierten PGCLCs zweier
Differenzierungen gesammelt und ebenfalls die RNS isoliert.

Mit Hilfe bioinformatischer Auswertung konnten die Expressionslevel von 39.000
Transkripten (GeneChip Mouse Genome 430 2.0 Array) untersucht werden. Durch
hierarchische Clusteranalyse und der Hauptkomponentenanalyse (Principle
component analysis = PCA) ist es mdglich, die Microarray-Daten Gruppen
zuzuordnen, den sogenannten Hauptkomponenten. Hierdurch entsteht ein
vereinfachter Datensatz, bei dem sich ahnliche Proben annahern (clustern) und eine
Hauptkomponente bilden. Das hierarchische Clustering ergab, dass die ES-Zelllinien
(#1 und #2; rote Balken) und die PGCLCs (#1 und #2; Tfap2c"" = blaue Balken;
Tfap2c” = griine Balken) jeweils ein Cluster bilden. Je weiter die untersuchten
Proben voneinander entfernt liegen (durch Balken gekennzeichnet), desto gréf3er ist

der Unterschied in der Genexpression (Abbildung 20 A).

65|Seite



Ergebnisse

Bei der Hauptkomponentenanalyse erfasst die erste Hauptkomponente (x-Achse),
47% der Genexpressionsvariabilitat und zeigt den Unterschied zwischen den ES-
Zellen (negative Koordinate) und PGCLCs (positive Koordinate) (Abbildung 20 B).

A C

#2 Tfap2c -/-
#1 Tfap2c -/-

PGCLC

#2 Tfap2c WT
#1 Tfap2c WT

#2 Tfap2c -/-

#1 Tfap2c WT

ES-Zellen

L[ #2 Tfap2c WT

#1 Tfap2c -/-

0.03  0.025 0.02 0.015 0.01

20 ece.

2. Hauptkomponente (22%)

iz

-10 0 10 20 30
1. Hauptkomponente (47%)

ES-Zellen PGCLC

Abbildung 20: Analyse der globalen Genexpression in ES-Zellen und PGCLCs. Die Affymetrix cDNS
Microarray Analyse wurde mit RNS von #1 Tfap2c"'"; #1 Tfap2c” und #2 Tfap2c""; #2 Tfap2c” ES-Zellen und
PGCLCs durchgefihrt. [A] Hierarchisches Clustering. Die roten Balken clustern die ES-Zellen, die griinen Tfap2c’
" PGCLCs und blaue Balken Tfap2c"" PGCLCs. Je weiter der Abstand zwischen den Proben ist, desto groRer ist
der Unterschied in der Genexpression. [B] Die Hauptkomponentenanalyse zeigt, dass die 1. Hauptkomponente
47% der Genexpressionsvariabilitat erfasst und die 2. 22%. Die TfapZCWT Zellen sind in Blau dargestellt und die
Tfap2c™ in Rot. [C] Die Heat Map prasentiert die ermittelten Genexpressionsveranderungen. Die Farbskala gibt
die Genexpression in Log2 an. Rote und blaue Balken zeigen hdhere oder niedrigere relative Expression an.
(Teile der Abbildung sind in Schemmer et al. 2013 publiziert).

Die zweite Hauptkomponente (y-Achse) erfasst 22% und separiert die #1 / #2
Tfap2c™" (blau markiert) und #1 Tfap2c’-ES-Zellen (rot markiert), sowie die
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Tfap2cV™-PGCLCs (blau markiert) (negative Koordinate) von den Tfap2c”-PGCLCs
und #2 Tfap2c’-ES-Zellen (rot markiert) (positive Koordinate). Diese Ergebnisse
zeigen, dass die Tfap2c”-PGCLCs clustern und sich deutlich von den Tfap2c"/'-
PGCLCs abgrenzen (Abbildung 20 A, B).

Die geringen Genexpressionsvariabilitaten zwischen den TfapZC"' und Tfap2c'™ ES-
Zellen weisen darauf hin, das Tfap2c in den ES-Zellen keine essenzielle Rolle spielt.
Dagegen weisen die Genexpressionsvariabilititen zwischen den Tfap2c” und
Tfap2c"-PGCLCs groRe Varianzen auf und dies spricht fiir eine essenzielle
Funktion von Tfap2c in den PGCLCs.

Um ein genaueres Bild Uber die globale Expression in den verschiedenen Zellen zu
erlangen, wurde eine weitere hierarchische Clusteranalyse, die sogenannte ,Heat-
Map*“ Analyse durchgefiihrt, bei der die Gene entsprechend ihres Expressionslevels
farblich dargestellt werden. Nach Tfap2c Verlust zeigt sich sowohl eine Reduktion
(hellblaue Balken) der relativen Genexpression als auch eine Induktion (rote Balken)
(Abbildung 20 C). Die ,Heat-Map“ Analyse zeigt deutlich, dass einige Gene in den
Tfap2c”-PGCLCs im Vergleich zu den Tfap2c"'-PGCLCs differenziell exprimiert
sind. Hingegen weisen die vier ES-Zelllinien ein @hnliches Genexpressionsprofil auf
(Abbildung 20 C). Dies bekréaftigt die bisherigen Ergebnisse, dass Tfap2c in den ES-
Zellen keine essenzielle Rolle zu haben scheint.

Eine weitere bioinformatische Methode ist die Streudiagramm-Analyse. Hierbei
werden jeweils zwei statische Merkmale zweier Proben gegeneinander in ein
Koordinatensystem aufgetragen, in diesem Fall von Tfap2c” und Tfap2cV'-ES-Zellen
(Abbildung 21 A). Jeder Punkt zeigt hierbei das Expressionslevel eines Gens in den
untersuchten Proben. Je mehr die Genexpression der beiden Proben Ubereinstimmt,
desto ndher befinden sich die Punkte an der Diagonalen (Abbildung 21 A). Das
Streudiagramm der Microarray Ergebnisse der ES-Zellen zeigt, dass nur sehr
geringe Expressionsunterschiede zwischen den ES-Zelllinien bestehen. Bei der
weiteren Auswertung wurden alle Gene mit einer ca. 3-fachen Expressionsanderung
berlcksichtigt. Dies entspricht bei einem Logarithmus zur Basis 2 (Log2) einer 1,5-
fachen Expressionsdnderung (FC <1,5 in Log2). Zudem wurden nur
Expressionsanderungen mit einer Signifikanz von p<0,05 betrachtet. Daraus
resultierten 26 Gene, die in Tfap2c defizienten ES-Zellen herauf- bzw.

herunterreguliert sind (Abbildung 21 B).
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Zur Validierung der Microarray Daten und zum Nachweis, dass es sich nicht um
einen zufalligen Effekt bei den Genexpressionsanderungen handelt, wurde nochmals
RNS von allen ES-Zelllinien isoliert und anschlieRend gRT-PCR-Analysen
durchgefihrt (Abbildung 21 C).

Die zuvor ermittelten Veranderungen der Genexpression (Herunter- oder
Heraufregulation) konnten mittels qRT-PCR bei allen ausgewahlten Genen validiert
werden. Allerdings zeigten sich bei 4 der 6 untersuchten Gene (Rian, Meg3, Car8
und Nxf3) weniger starke Expressionsunterschiede bei der qRT-PCR-Analyse im

Vergleich zum Microarray (Abbildung 21 C).

A B RNS E i
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1110006E 14Rik -1,7499
AA467197 -1,575
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n Dsp -1,8306
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Abbildung 21: Globale Genexpressionsanalyse in ES-Zellen. [A] Streudiagramm der Tfap2c"' und TfapZCWT

ES-Zellen. Die Farbskala zeigt die Intensitat der Streuung; dabei zeigt hellblau eine leichte und dunkelblau eine
hohere Streudichte an. R” = Fisher's Korrelationskoeffizient. [B] Auflistung der 26 deregulierten Gene mit mind.
einer 1,5-fachen Expressionséanderung in Log2. [C] gRT-PCR-Analyse ausgewahlter Gene zur Validierung der
Microarray Daten. Die mRNS Expression wurde gegen b-Actin normiert, je Zelllinie biologische Duplikate
durchgefiihrt und anschlieBend der Mittelwert berechnet. Schwarze Balken zeigen qRT-PCR Ergebnisse der
Tfap2"'-ES-ZeIIen und weille Balken die Microarray Ergebnisse. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung. (Teile der Abbildung sind in Schemmer et al. 2013 publiziert).
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Aufgrund der methodischen Unterschiede zwischen der gRT-PCR-Analyse und dem
Microarray konnen derartige Schwankungen bei den Genexpressionslevel auftreten.
Jedoch kann zusammenfassend festgehalten werden, dass durch die gRT-PCR-
Analyse die Ergebnisse des Microarray bestatigt werden konnten.

Neben dem Expressionslevel in den ES-Zellen, wurde aul3erdem die globale
Expression bei Verlust von Tfap2c in PGCLCs untersucht. Hierbei zeigte sich mit
Hilfe der Streudiagramm-Analyse ein Expressionsunterschied bei 455 Genen. 247
dieser Gene zeigen eine Induktion der Genexpression (Abbildung 22 A; rote Punkte)
nach Verlust von Tfap2c und 208 Gene eine reduzierte Genexpression (Abbildung 22

A; grine Punkte).

B ES-Zellen Fold-Change 1.5 in log2 PGCLC
A
Tfap2c -/- vs. WT Tfap2c -/- vs. WT
- 26 Gene 455 Gene
. | 18 442
650 \\\‘ .
430
C Fold-Change 1.0 in log2
2 ES-Zellen PGCLC
Tfap2c -/- vs. WT Tfap2c -/- vs. WT
113 Gene 1188 Gene

Tfap2c WT

Abbildung 22: Differenziell exprimierte Gene in Tfap2c"'-PGCLCs. [A] Streudiagramm der TfapZC"' und
TfapZCWT PGCLCs. Hochregulierte Gene sind in rot dargestellt und herabregulierte Gene in griin. Die Farbskala
zeigt die Intensitat der Streuung; Hellblau bedeutet eine leichte und dunkelblau eine hdhere Streudichte. R? =
Fisher's Korrelationskoeffizient. [B] Das Venn-Diagramm zeigt, dass bei einem Fold-Change von 1.5 in Log2 455
Gene in PGCLCs dereguliert sind und in ES-Zellen 26 Gene. Gemeinsam sind 13 Gene dereguliert. [C] Das
Venn-Diagramm zeigt die deregulierten Gene bei einem Fold-Change von 1.0 in Log2. 1188 sind in den PGCLCs
und in den ES-Zellen 113 dereguliert. Gemeinsam sind 43 Gene dereguliert. (Teile der Abbildung sind in
Schemmer et al. 2013 publiziert)

Bei einem Vergleich der Expressionsprofile von ES-Zellen und PGCLCs finden sich
nur 13 gemeinsam deregulierte Gene (Tabelle 1) mit einer Expressionsanderung
groBer 1,5-fach (in Log2) (Abbildung 22 B); hingegen koénnen 43 gemeinsam
deregulierte Gene bei einer 1-fachen (in Log2) Expressionsanderung ermittelt
werden (Abbildung 22 C).
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Dieses Ergebnis zeigt, dass gréf3tenteils unterschiedliche Gene von Tfap2c in den
ES-Zellen und PGCLCs reguliert werden. Dabei werden in den PGCLCs etwa 17-mal
mehr Gene von Tfap2c reguliert.

Tabelle 1: Gemeinsam deregulierte Gene in TfapZC‘/' ES-Zellen und PGCLCs
(bei einer 1,5-fachen (in Log2) Expressionsanderung)

FCin FCin

Gen ES-Zellen PGCLCs
AA467197 -1,575 -3,2584
Ak4 -2,2898 -4,5507
Bcap29 -1,9255 -1,8901
Dsp -1,8306 -1,5163
LOC100505359 -3,2519 -1,6254
Meg3 -2,4936 -1,7257
Plagll 1,8822 2,5904
Rhox5 -4,0451 -4,2916
Rian -2,1987 -1,5003
S100a6 -1,6181 -2,2477
Slc38a4 -2,49 -1,5213
Slit2 -1,7906 -2,3488
Tfap2c -1,6328 -1,5977

Die durch den cDNS-Microarray ermittelten, differenziell exprimierten Gene, wurden
durch eine Gen-Ontology-Analyse entsprechend ihrer biologischen Funktion
gruppiert. Hierbei handelt sich um eine Methode zur ldentifizierung von Gruppen
deregulierter Gene, die eine ahnliche Funktion besitzen. Zu Beginn der Analyse
werden Gene zu einer Oberkategorie zusammengefasst, die weiter in Subkategorien
und noch einmal in Untergruppen unterteilt wird.

Die Abbildung 23 zeigt Untergruppen, welche sich aus differenziell exprimierten
Genen zusammensetzen, die eine gemeinsame biologische Funktion besitzen. Die
gro3te dieser Gruppen ist die der Regulation entwicklungsrelevanter Prozesse, zu
der Gene wie die Homeobox-Proteine Hhex und Hoxa5 (Abbildung 23 A) gehoren.
Weiter sind unter den Gruppen einige, die mit der somatischen Differenzierung
assoziiert werden konnen wie z.B. die Gruppen: Entwicklung des Zentralen
Nervensystems  (ZNS), Neuralrohrentwicklung, = Neuralrohrverschluss  und
Organentwicklung (Abbildung 23 A; rote Markierung). Die Gene welche diese

Gruppen bilden, weisen beiTfap2c Verlust eine Expressionsinduktion auf.
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Abbildung 23: Gen-Ontology Analyse. Untergruppen, die entsprechend ihrer biologischen Funktion eingeteilt
wurden. Die Untergruppen in [A] beinhalten Gene, die in Tfap2c”-PGCLCs hochreguliert sind und [B] beinhaltet

Untergruppen mit herunterregulierten Genen.

Des Weiteren konnten funktionelle Untergruppen identifiziert werden, in denen sich

Gene befinden, welche nach Tfap2c Verlust eine Expressionsreduktion aufweisen.

Eine dieser Gruppen kann der biologischen Funktion der Reproduktion zugeordnet

werden (Abbildung 23 B; rote Markierung). Zu dieser Gruppe zéhlen Gene, die flur die

Keimzell- und Gametenentwicklung essenziell sind (Abbildung 23 B).
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Tabelle 2: Deregulierte Gene in Tfap20"'PGCLCs unterteilt in finf Kategorien entsprechend ihrer Funktion

Kategorie Gen FC Funktion Gen FC Funktion
Bcllla 1.93 Hamatopoese Cldn5 -2.13  ZNS Entwicklung
Cited2 1.87 ZNS Entwicklung Dner -3.44  ZNS Entwicklung
Chd7 1.67 ZNS Entwicklung Erbb3 -2.33  ZNS Entwicklung
Cobl 2.43 Neuralrohrverschluss Gata2 -1.87  ZNS Entwicklung; Hamatopoese
Enah 2.01 Neuralrohrentwicklung Kctd15 -3.20 Neurogenese
Gbx2 2.36 Neurogenese Lhx1 -1.59 Mesodem Formation
Gli2 3.48 Neuralrohrentwicklung Slit2 -2.34 Neurogenese
Hck 2.83 Hamatopoese Tgif2 -1.64  ZNS Entwicklung
Hhex 1.52 Hamatopoese
Hoxa5 1.97 Brustdriisen-; Lungenentwicklung
Hoxal 1.13 ZNS & Mesoderm Entwicklung
Hoxa3 1.13 Knorpelgewebe; Thymusentwicklung
o Hoxb1 1.03 ZNS & Mesoderm Entwicklung
o S Lrp2 2.79 Vorderhirnentwicklung
© GE) Mcf2 1.87  ZNS Entwicklung
2R Mtaplb 1.70 ZNS Entwicklung
- g g Ncaml 2.42 Neuronen Adhésion
[SI) Ndrg2 1.58 ZNS Entwicklung
@ 3 Nefl 3.56  Neurogenese
Neurod1 1.57 Neurogenese
Pten 1.63 ZNS Entwicklung
Robol 1.79 Neurogenese
Semada 1.88 Neurogenese; Angiogenese
Serpine2 1.60 Neurogenese
Sfrpl 3.12 Neuralrohrverschluss; -entwicklung
Sfrp2 1.66 Neuralrohrentwicklung
Smarcal 2.06 Gehirnentwicklung
Tcf712 2.56 Neuralrohrentwicklung
Tubb2b 1.79 ZNS Entwicklung
Zic2 3.71 ZNS Entwicklung; Neuralrohrverschluss
Zics 3.14 Neuralrohrverschluss
Zfp423 2.13 ZNS Entwicklung
Sprink3 254 Inhibiert die Calcium Aufnahme Aurkc -2.06 Regulator von Mitose, Meiose
in Spermatozoa Bik -2.20 Spermatogenese, Apoptose
Ceacam10 -2.98 Spermienoberflachen Protein
Chdh -4.80 Spermienfertilitat
Cxcrd -1.94 Keimzellmigration
Cxcr7 -1.28 Keimzellmigration
@ Dazl -1.40  Keimzell-Entwicklung
; Dmrtl -2.68  Gametogenese
= Hk1 -3.04 Meiose in Keimzellen
2 Immp2l -1.57  Spermatogenese
=0 c-Kit -1.91  Keimzellmigration
;") Phf13/Spocl -1.85  Spermatogenese
N Rhox5 -4.29  Spermatogenese
.% Rhox4a -2.70 Keimzell-Entwicklung
Y Rhox6 -6.11 Keimzellschicksal Determinierung
Rhox9/Psx2 -5.59 Oogenese
Sept4 -1.63  Spermien-Kapazitation
Slco4cl -2.32 Spermien Reifung
Spal7 -2.30 Spermienoberflachen Protein
Stella/Dppa3 -4.27 PGC spezifisches Gen
Tes -2.04 Exprimiert in Spermatiden
Ccndl 2.33 interagiert mit Cdk4/Cdk6 Gadd45b -1.12 G2/M-Arrest
Cdk6 1.50 G1/S Phase Rgcc -3.22 G2/M-Arrest
%) Cdk7 1.17 aktiviert Cdk1/Ccnbl
5 p21 1.02 Inhibierung der G1/S und G2 Transition
=5 Fezl 1.79  aktiviert Cdk1/Ccnbl
o Id1 1.58 Zellzyklus
N 1d2 129  Zellzyklus
1d4 1.28 Zellzyklus
Plk2 1.68 G1/S Phase
Eras 3.52 Aufrechterhaltung der Pluripotenz
Fgf4 2.94 Zellproliferation und Differenzierung
N FoxD3 1.03 Oct3/4 Zielgen
Q Gbx2 2.36 Zelldifferenzierung und Pluripotenz
> 8 Jam2 2.47  Oct3/4 Zielgen
5 Kif4 2.22  Aufrechterhaltung der Pluripotenz
o Msi2 2.31 Aufrechterhaltung der Pluripotenz
NrOb1 1.62 Aufrechterhaltung der Pluripotenz
Tdgfl 1.36 Oct3/4 Zielgen
Dnmt3b 1.34 de novo DNS Methylierung Pcgf5 -2.40 Histonmodifikation
X Dnmt3| 3.21 interagiert mit Dnmt3a/b Phf19 -2.17 Histonmodifikation
E Jmjdc 1.46 Histonmodifikation
> g Kdmeéb 1.11 Histonmodifikation
S Mbd2 1.54 DNS Methylierung
w Tet2 1.27 Konversion von 5mC zu 5hmC
Uhrfl 1.45 DNS Methylierung
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Entsprechend der Gen-Ontology-Analyse und aufgrund von Literaturrecherche
wurden ausgewahlte deregulierte Gene den folgenden fiinf Kategorien zugeordnet: I.
~oomatische Differenzierung®, Il. ,Keimzell-Entwicklung®, Ill. ,Zellzyklus®, IV.
~Pluripotenz“ und V. ,Epigenetik“ (Tabelle 2; publiziert in Schemmer et al. 2013). Die
Kategorie | ,Somatische Differenzierung“ umfasst Gene, die eine Rolle bei der
Differenzierung von somatischen Zellen spielen, welche zum grofRenteil nach Tfap2c
Verlust in PGCLCs hochreguliert sind (Tabelle 2). Die Kategorie Il ,Keimzell-
Entwicklung® beinhaltet Gene, die essenziell fir die Keimzell- und
Gametenentwicklung sind, wie z.B. Bik, c-Kit, Dazl, Dmrtl, Phf13, Rhox5/6/9 und
Stella. Hier zeigt sich nach Tfap2c Verlust in PGCLCs eine Herunterregulation der
meisten Keimzell-relevanten Gene (Tabelle 2).

In der Kategorie Il ,Zellzyklus® sind Gene zusammengefasst, die eine Rolle bei der
Regulation des Zellzyklus spielen zusammengefasst und die IV Kategorie
~Pluripotenz“ umfasst Pluripotenz-assozierte Gene wie z.B. Eras, Fgf4, Klf4 oder
Nrobl. In der letzten Kategorie V ,Epigenetik® finden sich Dnmt3b, Dnmt3l, Uhrf1 und
Tet2 die an der DNS-Methylierung beteiligt sind (Tabelle 2). Die Gene dieser drei
Gruppen (Ill — V) sind in Tfap2¢”-PGCLCs zum gréRten Teil heraufreguliert.
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| 1 11 v \4
P s o
— [Tel —
53 = 2 3 w = = 2 g2 = E E
= ®© © £ = [ [ % 5 5 5 = c c
T z =z o o o » & O o @ ¥ o o

100

*

*

1%

10

1 i.
U ka
0,1 1
*k
ek n.s.

0,01

** *
L >
: - -

l

n.s.

mRNS Expressionslevel

0,001

M Tfap2c-/- PGCLCs

Abbildung 24: Validierung der cDNS-Microarray Daten mittels qRT-PCR-Analyse. mMRNS Expressionslevel
ausgewahlter Marker aller funf Kategorien. Die Expressionslevel wurden gegen B-Actin normiert, die Expression
der TfapZCWT-PGCLCs gleich 1 gesetzt und die Ergebnisse im Log zur Basis 10 dargestellt. Die gRT-PCR wurde
in Triplikaten durchgefiihrt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung und p-Werte von <0.05 (*) und
<0.005 (**) wurden als signifikant betrachtet. (Teile der Abbildung sind in Schemmer et al. 2013 publiziert)

Zur Uberpriifung der deregulierten Gene in Tfap2c”-PGCLCs erfolgte eine gRT-
PCR-Analyse. Dazu wurde RNS aus PGCLCs der Zelllinien #1 und #2 isoliert, jeweils
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100 ng der RNS in cDNS umgeschrieben und anschlieRend gRT-PCR-Analysen mit
ausgewahlten Genen aller funf Kategorien durchgefuhrt (Abbildung 24). Die
Ergebnisse der qRT-PCR validieren die ermittelten Genexpressionsunterschiede im
cDNS-Microarray. Der Marker Hhex ist im Microarray bei einem Log2 1,52-fach
hochreguliert und Nefl 3,56-fach. Die gRT-PCR zeigt eine signifikante
Expressionserhéhung von 2,30-fach in Log2 fur Hhex und 3,11-fach in Log2 fur Nefl
(Abbildung 24). Die mRNS Expressioneslevel der Marker der Kategorie Il zeigen in
der gRT-PCR-Analyse die gleichen Genexpressionsunterschiede wie im Microarray.
In diese Kategorie wurde auch Nanos3 eingeordnet, da es sich hierbei ebenfalls um
ein Keimzell-spezifisches Gen handelt. Mittels des cDNS-Microarrays konnte aber
keine Aussage Uber die Nanos3 Expression getroffen werden, da auf dem Microarray
kein Oligonukleotid homolog zu Nanos3 gebunden war. Die semiquantitative RT-
PCR in Kapitel 3.8 konnte aber aufzeigen, dass bei Tfap2c Verlust die Nanos3
Expression reduziert wird. Dies sollte mittels qRT-PCR bestétigt werden. Hierbei
zeigte sich bei einem Log2 eine signifikante 4,79-fache Expressionsreduktion von
Nanos3 in Tfap2c”-PGCLCs (Abbildung 24).

Die ermittelten Expressionslevel im Microarray von Ccndl (3,37-fach in Log2) und
Cdk6 (1,16-fach in Log2), Gene der Kategorie Il, zeigen ebenfalls eine signifikante
Heraufregulation bei der gRT-PCR. Die Pluripotenz-assoziierten Marker Fgf4 (3,21-
fach bei Log2) und Klf4 (2,21-fach bei Log2) und die de-novo Methylasen Dnmt3b
(3,79-fach in Log2) und Dnmt3I (2,08-fach in Log2) zeigen ebenfalls die im cDNS-
Microarray ermittelte Tendenz einer signifikanten Heraufregulation nach Tfap2c
Verlust (Abbildung 24).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse des cDNS-Microarrays und der qRT-PCR-
Analyse, dass es in Tfap2c”-PGCLCs zu einer Stoérung bei der Aufrechterhaltung
des Keimzell-Schicksals kommt, da unter anderem Gene fir die somatische
Differenzierung induziert werden. Tfap2c scheint dabei eine essenzielle Rolle bei der
Repression somatischer Gene insbesondere solcher Gene, die bei der Neurogenese
eine Funktion besitzen, zu spielen. Weiter scheint der Verlust von Tfap2c in den
PGCLCs zu einer veranderten Zellzyklus-Regulation und zur Aufrechterhaltung der

Expression einiger Pluripotenz-assoziierter Gene zu fuhren.
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3.10 Analyse direkter Zielgene von Tfap2c in PGCLCs

Basierend auf den Ergebnissen des cDNS-Microarrays, wurde unter den differenziell
deregulierten Genen solche gesucht, die direkt von Tfap2c gebunden werden. Dies
erfolgte mit Hilfe von ChIP und anschlielBender gqPCR-Analyse.

Mittels der rVISTA 2.0 Software (Loots und Ovcharenko, 2004) wurden deregulierte
Gene aller funf Kategorien ausgewdahlt und auf konservierte Tfap2c Bindestellen
Uberpruft. Es konnten elf Gene mit konservierter Tfap2 oder Tfap2c Bindestelle in der

Promotorregion identifiziert werden (Abbildung 25 A — K).
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Abbildung 25: Chromatin-Immunprazipitation (ChIP) zur Identifizierung von direkten Tfap2c Zielgenen in
PGCLCs. [A - M] zeigen schematische Darstellungen von Tfap2c (rote Markierung) und Tfap2 (griine Markierung)
Bindestellen in den Promotorregionen ausgewahlter Gene.

75| Seite



Ergebnisse

Bei den Genen Dmrtl, Nanos3, Cdk6, p21, Fgf4 und Jam2 konnte in den
Promotorregionen die Tfap2c Bindesequenz 5 -GCCN3GGG-3" identifiziert werden
(Abbildung 25 A - F) und bei c-Kit die folgende Tfap2 Bindesequenz 5-GCCN3;GGC-
3" (Abbildung 25 G). Die Promotorregionen der Gene Sfrpl, KIf4, Dnmt3b und
Dnmt3I hingegen weisen Tfap2 Konsensussequenzen auf, die von den in Mohibullah
et al. beschriebenen Sequenzen, um jeweils eine Base abweichen (Abbildung 25 H -
K). Fur die ChIP-Analysen wurden jeweils 100.000 BlimplmVenus/Tfap2c™’
PGCLCs und 100.000 StellaGFP Keimzell-dhnliche Zellen fixiert, lysiert und die DNS
in 250 - 500 bp grol3e Fragmente sonifiziert. Die anschlieBenden ChlP- und gPCR-
Analysen erfolgten wie in Kapitel 3.3 beschrieben. Die Primer fiir die gPCR-Analysen
wurden so erstellt, dass sie den Bereich um die oder in unmittelbarer Nahe zu der
ermittelten Konsensussequenz amplifizieren (Abbildung 25; rote Pfeile).

Die gPCR Ergebnisse zeigten bei allen ausgewahlten Genen eine Anreicherung der
untersuchten Promotorregion durch den spezifischen Tfap2c Antikoérper. Dies
indiziert, dass diese Promotorbereiche von Tfap2c gebunden werden (Abbildung 26).
Hierbei zeigten sich allerdings Unterschiede in der Intensitat der relativen Bindung
von Tfap2c an die Regionen. Bei den Genen c-Kit und Nanos3 konnte eine hohe
relative Bindung von Tfap2c nachgewiesen werden (Abbildung 26), wohingegen bei
Sfrpl im Vergleich zur IgG Kontrolle nur eine geringe relative Bindung von Tfap2c an

die untersuchte Promotorregion zeigte (Abbildung 26).
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Abbildung 26: ChIP-gPCR-Analysen in PGCLCs. ChIP mit spezifischem Tfap2c-Antikérper (schwarze Balken)
und zur Kontrolle einem 1gG-Antikdrper (weilRe Balken). Die Ergebnisse der q°PCR wurden auf den Input normiert
und die 1gG Kontrolle gleich 1% gesetzt. Die ChIP Analysen wurden je Zelllinie mit biologischen Duplikaten
durchgefuhrt und anschlieRend die Ergebnisse zusammengefasst. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an. (Teile der Abbildung sind in Schemmer et al. 2013 publiziert).

Des Weiteren wurden die generierten cDNS-Microarray Daten mit einer kirzlich
erschienen Publikation verglichen. Magnusdottir et al. konnten 2013 nach Tfap2c

Uberexpression in der embryonalen Karzinomzelllinie P19 1393 Gene mittels ChlIP-
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Analyse und anschlieRender Sequenzierung identifizieren, welche direkt von Tfap2c
gebunden werden. Bei einem Vergleich dieser direkten Zielgene von Tfap2c mit den
1186 im Microarray gefundenen differenziell exprimierten Genen (1186 Gene bei FC
> 1.0 in Log?2), finden sich 159 Gene, die sowohl direkt in P19 Zellen von Tfap2c
gebunden werden als auch in Tfap2c”-PGCLCs dereguliert sind (Abbildung 27).

TFAP2C Zielgene PGCLC Tfap2c -/- vs. WT]
Magnusdéttir et al. 2013 Schemmer et al. 2013
1393 Gene 1186 Gene (FC >1.0 in Log2)
1234 159 1027
\ j
\ /
. 4

Abbildung 27: Venn-Diagramm zum Vergleich der Zielgene von Tfap2c in P19-Zellen und von
deregulierten Genen in Tfap2c"'-PGCLCs. 1393 Tfap2c Zielgene wurden mittels ChIP-Seq in der P19 Zelllinie
identifiziert (Magnusdéttir et al., 2013) und mit den 1186 deregulierten Genen in Tfap2c”-PGCLCs, die mittels
cDNS-Microarray detektiert wurden, verglichen. Es zeigt sich eine Ubereinstimmung von 159 Genen.

3.11 Die Expression Keimzell-spezifischer Gene ist in Tfap2” PGCLCs reduziert
Der cDNS-Microarray und die anschlieRende Gen-Ontology Analyse zeigten, dass
Gene, die mit der Entwicklung von Keimzellen und der Gameten assoziiert werden
kénnen, in Tfap2c”-PGCLCs herunterreguliert sind (Tabelle 2). Eine Publikation von
Nakaki et al. 2013 beschreibt die in vitro Differenzierung zur Generierung von
Keimzellen ebenfalls dber einen EpiLCs Status, mit einer anschlie3enden
Uberexpression der Faktoren Blimpl, Prdml14 und Tfap2c mittels piggyBac
Transposon Vektoren. 24 Stunden nach der Uberexpression wurden hier globale
transkriptionelle Analysen durchgefihrt.

Ein Vergleich mit den 75, von Nakaki et al. als sogenannte ,Core-PGC* bezeichneten
Gene, ergab, das 50 der 75 ,Core-PGC* Gene in Tfap2c’-PGCLCs dereguliert sind
(Abbildung 28 A). Von diesen 50 Genen zeigen 47 eine mindestens 1-fache (in Log2)
Expressionsreduktion in Tfap2c"'-PGCLCs (Abbildung 28 B). Die Reproduktiven
Homeobox Gene (Rhox6 und Rhox9) zeigen im cDNS-Microarray die gréf3ten
Expressionsanderungen in Tfap2c”-PGCLCs. Die Rhox6 Expression ist um das
6,11-fache in Log2 und die Rhox9 Expression um das 5,59-fache in Log2 reduziert
(Abbildung 28 B).

Genexpression in den Tfap2c”-PGCLCs. Hierzu zahlen I1d4, welches eine wichtige

Nur drei ,Core-PGC“ Gene zeigen eine Induktion der
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Rolle bei der Zellzyklus-Kontrolle spielt (Yun et al., 2004), das Junctional Adhesion
Molecule Jam2 (Su et al., 2012) und D330028D13Rik, ein Gen der Fam221 Familie,
dessen Funktion derzeit unbekannt ist.

Zusammenfassend zeigt der Vergleich mit der Studie von Nakaki et al., dass 50 der
75 als ,Core-PGC* bezeichneten Gene in Tfap2c”-PGCLCs dereguliert sind. Dies
bestétigt ebenfalls, das Tfap2c eine essenzielle Rolle in der Aufrechterhaltung des
Keimzell-Status besitzt.

,Core-PGC" Gene PGCLC Tfap2c -/- vs. WT
Nakaki et al. 2013 Schemmer et al. 2013
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Abbildung 28: Vergleichende Analyse der ,,Core-PGC* Gene (Nakaki et al., 2013) und deregulierter Gene
in Tfap2c™-PGCLCs. [A] Ein Vergleich der 75 ,Core-PGC* Gene zu den 1186 deregulierten Genen in Tfap2c™-
PGCLCs, zeigt eine Ubereinstimmung von 50 Genen. [B] mRNS Expression in Log2. Die Genexpression zeigt
das 47 der 50 Gene in den Tfap2c"'-PGCLCs runterreguliert sind und 3 Gene eine Heraufregulation zeigen.

3.12 In Vitro Untersuchungen charakteristischer Prozesse migrierender
Keimzellen bei Tfap2c Verlust

Wahrend der Embryonalentwicklung migrieren die Keimzellen von der Allantois zu

den Genitalfalten. Dabei finden in den Keimzellen zwischen dem Tag E7.5 und E9.5

drei wichtige Prozesse statt, welche die Epigenetik, den Zellzyklus und die Kontrolle

der Transkription umfassen.
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Die in der Abbildung 19 B gezeigten semiquantitativen RT-PCR-Analysen weisen
darauf hin, dass die in vitro generierten PGCLCs mit primordialen Keimzellen in vivo
verglichen werden konnen, die gerade zu migrieren begonnen haben. Somit stellte
sich die Frage, ob ein Verlust des Transkriptionsfaktors Tfap2c in PGCLCs zu einer
Storung der fur migrierende Keimzellen wichtigen Prozesse fuhren kann. Da mittels
des cDNS-Microarrays einige differenziell exprimierte Gene in Tfap2c”-PGCLCs
ermittelt werden konnten, die sowohl den Zellzyklus (Kategorie lll), die Epigenetik
(Kategorie V) als auch die Transkriptionskontrolle betreffen, sollten diese Prozesse

untersucht werden.

3.13 Analyse des Zellzyklus in Tfap2c”-PGCLCs

Wahrend der Migrationsphase zwischen Tag E7.5 und E9.5 sind die Keimzellen in
der G2-Phase des Zellzyklus arretiert, was zu einer gehemmten Proliferation der
Zellen fuhrt (Seki et al., 2007).

Mittels des cDNS-Microarrays konnten einige Gene identifiziert werden, die eine
Funktion bei der Kontrolle des Zellzyklus haben (Abbildung 29). Die Gene p21, Rgcc,
Gadd45b, Cdk7 und Fezl sind in die Kontrolle der Transition von der G2-Phase in
die M-Phase des Zellzyklus involviert. Hierbei fordern Gadd45b (-1.12-fach reguliert
in Log2) und Rgcc (-3.22-fach in Log2) den Arrest in der G2-Phase, wohingegen
Cdk7 (1.17-fach in Log2) und Fezl (1.79-fach in Log2) die fir die G2/M-Phasen
wichtigen Cdks (Cycline Dependent Kinases) und Cycline aktivieren. Plk2, Cdk6 und
Ccndl sind wahrend der G1-Phase des Zellzyklus hochreguliert und fordern die
Progression am Kontrollpunkt zur S-Phase. Die cDNS-Microarray Analyse zeigte,
dass PIk6 1.68-fach, Cdk6 1.50-fach und Ccndl 2.33-fach (alle Werte in Log2) in
Tfap2c”-PGCLCs hochreguliert sind und der Cyclin-Kinase Inhibitor p21 um das
1.02-fache hochreguliert ist (Abbildung 29). p21 inhibiert wahrend des Zellzyklus die
Aktivitat der CDKs und hat Einfluss auf die Transition von der G1-Phase zur S-

Phase.
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mRNS Expressionslevel in Log2

B Tfap2c -/- PGCLC

Abbildung 29: Differenziell exprimierte Gene der Kategorie Il (Zellzyklus). Diese Gene wurden mittels
cDNS-Microarray Analyse in Tfap2c”-PGCLCs identifiziert. Die mMRNS Expressionslevel sind im Log2 dargestellt.

Zur Analyse der Zellzyklusverteilung wurden PGCLCs (Tfap2¢™" und TfapZC"') fixiert
und mit dem DNS interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Propidium-lodid gefarbt.
Durch anschlielende Messung mittels Durchflusszytometrie, kann das emittierte
Fluoreszenzlicht jeder Zelle ermittelt werden, welches proportional zum DNS-Gehalt
der Zellen ist. Dabei besitzen Zellen in der G1-Phase einen einfachen, in der S-
Phase einen erhohten und in der G2-Phase einen doppelten DNS-Gehalt.

Die Ergebnisse zeigen, dass verglichen mit den Tfap2c"V"-PGCLCs, weniger Tfap2c™
-PGCLCs in der G2-Phase sind (Abbildung 30 A — D). Bei #1 Tfap2c”-PGCLCs zeigt
sich eine signifikante Reduktion von 13% in der G2- Phase (Abbildung 30 B). Diese
Tendenz kann ebenfalls bei den #2 Tfap2c”-PGCLCs ermittelt werden (-4,5%)
(Abbildung 30 D). Zusétzlich zeigen die PGCLCs der Tfap2c™-Zelllinien eine erhohte
Anzahl an Zellen in der S-Phase (#1 +7,8% und #2 +2,9%) (Abbildung 30 B, D).
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Abbildung 30: Analyse der Zellzyklusphasen in PGCLCs mittels Bestimmung des DNS-Gehaltes [A; B]
Ergebnisse der Zellzyklus-Analyse der Zelllinie #1 und [C; D] der Zelllinie #2. [A; C] Histogramme des DNS-
Gehaltes aufgetragen gegen die Anzahl an gemessenen Zellen in Prozent. [B; D] Balkendiagramme der
einzelnen Zellzyklusphasen der TfapZC'/’ (rote Balken) und Tfap2c"" (blaue Balken) PGCLCs. Die Analysen
wurden in biologischen Triplikaten durchgefuhrt und die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Ein p-Wert
von <0,05 (*) wurde als signifikant betrachtet.

Zur Uberpriifung, der Spezifitat der ermittelten Zellzyklusveranderungen in den
PGCLCs, wurden zur Kontrolle BlimplmVenus negative Zellen fixiert und mit
Propidium-lodid gefarbt. Hierbei konnten in den Tfap2c”-BlimplmVenus negativen
Zellen mehr Zellen in der G2-Phase detektiert werden, als bei den Tfap2c*'-Zellen
(Abbildung 31 B, D). Bei den BlimplmVenus negativen Zellen handelt es sich um
Zellen, die wahrend der EB Kultivierung spontan in alle drei Keimblatter
differenzieren und es wurde gezeigt, dass sie proliferierenden, somatischen Zellen
entsprechen (Hayashi et al., 2011).

Da diese BlimplmVenus negativen Zellen eine andere Zellzyklusverteilung
aufweisen, koénnen die ermittelten Veranderungen der Zellzyklusphasen in Tfap2c’-

BlimplmVenus positiven PGCLCs als spezifisch bestatigt werden.
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Abbildung 31: Analyse der Zellzyklusphasen in BlimplmVenus negativen Zellen mittels Bestimmung des
DNS-Gehaltes. [A; B] Ergebnisse der Zellzyklus-Analyse der BlimplmVenus negativen Zellen. [A] Histogramm
des DNS-Gehaltes aufgetragen gegen die Anzahl an gemessenen Zellen in Prozent. [B] Balkendiagramm der
einzelnen Zellzyklusphasen der Tfap2c'/' (rote Balken) und TfapZCWT (blaue Balken) Zellen (n = 6). Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.

Eine verringerte Proliferationsrate und der Arrest in der G2-Phase des Zellzyklus sind
Eigenschaften migrierender Keimzellen (Seki et al., 2007). Die Zellzyklusanalyse der
PGCLCs zeigt, dass bei einem Verlust von Tfap2c diese Zellzyklusverteilung gestort
ist. Zum einen zeigt sich ein Verlust von Zellen in der G2-Phase und zum anderen

eine groRere Anzahl an proliferierenden Zellen in beiden Tfap2c™-Zelllinien.

3.14 Untersuchung der DNS-Methylierung in PGCLCs

Wahrend der Keimzell-Migration findet globale Demethylierung statt. Gene mit
Imprinting weisen in pra-migratorischen und migratorischen Keimzellen eine
Methylierung des maternal oder des paternal vererbten Allels auf. Bei post-
migratorischen Keimzellen wird dieses Imprintingmuster geldscht und je nach
Geschlecht des Embryos ab dem Tag E14.5 ein paternales oder ein maternales
Imprintingmuster erstellt (Verona et al., 2008).

Die globale DNS-Demethylierung ist bis zum Eintritt der Keimzellen in die
Genitalanlagen abgeschlossen und wird durch die Herunterregulation von de-novo
Methylasen wie Dnmt3a/b, Dnmt3] und Uhrfl, welches mit der DNS-
Methyltransferase Dnmtl, aber auch mit Dnmt3a/b interagiert, etabliert (Saitou et al.,
2012). Zusatzlich konnte in Keimzellen zum Ende der Migrationsphase, eine aktive
Demethylierung durch die Tet-Proteine (Tetl und Tet2), bei der 5mC in 5hmC

konvertiert wird, nachgewiesen werden (Yamaguchi et al., 2013).
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mRNS Expressionslevelin Log2
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Abbildung 32: Differenziell exprimierte Gene der Kategorie V (Epigenetik). Diese Gene wurden mittels cDNS
-Microarray Analyse in Tfapzc'/'-PGCLCs identifiziert. Die mMRNS Expressionslevel sind in Log2 dargestelit.

Bei Tfap2c”-PGCLCs konnte im Vergleich zu den Tfap2c"-PGCLCs eine
Heraufregulation von Dnmt3b, Dnmt3| und Uhrfl, sowie von Mbd2, Smarca6 und
Tet2 nachgewiesen werden (Abbildung 32). Diese an der epigenetischen Regulation
beteiligten Gene, kdnnten an Veradnderungen der DNS-Methylierung in PGCLCs
beteiligt sein.

Aufgrund dieser cDNS-Microarray Ergebnisse und einer Untersuchung, bei der die
differenziell methylierte Region (DMR) des 5'-Bereichs des H19 Genlokus analysiert
wurde (Hayashi et al., 2011), sollte die Methylierung der DNS in den Tfap2c™-
PGCLCs im Vergleich zu den Tfap2c""-PGCLCs untersucht werden.

Hayashi et al. konnten bei dem Imprinting Gen H19 eine leichte Reduktion des
Methylierungslevels bei Tag 6 in vitro differenzierten PGCLCs zeigen, was daraufhin
deutet, dass die PGCLCs den Prozess der Imprinting-Loschung initiiert haben.

Die 5"-DMR Region des H19 Gens enthélt 17 CpG-Dinukleotide, die Ziel von DNS-
Methylierungsprozessen sind, welche zu einer epigenetischen Inaktivierung des
Gens fuhren konnen. Es wurde eine 421 bp groRe Region ungefdhr 4000 bp
stromaufwaérts des Transkriptionsstarts amplifiziert (Hayashi et al., 2011) (Abbildung
33 A).
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Abbildung 33: Analyse der DNS-Methylierung in PGCLCs. [A] PCR zur Amplifikation eines 421 bp grofR3en
Fragmentes im 5° Bereich des H19 Genlokus. [B; C] Bisulfitsequenzierung von TfapZCWT und TfapZC"'-PGCLCs.
Der H19 Lokus weist methylierte CpGs (schwarze Kreise) und unmethylierte CpGs (wei3e Kreise) auf. 92% der
analysierten CpGs in Tfap2c""-PGCLCs sind methyliert und 91% sind in den Tfap2c”-PGCLCs methyliert.

Die Bisulfit-Sequenzierung ergab, dass fir den DMR Bereich des H19 Genlokus in
den Tfap2c"™-PGCLCs eine 92% Methylierung vorliegt und bei den Tfap2c’-
PGCLCs eine 91% Methylierung (Abbildung 33 B - C). Da noch tber 90% der CpG-
Dinukleotide eine Methylierung aufweisen, scheinen die in dieser Arbeit generierten

PGCLCs den Prozess der Imprinting-Loschung noch nicht initiiert zu haben.

3.15 Untersuchung der Transkriptionsregulation in Tfap2c”-PGCLCs

Ein weiterer essenzieller Prozess, der wahrend der Migrationsphase stattfindet, ist
die Reduktion von repressiven Histon-Modifikationen, was eine erhdhte Transkription
beglnstigt. Dies findet in migrierenden Keimzellen allerdings nicht statt, da ein
Transkriptions-Abbruch wahrend der Elongationsphase etabliert wird, durch
Herunterregulation der RNS-Polymerase Il Aktivitat (Seki et al., 2007).

Zur Uberpriifung der Aktivitat der RNS-Polymerase Il abhangigen Transkription
wurde die Expression einzelner Gene die an diesem Prozess beteiligt sind, mittels
gRT-PCR-Analyse untersucht (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Untersuchung der RNS-Polymerase Il abhangigen Transkription in Tfap2c”-PGCLCs. Das
MRNS Expressionslevel verschiedener Gene wurde mittels gRT-PCR analysiert. Die Expressionslevel wurden
gegen BActin normiert, die Expression der Tfap2c"'-PGCLCs gleich 1 gesetzt und die Ergebnisse im Log2
dargestellt. Die gRT-PCR wurde in biologischen Duplikaten durchgefiinrt. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung.

Die gRT-PCR-Analyse der Tfap2c”-PGCLCs konnte im Vergleich zu den Tfap2c™'-
PGCLCs eine Herabregulation von Heximl und Hexim2, sowie von der Cyclin-
abhangigen Kinase Cdk9 aufzeigen (Abbildung 34). Dagegen zeigen die Cyclin-
abhangigen Kinasen Cdk7, Cdk8, Cdk12 und Cdk13 und die Cycline Ccntl und
Ccnt2 eine Heraufregulation nach Tfap2c Verlust. Hierbei zeigen Cdk7 und Ccnt2 die
hdchste Heraufregulation und Hexim2 und Cdk9 die grofdte Expressionsreduktion.
Dagegen weisen die anderen untersuchten Gene nur sehr geringe
Expressionsanderung auf.

Die ermittelten Veranderungen in der Genexpression konnten zu Stérungen in der
Regulation der Transkription-Elongation in PGCLCs fuihren. Die Elongation wird
durch Hyperphosphorylierung der Serin-Reste 2 (Ser2), 5 (Ser5) und 7 (Ser7) der
Carboxyterminalen-Domé&ne (CTD) der RNS-Polymerase Il reguliert (Saunders et al.
2006). Die Phosphorylierung von Ser5 und Ser7 erfolgt durch Cdk7 und P-TEFb und
von Ser2 durch Cdk8, Cdk12 und Cdk13 (Ghamari et al. 2013; Heidemann et al.
2013, Jeronimo et al. 2013).

Um dies zu Uberpriifen wurden PGCLCs generiert, mittels BlimplmVenus Reporter
identifiziert und anschlieBend Zytospins mit jeweils 1000 Zellen pro Objekttrager
angefertigt. Diese wurden immunhistochemisch mit Antikérpern, die phosphoryliertes

Ser2 und Ser5 detektieren, gefarbt.
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Abbildung 35: Immunhistochemische-Farbungen von Tfap2c”™ und Tfap2c"'-PGCLCs zur Analyse
phosphorylierter Serin-Reste der CTD der RNS-Polymerase Il. [A; B] Antikdrper gegen phosphoryliertes Ser5
und [C; D] gegen Ser2. Die GréRenbalken entsprechen 50 um [A; B] und 20 pm [C; D].

Die Abbildung 35 zeigt die Phosphorylierung von Ser5 (Abbildung 35 A, B) und Ser2
(Abbildung 35 C, D) in Tfap2c” und Tfap2c""-PGCLCs. Die Untersuchung konnte
keine Unterschiede in der Phosphorylierungsintensitat bei den beiden Genotypen
aufzeigen, was darauf hindeutet, dass in den untersuchten PGCLCs kein

Unterschied des Phosphorylierungszustandes bei Tfap2c Verlust besteht.

3.16 Transienter TFAP2C-Knockdown in TCam-2 Zellen

Als néchstes sollte untersucht werden, ob die Funktion von Tfap2c bei der
Genregulation wahrend der murinen Keimzell-Entwicklung, auch im humanen
System konserviert ist. Eine Auswahl Tfap2c regulierter Gene in murinen PGCLCs
sollte daher in der humanen Keimzelltumorzelllinie TCam-2 untersucht werden. Diese
Keimzelltumorzelllinie wurde als in vitro Modell fir humane Keimzellen beschrieben,
da TCam-2 Zellen genetische und epigenetische Eigenschaften von Keimzellen
aufweisen (Weber et al. 2010, Schafer et al. 2011).
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Abbildung 36: Transienter TFAP2C-Knockdown in TCam-2 Zellen. [A] TCam-2 Zellen 72 h nach siRNS
Transfektion. Eine Kontrollfluoreszenz siRNS gibt Auskunft Gber die Transfektionseffizienz. Der Grof3enbalken
entspricht 100 um. [B] gRT-PCR zur Analyse der Knockdown-Effizienz der drei siRNS-Konstrukte 1, 2 & 3 im
Vergleich zur Kontroll siRNS (Scr), welche gleich 1 gesetzt wurde. [C] gRT-PCR ausgesuchter Gene der finf
Kategorien (Tabelle 2) nach TFAP2C Knockdown in TCam-2 Zellen. Die mRNS Expression wurde gegen die
Kontroll siRNS (Scr) gerechnet und in Log2 angegeben. Die Analyse wurde in biologischen Triplikaten
durchgefiihrt und die mRNS Expression wurde gegen Gapdh normiert. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung. (Teile dieser Abbildung wurden in Schemmer et al. 2013 publiziert).

In einem siRNS basierten Experiment wurde die Expression von humanem TFAP2C
in TCam-2 Zellen reduziert. Zur Uberpriifung der Transfektions-Effizienz der Zellen
wurde zeitgleich eine fluoreszenzmarkierte siRNS transfiziert (Abbildung 36 A). 72
Stunden nach der Transfektion der TFAP2C-siRNS konnte eine deutliche Reduktion
von 75% des TFAP2C Expressionslevels mittels gRT-PCR-Analyse bestimmt werden
(Abbildung 36 B).

Anschlieend wurde die Expression ausgesuchter Gene aller funf Kategorien
differenziell exprimierter Gene in murinen PGCLCs mit Hilfe der gRT-PCR in TCam-2
Zellen dberprift. Nach  Transfektion der TFAP2C-siRNS konnte eine
Expressionsinduktion bei HOXA1, CCND1, SOX2, sowie bei den de novo
Methylasen DNMT3L und DNMT3B nachgewiesen werden (Abbildung 36 C). Eine
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Reduktion der Expression konnte bei den Keimzellmarkern c-KIT und DMRT1
beobachtet werden. Zusatzlich konnte eine Heraufregulation der Expression von
STELLAR gezeigt werden.

Die beobachteten Veradnderungen der Expressionslevel nach siRNS-Knockdown
entsprechen den ermittelten Ergebnissen bei Tfap2c”-PGCLCs, mit Ausnahme von
Stella/STELLAR. Dies zeigt eine Herabregulation in Tfap2c’-PGCLCs, wohingegen
in TCam-2 Zellen nach TFAP2C-Knockdown eine Heraufregulation der STELLAR
Genexpression nachgewiesen werden kann. Dies weist daraufhin, dass das
Pluripotenz-assoziierte Protein STELLAR eine unterschiedliche Funktion in den

beiden untersuchten Zellsystemen besitzt.

3.17 Stabiler TFAP2C-Knockdown in TCam-2 Zellen

Da nach der transienten, siRNS-vermittelten Reduktion von TFAP2C eine
Heraufregulation von Keimzellmarkern wie STELLAR beobachtet wurde, bestand die
Moglichkeit, dass eine kurzzeitige Reduktion nicht ausreicht, um langfristige
Expressionsunterschiede nach TFAP2C Verlust zu untersuchen. Dazu wurden
Zellklone mit stabiler TFAP2C Reduktion mittels shRNS-Konstrukten generiert. Die
Knockdown-Effizienz und die Spezifitit der TFAP2C shRNS-Konstrukte wurde
zunachst durch eine transiente Transfektion in TCam-2 Zellen getestet (Abbildung 37
A). Bereits 48 h nach der Transfektion zeigte sich eine deutliche Reduktion bei den
shRNS-Konstrukten A und B (Abbildung 37 A). Diese Konstrukte (ShRNS-A und
shRNS-B) wurden daraufhin zur Generierung stabiler Klone eingesetzt. Nach einer
Woche bzw. zwei Wochen der stabilen Transfektion mit dem shRNS-A Konstrukt,
wurde zur Bestimmung der TFAP2C-Knockdown-Effizienz RNS isoliert. Nach einer
Woche (Tag 7) zeigte sich eine 71% (-1,78 in Log2) Reduktion der TFAP2C
Expression und nach zwei Wochen (Tag 14) eine 86% (-2,77 in Log2) TFAP2C
Reduktion (Abbildung 37 B). Wahrend des Zeitraums der Zellkultivierung wurde eine
hohe Rate an apoptotischen Zellen beobachtet, was dazu fiihrte, dass nach
dreiwochiger Kaultivierung keine RNS isoliert werden konnte. Eine starke
Expressionsreduktion von TFAP2C koénnte zum Zelltod oder zu terminaler
Differenzierung in den TCam-2 Zellen gefluhrt haben. Wie bei den transienten
Untersuchungen wurde mittels gRT-PCR Analyse die Expression ausgewahlter Gene
nach TFAP2C Reduktion tUberpruft.
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Abbildung 37: Stabiler TFAP2C-Knockdown in TCam-2 Zellen. [A] Transiente Transfektion zur Uberpriifung
der shRNS Konstrukte. Die gRT-PCR-Analysen wurden 48 h und 72 h nach der Transfektion durchgefiihrt. Die
Knockdown-Effizienz von drei shRNS Konstrukten (ShTFAP2C A, B & C) wurde uberpriift. [B] gqRT-PCR-Analyse
ausgesuchter Gene nach einer Woche (Tag 7) und vierzehn Tagen (Tag 14) nach Transduktion der TCam-2
Zellen mit dem shRNS-Konstrukt A. mRNS Expression wurde gegen die Kontroll siRNS (Scr) gerechnet und in
Log2 angegeben. Die mRNS Expression wurde gegen Gapdh normiert.

Eine Woche nach Transfektion konnte in den TCam-2 Zellen eine SOX2 und OCT3/4
Expressionsinduktion ermittelt werden, sowie eine Reduktion der SOX17 Expression.
Des Weiteren konnte eine Expressionsreduktion zweier weiterer Gene ermittelt
werden; die Spermatogenese-assoziierten Gene PRAME und c-KIT sind nach
TFAP2C-Knockdown herunterreguliert (Abbildung 37 B).

Die Expression von STELLAR zeigt bei stabilem Knockdown die gleiche Tendenz wie

bei den Versuchen mit siRNS. Bei STELLAR und auch bei GADD45b konnte eine
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Expressionsinduktion gezeigt werden. Die Expression der Gene CCND1, TET2, ID1,
ID2, ID3, p53 und p21 war bei TFAP2C-Knockdown in TCam-2 Zellen
heraufreguliert, was den Beobachtungen der Expressionsanderungen bei Tfap2c’-
PGCLCs entspricht. Interessanterweise sind einige der hochregulierten Gene
(GADDA45b, ID1, ID2, ID3, p21) im Zellzyklus involviert und hier speziell bei der
Etablierung eines G2-Arrests. Dies deutet daraufhin, dass TFAP2C eine Rolle bei der
Zellzyklus Kontrolle besitzt, diese aber in den verschiedenen Zellsystemen (murine
PGCLCS und humane Seminomzelllinie) unterschiedliche Auswirkungen hat.

Zusammenfassend deuten die transienten und stabilen Knockdown-Experimente
darauf hin, dass es in TCam-2 Zellen bei einer Reduktion der TFAP2C Expression,
wie in den murinen Tfap2c”-PGCLCs, zu einer Deregulation von Genen kommit,
welche an der Aufrechterhaltung des Keimzell-Schicksals beteiligt sind. In humanen
TCam-2 Zellen ist TFAP2C an der Regulation aller beschriebenen funktionellen
Kategorien (Tabelle 2), welche in Tfap2c”-PGCLCs identifiziert werden konnten,

involviert.
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4 Diskussion

Wahrend der murinen Embryonalentwicklung bilden sich die PGCs ab Tag E6.25 im
proximal-posterioren Epiblasten. Die Induktion der Keimzell-Kkompetenz unterliegt
dabei stringenter genetischer Kontrolle durch die beiden PR-Domane-Faktoren
Blimpl und Prdm14. Diese spezifizieren das Keimzell-Schicksal in wenigen Zellen
und aktivieren in diesen Zellen Keimzell-spezifische Gene wie Tfap2c, Nanos3 und
Stella. Zudem reprimieren Blimp1/Prdm14 epigenetische Regulatoren und Zellzyklus-
assoziierte Gene (Saitou & Yamaji 2010, Kurimoto et al., 2008; Yamaji et al., 2008).
Insbesondere ist die Repression der somatischen Gene durch Blimpl das
Schlisselereignis zur Induktion der Keimzell-Entwicklung. Aufgrund der Expression
Pluripotenz-assoziierter Gene wie Oct3/4, Sox2 und Nanog, der globalen
Hypomethylierung und dem Verlust repressiver Histon-Modifikationen befinden sich
die Keimzellen in einem pluripotenten Zustand, welcher durch Repression der
somatischen Genen aufrechterhalten wird.

In dieser Arbeit sollten die Aspekte der Keimzell-Entwicklung untersucht werden, die
durch den Transkriptionsfaktor Tfap2c reguliert werden. Es konnte gezeigt werden,
dass in einer konditionalen Tfap2c-Nullmutante ein Keimzell-Verlust kurz nach deren
Spezifizierung an Tag E8.0 stattfindet (Weber et al., 2010). Aus diesem Grund
wurden ES-Zelllinien mit einer Deletion im Tfap2c Genlokus generiert. Mit einem in
vitro Differenzierungsprotokoll wurden Keimzell-dhnliche Zellen (PGCLCs) erzeugt
und das transkriptionelle Netzwerk mittels cDNS-Microarray analysiert. Mit dieser
Methodik konnten erstmals Gene in PGCLCs identifiziert werden, die nach Tfap2c
Verlust eine Deregulation aufweisen. Es wurden 208 Gene identifiziert, die eine
Herabregulation zeigen und 247 Gene, die eine Hochregulation zeigen.

Wahrend Tfap2c einerseits fur die Repression somatischer Gene und hier
insbesondere fir die Repression mesodermaler Marker und Neurogenese-Marker
verantwortlich ist, zeigt sich andererseits eine essenzielle Rolle von Tfap2c bei der
Induktion Keimzell- und Spermatogenese-spezifischer Gene wahrend der murinen
Keimzell-Entwicklung. Des Weiteren ist Tfap2c durch Repression epigenetischer
Regulatoren an der Aufrechterhaltung der Demethylierung in Keimzellen beteiligt und

reprimiert zusatzlich Zellzyklus- und Pluripotenz-assoziierte Gene.
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4.1 Aufrechterhaltung des Keimzell-Schicksals durch Tfap2c

In dieser Arbeit wurden PGCLCs durch die Differenzierung von ES-Zellen tber eine
Epiblasten-Zellen &hnliche Zwischenstufe generiert. Die in dieser Arbeit hierfur
etablierten ES-Zelllinien besitzen zum einen den Keimzell-spezifischen Reporter
BlimplmVenus und zum anderen sind sie vom Genotyp Tfap2c’ oder Tfap2c*'".
Diese Zellen unterscheiden sich dabei nicht in Bezug auf Morphologie und
Wachstumsverhalten bei Kultivierung in DMEM-Medium (+FCS und LIF) auf
mitotisch inaktiven embryonalen Fibroblasten. Auch eine Uberfiihrung der Zellen in
Serum-freies 2i-Medium lie3 keine Unterschiede zwischen den ES-Zelllinien
erkennen. Des Weiteren zeigten die cDNS-Microarray Analysen (Kapitel 3.9), dass
bei Verlust von Tfap2c in ES-Zellen nur wenige Gene (n = 26 bei einem FC > 1,5 in
Log2) differenziell exprimiert sind, was darauf hindeutet, dass Tfap2c keine
essenzielle Rolle bei der Aufrechterhaltung des ES-Zellschicksals besitzt.
Anzumerken ist hier, dass lediglich 10% der ES-Zellen Tfap2c exprimieren
(Kuckenberg et al., 2010), was ebenfalls dafir spricht, dass es fiur die
Aufrechterhaltung des ES-Zell-Status keine Rolle spielt.

Ein Vergleich der Tfap2c” und Tfap2c"™-PGCLCs zeigt, dass die Expression der
beiden Keimzell-Marker Prdm14 und Blimp1l bei Verlust von Tfap2c nicht dereguliert
ist. Es konnte in den PGCLCs beider Genotypen (Tfap2c” und Tfap2c"") eine
Expression dieser Gene mittels FACS und RT-PCR detektiert werden. Dies
entspricht publizierten Ergebnissen, welche zeigen, dass nach Verlust von Tfap2c in
der murinen Keimbahn eine Spezifizierung der Keimzellen stattfindet (Weber et al.,
2010).

Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Genexpression
migratorischer und post-migratorischer Keimzell-Marker wie Stella, Dazl,
Rhox4a/5/6/9, Dmrtl und c-Kit in Tfap2c”-PGCLCs reprimiert ist (Kapitel 3.9).
Zusatzlich konnte eine ChIP-Analyse der PGCLCs zeigen, das konservierte
Bindestellen in den Promotorregionen der Gene Dmrtl, c-Kit und Nanos3 von Tfap2c
gebunden werden (Kapitel 3.10). Weitere publizierte ChIP-Analysen mit
anschlielBender Microarray- oder Sequenzierungs-Analyse identifizierten Tfap2c
Zielgene in murinen Trophoblast-Stammzellen (Kidder und Palmer, 2010), humanen
Brustkrebszellen (Woodfield et al., 2010) und nach Tfap2c Uberexpression in der
embryonalen Karzinomzelllinie P19 (Magnusdottir et al., 2013). Ein Vergleich dieser

Analysen zeigt, dass die Gene Dmrtl und Nanos3 in allen Zellsystemen als direkte

92|Seite



Diskussion

Tfap2c Zielgene identifiziert werden konnten. Nanos3 wird wahrend der Keimzell-
Entwicklung ab dem Tag E8.75 exprimiert und ein Verlust fiuhrt zur Apoptose der
Keimzellen (Suzuki et al. 2008; Tsuda et al. 2003). Der Doublesex und Mab3
Transkriptionsfaktor Dmrtl ist in den Keimzellen ab dem Tag E10.5 exprimiert und
reguliert die Expression von Pluripotenz-Markern und den mitotischen Arrest der
Keimzellen (Krentz et al., 2009). Die Keimzellen von Dmrt1”-M&usen entwickeln sich
wahrend der Migration normal, gehen aber nicht in den mitotischen Arrest.
Pluripotenz-Marker bleiben zudem weiterhin in den Keimzellen méannlicher Tiere
exprimiert (Krentz et al.,, 2009). Basierend auf den in dieser Arbeit erbrachten
Ergebnissen, konnte die direkte Bindung des Transkriptionsfaktors Tfap2c an die
Promotorregion von Dmrtl und dessen Regulation an der Initiation des mitotischen
Arrests beteiligt sein und fur die Repression der Pluripotenz-Gene in mannlichen
Keimzellen verantwortlich sein.

Eine Studie von Nakaki et al. beschreibt die in vitro Generierung von Keimzellen aus
ES-Zellen durch Uberexpression der Faktoren Blimpl, Prdm14 und Tfap2c. Nach
erfolgter Uberexpression wurde in diesen Zellen eine globale transkriptionelle
Analyse durchgefiihrt. Einige Gene wiesen dabei eine Heraufregulation der
Expression auf, welche sie als sogenannte ,Core-PGC“-Gene zusammenfassten. Ein
Vergleich dieser Analyse mit der in dieser Arbeit durchgefiihrten globalen cDNS-
Microarray-Expressionsanalyse zeigt, dass 50 der 75 ,Core-PGC“-Gene in Tfap2c™-
PGCLCs dereguliert sind (Kapitel 3.11). Von diesen 50 Genen, zeigen 47 eine
mindestens 2-fache Expressionsreduktion in Tfap2c”-PGCLCs. Nur drei der ,Core-
PGC“-Gene zeigen eine heraufregulierte Genexpression in Tfap2c”-PGCLCs. Dies
sind Id4, welches eine wichtige Rolle bei der Zellzyklus-Kontrolle spielt (Yun et al.,
2004), das junktionale Adhéasionsmolekil Jam2 (Su et al, 2012) und
D330028D13Rik, welches ein Gen der Fam221 Familie mit unbekannter Funktion ist.
Dieser Vergleich mit der Studie von Nakaki et al. macht deutlich, dass Tfap2c eine
essenzielle Rolle in der Aufrechterhaltung des Keimzell-Status besitzt, da 50 der 75
als ,Core-PGCs" bezeichneten Gene bei einem Verlust von Tfap2c in PGCLCs
dereguliert sind.

Interessanterweise konnte in dieser Arbeit zudem eine Herunterregulation von Cxcr4
in Tfap2c”-PGCLCs gezeigt werden. Cxrc4 ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor,
welcher an der Oberflache der Keimzellen lokalisiert ist und den Liganden Cxcl12
bindet. Cxcr4/Cxcl12 sind wahrend der Migration der Keimzellen und speziell fir die
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Besiedlung der Gonaden erforderlich. Die Funktion von Cxcr4/Cxcll2 zeigt viele
funktionelle Parallelen zum c-Kit Liganden (SCF) und dessen Rezeptor c-Kit auf,
welcher ebenfalls eine reduzierte Genexpression in Tfap2c’-PGCLCs aufweist
(Gilbert et al., 2009; Molyneaux, 2003). Wahrend der Migration interagieren die
Keimzellen welche c-Kit exprimieren mit den SCF exprimierenden Sertoli-Zellen. Der
dadurch aktivierte Signalweg verhindert Apoptose in den Keimzellen. Neben dieser
Funktion besitzt der c-Kit/SCF-Komplex auch eine Funktion bei der Proliferation und
Migration der PGCs (Gu et al., 2009).

Des Weiteren konnte bei der cDNS-Microarray Analyse eine reduzierte
Genexpression von Cxcr7 in den Tfap2c”-PGCLCs beobachtet werden, welcher
ebenfalls ein Cxcl12 Rezeptor ist. In Zebrafischen konnte gezeigt werden, dass durch
Bindung des Liganden Cxcl12 an den Rezeptor Cxcr7 die Liganden Expression
reduziert wird. Hierdurch entsteht ein chemokines Gefélle in Richtung der
Genitalanlagen, welches entscheidend ist fur die Migration der Keimzellen zu den
Genitalfalten (Boldajipour et al., 2008; Naumann et al., 2010). Dies verdeutlicht, dass
Cxcl12/Cxcr4, Cxcl12/Cxcr7 und SCF/c-Kit eine Rolle bei der Migration und dem
Uberleben der Keimzellen spielen und Tfap2c hierbei deren Genexpression wahrend
der Keimzell-Entwicklung reguliert. Bei Storungen dieser Signalwege kann es zu
einer fehlerhaften Keimzell-Migration kommen, was wiederum zur Bildung von
extragonadalen Keimzelltumor-Vorlauferlasionen des Typ | fihren konnte (Gilbert et
al., 2011; Runyan et al., 2006; Schneider et al., 2001; Ueno et al., 2004).

Weiter konnten Gene der Rhox- (Reproductive Homeobox Genes on X chromosome)
Familie unter den deregulierten Genen ermittelt werden. In der Maus sind 33 Rhox-
Gene bekannt, die sowohl wahrend der Embryogenese als auch im adulten Tier in
den reproduktiven Geweben exprimiert werden (Wilkinson et al 1990, Pitman et al
1998, Rao et al 2002). Es konnte gezeigt werden, dass Rhox5 defiziente ménnliche
Méuse eine verminderte Spermienzahl aufweisen und subfertil sind (MacLean et al.
2005). Rhox5 wird pranatal in den primordialen Keimzellen und postnatal in den
Sertoli Zellen exprimiert. Es wird vermutet, dass Rhox5 das Uberleben der
Keimzellen Uber Regulation von Sertoli-Zell spezifischen Genen regelt, welche fur
Proteine kodieren, die am Zell-Uberleben und an der Apoptose beteiligt sind
(MacLean und Wilkinson, 2010). Die genaue Funktion von Rhox5 in den Keimzellen

ist bis zu diesem Zeitpunkt allerdings noch unklar (MacLean und Wilkinson, 2010).
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Zwei weitere Rhox-Familienmitglieder, welche nach Tfap2c Verlust in PGCLCs
dereguliert sind, sind Rhox6 (Psx1) und Rhox9 (Psx2). Sie werden ab dem Tag
E10.5 in den Keimzellen und der Plazenta exprimiert (Takasaki et al, 2000 Liu et al,
2011).

Zudem konnten auch im Menschen RHOX-Gene identifiziert werden. Die humanen
RHOXF1 und RHOXF2/2B-Gene werden in Keimzellen sowie den Hoden und
Eizellen exprimiert (Song et al., 2013). Dies weist auf eine konservierte Rolle dieser
Gen-Familie bei der Keimzell-Entwicklung, aber auch der weiteren sexuellen
Differenzierung hin. Aul3erdem deutet eine Deregulation der Rhox-Gene nach Tfap2c
Verlust darauf hin, dass einige dieser Gene durch den Transkriptionsfaktor Tfap2c
wahrend der Keimzell-Entwicklung reguliert werden.

Eine Vielzahl von Genen (Cdk16, Chdh, Ceacam10, Phf13, Immp2l, Sept4, Spal7
und Tes), welche an der Spermatogenese beteiligt sind, zeigen ebenfalls eine
Reduktion der Genexpression bei Tfap2c Verlust in PGCLCs, was zeigt, dass Tfap2c
insbesondere bei der Differenzierung der primordialen Keimzellen in Gonozyten eine
Rolle zu spielen scheint.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass eine Differenzierung und
Spezifizierung von PGCs in vitro bei beiden Genotypen (Tfap2c” und Tfap2c™'™)
stattfindet, jedoch in Tfap2c”-PGCLCs die weitere Differenzierung in Gonozyten
gestort ist und in den Keimzellen dagegen ein  somatisches
Differenzierungsprogramm aktiviert wird. Zudem konnte in dieser Arbeit erstmals die
direkte Bindung von Tfap2c an die Keimzell-spezifischen Gene Dmrtl und Nanos3 in

Keimzell-ahnlichen Zellen gezeigt werden.

4.2 Tfap2c reguliert das somatische Differenzierungsprogramm in Keimzellen
In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass in Tfap2c defizienten Keimzell-
ahnlichen Zellen die mesodermalen Gene Hoxbl, Hoxal, Brachyury und Snail
hochreguliert werden. Deshalb wurde vermutet, dass Keimzellen bei einem Tfap2c
Verlust die mesodermale Differenzierung initieren (Weber et al.,, 2010). Die
Ergebnisse des cDNS-Microarrays zeigen, dass nicht nur Gene der mesodermalen
Differenzierung in Tfap2c”-PGCLCs hochreguliert werden, sondern auch Gene wie
Cited2, Gli2, Neurodl, Sfrpl und Sfrp2. Dies zeigt, dass Tfap2c neben der

Repression mesodermaler Marker auch Gene wahrend der Keimzell-Migration
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reprimiert, welche an der Neuralrohrentwicklung (Cobl, Epha2, Enah, Gli2, Sfrpl,
Sfrp2) und der Neurogenese (Cited2, Chd7, Gbx2, Hoxbl, Lrp2, Mcf2, Neurodl,
Zfp423) beteiligt sind. Das Secreted frizzled-related Protein 1 (Sfrpl) konnte als
direktes Zielgen von Tfap2c identifiziert werden. Sfrpl reguliert den BMP-Signalweg
im Neuralrohr, welches fir den korrekten Neuralrohrschluss und die dorsale Zell-
Segregation entscheidend ist (Misra und Matise, 2010).

Ein von Magnusdottir et al. 2013 beschriebenes transkriptionelles Netzwerk in
Keimzellen zeigt, dass Blimpl, Prdm14 und Tfap2c gemeinsam die Spezifizierung
der Keimzellen und den Erhalt der Keimzell-Population regulieren. Dabei binden
Blimpl und Prdm14 direkt an die Promotorregion von Tfap2c. Blimpl induziert die
initiale Tfap2c Genexpression, wohingegen Prdm14 die Expression anschlieRend
verstarkt. Mittels ChlIP-Analyse und anschlielender Sequenzierung in der
embryonalen Karzinomzelllinie P19, welche Blimpl, Prdml14 und Tfap2c
Uberexprimiert, identifizierten sie 1393 direkte Zielgene von Tfap2c. Ein Vergleich
dieser 1393 Zielgene mit denen in dieser Arbeit ermittelten deregulierten Gene zeigt,
dass 159 Gene sowohl direkt in P19 Zellen von Tfap2c gebunden werden als auch in
Tfap2c”-PGCLCs dereguliert sind. Einige dieser 159 Gene, kdnnen der somatischen
Differenzierung (Bcllla, Chd7, Gli2, Mtaplb), der Keimzell-Entwicklung (Dmrt1, HK1,
Phfl3, Stella) und der Pluripotenz (Fgf4, Msi2, Tdgfl) zugeordnet werden.
Interessanterweise wirkt Tfap2c hierbei nicht nur repressiv auf die Expression von
Genen (Bcllla, Chd7, Gli2, Mtaplb, Fgf4, Msi2 und Tdgfl) sondern induziert auch
die Expression einiger Gene (Dmrtl, Hk1, Phfl13 und Stella). Dies konnte ebenfalls in
der P19 Karzinomzelllinie beobachtet werden, dabei zeigte sich, dass Tfap2c
gemeinsam mit Blimpl oder Prdml14 an regulatorische Regionen binden kann
(Magnusdattir et al., 2013). Dabei fuhrt eine Ko-Lokalisation von Tfap2c und Blimpl
an regulatorische Regionen Uberwiegend zu einer Reduktion der Genexpression.
Hingegen fuhrt eine gemeinsame Bindung von Tfap2c und Prdm14 vorwiegend zur
Induktion der Genexpression, wie es bei den Keimzell-spezifischen Genen Nanos3
und Stella beobachtet werden konnte (Magnusdoéttir et al., 2013).

Die geringe Anzahl von 159 gemeinsamen Genen kann auf den unterschiedlichen
experimentellen Vorgehensweisen beruhen, welche als in vitro Systeme zur
Untersuchung der Keimzell-Entwicklung genutzt wurden. Magnusdottir et al. nutzten

die embryonale Karzinomzelllinie P19 welche aus Zellen des Epiblasten (E7.5)
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generiert wurde und die Eigenschaften von Epiblast-Zellen aufweist und somit nicht
in allen Aspekten Keimzellen gleicht.

Das fur die mesodermale Differenzierung verantwortliche Gen Brachyury konnte
nicht als Tfap2c reguliertes Gen identifiziert werden. Dies steht im Widerspruch zu
friheren Studien von Weber et al. 2010, welche in TfapZC"'-EBs eine Hochregulation
von Brachyury nachwiesen. Allerdings zeigen neue Studien, dass Brachyury durch
den Wnt3/b-Catenin-Signalweg aktiviert wird, welcher wiederum durch BMP4/Smad-
Signale aktiviert wird. Wahrend der Embryonalentwicklung konnte gezeigt werden,
dass Brachyury die Expression von Blimpl und Prdml4 aktiviert und dies zur
Spezifizierung der Keimzellen fuhrt (Aramaki et al., 2013). Aufgrund dieser
Ergebnisse ist Brachyury vor Beginn der Tfap2c Expression aktiv und ein Verlust von
Tfap2c in den in dieser Arbeit generierten PGCLCs zeigt keine Auswirkungen auf die
Expression von Brachyury.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Tfap2c bei der
Repression somatischer Gene und hier insbesondere bei der Repression von

mesodermalen Markern und Neurogenese-assoziierter Gene beteiligt ist.

4.3 Heraufregulation epigenetischer Marker in Tfap2c”-PGCLCs

Wahrend der Migrationsphase (E8.0 — E11.5) der Keimzellen finden extensive
globale Demethylierungsprozesse und Histon-Modifikationen statt (Seki et al. 2007).
Die globalen Demethylierungsprozesse fuhren zur Hypomethylierung der DNS und
insbesondere zur Demethylierung von Imprinting Genen wie H19. Dies wird zum
einen durch Repression der de novo DNS-Methyltransferasen Dnmt3a/b, Dnmt3| und
Uhrfl etabliert. Zum anderen fuhrt der Verlust von 5mC, welches durch Oxidation der
Tetl — 3 Proteine in 5hmC konvertiert wird ebenfalls zur Demethylierung der DNS
(Kato et al. 2007; Bostick et al. 2007; Kurimoto et al. 2008; Hajkova et al. 2002;
Yamaguchi et al. 2013). Weiter flihrt die Reduktion der Genexpression der Histon-
Methyltransferasen G9a und GLP zu einem Verlust der reprimierenden Histon-
Modifikationen H3K9mel und H3K9me2. Hingegen nimmt ab dem Tag E8.25 die
H3K27-Trimethylierung zu, welche ebenfalls reprimierend auf die Genexpression
wirkt (Saitou et al., 2012).

Der in dieser Arbeit durchgeftihrte cDNS-Microarray zeigt, dass bei Tfap2c Verlust de
novo Methylasen wie Dnmt3b und Dnmt3l neben Uhrfl und Tet2 hochreguliert sind.
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Zudem konnte eine Expression der Histon-Demethylasen Kdm6b und Jmjdc in
Tfap2c¢”-PGCLCs nachgewiesen werden, wohingegen die Untereinheit Phf19 des
Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) herunterreguliert ist. Des Weiteren konnten
die in dieser Arbeit durchgefihrten ChiP-Analysen zeigen, dass eine Bindung von
Tfap2c an die Promotorregionen von Dnmt3b und Dnmt3I in PGCLCs erfolgt.

Die hier erbrachten Ergebnisse geben Hinweis darauf, dass Tfap2c an der
Etablierung der DNS-Demethylierung beteiligt sein konnte. Die Reduktion der
Genexpression der de novo Methylasen Dnmt3b, Dnmt3I und von Uhrfl und Tetl ist
essenziell in migrierenden Keimzellen, um eine Hypomethylierung der DNS zu
gewabhrleisten. Interessanterweise, sind auch Prdm14 und Blimpl an der Repression
dieser Gene beteiligt. Prdm14 und Blimp1 binden und regulieren die epigenetischen
Modifikatoren Kdm6b, Dnmt3b und Uhrfl (Magnusdéttir et al., 2013). Der Prozess
der globalen DNS-Demethylierung scheint somit durch Blimpl und Prdm14, aber
auch, wie diese Arbeit zeigt, durch Tfap2c etabliert zu werden.

Der Nachweis, dass durch den Verlust von Tfap2c eine Hypermethylierung der DNS
vorliegt, konnte anhand des untersuchten Beispiels des H19 Genlokus nicht erbracht
werden. In Tfap2c"™-PGCLCs wurde eine Methylierung von 92% der CpGs
festgestellt und bei Tfap2c’-PGCLCs eine 91% CpG-Methylierung. Der in dieser
Arbeit untersuchte Zeitpunkt der PGCLC Differenzierung (Tag 4) entspricht aufgrund
des ermittelten Genexpressionsmusters dem Entwicklungsstadium von PGCs in vivo
zu Beginn der ersten Migrationsphase. Die Analysen von Hayashi et al. erfolgten mit
PGCLCs, welche uber sechs Tage differenziert wurden und zeigen eine 35,2%
Methylierung im H19 Lokus (Hayashi et al., 2011). Dieser ermittelte Verlust der
Methylierung im H19 Lokus, weist auf den Beginn der Loschung des
Imprintingmusters hin, welcher in migratorischen und post-migratorischen Keimzellen
stattfindet (Verona et al., 2008).

Die Ergebnisse in dieser Arbeit zeigen, dass die Tag 4 PGCLCs den Prozess der
Imprinting-Loschung noch nicht initiilert haben. Zur Untersuchung des epigenetischen
Status sollten deshalb spéatere Differenzierungs-Zeitpunkte und die globale
Methylierung der PGCLCs analysiert werden, um Veranderungen zwischen den

WT und Tfap2c™ feststellen zu koénnen. Zudem sollten weitere

Genotypen (Tfap2c
Imprinted-Gene, als auch Gene die eine Deregulation in Tfap2c”-PGCLCs
aufweisen, aber nicht direkt Gber Tfap2c reguliert werden, wie z.B. Eras untersucht

werden.
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Nach Erreichen der Genitalfalten wird in den Keimzellen die DNS-Methylierung neu
etabliert. Dies geht einher mit der Herunterregulation von Tfap2c am Tag E12.5. Die
ermittelten Ergebnisse in dieser Arbeit in Tfap2c”-PGCLCs zeigen, dass ein Verlust
von Tfap2c moglicherweise ein Ausbleiben der DNS-Demethylierung zur Folge hat
und dadurch die globale Genexpression dereguliert ist. Dies kénnte zur Bildung von
entarteten Keimzellen beitragen und wiederum zu Keimzelltumor-Bildung. Zwischen
der Methylierung der DNS wund der Keimzelltumor-Inzidenz besteht ein
Zusammenhang, da der globale Verlust der DNS-Methylierung wahrend der
Keimzell-Migration zum Zeitpunkt der kritischen Phase der Keimzelltumor-Bildung
stattfindet (Stevens, 1967). Interessanterweise, konnten verschiedene Studien eine
Expression von DNMT3A und DNMT3B in humanen embryonalen Karzinomen
nachweisen (Almstrup et al., 2005; Biermann et al., 2007; Skotheim et al., 2005), was
die Hypothese bestarkt, dass es zum Ausbleiben einer Herunterregulation
epigenetischer Regulatoren nach Tfap2c Verlust in Keimzellen kommt und dies zur
Keimzelltumor-Bildung fiihren kann.

Dartber hinaus sollten Untersuchungen beziglich der Histon-Modifikationen
durchgefiihrt werden, da die Histon-Demethylasen Kdméb und Jmjdic in Tfap2c’-
PGCLCs dereguliert sind. Kdm6b kodiert eine H3K27 Demethylase (Agger et al.
2007). Die beiden H3K27 und H3K9 repressiven Histon-Modifikationen sind zu
Beginn der Migration nicht methyliert, genauer wird H3K9 demethyliert und H3K27
erst im Verlauf der Migration trimethyliert (Saitou et al., 2012). Des Weiteren ist die
PRC2 Untereinheit Phf19 an der Trimethylierung von H3K27 beteiligt (Ballaré et al.,
2012). Mdglicherweise, sind diese Faktoren an der Etablierung der Histon-
Modifikationen in migrierenden Keimzellen beteiligt und deren Expression kénnte
dabei durch Tfap2c reguliert werden, da bei Tfap2c Verlust diese Faktoren
dereguliert sind. In Tfap2c™" PGCs wére es mdglich, dass Tfap2c einerseits die
Expression der Kdm6b Histon-Demethylase hemmt, aber andererseits die
Expression der PRC2 Untereinheit Phf19 aktiviert und dadurch eine Trimethylierung

von H3K27 in migrierenden Keimzellen etabliert werden kann.

4.4 Tfap2c reguliert die Pluripotenz in Keimzellen
Im Verlauf der Embryonalentwicklung wird in den Keimzellen wahrend der Migration

das Pluripotenz-Netzwerk wiederhergestellt.
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Die Ergebnisse des in dieser Arbeit durchgefihrten cDNS-Microarrays zeigen bei
einem Verlust der Tfap2c Expression in PGCLCs eine Hochregulation der
Pluripotenz-assoziierten Gene Eras, Fgf4, Foxd3, Gbx2, Jam2, Klf4, Msi2, NrOb1 und
Tdgfl. Fgf4, Jam2 und KIf4 konnten dabei als direkte Zielgene von Tfap2c
identifiziert werden.

Das ES-Zellen spezifische Ras-dhnliche Gen Eras konnte mit der Bildung von
Teratomen in ES-Zellen in Zusammenhang gebracht werden (Takahashi et al.,
2003). Einige der heraufregulierten Pluripotenz-assoziierten Gene in TfapZC"'-
PGCLCs, sind Oct3/4 abhangige Gene: Jam2, Klf4, Foxd3, NrOb1 und Tdgfl (Sharov
et al., 2008). Eine Hochregulation von Pluripotenz-assoziierten Markern ist ein
Charakteristikum der Vorlauferzellen muriner Keimzelltumore (Western et al., 2008).
Eine erhOhte Expression von Fgf4 konnte unter anderem in Keimzelltumoren
nachgewiesen werden (Kosaka et al., 2009). Die hier ermittelte Heraufregulation von
Pluripotenz-assoziierten Markern nach Verlust von Tfap2c in PGCLCs, kdnnte eine
Entartung der Keimzellen und Bildung von Keimzelltumoren zur Folge haben.

Weiter konnte gezeigt werden, dass Fgf4 wahrend der Migrations-Phase nicht von
den Keimzellen selbst, sondern von umliegenden Zellen exprimiert wird und erst
nach Besiedelung der Gonaden die Fgf4 Expression in den Keimzellen einsetzt. Die
Gruppe um Kawase et al. vermutet, dass FGF Signale an der Proliferation der
Keimzellen wahrend und nach der Kolonisierung der Gonaden beteiligt sind (Kawase
et al, 2004). Eine heraufregulierte Fgf4 Expression wahrend der Migration in den
Keimzellen konnte die erhohte Proliferationsrate erklaren, welche in den Tfap2c™-
PGCLCs beobachtet wurde (siehe Kapitel 4.6).

Bis zum heutigen Zeitpunkt konnte lediglich Prdml14 als Regulator fur die
Aufrechterhaltung und Wiederherstellung der Pluripotenz in Keimzellen identifiziert
werden (Nakaki et al., 2013; Yamaji et al., 2008). Die in dieser Arbeit ermittelten
Ergebnisse zeigen, dass auch Tfap2c an diesem Prozess beteiligt sein kdnnte, da in
Tfap2c”-PGCLCs eine Heraufregulation Pluripotenz-assoziierter Gene gezeigt
werden konnte. Tfap2c scheint dabei aber nicht wie Prdm14 ein Hauptregulator zu
sein, sondern vielmehr die Funktion von Prdml14 zu unterstitzen und die

Expressionslevel einiger Pluripotenz-assoziierter Gene zu kontrollieren.
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4.5 Rolle von Tfap2c bei der Transkriptions-Elongation

Wie zuvor beschrieben, findet wahrend der Keimzell-Migration ein Verlust repressiver
Histon-Modifikationen statt. In den Keimzellen wird dieser Verlust durch Kontrolle der
RNS-Polymerase Il abhangigen Elongation wahrend der Transkription kompensiert
(Seki et al., 2007).

Im Verlauf der Elongation kommt es zur Hyperphosphorylierung der Serin-Reste 2
(Ser2), 5 (Ser5) und 7 (Ser7) der Carboxyterminalen-Doméane (CTD) der RNS-
Polymerase Il (Saunders et al. 2006).

Die Phosphorylierung von Ser5 und Ser7 der CTD erfolgt durch Cdk7 und P-TEFb
und initilert den Elongationprozess. Hingegen wird die Phosphorylierung von Ser2
durch Cdk8, Cdk12 und Cdk13 etabliert (Ghamari et al. 2013; Heidemann et al. 2013,
Jeronimo et al. 2013). Diese Phosphorylierung ist fur die Fortfihrung der Elongation
essenziell (Saunders et al. 2006). In migrierenden Keimzellen kann an Tag E8.75
eine verminderte Phosphorylierung der Ser2- und Ser5-Reste nachgewiesen werden,
welches in einer verringerten Transkriptionsaktivitat resultiert (Seki et al., 2007). Die
in dieser Arbeit untersuchten Faktoren, welche an der Kontrolle der RNS-Polymerase
Il abhéngigen Elongation beteiligt sind, zeigen eine Deregulation bei Verlust von
Tfap2c auf. Die Cyclin-abhangigen Kinasen Cdk7, Cdk8, Cdk12 und Cdk13, und die
Cycline Ccntl und Ccnt2 sind bei Tfap2c Verlust heraufreguliert. Cdk9 bildet hier
eine Ausnahme, da es herunterreguliert ist. Die Expression von Cdk7/ 8/ 12/ 13 fuhrt
zur Phosphorylierung der Serin-Reste (Ser2/ 5/ 7). Interessanterweise ist die
Expression von Heximl und Hexim2 in Tfap2c”-PGCLCs herunterreguliert. Die
Hexime bilden mit P-TEFb (Cdk9/Ccnt1/2) einen Komplex und stellen gemeinsam mit
den 7SK Small Nuclear Ribonucleoproteinen (7SK snRNP) einen Inhibitor fur P-TEFb
dar. Dies resultiert in einem Abbruch der Transkriptions-Elongation (Czudnochowski
et al.,, 2010; Okamura et al., 2012). Okamura et al. haben gezeigt, dass die 7SK
snRNPs in Keimzellen an der Regulation der G1/S-Phasen Transition beteiligt sind
(Okamura et al., 2012).

Aufgrund der Beobachtungen in dieser Arbeit beztglich der globalen Genexpression
in Tfap2c”-PGCLCs wird vermutet, dass bei Verlust von Tfap2c die Keimzellen
keinen Transkriptions-Abbruch wéhrend der Elongationsphase eingehen und somit
den Verlust der repressiven Histon-Modifikationen und die  damit

zusammenhangende induzierte Genexpression nicht kompensieren kénnen.
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Vermutlich findet im Gegensatz zu den Tfap2c™" Keimzellen eine Phosphorylierung
der Serin-Reste (Ser 2, 5 und 7) durch die CDKs statt und es erfolgt die Aktivierung
und Fortfuhrung der Elongation (Abbildung 38).

Ser7-P = Initiation
Ser5-P = Elongation

(_cok9 ) Ser2-P = Splicing

Transkription-
Elongation

WT migrierende PGCs Tfap2c” migrierende PGCs

Abbildung 38: Modell der Kontrolle der Transkriptions-Elongation durch Tfap2c in Keimzellen. Wé&hrend
der Migration ist in den Keimzellen die RNS-Polymerase Il (RNSPII) inaktiv, da die Carboxyterminale-Doméne
(CTD) an den Serin-Resten 5 (Ser5), 7 (Ser7) und 2 (Ser2) dephosphoryliert vorliegt. Durch Inhibierung des
positive Transcription Elongation Factor (P-TEFb) -Komplexes durch die 7SK snRNAs/HEXIM1/2 wird die
Phosphorylierung von Ser5 gehemmt. In Tfap2c'/"-PGCLCs zeigt sich eine Heraufregulation einiger Cyclin
abhéangiger Kinasen (CDKs) und Cyclinen (T1/2) welche fur die Phosphorylierung aller Serin-Reste verantwortlich
sind und somit die RNS-Polymerase Il aktivieren, was schliel3lich zur Transkriptions-Elongation fihrt.

Allerdings konnte in dieser Arbeit durch immunhistochemische-Farbung der PGCLCs
kein Nachweis erbracht werden, dass eine Phosphorylierung von Ser5 und Ser2 in
den Tfap2c”-PGCLCs im Gegensatz zu den Tfap2c""-PGCLCs stattfindet (Kapitel
3.15). Um eine Aussage dartber treffen zu kdnnen, ob bei Tfap2c Verlust eine
Phosphorylierung der Serin-Reste erfolgt, sollten anstelle von
Immunhistochemischen-Farbungen Western-Blot Analysen durchgeftihrt werden.
Aullerdem ware eine Analyse von Ser7 interessant, da durch dessen
Phosphorylierung die Elongation initiiert wird.

Die Ergebnisse von Okamura et al. zeigen aul3erdem, dass die Kontrolle der RNS-
Polymerase Il keinen Einfluss auf Keimzell-spezifische Gene wie Stella und Blimpl
hat, hingegen aber auf Gene des Zellzykus (Okamura et al., 2012). Eine
Deregulation von Genen, die an dem Elongations-Prozess beteiligt sind, kann somit

ebenfalls zu Stérungen im Zellzyklus fuhren.
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Interessanterweise konnten Magnusdottir et al. zeigen, dass Blimpl an
regulatorische Regionen von 2364 Genen bindet, welche ebenfalls durch eine
Untereinheit von NELF (NELFA) gebunden werden (Magnusdattir et al., 2013). NELF
und der Faktor DSIF (DRB Sensitivity Inducing Factor) blockieren die Elongation,
indem sie einen Komplex mit der RNS-Polymerase 1l eingehen. P-TEFb
phosphoryliert NELF und DSIF, und inaktiviert diese dadurch (Fuda et al., 2009).
Moglicherweise konnte Blimp1l hierbei die Phosphorylierung von NELF und die damit
verbundene Inaktivierung dieses Faktors verhindern. Hierdurch wirde es zur
Blockierung der Transkriptions-Elongation kommen und in einer Repression der
Genexpression resultieren. Dies konnte zur Erklarung beitragen, wie es zur
Repression der Genexpression, insbesondere somatischer Gene, in migrierenden
Keimzellen kommt (Seki et al., 2007).

Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse den Transkriptionsfaktor Tfap2c betreffend
und die von Magnusdattir et al. beschriebenen Ergebnisse fur Blimpl, geben erste
Hinweise darauf, dass diese beiden Regulatoren an der Etablierung des

Transkriptions-Abbruchs wéhrend der Migration beteiligt sein konnten.

4.6 Der Verlust von Tfap2c in Keimzell-ahnlichen Zellen fuhrt zur Deregulation
des Zellzyklus

Eine weitere wichtige Eigenschaft, welche die Keimzellen wéhrend der Migration
besitzen, ist der G2-Arrest und die resultierende verminderte Zellproliferation (Seki et
al., 2007).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich von den Tfap2c”-PGCLCs im
Vergleich zu den Tfap2c"'-PGCLCs weniger Zellen im G2-Arrest befinden (Kapitel
3.13). AuRerdem befindet sich eine groRere Anzahl von Tfap2c”-PGCLCs in der S-
Phase des Zellzyklus. Bei Verlust von Tfap2c werden Zellzyklus-Kontrollgene wie
Ccndl, Cdk6, Cdk7, Fezl, p21, und PIk2 hochreguliert, wohingegen Gadd45b und
Rgcc herunterreguliert sind (Abbildung 39). Die Gene Cdk7, Fezl, Gadd45b und
Rgcc sind bei der Kontrolle der Transition von der G2-Phase in die M-Phase
involviert. Gadd45b und Rgcc fordern dabei den G2-Arrest (Saigusa et al., 2007,
Zhan et al., 1999), wohingegen Cdk7 und Fezl die fur die G2/M-Phasen wichtige
Cyclin-abhéngige Kinase Cdkl und das Cyclin Ccnbl aktivieren (Badea et al., 2002).

Maglicherweise kdnnte der beobachtete Verlust von Zellen in der G2-Phase bei den
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Tfap2c”-PGCLCs das Resultat der Deregulation dieser G2/M-Phasen essenziellen
Gene sein.

Des Weiteren konnten bei Tfap2c”-PGCLCs mehr Zellen in der S-Phase beobachtet
werden. Diese Phase des Zellzyklus wird von den Cyclin abhangigen Kinasen Cdk4,
Cdk6 und dem Cyclin Ccnd1 reguliert (Sherr, 1993). Neben Cdk6 und Ccnd1l ist in
Tfap2c¢”-PGCLCs auch die Expression der Serin-Threoninkinasen PIk2 induziert.
PIk2 wird wahrend der friheren G1-Phase exprimiert und férdert den Eintritt in die
darauffolgende S-Phase (Ma et al.,, 2003). Wéahrend der G1-Phase des Zellzyklus
sind PIk2, Cdk6 und Ccndl hochreguliert und die Progression am Kontrollpunkt zur
S-Phase findet statt, was in Tfap2c”-PGCLCs beobachtet werden konnte.

Ccndl wird in den Gonozyten und Spermatogonien exprimiert und ab dem Tag
E16.5 herunterreguliert. Eine fortgesetzte Ccndl Expression konnte mit einer
erhdhten Teratom-Wahrscheinlichkeit in Verbindung gebracht werden (Heaney et al.,
2012).

In Tfap2c”-PGCLCs ist p21 induziert und konnte neben Cdk6 in dieser Arbeit als
direktes Zielgen von Tfap2c in PGCLCs identifiziert werden. p21 inhibiert wahrend
des Zellzyklus die Aktivitat der CDKs und hemmt den Zellzyklus. Durch die Inhibitor
of DNA binding Proteine (ID-Proteine) 1 und 3 kann die Expression von CDK-
Inhibitoren, zu denen p21, pl5 usw. gehdren, reprimiert werden, was in einer
erhdhten Proliferation resultiert (Sharma et al., 2012). Dies konnte in einer Reihe von
Tumoren nachgewiesen werden, in denen eine erhghte Expression von Id1, 1d2 und
Id3 beobachtet werden konnte (Ruzinova und Benezra, 2003). Hingegen resultiert
eine Reduktion der 1d1 und Id2 Expression in einem Arrest in der G2/M-Phase des
Zellzyklus und fuhrt zur Apoptose der Zellen (Di et al., 2006; Spivakov und Fisher,
2007) (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Modell zur Kontrolle des Zellzyklus durch Tfap2c in Keimzellen. Tfap2c wirkt sowohl
aktivierend (grine Kasten) als auch inhibierend (rote Kasten) auf die Genexpression einiger Gene. Die mit roten
Kreuzen markierten Signalwege entfallen durch die Tfap2c Regulation. Tfap2c kontrolliert die G1/S-Phasen und
G2/M-Phasen Transition Uber die Expression verschiedener Faktoren, die an diesen Phasen beteiligt sind. Da
keine Transition von der G2- zur M-Phase stattfindet gehen die Keimzellen in den G2-Arrest.

Die Regulation von p21 durch Tfap2c wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Zum
einen wurde gezeigt, dass Tfap2c einerseits die p21 Expression in der Brustkrebs-
Zelllinie MCF7 hemmt und andererseits in einer anderen Brustkrebs-Zelllinie MDA
MB-231 die Expression aktiviert (Li et al.,, 2006; Williams et al., 2009b). Die hier
erbrachten Ergebnisse bestarken eine inhibitorische Rolle von Tfap2c bei der p21
Expression. AuRerdem wurde beschrieben, dass p21 nicht nur am Zellzykus beteiligt
ist, sondern auch als Regulator bei der p53-abhangigen und p53-unabhéngigen
Apoptose (Helt und Rancourt, 2001; Javelaud et al.,, 2000). Dies konnte eine
Erklarung fur das Ausbleiben der Apoptose bei migrierenden Keimzellen sein,
welches von Weber et al. in vivo in Tfap2c”-PGCs untersucht wurde. Ein Verlust von
Tfap2c konnte dabei durch Induktion von p21 in einer verringerten Apoptose der
Keimzellen resultieren, welche hingegen eine Heraufregulation somatischer Marker

aufweisen, was in somatischer Differenzierung der Keimzellen resultiert.
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Die Cyclin-abhéngige Kinase Cdk9, welche in Tfap2c”-PGCLCs herunterreguliert ist
konnte ebenfalls bei der Kontrolle des Zellzykus mitwirken. Okamura et al. zeigten,
dass in murinen post-migratorischen (E 12.5) PGCs der Faktor P-TEFb, welcher
Cdk9 als Untereinheit besitzt, herabreguliert ist. Dies fuhrt zur Inhibierung des Cdk-
Inhibitors p15, welcher die Transition von der G1- zur S-Phase inhibiert.

Die in dieser Arbeit untersuchten PGCLCs entsprechen migrierenden PGCs, welche
eine niedrige Proliferationsrate aufweisen. Da eine Herunterregulation von Cdk9 bei
Tfap2c Verlust beobachtet werden konnte, kdnnte dies darauf hinweisen, dass in WT
PGCLCs Tfap2c fur die Aktivierung von Cdk9 verantwortlich ist. Dies fuhrt dann zur
Aktivierung des Cdk-Inhibitors p15 und wiederum zu einer verminderten Proliferation,
welche in migrierenden Keimzellen beobachtet werden kann (Abbildung 39).

Die Abbildung 39 zeigt basierend auf den in dieser Arbeit ermittelten Ergebnissen die
hypothetische Regulation des Zellzykus durch Tfap2c in Keimzellen. Tfap2c ist dabei
sowohl an der Etablierung des G2-Arrestes, als auch an einer verminderten
Proliferation durch Kontrolle der Transition von der G1- zur S-Phase, beteiligt.

4.7 TCam-2-Zellen zeigen Deregulation Keimzell-spezifischer Marker nach
TFAP2C-Knockdown

Aufgrund ethischer und experimenteller Probleme bei der Untersuchung humaner
Keimzellen ware ein geeignetes in vitro Zellsystem hilfreich, um molekularbiologische
Untersuchungen betreffend der Keimzellentwicklung durchfiihren zu konnen. Auf
diese Weise konnte ebenso die Konservierung verschiedener Genfunktionen
zwischen den verschiedenen Spezies (Maus und Mensch) untersucht werden.

Die Keimzelltumorzelllinie TCam-2 wurde als ein passendes humanes in vitro
Zellmodell beschrieben, um Prozesse bei der Entwicklung der Keimzellen
untersuchen zu koénnen. Diese Zelllinie entstammt einem Seminom, das sich aus
einem Carcinoma in situ (CIS) bildet, welches wéhrend der Migration aus einer
entarteten PGC entsteht. TCam-2-Zellen weisen typische Keimzell-Charakteristika
auf, wie die Expression Keimzell-spezifischer Marker und Pluripotenz-Marker (Eckert
et al. 2008, de Jong et al. 2008). Des Weiteren findet man in TCam-2-Zellen die
charakteristische symmetrische Dimethylierung von Arginin 3 der Histone H2A und
H4, welche durch den Blimpl/Prmt5-Komplex etabliert werden (Ancelin et al., 2006).
Aufgrund dieser Merkmale kénnen TCam-2-Zellen als humanes in vitro System fur
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die Untersuchung der Keimzellbiologie und der Keimzelltumorentstehung
herangezogen werden.

Eine Auswahl deregulierter Gene in Tfap2c”-PGCLCs wurde in TCam-2-Zellen
mittels qRT-PCR nach si/shRNS vermitteltem TFAP2C-Knockdown analysiert.
Keimzell-spezifische Marker wie c-KIT und DMRT1 sind in TCam-2-Zellen nach
erfolgreichem TFAP2C-Knockdown herunterreguliert. Des Weiteren st die
Genexpression des Pluripotenz-Markers SOX2, der epigenetischen Regulatoren
DNMT3B, DNMT3L und TET2 und des Homeobox Gens HOXAS5 nach si/shRNS
vermitteltem TFAP2C-Knockdown induziert. Auferdem konnte auch bei den
Zellzyklus-Markern p21, p53, CCND1, ID1 und ID2 eine Heraufregulation der
Genexpression beobachtet werden. Diese Ergebnisse Kkorrelieren mit den
Beobachtungen, welche bei den in vitro differenzierten PGCLCs gemacht worden
sind. Allerdings stehen sie im Widerspruch zu Beobachtungen von Nettersheim et al.,
die bei einem siRNS-basierten Knockdown von TFAP2C keine Heraufregulation von
SOX2, DNMT3B und DNMT3L zeigen konnten. Statt dessen wurde hier eine
Expressionsreduktion von DNMT3L nach TFAP2C-Knockdown gefunden
(Nettersheim et al., 2011). Eine Erklarung fir diese gegensatzlichen Ergebnisse
kénnte darin liegen, dass in dieser Arbeit die qRT-PCR-Analysen 72 h nach erfolgter
siRNS-Transfektion durchgefihrt wurden, hingegen bei Nettersheim et al. die
Experimente schon 48 h nach Transfektion erfolgten. Dieser Zeitraum koénnte zu
einer leichten Heraufregulation der Genexpression von SOX2, DNMT3L und
DNMT3B ausreichen, welche hier beobachtet werden konnte.

Entgegen der Beobachtungen in Tfap2c”-PGCLCs zeigen die Gene STELLAR und
GADD45B eine Expressionsinduktion in TCam-2-Zellen nach TFAP2C-Knockdown.
Interessanterweise sind einige der hochregulierten Gene (GADD45B, ID1, ID2, p21)
in die Zellzyklus-Regulation involviert und hier speziell in die Etablierung eines G2-
Arrests (Taylor und Stark, 2001; Vairapandi et al., 2002; Wang et al., 1999). Dies
deutet darauf hin, dass TFAP2C eine Rolle bei der Kontrolle des Zellzyklus spielt,
diese aber in den verschiedenen Zellsystemen (murine PGCLCS und humane
Seminomezelllinie) unterschiedlich ist, da Tfap2c den G2-Arrest in murinen PGCLCs
fordert, wahrend in den TCam-2-Zellen TFAP2C diese Gene reprimiert.

Des Weiteren wurden typische Seminom- und embryonale Karzinom-Marker in
TCam-2-Zellen nach TFAP2C-Knockdown mit Hilfe qRT-PCR analysiert (Kapitel
3.17). Dabei konnte eine Heraufregulation der OCT3/4 und der SOX2 Expression in
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den TFAP2C shRNS-Ansétzen nachgewiesen werden. Pluripotenz-Marker wie
NANOG, OCT3/4 und SOX2 bilden ein regulatorisches Netzwerk, welches fur den
Erhalt der Pluripotenz und der Selbsterneuerung in ES-Zellen und anderen
pluripotenten, undifferenzierten Zellen verantwortlich ist (Pan und Thomson, 2007). In
klassischen Seminomen wird SOX17 anstelle von SOX2 exprimiert, wohingegen eine
SOX2 Expression in embryonalen Karzinomen beobachtet werden kann, hier aber
keine Expression von SOX17 (de Jong et al., 2008; Nonaka, 2009). Innerhalb des
untersuchten Zeitraums konnte in den TCam-2-Zellen eine SOX2 Induktion ermittelt
werden und eine Reduktion der SOX17 Expression. Die Induktion der Pluripotenz-
Marker OCT3/4 und SOX2 kénnte eine Kompensationsreaktion der Zellen sein, um
der Differenzierung der TCam-2-Zellen durch den Verlust von TFAP2C entgegen zu
wirken und die Pluripotenz der Zellen zu erhalten.

Die de novo Methyltransferase DNMT3B und das Methyltransferase-ahnliche Enzym
DNMT3L, welches mit DNMT3A und DNMT3B interagiert und deren Aktivitat fordert
(Gowher et al., 2005), zeigen eine Expressionsinduktion nach siRNS vermitteltem
TFAP2C-Knockdown (Kapitel 3.16), ahnlich wie in PGCLCs. TFAP2C besitzt
demzufolge eine konservierte Funktion bei der Repression von de novo
Methyltransferasen. In Seminom-Zellen liegt die DNS unmethyliert (hypomethyliert)
vor, wahrend in embryonalen Karzinom-Zellen die DNS hypermethyliert ist (Netto et
al., 2008). Eine Ausnahme stellt die Seminomzelllinie TCam-2 dar, da sie teilweise
eine Methylierung der DNS aufweist. Vermutlich fuhrt der Verlust von TFAP2C in
TCam-2 Zellen zur Heraufregulation der de novo Methyltransferasen, was in einer
Hypermethylierung der DNS resultieren konnte. Dies wéare dann mit dem
Methylierungstatus embryonaler Karzinom-Zellen vergleichbar.

Zudem wurde die Expression der Spermatogenese- und Keimzell- assoziierten Gene
PRAME und c-KIT untersucht, welche nach TFAP2C-Knockdown herunterreguliert
sind. Dies deutet darauf hin, dass TCam-2 Zellen bei TFAP2C Verlust die Expression
von Keimzell-spezifischen Markern herunterregulieren, &hnlich wie es in den Tfap2™-
PGCLCs beobachtet werden konnte.

Des Weiteren konnte wahrend der Etablierung des shRNS-vermittelten Knockdowns
ein hohes Zellsterben beobachtet werden. Mdglicherweise fuhrt die Reduktion der
TFAP2C Expression zur Induktion apoptotischer Prozesse in TCam-2-Zellen.

Ein Teil der im cDNS-Microarray deregulierten Gene in Tfap2c”-PGCLCs konnten in

den TCam-2-Zellen validiert werden. Diese Ergebnisse bestatigen eine konservierte
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Funktion von TFAP2C/ Tfap2c wahrend der Keimzell-Entwicklung im Menschen und
der Maus. Diese Experimente verdeutlichen erstmals, dass durch einen stabilen
TFAP2C-Knockdown von 86% in der Seminomzelllinie TCam-2, die Zellen
embryonale Karzinom-Marker heraufregulieren. Dies deutet darauf hin, dass durch
Reduktion der TFAP2C Expression in TCam-2-Zellen eine Transition in embryonale

Karzinom-ahnliche Zellen stattfinden kdnnte.

4.8 Tumorbildung in Tfap2c heterozygoten Mausen

Murine Keimzelltumore haben ihren Ursprung in Embryonal Carcinoma Cells (ECC),
die bereits 1967 von Pierce et al. beschrieben wurden (Pierce et al., 1967). Diese
ECCs ahneln morphologisch undifferenzierten Keimzellen und die Genexpression
der ECCs an Tag E16.5 entspricht dem von undifferenzierten Keimzellen.
Pluripotenz-assoziierte Marker sind in diesen Zellen induziert, wohingegen die
Expression von Markern differenzierter Keimzellen runterreguliert ist. Zudem
proliferieren ECCs, wohingegen bei normaler Keimzell-Entwicklung die Keimzellen
sich an Tag E18.5 im mitotischen Arrest befinden (Western et al., 2008).

Die ermittelten Ergebnisse sowohl in den PGCLCs als auch in TCam-2-Zellen
zeigen, dass Tfap2c/TFAP2C bei der Zellzyklus-Kontrolle, bei der Repression von
Pluripotenz-Faktoren und der Aufrechterhaltung der Keimzell-Entwicklung involviert
ist. Eine Untersuchung von Tfap2c (Tfap2*™") heterozygoten Mausen im genetischen
129S2/Sv Hintergrund ergab, dass 82% der Mannchen testikulare Teratome
ausbildeten, wobei 35% der Tumore bilateral ausgepragt waren (Dissertation Sabine
Schéfer; Schemmer et al, 2013). Des Weiteren konnten in den Tfap2c*™-Hoden
Zellfoci gezeigt werden, die positiv fur die Pluripotenz-Marker Ssea-1, Sox2, Nanog
und Oct3/4, jedoch negativ fir den Keimzell-Marker c-Kit waren. Aul3erdem zeigte
sich eine Induktion der Expression des Zellzyklus-Regulators p21 in Tfap2c*-Hoden.
Diese Zellfoci konnten aufgrund dieser Ergebnisse als Vorlauferzellen von
Keimzelltumoren des Typ | identifiziert werden (Dissertation Sabine Schéfer;
Schemmer et al. 2013).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass durch Reduktion der Tfap2c
Expression in der Keimbahn ménnliche Mause testikulare Teratome ausbilden,
welche aufgrund ihrer Eigenschaften humanen frihkindlichen Keimzelltumoren des

Typ | entsprechen. Dies bestarkt die Hypothese, dass es bei einer Reduktion der
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Tfap2c Expression zu Storungen in der Keimzell-Entwicklung kommt und dies zur
Bildung von Keimzell-Tumoren fihren kann. Dabei handelt es sich betreffend der
Tfap2c Expression um einen Dosis-abhangigen Effekt, da in homozygoten Tieren
weder Keimzellen noch Keimzelltumore nachgewiesen werden konnten (Weber et
al., 2010). Das bei Schemmer et al. beschriebene Mausmodell kann demnach zur
Untersuchung der Rolle von Tfap2c zur Entwicklung des Keimzelltumortyps |

herangezogen werden.

4.9 Tumorbildung in Nanos3- und Dmrtl1- defizienten Mausmodellen

Die Transkriptionsfaktoren Nanos3 und Dmrtl wurden als direkte Zielgene von
Tfap2c in PGCLCs identifiziert und die gRT-PCR-Analyse zeigte eine
Expressionsreduktion beider Gene in Tfap2”-PGCLCs. Eine Untersuchung von
Nanos3"-Mausen zeigte eine Teratom-Bildung bei 45% der mannlichen Mause,
wobei 5% bilaterale Tumore aufwiesen (Schemmer et al., 2013). Diese Ergebnisse
zeigen, dass die Teratom-Bildung durch Verlust von Tfap2c im genetischen
129S2/Sv Hintergrund zum Teil Uber den Verlust des Tfap2c Zielgenes Nanos3
vermittelt wird. Dabei ist festzuhalten, dass die Tumorinzidenz bei Nanos3*"-Mausen
um 37% geringer ist als bei den Tfap2c*-Mausen. Dies spricht dafiir, dass noch
weitere Tfap2c Zielgene an der Bildung der Teratome beteiligt sind.

Eines dieser Tfap2c Zielgene ist Dmrtl. Auch hier konnte sowohl bei hetero- als auch
bei homozygoten Dmrtl Mausen eine Teratom-Bildung beobachtet werden (Krentz et
al., 2009). AuRerdem beobachteten Krentz et al. in einer kirzlich publizierten Studie
keine Bildung von Teratomen in heterozygoten Nanos3 Mausen (Krentz et al., 2013).
Dies steht im Wiederspruch zu unseren Beobachtungen, da wir eine 45% Teratom-
Bildung nachweisen konnten (Schemmer et al., 2013). Ein Grund hierfiir kdnnte sein,
dass Krentz et al. die Tiere nicht ausreichend in den 129Sv genetischen Hintergrund
zurick gekreuzt haben. Ferner haben sie 129S6/Sv:129S1/Sv Mause benutzt,
wohingegen bei unseren Studien stattdessen 129S2/Sv-M&ause verwendet wurden.
Stammspezifische Unterschiede in der Tumoranfalligkeit kdnnten hierbei einen
Einfluss auf die experimentellen Ergebnisse gehabt haben. Interessanterweise
fanden Krentz et al. aber, dass durch Einkreuzen einer Nanos3 Haploinsuffizienz die

Tumorwahrscheinlichkeit in Dmrt” Mausen erhoht wird (Krentz et al., 2013).
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Diese Ergebnisse zeigen, dass Tfap2c Heterozygotie in Mausen zur Ausbildung von
Keimzelltumoren fuhrt und dass auch eine Haploinsuffienz der direkten Tfap2c
Zielgene Dmrtl und Nanos3 in der Bildung von Teratome resultiert (Schemmer et al.,
2013).

4.10 Modell zur Rolle von Tfap2c in der Keimzell-Entwicklung

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse weisen auf eine Rolle von Tfap2c bei dem
Erhalt der Keimzell-Population hin. Dabei scheint Tfap2c alle Aspekte der Keimzell-
Entwicklung zu regulieren, statt wie zuvor angenommen, lediglich die mesodermale
Differenzierung zu reprimieren (Weber et al., 2010).

In beiden benutzten in vitro Systemen (PGCLCs und TCam-2-Zellen) fihrte der
Verlust von Tfap2c zu einer Induktion somatischer Marker, Pluripotenz-assoziierter
Gene, epigenetischer Regulatoren und Zellzyklus-Gene. Dagegen wiesen wichtige
Keimzell-spezifische Marker durch den Verlust von Tfap2c eine Expressionsreduktion
auf.

Es konnte keine Veranderung in der Expression von Blimpl und Prdml4, der
Schisselregulatoren der Keimzell-Spezifizierung, ermittelt werden. Tfap2c scheint in
der komplexen, genetischen Regulation der Keimzell-Entwicklung mit beiden
Faktoren zu interagieren und sowohl eine repressive als auch induzierende Funktion
auszuuben. Weitere Studien weisen darauf hin, dass Tfap2c zusammen mit Blimpl
grof3tenteils reprimierend auf die Genexpression wirkt, dagegen eine Ko-Lokalisation
von Tfap2c und Prdml14 die Genexpression induziert (Magnusdéttir et al., 2013).
Vermutlich wirkt Tfap2c in diesem regulatorischen Netzwerk verstarkend sowohl bei
der Repression als auch bei der Induktion von Genen durch Blimpl oder Prdm14
(Abbildung 40).

Zusatzlich konnte von unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass heterozygote
Mause fur Tfap2c und Nanos3 eine erhdhte Keimzelltumor-Inzidenz aufweisen
(Schemmer et al., 2013). Dies geht einher mit dem Ausbleiben der Repression von
Pluripotenz-Genen und mit Induktion von Proliferations-Markern am Ende der
Keimzell-Migration. Dies entspricht Beobachtungen von Pierce et al. 1967, die
zeigten, dass Vorlauferlasionen von Keimzelltumoren eine fortgesetzte Proliferation
und Expression von Pluripotenz-Genen aufweisen und daher in der Lage sind in alle

drei Keimbléatter zu differenzieren.
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Abbildung 40: Modell zur Rolle von Tfap2c in der Keimzell-Entwicklung. BMP4 Signale induzieren ab dem
Tag E6.25 Uber SMAD1/5 Molekile die Expression von Blimpl und Prdml4. Dies fuhrt zur Keimzell-
Spezifizierung. Der Erhalt der Keimzell-Population wird durch die gemeinsame Regulation der drei Faktoren
Prdm14 (grau), Blimpl (dunkelgrau) und Tfap2c etabliert. Pfeile weisen auf die Aktivierung von Genen hin,
wahrend Balken auf eine Repression hinweisen. Die roten Pfeile/Balken zeigen die Rolle von Tfap2c bei der
Keimzell-Entwicklung. Unterstrichende Gene weisen auf eine direkte Bindung durch Tfap2c hin.
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5 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue Erkenntnisse zur Rolle von Tfap2c wahrend
der Entwicklung muriner, primordialer Keimzellen gewonnen. Dazu wurden mit Hilfe
eines in vitro Differenzierungsprotokolls PGCLCs generiert. Des Weiteren wurde die
Seminomzelllinie TCam-2 als Keimzell-Modell zur Validierung und Uberprifung der
konservierten Rolle von Tfap2c in der Keimzell-Entwicklung verwendet. Die
Ergebnisse zeigen, dass Tfap2c nicht nur an der Blockierung der somatischen
Differenzierung, sondern an allen fur die Keimzell-Entwicklung essenziellen Aspekten
mitwirkt. Hierzu zé&hlen die Regulation von Pluripotenz-assoziierten Genen, die
Regulation der Epigenetik und des Zellzyklus und die Expression Keimzell-
spezifischer Marker. Dies dient der Aufrechterhaltung des Keimzell-Schicksals.
Aufgrund der Tatsache, dass die Ergebnisse in in vitro differenzierten Keimzell-
ahnlichen Zellen gewonnen wurden, ist es weiter notwendig diese Ergebnisse durch
in vivo Experimente zu bestatigen. Es sollten Untersuchungen einzelner PGCs
zwischen dem Tag E7.25 und E8.0 durchgefuhrt werden, um von Beginn der Tfap2c
Expression bis zum Verlust der PGCs Untersuchungen vornehmen zu kénnen.
Hierzu sollten die in dieser Arbeit verwendeten BlimplmVenus/Tfap2¢™"* Mause
mit einer geeigneten Cre-Mauslinie verpaart werden. Die BlimplmVenus Reporter
Mauslinie weist eine Keimzell-spezifische Expression auf und kénnte zur Isolation
einzelner Keimzellen genutzt werden. Diese sollten dann in Hinblick auf die
molekularbiologischen Regulationen in vivo untersucht werden.

Des Weiteren konnten in dieser Arbeit 11 Promotorregionen, welche direkt von
Tfap2c gebunden werden, in PGCLCs identifiziert werden. Um weitere Einblicke in
das regulatorische Netzwerk von Tfap2c zu bekommen, sollten weitere direkte
Zielgene von Tfap2c in Keimzellen identifiziert werden. Zudem sollte die Expression
der hier ermittelten deregulierten Gene in PGCLCs und auch in TCam-2 Zellen auf
Proteinebene untersucht werden, um auch hier einen Unterschied und Auswirkungen

bei Protein-Verlust untersuchen zu kénnen.
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Anhang

8 Anhang
Vergleich der Tfap2c™ -PGCLCs und den PGC "Core-Genes" in BP14A-PGCLCs (Nakaki
et al. 2013)

Gen Fold-Change in Log2
Rhox6 -6,11
Rhox9 -5,59

BC048679 5,16

Chdh -4.8
Stella 4,27

Pydl -3,62
Gprl26 -3,6
Rgcc -3,22
Kctd15 -3,2

Mbp -3,17
Urgcp -3,17
Slc7a9 3,1

Ceacaml0 -2,98
Rgs16 -2,86

Heyl -2,85
Carl2 -2,59
Gngl2 -2,47
Sox15 -2,44
Spnb3 -2,43

Efcab10 -2,39

Lnx1 -2,24

Npnt -2,23

Gjb3 -2,18
Phf19 2,17
Ap3b2 -2,05
Ralgds -2,02

Itgh3 -1,96
Cyplbl -1,94

c-Kit -1,91
Gata2 -1,87

Ckb -1,82
Sorbsl -1,8
Enpp4 -1,79

AU015836 -1,63
Tfap2c -1,59
BC016495 -1,56

Brpf3 -1,44
Rnf213 -1,43
Plala -1,41

Aard -1,36

Msc -1,3
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Gm6792 -1,28
wdr62 -1,2
Lrrc34 -1,14

Pip5k1b -1,14

AW551984 -1,1
Oplah -1,03
D330028D13Rik 1,12
Id4 1,28

Jam2 2,47

Vergleich der Tfap2c"‘—PGCLCs mit der ChIP-Seq Analyse zur Bestimmung von Tfap2c
Binderegionen in P19 Zellen (Magnusdottir et al. 2013)

Gen
Abhd2
Abhd5

Acpl2
Adam19

Affl
Ahnak
Aifm3
Akap2
Amhr2
Armc2

Arvcf

Assl
Bcllla
Btbd11

Cacnalb
Cadps2
Calml4
Camtal

Car4
Caszl

Ccdc88c

Cerk

Chd7
Chid1

Chni
Chst8

Clen2
Cldn5
Clné
Col18al
Coro2b
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Cotll

Cphx

Cpsf4l

Ctfl

Denndlc

Dmrtl

Dopey2

Dppa3

Ebfl

Efnal

Enpp4

Epb4.111

Epha2

Etl4

F2ri1

Fgd6

Fgfl

Fof4

Fgfr2

Fkbp6

Fos

Foxp4

Frmd4b

Galnt6

Gfod1l

Gins2

Gli2

Grhi2

Grik3

Gulpl

Hesl

Heyl

Hk1

Hk2

ld1

Itgab

Kctd15

KIf9

Lefty2

Lmna

Lrpl

Lrrc2

Lrrc34

Mapk13

Mapt
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Mcl1l

Mel

Mfge8

Mras

Msi2

Mtaplb

Myb

Myo10

Nfl

Nkain4

Nmnat2

Nmt2

Nnt

Odf2

Odz4

Otx2

Parvb

Pcgf5

Pecaml

Pgd

Phc2

Phf13

Pik3cd

Plcd3

Plcel

Plcg2

Plekhg2

Plekhg3

Pou4f2

Pricklel

Ptpn6

Rab11fip4

Rab3ill

Rab6b

Raetla

Rail

Ralgds

Rasgrp2

Rcanl

Rfx4

Ripply3

Rps6kI1

Scarbl

Semada

Slc12a8
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Slcla5

Slc7a9

Slco4al

SIfn9

Slit2

Smad6

Snx24

Spop

Src

St6galnac2

Statl

Sufu

Syt7

Tbx3

Tcf3

Tcf4

Tcfeb

Tdgfl

Tex9

Tqif2

Thbd

Tle6

Tmeml154

Tmem?2

Tmemb3

Tpds2

Trim8

Tsc22d1

Ttyh2

Uaca

Uppl

Vegfa

Vwf

Wwc2

Zfhx3

Zfp521

Zfp704

Zfpm1
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