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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Transkriptionsfaktoren cAMP Response Element Binding Protein (CREB), cAMP
Response Modulatory Protein (CREM) und Activating Transcription Factor 1 (ATF1) werden
innerhalb der Leucinzipperproteine in der CREB/ATF-Unterfamilie zusammengefalit.
Verschiedene Hormone, Wachstumsfaktoren und Neurotransmitter vermitteln tUber sekundére
Botenstoffe wie beispielsweise cAMP und C&™ eine Aktivierung der CREB/ATF-Proteine. Diese
Aktivierung erfolgt mittels Phosphorylierung durch  unterschiedliche Kinasen wie
Proteinkinase A, Calmodulin-dependent Kinase Il und 1V oder auch ras-abhéngigen Kinasen.
Anschlieffend binden die CREB/ATF-Transkriptionsfaktoren as Dimere an das cAMP
Response Element (CRE) in den regulatorischen Regionen zahlreicher Gene. Durch
Interaktion mit der basalen Transkriptionsmaschinerie Uber das CREB Binding Protein (CBP)
und die daraus resultierende transkriptionelle Aktivierung der Zielgene, greifen CREB/ATF-
Proteine in viele physiologischen Prozesse ein.

Méause, die kein funktionelles CREB-Protein bilden konnen, werden nicht mit erwarteter
Mendelscher Haufigkeit geboren, weisen ein deutlich vermindertes Geburtsgewicht auf und
sterben kurz nach der Geburt an einer Atelektase der Lunge. Zusétzlich zeigen sie einen
Defekt in der T-Zellentwicklung und eine Reduktion bestimmter Hirnstrukturen. Kann
dagegen in Méausen kein funktionelles ATF1-Protein, gebildet werden, so erscheinen die Tiere
gesund, sowohl Mé&nnchen als auch Weibchen sind fertil und zeigen auch keine histologischen
Veranderungen.

Um gegenseitige kompensatorische Effekte des jeweils anderen Proteins auszuschliefen,
wurden Doppelverpaarungen von Méausen des Genotyps ATF1+/- CREB+/- vorgenommen. Die
daraus resultierenden Tiere ohne funktionelles ATF1- und CREB-Protein sterben noch vor der
Implantation in den Uterus. Im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen gleichen Alters weisen die
Doppelmutanten eine verminderte Zellzahl auf und sind in ihrer Entwicklung
zuriickgeblieben. Embryonen des Genotyps ATF1+/- CREB-/- kdnnen in den Uterus
implantieren, sterben aber kurze Zeit spater vermutlich an mangelnder Nahrstoffversorgung.
Die Gastrulation dieser mutierten Embryonen ist aufgrund einer verringerten Proliferation des
primitiven Ektoderms gestort. Es werden vorwiegend anteriore, embryonale Strukturen
gebildet. Die primitiven Ektodermzellen differenzieren verfriht, anstatt in eine weitere
Zellteilungsrunde einzutreten. Aufgrund einer geringen Anzahl an Epiblastzellen kdénnen
somit keine posterioren Strukturen mehr geformt werden kénnen. Die fur die Nahrstoffzufuhr
wichtigen extraembryonalen Bestandteile des Embryos wie Amnion, Allantois und Chorion
fehlen.

CREB und ATF1 sind somit in wichtige proliferative Prozesse der Embryonalentwicklung
involviert. Sowohl CREB als auch ATF1 kdnnen das Fehlen der Funktion des anderen wahrend
der friihen Embryonalentwicklung kompensieren. Allerdings ist Kompensation durch ATF1
dosisabhangig. Eine funktionelle Bedeutung von CREM wahrend der frihen
Embryonalentwicklung konnte nicht festgestellt werden.



Einleitung

1. Einleitung

Zdlproliferation und Zelldifferenzierung sind Elementarprozesse, um aus totipotenten
Stammzellen verschiedene, spezidisierte Zdltypen mit spezifischen Funktionen zu bilden.
Diese Zdldiversitat entsteht wadhrend der Entwicklung der Sduger durch differenzierte
Expression zellspezifischer Gene (Johnson und McKnight).

Extrazellulére Signae konnen Uber verschiedene Signaltransduktionskaskaden die
Expression zahlreicher Gene regulieren und kontrollieren. Am Ende dieser Kaskaden stehen
meist Transkriptionsfaktoren, die durch chemische Modifikationen aktiviert werden und die
Signale Uber Protein/DNA-Interaktionen weiterleiten konnen. Diese transkriptions-
regulierenden Faktoren kontrollieren selektiv die spezifische Expression ihrer Zielgene,
indem sie an verschiedene regul atorische Elemente dieser Gene binden.

Die Isolierung und Anayse DNA-bindender Proteine, die fur Zdltyp-spezifische
Genexpression verantwortlich sind, haben wichtige Einsichten in molekulare Mechanismen
der Regulation von Proliferation und Differenzierung geliefert.

1.1 Die Familie der Leucinzipperproteine

Als Leucinzipperproteine bezeichnet man DNA-bindende Transkriptionsfaktoren, die as
gemeinsames Strukturelement einen Leucinzipper enthalten. Diese Region bildet ene
amphipathische Helix aus, bei der an jeder siebten Aminoséureposition beziehungsweise an
jedem zweiten loop der Helix die Aminosaure Leucin sitzt. Die Leucinreste kénnen mit
Leucinen anderer oder gleicher Leucinzipperproteine interagieren und bilden somit eine
stereospezifische Dimeriserungsdoméne (Landschulz et al.,, Agre e a.). Diee
Transkriptionsfaktoren binden durch ene aphahelikde Region von basischen
Aminosauren, die unmittelbar vor der Leucinzipperdoméne lokalisiert ist, as Homo- oder
Heterodimere an eine spezifische palindromische DNA-Sequenz. Die basische DNA-
Bindungsdoméne ist die hochstkonservierte Sequenz innerhalb der Leucinzipperproteine.
Die Leucinzipperdimeri-serungsdoméane enthdlt dagegen weniger konservierte Elemente
aul3er der offensichtlichen periodischen Verteilung der Leucinreste. Diese spezielle Klasse
von Transkriptionsfaktoren wird auch als bZIP-Proteine bezeichnet.

Die ersten Proteine, bel denen en Leucinzippermotif gefunden wurde, waren das
CAAT/enhancer-binding protein (C/EBP) (Landschulz et al.), der Hefetranskriptionsfaktor
GCN4 (Vogt et a.), sowie die Onkogene Jun (Maki et al.) und Fos (Rauscher et al.).
Seitdem wurden ene grole Anzahl weterer DbZIP-Proteine aus verschiedenen
eukaryotischen Organismen wie Hefe, Drosophila, Neurospora, Sdugern, Vogeln und



Einleitung

hoheren Pflanzen iden-tifziert und kloniert, unter anderen auch weitere Mitglieder der Fos-,
Jun- und C/EBP- Proteinfamilien (Hurst et al.).

Die bZIP-Dimere binden an spezifische DNA-Erkenungssequenzen innerhalb der
Promotoren- oder Enhancerregionen zu transkribierender Gene. Wie andere Trans
kriptionsfaktoren regulieren sie die Effizienz, mit der die RNA Polymerase Il an die DNA
bindet und die Transkription initiiert. Diese Proteine sind entweder konstitutive oder durch
posttrandationale Modifikationen (in diesem Fal Phosphorylierung) regulierte Trans-
kriptionsaktivatoren.

Viele Leucinzipperproteine werden zelltypspezifisch oder abhéngig vom Entwicklungsstatus
des Organismus exprimiert und sind in verschiedene Prozesse wie beispielsweise der
Differenzierung bestimmter Gewebetypen involviert (Hsu et al.).

1.2 Die Unterfamilie der CREB/ATF-Proteine

Eine Anzahl verschiedener extrazelluldrer Signale, einschliefdich Hormone und
Neurotransmitter, stimulieren die Transkription ihrer Zielgene Uber intrazellulére Botenstoffe
(second messenger), die die Phosphorylierung spezieller Transkriptionsfaktoren regulieren.
Der intrazellulére Anstieg eines dieser ,,.second messenger”, des cyclischen Adenosin-
Monophosphats (CAMP), bewirkt eine Freisetzung der katalytischen Untereinheit der
Proteinkinase A (PKA). CAMP bindet dabei zunéchst an die regulatorischen Untereinheiten
destetrameren Enzyms. Nach Trand okation der katalytischen Untereinheitenin den Zellkern
(Harootunian et al.), werden dort Substratproteine phosphoryliert. Das CAMP Response
Element Binding Protein (CREB) wurde als einer der ersten Faktoren identifiziert, der die
transkriptionelle Antwort auf einen erhthten CAMP-Spiegel vermittelt (Gonzalez et al.).
CREB ist Mitglied der Leucinzipper-Proteinfamilie und wird mit dem cAMP Response
Element Modulatory Protein (CREM) und dem Activating Transcription Factor 1 (ATF1,
auch TREB36 oder ATF-43) aufgrund der Sequenzhomologie zur CREB/ATF-Unterfamilie
zusammengefaldt (Meyer et al, Ruppert et al., Laoide et al.). Die DNA-Bindungsdoméanen
von CREB, ATF1 und die DNA-Bindungsdoméne 1 von CREM sind zu 95% homolog.
Alle drei Proteine besitzen bei der durch cAMP vermittelten Signaltransduktion &hnliche
funktionelle Eigenschaften. Sie binden as Hetero- oder Homodimere an eine spezifische
DNA-Erkennungsequenz: das cCAMP Responsive Element (CRE). Diese Konsensussequenz
wird durch ein unveradnderliches CGTCA-Motif charakterisiert und stellt eine Halfte der oft
palindromischen CREB-Bindungsstelle dar (TGACGTCA), (Leeet a., Nicholset d., Lin &
al, Yamamoto et al.). Zusdtzlich zu der Konsensussequenz spielen aber auch benachbarte
Basenpaarungen bei der Bindung von CREB eine Rolle (Deutsch et al.). Die CRE-Sequenz
tbernimmt mit der Bindung des Transkriptionsfaktors die Funktion eines Kontrollelements
(Montminy et al, Lee e a.). Abhangig davon, welche zusétzlichen Basen auf3er der

3
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Konsensusequenz die CRE-Stelle enthdlt, binden ATF1 und CREB mit verschiedener
Affinitét an die DNA-Bindungsstelle. Die Bindungsaffinitét ist aber nicht nur von der CRE-
Sequenz abhangig, sondern auch von der Anzahl der Bindungsstellen (Delegeane et al.,
Jameson et a.) und der Zusammensetzung der Dimere, die an die DNA binden. CREB kann
sowohl mit ATF1 als auch mit CREM heterodimerisieren ( Foulkeset a., Hurst et al.). Von
keinem der CREB/ATF-Proteine ist bekannt, dal3 es Dimere mit Proteinen anderer
L eucinzipperfamilien ausbil det.

1.2.1 Proteinstruktur der CREB/ATF-Familie

CREB, CREM und ATF1 lassen sich in verschiedene, funktional distinkte Doménen
unterteilen.

Die funktionelle Bedeutung der verschiedenen Doméanen wurde durch ,in vivo assays'
untersucht. Es wurden chimére Proteine, in denen die DNA-Bindungsdoméne von CREB
durch die des Hefe-Aktivators GAL4 ersetzt wurde, in transienten Transfektionen getestet,
um die Effekte endogenen CREBs zu umgehen (Hurst et al., Lee et ., Berkowitz et a.).
Embroynae F9 Karzinom-Zellen, die nicht durch cAMP aktivierbar sind, wurden zudem mit
verschiedenen CREB-Deletionsmutanten transient transfiziert (Gonzalez et al., Masson &
al.).

Durch diese Experimente konnten einige funktionelle Elemente von CREB identifiziert
werden, die eine direkte Rolle in transkriptioneller Aktivierung und Repression spielen.

Der fur die Transaktivierung verantwortliche Bereich enthélt verschiedene regulatorische
Elemente. Die Phosphorylierungsstelle fir PKA ist Tel einer komplexen Region, die
zumindest zwei weitere funktionelle Elemente enthélt. Diese ca. 50 Aminoséure grof3e
Region wird Kinase Inducible Domain (KID) (Gonzalez et al.) oder auch P-Box (Lee et al.)
genannt, dasiereich an Serinresten ist und auf3er fur PKA auch Phosphoakzeptorstellen fiir
verschiedene andere Proteinkinasen aufweist.

Der aminoterminale Bereich der KID-Domane beinhaltet verschiedene Phosphorylierungs-
stellen, die durch Proteinkinase C (PKC), Glykogen-Synthase-Kinase 3 (GSK3) und
CaseinKinase | und Il invivo phosphoryliert werden kénnen.

Vollstéandige Transaktivierung durch CREB erfordert auf3er der KID-Doméne noch zwel
weitere glutaminreiche Aktivierungsdomanen, die aminotermina (Q1l) beziehungsweise
carboxytermina (Q2) von der KID-Doméne zu finden sind. Q2 ist eine kongtitutive
Aktivierungsdomane, die kritisch fir die von PKA abhéngige Induktion ist. Eine Entfernung
dieser Doméne in transienten Transfektionen fUhrte zu einer verringerten Aktivitét von durch
PKA phosphoryliertem CREB (Quinn et al., Brindle et al.).

Es wird angenommen, dal3 die Phosphorylierung innerhalb der KID-Doméne von CREB
eine Konformationsénderung verursacht, so dal3 die glutaminreichen Doménen mit dem
basalen Transkriptionsapparat interagieren konnen (Meyer et al., Lee et al.). Tatsachlich

4
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kommt es zu Wechselwirkungen zwischen der Q2-Doméane und der TFIID-Fraktion. Die
THIID-Fraktion beinhatet zusétzlich zu dem TATA-Binding Protein (TBP) weitere an TBP
assoziierte Faktoren (TAFs), die as Koaktivatoren fungieren (Hoey et al.). Sowohl
biochemisch als auch genetisch wurde gezeigt, dal3 Q2 mit einer Komponente der TFIID-
Fraktion, dem Koaktivator dTBP-Associated Factor 110 (dTAF110), interagiert (Gill et al .,
Ferreri et al.).

Trotz der grof3en Homologie zwischen CREB und ATF1 zeigen sich deutliche strukturelle
und funktionale Unterschiede. Die Q1-Doméne und der als a-Peptid bezeichnete Bereich
fehlen im ATF1-Protein. Stattdessen enthdlt das Protein eine ca. 27 Aminosauren lange
aminoterminale Region (NTR), die sich vom Aminoterminus von CREB stark unterscheidet
(Hurst e a.). In der KID-Domédne scheint die Phosphorylierung innerhalb des
aminoterminalen Bereiches in CREB von der vorangegangenen Phosphorylierung durch
PKA abhéngig zu sein (Lee et al.), wohingegen dies in ATF1 nicht der Fall zu sein scheint
(Masson et al.). Im Gegensatz zu CREB mul3 ATF1 als Dimer vorliegen, um phosphoryliert
zu werden. Fusioniert man die DNA-Bindungsdoméne des Hefe-Aktivators GAL4 an
CREB, so hangt das Transaktivierungspotential nicht vom Vorhandensein des Leucinzippers
ab. Ein GAL4-ATF1-Fusionsprotein bendtigt dagegen den Leucinzipper, um eine CAMP-
Antwort zu vermitteln. ATF1 braucht also einen Partner, um zu transaktivieren (Hurst et al,
Flint et al, Rehfuss et al). Auch ist das Serin-129, die GSK-3 Phosphoakkzeptor-Stelle,
nicht in ATF1 konserviert, und somit kann davon ausgegangen werden, dal3 ATF1 nicht
durch GSK-3 aktivierbar ist (Meyer et d., Fiol et al.). Umgekehrt fehlt CREB das in ATF1
vorkommende Serin-36, das eine wichtige Rolle bel der Modulation der DNA-Bindung
spielt (Masson et al.). So unterscheiden sich ATF1 und CREB trotz ihrer grofen Homologie
innerhalb der KID-Domaéne in ihrer Regulation durch verschiedene Phosphorylierungen.

Die carboxyterminale Region der P-Box einschliefdich der PKA-Stelle (Ser-133 in CREB,
entsprechend Ser-63 in ATF1) ist hochkonserviert. Die KID-Doméne fungiert as
Transaktivierungsdoméne, jedoch werden durch unterschiedliche Phosphorylierungs-
ereignisse innerhalb dieser Region jedem Protein der CREB/ATF-Familie eigene
Eigenschaften zugeordnet (Lee et al.).

Die Identifizierung der genomischen Struktur und der durch verschiedene Exons kodierten
funktionellen Doménen zeigte, dal3 verschiedene Isoformen des CREB-Proteins existieren
(Ruppert et a.). Die am haufigsten vorkommende cDNA-Isoform ist CREB&. Alle weiteren
Isoformen besitzen Deletionen oder Insertionen, wobel nur die Trandation von dre
Isoformen zu tatsachlich funktionellem CREB-Protein fuhren: CREBa, CREBA und
CREBOd. CREBa besitzt zwischen Q1- und KID-Doméne ein 14 Aminosduren langes
Segment, das sogenannte a-Peptid, das durch ein eigenes Exon kodiert wird. CREB[3 und
CREBS sind bis auf fehlende 40 Aminosauren am Aminoterminus identisch, wodurch ca
40% der Q1-Domane fehlen (Blendy et a.).

Von ATF1 sind bisher keine alternativen Spleif3varianten bekannt.
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Tr vation Ki : . Dimerisation
ansactivation Kinase-Inducible-Domain DNA-binding
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Abb. 1 Funktionelle Doménenen von CREB, ATF1 und CREM.

Die basische Region und der Leucinzipper bilden die carboxyterminale Doméne, die fir die DNA-Bindung und
Dimerisierung zusténdig ist. Mehrere Einzelelemente bilden die Kinase-Inducible Domain (KID): PKA ist die
Proteinkinase K Phosphoakzeptorstelle (Serin 133 in CREB), das B-Element bildet eine B-Faltblattstruktur.
a2 enthdt eine Phosphorylierungsstelle fur Proteinkinase C (PKC). Q1 und Q2 symbolisieren de
glutaminreichen Doménen, die fur die Transaktivierung wichtig sind.

a ist das fur die CREBa Isoform spezifische a-Peptid. Die zu CREB nicht homologe aminoterminale
Region in ATF1 ist mit NTR benannt. Die Struktur von CREM entspricht CREMT, dessen DNA-Bindungs-
und Dimerisierungsdoméne durch bZIPIl gebildet wird. y entspricht einer zu CREB nicht homologen

Domane.

Das CREM-Gen ist wohl das komplexeste der CREB/ATF-Familie. Das auffélligste
Merkma ist, dal’3 verschiedene Exone zwe unterschiedliche bZip-Doméanen kodieren, die
dternativ durch differentielles Spleif3en genutzt werden. Diese Doménen sind untereinander
zu 75% homolog. Von CREM existiert eine Vidfat an SpleiRvarianten. Diese lassen sich in
zwel Gruppen einteilen. Die Isoformen der ersten Gruppen enthaten adle die P-Box und
werden vom Promotor P1 aus gebildet. CREMT, das in diese Gruppe gehort, ist CREB in
Bezug auf funktionelle Regionen am &hnlichsten. Andere Isoformen werden von enem
dternativen Promotor P2 gebildet. P2 liegt innerhalb eines Introns nahe des 3'-Endes des
CREM-Gens und ist stark durch cAMP induzierbar. Von dort aus werden Produkte gebildet,
diedsInducible cAMP Early Repressor (ICER) bezeichnet werden (Molina et al., Stehle &
a.). Das offene Leseraster der ICER-Formen umfaldt 120 Aminoséuren, und sie sind somit
die kleinsten Mitglieder der CREM-Proteinfamilie. Sie bestehen nur aus DNA-Bindungs-
und Dimerisierungsdomane. Die intakte DNA-Bindungsdoméne dirigiert ICER spezifisch an
eine Konsensus-CRE-Bindestelle. Die Dimerisierungsdoméane ermdglicht eine Interaktion
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von ICER mit CREMt sowie auch mit anderen CREM-Proteinen und CREB. In
Transfektions-Assays fungiert ICER als potenter Repressor cCAMP-induzierter Transkription
(Molina et al.). Das CREM-Gen kodiert also vide Isoformen, die entweder als
Transkriptionsaktivatoren oder al's -repressoren wirken.

1.3 Alternative Signaltransduktionskaskaden zu PKA

Verschiedene intrazelluldre Signaltransduktionswege, die durch Hormone (Waker et al.,
Klemm et al.), Wachstumsfaktoren (Ginty et a., Gosh et Greenberg, Tan et a, Finkbeiner
et al.), Neurotransmitter und Ca?* (Sheng et al, Pende et al.) aktiviert werden, fuhren zu
einer Aktivierung von CREB, indem ein bestimmter Serinrest phosphoryliert wird. Neben
PKA geschieht dies auch durch verschiedene andere Kinasen wie zum Beispiel der
Calmodulin-dependent Kinase Il und 1V (Sun et al, Bito et al., Finkenbeiner et al.), der
Glycogen-Synthase Kinase-3 (Fiol et a.), der Ras-dependent Protein Kinase RSK2 (Xing &
al.), der p70 S6 Kinase (deGroot et a.) und der MAPKAP-Kinase-2 (Tan et al.).

1.3.1 Kalziumabhé&ngige Kinasen

Sowohl ATF1 als auch CREB kénnen durch Ca* induzierte Transkription vermitteln (Liu et
a.). De durch Depolarisation der Membran verursachte intrazelluldre Kaziumanstieg
induziert sogenannte Immediate-Early Genes (IEG). Diese benétigen fir ihre Transkription
keine Synthese neuer Proteine und kodieren haufig Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel
c-Fos und c-Jun. Die Aktivierung von c-fos erfolgt tber ein Ca?*-Response Element (CaRE)
(Sheng et al.). Das CaRE ist identisch mit der CRE-Bindungsstelle, und sowohl das c-fos-
CaRE a's auch ein Konsensus-CRE vermitteln eine Aktivierung durch Ca?*, wenn sie in die
regulatorische Region eines heterologen Gens gebracht werden (Sheng et al.).

CREB und ATF1 werden in vitro von den Ca2+/Camodulin-abhéngigen Proteinkinase |1
(CaMK 11) und IV (CaMK V) wie durch PKA am Serin-133 und entsprechend Serin-63
phosphoryliert (Dash et al., Cruzalegui et al., Liu et a.). CaMK |l phosphoryliert CREB
noch an einer weiteren Stelle, dem Serin-142. In Transfektionsassays hat sich gezeigt, dal3
CaMK IV im Verglech zu CaMK 1l ein groferes Aktivierungspotential besitzt. Die
Phosphorylierung von  Serin-142 inhibiert die Aktivierung von CREB durch
Phosphorylierung an Serin-133. Wird Serin-142 in transienten Transfektionen durch en
Alanin ersetzt, so kann CaMK 1| CREB im gleichen Mal%e aktivieren wie CaMK IV (Sun &t
al.).
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1.3.2 Wachstumsfaktorabhangige Kinasen

CREB <cheint ene weltergeféacherte  Funktion in der  Vermittlung  von
Wachstumsfaktorsignalen zu haben, as urspringlich angenommen. Je nach Art der
Stimulation ist die Aktivierung der Transkription von verschiedenen Mechanismen abhangig.
So wird CREB in PC12-Phédochromocytoma-Zellen nach Stimulation mit Nerve Growth
Factor (NGF) Uber eine Ras-abgangige Proteinkinase am Serin-133 phosphoryliert. Diese
durch NGF induzierbare Kinase gehort zur Familie der pp90rsk Kinasen und heil RSK?2
(Ginty et al., Xing et al.). RSK2 spielt auch bel der Aktivierung von CREB nach T-Zell-
Stimulation eine wichtige Rolle (Muthusamy et Leiden). Eine andere durch den Fibroblast
Growth Factor (FGF) und Stress aktivierte Signalkaskade wurde in SK-N-MC-
Neuroblastoma-Zellen gefunden. Serin-133 in CREB und respektive Serin-63 in ATF1
werden durch die MAP Kinase-Activated Protein (MAPKAP) Kinase-2 phosphoryliert. Die
MAPKAP Kinase-2 wiederum wird durch die p38 Mitogen Activated Protein (MAP)-Kinase
oder auch Reactivating Kinase (RK) aktiviert. Durch welche Proteinkinase die p38 MAP-
Kinase reguliert wird, ist bislang unklar (Tan et al.).

Wachstumsfaktoren und Stress kdnnen auch Uber andere Wege eine Aktivierung von CREB
bewirken. In 293-Zellen aktivieren Wachstumsfaktoren beziehungsweise Phorbolester die
Mitogen-Activated Protein (MAPK)-Kaskade. Stressfaktoren wie UV-Strahlung, oxidativer
oder chemischer Stress induzieren in dieser Zdlinie die Stress-Activated Protein Kinase
(SAPK/p38)-Kaskade. Beide Kaskaden aktivieren die Mitogen- and Stress-Activated Protein
Kinase 1 (MSK1), die dann CREB und ATF1 phosphoryliert. Faktoren wie der Tumor
Nekrosis Faktor (TNF), der Nerve Growth Factor (NGF) und der Fibroblast Growth Factor
(FGF) kénnen CREB und ATF1 in HeLa, PC12- und SK-N-MC-Zellen sowohl ber die
MAPK/ERK wie auch Uber die SAPK 2/p38 Kaskade aktivieren (Deak et a.).

Signale anderer Faktoren (Epidermal Growth Factor (EGF), Interleukin-1a (11-1a) oder
Serum) aktivieren CREB Uber eine Phosphorylierung am Serin-133 in neuronalen und auch
nichtneuronalen Zellen (lordanov e al.). CREB scheint somit in eine Vidzahl von
Wachstums- und Differenzierungsvorgangen in verschiedenen Zelltypen involviert zu sein.

1.4 Dephosphorylierung von CREB

Die Phosphorylierung von CREB und die Transkription seiner Zielgene &% trotz
fortwdhrender Pr&senz von cAMP-Agonisten mit der Zeit (4-6 Stunden) nach. Dies kann
jedoch in NIH-3T3-Fibroblasten durch Gabe von Okadaic Acid (OA), enes PP1-
Phosphataseinhibitors, oder Uberexpression von Inhibitor 1-Protein, einem spezifischen
Inhibitor der Serin/Threonin Phosphatase PP-1, verhindert werden (Hagiwara et al.). Die
Phosphatase PP-1 wird im Nukleus durch ihren nuklegren Inhibitor (N1PP-1) an Chromatin
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gebunden (vanEynde et a.). Die Phosphorylierung von NIPP-1 durch PKA bewirkt eine
verringerte Affinitét zu PP-1, das dadurch freigesetzt und CREB inaktivieren kann.

In Leberzellen wurden as Regulator der Dephosphorylierung von CREB die Phosphatase
PP-2a identfiziert (Wadzinski et al.). Die Serin/Threonin-Phosphatase-Aktivitdten scheinen
in unterschiedlichen Zelltypen verschieden reguliert zu werden.

1.5 Integration verschiedener Signaltransduktionswege durch CBP

Transkriptionsfaktoren wie die CREB/ATF-Proteine interagieren mit Proteinen des
Transkriptions-Initiations-Komplexes, um Effekte auf die Transkription zu vermitteln.
Phosphorylierungsbedingte Konformationsdnderungen machen die Q2-Doméne fir dTAF
110 zuganglich (Ferreri et al.). Da KID- und Q2-Doméanen as unabhdngige Elemente
fungieren kénnen, die jedoch einen synergistischen Effekt nach Phosphorylierung zeigen,
liegt die Vermutung nahe, da3 auch die aktivierte KID-Doméane mit bestimmten
Komponenten des Transkriptionsapparates assoziieren kann (Quinn, Brindle et al.). Als
Bindungspartner wurde das 265 kDa grofe phospho-CREB Binding Protein (CBP)
identifiziert. CBP ist eng mit dem E1A-bindenden Faktor p300 verwandt (Eckner et a.), und
beide scheinen identische Funktionen auszutiben. Peptidmotive wie eine Bromodomane,
ene KIX-Domane und Cydtidin/Higtidin-reiche Regionen (C/H-Doménen) sind in
CBP/p300 Proteinen von Drosophila bis zu Saugern konserviert (Arany et a.; Eckner et 4d;
Parker et al; Akimaru et a.).

Die funktionelle Bedeutung von CBP fir die transkriptionellen Kontrolle durch cAMP
induzierbarer Gene wurde in zwel verschiedenen experimentellen Ansdtzen gezeigt. Zum
einen durch enen Zusatz von CBP-Antiserum in Mikroinjektionsassays, wodurch die
Induktion eines CRE-Reporterplasmids blockiert wurde (Arias et al.). Zum anderen konnte
eine Uberexpression von CBP in transienten Transfektionen die Aktivitat von CREB je nach
Phosphorylierungsgrad verstérken (Arias et a., Kwok et a.).

CBP bindet spezifisch an den Bereich der KID-Doméne nahe Serin-133. Die
Komplexbildung verhindert in vitro eine Dephosphorylierung des Serins durch PP-1 und
PP-2a (Parker et al.).

Es hat sich gezeigt, dal3 CBP Uber Protein/Protein-Interaktionen auf die Promotoren vieler
Zielgene wirkt (Kwok et al., Lundblad et al.). In Immunneutralisationsexperimenten mit
CBP-Antiserum wurde nicht nur die Aktivitét des CRE-Reportes, sondern auch Reporter mit
Phorbolester Elementen (TRE) oder Serum Response Elementen (SRE) inhibiert. CBP stdlt
demnach einen multifunktionalen Kofaktor dar (Arias et al.). CBP/p300 interagieren aul3er
mit CREB auch unter anderem mit c-Fos (Bannister et al.), c-Jun, c-Myb, Sap-1a/Elk-1,
Tax, Stat2, E1A, pp90™, Steroidhormonrezeptoren sowie mit dem Steroidhormonrezeptor-
Koaktivatoren (pl60/SRC-1) (Janknecht et al.). Verschiedene Signaltransduktionswege
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konvergieren somit durch Interaktion unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren mit
CBP/p300 auf einer Plattform.

Eine der C/H-Doménen von CBP interagiert mit RNA Helikase A, die wiederum RNA
Polymerase |1 bindet (Nakajimaet a., Kee et a.). Die Interaktion von CREB mit CBP und
dem Holo-Polll-Komplex ist jedoch nicht ausreichend fir die transkriptionelle Induktion
durch cAMP (Brindle et al.). Die Notwendigkeit der Anlagerung von TFIID mittels der Q2-
Doméne bedeutet entweder, dald TFIID im CBP-Polll-Komplex fehlt, oder dal? eine stabile
Komplexbildung verschiedene Kontakte mit unterschiedlichen Faktoren innerhab dieses
Komplexes benttigt (Montminy et al.).

Zusétzlich zu der Eigenschaft RNA Polymerase 1l zu binden, besitzt CBP eine potente
Histon-Acetyltransferase (HAT)-Aktivitat (Bannister und Kouzarides, Ogryzko et al.). Da
die Acetylierung von Histonen in transkriptionell aktivem Chromatin erhoht ist, vereinfacht
CBP moglicherweise die Transkription durch direkte Modifikation der Chromatinstruktur
(Grunstein; Wade et al.).

1.6 Die Rolle von CREB/ATF-Proteinen in verschiedenen
physiologischen Prozessen

Die CREB/ATF-Famile sind hochkonservierte Proteine, die in Nagern, im Menschen,
Drosophila, Aplysa (Bartsch e a.) und Hydra (Galiot e a.) vorkommen. Die
verschiedenen Transkriptionsfaktoren werden mit einer Reihe von unterschiedlichen
physiologischen Prozessen wahrend der Embryonalentwicklung und in der adulten
Physiologie in Zusammenhang gebracht. CREB/ATF-Proteine sollen unter anderem in die
Rezeptor-vermittelte Induktion des c-Fos-Gens involviert sein (Peunova et Enlikolopov,
Ginty et al.). Auch werden die Fertilitét mannlicher Mause (Blendy et al., Nantel et al.), die
Regulation von Peptidhormonen (Montminy et al.) und die transkriptionelle Antwort auf
circadiane Rhythmen (Ginty et al., Stehle et al., Foulkes et a.) von CREM, CREB und
ATF1 gesteuert. CREB im speziellen wird mit der Regulation der Gluconeogenese (Boshart
et al.), der Erregungdeitung in Neuronen beziehungsweise der Konsolidierung des
L angzeit-gedachtnisses (Boutchuladze et al.) sowie der durch NGF vermittelten Effekte in
Verbindung gebracht.

Die Funktion von ATF1 ist weitgehend unbekannt. Im Menschen gibt es eine sdtene
Tumorform, bel der ATF1 eine Rolle spielt. Es handelt sich dabei um das sogenannte
Malignant Melanoma of soft Parts (MM SP) oder auch Soft Tissue Clear Cell Sarcoma, das
wahrscheinlich neuroektodermalen Ursprungs ist. Dieser sehr aggressive Tumor entwickelt
sich hauptsachlich in Sehnen von Patienten im Alter von 15 bis 35 Jahren (Chung et al,
Epstein et al.). Eine Genfusion zwischen dem Ewing Sarcoma-Onkogen (EWS) und dem
ATF1-Gen, die durch eine chromosomale Trandokation (t(12;22)) hervorgerufen wird,
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scheint spezifisch fur diesen Tumortyp zu sein. Das Ewing Sarcoma Onkogen fusioniert mit
zdluléren Transkriptionsfaktoren, wodurch natirlich auftretende, dominante Onkogene
entstehen. Das EWS/ATF1-Fusionsprotein bildet sich aus einer Verbindung mit
durchgehendem Leseraster zwischen Codon-325 der EWS-mRNA und Codon-65 der
ATF1-mRNA. Dieses chimére Protein setzt sich aus Aminoterminus des EWS-Proteins und
Carboxyterminus inklusive der bZIP-Doméne des ATF1-Proteins zusammen. Durch die
intakte Dimerisierungs- und DNA-Bindungsdoméne bleibt die Méglichkeit bestehen, Homo-
oder Heterodimere mit beispielsweise CREB zu formen. Da das Fusionsprotein jedoch keine
Konsensusstelle fir PKA mehr enthdlt, ist es nicht durch cAMP aktivierbar. Umgekehrt
werden keine ATFL/EWS-Fusionsproteine in transformierten Zellen gebildet (Zucman «
al.). Die Transformation von Zedlen durch das EWS/ATF1-Protein ensteht wahrscheinlich
durch eine verénderte transkriptionelle Regulation von Genen, die normaerweise durch
ATF1 reguliert wirden. In JEG3-Zellen kann das Fusionsprotein fir einige Promotoren en
starker konstitutiver Aktivator sein, aber gleichzeitig andere Promotoren reprimieren (Brown
et a.). Es hat sich gezeigt, dal3 das Fusionsprotein an CRE-Elemente binden kann und
kongtitutiv Transkription in Abhangigkeit der EWS-Aktivierungsdomane aktivieren kann.
Diese Transaktivation braucht jedoch keine vorangegangene Dimerisierung mit anderen
CREB/ATF-Mitgliedern (Pan et a.). In MMSP-Zellen sind ale Komponeneten vorhanden,
die fur eine durch cCAMP induzierte Transkription nétig sind. CAMP kann zwar in diesen
Zdlen die effiziente Phosphorylierung von CREB, nicht aber die Aktivierung der
Transkription induzieren. Das deutet darauf hin, dal3 in MMSP-Zéellinien eine Blockade des
CAMP-Signals nach der CREB-Phosphorylierung stettfindet. Die Tatsache, dal3 MM SP-
Zdlen nicht durch cAMP aktivierbar sind, scheint ein typisches Merkma dieser Zelen zu
sein (Li et Lee).

1.6.1 Expression von CREB, ATF1 und CREM

Die aus Einzeldementen bestehende Genstruktur erméglicht eine regulierte Expression von
Proteinen in verschiedenen Zelen. Dementsprechend kann durch differentielles Spleif3en
(Foulkes e a., Ruppert e a.Yamamoto e a., Waeber e al.), dternative
Trandationsinitiation (Foulkes et al.), RNA-Stabilitét (Foulkes et a.) und posttrandationale
Modifikationen ein komplexes Expressionsmuster entstehen. Im Gegensatz zu CREM und
CREB sind von ATFl keine dternativen Spleifdvarianten bekannt. Die funktionellen
Isoformen von CREB (a,  und &) scheinen in somatischen Zellen von adulten Sdugern
ubiquitér exprimiert zu sein, wobei CREBS& dreima hoher exprimiert wird als CREBa
(Ruppert et al., Berkowitz et al.), wahrend CREB[3 ungeféhr 15 Prozent aler trandatierten
Isoformen von CREB ausmacht (Blendy et a.). Andere Isoformen von CREB, denen die
DNA-Bindungsdoméne und das Kernlokalisationssignal fehlen, werden nur in adultem
Hoden hoch exprimiert (Ruppert et al., Waeber et al.). Die Funktion dieser Isoformen ist
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unbekannt, da sie, nicht direkt die Transkription aktivieren kénnen, falls nicht andere
Proteine sie zu den Promotoren deligieren. Das CREB-Gen wird wéahrend der
Spermatogenese in Sertoli-Zellen zyklisch exprimiert und erreicht einen Peak bei maximalen
CAMP-Spiegeln, die durch das Follikel Stimuliernde Hormon (FSH) induziert werden
(Waeber et d.).

Das Expressionsmuster von ATF1 ist bisher nicht genauer untersucht worden. Verschiedene
Phosphorylierungen innerhalb der KID-Domane konnten zum Auftreten einzelner Varianten
von ATF1 mit spezifischen Aufgaben beitragen. Diese zdltypspezifischen Phosphory-
lierungen wéren eine Moglichkeit, die funktiondle Vidfat der CREB/ATF-Familie zu
erkléren.

CREM wird in adulten Mausen am hochsten in Hoden in den runden Spermatiden
exprimiert, die die Meose durchlaufen haben. In vorpubertéren Stadien allerdings findet sich
CREM in weitaus geringeren Mengen. Somit wird die Expression von CREM in Hoden in
Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium reguliert (Foulkes et al.). Das von der Hypophyse
ausgeschittete Hormon FSH dirigiert diese Umstellung der Expression. Es findet aber noch
ene wetee Umstelung dabel statt. So werden im vorpubertéren Hoden nur
Repressorformen detektiert, wahrend man im adulten Hoden ausschliefdich den Aktivator
CREMT findet. Das bedeutet, es findet auch eine funktionelle Veranderung statt (Foulkes
und Sassone-Corsi). Die hormonelle Induktion von CREMT durch FSH wirkt nicht Gber die
Transkription, wie schon von der Struktur des P1-Promotors zu erwarten ist. Die mRNA
destabiliserenden AUUUA-Elemente der 3 -untrandatierten Region werden durch
aternative Polyadenylierung ausgeschlossen, wodurch die Stabilitét des CREM-Transkripts
dramatisch erhoht wird (Foulkes et d).

1.6.2 Dominant-negative Mutationen von CREB und ATF1

Experimente mit dominant-negativen Formen von CREB oder ATF1 konnen interessante
Einblicke in die physologische Bedeutung der CREB/ATF1-Transkriptionsfaktoren
bringen, da die mutierten Proteine sowohl mit ihrem Wildtyp-Gegenpart als auch mit
anderen Mitgliedern der Familie dimerisieren konnen. Die Uberexpression von
transdominant-negativen Formen verdndert die von CREB und ATF1 abhangige
Transkription insofern, als sich die Zusammensetzung und Anzahl der CREB/ATF1-Hetero-
und Homodimere andert.

Bisher existieren mehrere transgene Mausmodelle, die unter verschiedenen Promotoren eine
nicht phosphorylierbare Form des CREB-Proteins exprimieren. So wurde ein
transkriptionell inaktives CREB (CREBM 1) im Schildriisenvorderlappen unter der Kontrolle
des Wachstumshormonpromotors exprimiert (Struthers et al.). Da cCAMP in somatischen
Zdlen des Schilddriisenvorderlappens als mitogenes Signal fungiert, wurde erwartet, dal3
sich proliferative Defekte einstellen. Der Phenotyp der CREBM1 transgenen Mause zeigt
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Kleinwuchs mit verkimmerter Schilddrise, die ein deutliches Defizit an somatotrophen
Zdlen aufweist (Struthers et al.). Dagegen reicht chronische Uberstimulation des
somatotrophen cCAMP-Signalweges aus, um eine Hyperplasie dieser Zellen hervorzurufen
(Kvist et a., Saper et al.). Obwohl die genauen Zielgene der CREB/ATF-Famile nicht
bekannt sind, wéaren als mogliche Kandidaten c-fos und GHF1/pit-1 denkbar. Beide sind fir
CAMP sensitiv, in die Proliferationsregulation involviert und werden spezifisch in der
Schilddriise exprimiert (Chen et a., Carreno et a, Townsend et al.).

Proliferative Defekte konnten auch in transgenen Mause festgestellt werden, in denen nicht
phosphorylierbares CREB unter der Kontrolle des T-Zell-spezifischen CD2-Promotors und
Enhancers exprimiert wurde. Die Thymozyten und T-Zellen dieser Tiere zeigen eine stark
verringerte Interleukin-2 (11-2)-Produktion, einen Zellzyklusstop in der G1-Phase und
nachfolgend auftretende Apoptose (Barton et al.). Die Aktivierung von T-Zedlen konnte zur
Phosphorylierung und  Aktivieeung von CREB  fihren, wodurch  AP1-
Transkriptionsfaktoren induziert werden, die wiederum fir 11-2-Produktion und Progression
des Zellzyklus benttigt werden.

Auch in anderen Organen scheinen die Transkriptionsfaktoren der CREB/ATF-Familie in
physiologische Prozesse involviert zu sein. So entwickeln Méuse, die mutiertes CREB unter
der Kontrolle eines muskelzellspezifischen a-MHC-Promotors exprimieren, typische
Symptome der auch beim Menschen bekannten idiopathischen dilatativen Kardiomyopathie
(IDC). Es handdlt sich dabei im wesentlichen um eine Herzmuskelerkrankung, die sich in
fortschreitender biventrikuldrer Disfunktion und Herzerweiterung &dussert und zum
frihzeitigen Tod fuhrt. CREB und eventuell auch ATF1 beziehungsweise deren Zielgene
scheinen fir die Funktion und das Uberleben der Herzmuskelzellen benétigt zu werden
(Fentzke et al.).

I njektionen von dominant-negativem CREB in Xenopus Blastomere zeigen, dal3 die Proteine
der CREB/ATF-Familie schon in viel friheren Entwicklungsprozessen eine Rolle spielen.
Die Transkriptionsfaktoren werden fir eine normale Gastrulation und Bildung des
Neurarohres benttigt. Die initide Induktion des Mesoderms scheint nicht gestért zu sein,
wohl aber die richtige morphologische Ausbildung der Somiten (Lutz e al.,
unveroffentlicht).

In Zdlkulturen fuhren Experimente mit dominant-negativem CREB zu tellweise
widerspriichlichen Ergebnissen. In metastatischen Melanomzellen verringert CREB, das eine
Mutation in seiner DNA-Bindungsdomane trégt (KCREB), die Strahlenresistenz und das
Potential, in Nacktméausen Tumore und Metastasen zu bilden (Xie et a., Yang & al.).
Andererseits scheinen CREB und seine verwandten Proteine als Uberlebensfaktoren fir
menschliche Meanomzellen zu dienen und zu deren malignen Phenotyp beizutragen (Didier
et a.).

13



Einleitung

In PC12-Phéochromocytoma-Zellinien wurde gezeigt, dal3 CREB und ATF1 in der durch
CAMP vermittelten, nicht aber in der durch NGF induzierten Differenzierung dieser Zellen
eine Rolle spielen (Shimomuraet a.).

Zusammenfassend 8% sich feststellen, da3 die CREB/ATF-Familie an vieen
physiologischen Prozessen beteiligt ist. CREB, CREM und ATFl steuern somit
verschiedene wichtige Regulationen im Organismus wie Proliferation und Differenzierung.

1.6.3 Auschaltung einzelner Gene der CREB/ATF-Familie durch
homologe Rekombination

Um die Funktion der einzelnen Transkriptionsfaktoren in den Signaltransduktionskaskaden
und der Regulation ihrer Zielgenein vivo genauer zu analysieren, wurden einzelne Gene der
CREB/ATF-Familie durch homologe Rekombination in der Maus ausgeschaltet.

In M&usen, deren CREB-Gen in Exon 2 mutiert ist, fehlen die beiden funktionellen CREB-
Isoformen a und . Die Tiere exprimieren jedoch immer noch CREB( (Hummler et al.,
Blendy et al.). Diese sogenannten CREBad-Mause finden sich jedoch nicht mit einer nach
Mendd erwarteten Haufigkeit von 25%, sondern bilden nur 15% der Nachkommen. Die
Expression von CREM und CREB[3 im Gehirn dieser Mausen wird stark hochreguliert. Die
Uberlebenden Méuse zeigen keine Abnormitéten wahrend der Entwicklung. Unterschiede zu
Wildtyp-Artgenossen zeigen sich nur im Verhalten. Die CREBad-Tiere haben ein anderes
Lernverhalten und Erinnerungsvermégen (Bourtchuladze et al., Gass e a.) und nach
M orphiumgabe verminderte Entzugserscheinungen (Maldonado et al.). Dieser Phenotyp &%
sich durch kompensatorische Uberexpression von CREM und CREB erklaren.

Auch in der CREB, ,-Mutante, die kein funktionelles CREB-Protein mehr bildet (Abb. 2 A),
|&% sich eine Hochregulation der Expression von CREM nachweisen. Im Gegensatz zu den
CREBad-Méausen sind diese Tiere kleiner as ihre Wildtyp-Geschwister und sterben
innerhalb von 15 Minuten nach der Geburt an einer Atelektase der Lunge. Im Gehirn kann
man eine Reduktion des Corpus callosum und der vorderen Kommissuren feststellen.
Deswelteren findet man eine gestérte T-Zell-Entwicklung der af3-Linie, diein den CREBd-
Méausen (E 18,5d p.c.) norma ist. Es liegt insgesamt eine geringere Anzahl von
Thymuszellen vor, wobei dle Stadien der af3-T-Zdll-Linie betroffen sind (Rudolph et al.).
Auch hier sind kompensatorische Funktionen von ATF1 und von CREM vorstellbar.
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GENE TARGETING OF THE CREB GENE

Abb. 2 Darstellung der Gentargeting-Strategien der homologen Rekombination
von CREB und ATF1

Die Ausschaltung von ATF1 dleine (Abb. 2 B) zeigt keine phenotypischen Veranderungen
im Vergleich zu Wildtyp-M&usen. Die ATF1-/- Tiere erscheinen gesund, sowohl Mannchen
as auch Weibchen sind fertil und zeigen auf keine histologischen Veradnderungen. CREM
wird in diesen M&usen nicht hochreguliert, und auch die Untersuchung verschiedener
Marker in Thymuszellen durch Fluorescent-Activated Cell Sorter (FACS) Anayse |&X keine
Unterschiede zu Wildtyp-Méausen erkennen (Blendy et Schitz, unverdffentlichte
Ergebnisse). In Anbetracht des geringeren Transaktivierungspotentials von ATF1 im
Vergleich zu CREB und der Fahigkeit der beiden Heterodimere zu bilden, ist auch hier eine
Ubernahme der Funktionen von ATF1 durch CREB anzunehmen.

Wird CREM in M&usen durch homologe Rekombination ausgeschaltet, so entwickeln die
Tiere Defekte in der Spermiogenese. Die méannlichen Méuse sind steril. Es bilden sich keine
reifen Spermien. Der Stillstand in der Spermiogenese steht jedoch nicht in Zusammenhang
mit einem Abfall an FSH oder Testosteron (Blendy et al.; Nantel et al.).

Interessanterweise konnte bei Mausen, denen sowohl funktionelles CREB als auch
funktionelles CREM fehlt, bisher keinerlei Abweichungen vom Phénotyp der CREB, -
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Mause nachgewiesen werden (C. Otto, unverdffentlicht). Die Hochregulation von CREM in
den CREB,,-Méausen scheint somit keine kompensatorische Bedeutung wahrend der
Entwicklung zu haben.

1.7 Zielsetzung der vorliegenden Dissertation

Zid der vorliegenden Arbeit war eine genauere Untersuchung der physiologischen
Bedeutung von CREB und ATF1 wéhrend der Entwicklung der Maus. Um eventudlle
kompensatorischen Funktionen des jewells anderen Proteins in den ATF1-/-
beziehungsweise CREB, ,-Mausen zu umgehen, wurden Doppelverpasarungen
vorgenommen. Den Nachkommen dieser Verpaarungen fehlen sowohl funktionelles CREB-
as auch funktionelles ATF1-Protein.

Die Anaysen zeigen, dal3 ATF1 in der Embryonalentwicklung wichtig ist, und in ener
dosisabhangigen Weise kompensatorisch fur fehlendes CREB-Protein wirken kann. CREB
dagegen kann komplett die Funktion von ATF1 bis zur Geburt hin Gbernehmen.
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2. Ergebnisse

2.1 Expressionsmuster von CREB, CREM und ATF1

Die Expresson von CREB, ATF1 und CREM wurde in der Maus mittels
immunohistochemischer Methoden untersucht, um mehr Uber die Vertellung dieser Proteine
insbesondere  wéhrend der Embryonaentwicklung zu erfahren. Dazu wurden
Antikorperfarbungen auf Paraffin- und Gefrierschnitten verschiedener Embryonalstadien
angefertigt. Die hierfir verwendeten Antiseren sind fir das jeweilige Protein spezifisch,
jedoch 183 sich zwischen den verschiedenen existierenden funktionellen Isoformen von
CREB und CREM nicht differenzieren (siehe auch Methodenteil).

CREB wird in der adulten Maus ubiquitéar, CREM am stérksten in Hoden exprimiert (Lee &
al.). Ahnlich wie CREB ist ATF1 in fast alen Organen zu finden. So konnte ATFL1 in
Thymus, Leber, Lunge, Fett und Muskel gewebe nachgewiesen werden. Am hdchsten ist die
Expression alerdings in adultem Hoden. Im Gegensaiz zu CREB wird ATFL nicht in
neuronalen sondern nur in Microgliazellen gefunden und scheint in der Signalvermittiung in
Gehirn und Rickenmark keine Rolle zu spielen. Von CREM dagegen findet man in
pranatalem, neuronalen Gewebe nur die CREMa- und CREM[-Isoform, alerdings geht
deren Expression nach der Geburt zurlick. Im adulten Gehirn wird vorwiegend der
Repressor SS-CREM exprimiert (Delmaset d.).

In alen bisher untersuchten Geweben mit Ausnahme von Hoden traten bisher immer
mindestens zwel Proteine der CREB/ATF-Familie kolokalisiert auf.

2.1. Expression von CREB, CREM und ATF1 wahrend der
Hodenentwicklung

Ab Tag 13 p.c. der Embryonaentwicklung finden in der Urogenitadifferenzierung
entscheidendende Verdnderungen der zellulédren Architektur statt, und erstmals lassen sich
histologisch die Gonaden erkennen. Dies ist der frihestmdgliche Zeitpunkt, Ovarien von
Hoden eindeutig zu unterscheiden, obwohl sie dhnliche Form und Grofse besitzen. Der
Hoden besteht in dieser Phase aus Hodenstréngen, den Vorlaufern der Samenkanélchen,
und dem dazwischenliegenden mesenchymalen Gewebe. Beide werden vom Kemepithel
umgeben. In den Hodenstréngen liegen die primitiven spermatogenetischen Zellen und die
Sertoli-Zellen (Stutzzellen).

Wéhrend dieser Entwicklung der Hoden werden die drel Proteine sehr unterschiedlich
exprimiert. ATF1 und CREB werden am Tag E 14,5 p.c. nicht in primitiven
spermatogenetischen Zellen exprimiert. CREB liegt hauptséchlich in  mesenchymalem
Gewebe, das die Hodestrange umgibt, und in Sertoli-Zellen vor (Abb. 3 D). Zu diesem
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Zeitpunkt lassen sich interdtitielle beziehungsweise Leydig-Zellen (Zwischenzellen) nicht
von mesenchymalen Zelen unterscheiden. ATF1 ist kolokalisiert, wird jedoch nicht sehr
stark exprimiert (Abb. 3 A). CREM dagegen 1% sich in den primitiven Keimzellen
nachweisen (Abb. 3 G). Wahrend der weiteren Embryonaentwicklung ab Tag E 16 p.c.
stoppt die Zdltellung in Hoden und setzt erst wieder nach der Geburt ein. Rund vierzehn
Tage nach der Geburt startet die erste Spermatogeneserunde, um reife Spermien zu bilden.
Die Samenkanal chen bestehen jetzt aus Sertoli-Zellen, Spermatogonien, priméren und friihen
sekundéren Spermatozyten. Der Epithelverband in den Samenkanédlchen wird von Sertoli-
Zéellen gebildet, die die mannlichen Keimzellen erndhren und deren Entwicklung regulieren.
Die Keimzellen liegen in Einstilpungen der Sertoli-Zellen. Wahrend der Entwicklung von
Spermatogonien Uber primére und sekundére Spermatozyten bis hin zu Spermatiden riicken
sie gegen das Lumen der Samenkandchen vor, von dem aus die reifen Spermien in den
Nebenhoden abgegeben werden. CREB &% sich zu diesem Zeitpunkt in den reifen Sertoli-
Zellen nachweisen (Abb. 3 E). ATFL1 liegt in den priméaren Spermatozyten vor (Abb. 3 B).
In den ersten auftretenden sekunddren Spermatozyten ist eine sehr starke CREM-Farbung
erkennbar (Abb. 3 H). Diese Kongdlation bleibt auch wahrend der weiteren Reifung
erhalten. In adultem Hoden wird CREB in den Sertoli-Zellen (Abb. 3 F) und ATF1 in
priméren Spermatozyten, spezifischer pachyténen Spermatozyten (Abb. 3 C) exprimiert.
Eine wesentliche Funktion im Hoden wurde fir CREM in spéten priméren und vor dlem in
sekundéren Spermatozyten (Abb. 3 1) nachgewiesen. Mannliche Mause ohne funktionelles
CREM sind steril. In den Samenkand chen stoppt die Spermiogenese nach Bildung runder
Spermatiden, so dal? sich keine reife Spermien mehr entwickeln (Blendy et al., Nantel &
al.).

Trotz der relativ starken Expression von CREB und ATF1 in Sertoli-Zellen beziehungsweise
pachytadnen Spermatozyten, beeinflufd zumindest das Fehlen von funktionellem ATF1 nicht
die Fertilitst der Mause beider Geschlechter. Eine Aussage bezlglich der Fertilitdt von
CREB-/- M&usen |83 sich wegen der friihen Sterblichkeit nicht machen. Morphologisch
zeigen weder die Gonaden der CREB, - noch der ATF1-/- Méuse Abnormalitdten. Im
Gegensatz dazu hat CREM in sekundéren Spermatozyten eine fur die Fertilitét wesentliche
Funktion.
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2 Wochen E 14,5d

adult

T Ty me el ey %’«_

Expression von ATF1-, CREB-

Hodenentwicklung

(A-C): Immunohistochemische Farbung mit ATF1-spezifischem Antiserum; (A): Wéhrend de
Embryonalentwicklung wird ATF1 in mesenchymalem Gewebe exprimiert. (B): Zu Beginn der frihen
Spermatogenese findet man das Protein in priméren Spermatocyten. (C): Im adulten Stadium beschrénkt sich
die Expression auf frihe primére Spermatocyten im sogenannten pachytdnen Stadium. (D-F):
Immunohistochemische Farbung mit CREB-spezifischem Antiserum; (D): CREB wird nur in
mesenchymalem Gewebe, um die Hodenstrange, die spéter die Samenkandé chen bilden, und in Vorléufern der
Sertoli-Zellen exprimiert. Zu diesem Zeitpunkt lassen sich Leydig-Zellen bzw. deren Vorléufer nicht von
anderem Gewebe unterscheiden. (E): 14 Tage nach der Geburt findet man ein starkes Signal fur CREB in den
schon reifen Sertoli-Zellen. (F): Im adulten Tier wird CREB in Hoden spezifisch nur noch in den Sertoli-
Zellen exprimiert. (G-H): Immunohistochemische Farbung mit CREM-spezifischem Antiserum; (G): In sich
entwickelndem Hoden des Embryos findet sich das Signal fir CREM in den primitiven spermatogenetischen
Zellen. Mesenchymale oder Sertoli-Zellen zeigen keine Féarbung. (H): Zu Beginn der ersten
Spermatogeneserunde (am Tag 14) wird CREM sehr stark in den ersten auftretenden sekundéren
Spermatocyten exprimiert. (1): In adultem Hoden 18f% sich CREM in sekunddren und etwas schwécher in
spéten priméren Spermatocyten nicht aber in reifen Spermien nachweisen. (C, F und I: Cryoschnitte, anderes
Paraffinschnitte); (verwendete Vergrof3erung: 10x)

Abb. 3
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2.1.2 Expression von CREB, CREM und ATF1 wahrend der
Ovarentwicklung

Zum Veglech der Expressonsmuster in Mausen beider Geschlechter wurden
immunohistochemische Farbungen fur CREB, ATF1 und CREM auch wéhrend
verschiedener Entwicklungsstufen der Ovarien durchgefihrt. Der Ursprung und die
Wanderung der Urkeimzellen an ihre spétere , Wirkungsstéite® ist in beiden Geschlechtern
gleich. Ab Tag E 13 p.c. 18% sich eine deutliche Organisation des Ovars erkennen. An der
aullersten Peripherie befindet sich das Keimepithel, etwas weiter innen liegen die
Keimzellen, die sich zu kleinen Gruppen zusammenfinden. Ganz im Inneren liegt das
Mesenchym (Stroma). In dieser Phase befinden sich die Oogonien in der Mitose und sind
direkt an das Keimepithel angelagert. Im Mesenchym und im Keimepithel wird CREB
exprimiert (Abb. 4 D). ATF1 ist zu diesem Zeitpunkt nicht nachzuweisen (Abb. 4 A).
CREM dagegen ist deutlich in den mitotischen Keimzellen zu erkennen (Abb. 4 G).
Wéhrend der weiteren Embryonaentwicklung beginnen die Oogonien zu reifen: se
gruppieren sich als Eibdlen in Richtung Cortex, wéahrend gleichzeitig eine eine starke
Vermehrung des Zytoplasmas dstattfindet. Alle Keimzellen treten noch wéahrend der
Embryonalentwicklung in die Prophase der Meiose ein. Kurz vor der Geburt umgeben
Follikelepithelzellen die Oozyten und bilden gemeinsam mit den Eizellen die Follikel.
Wenige Tage nach der Geburt erreichen die Oozyten einen statischen Zustand, den sie bis
wenige Stunden vor der Ovulation aufrechterhalten. Nach der Geburt wird CREB in
geringem Ma%e hauptsachlich in Follikelepithelzellen exprimiert. Es ist aber auch in
einzelnen Stromazellen zu finden (Abb. 4 E-F). Das Signal fur CREM zeigt eine Farbung in
den Follikelepithelzellen, es handelt sich hierbel aber um kein Kernsignal. Die interstitiellen
Zdlen sind frei von CREM-Protein (Abb. 4 H-1). ATF1 wird sehr stark in Oozyten
exprimiert. Allerdings befindet sich das Protein Uberraschenderweise im Zytoplasma und
nicht, wie fur einen Transkriptionsfaktor erwartet, im Nukleus der Zellen (Abb. 4 B-C).

Aufgrund der Expressionsmuster konnten CREB, das in Mesenchym und Keimepithel
nachgewiesen werden kann, und CREM, das in Keimzellen exprimiert wird, wahrend der
sehr frihen Keimzellentwicklung im Ovar eine Rolle spielen. ATF1 wird - fur enen
Transkriptionsfaktor ungewohnlich - im Zytoplasma der Oozyten gefunden.

Das Ausschalten der Funktion von CREM und ATF1 zeigt keine Auswirkungen auf die
Keimzdlentwicklung oder Fertilitée welblicher Méuse. Zu der Fertilitdés von CREB
Mausen 18 sich aufgrund der perinatalen Sterblichkeit keine Aussage machen.

null~
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newborn E 14,5d

2 Wochen

Abb. 4 Expression von ATF1-, CREB- und CREM-Protein wéhrend der
Entwicklung der Ovarien

(A-C): Immunohistochemische Farbung mit ATF1-spezifischem Antiserum; (A): Wéhrend der
Embryonalentwicklung wird ATF1 nicht im Ovar exprimiert. (B u. C): Nach der Geburt [&% sich ATF1
spezifisch im Cytosol der priméren Oocyten und den Kernen der sie umgebenden Follikelepithel zellen finden.
(D-F): Immunohistochemische Féarbung mit CREB-spezifischem Antiserum; (D): Wie in den sich
entwickelnden Hoden wird CREB in der Embryonal phase auch in den Ovarien vorwiegend in mesenchymalen
Zellen exprimiert, jedoch zeigt sich auch eine starke Expression im Keimepithel. (E u. F): In den Follikeln
wird CREB nur in den Follikel epithel zellen und nicht in den Oocyten nachgewiesen. Schwéchere Signale sind
auch in Stromazellen zu erkennen. (G-I): Immunohistochemische Férbung mit CREM-spezifischem
Antiserum; (G): Im Gegensatz zu den beiden anderen Proteinen wird CREM deutlich in den sich
entwickelnden Keimzellen sichtbar und nicht in mesenchymalem Gewebe. (H u. 1): Im Neugeborenen und 14
Tage spéter zeigt CREM sich hauptséchlich in den Follikelepithel zellen, allerdings handelt es sich hierbei um
keine Kernfarbung. ke: Keimepithel; s: Stroma (verwendete Vergrof3erungen: A, D u. G: 10x; andere: 16x)
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2.1.3 Expression von CREB, CREM und ATF1 wahrend der frihen

Embryonalentwicklung

Die Rolle der CREB/ATF-Familie in verschiedenen wichtigen Signaltransduktionswegen
und die Ergebnisse von transdominant-negativem CREB in Xenopus (B.Lutz,
unvertffentlicht) legen nahe, dald CREB, CREM und ATFl1 schon wéhrend der
Embryonalentwicklung wichtige regulatorische Funktionen Ubernehmen konnten. Aus
diesem Grunde wurde das Expressionsmuster der Proteinfamilie wadhrend der frihen
Embryogenese untersucht.

Antikorperfarbungen von Paraffinschnitten friher Embryonalstadien mit Antiseren, die
spezifisch gegen ATF1, CREB und CREM gerichtet sind, brachten folgende Ergebnisse:
ATF1 und CREB werden im Embryo schon sehr stark vor der Implantation in den Uterus
exprimiert. 3,5 Tage nach Befruchtung der Eizelle liegt der Mausembryo as vor. Zu diesem
Zeitpunkt hat der Embryo seine eigene Transkription und Trandlation Ubernommen. Die &3
sich in Embryoblast (,inner cel mass‘), aus dem spdter Embryo, extraembryonaes
Mesoderm, viszerales und parietales Entoderm entstehen, und in Trophektoderm, das an der
Bildung des Chorions und des parietalen Dottersacks beteiligt ist, untergliedern (Abb. 5 G).
ATFL1 |&% sich sowohl im Embryoblasten as auch im Trophektoderm nachweisen (Abb. 5
A). CREB dagegen tritt nur im Embryoblasten auf (Abb. 5 C und F), wahrend CREM-
Protein nicht nachzuweisen ist (Abb. 5 D). Die Ergebnisse bestétigten LacZ-Farbungen von
CREB+/- und ATF1+/- n, durch die das CREB-LacZ-Neomycin- beziehungsweise ATF1-
LacZ-Neomycin-Fusionstranskript in diesem frihen Stadium nachgewiesen werden konnte
(Abb. 5 E-F).

Der Embryoblast differenziert in primitives Ektoderm, aus dem sich der Embryo bildet, und
primitives Entoderm, das sich zu viszeralem und parietalem Entoderm entwickelt. Nach der
Implantation (E 4,5-5,5 d p.c.) wachsen primtives Ektoderm und Entoderm immer weiter in
das Blastozodl ein. Im primitiven Ektoderm bildet sich die Amnionhdhle. Der Embryo hat
jetzt die Form eines Zylinders und wird auch Epiblast oder Eizylinder genannt. Ab Tag E 6,5
p.c. der Embryogeneseist eine deutliche Abgrenzung in Form einer Einschniirung zwischen
embryonalem und extraembryonalem Bereich des Embryos zu sehen (Abb. 6 E Pfeile). In
dieser Phase wird ATF1 sehr stark in dlen Antellen des Embryos exprimiert (Abb. 6 A-B).
Die Expression von CREB zeigt eine deutliche Abgrenzung zum extraembryonaen Pol des
Embryos und ist auf den Epiblast beschrénkt (Abb. 6 D-E). Dies steht in Kontinuitét mit
dem Expressionsmuster in der . CREM |&% sich weder embryonal noch extraembryonal
nachweisen (Abb. 6 G).

Zwischen Tag 6,0 p.c. und Tag 7,5 p.c. findet im Embryo die Gastrulation statt.
Zellmarkierungs- und Transplantationsexperimente haben gezeigt, dal3 dle drel Keimbétter
(Ektoderm, Mesoderm und definitives Entoderm) wéarend der Gastrulation vom Epiblast
gebildet werden (Hogan et al.). Im posterioren Bereich des Embryos beginnen Epiblastzellen
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zu delaminieren, sich zu Mesodermzellen umzubilden und zwischen Epiblast und primitivem
Entoderm in Form des Primitivstreifens einzuwandern. Das Mesoderm entsteht aber nicht
nur in distale Richtung sondern auch lateral von posterior nach anterior. Der Primitivstreifen
reicht im Laufe der Entwicklung bis an das distale Ende des Embryos. Dort bildet sich ein
zweites Zentrum der Mesodermbildung: der sogenannte Primitivknoten. Hier werden
anteriores Mesoderm und embryonales Entoderm gebildet. Das posteriore Ende, die Stelle
des Ursprungs des Primitivstreifens, behdt weiterhin die Potenz Mesoderm zu formen und
wird as Schwanzknospe (,tall bud‘) bezeichnet. Von derselben Stelle aus entsteht auch
extraembryonales Mesoderm, das an der Amnion-, Chorion- und der Dottersackbildung
beteiligt ist, sowie die Allantois bildet. Auch wahrend dieser Entwicklung findet man ATF1
in dlen Zellen des Embryos (Abb. 6 C), wdhrend CREB nur im Epiblast und in
extraembryonalem Mesoderm, das von den pluripotenten Epiblastzellen gebildet wird,
exprimiert wird (Abb. 6 F).

CREM Protein wird in dieser Phase der frilhen Embryogenese nicht vorgefunden (Abb. 6
H-1) und scheint dementsprechend keine funktionelle Rolle zu spielen.

CREB und ATF1 werden also vor der Implantation des Embryos in den Uterus im
Embryoblast exprimiert. Spéter findet man sie kolokalisiert in allen embryonalen Geweben
sowie in extraembryonalem Mesoderm. ATF1l kann zuséizlich auch in alen anderen
extraembryonalen Zellen des Embryos nachgewiesen werden. CREM wird zu diesem frihen
Zeitpunkt nicht exprimiert.
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Abb. 5 Expression von ATF1-, CREB- und CREM-Protein im
Blastozystenstadium

(A): Immunohistochemische Férbung mit ATF1-spezifischem Antiserum; ATF1-Protein findet sich in alen
Zellen der Blastozyste (B):Antikorperfarbung mit  ATF1-Preimmunserum; kein  Signal  (C):
Immunohistochemische Férbung mit CREB-spezifischem Antiserum; CREB wird deutlich erkennbar im
Embryoblast exprimiert, dagegen zeigt sich im Trophektoderm kein Signal. (D): Immunohistochemische
Farbung mit CREM-spezifischem Antiserum; CREM 1&03 sich in Blastozysten nicht nachweisen. (E): LacZ-
Farbung einer ATF1+/- Blastozyste; Der gesamte Embryo weist eine Blauférbung auf. (F): LacZ-Farbung
einer CREB+/- Blastozyste; Wie bei der immunohistochemischen Férbung scheint CREB im Trophektoderm
nicht vorhanden zu sein. (G): schematischer Aufbau eine Embryos am Tag E 3,5 p.c.;BC: Blastozod; TE:
Trophektoderm; ICM: Embryoblast (,inner cell mass') ; zp: Zonapelluzida; (Vergr.: A-D: 64x; E-F: 5x)
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Abb. 6 Expression von ATF1-, CREB- und CREM-Protein wéhrend der frihen
Embryonalentwicklung (E 5,5d - E 7,5d)

(A-C): Immunohistochemische Férbung mit ATF1-spezifischem Antiserum in E5,5d-E7,5d Embryonen.
ATF1 wird in dieser Phase in alen extraembryonaen und embryonalen Zellen des Embryos exprimiert. (D-
F): Immunohistochemische Féarbung mit CREB-spezifischem Antissrum in E 55d p.c.-E 7,5d p.c.
Embryonen; CREB wird nur im embryonaen Bereich, im Ektoderm des Amnions und in extraembryonalen
Mesodermzedllen exprimiert. In der Ektoplazenta und im viszerden Entoderm |83t sich kein CREB
nachweisen. (G-H): Immunohistochemische Farbung mit CREM-spezifischem Antiserum in E5,5d-E7,5d
Embryonen. CREM wird zu diesem Zeitpunkt gar nicht im Embryo exprimiert.

ec: Ektoplazenta; e: Epiblast; p: proximal; d: distal; ch: Chorion; am: Amnion; eem: extraembryonales
Mesoderm; ee: embryonales Ektoderm; pe: primitives embryonales Entoderm; em: embryonales Mesoderm

(verwendete VergroRRerungen: C, F u. |: 10x; andere 16x)
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2.2 Erzeugung von Mausen ohne funktionelles CREB und ATF1

Trotz der hohen Expression von CREB wéahrend der Embryonaentwicklung und seiner
Betelligung an verschiedenen Signaltransduktionskaskaden entwickeln sich Méuse ohne
funktionelles CREB norma und sind erst perinatal letal. Allerdings finden sich sowohl
CREBad- als auch CREB,,,-Mause aus Verpaarungen heterozygoter Elterntiere nicht mit
der erwarteten Mendel schen Haufigkeit von 25%, sondern stellen nur einen Antell von 15%.
ATF1-/- Tiere zeigen keine offensichtlichen Defekte, was auch auf eine Kompensation durch
andere Proteine hinweisen konnte. Da sowohl ATF1 as auch CREB, jedoch kein CREM, in
der friihen Embryonalentwicklung hoch im Epiblast exprimiert werden, liegt der Gedanke an
kompensatorische Effekte des jeweils anderen Proteins in den ATF1-/- beziehungsweise
CREB
Doppel mutanten Verpaarungen von Mausen vorgenommen, die heterozygot fur die beiden
Gene waren. Sowohl die Tiere mit inaktiviertem CREB as auch die mit funktionslosem
ATF1l stammen aus Linien, deren genetischer Hintergrund aus Kreuzungen zwischen
C57BL/6- und 129SvEv-Mausstdmmen resultiert.

Da die CREB-Mutation in homozygot mutanten Tieren perinatal leta ist, wurden die
Nachkommen der Doppelverpaaarungen mittels Kaiserschnitt kurz vor der Spontangeburt
am Tag E 18,5 p.c. entnommen. Uberraschenderweise fanden sich keine Doppel mutanten.
Hinzu kam, dal3 auch keine Tiere des Genotyps ATF1+/- CREB-/- nachweisbar waren
(Abb. 7 A). CREB scheint ein komplettes oder auch tellweises Fehlen von ATFL (ATF1-/-
oder ATF1+/-) kompensieren zu kénnen, solange mindestens ein funktionelles Alld fir
CREB vorhanden ist. Umgekehrt entwickelt sich der Embryo ohne funktionelles CREB nur
bis zur Geburt, auch wenn ATF1 in beiden Allelen in der Wildtyp-Form vorliegt.

Um diese auftretende embryonae Sterblichkeit weiter zu untersuchen, wurden Embryonen
friherer Entwicklungsstufen entnommen. Der spédteste Zeitpunkt, zu dem d€ch
Doppelmutanten nachweisen liel3en, war das Prdimplantationsstadium der (Abb. 7 B).
Allerdings lag die auftretende Haufigkeit von rund 16% deutlich unter den erwarteten 25%
Doppe mutanten.

-Méausen nahe. Um dies néher zu untersuchen, wurden zur Erzeugung von

null
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A Embryonalstagium
E 18.5d E 9.5d E 7.5d
Anzahl der Embryonen 147* 161* 65*
Genotypen erwartete Verteilung (%) (%) (%)
(*0)
A+/+ C+/+ 6,25 6,1 3,1 15
A+/+ CH/- 12,5 15,0 13,7 1,5
A+l+  C-- 6,25 6,1 4,4 3.1
A+/-  C+/+ 12,5 17,7 13,7 1,5
A+/-  CH/- 25,0 34,0 36,0 27,7
A+/-  C-/- 12,5 0 14,3 9,2
A-/- C+/+ 6,25 7,5 6,2 -
A-/- C+/- 12,5 12,2 8,1 3.1
A-/- C-l- 6.25 0 0 -
nicht kompl. genotypiert 52,3
* Genotyp der Eltern: (ATF1+/- CREB+/-) x (ATF1+/- CREB+/-)
B Embryonalstadium
E 6.5d E 3.5d
Anzahl der Embryonen 24* 8** 37** 82+ **
Genotypen (%) (%) (%) (%)
A+/+  C+/+ -
A+/+  CH/- -
A+/+  C-- -
A+/-  C+/+ 8,3 - 13,5
A+/-  CH/- 20,8 25 16,2
A+/-  C-/- 12,5 - 13,5
A-l- C+/+ 4,2 - 10,8 26,8
A-/- C+/- 4,2 - 35,1 53,7
A-/- C-/- - - 5.4 15.9
nicht kompl. genotypiert 50 75 54 3,7

* Genotyp der Eltern: (ATF1+/- CREB+/-) x (ATF1+/- CREB+/-); ** Genotyp der Eltern: (ATF1-/-
CREB+/-) x (ATF1+/- CREB+/-); ***Genotyp der Eltern: (ATF1-/- CREB+/-) x (ATF1-/- CREB+/-)
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Abb. 7 (A-B): Nachkommenstatistik der Verpaarungen von Mausen, die
Mutationen im ATF1- und im CREB-Gen tragen
(C): PCR-Strategie zur Genotypisierung von ATF1 und CREB

linke Seite: PCR-Strategien aus Bereich Exon 10 von CREB und Exon 5 von ATF1. Die Exone sind
durch dunkelgraue, die LacZ-Neomycin-Kassetten durch hellgraue Boxen gekennzeichnet. 1: 5 -CREB-Primer;
2. 3-CREB-Primer; 1": 5°-ATF1-Primer; 2°: 3'-ATF1-Primer; 3: LacZ-Primer; Rechte Seite: PCR de
entsprechenden Genotypisierungen von 4 Wochen alten Mausen. Die Genotypen sind durch +/+ (Wildtyp),
+/- (heterozygote Mutante) und -/- (homozygote Mutante) gekennzeichnet. In der Negativkontrolle wurde statt
DNA-L6sung destilliertes Wasser eingesetzt. PCR-Produkte von: mutiertem CREB-Allel: 370bp, Wildtyp-
Allel von CREB: 230bp, mutiertem ATF1-Allel: 420bp, Wildtyp-Allel von ATF1: 260bp.

27



Ergebnisse

2.2.1 Phanotyp von Embryonen des Genotyps ATF1-/-CREB-/-
am Tag E 3,5 p.c.

Die isolierten ATF1-/- CREB-/- Doppelmutanten am Tag E 3,5 p.c. unterscheiden sich
phanotypisch sehr deutlich von Wildtyp-Embryonen. Im Gegensatz zu dem klar definierten
Aufbau einer aus Embryoblast, Trophektoderm und Blastozoel gleichen die Mutanten eher
einer Morula (Abb. 8 A-B). Entfernt man die den Embryo umgebende Zona pelluzida und
farbt die Zellkerne mit Hilfe von DAPI an, so erkennt man im Vergleich mit einem Wildtyp-
Embryo eine deutlich reduzierte Anzahl von Zdlen (Abb. 8 C-D). Die Doppelmutanten
bestehen aus etwa der Héfte der Blastomere, die ein normaler Embryo aufweist. Der
Embryo ist demnach in seiner Entwicklung zurtickgeblieben, und wahrscheinlich liegt en
Proliferationsdefekt vor.

Um festzustellen, inwieweit sich die Doppel mutanten noch entwickeln kdnnen, wurden sie
in ES-Zellmedium in vitro kultiviert (,outgrowth”-Experiment). Zellen normaer n kdnnen
bis zu einer Woche in Kultur gehalten werden. In dieser Zeit teilen sie sich weiter, die Zona
pelluzida reifldt auf und der Embryo setzt sich an der Oberfléche der Petrischale fest. Dies
entspricht in vivo dem Implantationsstadium in den Uterus. Nach wenigen Tagen 18% sich
eine Differenzierung des Embryo in verschiedene Zelltypen erkennnen. Das Trophektoderm
bildet eine einlagige Zellschicht. Diese sogenannten Trophoblasten breiten sich am Boden
der Petrischale aus und beginnen zu wandern. Der Embroyblast formt einen fast
kugelformigen Zellkorper (,cell body*), der sich spéter in primitives Ektoderm und daran
anliegendes primitives Entoderm unterteilen 18 (Abb. 9 A und F). Die Doppemutanten
zeigen nicht dieses Verhalten. Sie setzen sich nicht in der Petrischale fest und differenzieren
weiter aus, sondern es scheint zu einem Stillstand der Zelltellung zu kommen, und der
Embryo stirbt ab (Abb. 9 E und J). Ein Hinweis darauf ist die Tatsache, dal3 sich die ATF1-
/- CREB-/- Mutanten nach mehr als drel Tagen in Kultur nicht mehr genotypisieren lassen,
und somit davon ausgegangen werden muf}, dal3 die DNA degradiert ist. Auch die
Zellmorphologie éhnelt der nekrotischer Zellen (Abb. 9 J). In vitro-Kulturen von ATF1+/+
CREB-/- und ATF1-/- CREB+/+ n entwickeln sich vollig normal. Die n lassen sich
phanotypisch nicht vom Wildtyp unterscheiden (Abb. 9 B-C). Nach 4 Tagen Kultur zeigen
auch sie einen klar definierten Zellkorper, der auf einer Lage von Trophoblasten sitzt (Abb. 9
G und H).
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Wildtyp ATF1-/- CREB-/-

Abb. 8 4', 6'-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)-Farbung von Wildtyp-

Blastozysten und Blastozysten des Genotyps ATF1-/- CREB-/-
(A-B) Blastozysten nach Pronase-Behandlung und anschlieRender Fixierung Uber Nacht in 4% PFA; (C-D)
DAPI-Farbung der einzelnen Blastomere (A u. C): Wildtyp-Blastozyste ; (B u. D). ATF1-/- CREB-/-
Embryo zeigt deutlich geringere Zellzahl im Vergleich zu Wildtyp-Geschwistern (verwendete V ergrof3erungen:
A u. C: 32x; B u. D: 64x)

CREB/ATF1-Doppelmutanten weisen somit an Tag E 3,5 p.c. ene reduzierte Zelzahl auf
und entsprechen vom Phénotyp eher einer Morula as der erwarteten . ATF1-/- CREB-/-
Embryonen sterben in in vitro-Kultur ab, anstatt weiter zu differenzieren.
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4 Tage Kultur

ATF1-/-CREB-/-

WILDTYP  ATF1-/-CREB+/+ ATF1+/+CREB-/- ATF1+/-CREB-/-

Abb. 9 in vitro-Kultur zur Differenzierung von Blastozysten (,outgrowth”-Experiment)

(A-E): Blastozysten (E 3,5d p.c.) aus (ATF1+/- CREB+/-) x (ATF1+/- CREB+/-) Verpaarungen. (F-1):
Blastozysten nach 96 Stunden Kultur in ES-Zellmedium. (J): Embryo nach 72 Stunden Kultur; (A u. F):
Wildtyp; ( B u. G): ATF1-/- CREB+/+; (C u. H): ATF1+/+ CREB-/-; (F,G u. H): Aus dan
Blastozysten entwickelt sich eine Trophoblastenschicht und ein ,Zellkorper*, der spéter in primitives
Ektoderm und primitives Entoderm differenziert. (D u. |): ATF1+/- CREB-/-: Der isolierte Embryo sieht
aus wie eine Morula. Nach 4 Tage in vitro-Kultur entwickelt sich eine normale Trophoblastenschicht. Der
aus dem Embryoblast normal erweise entstehende ,, Zellkdrper” ist im Wachstum stark zurtickgeblieben (ohne
Abb.) oder fehlt ganz; (E u. J): ATF1-/- CREB-/-; Im Stadium E 3,5 p.c. zeigt der Embryo keinen
Blastozystenphénotyp, sondern gleicht eher einer Morula. (E). In Kultur entwickelt sich der Embryo nicht.
Der Embryo teilt sich nicht weiter, sondern stirbt innerhalb weniger Tage ab.ch: Zellkdrper; tb:
Trophoblasten (verwendete Vergrélzerungen: A-E und J: 32x; F-H: 5x; I: 10x)
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2.3 Embryonen ohne funktionelles CREB und heterozygot fiur ATF1

2.3.1 Phanotyp von Embryonen des Genotyps ATF1+/- CREB-/- am
Tag E 9,5 p.c.

Bel der Geburt durch Kaiserschnitt an Tag E 18,5 p.c. fanden sich auch auch keine
Embryonen des Genotyps ATF1+/- CREB-/-. Zu enem friheren Zeitpunkt wahrend der
Embryogenese an Tag E 9,5 p.c. jedoch, konnten Embryonen dieses Genotyps mit der
erwarteten Haufigkeit isoliert werden (Abb. 7 A). Diese Mutanten unterscheiden sich rein
aulerlich deutlich von ihren Geschwistern. Sie sind sehr viel kleiner, der Dottersack ist
abnorma verformt, und es lassen sich keine keine embryonalen Strukturen wie Kopf,
Korper oder Schwanz erkennen (Abb. 10 D und H). Im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen
(Abb. 10 1) lassen die Einzelmutanten (ATF1-/- und CREB-/-; Abb. 10 G und E) kein
abweichendes Aussehen erkennen. Auch Embryonen des Genotyps ATF1-/- CREB+/-
weisen keine Unterschiede in der Entwicklung auf, so dal3 ein normaes CREB-Alld
auszureichen scheint, um das Fehlen von ATF1 zu kompensieren.

Um die ATF1+/- CREB-/- Embryonen genauer zu untersuchen, wurden Paraffinschnitte mit
anschlief3ender Hamatoxylin/Eosin-Farbung angefertigt (Abb. 11 und 12). Anhand der
Ergebnisse sind unterschiedliche Schnittebenen nachvollziehbar. Nicht ale Embryonen
wurden as Ganzes aus der Dezidua isoliert. Teilweise wurden Ektoplazenta oder Teile des
Dottersackes zur Genotypisierung verwendet.

Die Mutanten (ATF1+/- CREB-/-) lassen sich in zwei Gruppen unterteilen. Eine Gruppe
besteht nur aus extraembryonalen Anteilen (Abb. 11 B, C und G). Diese Embryonen zeigen
entweder nur viszerales Entoderm und Blutzellen (11 B und G), eslassen sich aber teillweise
auch zusétzliche Strukturen wie Chorion und Ektoplazenta erkennen (Abb. 11 C). In der
anderen Gruppe der Mutanten (Abb. 11 A, D, E und F) finden sich auf3er diesen Zdlltypen
auch typisch embryonale Anteile. Die Zellmorphologie |83 auf Gewebe wie Neuroektoderm,
embryonales Entoderm und mesoderméhnliche Zellen schlief3en (Abb. 12 A, E, F und H).
Keiner der ATF1+/- CREB-/- Embryonen zeigt eine normae Koérperform. Es gibt keine
klare Strukturierung in Kopf, Koérper und Schwanz wie bei Wildtyp-Embryonen (Abb. 11
H).

ATF1+/- CREB-/- Embryonen, die Strukturen von Neuroektoderm erkennen lassen, weisen
eher Ahnlickeiten mit Embryonen im Alter von 7,5d p.c. auf. Der Mausembryo vollfuhrt im
Alter von 7,5-8d p.c. normaerweise eine spirdartige Drehung um seine eigene
Korperachse. Dadurch wird das Neuroektoderm nach aussen gekehrt, und das Entoderm,
das dann den primitiven Darm bildet, kommt innen zu liegen (Inversion der Keimbl&tter).
Einen VVorgang dieser Art durchlaufen ATF1+/-CREB-/- Embryonen nicht. So liegt in diesen
Embryonen das definitive (embryonae) Entoderm auf3en (Abbildung 12 A und E), obwonhl
esam Tag E 9,5 p.c. eigentlich den primitiven Darm auskleiden sollte.
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Alle Mutanten zeigen einen auffalend hohen Antell von viszeraem Entoderm und
sogennannten Blutinseln, deren Zdlen primitive Vorlufer von Erythrozyten mit grof3en
Nuklei sind.

Tatschlich sind dle embryonalen Gewebe und extraembryonales Mesoderm, in denen
sowohl ATF1 als auch CREB exprimiert werden, in ihrer Entwicklung gestort. Da in
viszeralem Entoderm nur ATF1 exprimiert wird, und kein CREB-Protein zu finden ist, 1a%
sich dort trotz CREB-/- Genotyps auch kein Defekt erwarten.

Um festzustellen, ob in diesen Embryonen noch Proliferation stattfindet, oder ob diese
Auffélligkeiten durch ein erhthtes Auftreten an Apoptose entstehen, wurden die DNA-
Synthese mittels BrdU-Inkorporation bestimmt, und Apoptose mittels TUNEL-Farbung
nachgewiesen (Abb. 13). Mit BrdU-Farbung konnten Zellen kenntlich gemacht werden, die
sich in eéinem Zeitraum von 30 Minuten, bevor die Embryonen entnommen wurden, in der
S-Phase der Mitose befanden. Die Proliferation der meisten Zellen scheint nicht gestort zu
sein. Podtive Signale zeigen sich sehr stark im viszeralen Entoderm, aber auch im
Neuroektoderm und Mesoderm. Zusétzlich weisen einzelne Zdlen der ,Blutinseln® eine
Farbung auf (Abb. 13 B, E und H). Zusétzlich zur BrdU-Farbung konnten diese Zellen auch
durch Nachweis von Cyclin-abhéngiger Kinase 2 (cdk2) kenntlich gemacht werden (Abb.
13 A, D, und G). Cdk2 wird kurz vor dem Start der S-Phase des Zellzyklus durch Cyclin E
und A, die zur Initiation der DNA-Replikation nétig sind, aktiviert. Apoptotische Zellen
liessen sich in ATF1+/- CREB-/- Embryonen kaum finden. Es handelte sich bel den
positiven Zellen um Blutinselzellen, die mit Vorlaufern der Erythrozyten vergleichbar sind,
und um Zellen mit mesodermalem Charakter (Abb. 13 C, Fund 1).

Die ATF1+/- CREB-/- Embryonen weisen an Tag 9,5 p.c. eine vollige Desorganisation
embryonaer Gewebe auf und sind zusétzlich in ihrer Entwicklung zurtickgeblieben.
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Abb. 10 Wurf einer (ATF1+/- CREB+/-) x (ATF1+/- CREB+/-) Verpaarung am
Tag E 9,5 p.c.

(A): A+/- C+/+; (B): A-I- C+/-; (C): A+/- C+/+; (E): A+/+ C-/-; (F): A+/- C+/-; (G): A-I- C+/+; (I):

A+/+ C+/+; (D u. H ): A+/- C-/-; Mutanten sind deutlich kleiner als ihre Geschwister. Es sind keine

Strukturen wie Kopf, Herz oder Schwanz zu erkennen. Der Dottersack ist abnormal verformt. (G u. E): Die

Einzelmutanten dagegen weisen keinen abnormen Phénotyp auf und sind vom Wildtyp-Embryo nicht zu

unterscheiden.

A: ATF1, C: CREB

(verwendete VergroRerungen: D: 4x; H:5x; andere:3,2x)
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Abb.11 Phanotyp von Embryonen des Genotyps ATF1+/- CREB-/-

am Tag E 9,5 p.c.
(A-G): Die Mutanten weisen sowohl dusserlich als auch in Paraffinschnitten erkennbar keinen einheitlichen
Phénotyp auf und unterscheiden sich in ihrer Gewebezusammensetzung. Im Vergleich zum Wildtyp-Embryo
(H) bestehen die Mutanten nur zu einem geringen Teil aus embryonalem Gewebe. ATF1+/- CREB-/-
Embryonen bestehen vorwiegend aus extraembryonalen Bestandteilen (siehe Abb. 12)
HE: Hamatoxylin/Eosin-Farbung; verwendete VergréRerungen: Aufsicht: A u. C: 4x, B, D-F:5x, G-H: 3,2x;
H/E-Féarbungen: A: 8x, B, E-F: 16x, C u. G: 12x, D: 6,25x, H: 3,125x)
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Abb. 12 AusschnittsvergréfRerungen von Abb. 11

(A-B): AusschnittsvergroRerung von Abb. 11 A; (C): AusschnittsvergroRerung von Abb. 11 B; (D):
AusschnittsvergroRerung von Abb. 11 C; (E): AusschnittsvergroBerungvon Abb. 11 D; (F):
AusschnittsvergrélRerung von Abb. 11 E; (G): Ausschnittsvergrofderung von Abb. 11 G; (H):
AusschnittsvergrofRerung von Abb. 11 F; (A-B, E u. H): Mutanten zeigen morphologisch embryonale
Bestandteile wie Neuroektodermzellen, embryonales Mesoderm und embryonales Entoderm, jedoch sehr
unstrukturiert und nicht in der Form eines Embryokorpers.

(C, D, F u. G): Mutanten scheinen hauptsachlich aus extraembryonaen Geweben zu bestehen. Aufféllig
ist der hohe Bestandtell an viszeralem Entoderm. Alle Mutanten weisen eine grof3e Menge an Vorlaufern
fetaler Blutzellen auf, die normalerweise alskleine ,,Inseln” im Dottersack zu finden sind. ys: Dottersack; am:
Amnion; ee: embryonales Entoderm; ne: Neuroectoderm; em: embryonales Mesoderm; ec: Ektoplazenta; ve:
viszerdes Entoderm; bi: Blutinsel; eem: extraembryonales Mesoderm; ch: Chorion; a: Allantois; HE:
Hamatoxylin/Eosin-Farbung (verwendete Vergroferungen: A, B u. D: 20x; C u. G-H: 32x; E. 16x)
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Abb.13 Proliferation und Apoptose in Embryonen des Genotyps ATF1+/-
CREB-/- am Tag E 9,5 p.c.

(A, D u. G): Immunhistochemische Farbungen mit cdk2-spezifischem Antikorper; Cdk2 wird kurz vor
dem Start der S-Phase der Zellteilung durch Cyclin E und A aktiviert. (B, E u. H): Durch BrdU-Injektion
in das Muttertier (30 Minuten bevor dieses getotet wird) kdnnen proliferierende Zellen auch in Embryonen
nachgewiesen werden. Die Mutanten zeigen keine auffallige Reduktion an proliferierenden Zellen. (C, F u.
1): Durch TUNEL-Féarbung wird die fir apoptotische Zellen typische fragmentierte DNA nachgewiesen. Die
Mutanten zeigen kein erhdhtes Mal? an Apoptose. (verwendete Vergroferungen: A-C u. G-1: 16x, D-F: 10x)
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2.3.2 Phanotyp von Embryonen des Genotyps ATF1+/- CREB-/-
am Tag E 7,5 p.c.

Um die frihe embryonae Differenzierung genauer zu verfolgen, wurden Embryonen am
TagE 7,5 p.c. und E 6,5 p.c. isoliert. In der spéten Gastrulationsphase zeigen Embryonen
des Genotyps ATF1+/- CREB-/- in Hamatoxylin/Eosin-Farbungen der Paraffinschnitte
auffallende morphologische Abweichungen von ihren Geschwister-Embryonen (Abb. 14).
Die Mutanten sind auch zu diesem Zeitpunkt etwas kleiner. Es |83 sich keine deutliche
Grenze zwischen extraembryonalem und embryonaem Bereich in Form einer Einschniirung
finden. Strukturen wie Amnion, Allantois und Chorion, die wéhrend der Gastrulation
gebildet werden, fehlen. Die normaerweise klar erkennbare Gliederung der drei Keimbétter
in embryonales Ektoderm, primitives Entoderm und das dazwischen liegende embryonae
Mesoderm ist nicht vorhanden. So findet man in keinem der ATF1+/- CREB-/- Embryonen
typische saulenférmigen Ektodermzellen oder Zellen mit typisch mesodermalem Charakter.
Die meisten dieser Embryonen bestehen nur aus viszeralem Entoderm und einer zweiten
innen anliegenden Schicht extraembryonalen Ektoderms. Diese umschlief3en eine mehr oder
weniger groRe Amnionhthle. Im distalen Bereich bilden embryonae Zellen enen
unstrukturierten Zellhaufen. Einige Mutanten sind ganz von viszeralem Entoderm umhillt
(Abb. 14 E und F), wohingegen andere distale Zdllen erkennen lassen, die embryonalen
Entodermzellen dhneln (Abb. 14 B,C und D).

Zusammenfassend |83 sich sagen, dal3 in Mutanten jegliche typisch extraembryonale
Struktur wie Chorion, Allantois und Amnion fehlt, und offensichtlich keine normae
Gastrulation durchlaufen stattfindet.
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Abb. 14 Phé&notyp von Embryonen des Genotyps ATF1+/- CREB-/- wéhrend

der Gastrulation am Tag E 7,5 p.c.
(A-F): HE-Férbung sagittaler bzw. frontaler (A) Paraffinschnitte
(A): Wildtyp-Embryo; (B-F): Die ATF1+/- CREB-/- Mutanten zeigen im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen
auller einer auffélligen GroRenreduktion eine deutliche Desorganisation sowohl extraembryonaer als auch
embryonaer Bestandteile. Die deutliche Absetzung zwischen extraembryonalem und embryonalem Bereich
fehlt. Eine Gliederung in Ektoderm, Mesoderm und Entoderm ist nicht erkennbar. Besonders aufféllig ist des
Fehlen von Amnion und Allantois.
ec:. Ektoplazenta; ve: viszerales Entoderm; em: embryonales Mesoderm; ee: embryonales Ektoderm; pe:
primitives (embryonales) Entoderm; a: Allantois, HE: Hamatoxylin/Eosin-Féarbung
(verwendete VergroéRerungen: A: 12,5x; B u. D: 10x; C, E u. F: 16x)
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Um die einzelnen extraembryonaen und embryonaen Derivate genauer zu beschreiben und
um festzustellen, ob Gastrulation stattfindet, wurde die Expression molekularer Markergene
mittelsin situ Hybridisierung in den Mutanten untersucht.

Wildtyp-Embryonen exprimieren wahrend des Gastrulationsstadiums a-Fetoprotein (AFP)
in viszeradlem Entoderm (Abb. 15 C, Pfeil). Auch in ATF1+/- CREB-/- Embryonen findet
man am Tag E 7,5 p.c. Expression von AFP in viszerdem Entoderm, das in einigen
Mutanten auch den distalen Bereich der Embryonen umgibt (Abb. 15 D).

Zum Nachweis von pluripotenten Stammzellen, die zur Embryobildung nétig sind, wurde
oct-4 verwendet. Oct-4 wird zundchst im gesamten primitiven Ektoderm beziehungsweise
Epiblast exprimiert. Die Anzahl der Stammzellen verringert sich im Laufe der Gastrulation
durch zunehmende Differenzierung der Zellen. Anfangs 18% sich in Wildtyp-Embryonen
noch eine enorme Menge oct-4 positiver Zellen nachweisen (Abb. 16 E). Im Laufe der
weiteren Entwicklung nimmt das Signal fur oct-4 jedoch ab (Abb. 16 F und D), so dal3 sich
oct-4-mRNA nach der Gastrulation nur noch in Urkeimzellen finden 183, In ATF1+/-
CREB-/- Embryonen zeigt sich kein einheitliches Bild der oct-4 Expression (Abb. 17). Oct-4
wird entweder stark im distalen Bereich des Embryos exprimiert (Abb. 17 E und H), oder es
lassen sich nur sehr wenige (Abb. 17 F) beziehungsweise gar keine (Abb. 17 G)
pluripotenten Stammzellen nachwei sen. In Mutanten ohne Epiblastzellen 183 sich auch keine
Ausdifferenzierung eines Embryos erwarten.

Die Vorgange wahrend der Gastrulation in den ATF1+/- CREB-/- Mutanten wurden mittels
der Expressionsmuster von Genen untersucht, die normalerweise in dieser Phase regiona
begrenzt auftreten. Fgf-8 wird vor Bildung des Primitivstreifens spezifisch im posterioren
Bereich des Epiblasts exprimiert. Wahrend der Gastrulation findet man fgf-8 in posterioren
Epiblastzellen, kurz bevor sie in den Primitivstreifen einwandern (Abb. 18 D). Der
Transkriptionsfaktor lim-1 wird zunéchst auch beschrénkt auf embryonales Mesoderm
exprimiert (Abb. 19 D). Zu Beginn der Gastrulation findet man lim-1-mRNA im posterioren
Teil des Epiblasts. In der spdten Gastrulation alerdings &% sich lim-1 im anterioren
Mesentoderm nachweisen. In den ATF1+/- CREB-/- Embryonen wird sowohl fgf-8 als auch
lim-1 wiederum nur am distalen Ende exprimiert (Abb. 18 E und F; Abb. 19 E und F).
Interessanterweise zeigen aber die lim-1 positiven Zellen Entodermcharakter (Abb. 19 B und
C), was dafur spricht, dal3 es sich hierbel um eine anteriore Struktur handelt.

Auch hnf-3-mRNA wird zunéchst zu Beginn der Gastrulation im posterioren Epiblast
exprimiert. Im spéten Primitivstreifen-Stadium jedoch findet man hnf-3(3 in anteriorem
Mesoderm und in der Chorda dorsalis (Notochord) (Abb. 20 A und D). In den Mutanten
dagegen 1&8% sich entweder gar keine oder nur eine auf einen kleinen Bereich begrenzte
Expression nachweisen (Abb. 20 E und F).

Ein klassischer Marker fir die Mesoderminduktion und -bildung ist brachyury (T). Im
Wildtyp-Embryo wird brachyury zun&chst vor und in der sehr friihen Phase der Gastrulation
im proximalen Ende des posterioren Epiblasts gefunden. Wéhrend der Bildung des
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Primitivstreifens wird brachyury dann voriibergehend in delaminierenden Epiblast- und
neugebildeten Mesodermzellen exprimiert (Abb. 21 F und D). Sobald die Allantois entsteht,
wird T im Primitivknoten transkribiert (Abb. 21 E), ehe die Expression herunterreguliert
wird. Auch hier zeigt sich in ATF1+/- CREB-/- Embryonen kein einheitliches Bild. Einige
Mutanten exprimieren gar keine brachyury-mRNA (Abb. 22 F), andere weisen nur sehr
wenig brachyury auf (Abb. 22 E) und wiederum andere zeigen deutlich brachyury
Transkription, alerdings nicht entlang eines Primitivstreifens (Abb. 22 D).

Da die Embryonen eine gestérte Bildung embryonalen Mesoderms zeigen und sowonhl
Amnion, Allantois as auch Chorion fehlen, wurde auch eine Stérung der Differenzierung
von extraembryondem Mesoderm vermutet. Um dies zu Uberprifen, wurde das
Expressionsmuster fir bmp-4 wahrend der Gastrulation in den Mutanten kontrolliert. Bmp-4
gehort zur TGF-B-Familie und dient ds Marker fir extraembryonales Mesoderm. Wie
erwartet wird bmp-4 in Wildtyp-Embryonen stark in extraembryonalem Mesoderm
exprimiert, das vom posterioren Epiblast gebildet wird (Abb. 23 D). In den Mutanten
wiederum findet man die fir bmp-4 positive Zdlen nicht in Form einer Allantois oder einer
einlagigen Zellschicht, die den extraembryonalen Bereich auskleidet, sondern als kleine
Zdlpopulation im distalen Bereich des Embryos (Abb. 23 E). Einige ATF1+/- CREB-/-
Embryonen bilden augenscheinlich gar kein extraembryona es Mesoderm aus (Abb. 23 F).

Die Hamatoxylin/Eosin-Farbungen und die Markeranalysen zeigen, dal3 ATF1+/- CREB-/-
Mause am Tag E 7,5 p.c. vorwiegend aus extraembryonalem Ektoderm und viszeralem
Entoderm bestehen. Die Mutanten weisen zu diesem Zeitpunkt kein embryonales Gewebe
auf oder nur in Form ener Anhdufung weniger Zellen am distalen Ende. Die teilweise
vorhandenen Epiblastzellen zeigen ene gestérte Gastrulation, differenzieren aber in
embryonales und extraembryonal es M esoderm.

40



Ergebnisse

WT

ATF1+/- CREB-/-

Abb. 15 Expression von alpha-Fetoprotein (AFP) in Wildtyp-Embryonen und
Embryonen des Genotyps ATF1+/- CREB-/- am Tag E 7,5 p.c.
(in situ Hybridisierung)
(A-B): HE-Férbung sagittaler Paraffinschnitte; (C-D): entsprechende Paraellschnitte nach in  situ
Hybridisierung; (C): AFP ist wéhrend der Gastrulation ein Marker fur viszerales Entoderm und fehlt im
definitiven Entoderm, das am distalen Bereich des Embryos anliegt. (D): Die Mutante weist einen sehr hohen
Anteil viszeralen Entoderms auf, das in diesem Embryo in auffallend grosser Menge auch im distalen Bereich
zu finden ist. WT: Wildtyp; HE: Hamatoxylin/Eosin-Farbung; (verwendete Vergrofierungen: A: 10x; B-C u.
E-F: 16x; D: 8x)
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Abb. 16 Expression von oct-4 in Wildtyp-Embryonen am Tag E7,5 p.c.

(in situ Hybridisierung)
(A-C): HE-Férbung sagittaler bzw. frontaler (A) Paraffinschnitte; (D-E): entsprechende Paralellschnitte
nach in situ Hybridisierung
(D, E u. F): oct-4 markiert vor und wéhrend der Gastrulation die pluripotente Stammzellen des Epiblasts.
Die Anzahl der Stammzellen ist in der frilhen Phase der Bildung des Primitivstreifens noch sehr hoch (E),
verringert sich aber im Laufe der weiteren Differenzierung (F u. D). HE: Hamatoxylin/Eosin-Farbung
(verwendete Vergrélzerungen: A, B u. E: 12,5x; C, D u. F: 10x)
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oct-4

oct-4

HE

Abb. 17 Expression von oct-4 in Embryonen des Genotyps ATF1+/- CREB-/-

am Tag E 7,5 p.c. (in situ Hybridisierung)
(A-B u. C-D): HE-Féarbung sagittaler Paraffinschnitte; (E-F u. G-H): entsprechende Paralellschnitte nach
insitu Hybridisierung
(E-F u. G-H): Die Mutanten zeigen im Vergleich zu ihren Geschwistern keine oder zumindest eine
geringere Anzahl oct-4-positiver Zellen, die auf einen kleinen, distalen Bedreich des Embryos begrenzt sind
und nicht die typische Form des Eizylinders nachbilden, wie es bei Wildtyp-Embryonen der Fall ist.
HE: Hamatoxylin/Eosin-Farbung; (verwendete Vergrélierung: 16x)
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WT

ATF1+/- CREB-/-

Abb. 18 Expression von fgf-8 in Wildtyp-Embryonen und Embryonen des
Genotyps ATF1+/- CREB-/- am Tag E 7,5 p.c.
(in situ Hybridisierung)
(A-C): HE-Farbung sagittder Paraffinschnitte; (D-F): entsprechende Paraéllschnitte nach in situ
Hybridisierung; (D): Fgf-8 markiert wéhrend der Gastrulation posteriore Epiblastzellen kurz bevor sie in den
Primitivstreifen einwandern. (E u. F): In den Mutanten zeigt sich starke Expression nur in einem
beschrénkten distalen Bereich des Zylinders. WT: Wildtyp; HE: Hamatoxylin/Eosin-Férbung; (verwendete
VergrélRerungen: A u. D: 12,5x; B-C u. E-F: 16x)
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Abb. 19 Expression von lim-1 in Wildtyp-Embryonen und Embryonen des
Genotyps ATF1+/- CREB-/- am Tag E 7,5 p.c. (in situ Hybridisierung)
(A-C): HE-Féarbung sagittaler bzw. frontaler (A) Paraffinschnitte; (D-F): entsprechende Paralellschnitte nach
insitu Hybridisierung
(D): Die Expression von lim-1 andert sich wahrend der Gastrulation. Zu Beginn findet man es im proximalen
Epiblast, wahrend es gegen Ende der Gastrulation im anterioren Mesentoderm nachzuweisen ist. (E u. F):
Lim-1 wird distal beschrénkt in den Mutanten in Zellen exprimiert, die in der HE-Farbung morphologisch
mit embryonalen Entodermzellen (B u. C) vergleichbar sind. Es handelt sich hierbei wohl um anteriores
Mesentoderm. WT: Wildtyp; HE: Hamatoxylin/Eosin-Féarbung; (verwendete VergroRerungen: A u. D: 12,5x;
B-C u. E-F: 16x)
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WT

ATF1+/- CREB-/-

Abb. 20 Expression von hnf-3B in Wildtyp-Embryonen und Embryonen des
Genotyps ATF1+/- CREB-/- am Tag E 7,5 p.c. (in situ Hybridisierung)
(A-C): HE-Farbung sagittder Paraffinschnitte; (D-F): entsprechende Paraéllschnitte nach in situ
Hybridisierung
(D): Wéhrend der spaten Gastrulation wird hnf-33 in anteriorem Mesentoderm exprimiert. (E-F): Die
Mutanten zeigen keine konforme Expression, hnf-3f3 wird entweder gar nicht (E) oder fokussiert an ener
Stelle exprimiert (F). WT: Wildtyp; HE: Hamatoxylin/Eosin-Farbung; (verwendete Vergrofierungen: A u. E:
10x; B u. F: 12,5x, andere: 16x)
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HE brachyury

Abb. 21 Expression von brachyury (T) in Wildtyp-Embryonen am Tag E 7,5 p.c.
(in situ Hybridisierung)

(A-C): HE-Férbung sagittaler bzw. frontaler (B) Paraffinschnitte; (D-F): entsprechende Paralellschnitte nach

insitu Hybridisierung

(C u. F): Brachyury wird zun&chst in neugebildetem Mesoderm des frihen Primitivstreifens exprimiert. (D):

Zu Beginn der Gastrulation beschrénkt sich die Expression auf Epiblast- und Mesodermzellen des

Primitivstreifens. (E): Im Stadium der Allantoishildung befindet sich brachyury vorlbergehend im

Primitivknoten. HE: Hamatoxylin/Eosin-Férbung; al: Allantois; pk: Primitivknoten; ps. Primitivstreifen

(verwendete Vergrélzerungen: A, D u. E: 10x; B, C u. F: 12,5x)
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Abb. 22 Expression von brachyury (T) in Embryonen des Genotyps

ATF1+/- CREB-/- am Tag E 7,5 p.c. (in situ Hybridisierung)
(A-C): HE-Farbung sagittaler Paraffinschnitte; (D-F): entsprechende Paralellschnitte nach in situ
Hybridisierung
(D): Starke brachyury Expression in einem lateralen Bereich des Embryos, jedoch nicht in Form enes
Primitivstreifens. (E): Schwache brachyury Expression im distalen Bereich des Embryos. (F): Keine
Expression von brachyury. Pfeil: Signal; HE: Hamatoxylin/Eosin-Farbung; (verwendete Vergrof3erungen: A
u. D: 20x; andere: 16x)
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HE bmp-4

WT

ATF1+/- CREB-/-

Abb. 23 Expression bmp-4 in Wildtyp-Embryonen und Embryonen des

Genotyps ATF1+/- CREB-/- am Tag E 7,5 p.c. (in situ Hybridisierung)
(A-C): HE-Farbung sagittaler bzw. frontaler (A) Paraffinschnitte; (D-F): entsprechende Paralellschnitte nach
insitu Hybridisierung
(D): Bmp-4 wird in Wildtyp-Embryonen in extraembryonalem Mesoderm, im mesodermalem Anteil des
Amnions und in der Allantois exprimiert. (E u. F): In den Mutanten findet man oft kein Signal fir bmp-4
(F) oder eswird im distalen Ende des Embryos exprimiert (E; Pfeil). WT: Wildtyp; HE: H&matoxylin/Eosin-
Farbung; (verwendete Vergrof3erungen: A: 12,5x; D: 10x; andere: 16x)
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WT ATF1+/- CREB-/-

Abb. 24 Phénotyp von Embryonen des Genotyps ATF1+/- CREB-/-

am Tag E 6,5 p.c.
(A-C): HE-Férbung sagittaler Paraffinschnitte
(A): Wildtyp-Embryo; (B-C): Mutanten lassen im Vergleich zum Wildtyp keine deutliche Untergliederung in
extraembryonalen und embryonalen Bereich erkennen. Sie zeigen keinen fur dieses Stadium typischen
Eizylinder.
ec: Ektoplazenta; eec: extraembryonaes Ektoderm; een: extraembryonales Entoderm; ecy: Eizylinder oder
Epiblast; WT: Wildtyp; HE: Hamatoxylin/Eosin-Férbung
(verwendete Vergrofzerungen: A-C: 20x)

2.3.3 Phanotyp von Embryonen des Genotyps ATF1+/- CREB-/-
am Tag E 6,5 p.c.

Um die zdluldren und molekularen Storungen, die zu diesem Phanotyp fihren weiter zu
beschreiben, wurde die Expression verschiedener Markergene auch im Stadium vor und zu
Beginn der Gastrulation mittelsin situ Hybridisierung untersucht. Zu diesem Zweck wurden
ATF1+/- CREB-/- Embryonen am Tag E 6,5 p.c. isoliert, und eine H&matoxylin/Eosin-
Farbung der angefertigten Paraffinschnitte durchgefihrt. Wiein Abb. 24 A zu sehen, zeigen
Wildtyp-Embryonen zu diesem Zeitpunkt eine klare Untertellung in einen extraembryonaen
und einen embryonden Abschnitt (Pfeile). Der extraembryonadle Bereich |83 sich in
extraembryonal es Entoderm und extraembryonales Ektoderm untergliedern. Im embryonalen
Bereich befindet sich der Epiblast mit seinen typisch saulenférmigen Zellen, der von ener
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einzelligen Schicht primitiven Entoderms umgeben wird. Beide Bereiche umgeben die
Amnionhohle. Zu diesem Zeitpunkt unterscheiden sich die ATF1+/- CREB-/- Mutanten sehr
stark von Wildtyp-Embryonen (Abb. 24 B-C). Der Grolenunterschied ist relativ gering,
jedoch 1&% keiner der Embryonen ene klare Grenze zwischen extraembryona und
embryonal erkennen. Es gibt keinen uniform gebildeten Epiblasten, der die fur den
Eizylinder typische Zellform und -anordnung aufweist. Der ATF1+/- CREB-/- Embryo
besteht eher aus einer losen Ansammlung weniger Zellen, die von einer Schicht viszeralen
Entoderms umgeben ist. Die Mutanten bilden keine oder nur eine sehr kleine Amnionhéhle
aus.

Die Markeranalyse zeigt wieam Tag E 7,5 p.c. kein einheitliches Bild. So wird oct-4 in den
ATF1+/- CREB-/- Mutanten nur in einem kleinen Bereich oder gar nicht exprimiert (Abb. 25
B und E), dagegen wird oct-4 in einem normaen Embryo in den pluripotenten Stammzellen
des gesamten Epiblast transkribiert (Abb. 25 H). Brachyury wird im Wildtyp wie erwartet
am proximaen Ende des posterioren Epiblasts exprimiert, wo die Bildung des
Primitivstreifens beginnt (Abb. 25 1). Die Mutanten dagegen zeigen kein Signal (Abb. 25 C
und F). Im Wildtyp wird fgf-8 an der erwarteten Stelle, dem posterioren Epiblast, exprimiert
(Abb. 26 F). Der ATF1+/- CREB-/- Embryo weist ein im Vergleich starkes Signal fur fgf-8
auf (Abb. 26 C).

Hnf-3R wird zu diesem Zeitpunkt weder im ATF1+/- CREB-/- Embryonen noch im Wildtyp
exprimiert (Abb. 26 A und D). Im Gegensatz dazu kann AFP im viszeralen Entoderm
sowohl in der Mutante al's auch im normalen Embryo nachgewiesen werden (Abb. 26 B und
E).

Insgesamt |&% sich festhalten, dal3 die Grundlagen fur die Stérung der Entwicklung in den
ATF1+/- CREB-/- Mutanten schon sehr friih ihren Ursprung haben missen. So scheinen
ATF1+/- CREB-/- Embryonen schon vor der Implantation in den Uterus in der Entwicklung
zuriickgeblieben zu sein. Sie zeigen am Tag E 3,5 p.c. nicht den Phanotyp einer typischen ,
sondern dhneln in ihrem Aussehen eher den ATF1-/- CREB-/-Doppelmutanten (Abb. 9 D).
Im Gegensatiz zu diesen Embryonen konnen ATF1+/- CREB-/- Embryonen ihre
Geschwister in der Entwicklung aufholen und implantieren. Vergleicht man alerdings die in
vitro-Kulturen dieser Embryonen nach 4 Tagen mit denen der Wildtyp-Embryonen, so
zeigen sie kein normales Differenzierungsverhaten. Die Kultur ist kleiner as die normaler
Embryonen. Angtatt eines Zellkorpers, der spéter in primitives Ektoderm und Entoderm
differenziert, findet man keine oder nur eine lose Anordung von Zellen, die entfernt einem
Zelkorper dhnelt (Abb. 91).

Die ATF+/- CREB-/- Embryonen zeigen somit vom Tag E 3,5 p.c. an eine verzigerte
Entwicklung. Auffdlig ist ene starke Reduktion oder volliges Fehlen der
Embryoblastenzellen. Dieses Bild zeigt sich auch bis Tag E 6,5 p.c. Epiblastzellen sind in
nur geringer Anzahl oder gar nicht vorhanden. Die Grundlage fur den Phanotyp der
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ATF1+/- CREB-/- Méuse und der embryonalen Sterblichkeit findet sich folglich schon im
Praimplantationsstadium.

52



Ergebnisse

oct-4 HE

brachyury

Abb.25 Expression von oct-4 und brachyury (T) in Wildtyp-Embryonen und
Embryonen des Genotyps ATF1+/- CREB-/- am Tag E 6,5 p.c.
(in situ  Hybridisierung)

(A, D u. G): HE-Férbung sagittaler Paraffinschnitte; (B-C, E-F u. H-I): entsprechende Paralellschnitte

nach in situ Hybridisierung

(H): oct-4 wird in alen Stammzellen des Wildtyp-Epiblast exprimiert. (B u. E): Die Mutanten zeigen keine
(E) oder nur geringe Expression von oct-4 im distalen Bereich des Eizylinders (B). (1): Im Wildtyp-Embryo
zeigt sich brachyury Expression zu Beginn der Bildung des Primitivstreifens im proximalen, posterioren
Epiblast. Die positiven Zellen sind determiniert, zu delaminieren und als Mesoderm zwischen Epiblast und
primitives Entoderm zu wandern. (C u. F): In den Mutanten |83t sich zu diesem Zeitpunkt keine Expression
von brachyury nachweisen. ve: viszerales Entoderm; eec: extraembryonales Ektoderm; epib: Epiblast; WT:
Wildtyp; HE: Hamatoxylin/Eosin-Farbung (verwendete Vergrof3erungen: C. 20x; andere 16x)
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ATF1+/-CREB-/- WT

hnf-38

AFP

Abb. 26 Expression von hnf-3B, a-Fetoprotein (AFP) und fgf-8 in Wildtyp-
Embryonen und Embryonen des Genotyps ATF1+/- CREB-/-
am Tag E 6,5 p.c. (in situ Hybridisierung)
(A-F): Paraffinschnitte nach in situ Hybridisierung
(A u. D): Zu diesem Zeitpunkt wird hnf-3(3 weder im Wildtyp- noch im Mutanten-Embryo exprimiert.
(B u. E): a-Fetoprotein wird sowohl im viszerden Entoderm des ATF1+/- CREB-/- (B) as auch des
Wildtyp-Embryos (E) transkribiert. (F): Der Wildtyp-Embryo zeigt sehr geringe Expression von fgf-8, das im
posterioren Epiblast und extraembryonaen Ektoderm kurz vor der Prmitivstreifenbildung erwartet wird. (C):
Die Mutante weist eine fir diesen Zeitpunkt sehr hohe Expression an fgf-8 auf (Pfeil). WT: Wildtyp
(verwendete VergroRRerungen: A-C u. F: 16x; D u. E. 12,5x)
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3. Diskussion

3.1 Bedeutung von CREB, ATF1 und CREM in der
Keimzellentwicklung

Die Expression von CREB und CREM ist in der Keimzellentwicklung sehr genauen
Regulationsmechanismen unterworfen. Spermatogenese und Oogenese werden durch das
von der Hypophyse ausgeschiittete follikelstimulierende Hormon (FSH) und durch das
luteinisierende Hormon (LH) kontrolliert (Means et Huckins). FSH bewirkt zusammen mit
Testosteron ene Stimulation der  Sertoli-Zellen, die wiederum die fir die
Keimzdldifferenzierung notigen Komponenten sezernieren  (Griswold). Es  wird
angenommen, dald die Bindung von FSH an seine Rezeptoren einen Anstieg von cAMP
hervorruft und dadurch die Phosphorylierung von CREB induziert. Der Promotor von
CREB besitzt im Gegensatiz zum P1-Promotor von CREM CRE-Bindungstellen. Das
bedeutet, dal? die Expression von CREB in Hoden nicht nur basal, sondern auch durch
CAMP zu induzieren ist (Waker et a.), und CREB sich in den Sertoli-Zellen autoreguliert.
Diese  Autoregulation  verursacht wahrend des  Spermatogenesezyklus ene
stadiumspezifische Oszillation der Konzentration von mRNA, die CREB kodiert. Unter der
Wirkung von FSH und Testosteron setzt in der Pubertédt die Spermatogenese ein, wodurch
es zu einer gravierenden Verénderung der Expression von CREM kommt. Werden wahrend
der vorpubertéren Entwicklung hauptsdchlich die Repressor-1soformen gebildet, so findet
sich nach Einsetzen der Spermatogenese in postmei otischen runden Spermatiden vorwiegend
der Aktivator CREMT (Foulkeset al.).

Diese Expressionsmuster spiegeln sich in den durchgefiihrten Antikorperfarbungen wider.
CREB ist in adultem Hoden, nicht in den Sertoli-Zellen dler Samenkandchen anzutreffen.
Dies spricht fur en oszllatorisches Auftreten von CREB in Abhadngigkeit des
Spermatogenesestadiums der Samenkanal chen.

Das gegen CREM gerichtete Antiserum detektiert auch Repressor-Isoformen. Die
Expression von CREM st in den runden Spermatiden deutlich erkennbar, deren Anzahl in
den einzelnen Samenkandlchen variiert, je nachdem in welcher Phase der Spermatogenese
sich diese befinden.

In adultem Hoden wird ATF1 in den primaren Spermatozyten exprimiert, die sich im
pachyténen Stadium befinden. Wéhrend der Embryonalentwicklung dagegen wird ATF1
nicht in Keimzellen exprimiert.

Im Vergleich zu anderen adulten Geweben ist das Signal fur ATF1 in Hoden am stérksten.
In Mé&usen ohne funktionelles ATF1 deutet allerdings nichts auf eine wichtige Funktion des
Proteins in Keimzellen hin. Die Hoden der Tiere zeigen keine morphologischen oder
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histologischen Veranderungen. Die Maéuse sind fetil und zeigen normales
Paarungsverhalten. Eine mogliche Erklarung fir die fehlende Funktion wére, dald esin den
ATF1-/- Mé&usen zur Kompensation durch eine Repressor-Form des CREM-Proteins oder
andere, noch unbekannte Proteine kommt.

Vergleicht man mittels immunohistochemischer Methoden die Expressionsmuster der
CREB/ATF-Proteine in Hoden mit denen des Ovars, so finden sich zumindest wahrend der
Embryonalentwicklung auffalende Paraellen. Am Tag E 14,5 p.c. ist auch hier die
Expression von ATF1 vernachlassigbar, wéhrend man CREM in Keimzellen und CREB
vorwiegend in mesenchymalen Zellen findet. Nach der Geburt 183t sich CREB hauptséchlich
in den Follikelepithelzellen nachweisen. Follikelepithelzellen und Sertoli-Zellen entstehen
aus gemeinsamen Vorléufern. Dies konnte bedeuten, dal3 CREB in Ovar und in Hoden eine
ahnliche Funktion zukommt. Das Ausschalten von funktionellem CREB gibt alerdings
aufgrund der perinatalen Sterblichkeit der Mause keinerlei Aufschlul? Uber die Bedeutung
von CREB in der Keimzellreifung.

Die Hypophysenhormone FSH und LH (Gonadotropine) kontrollieren im Ovar Vorgange
wie Follikelwachstum, Oozytenentwicklung, Ovulatiion und Bildung des Corpus luteums.
Auch hier scheinen Transkriptionsregulatoren der CREB/ATF-Famile eine Rolle zu spielen
(Moley et Schreiber). Nach Stimulation von Follikelepithelzellen aus Rattenovarien durch
Gonadotropine trat vermehrt phosphoryliertes CREB auf (Mukherjee et al.). Dies zeigt, dal3
CREB schnell und transient durch Gonadotropine aktiviert werden kann und wahrscheinlich
eine wichtige Funktion in der Transkriptionskontrolle vider Gene hat, die durch
Gonadotropine reguliert werden. Mehr Aufschiul? Uber die Bedeutung von CREB in der
Keimzellentwicklung wirde die Ausschaltung der Proteinfunktion spezifisch in Hoden,
beziehungsweise Ovar geben.

Ein Zielgen, dessen Expression im Ovar von CREB und CREM reguliert wird, ist Inhibin.
CREB scheint in Follikelepithelzellen an der Aktivierung von Inhibin durch FSH beteiligt zu
sein, wohingegen | CER eine Reprimierung kurz vor der Ovulation aufgrund von Stimulation
durch LH bewirkt (Pei et a.; Mukherjee et a.). In diesem Fall taucht CREM nur zyklisch in
den Follikelepithelzellen der adulten Maus auf und &% sich in diesen Zdlen in der
pubertdren Maus nicht nachweisen. Dadie in Ovar gezeigte Farbung keine Kernfarbung ist,
und die Signalintensitdt im Vergleich mit anderen positiven Férbungen sehr gering ist,
handelt es sich wahrscheinlich um unspezifische Hintergrund-Féarbung.

Bel der starken Expression von ATF1 im Zytoplasma der Oozyten kénnte es sich um eine
noch unbekannte Isoform des ATF1-Proteins, die keine Kernlokalisationssequenz enthdt
handeln. Eine andere Erkl&rung der ungewohnlichen Lokalisation wére, dal3d ATF1 durch
einen anderen Faktor im Zytoplasma zurtickgehalten wird. Wie schon in Hoden scheint
ATF1 auch im Ovar keine essentielle Funktion zu tibernehmen, da auch die weiblichen Tiere
ohne funktionelles ATF1 keine Auffalligkeiten zeigen.
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3.2 ATF1/CREB-Heterodimere und CREM spielen keine
wesentliche Rolle in der frithen Embryonalentwicklung

Die immunohistochemischen Untersuchungen an friihen Embryonalstadien (E 3,5-7,5p.c.)
zeigen, dal3 CREB und ATF1 in dieser Phase stark exprimiert werden. ATF1-Protein findet
man sowohl in alen embryonaen as auch extraembryonalen Zellen des sich entwickelnden
Embryos. CREB dagegen |83 sich interessanterweise schon ab dem Blastozysten-Stadium
ausschliefdich im Embryoblasten, spdter im Epiblasten und den daraus resultierenden
Derivaten nachweisen. Das bedeutet auf molekularer Ebene, dal3 in alen embryonaen
Zdllen, im Ektoderm des Amnions und in Zdlen des extraembryonalen Mesoderms ATF1-
und CREB-Homodimere sowie ATFL/CREB-Heterodimere zu erwarten sind. In der
Ektoplazenta, dem viszerden Entoderm und dem extraembryonalen Ektoderm treten
demnach nur ATF1-Homodimere auf, da dort kein CREB-Protein nachgewiesen wurde. Bei
den CREB-Isoformen, die nicht mit dem verwendeten Antiserum detektierbar sind, handelt
es sich um Spleil3varianten, die keine Dimerisierungsdomane besitzen und somit auch nicht
mit ATF1 interagieren konnen.

Das Zusammenspiel der Homo-und Heterodimere von CREB und ATF1 scheint je nach
Zdltyp verschieden zu sein. Das beruht wohl auf Unterschieden zwischen den beiden
Proteinen. Zum einen binden CREB und ATF1 mit unterschiedlicher Affinitdten an die
Bindungsstelle, zum anderen zeigen sie unterschiedliches Transaktivierungsverhalten (Hurst
et a.).

Embryonale F9 Karzinom-Zellen zeigen nur in  Abhéngigkeit von ihrem
Differenzierungsstatus eine cAMP-Antwort. Undifferenzierte F9-Zdllen sind fur cAMP
insengitiv, obwohl CREB-Protein und Proteinkinase A nachweisbar sind. Nach
Differenzierung zu Entoderm-&hnlichen Zellen werden sie cAMP-sensitiv. Eine mogliche
Erklérung hierfir findet man in unterschiedlichem Proteingehalt. In undifferenzierten F9-
Zdlen ist sehr vid ATF1-Protein vorhanden (Masson et al.), allerdings verringert sich mit
fortschreitender Differenzierung der Gehalt an ATF1-Protein. Dies resultiert in einer
drastischen Verdnderung der Dimerpopulation. In undifferenzierten F9-Zellen findet man
vorwiegend ATF1/CREB-Heterodimere und ATF1-Homodimere, wahrend man in
differenzierten F9-Zellen hauptséchlich CREB-Homodimere und kaum noch Heterodimere
antrifft. Eswird davon ausgegangen, dal3 Veranderungen in den Proteinkonzentrationen von
ATF1 und CREB direkte Konsequenzen haben. Das Transaktivierungspotential von CREB
konnte direkt durch ATF1 beeinflusst werden oder eine Folge dessen sein, dal3 CREB-
Homodimere und ATFL/CREB-Heterodimere an unterschiedliche Promotoren binden.
ATF1/CREB-Heterodimere binden mit einer geringeren Affinitst an DNA as CREB-
Homodimere (Hurst et a.). Es wird davon ausgegangen, da3 ATFL/CREB-Heterodimere
relativ schwache Aktivatoren sind und somit die CAMP-Antwort durch Kompetition mit
CREB-Homodimeren in undifferenzierten F9-Zellen verhindern (Masson et a.; Elliset d.).
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In der frihen Embryonaentwicklung spielen ATFL/CREB-Heterodimere trotz einer grof3en
Menge an ATF1-Protein wohl eher eine geringe Rolle. ATF1 und CREB werden zwar
kolokalisert im Epiblast und den daraus entstehenden Geweben exprimiert, jedoch
durchlaufen CREB,,,- und ATF1-/- Embryonen eine normale Entwicklung. Phénotypisch
lassen sie sich nicht von Wildtyp-Geschwistern unterscheiden. Die Ergebnisse zeigen, dai
ATF1-/- und CREB-/- Embryonen am Tag E 3,5 p.c. eine normae Blastozyste bilden, die
auch ininvitro-Kutur ein normales Differenzierungsverhaten zeigt. Aucham Tag E 9,5 p.c.
unterscheiden sie sich weder in Grof3e noch Morphologie von Wildtyp-Embryonen. ATF1-
bzw. CREB-Homodimere scheinen das Fehlen der Funktion des jeweils anderen Proteins
zumindest in diesem Zeitraum kompensieren zu konnen. Das Fehlen von ATF1/CREB-
Heterodimeren hat somit keinen Einflufd auf die frihe Embryonalentwicklung. Der Phanotyp
der Doppelmutanten und der ATF1+/- CREB-/- Mause 183 sich demnach nicht mit einem
Fehlen von ATFL/CREB-Heterodimeren begrinden.

CREM wurde in den untersuchten Embryonalstadien nicht exprimiert. Dieses Ergebnisse
und die Tatsache, dal3 sch CREM-/- Mause pranatal normal entwickeln, schlief¥ eine Rolle
fur CREM in der friihen Embryonal entwicklung aus.

3.3 Kompensatorische Effekte von CREB und ATF1

Durch eine Serie von Zdlteilungen wird das Zytoplasma der Zygote sukzessive in kleinere
Blastomere unterteilt. Nach einer bestimmten Anzahl von Teilungen verandert sich die Form
der Blastomere, so dal3 der interzelluldare Kontakt maximiert wird. Der Embryo kompaktiert
und formt eine Morula. Daraus bildet sich durch Abscheidung von Flussigkeit in das
Blastozod eine Blastozyste. Im 8-Zell-Stadium findet in der Maus die Kompaktierung statt
(Ducibella et Anderson). Die Blastozystenbildung féllt mit dem Ende der finften Teilung im
32-ZdI-Stadium zusammen (Smith et McLaren). Wahrend dieses Zeitraumsist die G1-Phase
des Zellzyklus, in der normalerweise Wachstum stattfindet, sehr kurz (Bolton et a) oder gar
nicht vorhanden (Gamow et Prescot; Mukherjee). Es dndern sich weder das Volumen des
Zytoplasmas noch der Proteingehalt (Sellens et al.).

Vergleicht man Phénotyp und Zdlkernfarbung von Wildtyp- und ATF1-/- CREB-/-
Embryonen am Tag E 3,5 p.c., so befinden sich die Doppel mutanten im Morulastadium und
setzen sich aus der Hélfte der Anzahl an Blastomeren zusammen, aus denen ein Wildtyp-
Embryo gebildet wird. Ob tatschlich eine Kompaktierung stattgefunden hat, 183 sich nicht
eindeutig feststellen. Allerdings kann man die Zona pelluzida entfernen, ohne dald der
Embryo in einzelne Blastomere zerfallt.

Da der ATF1-/- CREB-/- Embryo sich auch in in vitro-Kulturen nicht weiter entwickelt,
kann davon ausgegangen werden, dal3 es sich hierbei nicht um eine Verzégerung in der
Entwicklung, sondern eher um einen Stop der Zeltellung handelt. Maternde CREB/ATF-
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Proteine, die die Funktion von embryonalem CREB und ATF1 tbernehmen kdnnten, sind
offensichtlich nicht mehr oder zumindest nicht ausreichend vorhanden. CREB und ATF1
sind also schon im Pramplantationsstadium wichtig fir den Embryo. Die Analysen der
ATF1-/- und CREB-/- Mause sowie die Kolokalisation der beiden Proteine im Epiblast und
den sich daraus entwickelnden Geweben machen deutlich, dal3 sowohl CREB als auch
ATFl1 das Fehlen des anderen kompensieren kann und fir ene normale, frihe
Embryonalentwicklung ausreichen. Die Kompensation der Funktion von CREB durch ATF1
findet jedoch mit Einschrankung statt. In ATF1+/- CREB-/- Embryonen reicht ein gesundes
Alld von ATF1 zwar dafir aus, das Préaimplantationsstadium zu Gberwinden, doch zeigen
diese Embryonen starke Entwicklungsdefekte und sind embryonal letal. Die ATF1+/-
CREB-/- Mutanten entwickeln entweder gar keine oder nur eine geringe Anzahl an primitive
Ektodermzellen. Der Embryo selber ist stark deformiert. Es lassen sich an Tag E 9,5 p.c.
keine Strukturen wie Kopf, Korper oder Schwanz erkennen, und er ist in der Entwicklung
zuriickgeblieben, was sich dadurch zeigt, dal3 keine Inversion der Keimblatter stattgefunden
hat. Das bedeutet, dald en gesundes Alld von ATFl nicht fir ene normae
Embryonal entwicklung ausreicht, wenn kein funktionelles CREB gebildet werden kann. Die
Kompensation von CREB durch ATF1 muf3 somit dosisabhéngig sein.

3.4 Gestorte Proliferation in Mutanten des Genotyps
ATF1+/- CREB-/-

ATF+/- CREB-/- Embryonen zeigen in in vitro-Kultur ab Tag 3,5 p.c. en gestértes
Wachstum, haben Defekte in der Gastrulation und sind embryonal letal.

Vor Implantation in den Uterus befinden sich die Mutanten im Gegensatz zu Wildtyp-
Embryonen nicht im Blastozysten- sondern noch im Morulastadium. Kultiviert man sie in
vitro, so entwickeln sich keine oder nur eine geringe Anzahl an Embryoblastzellen. Diese
formen im Vergleich zu Wildtyp einen kleineren Zellkorper, dessen Zdlen potentiell den
Embryo bilden konnen. Entstent ein Zellkorper, so it er weniger kompakt und die
Embryoblastzellen liegen teilweise einzeln oder in kleineren Aggregaten Uber der
Trophoblastenschicht verteilt.

Am Tag E 6,5 p.c., nach Implantation des Embryos, zeigen die ATF1+/- CREB-/- Mutanten
keine klare Gliederung in Epiblast und extraembryonalen Teil. Die hauptsachlichen
Strukturen dieser Embryonen sind viszerales Entoderm und extraembryonales Ektoderm.
Der Epiblast, dessen Zylinderform sich in Wildtyp-Embryonen leicht durch oct-4 Expression
nachweisen |&3, findet sich in den Mutanten gar nicht oder nur als kleiner Zellhaufen am
distalen Ende. Somit besteht der Epiblast der ATF1+/- CREB-/- Embryonen aus einer
geringen Anzahl von Zellen, die nicht in der Lage sind, einen Eizylinder zu bilden. Das
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zeigt, dal3 sich die primitiven Ektodermzellen innerhab dieses Zeitraums nicht in dem Mal3e
vermehrt haben, wie das in Wildtyp-Embryonen der Fall ist.

Am Tag E 7,5 p.c. sind die Mutanten etwas grofer, alerdings hat sich hauptsachlich die
Grole des extraembryonalen Bereichs verdndert. Die Anzahl der Epiblastzellen dagegen
scheint sich nicht sehr stark vermehrt zu haben.

Die pluripotenten Stammzellen, die durch Expression von oct-4 nachgewiesen werden,
finden sich in den ATF+/- CREB-/- Embryonen auch jetzt am distalen Ende. Innerhalb
dieses Zellhaufens gibt es keinen Hinweis auf eine anterior-posteriore oder proximal-distale
Achseneinteilung. Dennoch findet Gastrulation statt, alerdings ohne Bildung eines
Primitivstreifens. Die Expression von fgf-8 und brachyury markieren embryonales
Mesoderm und Epiblastzellen, die determiniert sind, Mesoderm zu bilden. Mit Hilfe von
bmp-4 18(% sich extraembryonaes Mesoderm nachweisen. Keine dieser positiven Zdlen in
den ATF1+/- CREB-/- Mutanten bilden Strukturen wie beispielsweise Primitivstreifen,
Amnion, Chorion oder Allantois, die mittels dieser Marker in Wildtyp-Embryonen
nachgewiesen werden kénnen.

Proliferation ist ein elementarer Prozess, der an der Ausbildung der Keimblé&tter beteiligt ist.
Die Zdlteilungsrate des Epiblasts reicht theoretisch aus, um das gesamte embryonde
Gewebe zu bilden, das wahrend der Gastrulation entsteht (Snow; Poelmann; MacAuley &
al.).

Das wenig pluripotente embryonale Gewebe in ATF1+/- CREB-/- Embryonen scheint nicht
sehr stark zu proliferieren, sondern differenziert direkt in verschiedene Zelltypen.
Gastrulation findet demnach nicht in der Form statt, dal3 Mesodermzellen als Primitivstreifen
zwischen Epiblast und primitivem Entoderm einwandern. Die Ursache hierfir konnte in
einer fehlenden Menge von Epiblastzellen liegen. Trotzdem werden Zelltypen dler drei
Keimblétter gebildet. Dies zeigt sich in den 9,5 Tage p.c. dten ATF1+/- CREB-/-
Embryonen. Dort findet man Zellen, die morphologisch Ektoderm, Mesoderm und
Entoderm entsprechen. Jedoch scheint die Zelzahl nicht auszureichen, spezifische
Strukturen wie Kopf, Korper und Schwanz zu bilden. Mutanten mit Anteil an embryonalem
Gewebe entsprechen in ihrer Entwicklung eher denen jlngerer Embryonen. Dies kommt
dadurch zum Ausdruck, dal3 keine Inversion der Keimbl&tter stattgefunden hat. Das noch
aussen liegende Entoderm |83 darauf schlief3en, dal3 die ATF1+/- CREB-/- Embryonen sich
nicht um ihre Kérperachse gedreht und somit eher den Status eines Embryos vom Tag E
7,5-8 p.c. haben.

Eine verringerte Zdlzahl im Blastozystenstadium, eine verspétete Implantation, keine starke
Zellvermehrung wéhrend der Gastrulation und eine zurtickgebliebene Entwicklung deuten
auf einen Proliferationsdefekt hin. Es scheint sich nicht um enen kompletten
Zdltellungsstop zu handeln, sondern eher um eine verzogerte Proliferation, da noch
Zdltellung stattfindet. Diese Erkléarung wird auch durch die positive BrdU-und cdk?2-
Farbung am Tag E 9,5 p.c. gestitzt. Quantitativ 1&& sich diese Farbung nicht mit der eines
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Wildtyp-Embryos vergleichen, da sich die Embryonen zu stark in Zdlzahl und
Entwicklungsstadium unterscheiden.

Die Tatsache, dal3 es in ATF1-/- CREB-/- Doppelmutanten zu einem Stop der Entwicklung
kommt, und ATF1+/- CREB-/- Embryonen gar keine oder nur eine geringe Anzahl an
primitiven Ektodermzellen bilden, deutet darauf hin, dal3 die CREB/ATF-Proteinfamilie in
proliferative Prozesse der frihen Entwicklung involviert ist.

3.5 CREB und ATF1 als Regulatoren des Zellzyklus

Der Zellzyklus ist an eine phasenabhangigen Transkription bestimmter Gene gekoppelt, die
fur spezifische metabolische und regulatorische Vorgdnge wahrend der jeweiligen
Zellzyklusphasen nétig sind. Fur die Induktion dieser Gene sind verschiedene
Transkriptionsfaktoren zustandig, die selbst wahrend des Zellzyklus differentiell reguliert
werden. Zwei Transkriptionsfaktoren, die im Ubergang von der G1- zur S-Phase eine Rolle
spielen, scheinen ATF1 und CREB zu sein. Wahrend der Transition von G1 nach S werden
sukzessive Cycline der G1-Phase induziert, die Cyclin-abhangige Kinasen (cdks) aktivieren.
Cyclin A assoziiert mit Cdk2 in der S-Phase des Zdlzyklus und wird fir die DNA-
Replikation bendtigt (Girard et a., Pagono et al.). Der Promotor von Cyclin A enthalt neben
funf CRE-Bindungsstellen vier DNA-Erkennungssequenzen fur Transkriptionsfaktor SP1
und eine fur das ATF1-Protein (Brindle et Montminy, Ziff).

In proliferierenden Bovine Endothelial Cells (BAEC) wurde nachgewiesen, dal3 die ATF-
Bindungsstelle sowohl fir die Promotoraktivitét als auch fur eine geringere Menge an
MRNA von Cyclin A in konfluenten, sich nicht mehr tellenden BAEC-Zéllen verantwortlich
ist. Gelretardationsexperimente haben gezeigt, dal3 ATF1 an diese Stelle bindet (Y oshizumi
et a.). Die ATF/CRE-Bindungsstellen scheinen aber auch in die Hochregulation des
Promotors von Cyclin A am Ubergang von der G1- zur S-Phase nach
Wachstumsstimulation von humanen Fibroblasten involviert zu sein (Nakamuraet al.).
Mause ohne funktionelles Cyclin A2 sind embryonal letal. Sie scheinen sich bis Tag E 5,5
p.c. normal zu entwickeln, sterben aber um Tag E 8,5 p.c. Das Uberleben der Embryonen
bis nach der Implantation in den Uterus, wird durch das Vorhandensein von maternaem
Cyclin A2-Protein erklért (Murphy et d.).

CRE-Elemente scheinen nicht nur in in die Regulation von Cyclin A sondern auch in die
Regulation von Cyclinen des D-Typsinvolviert zu sein (Yang et a.; Herber et a.).

Diese Daten und der frihe Entwicklungsstop der ATF1-/- CREB-/- Doppelmutanten lassen
die These zu, dal3 eine gestorte Regulation der Expression der Cycline A und D in den
ATF1/CREB-Mutanten somit nicht auszuschlief3en wére.

Auch andere Arbeiten haben gezeigt, dal3 CREB und ATF1 an proliferativen Prozessen
regulierend beteiligt sind. So spielt Interleukin-2 (11-2) in der Immunantwort eine zentrae
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Rolle. 11-2 stimuliert Antigen-aktivierte Lymphozyten, von der G1-Phase in die replikative
(S) Phase des Zellzyklus Uberzugehen (Smith). Diese Stimulation steht mit einer erhdhten
Phosphorylierung von CREB und ATF1 wahrend des Phasenwechsels, jedoch nicht mit
einem Anstieg des CAMP-Spiegels in Zusammenhang. ATF1 und CREB scheinen somit eine
durch 11-2 induzierte, wichtige regulatorische Funktion wéahrend des Zellzyklus zu haben,
dessen Mechanismus unabhdngig von cAMP ist (Feuerstein et al.). Eine Funktion von
CREB und ATFl scheint die Kontrolle der zellzyklusregulierten Transkription von
Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) zu sein (Huang et al.). Expression von PCNA
wird von Mitte bis Ende der G1-Phase in durch 11-2 stimulierten T-Lymphozyten induziert.
PCNA ist ein Hilfsfaktor der Polymerase &, die zum Ubergang in die S-Phase nétig ist
(Shipman-Appasamy et al, Moore et a.). Somit spiegelt PCNA en wichtiges Zellzyklusgen
wider, dessen Expression in IlI-2-stimulierten T-Lymphozyten durch CREB/ATF-
Transkriptionsfaktoren reguliert wird.

Die Bedeutung der CRE-Bindungsstellen in den Promotoren von Cyclin A und D, der
Phanotyp der Cyclin A2-/- Mause sowie die Regulation der Expression von PCNA durch
CREB und ATF1 in Il-2-stimulierten T-Lymphozyten bestérken die Annahme, dal3 die
beiden Proteine eine wesentliche Funktion in der Regulation von Zelwachstum und
Proliferation haben. Die Erzeugung von M&usen, die einen genetischen ATF1-/- Hintergrund
haben, und in denen CREB mittels des CRE-Lox-Systems (Gu) spezifisch im Thymus
ausgeschaltet werden kann, wird voraussichtlich weitere Informationen liefern. Es ware
denkbar, dal3 ATF1 und CREB sowohl in diesem System, als auch in den ATFL/CREB-
Doppel mutanten bzw. ATF1+/- CREB-/- Mausen in die gleichen Prozessen eingreifen.

3.6 Embryonen des Genotyps ATF1+/- CREB-/- weisen
einen Defekt wahrend der Gastrulation auf

Nach der Implantationsphase in den Uterus (5-6 Tage p.c.) veréndern sich GrofRe und Form
des Embryos sehr stark, und das Volumen des embryonalen Gewebes nimmt aufgrund von
Zdlproliferation etwa vierzigfach zu (Snow). Der Beginn der Gastrulation héangt aber nicht
ausschliefdich von Zdlzahl und Volumen des Epiblasts ab (Henery et a.), obwohl
Zdllteilung eine der Hauptantriebskréfte der Entwicklung der Keimbl&tter ist. Allerdings wird
die Ausdehnung des Mesoderms wahrscheinlich durch andere formgebende Kréfte wie
beispielsweise das Vordrangen neugebildeter Mesodermzellen in den Primitivstreifen und
der Tendenz anderer Zellen, sich vom Primitivstreifen wegzubewegen, angetrieben (Tam &
Behringer).
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Abb. 27 .fate map“ eines Epiblasts, kurz nach Beginn der Gastrulation
(aus: B.Hogan et al.; Manipulating the Mouse Embryo; Cold Spring Harbor Lab. Press)
Die urspriingliche Position von spéteren Gewebes im Epiblast wurde auf die linke Héalfte des Embryos

projeziert. Die Grenzen dieser spéteren Gewebe Uberlappen sich teillweise.

Anaysen der Transplantate bestimmter Epiblastzellpopulationen sowie der Nachkommen
einzelner markierter Epiblastzellen brachten Informationen Uber die Determinierung von
Zdlen in Abhangigkeit ihrer Postition innerhalb des Eizylinders vor oder im frihen
Gadtrulationsstadium (Lawson et a.; Tam e Zhou). Diese Ergebnisse wurden in
sogenannten ,fate maps’ zusammengefaldt (Abb.27) (Beddington et Lawson; Tam et
Behringer). Die Spezifikation von Zdlinien ist somit Ergebnis bestimmter
positionssabhangiger Einflisse im Epiblast (Tam e Zhou). So entwickeln sich distae
Epiblastzellen vorwiegend in Neuro- oder Oberflachenektoderm, wahrend proximae
Epiblastzellen hauptséchlich in extraembryonales Mesoderm, andere mesodermale Gewebe
der posterioren Region oder in Ektoderm des Amnions differenzieren.

Zu Beginn der Gastrulation wandern in Wildtyp-Embryonen proximale, posteriore
Epiblastzellen as erste in Form des Primitivstreifens zwischen primitives Ektoderm und
primitives Entoderm. Diese Epiblastzellen befinden sich zum Zeitpunkt fortgeschrittener
Gastrulation im Bereich des Primitivknotens am distalen Ende und differenzieren zu
anteriorem Mesoderm. Epiblastzellen, die erst spa in den Primitivstreifen einwandern,
formen posteriore Strukturen des Embryos. Dieser Vorgang erklart, warum Organizer-
spezifische Gene wie hnf-33 und lim-1, zu Beginn der Gastrulation im posterioren Epiblast
exprimiert werden (Sasaki et Hogan; Shawlot et Behringer), wahrend sie gegen Ende in
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anteriorem Mesentoderm und der Chorda dorsalis (Notochord) anzutreffen sind (Monaghan
et al; Shawlot et Behringer).

ATF1+/- CREB-/- Embryonen bilden am Tag E 7,5 p.c. entweder keinen oder nur einen
kleinen Epiblast in Form einer Anhéaufung weniger Zellen im distalen Bereich des Embryos.
Die fehlende Zylinderform verhindert somit eine deutliche Ausbildung des Primitivstreifens.
Dennoch wird mesodermales Gewebe gebildet, was mittels in situ Hybridisierung
verschiedener Marker gezeigt wurde. So exprimieren Mutanten mit Epiblastzellen fgf-8 und
brachyury. Das zeigt, dal3 embryonales Mesoderm vorhanden ist. Expressionsmuster von
lim-1 und hnf-33 machen dlerdings deutlich, dal3 es sich vorwiegend um anteriores
Mesoderm handelt. Wahrend der spéateren Gastrulation (E 7,5d p.c.) zeigen die Signde
positive Zellen mit Entodermcharakter im distalen Bereich, was auf anteriores Mesentoderm
hinweist.

In einigen Embryonen finden sich auch extraembryonale Mesodermzellen, die bmp-4
exprimieren. Jedoch bilden diese keine extraembryonaen Strukturen wie Amnion, Chorion
oder Allantois.

In den ATF1+/- CREB-/- Embryonen scheint somit ein Defekt des Epiblasts, die Bildung
von Geweben des posterioren Primitivstreifens und des ektodermalen Anteils des Amnions
zu verhindern. Die in den Mutanten vorhandenen primitiven Ektodermzellen spiegeln den
distalen Bereich eines normalen Epiblasts wider. Proximale Bereiche des Eizylinders, die
extraembryonales Mesoderm und ektodermalen Antell des Amnions bilden, fehlen (Abb.
27). Zu Beginn der Gastrulation entsteht folglich Mesoderm, das trotz Abwesenheit eines
morphologisch erkennbaren Primitivknotens anteriore Strukturen wie Chorda dorsalis
(Notochord) und anteriores Mesentoderm formt. Wahrend der weiteren Gastrulation wird
jedoch durch mangelnde Proliferation nicht gentigend Zdlmaterid gebildet. Die meisten
primitiven Ektodermzellen differenzieren aso verfriht, anstatt in ene wetere
Zdllteilungsrunde einzutreten. Das bewirkt, dal3 sich der Differenzierungsprozess aufgrund
mangelnder Epiblastzellen sehr stark verlangsamt, und posteriore Strukturen nicht mehr
geformt werden konnen.

Die Entwicklung posteriorer Bereiche wird jedoch in den ATF1+/- CREB-/- Mutanten nicht
vollig verhindert, was durch Expression von bmp-4 in einigen Zellen gezeigt wird. BMP-4
kann auch anteriores, primtives Ektoderm induzieren, Blutzellen zu bilden (Johansson &
Wiles, Kanatsu et Nishikawa). Zellen, die BMP-4 bilden, kdnnten folglich Ursache der
grof3e Menge an Blutzellen sein, dieam Tag E 9,5 p.c. in den ATF1+/- CREB-/- Embryonen
zu finden sind.

Die gestorte Proliferation der ATF1+/- CREB-/- Embryonen fuhrt somit direkt und indirekt
zu einer Ansammlung von Effekten. Die wenigen vorhandenen Epiblastzellen bilden keinen
Eizylinder, und der proximale Bereich scheint grofenteils zu fehlen. Somit ist die
Ausbildung posteriorer und extraembryonaler Strukturen sowie des ektodermalen Antells
des Amnions gestdrt. Das Fehlen des Eizylinders und extraembryonaler Strukturen auch zu
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einer veranderten Signalvermittlung und Beeinflussung zwischen den Zellen fuhren. Das
Fehlen von Amnion, Allantois und Chorion bewirkt, dal3 der Embryo wahrend der weiteren
Entwicklung nicht mehr ausreichend mit Nahrstoffen versorgt werden kann und folglich
abstirbt.

Diese Ergebnisse gehen konform mit Untersuchungen von dominant-negativem CREB in
Xenopus. Der distale und anteriore Bereich des Epiblastsist das Equivalent des sogenannten
»anima caps’ in Xenopus (Tam et Behringer). Die durch Activin induzierte Elongation von
isolierten ,animal caps’ wird in Explantaten aus Embryonen, in die dominant-negative
CREB-mRNA injiziert wurde, inhibiert. Untersuchte mesodermale Marker wurden in
gleichen Mengenin ,,animal caps’ injizierter wie auch nicht-injizierter Embryonen exprimiert
(Lutz et al., unverdffentlicht). Sowohl in Xenopus als auch in der Maus verhindert en
Mangel an funktionellen CREB/ATF-Proteinen somit nicht die Induktion von Mesoderm.
Allerdingswére ein Defekt der Signalvermittiung in ATF1+/- CREB-/- Embryonen, die zur
Ausdehnung des Epiblasts in posteriore Richtung fuhrt, eine mogliche Erklarung fir den
Gastrul ationsdefekt.

3.7 Ausblick

Die vorliegende Arbeit belegt, dal3 CREB und ATF1 eine wichtige Bedeutung in der friihen
embryonalen Mausentwicklung zukommt. Welche Signaltransduktionswege und welche
Zielgene dabei genau betroffen sind, sollte in welterfihrenden Experimenten ermittelt
werden

Weitere Untersuchungen der Mutanten durch RT-PCR oder mittels immunohistochemischer
Methoden auf Cycline, PCNA oder andere moglichen Zielgene sind somit notig. Zusétzlich
wird die Erzeugung von Mausen in einem genetischen ATF1-/- Hintergrund, in denen
CREB gewebsspezifisch mittels des CRE-Lox-Systems (Gu) ausgeschaltet werden kann,
die physiologische Funktion der beiden Proteine weiter aufklaren.
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4. Material

4.1 Enzyme, Chemikalien und anderes Material

Die wéhrend der Doktorarbeit verwendeten Enzyme und Chemikalien wurden soweit nicht
anders bezeichnet von folgenden Firmen bezogen:

Enzyme: - Beckmann, Frankfurt
- BRL, Neu-lsenburg
- Boehringer Mannheim GmbH, Biochemica, Mannheim
- New England Biolabs GmbH, Schwalbach
- Promega, Heidelberg
- Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
- Stratagene, Heidelberg

Chemikalien: - Bio-Rad, Miinchen
- Difco, Detroit
- Merck & Co., Darmstadt
- Serva Feinchemikalien GmbH & Co., Heidelberg
- Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
- Gibco BRL Life Technologies GmbH, Eggenstein
- Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg

RadioaktiveNukleotide:
- Amersham-Buchler GmbH, Freiburg

Spezielle Chemikalien werden im Methodentell unter den entsprechenden Abschnitten
aufgelistet.
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4.2 Puffer und Ldsungen

4.2.1 Losungen und Medien fur die Kulturen von Bakterien

L B-Medium (L uria-Bertani-Medium):
10 ol Bacto-Trypton (Difco)
5 ol Hefeextrakt  (Difco)
5 g/ NaCl

Mit 5N NaOH auf pH 7 einstellen; anschlief3end autoklavieren

SOC-Medium: 20 o/l Bacto-Trypton (Difco)
5 ol Hefeextrakt  (Difco)
2 mi/l 5M NaCl-Lésung
25 mi 1M KCI-L6sung
5 mi/l 2M MgCl-L6sung
10 mi/l 1M MgSO4-Losung
Mit NaOH auf pH 7 einstellen; anschlieffend autoklavieren
Vor Gebrauch:

IM Glucose-L6sung (steril), Endkonzentration 20 mM hinzufigen. Die Glucose-Ldsung
wird mittels Filtration durch einen 0,22 Micron-Filter sterilisiert.

SOB-Medium: 20 o/l Bacto-Trypton (Difco)
5 ol Hefeextrakt  (Difco)
05 dl NaCl

Mit 5N NaOH pH 7 einstellen; anschlief3end autoklavieren
Vor Gebrauch 5 ml/l 2M MgClo-L6sung (steril) hinzuftgen.

LB-Agarplatten: 15 ol Bacto-Agar (Difco) in LB-Medium

Gleiche Volumina 2x LB-Medium und 3% Bacto-Agar (vorher aufgekocht) mischen und
zum Gieflen auf 500C abkiihlen lassen.

Amp-Agarplatten
LB-Agarplatten, die als Zusatz Ampicillin enhalten, das in ener Konzentration von
150pg/ml hinzugefigt wird.
Stamml 6sung: Ampicillin: 100 mg/ml in 70% Ethanol
(Aufbewahrung bei -20°C)
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4.2.2 Puffer und L6ésungen zur DNA-Isolierung und Aufbewahrung

TE-Puffer: 10 mM  Tris/HCl pH 7,5
1 mM  EDTA pH 8,0

Phenol/Chl orof orm/I socamylalkohol -L ésung (25:24:1)

Gleiche Volumina Phenol und Chloroform/lsoamylakohol (24:1) werden gemischt. Vor der
Verwendung mui3 das Phenol durch mehrmaliges Rihren mit gleichen Volumina 0,5M
Tris/HCI pH 8,0 auf pH > 7,8 gebracht werden, da bei sauren pH-Werten die DNA in die
organische Phase Ubertritt. Die Lagerung erfolgt bel 40C, lichtgeschiitzt in einer Glasflasche
(bis zu einem Monat stabil).

4.2.3 Puffer und LOosungen fur die Gelelektrophorese (Agarosegel)

10 x Tris-Borat-Puffer (TBE):
900 mM  Tris
889 mM Borsiure
25 mM  EDTA

10 x Proben-Puffer:

25 % Ficoll

04 % Bromphenolblau
04 % Xylencyanol
0,17 % SDS

4.2.4 Puffer und Lo6sungen fur die in situ Hybridisierung

Alle Puffer und Losungen miissen entweder mit Depc-Wasser angesetzt oder Depc behandelt
werden. Stammldsungen, die Tris enthalten oder Ldsungen die diese Stammldsungen
enthalten, missen mit bereits autoklavierten H2O,_ . angesetzt werden, da das Tris sonst
durch das Depc zerstort wird.

Depc

H20, -

0,1% (v/v) Depc (Diethylpyrocarbonat) in destilliertes Wasser, schitteln, mehrere Stunden
stehen lassen und anschlief3end autoklavieren.
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4.3 Biologisches Material
4.3.1 Bakterienstamm von Escherichia coli

XL1-Blue:
ermoglicht die Klonierung von IZAP |1 Phagen

4.3.2 Vektoren

pBluescript 11 KS(+):

2961bp groldes Plasmid, das von pUC 19-Vektor abgeleitet ist. Es enhdlt enen f1 und
colE1-Origin sowie einen T3- und T7-Promotor. Das Plasmid erméglicht eine Blau-Weil3-
Selektion durch eine a-Komplementation in einem entsprechendem Wirtsstamm. Der Vektor
besitzt zur Selektion das Ampicillin-Resistenzgen.

4.3.3 sonstige Nukleinsduren
- Desoxyribonuklectide (ANTP), 10mM, Boehringer Mannheim

- Synthetische Oligodesoxyribonukleotide, Werner Fleischer (DKFZ)
- Grolenmarker fir Gelelektrophorese: - Gibco-BRL (kb-Leiter)

4.3.4 Enzymldsungen

Proteinase K: 20 mg/ml in Depc-Wasser
RNaseA: 10 mg/ml in Depc-Wasser
DNasal: 3 mg/ml (RNase-frel)
Lysozym: 10 mg/ml

Ale Enzyml6sungen werden bei -200C gel agert.
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5. Methoden

5.1 Allgemeine Methoden
5.1.1 Methoden zur Aufreinigung von DNA-Molekulen

Phenol/Chloroform/l soamyla kohol -Extraktion

Die Phenol/Chloroform/l soamyla kohol-Extraktion dient der Abtrennung von Proteinen. Die
die DNA enthatende Losung wird mit einem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1) versetzt und gut gemischt. Durch 10minitige Zentrifugation werden die
vermischten Phasen wieder getrennt. Die denaturierten Proteine befinden sich as weiler
Niederschlag in der Interphase. Der wiassrige Uberstand wird in eéin neues Reaktionsgefal
Uberfiihrt. Um Uberschiissiges Phenol aus der Losung zu entfernen, wird dieser meist ein
Volumen Chloroform/lsoamylakohol (24:1) zugegeben und gemischt. Beide Phasen werden
durch Zentrifugation getrennt. Der wissrige Uberstand enthilt die DNA.

Ethanol prézipitation

Nukleinsauren werden durch Hinzufiigen von 2,5 Volumina Ethanol und /10 Vo
Natriumacetat (3M, pH 5,2) 20 min bei -200C geféllt. Bel sehr geringen DNA-Mengen (<
500 ng) kann zusétzlich 0,5 pl Glycogen (20 mg/ml, Boehringer Mannheim) oder 1ul Hefe-
tRNA (10mg/ml) als Tragersubstanz addiert werden. Das Prézipitat wird 15 Minuten bel
hoher Umdrehungszahl (13000 rpm in der Eppendorf-, 5000 rpm in der Haereus
Zentrifuge) bei 40C abzentrifugiert, der Uberstand verworfen. Durch ein- bis zweimaliges
Waschen mit 70% Ethanol werden tberschiissige Salzionen entfernt. Schliefdich wird das
Niederschlag an der Luft oder in der Vakuum-Zentrifuge getrocknet und in einem geeigneten
Volumen TE-Puffer oder Wasser aufgenommen.

5.1.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséuren

Fur die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdure-L dsungen kommen zwel Methoden in
Frage. Die Bestimmung im Spektrophotometer eignet sich fir Nukleinsaure-Ldsungen nach
préparativen Plasmidaufbereitungen und nach Aufreinigung mittels
Phenol/Chloroform/I soamylalkohol -Extraktion. Die Absorption der Nukleinsaure wird bel
260nm ermittelt. Die Absorption bei 280nm gibt Verunreinigung mit Proteinen (aromatische
Aminosaurereste) an, wobel das Verhdltnis OD-Wertogy/OD-Wertogg en Mald fur den
Reinheitsgrad der Nukleinsdureist. Bel guten DNA- und RNA-Prgparationen betrégt dieses
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Verhdtnis ungeféhr 1,6-1,8. Die Konzentration wird durch Multiplikation der gemessenen
OD-Werte bai 260nm mit einem nukleinsdurespezifischen Faktor (sSDNA, RNA, dsDNA,
Oligonukleotide) erhalten.

Ein Vergleich von DNA-Banden im Agarosegel mit DNA bekannter Konzentration und
Grole wird z.B. bel der Phagen-DNA-Prgparation angewendet, da diese DNA-Ldsungen
I.a. Verunreinigungen enthalten, die die photometrische Analyse stark beinflussen.

5.1.3 Gelelektrophorese

Mit Hilfe von Agarose- und Polyacrylamidgelen kann DNA entsprechend ihrer L&nge nach
aufgetrennt werden. Dabei wird Uber das Gel ein elektrisches Feld gelegt, so dal? die negativ
geladene DNA zum Pluspol gezogen wird. Das Gel dient als Matrix, in der sich die DNA
bewegt. Kleine DNA-Fragmente wandern schneller durchs Gel as grofe. Mit Hilfe der
Agarose- oder Polyacrylamidkonzentration kann der optimale Langenauftrennungsbereich
gewahlt werden (siehe Tabelle 6.2 in Sambrook, 1989). Als Elektrophoresepuffer wird 1 x
TAE-Puffer fir prgparative Gele und 0,5 x TBE-Puffer fir anaytische Gele verwendet.
TBE-Puffer haben zwar eine hohere Pufferkapazitét, sind aber fir préparative Gele nicht so
geeignet, da Borat Komplexe mit Cis-Diolgruppen von Zuckern eingehen.
Polyacrylamidgel e besitzen eine hdhere Auflosung as Agarosegele. DNA-Langen mit einem
Basenpaar Differenz kdnnen von ihnen getrennt werden. Daher werden sie zum
Sequenzieren benutzt.

Zur Sichtbarmachung der DNA-Banden im Gel wird  Ethidiumbromid verwendet
(0,2mg/ml). Ethidiumbromid interkaliert in doppelstranginger DNA und kann unter UV-
Licht sichtbar gemacht werden. Mit Hilfe von Marker-DNA, deren DNA-Fragmentlangen
und deren Konzentration bekannt ist, konnen Léngen- und Konzentrationsbestimmungen
durchgefiihrt werden.

5.1.4 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

DNA-Molekile kénnen mit Hilfe von bakteriellen Restriktionsenzymen in kleinere
Fragmente geschnitten werden. Die verwendeten Restriktionsendonukleasen hydrolysieren
dabel die DNA sequenzspezifisch und konnen so gezidt eingesetzt werden. Die
Reaktionsbedingungen werden entsprechend der Empfehlung der Hersteller ausgewdhlt,
wobei die von den Firmen migdieferten 10 x Puffer verwendet werden. Der Bedarf an
Enzym berechnet sich anhand der im Molekil vorhandenen Schnittstellen relativ zu den in
Lambda-DNA vorhandenen Schnittstellen. Eine Unit Enzym schneidet 1mg Lambda-DNA
unter optimalen Reaktionsbedingungen in einer Stunde. Dabel sollte alerdings darauf
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geachtet werden, dal? nur 1/10 des Gesamtvolumens aus unverdinnten Enzym bestehen
darf. Zu hohe Glycerolkonzentrationen kdnnen sonst zu Sternaktivitét fihren.

5.2 Klonieren von DNA

5.2.1 Isolierung von DNA aus préaparativen Agarosegelen/Quiaex
Gelextraktion der Firma Diagen

Bel der Quiaex DNA Extraktion aus Agarosegelen wird zunéchst der die DNA enthatende
Agaroseblock mit einer derilen Klinge ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe hoher
Sdzkonzentrationen  an  Silikatpartikel  gebunden.  Waschen  mit  niedrigen
Salzkonzentrationen fihrt zum Abdissoziieren der DNA von den Partikeln.

Zunéchst wird der Agaroseblock der gewtinschten DNA Bande in QX 1-Puffer unter Zugabe
von 10ml Quiaex-Suspension fur 10min bei 50°C gelést. (Die hohe
Natriumperchloratkonzentration des Puffers fuhrt zu einem Aufbrechen  der
Wasserstoffbriicken zwischen den Zuckern, so dal3 das Gelstiick in Losung gehen kann.
Desweiteren dissoziieren DNA-gebundene Proteine von der DNA ab). Die Suspension
enthdlt die Silikatktigelchen, an die die DNA bindet. Dies wird durch hohe NaCl, NaCIO4
und GuSCN-Konzentrationen unterstiitzt. Durch Zentrifugieren der Matrix kann der die
Agarose enthaltende Uberstand verworfen werden. Zweimaliges Waschen mit QX 2-Puffer
besaitigt verbleibende Verunreinigungen. Mit Hilfe des Ethanol enthatenden Puffers QX3
werden durch zweimaiges Waschen Sdze entfernt. Der Puffer QX3 sollte durch
Lufttrocknen des Pellets vollstandig entfernt werden. Die DNA wird anschlief3end mit TE
10min bei 50°C dluiert.

5.2.2 Dephosphorylierung linearisierter Vektoren und
Phosphorylierung der Inserts

Vektoren, die nur durch ein Enzym linearisert wurden, kénnen bei der Ligaseresktion
wieder religieren. Aufgrund der rdumlichen N&he der intramolekularen Enden ist eine
Religation wahrscheinlicher as eine intermolekulare Ligation zwischen verschiedenen DNA-
Molekilen. Durch eine Dephosphorylierung der linearisierten Vektor-DNA mit akalischer
Phosphatase kann dies verhindert werden.

Die DNA wird mit 1ul akalischer Phosphatase (18U/ml), 10 x Phosphatase-Puffer und,
wenn notwendig, HZOdd. Dabe soll das Volumen des Reaktionsansatzes so klein wie
madglich gehalten werden. Der Ansatz wird erst 30min bei 37°C, dann  30min bei 55°C und
schlieRlich 30min bei 75 C inkubiert.
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Das Reaktionsvolumen wird anschliefend auf ca200ml gebracht und mest
Phenol/Chloroform extrahiert, um die alkalische Phosphatase zu entfernen.

Da die durch PCR gewonnenen Fragmente blunt-Enden ohne Phosphat besitzten (Pfu-
Polymerase), miissen diese vor der Ligation in Vektoren erst kinasiert werden.

Das PCR-Produkt wird aus einem praparativen Agarosegel ausgeschnitten, Uber Quiaex-
Gelextraktion aufgereinigt und in 20ul TE aufgenommen. Zur Phosphorylierung wird die
DNA mit 1ul Polynukleotidkinase (10U/ml), 2,5ul 10 x Puffer und 2,5u1 ATP
(StammlGsung 10mM) fir 30min bei 37°C und anschlielend fir 10min bei 70°C inkubiert.
Dieser Ansatz wird mittels WizardTM DNA Clean-Up System der Firma Promega
(Anleitung: siehe beiliegende Beschreibung) von Enzym und Salzen befreit.

5.2.3 Ligation

Der Standardreaktionsansatz einer Ligation enthdt 50ng lineariserten Vektor sowie das
Insert in 2 molarem UberschulR. Das Gesamtvolumen betragt maxima 10 pl, wovon 1ul 10
x Ligasepuffer und 0,5ul T4-DNA-Ligase sind. Die Ligation erfolgt entweder bei 160C
(sticky end-sticky end, sticky end-blunt end) oder bel Raumtemperatur (blunt end-blunt end)
normalerwei se Uber Nacht, mindestens 4 Stunden.

5.2.4 Kompetente Zellen fur die Elektroporation

Zunéchst wird ein E. coli Stamm direkt von einer gefrorenen Stammkultur auf eine LB-
Agarplatte ausgestrichen. Die Platte mit der Kultur wird fir 16 Stunden bei 379C inkubiert.
Vier oder funf einzelne Kolonien werden in 5ml LB-Medium Uberfihrt und for 5 Stunden
bis Uiber Nacht bei 370C schiittelnd inkubiert.

800ml LB-Medium werden dann mit 4ml dieser Kultur in einer sterilen 2-Liter Flasche
angeimpft und wieder bei 37°C im Schittler inkubiert, bis der ODgog-Wert ungeféhr 0,5-
0,7 betragt.

Die Zdlen und mehrere 500ml-Flaschen mit destilliertem Wasser werden anschlief3end in
einem Eiswasserbad 10-15min abgekiihit. Die Bakterien werden 20min be 20C mit
4200rpm in einer Beckman J-6M Zentrifuge (oder entsprechendem) abzentrifugiert, und das
Pellet erst in 5ml eiskaltem HZOdd resuspendiert, ehe weitere 500ml eiskaltes Wasser zu der
Zellsuspension hinzugeftigt werden.

Daraufhin wird der Zellmix wieder unter den gleichen Bedingungen wie zuvor zentrifugiert
und der Uberstand vorsichtig abgegossen.

Das Zdlpdlet kann durch Schitteln leicht in der Restflissigkeit gelést werden, bevor
zusétzliche 500ml eisgekihltes dest. Wasser dazugegeben werden. Erneut wird der Ansatz
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unter gegebenen Bedingungen zentrifugiert. Der Uberstand wird wieder sofort nach der
Zentrifugation abgegossen und das Pellet in Restfllissigkeit gel Ost.

Ublicherweise werden die Zellen unter Bedingungen weiterbehandelt, die es ermdglichen,
die Zellen zur Aufbewahrung einzufrieren:

Zu der Zellsuspension werden 40ml eisgekiihltes 10%iges Glycerol hinzugefligt. Der Ansatz
wird gut gemischt und in ein 50ml Falcon-GeféR tberfiihrt, ehe er 10min bei 20C mit
4200rpm abzentrifugiert wird. Anschliefend wird der Uberstand abgenommen, das
Volumen des Pellets abgeschétzt und entsprechend in gleichem Volumen eiskatem 10-
20%igem Glycerol aufgenommen. Die Zellsuspension wird in 50-300ml Aliquots in
gekuhlte, sterile Eppendorf-Reaktionsgefale verteilt. Diese werden durch Eintauchen in ein
Ethanol/Trockeneisbad (-500C) schockgefroren. (Nicht in fllissigen Stickstoff!)

Die gefrorenen Zellen werden bei -80°C aufbewahrt.

5.2.5 Transformation von E.coli mittels Elektroporation

Materidien:
Biorad gene pulser Apparat
Biorad pulse controller
Biorad gene pulser Kivetten (Elektrodenabstand 0,2cm)
SOC-Medium

Zunéchst werden die gefrorenen Zellen auf Eis aufgetaut und die Kivetten gekihit
(ca.15min).

Der Biorad gene pulser wird auf 2,47KV, 25mF und 200 oder 400 Ohm eingestellt.

1l (=5pg bis 0,5mg) der Plasmid-DNA wird mit 50ul der Zellsuspension in die gekuhlten
Klvetten pipettiert und gut gemischt, indem man mit dem Finger gegen die Kivette
schnippt. So werden auch eventuelle Luftblasen entfernt, und die Suspension am Boden der
Kivette gesammelt. Anschlieffend missen die Kivetten mit einem Papiertuch aul3en
grundlich abgetrocknet werden, ehe man siein die Proben-Kammer stellt.

Die Spannung wird angelegt, wenn beide Spannungsknopfe fur 4-5 Sekunden gedriickt
weren, bis das Gerét summt. Die Klvetten werden entnommen und sofort 1Iml SOC-
Medium zum Transformatuinsansatz hinzugefiigt. Die elektroporierten Zellen im SOC-
Medium werden bel Raumtemperatur mit einer Pasteurpipette in ein steriles 2ml Eppendorf-
GefaR tberfiihrt und bei 370C 30-60min schiittelnd inkubiert, ehe die Zellen auf LAX- oder
Amp-Agarplatten ausplattiert werden.
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5.3 Praparation von Plasmid-DNA
5.3.1 Mini-Praparation von Plasmid-DNA

2ml LB-Medium mit 150mg Ampicilin pro 1Iml werden mit einer Bakterienkultur angeimpft
und Uber Nacht bei 370C geschiittelt. Diese Kultur wird in ein Eppendorfgefal? tberfihrt
und die Zellen 1min bei 7000rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, das
Bakterienpellet in 400ml STET-puffer resuspendiert und nach Zugabe von 32ul
Lysozymlésung (10mg/ml in TE) fur eine Minute auf 950C erhitzt. Nach kurzem Abkuhlen
auf Eis werden die Zelreste 30min bei 40C mit 13000rpm abzentrifugiert. 150ul des
Uberstandes werden mit 120pl Isopropanol gefdlt und sofort bei 40C fir 15min mit
13000rpm abzentrifugiert. Das entstehende Pellet wird mit 70% Ethanol unter gleichen
Bedingungen gewaschen, anschlief3end in der Vakuum-Zentrifuge oder bel Raumtemperatur
luftgetrocknet und in 100ul TE wiederaugenommen.

STET-Puffer:
50 mM  TrisHCI pH 8,0
50 mM  EDTA
5 % Triton x 100
8 % Saccharose

5.3.2 Maxi-Praparation von Plasmid-DNA

Zur Subklonierung und Sequenzierung wurde die DNA mit Hilfe von Quiagen-Saulen der
Firma Diagen gereinigt.

400ml LB-Medium mit Ampicillin (150mg/ml) werden mit einer Bakterienkultur angeimpft
und tber Nacht bei 370C schiittelnd inkubiert. Die Zellen werden in einer Sorvall-Zentrifuge
(GS9-Rotor, 49C, 4000rpm, 10min) abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wird in 4ml
Losung | (mit 0,2mg/ml Lysozym) resuspendiert und in 50ml Falcon-Gefélde Uberfihrt.
Nach genau 5min werden 6ml Ldsung |11 hinzugegeben, gut gemischt und fur 10min auf Eis
inkubiert. Zelltrimmer und genomische DNA werden durch Zentrifugation (10min, 4°C)
sedimentiert. Der Uberstand wird durch Glaswolle, Mull oder Filterpapier in €in neues
Falcon-Gefald filtriert. Die Plasmid-DNA wird durch Zugabe eines gleichen Volumens
Isopropanol, 10minitiger Inkubation auf Eis und Zentrifugation (15min, 5500rpm, 4°C)
sedimentiert. Das DNA-Pellet wird in 10ml TE resuspendiert. Die Bakterien-RNA wird mit
RNase A degradiert (10pul RNase - 10mg/ml - 15min bei 370C inkubieren). Die DNA-
Losung wird einmal mit 10ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert und
die DNA aus dem walirigen Uberstand nach Zugabe von 1/10 Vol NaAcetat (3M, pH 5,2), 2
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Vol Ethanol und 1ul tRNA (10mg/ml) gefdlt (20min bei -200C). Die DNA wird
sedimentiert (Zentrifugation: 15min, 13000rpm bei 4°C) und das Pellet mit 70% Ethanol
gewaschen.

Die DNA wird luftgetrocknet und in 2ml TE resuspendiert. Die Ausbeute lag bei 2-3mg
DNA/400ml Kultur.

LOsung I: GET (Glucose-EDTA-Tris)-Puffer
50 mM Glucose
25mM Trig/HCI pH 8,0
10mM EDTA pH 8,0
Losung I1: 0,2M NaOH
1 % SDS

5.4 Genotypisierung mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fur die Genotypierung mittels PCR werden 2mm lange Schwanzbiopsien von 4 Wochen
aten Mausen genommen und mit 200ul NID-Puffer sowie 1,2ul Proteinase K (10mg/ml)
Uber Nacht bei 56°C inkubiert. Die Proteinase K wird anschlief3end durch Erhitzung des
Lysats fur 10min auf 95°C denaturiert. Fur die PCR wird 2-3pl des Lysats eingesetzt. Eine
Reaktionsansatz mit H,O wird als Negativkontrolle benutzt.

Die Polymerase-Ketten-Reaktionen wird in einem Thermocycler der Firma Stratagene
durchgefuihrt. Dabel wird Tag-Polymerase der Firma Boehringer Mannheim benutzt. Die
MgCl.-Konzentrationen, sowie die Anlagerungstemperatur fir die jeweiligen Primer wird in
V orexperimenten optimiert.

Resaktionsansitze: fur ATFL: fur CREB:
5 -Primer (10pmol/ul) 15 u 15 u
3"-Primer (10pmol/ul) 15 u 15 u
Lac.Z-Primer (10pmol/pul) 15 15
dNTPs (10mM) 1,0 1,0
MgCl, (25mM) 2,5 20 ul
10x Puffer ohne MgCl, 25 25
Tag-Polymerase (1U/ul) 0,5 0,5
DNA-Lysat 20 ul 1,0
H20dd 12 ul 125 ul
25 pl 25 pl

Der Reaktionsansatz wird mit Mineral 6l Uberschichtet und 5min bei 94°C denaturiert.

76



Methoden

Im Anschlul® wird mit folgendem Temperaturzyklus gearbeitet:

Temperaturen zur Primer-Anlagerung: fur ATF1: 650C fur CREB: 580C

94  °C- 40sec (Denaturierungsschritt)
58/67 ‘C- 1min (Primer/Starterfragment-Anlagerung)
72 °C- 1min (Extenson/Verlangerung der Startersequenz)

dieser wirde Uber 35 Runden wiederholt.
danach: 72 °C- 10 min (Extension)

Primer:

ATF1-5-Primer: GCAGGTGATGGAAGACAGATCATTCC
ATF1-3 -Primer: AGACCTGCCTCCTCACCTAACTGCC
CREB-5"-Primer: GATGTACAAACATACCAGATCCGC
CREB-3"-Primer: CACAGAACCTACTGTTAGCAGATG
Lac-Z-Primer: AAGCGCCATTCGCCATTCAGGC

Nicht-ionischer-Detergenzien (NID)-Puffer:
50 mM  KCl
10 mM  Trig/Cl pH 8,3
2 mM  MgCI2
0,1 mg/ml Gdatin
045 % NP-40
045 % Tween-20
anschlief3end autoklavieren
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5.4.1 Genotypierung von Paraffinschnitten mittels PCR

Die Paraffinschnitte werden zunachst 10min in Xylol entparaffiniert, dann zweimal je 10min
in Ethanol inkubiert und luftgetrocknet. Mit einer Injektionsnadel (25G5/8), die zuvor mit
NID-Puffer angefeuchtet wurde, wird anschlief3end vorsichtig das embryonade Gewebe
abgekratzt. Die Dezidua sollte dabel nicht bertihrt werden, da ansonsten das Ergebnis durch
maternales Gewebe verfa scht wird. Das an der Injektionsnadel klebende Materid wird dann
in 25ul NID-Puffer mit Proteinase K abgespilt. Diese Lésung wird mit Minerddl
Uberschichtet und 5 Stunden bei 56°C inkubiert. Ehe ein Aliquot aus der Lésung entnommen
wird, sollte die Proteinase K zunéchst 10min bel 95°C denaturiert werden.

Zur Genotypierung werden fur ATF1 und CREB je 10ul eingesetzt. Die PCR-Konditionen
entsprechen denen zur Genotypierung adulter Mause.

5.5 Anfertigen von Gewebsschnitten

5.5.1 Gefrierschnitte

Das Gewebe adulter Tiere wird mittels Perfusion fixiert. Das heif3, den anésthesierten
Mausen wird nach mehrfachem Einschneiden der Leber durch den linken Ventrikel zunéchst
PBS und danach 4% vorgekihltes Paraformaldehyd (in PBS;, pH 7,3) injiziert.
Anschlief?end werden die Gewebe entnommen, zweima 5 min mit PBS bel RT gewaschen
und in eine 15%-ige Sukrosel 6sung bel 37°C Uberfuhrt. Wahrend der Inkubation sinken die
Gewebe nach ca. 10min bis 3h an den Boden des Gefélies ab. Sie werden dann in eine 7%-
ige Gelatinlosung (in 15% Sukrose) gebracht und wieder bei 37°C inkubiert, bis sie
abgesunken sind.

Ist dies der Fall, so kdnnen die Gewebe in der gleichen Losung auf Eis in Gelatinblocke
eingebettet werden. Diese kdnnen entweder mehrere Tage bei 4°C gelagert oder direkt
weiterverarbeitet werden. Die Gelatinbl6cke werden dann auf ein Stiick Pappe gelegt, die so
lange mit einer Pinzette in flissigen Stckstoff gehalten wird, bis der block weiss geworden
und tiefgefroren ist. Diese Blocke konnen bel -20°C gadagert werden, oder mit dem
Cryostaten (Leica) in 10um Schnitte geschnitten werden, die auf TESPA-behandelte
Objekttrager Gberfihrt werden.
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5.5.2 Paraffinschnitte

- siehein situ Hybridisierung

5.6 H&amatoxylin/Eosin-Farbung

Paraffinschnitte werden zunéchst 10min in Xylol entparaffiniert, ehe sie zur Rehydrierung
durch enen Ethanolgradienten (100%, 96%, 70%, Aqua dest.) gefuhrt werden.
Anschlieffend werden die Schnitte 10min in saurem Hamaaun geféarbt. Nach kurzem
Abspiilenin Aqua dest. und einer HCI/Ethanol-L6sung (25% HCI; 70% EtOH) werden die
Schnitte 10min in Leitungswasser geblaut. Danach werden sie 5min in alkalischem Eosin
gegengefarbt. Nach kurzem Abspulen in H,O, werden die Schnitte zur Dehydrierung wieder
durch eine aufsteigende Ethanolreihe (70%, 96%, 100%) geftihrt, ehe sie nach Inkubation in
Xylol mit Eukitt und Deckglaschen eingedeckt werden.

Eosin-L 8sung:
30 ml Stocklésung (2,59 Eosin G in 250ml H,Od)
270 ml 70% Ethanol
3 ml Essigsaure

5.7 Antikorperaufreinigung von ATF1-Antiserum

Das Antiserum wird Uber Saulenchromatographie mit immobilisiertem Antigen-Peptid
aufgereinigt. Zunéachst wird das Serum 1:1 mit ImmunoPure Gentle Ag/Ab-Bindungspuffer
(Pierce) verdunnt, um passende um die fur die optimale Bindung nétige lonenstérke und
pH-Wert aufrechtzuerhalten. Die Saule wird mit 5 Saulenvolumen Bindungspuffer
equilibriert, ehe man das verdinnte Serum aufgetragen. Nachdem das Serum im Gel
versickert ist, wird die Saule mit 15 Sdulenvolumen Bindungspuffer gewaschen.
Anschlief3end eluiert man die gebundene Immunglobuline mit 5 Saulenvolumen Immuno
Pure gentle Ag/Ab-Elutionspuffer (Pierce). Die euierten Fraktionen werden dann im
Spektrophotometer auf ihren Proteingehalt getestet. Die Absorbtion von Proteinen liegt bei
280nM. Die konzentriertesten Fraktionen werden gepoolt und zur Stabilisierung mit 0,02%
Natriumazid versetzt..
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5.8 Immunohistochemische Farbungen

Epitope gegen die die verwendeten Antikorper gerichtet sind:

ATF1 (#32) Aminosauresequenz:  10-36 (N-Terminus)
CREB (affi 88) Aminosauresequenz:  136-150 (Q1-Doméne)
CREM (NEET) Aminosduresequenz:  230-243 (y-Exon)

verwendete K onzentration:

ATF1 (#32) 1:250 (aufgereinigtes Serum)
ATFL (#32) 1:1000 (Serum nicht aufgereinigt)
CREB (affig8) 1:2000

CREM (NEET) 1:3000

5.8.1 an Paraffinschnitten

Die Paraffinschnitte werden zundchst durch 2x 5min Xylol entparaffinisiert und mit einem
Ethanolgradienten (100%, 100%, 96%, 80%, 70%) rehydriert. AnschlieRend werden sie
kurz mit PBS gesplilt, bevor man endogenen Peroxidasen durch 10min H,O,-Behandlung
(3% in H,Odest) blockt.

Zur Mikrowellenbehandlung tberfiihrt man die Paraffinschnitte in ein Glasgeféld mit Deckel,
das man mit Antigen Retrieval Citra Solution (BioGenex) fullt, so dal3 die Objekttrager mit
der Losung bedeckt sind. Das Glasgefald mit den Schnitten wird dann in die Mikrowelle
gestelt:

fur ATF/CREB/CREM: 2min  30sec 800W (L6sung muf3 kochen)
8min 360W

fur Cdk2: 2min  30sec  800W
7min 360W

Nach der Mikrowellenbehandlung 183 man die Objekttrager auf Raumtemperatur abkuihlen.
AnschliefRend werden sie erst kurz mit Wasser und dann 3x 2min mit PBS gewaschen, ehe
man die Schnitte einzeln mit einem Fettstift umrandet. Es folgt das Blocken unspezifischer
Bindungsstellen fur 60min bel RT mit 1,5% Normalserum (Ziege) in PBS (,Blocking-
Losung“). Nach Entfernen der ,Blocking-Lésung® wird dann der erste Antikorper
aufgetragen (ATF1-, CREB-, CREM-Serum mit ,, Blocking-Ldsung entsprechend verdinnt)
und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am néchsten Morgen wird die Antikorperlésung entfernt
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und nach 3x 2min Waschen bel RT mit PBS erneut durch frische ,, Blocking-L6sung” ersetzt
(60min RT). Mittels des Vecta Stain Elite Kits (Serva) wird der erste Antikorper detektiert.
Danach werden die Schnitte 3x kurz in PBS gewaschen und das Signa mittels
Diaminobenzidin (DAB)-Substrat (Boehringer Mannheim) fur akalische Phosphatase
sichtbar gemacht (5-15min).

Zur Entfernung von DAB werden die Schnitte erneut gewaschen und durch ene
aufsteigende Ethanolreihe (70%, 80%, 96%, 100%) und 5min. Xylol dehydriert, ehe sie mit
Eukitt eingedeckt werden.

5.8.2 an Gefrierschnitten

Zunéchst werden die Gefrierschnitte eine halbe Stunde bel 37°C getrocknet, ehe sie 10min in
vorgekihltem Aceton bel -20°C fixiert werden. Nach 2x 5min waschen in PBS be RT
werden die Schnitte in 10min in 1% H,O, in PBS gebleicht, um die Wirkung endogener
Peroxidasen zu minimieren. Die Objektiréger werden dann wieder 2x 5min in PBS
gewaschen, bevor unspezifische Bindungsstellen zundchst mit ,, Blocking-Losung® und dann
mit Avidin-Biotin-Ldsung blockiert werden. Anschlief3end wird mit den Gefrierschnitten wie
mit Paraffinschnitten verfahren und zur Markierung des ersten Antikorpers das Vecta Stain
Elite Kit (Serva) verwendet.

Zur Sichtbarmachung des Signals werden die Schnitte mit mikrogefilterter AB-LOsung
bedeckt. Diese Farbreaktion wird durch Waschen in Leitungswasser abgestoppt, ehe die
Gefrierschnitte mit Kaiser’s Gelatin (Merck) eingedeckt werden.

Blocking-L 6sung: 10% hitzeinaktiviertes Schaf serum
1% Rinderserumal bumnin
0,1% Triton X-100)

in PBS
AB-L dsung: A: 7,9ml 0,1M Natriumacetat
2,1ml 0,1M Essigsdure
B: 4mg AEC in 500pl Dimethylformamid

AEC: 9-Ethylcarbazol-3-Ylamin
3-Amino-9-Ethyl carbazol
9-Etilcarbazol-3llammina (Sigma; A-5754)
Von Lésung A werden 500ul verworfen, ehe Lésung B und 5ul H202
hinzugeflgt werden. Vor dem Auftrag auf die Schnitte, sollte die AB-
Ldsung durch einen 2mm Millipore Filter gegeben werden.
Der Ansatz bleibt ca. 30min auf Eisund lichtgeschiitzt stabil.
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5.9 Blastozysten-Entnahme

Zum Erhat von Blastozysten wird der Uterus 3,5 Tage p.c. der schwangeren Maus
entnommen, die Enden der Uterushdrner werden kurz vor dem Ubergang zu den Eileiter
durchtrennt und Uberschissige Membranen entlang des Uterus werden entfernt.
AnschliefRend wird der Uterus kurz in M2-Medium gespiilt und in ein kleines Glasscha chen
Uberfiihrt. Mit Hilfe einer ausgezogenen Pasteurpipette, die in die Cervix geschoben wird,
werden die Blastozysten aus beiden Seiten des Uterus mit je ca. 0,5ml M2-Medium

ausgesplilt.

M2-Medium:
94,66 mMV NaCl
4,78 mM KCI
1,71 mM CaCl,2H,0
1,19 mMm KH,PO,
1,19 mv MgSO,7H,0
4,15 mV NaHCO,
20,85 mM HEPES
23,28 mM Sodium-L aktat
0,33 mM Sodium-pyruvat
556 mM Glukose
4 o/l Rinderserumal bumin
0,06 gl Penicillin G potassium salt
0,05 gl Streptomycin sulfate
0,01 gl Phenol Red

mit doppelt destilliertem Wasser auf 11 auffullen.

5.10 ,whole-mount“-Lac Z-F&rbung

Embryonen entnehmen, in PBS waschen und je nach Alterbel 4°C in 4% PFA fixieren.
Anschlief?end weren sie wieder in PBS gewaschen, ehe sie Uber Nacht bei 37°C in
Farbel6sung inkubiert werden. Nach der Farbung werden die Embryonen wieder in PBS
gewaschen und mit 4% PFA nachfixiert. Danach konnen sie in 70% Ethanol gelagert
werden.
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Féarbel 6sung:
4 mM K, (Fe(CN)y)
4 mM  K,(Fe(CN)y)
2 mM  MgCl,

2 mM  EGTA

0,02 % NP-40

0,01 % Na-Deoxycholat
0,4 mg/ml X-Ga inDMSO
in PBS

5.11 in vitro-Kultur von Blastozysten (,outgrowth”-Experiment)

Die Blastozysten werden dem Muttertier entnommen und steril in die Vertiefungen ener
Multititerplatte GberfUhrt. Nach Hinzufigen von ES-Zel-Medium ohne Zusatz von Lif
werden die Blastozysten in einer feuchten Atmosphére bei 37°C unter Zufuhr von 5% CO,
mehrere Tage inkubiert. Zur Kontrolle des Differenzierungsverhaltens werden sie dle 24
Stunden photographiert.

ES-Zdl-Medium:

500 ml DMEM mit 4,59/ Glukose (Gibco)

6 ml Glutamin (100mM)

6 pl B-ME (7ul B-Mercaptoethanol in 10ml PBS)

6 ml Na-Pyruvat (100x)

6 ml Aminosauren (100x)

90 ml fetales Kdberserum

(30min bei 50°C hitzeinaktiviert; Gibco)

Medium filtersterilisieren und bei 4°C aufbewahren.

5.12 4",6"-Diamino-2-phenylindol (DAPI)-
Farbung von Blastozysten

Blastozysten werden mit M2-Medium aus dem Uterus des Muttertieres ausgespilt (siehe
Blastozystenentnahme). Die Zona pelucida wird mittels 3-10mindtiger Inkubation in
Pronase-Ldsung bei 37°C entfernt. Anschlief3end werden die Blastozysten tUber Nacht in 4%
PFA (in PBS) bel 4°C fixiert. Danach werden sie zundchst in Losung 1 gespilt, ehe se
nochmalsin PBS gewaschen und dann in einen Tropfen PBS auf einen TESPA-Objekttrager
gebracht werden. Dieser wird bel RT inkubiert, bis der Tropfen getrocknet ist. Auf die
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getrockneten Blastozysten wird fur 10min Hoechst 33258 (Vectashield/H-1200) gebracht.
Dann wird der Objekttréger mehrfach in PBS gewaschen, ehe die geférbten Blastozysten
unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden.

Pronasel 6sung: 0,5 % inM2-Medium
Um Nukleasen und andere K ontaminationen zu entfernen, wird die
Ldsung 30min bel RT inkubiert.
Anschlieflend wird unlésliches Materia durch Zentrifugation entfernt.
Nach Filtersterilisation wird die Lésung in Aliquots eingeteilt, ene sie
bei -200C gelagert werden.

L6sung 1. 50 mM  Tris(pH7,5)
150 mM  NaCl
1 % NP-40
in PBS

5.13 TUNEL-Farbung (nach Gavrieli et al., Ferrer et al.)
(Endlabeling und Detektion fragmentierter DNA)

Die Paraffinschnitte werden mit Xylol 10min entparaffiniert und mit abfallender Ethanolreihe
(100%, 96%, 80%, 70%, H.,O) rehydriert. Die Zellen werden dann 5min bel RT mit
Proteinase K (20pg/ml in H,O) anverdaut und durch Sminttige Inkubation in 2% H.O,
gebleicht. Danach werden sie 15min mit TdT-Puffer gewaschen und mit 2xTdT-Mix und
einem Deckglas bedeckt fur 60min bei 37°C in eine feuchten Kammer gebracht.
Anschlieffend kommen die Schnitte 15min bel RT in 2x SSC, 10minin 2% BSA-LGsung (in
H,O) und 5min in PBS, ehe sie zur Biotin-Detektion 30min bei RT mit AB-Ldsung (Vecta
Stain Elit kit; Serva) bedeckt werden. Danach werden sie 3x kurz in PBS gewaschen und
das Signa mittels Diaminobenzidin (DAB)-Substrat (Boehringer Mannheim) sichtbar
gemacht (5-15min).

Zur Entfernung von DAB werden die Schnitte erneut gewaschen und durch ene
aufsteigende Ethanolreihe (70%, 80%, 96%, 100%) und 5min. Xylol dehydriert, ehe sie mit
Eukitt eingedeckt werden.

1X TdT-Puffer:

2000 mM  Cacodylic Acid

200 mM KCI

25 mM  Trisoder Trizma (pH 6,6)

1,25 mg/ml Rinderserumalbumin (kurz vorher hunzufiigen)
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TdT-Mix:
7ul  Biotin-16-UTP
2ul  Terminale-Deoxynukleotidyl- Transferase (TdT)
in 500l 5x TdT-Puffer

2x SSC:

300 mM NaCl
30 mM  Sodium Citrate

5.14 Bromodeoxyuridin (BrdU)-Farbung

Bromodeoxyuridin wird in proliferierenden Zellen (S-Phase) wéahrend der DNA-Replikation
inkorporiert. Es kann nachfolgend durch einen monoklonalen Antikorper, der gegen BrdU
gerichtet ist, detektiert und Uber Streptavidin-Peroxidase und Diaminobenzidin (DAB)
sichtbar gemacht werden.

Zunachst wird schwangeren Mé&usen 30 min vor cervicaler Didokation intraperitoneal eine
BrdU-Losung injiziert.

Anschlief?end werden die Embryonen entnommen, in Paraffin eingebettet und geschnitten.
Die Paraffinschnitte werden wie bei anderen Immunférbungen behandelt (sehe 5.8.1). Zur
Markierung des BrdUs wird ein biotinylierter, monoklonaler anti-BrdU-Antikorper
(Biotinylated Mouse anti-BrdUr; BrdUr Staining Kit; Calbiochem) verwendet. Durch die
Kopplung an Biotin ist somit kein zweiter Antikorper notwendig, und die Schnitte kdnnen
direkt mit der ABC-LAsung des Vecta Stain Elite Kits (Serva) weiterbehandelt werden. Das
Signal wird mittels Diaminobenzidin (DAB)-Substrat (Boehringer Mannheim) sichtbar
gemacht.

Die Objekttiréger werden dann wie andere Paraffinschnitte nach Immunohistochemischer
Farbung mit PBS gewaschen und durch einen Alkoholgradienten und Xylol dehydriert, ehe
sie mit Eukitt eingedeckt werden (siehe 5.8.1).

BrdU-L 6sung: 60ng/kg Bromodesoxyuridin
(Stocklsg. 18mg/ml; Calbiochem)
6ng/kg 5-Fluoro-2-Deoxyuridin

(Stocklsg. 72mg/ml; Sigma)
ad 120ul PBS
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5.15 in situ Hybridisierung
Alle Losungen auf3er Tris miissen Depc behandelt werden.
5.15.1 Isolierung der Embryonen

Die Méuse werden am frilhen Morgen auf Vaginalpropfen untersucht. Embryonen, die um
12.00 Uhr entnommen werden, datiert man mit 9,5 Tagen, 10,5 Tagen usw., die um 18.00
Uhr mit 9 Tagen, 10 Tagen usw.. Jingere Embryonen, 6-9 Tage, sollten

mindestens dle 2-4 Stunden isoliert werden, um alle Stadien wahrend der Entwicklung zu
erhalten.

Die Embryonen werden aus dem Uterus entnommen und in eiskalte phosphatgepufferte
Salzlésung (PBS; Sambrook et al), die einen pH-Wert von 7,2 besitzt und Depc behandelt
wurde, Uberfhrt.

Daraufhin werden dle extraembryonalen Membranen entfernt. Es muf3 zligig gearbeitet
werden. Danach werden die Embryonen in eiskaltem 4%igem Paraformaldehyd (PFA), das
einen pH-Wert von 7,2 besitzt, Uber Nacht fixiert.

Mit Embryonen im Alter von 10-16 Tagen wird wie folgt vorgegangen, jingere oder dtere
bendtigen entsprechend kiirzere oder langere Inkubationszeiten.

5.15.2 Einbetten der Embryonen

Nach der Fixieeung folgen Waschschritte mit PBS und 0,85%iger (w/v)
Natriumchloridldsung bzw. eéinem Gemisch aus Natriumchlorid und Ethanol. Anschlief3end
werden die Emryonen mittels einer Ethanolreihe (2x70%, 85%, 95%, 3x100%) jeweils bis
zu einer Stunde dehydriert. Ehe die Embryonen in warmen Paraffin eingebettet werden,
mUssen sie noch Xylen behandelt werden.

5.15.3 TESPA-Behandlung der Objekttrager

Die Objekttrager mussen zuerst mit einer 10%igen Salzsaureldsung in 70%igem Ethanol
von Staub befreit und danach kurz in Depc-Wasser gespiilt werden. Anschlief3end werden
sie etwa 10 Sekunden in 95%igem Ethanol gewaschen, ehe sie 5 Minuten bei 1500C im
Ofen gebacken werden. Nachdem die Objekttrager wieder auf Raumtemperatur abgekuhit
sind, werden sie zum Beschichten kurz in 2%ige TESPA-LOsung in Azeton gebracht.
Anschliefiend werden sie kurz zweima in Azeton und einmal in Depc-Wasser gewaschen.
Zum Trocknen werden die Objekttrager Uber Nacht bei 420C im Ofen gebacken.
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TESPA:
2% 3-Aminopropyl-trimethoxy-silan in Aceton

5.15.4 Anfertigen der Paraffinschnitte

Von dem in Paraffin eingebetteten Gewebe werden mit dem Microtom (Leica) 6 pm dicke
Schnitte angefertigt, die direkt auf ein 480C warmes Wasserbad (Depc-Wasser) Uberfihrt
werden. Auf die Objekttréger Ubertragen, missen die Schnitte mindestens sechs Stunden
oder Uiber Nacht im Ofen bei 600C backen. Danach kénnen sie wasserfrel gelagert werden.

5.15.5 Radioaktive Markierung der Sonde (Riboprobe)

2ul (=0,5-1mg) DNA-Matrizenstrang werden in folgendem Ansatiz inkubiert: 4upl 5x
Polymerase Puffer, 2ul Nukleotidmix (rATP, rGTP, rCTP/3,3mM), 0,2ul DTT (1M), 1ul
RNAse-Inhibitor (30U/ml; Promega), 10! radioaktives a39S-UTP (10mCi/ml) und 1pl
RNA-Polymerase (10U/ml).

Der Ansatz wird nun bei 370C fur eine Stunde inkubiert. Danach wird der Einbau des
markierten Nukleotids mittel s Dinnschichtchromatographie getestet.

Um die DNA Matrize zu entfernen, werden dem Ansatz 1ul DNase |, 24l H_Opene: 3ul 10x
DNase I-Puffer und 1pl Hefe-tRNA (20mg/ml) hinzugefigt und weitere 15 Minuten be
370C inkubiert.

Anschliel?end wird die Nukleinsdure mit 25yl Ammoniumacetat (7,5M) und 45ul
Isopropanol 30 Minuten auf Eis gefdlt. Nach Zentrifugation der Fallung wird der
Niederschlag mit 80%igem Ethanol (in H_O,,) gewaschen, mittels Vakuum-Zentrifuge
getrocknet und in 100pl Depc-Wasser aufgenommen.

Die Grof3e der Sonde sollte 200bp betragen, grof3ere Strange werden entsprechend mit 0,1N
NaOH auf Eis inkubiert. Die Dauer der Inkubation richtet sich nach der Lange des
Fragments und wird wie folgt berechnet:

t=LoLf/(KXxLoxLy)
t = Zeit in Minuten
Lo: Anfangslange des Fragmentsin kb

Lf: bendtigte Fragmentlénge in kb (normal erwise 200bp)
K : Konstante 0,1101/(kb x min)
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Anschlief?end wird die RNA wieder mit 1ul Hefe-tRNA, 100ul 7,5M Ammoniumazetat,
750ul Ethanol und 3,3ul DTT (1M) Uber Nacht bei -200C gefdllt.

Der Ansatz wird dann fir 30 Minuten zentrifugiert, der Niederschlag mit 600ul 80% Ethanol
gewaschen, in der Vakuum-Zentrifuge (speed vac) getrocknet und in 50pl DTT (100mM)
eine Stunde auf Eis gel6st. Ein Mikroliter wird darauthin in 5 ml Scintillationsflissigkeit im
Zéhler gezéhlt und auf die Menge (ng) der Sonde umgerechnet. Die Sonde wird dann in
Hybridisierungsmix aufgenommen, so dal3 sich eine Konzentration von 60ng/ml ergibt.

50 x Denhardts:

10 g/ Ficoll

10 o/l Polyvinylpyrrolidon

10 o/l Rinderserumalbumin (BSA)

wird steril filtriert und anschlieRend bei -200C gelagert

Hybridisierungmix:

1 m 10x Saz

5 ml deionisiertes Formamid

0,2 ml 50 x Denhardts

0,5 ml Hefe tRNA (Stammldsung 20mg/ml, in HZODepC)

2 ml Dextransulfat (Stammldsung 50%)

01 ml DTT (Dithiothreitol, Stammlésung 1M)

1.2 ml HZO

10 m
vortexen, bei -200C aufbewahren

Depc

5.15.6 Prehybridisierung

Um das Paraffin von den Schnitten zu entfernen, werden die Ojekttrager zweimal 10
Minuten Xylen ausgesetzt, danach in einer Ethanolreihe (100%, 100%, 95%, 80%, 60%,
30%, H,0pq,) rehydriert. Damit die Zellen fur die Sonde aufgeschlossen werden, folgt fur
eine halbe Stunde bei 370C eine Proteinase K Behandlung mit 1mg/ml Proteinase K in
100mMTris/50mM EDTA in Depc-Wasser. Das Enzym wird durch kurzes Spilen in PBS
von den Schnitten entfernt, die daraufhin in 4% PFA fixiert werden. Nach der Fixierung
werden die Objekttrager 10 Minuten in TEA, 10 Minuten in TEA mit 875ml
Essigsdureanhydrid und 10 Minuten mit 1750ml Essigséureanhydrid gelassen, ehe sie nach
kurzem Spilen in Depc-Wasser durch eine aufsteigende Ethanolreihe (30%,60%, 85%,
90%, 100%) wieder dehydriert werden.
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Auf die so behandelten Schnitte werden dann, je nach Grol3e des Gewebes, 5-15ml Sonde
aufgetragen, die wiederum mit Parafilm abgedeckt wird.

50mM Tris5mM EDTA:

25 ml Tris (1M StammlGsung)
5 ml EDTA (0,5M Stammldsung)
auf 450ml mit Depc-Wasser auffillen

pH 7,2 einstellen

ad 500ml mit Depc-Wasser

10 x PBS (Phosphat gepufferte Kochsal zI6sung):
Nach Dulbecco (1954), alerdings ohne zweiwertige Metallionen (Ca2*, Mg2t)
80 gl  NaCl
20 gl KC
144 gl NapHPOy
24 o KH2POg4
l6sen, pH auf 7,2 mit HCl einstellen und mit H,O

in 800ml HZO auf 1000ml

auffallen.

Depc Depc

4% PFA:

250ml 1 x PBS (pH 7,2) auf ca. 600C erhitzen, ca. 10 Tropfen 10N NaOH und danach 10 g
Paraformaldehyd zugeben. Das PFA unter Schiitteln |6sen, die Losung auf Raumtemperatur
abkuhlen lassen, mit konz. HCI pH 7,2 einstellen.

TEA: 13,3 mi/ Triethanolamin

pH mit HCI auf 8-8,5 einstellen und mit H,O,,,. ad 1000ml auffllen.

Depc

5.15.7 Hybridisierung

Die Objekttréger mit Gewebeschnitten und Sonde werden in einer feuchten Kammer (50%
Formamid, 2x SSC) bei 58°C mindestens 12 Stunden hybridisiert.

L 8sung fir feuchte Hybridis erungsbox:

V ollgesaugtes Whatman (3MM)-Papier in Hybridisierungsbox legen
5x SSC
50% Formamid
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5.15.8 Posthybridisierung

Die Objekttrager werden 20 Minuten bis eine Stunde bei 58°C in 1 x Salz/50% FA/10mM
DTT getaucht, um den Parafilm zu entfernen. Anschlief3end wird die Losung gegen frische 1
X Saz/50% FA/10mM DTT-Losung ausgetauscht und bei 64-680C fir eine Stunde
inkubiert. Da das DTT die RNase A inhibieren wirde, werden die Objekttréger zundchst
zweimal 15min in NTE bei 370C gespilt und daraufhin 30min bei 370C in NTE mit
12,5mg/250mI RNase A (Stammldosung 20mg/ml) getaucht. Um die RNase A wieder
vollstandig zu entfernen, kommen die Schnitte erneut fir 15min bei 370C in NTE.
Anschlief}end werden sie wieder fur 1 Stunde bei 64-680C in 1 x Saz/50% FA/10mM DTT
inkubiert. Die Objekttréager kommen darauthin fir 15min bel Raumtemperatur in 2 x SSC,
15min bei 50°C in 0,1 x SSC und 30min bei Raumtemperatur in 0,1 x SSC ehe sie in
einmindtigen Schritten in einer aufsteigenden Ethanolreihe (30%, 60%, 80%, 95%, 100%,
100%), die 0,3M Ammoniumacetat enthélt, wieder dehydriert und werden.

deionis ertes Formamid:
Formamid wird mit lonenaustauscher versetzt (deionisiert), bel
-40C gelagert und vor Gebrauch gefiltert.

10x Sz
3 M NaCl
01 M NaPO4(pH 6,8)
0,05 M EDTA
02 M Tris  (pH 6,8)

20 X SSC (standard saline-citrate):
88,2 ¢l NatriumCitrat
175,32g/l  NaCl

1 x Salz/50% Formamid/10mM DTT:
100 mi/l 10x Saz
500 ml/l  deionisiertes Formamid
390 mi/l H,Opg
erst kurz vor Gebrauch werden 10 ml DTT (Dithiothreitol, 1M Stamml6sung) hinzugegeben.

NTE:
100 mi/l 5M NaCl
10 mi/l 1M Tris(pH 7,5)
10 mi/l  0,5M EDTA
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Ethanolreihe mit 0,3M A mmoniumacetat:

4 Losungen: 30%, 60%, 80% und 95% Ethanol (p.a.), jeweils mit 0,3MAmMmMoniumacetat
(Stamml Gsung 6M)

Die Ethanolreihe kann maximal fir 3 Posthybridisierungen wiederverwendet werden.

5.15.9 Autoradiographie und Auftragen der Filmemulsion

Die staubfrel getrockneten Objekttrager werden Uber Nacht auf einen Kodak XAR Flm
exponiert. Die Schwérzung auf dem Film ist ein erster Hinweis auf die zu erwartende
Signalintensitét und ermdglicht eine Kalkulation der Expositionszeit in der Photoemulsion.
Die Objekttrager werden in 420C warme Kodak NTB2 Emulsion getaucht (1:1 mit 0,6M
NHgAcetat verdunnt), fur ca 3 Stunden in eine feuchte Kammer gestellt und dann
mindestens 3 Stunden bis Uber Nacht bel Raumtemperatur getrocknet. Anschlief3end werden
sie 7-14 Tage bei 40C inkubiert.

5.15.10 Entwickeln der Objekttrager

Die Entwicklung erfolgt fir 3 Minuten in Kodak D19 Entwickler (1:1 Verdinnung mit
Wasser). Die Objekttréger werden nach einminitigem Spilen in Leitungswasser in Kodakfix
(1:5 Verdinnung mit Wasser) fur 4 Minuten fixiert und zuletzt wieder in Wasser gesplilt.
Alle Losungen sollten eine Temperatur von 150C haben. Die Schnitte werden dann mit
Eosin/Haematoxylin angefarbt.
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7. Abkirzungen und Symbole

Abb. Abbildung
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ATP Adenosintriphosphat
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cDNA komplement&re DNA
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Depc Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonukleinséure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxy-Nukleotidtriphosphate
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M Molar
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Abkiirzungen und Symbole

MF
nm
nt

ORF

32

p.cC.
PCR
pH
RNA
RNase
rpm
RT

35

SDS

TEMED
Tris
tRNA
TTP

UTP
uv

Val.
X-Gd

Mikro (10-6)

Miko-Farad

Nanometer

Nukleotide

optische Dichte

open reading frame (offenes Leseraster)
Phosphat 32

post coitum

Polymerase-K etttenresktion

-log(H™)

Ribonukleinsure

Ribonukleinsaure

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Schwefel 35

Natriumlaurylsulfat

Sekunden
N.N.N"N’,-Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Transfer-Ribonukleinséure
Thymidintriphosphat

Einheiten

Uraciltriphosphat

Ultraviolett

Volt

Volumen
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-Galactopyranosid
Zdlen
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