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Zusammenfassung

BRUCE (BIR repeat-containing ubiquitin-conjugating enzyme) ist ein konserviertes, 528
kDa grolRes, peripheres Membranprotein des trans-Golgi-Netzwerks und ein strukturell
neuartiges Ubiquitin-Konjugationsenzym (UBC) der Maus. Zusatzlich zu der am C-
Terminus befindlichen UBC-Domane enthalt BRUCE im N-terminalen Bereich ein BIR
(baculovirus inhibitor of apoptosis repeat)-Motiv, die charakteristische Domane aller
BIRPs (BIR-domain containing proteins). Die meisten dieser Proteine haben anti-
apoptotische Eigenschaften und werden deshalb in der IAP (inhibitor of apoptosis
proteins)-Familie zusammengefasst. Auch BRUCE konnte in vitro als Inhibitor
apoptotischer Prozesse beschrieben werden. Um die Funktion von BRUCE in vivo zu
untersuchen, wurde eine BRUCE-defiziente Mauslinie etabliert und im Rahmen dieser
Arbeit phanotypisch charakterisiert. Die vollstandige Inaktivierung des BRUCE-Gens
fuhrte zu einer Verzdégerung des embryonalen Wachstums sowie zum perinatalen Tod
der Knockout-Organismen. BRUCE wird in fast allen embryonalen Geweben exprimiert,
deutlich sichtbare morphologische Veranderungen in Folge seiner Deletion traten
jedoch hauptséachlich im extra-embryonalen Gewebe der Plazenta auf. Nach stérungs-
freier Initiierung der Organogenese zeigte sich mit zunehmender Reifung der Plazenta
eine Verzogerung der Ausbildung des Labyrinthsystems sowie eine deutliche Reduktion
der Spongiotrophoblast-Schicht. Dieses Entwicklungsdefizit kann Ursache einer stark
eingeschrankten Effizienz der Nahr- und Sauerstoffversorgung des Embryos sein und
sowohl zu Wachstumsretardierung als auch zu perinataler Letalitat der transgenen
Organismen fuhren. Die morphologischen Veranderungen im Gewebe wurden nicht,
wie ursprunglich angenommen, durch eine erhdhte Apoptoserate der Zellen
hervorgerufen. Stattdessen konnten in den defekten plazentalen Geweben drastische
Veranderungen in Proliferationsverhalten und Differenzierungsstatus der Trophoblast-
Zellen beobachtet werden. Die in dieser Arbeit beschriebenen Auswirkungen des
BRUCE-Verlusts auf den Modellorganismus zeigen einerseits die essentielle Bedeutung
von BRUCE fur die Entwicklung sowie den funktionellen Erhalt der Plazenta und damit
fur die gesamte Embryonalentwicklung der Maus. Andererseits geben die Ergebnisse
Hinweise darauf, dass dieses ungewOhnliche Enzym madglicherweise eine
Uberlebensnotwendige regulative Funktion der Inhibition Apoptose-induzierter oder
nicht-apoptotischer Caspase-Aktivitat bei Proliferations- und/oder Differenzierungs-

ereignissen bestimmter Zelltypen besitzt.
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1. Einleitung

“Jedes Tier erscheint als die Summe lebender Untereinheiten, von denen jede einzelne
die vollstédndigen Charakteristika des Lebens in sich tragt.”
Rudolf Virchow (1858)

Lebende Systeme bilden Strukturen, die in engen Wechselwirkungen zueinander
stehen. So bestehen Organismen aus Organen, die ihrerseits aus Geweben
zusammengesetzt sind. Gewebe bestehen wiederum aus autonomen biologischen
Einheiten, den Zellen, welche schliellich aus Molekillen aufgebaut sind, von denen die
Proteine die vielseitigste Gruppe bilden. Die Zellen eines Organismus mussen auf
Signale ihrer Umwelt in angemessener Form reagieren kdnnen. Sie mussen z. B. in der
Lage sein, sich auf veranderte Umweltbedingungen einzustellen, auf Signale anderer
Zellen zu reagieren oder differenzierungs- und entwicklungsbedingte intrinsische
zellulare Regulationsprogramme abzuwandeln. Solche Veranderungen setzen den
schnellen Umbau komplexer Netzwerke voraus. Nicht mehr bendtigte oder beschadigte
Enzyme werden inaktiviert und neue Faktoren bereitgestellt. Die Aktivitat von Enzymen
kann z. B. durch posttranslationale Modifikationen, Interaktionen mit spezifischen
Bindungspartnern oder durch die Anderung der subzelluldren Lokalisierung reguliert
werden. Die Regulation der Konzentration eines Proteins erfolgt Uber Veranderungen in
Synthese- und Abbaurate, wobei die oft sehr schnellen Konzentrationsanderungen
wichtiger regulatorischer Proteine nur durch ein spezifisches Signal fur den selektiven
Abbau und nicht durch unspezifische lysosomale Proteolyse gewahrleistet werden
kénnen. In eukaryontischen Zellen kommt so dem Ubiquitin-System eine bedeutende
Rolle innerhalb der posttranslationalen Modifikationssysteme zu. Neben der
Hauptfunktion des Ubiquitin-Systems, dem selektiven Abbau falsch gefalteter Proteine
und regulatorischer Komponenten wie z. B. Transkriptions- oder Zellzyklusfaktoren
durch das Proteasom (Laney und Hochstrasser, 1999; Hershko und Ciechanover, 1998;
Varshavsky, 1997), deuten sich eine Reihe weiterer Funktionen fur die Modifikation von
Proteinen mit Ubiquitin an, die nicht den proteasomalen Abbau des ubiquitinierten
Substrates zur Folge haben (Pickart, 2001).
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1.1. Das Ubiquitin/Proteasom-System

1.1.1. Komponenten des Ubiquitin/Proteasom-Systems

Wahrend der “Ubiquitinierung” (Modifikation eines Proteins mit Ubiquitin) wird das
hochkonservierte, aus 76 Aminosauren bestehende Protein Ubiquitin kovalent mit dem
Substratprotein verknupft. Dabei erfolgt die Bildung einer Isopeptidbindung zwischen

der Caboxylgruppe des carboxyterminalen Glycins des Ubiquitins und der primaren ¢-

Aminogruppe eines internen Lysinrestes des Zielproteins. Das bereits mit dem Substrat
verknUpfte Ubiquitin kann selbst als Ziel flir eine weitere Modifikation dienen, wobei
durch wiederholte Ubiquitinierung sogenannte Ubiquitin-Ketten entstehen kénnen. Die
Ubiquitinierung ist analog zu anderen posttranslationalen Modifikationen eine reversible
Reaktion, die durch Ubiquitin-Hydrolasen rickgangig gemacht werden kann (Wilkinson
und Hochstrasser, 1998; Pickart, 2001; Yao und Cohen, 2002), wodurch das

dekonjugierte Protein fur andere Funktionen wieder zur Verfligung steht.

KONJUGATION DEGRADATION

-@
«ob

¢ Lo

Abb. 1. Schematische Darstellung des Ubiquitin/Proteasom-Systems. Wahrend der Konjugation
werden Ubiquitin-Molekile (rot) auf das Substrat Ubertragen. Die modifizierten Substrate gelangen ber
ihre Multiubiquitin-Kette an das 26S Proteasom, werden entfaltet, in das Innere des Proteasoms
eingeschleust und zu Peptiden abgebaut. Die Ubiquitin-Kette wird entfernt und zu einzelnen Ubiquitin-
Molekilen hydrolysiert.

Das Ubiquitin/Proteasom-System setzt sich aus zwei enzymatischen Reaktions-
einheiten zusammen, dem Ubiquitin-Konjugationssystem und dem Proteasom (Abb. 1).

Das Ubiquitin-Konjugationssystem ist flr die Markierung des abzubauenden Proteins
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mit Ubiquitin und damit fir die Selektivitat des Systems zustandig. Das 26S-Proteasom

ist fur den eigentlichen Abbau der Proteine in diesem System verantwortlich.

1.1.1.1. Das Ubiquitin-Konjugationssystem

Ubiquitin wird in einer mehrstufigen enzymatischen Reaktion aktiviert und auf ein
spezifisches Substrat Ubertragen (Abb. 2). Die einzelnen Enzyme dieser Kaskade
werden als E1- (UBA), E2- (UBC), E3- (Ubiquitin-Ligasen) und E4-Enzyme

(Multiubiquitinierungsfaktoren) bezeichnet.

E1-Enzyme

Im ersten Schritt erfoglt die Aktivierung von Ubiquitin Uber E1-Enzyme (Ubiquitin-
Aktivierungsenzyme), d. h. hochkonservierte Proteine, die in den meisten Organismen
von einem einzigen essentiellen Gen kodiert werden (McGrath et al., 1991; Scheffner et
al., 1998). Dabei wird ATP-abhangig ein Ubiquitinadenylat gebildet, das unter AMP-
Freisetzung auf die Thiolgruppe des konservierten Cysteinrestes im aktiven Zentrum
des E1-Enzyms (unter Ausbildung einer energiereichen Thioesterbindung) Ubertragen

wird.

E2-Enzyme

Das aktivierte Ubiquitin wird vom E1-Enzym auf Ubiquitin-Konjugationsenzyme (E2-
Enzyme oder UBCs) in einer Transveresterungsreaktion ubertragen, wobei ein Cystein
der charakteristischen UBC-Domane als Akzeptor dient. E2-Enzyme bilden eine grol3e,
hochkonservierte Proteinfamilie. Aufgrund ihrer unterschiedlichen N- und C-terminalen
Verlangerungen der UBC-Domane ist eine Einteilung in vier Klassen moglich
(Matuschewski et al., 1996). Enzyme der Klasse | sind kleine Proteine, die wie die
Mitglieder der UBC4/5-Familie im wesentlichen nur aus der UBC-Domane bestehen.
E2-Enzyme der Klasse Il, wie die Proteine UBC6 und UBC3, enthalten variable C-
terminale Verlangerungen, die fur die Lokalisierung und die Substratspezifitat notwendig
sein kénnen. Die Mitglieder der Klasse Il besitzen N-terminale Verlangerungen. Diese
Enzyme, sowie auch Enzyme der Klasse |V, die sowohl N- als auch C-terminale

Verlangerungen besitzen, sind nur in hoheren Eukaryonten bekannt (Matuschewski et
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al., 1996; Scheffner et al., 1998). Die Funktionen dieser Enzyme sind vielseitig und
betreffen z. B. den Abbau falsch gefalteter Proteine (UBC4/UBC5) (Seufert und
Jentsch, 1990), die Zellzyklus-Kontrolle (CDC34) (Goebel et al., 1988; Krek, 1998) oder
die DNA-Reparatur (RAD6/UBC13) (Jentsch et al.,1987; Hofmann und Pickart, 1999).

E3-Enzyme

UBC-Proteine kénnen Ubiquitin entweder direkt auf Substratproteine Ubertragen
(Jentsch et al., 1987), oder sie benétigen fur die Vermittlung spezifischer
Ubiquitinierungsreaktionen zusatzliche Faktoren, die Ubiquitin-Ligasen. E3-Enzyme
kommen in grol3er Vielzahl vor und sind aufgrund ihrer strukturellen Unterschiede
schwierig zu klassifizieren. Eine eindeutig abzugrenzende Klasse bilden jedoch die
sogenannten HECT-Proteine. Sie besitzen eine C-terminale HECT-Domane
(Homologous to E6-AP C-Terminus), die ein aktives Cystein fur die Thiolesterbindung
mit Ubiquitin enthalt (Scheffner et al., 1995). Fur die Mehrheit der E3-Enzyme konnte
jedoch keine Thiolesterreaktionen mit Ubiquitin nachgewiesen werden. Die Klasse
umfalRt sowohl monomere Enzyme, wie z.B. UBR1 (Bartel et al., 1990), als auch
Multiproteinkomplexe, wie den APC-Komplex (anaphase promoting complex) und den
SCF-Komplex (SKIP1/CDC53/F-box). Kirzlich wurde gezeigt, dass die E3-Aktivitat
sowohl der APC- als auch der SCF-Komplexe von der Anwesenheit von Proteinen
(APC11 bzw. RBX1/ROC1) mit RING (really interesting new gene)-Motiven abhangig ist
(Tyers und Jorgensen, 2000). Auch die monomeren E3-Enzyme des UBR1-Typs
besitzen ein konserviertes RING-Motiv, das fur die Aktivitat der Enzyme essentiell ist
(Xie und Varshavsky, 2000). Zusatzlich wurde in den letzten Jahren eine Reihe von
monomeren, untereinander nicht verwandten E3-Enzymen identifiziert, die ebenfalls
uber RING-Motive verfliigen, welche flr ihre E3-Aktivitat essentiell sind (Freemont,
2000). Das RING-Motiv scheint somit ein charakteristisches Merkmal von E3-Enzymen

zu sein, die nicht der HECT-E3-Klasse angehoren.

E4-Proteine

Fur eine effiziente Erkennung und Degradation durch das 26S-Proteasom ist meistens
die Multiubiquitinierung von Substraten eine wichtige Voraussetzung. In wenigen bisher
beschriebenen Fallen wird zur Ausbildung langer Multiubiquitin-Ketten ein weiterer
Faktor bendtigt, ein sogenanntes E4-Enzym, das im Zusammenspiel mit den E1-, E2-

und E3-Enzymen entscheidend zur Effizienz der Multiubiquitinierung beitragt.
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In S. cerevisiae z. B. schreibt man diese Funktion dem Protein UFD2 zu (Koegl et al.,
1999), wahrend in Saugetieren neben UFD2-Homologen auch das Protein CHIP als E4-
Enzym identifiziert wurde (Imai et al., 2002). Diese Multiubiquitinierungsfaktoren
besitzen am C-Terminus eine charakteristische sogenannte U-Box-Domane (Koeg! et
al., 1999), die strukturell mit dem RING-Finger-Motiv verwandt (Aravind und Koonin,
2000) und far die Multiubiquitinierungs-Aktivitat essentiell ist (Richly et al., 2005).

? *ATP

E1
S ¥ ° N\
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@ @E3
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Abb. 2. Schematische Darstellung des Ubiquitin-Konjugationssystems. Ubiquitin wird Uber eine
Thiolesterkaskade von Ubiquitin-Aktivierungsenzymen (E1) auf Ubiquitin-Konjugationsenzyme (E2)
Ubertragen. Der Transfer des Ubiquitins auf eine Lysingruppe des Substrats erfolgt meistens Uber
Ubiquitin-Ligasen (E3), welche die Erkennung der Zielproteine vermitteln. Einige dieser E3s gehen selbst
eine transiente Thiolesterbindung mit Ubiquitin ein (HECT-E3s). In einigen Fallen sind E4-Faktoren fir die
effiziente Multiubiquitinierung des Substrats notwendig.
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1.1.1.2. Das 26S-Proteasom

Multiubiquitinierte Substrate kdnnen Uber das 26S-Proteasom erkannt und in einer ATP-
verbrauchenden Reaktion durch diesen multikatalytischen Proteasekomplex zu kurzen
Peptiden abgebaut werden (Lam et al., 2002; Pickart, 1997). Das Proteasom befindet
sich sowohl im Cytosol als auch im Zellkern (Enekel et al., 1999; Russell et al., 1999)
und setzt sich zusammen aus einem proteolytisch aktiven Komplex, dem 20S-Zylinder,
sowie einem regulatorischen Komplex, dem 19S-Aufsatz, der sich auf einer oder auf
beiden Seiten des Zylinders befinden kann. Unter den Komponenten des Aufsatzes
befinden sich Rezeptoren fur die Erkennung von Multiubiquitin-Ketten (van Nocker et
al., 1996) sowie AAA-Typ ATPasen (Patel und Latterich, 1998) und Rpn (regulatory
particle non-ATPase)-Untereinheiten (Yen et al., 2003; Pickart und Cohen, 2004), die
vermutlich die Entfaltung nativer Proteine und deren Einschleusung in den 20S-Zylinder
regulieren (Braun et al., 1999). AuRerdem wurden Isopeptidasen identifiziert, die in
Assoziation mit dem Aufsatz des 26S-Proteasoms die Abspaltung der Multiubiquitin-

Ketten von den Substraten katalysieren (Wilkinson und Hochstrasser, 1998).

1.1.2. Funktionen des Ubiquitin/Proteasom-Systems

Eine zentrale Funktion des Ubiquitin/Proteasom-Systems ist der proteasomale
Proteinabbau. Eine wichtige Rolle spielt dabei die Eliminierung falsch gefalteter
Proteine, die bereits unter normalen Wachstumsbedingungen in der Zelle entstehen, in
Stress-Situationen, wie z. B. Hitze-, Ethanol oder Schwermetalleinwirkung, jedoch
akkumulieren und ab einer bestimmten Konzentration das Uberleben der Zelle
gefahrden konnen (Seufert und Jentsch, 1990; Jungmann et al., 1993).
Interessanterweise ist das Ubiquitin/Proteasom-System ebenfalls am Abbau korrekter
und falsch gefalteter Membranproteine, wie z. B. dem lonenkanal CTFR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator), sowie luminaler Proteine des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) beteiligt (Hiller et al., 1996; Travers et al., 2000).

Neben dem Abbau falsch gefalteter Proteine kontrolliert das Ubiquitin/Proteasom-
System die Halbwertszeit bestimmter regulatorischer Proteine wie z. B. die der Cykline
und Cdk (cyclin-dependent kinase)-Inhibitoren. Somit ist es mafligeblich an der

Regulation des eukaryontischen Zellzyklus beteiligt. Viele Transkriptionsfaktoren
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werden ebenfalls in ihrer Aktivitat durch Ubiquitin/Proteasom-vermittelte Proteolyse
reguliert. Prominente Beispiele sind der Tumorsuppressor p53 (Fang et al., 2000) oder
die Protoonkogen-Proteine c-Jun, E2F1, c-Myc und c-Fos.

Ein interessantes Phanomen ist die proteasomale Prozessierung von Proteinen.
Erstmals wurde dieser Prozess fur die Aktivierung von NF-xB, einem Transkriptions-
faktor mit zentraler Rolle in Entwicklungs- und Entziindungsvorgangen, beschrieben
(Fan und Maniatis, 1991; Palombella et al., 1994). In diesem Fall fahrt die
Ubiquitinierung des NF-xB-Vorlaufers p105 nicht zur Degradation sondern zur
Umwandlung des Vorlaufers in seine p50-Form durch limitierte Proteolyse. Ein
ahnlicher Mechanismus wurde auch fur die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
SPT23 in S. cerevisiae beobachtet (Rape et al., 2001).

Nicht immer bewirkt die Ubiquitinierung eines Proteins dessen Abbau Uber das 26S-
Proteasom. Das bekannteste Beispiel fur eine nichtproteasomale Funktion des
Ubiquitin-Systems ist die Rezeptor-vermittelte Endocytose. So wird z. B. der
membranstandige a-Faktor-bindende STE2-Rezeptor als Folge der Ligandenbindung
ubiquitiniert. Diese Ubiquitinierung fuhrt zur Endocytose des Rezeptors und schlieRlich
zum lysosomalen Abbau in der Vakuole und nicht durch das 26S-Proteasom (Hicke und
Riezmann, 1996; Hicke, 1999).

Eine essentielle Funktion kommt der speziellen Multiubiquitinierung von Proteinen
wahrend der DNA-Reparatur zu. Nach DNA-Schadigung wird der Polymerase-
Kooperativitatsfaktor PCNA im Zellkern reguliert ubiquitiniert, was fur die Rekrutierung
spezieller Polymerasen verantwortlich sein kénnte (Ulrich und Jentsch, 2000; Hoge et
al., 2002).

Das Ubiquitin/Proteasom-System hat durch seine zentrale Funktion in der
intrazellularen Proteolyse eukaryontischer Zellen einen wichtigen Einfluss auf die
verschiedensten zellularen Vorgange. In den vergangenen Jahren wurden immer neue
Substrate und Komponenten des Ubiquitin-Systems indentifiziert, darunter auch
wichtige Regulatoren des programmierten Zelltods wie Proteine der Bcl-2-Familie (B-
cell lymphoma-2 family), |APs (inhibitor of apoptosis proteins) oder Regulatoren der IKK

(inhibitor of NF (nuclear factor)-xB kinase).
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1.2. BRUCE - Ein neuartiges Ubiquitin-Konjugationsenzym
1.2.1. BRUCE - Gen und Protein

Die cDNA von BRUCE (BIR-repeat containing ubiquitin-conjugating enzyme) wurde in
einer auf der PCR-Methode basierenden Suche nach UBC-kodierenden Genen
identifiziert und Uber cDNA-walking kloniert (Hauser et al., 1998). Das BRUCE-Gen der
Maus befindet sich auf dem Chromosom 17 in Telomerndhe, umfasst eine cDNA von
ca. 176 kb und besteht aus insgesamt 73 Exons. Die 15,5 kb lange mRNA des Gens
kodiert fur ein 528 kDa groR3es Protein, das in vielen Organen und Geweben der adulten
Maus in seiner vollen Lange exprimiert wird. Mit Hilfe von spezifischen Antikérpern und
durch Zellfraktionierungsexperimente konnte gezeigt werden, dass es sich bei BRUCE
um ein peripheres Membranprotein handelt, das auf der cytosolischen Seite von Endo-
membransystemen wie dem trans-Golgi-Netzwerk (TGN) lokalisiert ist (Hauser et al.,
1998). Es konnte ebenfalls in Verbindung mit vorwiegend leichten Vesikeln dieses
Netzwerkes nachgewiesen werden. Eine besonders starke Expression ist in neuronalen
Geweben zu beobachten. Dabei ist das Protein sowohl in den axonalen als auch in den

dendritischen Auslaufern der Neurone zu finden.

1.2.2. Die E2-Komponente in BRUCE

BRUCE ist ein strukturell neuartiges Ubiquitin-Konjugationsenzym (UBC) der Maus
(Hauser et al., 1998). Die fir die E2-Enzyme des Ubiquitin/Proteasom-Systems
charakteristische UBC-Doméane von BRUCE befindet sich nahe dem C-terminalen Ende
des Proteins und umfasst die Aminosaurereste 4601 — 4671 (Abb. 3). Diese Domane ist
zu 37 % identisch mit der anderer UBC-Proteine und vollstandig funktional. In
Gegenwart von einem E1-Enzym wird Ubiquitin unter Ausbildung eines Thioesters auf
das Cystein 4654 der UBC-Doméane von BRUCE ubertragen. Ohne Zuhilfenahme
weiterer E2- oder E3-Enzyme kann BRUCE die Ubiquitinierung spezifischer
Substratproteine (siehe Abschnitt 1.5.) katalysieren. Dieses ungewdhnliche Enzym
vereint somit sowohl E2- als auch E3-Aktivitat in einem gro3en Molekul und fungiert als
chimarische E2/E3-Ubiquitin-Ligase (Bartke et al., 2004; Hao et al., 2004).
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BIR 4845 aa UBC kDa
NH2 |} B BRUCE 528
SURVIVIN | B] usce 28
MLIAP 1 B uBCc3 34
XIAP iin B UuBcCt 24
clAP-1 ill & UbcH6 21
ClAP-2 il B UbcM2 23
NAIP i1l B UbcD2 24
DIAP 1 11 B UBC4,5 16
DIAP 2 il i Il EEC g uBc? 18
Asf IAP [ I RING B UbcH56 18

Abb. 3. Schematische Darstellung von BRUCE. Gezeigt wird BRUCE, das aufgrund seiner beiden
charakteristischen Domanen zwei unterschiedlichen Proteinfamilien zugeordnet werden kann.
Mafistabgerechter Vergleich von BRUCE mit Ubiquitin-Konjugationsenzymen der Klasse | (UBC4,5,
UBC7 und UbcH5,6), der Klasse Il (UBC6, UBC3 und UBC1) und der Klasse Ill (UbcH6, UbcM2 und
UbcD2). BRUCE im Vergleich zu Proteinen der IAP-Familie aus Saugern [Survivin, MLIAP (LI/VIN), XIAP
(X-linked IAP), clAP-1 und clAP-2 (cellular IAP 1,2), NAIP (neuronal apoptosis inhibitor protein)], aus
Drosophila (DIAP 1 und DIAP 2) und aus Viren [Asf IAP (african swine fewer virus IAP)].

1.2.3. Die IAP-Komponente in BRUCE

Zusatzlich zu der C-terminalen UBC-Domane besitzt BRUCE eine BIR-Doméne
(baculoviral inhibitor of apoptosis repeat) an seinem N-Terminus. Die BIR-Domane
wurde erstmals als Apoptose-inhibitorisches Element im Genom von Baculoviren
identifiziert (Crook et al., 1993). Spater fand man Proteine mit BIR-Doméanen ebenfalls
in Hefen, Fadenwlrmern, Fliegen und in allen héheren Vertebraten. Die meisten dieser
Proteine haben anti-apoptotische Eigenschaften und werden deshalb in der IAP-Familie
(inhibitor of apoptosis proteins) zusammengefasst (Salvesen und Duckett, 2002;
Deveraux und Reed, 1999). Die BIR-Domane setzt sich aus ca. 80 Aminosauren mit
einer flr Zink-bindende Bereiche charakteristischen Folge von konservierten Cystein-
und Histidinresten zusammen (Hinds et al., 1999). Die derzeit bekannten |IAPs weisen

bis zu drei Kopien dieser Domane auf (Deveraux und Reed, 1999) und kdnnen
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zusatzlich C-terminale RING-Finger (Zink-bindende Domanen mit E3 Ubiquitin-Ligase-
Aktivitat) und/oder CARDs (caspase recruitment domains) enthalten, die wichtige

Bestandteile fur die Funktion der Proteine als Apoptoseinhibitoren darstellen (Abb. 3).

1.3. 1APs - Inhibitoren des programmierten Zelltods
1.3.1. Der programmierte Zelltod

Der programmierte Zelltod ist ein physiologischer Vorgang, der von zentraler Bedeutung
fur die Entwicklung und die Aufrechterhaltung von multizellularen Organismen ist (Vaux
und Korsmeyer, 1999). Er wird durch einen Prozess vermittelt, der als Apoptose
bekannt ist. Im Verlauf der Entwicklung eines Organismus hat man das Absterben
bestimmter Zellen zu einem definierten Zeitpunkt beobachtet. Durch wiederholte
Zellteilung bildet sich wahrend der Embryonalentwicklung voribergehend ein
Uberschuss an Zellen, der durch programmierten Zelltod entfernt wird. So entstehen
beispielsweise bei der Bildung des Nervensystems der Vertebraten zu viele Neuronen
und Oligodendrozyten. Bis zur Halfte der urspringlich vorhandenen Neuronen sterben
je nach Vernetzungsgrad und Anzahl der zu innervierenden Zielzellen (Barde, 1989;
Oppenheim, 1991), und viele der Oligodendrozyten werden je nach Anzahl der zu
myelinisierenden Axone entfernt (Barres et al., 1992). In diesem Zusammenhang wurde
far sympathische Neuronen gezeigt, dal® sie ohne die Freisetzung des
Wachstumsfaktors NGF (nerve growth factor) durch ihre Zielzelle Apoptose einleiten.
Zusatzlich spielt der programmierte Zelltod auch bei der Qualitatskontrolle wahrend der
Entwicklung eine Rolle, wobei von der Norm abweichende, falsch lokalisierte oder fur
den Organismus potentiell gefahrliche Zellen zu entfernen sind. Um die gebildeten
Gewebe im Organismus aufrechtzuerhalten (Homoostase), missen aullerdem gealterte
bzw. geschadigte Zellen durch programmierten Zelltod entfernt und durch neu gebildete
Zellen ersetzt werden.

Der Prozess der Apoptose ist durch spezifische morphologische Veranderungen der
Zellen gekennzeichnet. Hierzu gehdren die Kondensation und Aggregation von
Chromatin, der Abbau der Kernlamina, die Clusterbildung von Kernporen, die
Aggregation von Cytoskelettfilamenten, die Fusion des Endoplasmatischen Retikulums

mit der Plasmamembran (membrane blebbing), die Abrundung der Zelle und das Lésen
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von Zell-Zell-Kontakten, die Zellschrumpfung sowie die Abschnlirung von apoptotischen
Vesikeln, die von benachbarten Zellen oder Makrophagen erkannt und phagocytiert
werden. Davon abzugrenzen ist die Nekrose, die zu einer Lyse der Zellen, der
Freisetzung ihrer Inhaltsstoffe und damit sekundar zu entzindlichen Reaktionen im
Gewebe fuhrt. Der Vorgang der Apoptose kann durch eine Vielzahl unterschiedlicher
Stimuli eingeleitet werden (Abb. 4). Einerseits kénnen extrazellulare Signale
Oberflachenrezeptoren, sogenannte Todesrezeptoren wie den TNF-Rezeptor | oder den
Fas/CD95-Rezeptor (Ashkenazi und Dixit, 1999), auf Zellen aktivieren und Apoptose
ausldosen. Andererseits ist es auch maoglich, dass zellulare Ereignisse (z. B. virale
Infektionen, DNA-Schaden oder oxidativer Stress) Apoptose stimulieren, wobei dann
meist zellulare Kompartimente wie die Mitochondrien (Shi, 2001) oder das
Endoplasmatische Retikulum (Oyadomari et al., 2002) eine Ubergeordnete
regulatorische Rolle spielen (Abb. 4). Alle Wege munden schlieRlich in einen
gemeinsamen Signaltransduktionsweg, dessen zentrale Komponente die

Aktivierungskaskade der Caspasen darstellt.

1.3.2. Caspasen - Proteasen des programmierten Zelltods

Caspasen bilden eine grof3e Familie von evolutiv konservierten Cystein-Proteasen. Sie
werden als inaktive Vorlaufer hergestellt und erst nach Induktion der Apoptose durch
proteolytische Spaltung in ihre aktive Form Uberfuhrt. Die Caspasen lassen sich je nach
Art ihrer Aktivierung in Initiator- und Effektor-Caspasen einteilen (Abb. 4). Sogenannte
Initiator-Caspasen werden durch die Bindung von Apoptose-induzierenden Faktoren
aktiviert [Caspase-8 und -10 Uber Todesrezeptoren (Sprick et al., 2002), Caspase-4
(Kamada et al., 1997) und Caspase-9 uber den mitochondrialen Signalweg] und
katalysieren ihre eigene Prozessierung zu den aktiven Caspasen. Die aktivierten
Initiator-Caspasen sind in der Lage, die Effektor-Caspasen (Caspase-3, -6 und -7)
proteolytisch zu prozessieren und somit das Apoptosesignal weiterzuleiten. Diese
aktivierten Effektor-Caspasen spalten weitere Caspasen im Rahmen einer
proteolytischen Kaskade und amplifizieren somit das Apoptosesignal. Die Konsequenz

der Caspase-Aktivierung ist die Spaltung einer Vielzahl von zellularen Proteinen sowie
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Abb. 4. Signalwege wiahrend der Apoptose. Die apoptotische Signalkaskade kann in mehrere Routen
unterteilt werden. Ein hier dargestellter Weg fiihrt Gber zellulare Stress-Signale wie DNA-Schadigung
oder Mangel an Wachstumsfaktoren und die Wirkung pro-apoptotischer Proteine der Bcl-2-Familie (B-cell
lymphoma-2 family) wie Bid, Bik, Bim, Bad, Bax, Bad und Noxa zur Permeabilisierung des
Mitochondriums durch Bax-Oligomerisierung und damit zur Freisetzung von Cytochrom c (Cyt-c) und
kleinen regulatorischen Proteinen (z. B. Smac/DIABLO) aus dem Mitochondrium. Von den freigesetzten
Faktoren assembliert Cytochrom ¢ mit Caspase-9, Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1) und
dATP/ATP zum Apoptosom, was letztlich zur Aktivierung der Caspase fuhrt. Smac (second mitochondria-
derived activator of caspase)/DIABLO hat durch die Bindung und Inaktivierung von IAPs (inhibitor of
apoptosis proteins), die ihrerseits in der Lage sind, eine Vielzahl von Caspasen zu inhibieren, eine pro-
apoptotische Wirkung. Vereinfacht dargestellt sind auRerdem der Signalweg Uber die Aktivierung und
Oligomerisierung von Todesrezeptoren wie z. B. Fas/CD95, die tber Adaptermolekile wie z. B. FADD
(Fas-associating death domain) Procaspase-8 binden und aktivieren, sowie der Weg Uber Stress-Signale
des Endoplasmatischen Retikulum (ER), der zu einer Aktivierung der Caspase-12 fiihrt. Alle Signalwege
haben die Aktivierung von Initiator-Caspasen (Caspase-9, -8 und -12) zur Folge, die wiederum Effektor-
Caspasen wie die Caspasen 3 aktivieren, die ihrerseits ein proteolytisches Netzwerk aus amplifizierenden
Rickkopplungen und Autoprozessierungen starten kénnen. Obwohl die einzelnen Wege unter den
meisten Bedingungen véllig unabhangig voneinander arbeiten, kann es doch zu Uberschneidungen
einzelner Schritte der Signalkaskaden kommen. So kann z. B. nach Aktivierung von Todesrezeptoren das
zur Bcl-2-Familie gehérende Protein Bid durch Caspase-8 gespalten werden, wodurch Apoptose lber
den mitochondrialen Signalweg stimuliert wird.



EINLEITUNG 14

die daraus resultierenden typischen morphologischen und funktionellen Veranderungen
in der apoptotischen Zelle. Derzeit sind mehr als 130 Substratproteine fur Caspasen
bekannt. Unter ihnen befinden sich Adhasionsmolekile und Komponenten des
Cytoskeletts, Proteine der Signaltransduktion, der DNA-Reparatur und Enzyme des

basalen zellularen Stoffwechsels.

1.3.3. IAPs als Regulatoren der Caspase-Aktivitat

Die Aktivitat der Caspasen in der Zelle unterliegt erwartunsgemaf einer sehr strengen
Kontrolle, bei der die Proteine der IAP-Familie eine zentrale Rolle spielen. Die anti-
apoptotische Wirkung der IAPs wird in erster Linie durch eine direkte Bindung und
Inhibition von Caspasen vermittelt. Fir diesen Prozess sind die N-terminalen BIR-
Domanen der Proteine essentiell. Die Bindung von IAPs an Caspasen ist scheinbar ein
selektiver Vorgang. So binden und inhibieren z. B. die Proteine XIAP, clAP-1 und clAP-
2 spezifisch die Caspasen -3, -7 und -9, nicht aber die Caspasen -1, -6, -8 und -10
(Deveraux und Reed, 1999).

Neben XIAP inhibieren auch Survivin und NAIP die Caspasen -3 und -7 direkt. Durch
rontgenkristallographische Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass IAPs sowohl
mit groRer Affinitdt an die aktiven Formen der Capasen binden und somit zum
sterischen Ausschlufd der Interaktion mit Capase-Substraten fuhren (Riedl et al., 2001;
Huang et al., 2001; Chai et al., 2001), als auch mit inaktiven Vorlaufern von Initiator-
Caspasen interagieren, wodurch die autokatalytische Aktivierung des Enzyms
verhindert wird. Damit gewahrleisten die IAPs einen Schutz vor Apoptose. Neben der
Inaktivierung der Caspasen durch die Bindung von IAPs scheint auch der proteasomale
Abbau der Caspasen uber den Mechanismus der Ubiquitinierung durch IAPs reguliert
zu werden. So konnten in vitro die Monoubiquitinierung der Caspasen -3 und -7 durch
clAP-2 (Huang et al., 2000) sowie die Ubiquitinierung von Caspase-3 durch XIAP
(Suzuki et al., 2001) nachgewiesen werden, beides in Abhangigkeit der Ubiquitin-
Ligase-Aktivitat der C-terminalen RING-Domane der IAPs.

Die Aktivitat der IAPs selbst unterliegt ebenfalls strengen Regulationsmechanismen. So
haben IAPs mit RING-Doméanen eine sehr kurze Halbwertszeit. Das ist auf eine aktive
Autoubiquitinierung der Proteine zuruckzufihren (Yang et al., 2000). Des Weiteren

stellen die Proteine der |IAP-Familie selbst Substrate fur die Prozessierung durch
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Caspasen dar. Die durch die Spaltung entstehenden Fragmente sind entweder
weiterhin anti-apoptotisch wirksam, wie z. B. die prozessierten Fragmente von XIAP
(Deveraux et al., 1999), funktionell inaktiv oder sogar pro-apoptotisch wirksam, wie das
entstehende C-terminale Fragment von clAP-1 (Clem et al., 2000). Eine weitere
Regulationsmoglichkeit fur IAPs wurde mit der Identifizierung von IAP-bindenden
Proteinen entdeckt. In Saugern fand man bisher Smac (second mitochondria-derived
activator of caspase)/DIABLO, XAF-1, HtrA2 und in Drosophila Hid, Reaper (Rpr), Grim,
Sickle und Morgue als Regulatoren. Smac/DIABLO enthalt, dhnlich wie HtrA2, eine
mitochondriale Signalsequenz, die nach Import in das Mitochondrium durch die
mitochondriale Signalpeptidase prozessiert wird. Nach Einleitung der Apoptose und der
Permeabilisierung des Mitochondriums wird Smac/DIABLO aus dem Mitochondrium
freigesetzt und ist dann als Aktivator von Caspasen wirksam. Diese Wirkung beruht auf
der hochaffinen Bindung von Smac an |IAPs. Die zuvor durch die IAPs gebundenen und
inaktivierten Caspasen werden durch die Bindung von Smac verdrangt und erneut
aktiviert (Salvesen und Duckett, 2002).

1.3.4. Weitere Funktionen der IAPs

Wie sich in letzter Zeit herausstellte, gibt es innerhalb der Familie der IAPs eine Gruppe
von Proteinen, die sich sowohl in ihrer Struktur als auch in ihrer Funktion etwas von den
klassischen IAPs unterscheiden. Sie werden nach dem zuerst entdeckten Vertreter
dieser Gruppe Survivin-dhnliche BIRPs (BIR-domain containing proteins) genannt. Die
Gruppe besteht aus sehr verschiedenen Proteinen, die nur die BIR-Doméane
gemeinsam haben. BRUCE und seine Homologen enthalten zusatzlich zum BIR-Motiv
noch eine UBC-Domane. Die BIR-Domane dieser Proteine kann etwas grof3er sein (bis
zu Uber 100 Aminosauren) als die der klassischen IAPs. Vertreter dieser Gruppe finden
sich bei Saugetieren (BRUCE, Survivin), C. elegans (BIR-1, BIR-2), Hefen (Spbir1P)
und Drosophila (dBRUCE, Deterin). Neben der Fahigkeit, Apoptose zu inhibieren, die
auch den Survivin-ahnlichen BIRPs zum Teil zu eigen ist, liegt deren Hauptaufgabe in
der Regulation des Zellzyklus. Einige dieser Proteine, so auch Survivin selbst, werden
zellzyklusabhangig exprimiert und erfullen wichtige Aufgaben wahrend der Mitose,

insbesondere bei der Organisation der Mikrotubuli, der Cytokinese und der
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Lokalisierung von Kinasen der Aurora-Familie an den Centromeren und Spindelkérpern
(Salvesen und Duckett, 2002).

1.4. BRUCE und seine Homologen

Erste Hinweise fur die Existenz des BRUCE-Gens in weiteren Genomen von
Saugetieren wurden durch eine Vielzahl von Klonen mit BRUCE-ahnlichen Sequenzen
aus offentlichen Datenbanken gegeben. Eine Bestatigung fir die Existenz eines
humanen BRUCE-Gens erhielt man durch die Hybridisierungen von humanen
genomischen A-Bibliotheken mit Fragmenten aus der BRUCE-cDNA der Maus
(Bardroff, 1997). In Northern blots konnte ein Transkript nachgewiesen werden, welches
mit einer GroRRe von etwa 15 kb der BRUCE-mRNA der Maus entspricht. Durch in situ-
Hybridisierung auf menschlichen Metaphase-Chromosomen wurde das Gen auf der
Bande 22 des kurzen Arms des Chromosoms 2 (2p22) kartiert. Dort deckt das humane
BRUCE-Gen einen genomischen Bereich von ca. 260 kb ab (Bardroff, 1997).

92 % der insgesamt 4830 Aminosauren des Proteins sind identisch mit dem Maus-
Protein. In der BIR- und der UBC-Doméane betragt die Ubereinstimmung sogar 100 %
(Abb. 5). Ebenso wie BRUCE wird das humane Protein, auch Apollon genannt (Chen et
al.,, 1999), in fast allen adulten Geweben exprimiert. Immunofluoreszenzanalysen
zeigten eine dem BRUCE der Maus ahnliche Lokalisierung des Proteins am TGN und
an Vesikeln.

Mit der Beendigung des Drosophila melanogaster-Sequenzierungsprojektes wurde auf
dem Chromosom 3R der Fliege ein weiteres Gen identifiziert, das eine sehr starke
Ahnlichkeit zum BRUCE-Gen der Maus aufweist (Adams et al., 2000). Das Drosophila-
Protein dBRUCE ist mit 4928 Aminosauren etwas grolier als die Proteine der Sauger
und besitzt ebenfalls die charakteristische BIR-Domane am N-Terminus und eine UBC-
Doméane am C-Terminus. Obwohl die Sequenzidentitdt der beiden Proteine nicht
besonders hoch ist, zeigen die BIR- und die UBC-Domanen des Drosophila-Proteins
uber 85 % Sequenzibereinstimmung mit den entsprechenden Doméanen der

Saugerproteine.



EINLEITUNG 17

BIR UBC
hBRUCE —— - 4842
mBRUCE —| ' I— 4845

(65% 14,2% (87%]
dBRUCE —l * l— 4928

1000 Aminosauren
| —— |

Abb. 5. Vergleich der BRUCE-Proteine. Gezeigt ist hier der Homologievergleich der BRUCE-Proteine
aus Mensch (hBRUCE), Maus (mBRUCE) und Drosophila (dBRUCE). Die Zahlen in den Kastchen geben
die Sequenzidentitdten der entsprechenden Regionen an. Die GréRe der Proteine ist als Anzahl der
Aminoséuren angegeben. Mit Ausnahme der BIR- und der UBC-Domane zeigt das Drosophila-Protein
keine weiteren Bereiche mit auffallig hoher Ahnlichkeit zu BRUCE.

In silico wurden noch weitere BRUCE-Homologe vorhergesagt, so z. B. im Zebrafisch
(Danio rerio) oder in der Ratte (Rattus norvegicus, auf Chromosom 6). In allen Fallen
handelt es sich um Proteine mit einer GroRe von 400 bis 500 kDa. Jedoch sind bei
ihnen z. T. nur die BIR- oder die UBC-Domane vorhanden (Hitz, 2003).

1.5. Die Funktion des BRUCE/Apollon-Proteins

Zwei |APs/BIRPs, die wie BRUCE vor allem im Gehirn exprimiert werden und bei
entwicklungsphysiologischen Vorgangen eine bedeutende Rolle zu spielen scheinen,
sind NAIP und Survivin. NAIP bewirkt eine direkte Inhibition von Caspase-3 und -7
(Maier et al., 2002) und unterbindet bei Uberexpression das Auswachsen der Neurone
(Gotz et al., 2000). Mause, die keine intakte Kopie des survivin-Gens in ihrem Genom

enthalten, zeigen eine frihe embryonale Letalitat, wobei dieser Effekt scheinbar



EINLEITUNG 18

hauptsachlich auf die Dysregulation der Spindelausbildung zurlckzufihren ist (Uren et
al., 2000). Wie Survivin wird auch BRUCE in einer Reihe von Tumoren und Krebszell-
Linien UbermaRig stark exprimiert (Altieri, 2003; Chen et al., 1999). BRUCE kénnte
insbesondere eine wichtige Rolle wahrend der Kanzerogenese von unterschiedlichen
Gliomen und Ovarialcarcinomen sowie bei der Entwicklung von Resistenzen gegen
bestimmte Chemotherapeutika zukommen. So sind z. B. die Zellen der Linie SNB-78,
die ein besonders hohes Expressionsniveau von BRUCE zeigen, gegen zahlreiche
Chemotherapeutika resistent. In Experimenten mit antisense-Oligonukleotiden gegen
BRUCE konnte in diesen Zellen die BRUCE-Expression signifikant reduziert werden.
Dies fuhrte zu einer erhdhten Sensibilitat der Zellen gegentber Cisplatin und
Camptothecin (Chen et al., 1999). Desweiteren scheinen der Ubiquitin/Proteasom-
vermittelte Abbau von BRUCE sowie die negative Regulation seiner Expression durch
RNA-Interferenz apoptotische Vorgange in der Zelle zu verstarken (Qiu et al., 2004).
Weitere Hinweise fur eine anti-apoptotische Funktion von BRUCE ergaben sich aus
einer Suche nach Suppressoren des Rpr/Hid/Grim-assoziierten Zelltods in Drosophila
(Vernooy et al., 2002). Es konnte gezeigt werden, dass dBRUCE die durch Rpr und
Grim induzierte Caspase-abhangige Apoptose, nicht jedoch den Uber Hid induzierten
Weg der Apoptose, inhibieren kann. Fir diese Funktion scheint auch die UBC-Domane
von dBRUCE essentiell zu sein. Homozygote Mutanten der Fruchtfliege, welche die
Funktion von dBRUCE komplett verloren haben, sind lebensfahig, die Mannchen haben
jedoch ihre Fahigkeit zur Fortpflanzung verloren. Die Spermatiden dieser Fliegen zeigen
Defekte wahrend ihrer terminalen Differenzierung. Die morphologische und strukturelle
Reorganisation der Zellen wahrend der Differenzierung setzt regulierte Apoptose-
ahnliche Vorgange voraus, die eine sequenzielle Aktivierung von Caspasen mit
einschlieen. In den Spermatiden der Mutanten scheint die Inhibition der aktivierten
Caspasen nicht mehr moéglich zu sein. Sie haben aufgrund erhéhter Caspase-Aktivitat
hyperkondensierte und degeneriert Zellkerne (Arama et al., 2003).

Neueste Studien belegen die vermutete Apoptose-inhibitorische Funktion von BRUCE
in vitro und bieten interessante Einblicke in den Wirkmechanismus des Enzyms. Die
BIR-Domane des Proteins ist essentiell fir seine anti-apoptotische Funktion. Durch sie
wird die Bindung und Inhibition aktivierter Caspasen, insbesondere aktivierter
Caspase-3 (Bartke et al., 2004) und Caspase-9 (Hao et al., 2004), vermittelt. Wird in
Zellen Apoptose induziert, erfolgt neben dem Abbau von BRUCE/Apollon Uber das

Proteasom (Qiu et al., 2004) eine Blockierung seiner IAP-Aktivitat einerseits durch



EINLEITUNG 19

Caspase- und HtrA2-vermittelte Spaltung sowie andererseits durch die Bindung von
Smac an die BIR-Domane des Proteins. Auch die UBC-Doméane von BRUCE/Apollon
tragt entscheidend zu seiner anti-apoptotischen Funktion bei. Als Substrate fur die
ungewohnliche E2/E3-Aktivitat dieses Enzyms wurden bislang Smac und Caspase-9
identifiziert (Bartke et al., 2004; Hao et al., 2004). Wahrend fur Smac noch nicht
eindeutig geklart ist, ob eine Monoubiquitinierung regulatorischer Natur vorliegt oder
eine Multiubiquitinierung des pro-apoptotischen Proteins seinen Abbau vermittelt,
scheint die BRUCE/Apollon-abhangige Ubiquitinierung der Caspase ihren
proteasomalen Abbau zur Folge zu haben.

Zusammengenommen weisen diese Daten eindeutig darauf hin, da®R BRUCE in der
lebenden Zelle unter bestimmten Bedingungen als Inhibitor apoptotischer Prozesse
wirksam wird. Die Identitat dieser Prozesse bleibt weiterhin spekulativ. Offen bleibt
ebenfalls die Frage nach der funktionellen Bedeutung der spezifischen Lokalisierung

von BRUCE am trans-Golgi-Netzwerk, dem Sorting-Kompartiment der Zelle.
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1.6. Zielsetzung der Arbeit

Mit BRUCE wurde ein neuartiges Protein der Maus und anderer komplexer
eukaryontischer Organismen identifiziert, das einerseits Homologie zu Ubiquitin-
Konjugationsenzymen aufweist und andererseits strukturelle Komponenten der
Apoptoseinhibitoren der IAP-Familie besitzt. Trotz eindeutiger Hinweise auf seine anti-
apoptotische Funktion und erster Einblicke in den Wirkmechanismus dieses Proteins,
sind die in Wachstum, Differenzierung und Zelltod einzelner Zellspezies involvierten
spezifischen Prozesse, an deren Regulation BRUCE beteiligt ist, weitgehend
unbekannt. Als experimentelles Modell fir die funktionelle Charakterisierung des
Proteins in vivo wurde die Maus gewahlt und im Vorfeld dieser Arbeit eine fur BRUCE
heterozygote transgene Mauslinie etabliert (Pyrowolakis, 2000). Die Deletion im
BRUCE-Gen hat einen vollstandigen Verlust der BRUCE-Expression zur Folge. Ziel
dieser Arbeit ist es, die Bedeutung des BRUCE-Proteins fur die Entwicklung und die
Funktion komplexer Organismen durch eine umfassende Analyse der homozygoten
Knockout-Mause aufzuklaren. Die fur die phanotypische Charakterisierung notwendigen
Methoden sollen im Labor etabliert und mit ihrer Hilfe die Auswirkungen des BRUCE-
Verlustes auf einzelne Zellen, Gewebe, Organsysteme und den gesamten Organismus

untersucht werden.
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2. Ergebnisse

2.1. Das in vivo-Modell

Wurzeln Uber das Wissen, wie Gene die Entwicklung von Saugetieren kontrollieren,
reichen zurtck bis ins frihe 20. Jahrhundert, als die Erhaltung und Veranderung der
Fellfarbe bei einer Vielzahl von domestizierten Tieren beobachtet und dokumentiert
wurde. Seither etablierte sich vor allem die Maus (Mus musculus) als experimentelles
Saugetiersystem der Wahl. Von ihr konnte bislang, nicht zuletzt durch die erfolgreichen
Sequenzierungs-, Mutagenese- und Gene Trap-Projekte der letzten Jahre und
Jahrzehnte, eine Vielzahl genetischer Informationen zusammengetragen werden. Heute
existieren Uber 400 unterschiedliche Inzucht-Mauslinien (Festing, 1993), welche die
experimentellen Modglichkeiten in z. B. Krebs- oder Transplantationsforschung,
Immunologie oder Genetik revolutionierten. Inzuchtlinien nennt man Maus-Linien, fur
die nach mehr als 20 Generationen von BruderxSchwester-Verpaarungen hochst-
maogliche Homozygotie flr alle genetischen Loci erzielt (Altmann und Katz, 1979;
Morse, 1981) und somit die Erfassung experimenteller Parameter in einem homogenen
genetischen Hintergrund ermdoglicht wurde. Jede Linie hat eine standardisierte
Nomenklatur und spezielle Charakteristika. Fur die in dieser Arbeit beschriebenen
experimentellen Untersuchungen zur Funktion des Ubiquitin-konjugierenden Enzyms
BRUCE in vivo wurde die Inzuchtlinie C57BL/6 herangezogen. Genetische

Charakteristika und Labormerkmale dieser Linie sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Um die Funktion eines Gens zu untersuchen, ist dessen Mutationsanalyse einer der
aufschlussreichsten experimentellen Ansatze. Die Entwicklung von Gene Targeting-
Techniken sowie von Methoden der Isolation, Kultivierung und genetischen
Manipulation von embryonalen Stammzellen (ES-Zellen), die reimplantiert weiterhin zur
Entstehung von Geweben und Keimbahn beitragen kénnen, schuf die Grundlagen flr

die Mdglichkeit, einzelne Gene in einem Organismus gezielt zu modifizieren.
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Tabelle 1. Genetische Charakteristika und Labormerkmale der Europaischen Haus-
maus (Mus musculus), C57BL/6

Genom
Anzahl der Chromosomen 40
DNA-Gehalt (diploid) ca. 6 pg (3 x 10° bp)
Rekombinationseinheiten 1600 cM (2000 kb/cM)
Geschatzte Anzahl der Gene @ ca. 3x 10
Repetetive DNA-Sequenzen
(B1, B2, MIF-1, EC1) © 8-10%
Reproduktionseigenschaften
Dauer der Trachtigkeit ca. 19 Tage
Alter bei Entwéhnung vom Muttertier 3 Wochen
Alter bei Geschlechtsreife 6 Wochen
Gewicht: Geburt 1,2-15g
Entwéhnung 12-15¢g
Geschlechtsreife 25-30g
Lebensspanne im Labor 1,5 -2 Jahre
Anzahl der Nachkommen © 6-10
Anzahl der Wirfe verpaarungfahiger Weibchen 4-6
(a) FANTOM Consortium und RIKEN Exploration Research Group, 2002
(b) Bennett et al., 1984
(c) Die Grofie des Wurfes richtet sich nach der Anzahl der bei der Ovulation freigesetzten Eier und der
préanatalen Mortalitatsrate, beides variiert mit Alter des Muttertieres, Paritat und Haltungsbedingungen
(Diat oder Stress).

2.2. Die Inaktivierung des BRUCE-Gens in der Maus

Fur die funktionelle Charakterisierung des BRUCE-Proteins in vivo wurde im Vorfeld
dieser Arbeit eine fir BRUCE heterozygote transgene Mauslinie etabliert (Pyrowolakis,
2000). Zun&chst soll fiir ein besseres Verstandnis ein kurzer Uberblick liber Knockout-
Strategie und -Technik gegeben werden.

Um den Targeting-Vektor fur die homologe Rekombination in ES-Zellen herzustellen,
wurde die 5’-terminale Region des BRUCE-Locus, welche die ersten 6 Exons des Gens
enthalt, kloniert und charakterisiert. Bei der Aufklarung der genomischen Organisation
des N-terminalen Bereiches des BRUCE-Proteins stellte sich heraus, dass die
kodierende Sequenz fir die BIR-Domane auf mehrere Exons verteilt ist. Der N-
Terminus dieser Domane wird ausschlieBlich von Exon 5 kodiert, wahrend die Sequenz
fur den C-terminale Teil einschliel3lich des metallbindenden Motivs mit Exon 6 beginnt.
Daraus ergab sich die im Folgenden beschriebene Konstruktion des Targeting-Vektors
(Abb. 6A). Als Grundgertst diente der Klonierungsvektor pBluescriptSK+. Exon 4 und 6

sowie benachbarte intronische Sequenzen wurden als 5°- und 3’-Homologiebereiche fur



ERGEBNISSE 23

die homologe Rekombination gewahlt und das von den Homologiebereichen
eingeschlossene Exon 5 durch eine Neomycin-Resistenzkassette fur die Positiv-
selektion ersetzt. Hinter dem 3°-Homologiebereich wurde des Weiteren eine
Thymidinkinase-Kassette fir die Negativselektion gesetzt und in den offenen Lese-
rahmen von Exon 4 zusatzlich ein Stop-Codon eingefuhrt.

A B

Ex3 Ex4 Ex5 Ex6
Pvull Pvull

Wildtyp (WT)-Locus _Iz I I :H !
> «

Southern-Probe
WT-PCR-Fragment

X X g
KO -
Ex4 Pvull  Ex6 >
Pvull | + ' !
Targeting -Konstrukt I ' heoR ’—I—I O ¥
l Vektor KO - -
> = WT -
KO-PCR-Fragment +
F F T kpa
BRUCE | ¢ w»
Ex3 Ex4 Pvull  Ex6
Pvull | Pvull ~ 250
Knockout (KO)-Allel _l I L TheoR | L 150
Southern-Probe L 100
- 75
Pvull Pvull
Pvull - WT-Allel: 2,9 kb e — |

Restriktion

KO-Allel: 2,3 kb _ ctin

Abb. 6. Gezielte Inaktivierung von BRUCE durch homologe Rekombination in ES-Zellen. (A) Die
schematische Darstellung der Targeting-Strategie zeigt Exon (Ex) 3 bis 6 des BRUCE-Locus, das
Targeting-Konstrukt und das mutierte Allel. Durch legitime Rekombination Uber die Homologiearme
(blaue Regionen) wurden Exon 5 und benachbarte intronische Bereiche durch die Neomycin-
Resistenzkassette (neoR) ersetzt. Durch den Austausch kommt es zur Integration einer zusétzlichen
Pvull-Schnittstelle in das mutierte Allel, wodurch das Ereignis Uber Southern blot-Analyse mit einer an
den 3’-Homologiebereich angrenzenden DNA-Probe verfolgt werden kann. Dabei ist das detektierte
Pvull-Restriktionsfragment des mutierten Allels mit 2,3 kb kurzer als das 2,9 kb-Fragment des WT-Allels
(B, oben). (B, Mitte) PCR-Analyse embryonaler DNA aus dem Dottersack. Die Positionen der
Primerpaare fur die Amplifikation der spezifischen Fragmente fir das WT-Allel (556 bp) und das mutierte
(KO) Allel (624 bp) sind in Ausschnitt (A) markiert. (B, unten) Immunoblot-Analyse der BRUCE-
Expression in WT-, heterozygoten und Knockout-Embryonen (E10). Die geladenen Proteinmengen
wurden mit einem Actin-Antikorper kontrolliert. Proteinfragmente mit weniger als 530 kDa sind
Abbauprodukte des BRUCE-Proteins.

Mit dem linearisierten Vektor wurden mittels Elektroporation ES-Zellen transfiziert.
Durch homologe Rekombination des Targeting-Vektors mit dem endogenen BRUCE-

Locus wurde ein 0,8 kb-Fragment deletiert, welches das vollstandige Exon 5 enthielt,
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und durch die Neomycin-Kassette ersetzt. Die Integration fUhrte zur Herstellung eines
stark verkurzten offenen Leserahmens des BRUCE-Gens, der keine der beiden
funktionellen Domanen kodierte. Nach Doppelselektion mit G418 und Ganciclovir sowie
molekularbiologischen Analysen fur die Bestatigung der korrekten Rekombination
wurden die fur den BRUCE-Locus heterozygoten ES-Zellen in Wirtsblastozysten injiziert
und diese Blastozysten in scheinschwangere Mause implantiert. Die Wahl der Donor-
Mauslinien der ES-Zellen und Blastozysten erfolgte so, dass in der Nachkommenschaft
anhand der Fellfarbe der Grad des Chimarismus und somit die Keimbahngangigkeit der
manipulierten ES-Zellen mit hoher Wahrscheinlichkeit bestimmt werden konnte. Die
nach der Genotypisierung als heterozygot identifizierten chimaren Mannchen wurden
mit Wildtyp (WT)-Weibchen der Donor-Linie der Blastozysten (C57BL/6) ruckgekreuzt.
Die Genotypen der F1-Generation traten in dem nach Mendel erwarteten Verhaltnis auf.
Die heterozygoten (BRUCE™")-Tiere zeigten keine Auffalligkeiten in Entwicklung oder
Verhalten und konnten somit fur die Etablierung einer homozygoten ABRUCE-Linie

herangezogen werden.

2.3. Die Bestimmung des Genotyps der transgenen Tiere

2.3.1. Southern blot-Analyse

Fur die Bestimmung der Genotypen der Mause erfolgte anfangs die Analyse mittels
Southern blot. Durch die homologe Rekombination wurden Exon 5 und angrenzende
intronische Bereiche durch die Neomycin-Resistenzkassette ersetzt, die eine
zusatzliche Schnittstelle fir das Restriktionsenzym Pvull enthalt. Der daraus
resultierende Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP) Pvull-verdauter
genomischen DNA wurde mittels einer radioaktiv markierten, an den 3'-
Homologiebereich angrenzenden, externen BRUCE-DNA-Probe detektiert (Abb. 6A und
B, oben). Aufgrund der Neomycin-internen Pvull-Schnittstelle ist das Restriktions-

fragment des mutierten Allels mit 2,3 kb kurzer als das 2,9 kb-Fragment des WT-Allels.
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2.3.2. PCR-Analyse

Um den flr die Genotypisierung der Mause erforderlichen Zeit- und Arbeitsaufwand zu
minimieren, konnte eine wesentlich effizientere Methode etabliert werden. Wie auch fir
die Southern blot-Analyse, wurde genomische DNA aus Biopsiegewebe (Schwanz-
biopsie der Maus 3 bis 6 Wochen nach der Geburt oder Dottersack des Embryos)
isoliert. Die DNA ist als Template in einer PCR-Reaktion mit zwei Primerpaaren
eingesetzt worden (Abb. 6A und B). Mit einem Primerpaar (wt-0/wt-3.as) wurde ein
556 kb-Fragment des WT-BRUCE-Allels amplifiziert. Die entsprechende Sequenz fehlt
im mutierten Allel und stattdessen wird dieses Allel durch die Amplifikation eines
624 kb-Fragments des Neomycin-Resistenzgens mit dem zweiten Primerpaar

(neo4/neod) nachgewiesen.

2.4. Die Charakterisierung des Phanotyps der BRUCE-defizienten Mause

Heterozygote Tiere der Linie C57BL/6-ABRUCE unterschieden sich wie bereits erwahnt
aullerlich nicht von ihren WT-Geschwistern und zeigten keine auffalligen
Zuchtanomalien. Um homozygote Tiere flr das mutierte BRUCE-Allel zu erhalten,
wurden heterozygote Mannchen mit heterozygoten Weibchen verpaart und die
Nachkommen nach dem Absetzen vom Muttertier im Alter von 3 Wochen genotypisiert.
Keines der Jungtiere besal® das mutierte BRUCE-Allel in Homozygotie, obwohl nach
Mendel homozygote BRUCE-Mutanten mit einer Haufigkeit von 25 % erwartet werden
konnten. Tiere ohne funktionelles BRUCE-Protein waren also nicht lebensfahig.
Innerhalb der ersten Wochen nach der Geburt konnten keine Besonderheiten unter den
Jungtieren beobachtet und keine verstorbenen Tiere gefunden werden. Diese Tatsache
weist darauf hin, dass der BRUCE-Verlust mdglicherweise eine embryonale Letalitat zur
Folge hat. Um den Zeitpunkt des Sterbens der Knockout-Tiere ndher einzugrenzen,

wurden verschiedene Stadien der Embryonalentwicklung bis hin zur Geburt untersucht.
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2.4.1. Das Fehlen von BRUCE fiihrt zu verzogertem embryonalen Wachstum und
perinataler Letalitat

Die unauffalligen heterozygoten Tiere der ABRUCE-Linie wurden untereinander
gekreuzt und eine erfolgreiche Verpaarung am nachsten Morgen durch Kontrolle des
vaginalen Plugs festgestellt. Dieser Tag entspricht in allen folgenden Darstellungen dem
embryonalen Entwicklungsstadium (E) 0,5. Die Trachtigkeitsperiode der heterozygoten
Weibchen betrug durchschnittlich 19 Tage. Beginnend von E9,5 wurden im Abstand von
24 Stunden alle Embryonen der entsprechenden Wirfe prapariert und mittels PCR-
Analyse der DNA aus dem Dottersack genotypisiert. Zusatzlich wurden Embryo- und
Gewebelysate hergestellt und im Western blot getestet (Abb. 6B). Mit Antikérpern
gegen N- und C-terminale Proteinsequenzen konnten weder BRUCE selbst noch
alternative Spleil3varianten des Proteins in Knockout-Lysaten detektiert werden. Es hat
sich damit bestatigt, dass die Targeting-Strategie in der Tat zu einem vollstandigen
Verlust des funktionalen Proteins fuhrt.

Tabelle 2. Genotypisierung der Nachkommen heterozygoter Verpaarungen (BRUCE"" x
BRUCE"") nach 10 Generationen der Riick-Kreuzung in C57BL/6

Entwicklungsstadium Anzahl der Nachkommen des BRUCE-Genotyps:
+/+ +/ - -/ - ND Resorbtion
E 95 2 4 1 1
E 10,5 3 8 3 4 2
E11,5 11 28 9 7
E125 25 48 26 3 5
E 13,5 29 70 27 3 20
E 14,5 28 49 23 8 18
E 15,5 8 16 9 2 3
E 16,5 2 11 5 4
E17,5 12 25 16
E 18,5 20 23 13 12
pranatal gesamt 140 282 132 20 72
(21,7 %) (43,7 %) (20,4 %) (11,1 %)
erwartet 1 2 1
PO( 1h) 12 27 7
PO( 6h) 5 15 2
P 0 (12 h) 7 11 1
P 0 (24 h) 8 15 0
P1 6 13 0
postnatal gesamt 38 81 10

E: Tag der embryonalen Entwicklung
P: Tag postnatal
ND: nicht determiniert
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Bis hin zur Geburt gab es keine Abweichungen von der erwarteten Mendelschen
Verteilung der Genotypen von 1 (WT) : 2 (BRUCE'™") : 1 (BRUCE™). Wahrend oder kurz
nach der Geburt starben jedoch viele der BRUCE-Mutanten, und 12 bis 24 Stunden
postnatal konnten keine Knockout-Embryonen mehr gefunden werden (Tabelle 2).
Folglich verursacht der Verlust des BRUCE-Proteins eine perinatale Letalitat.

Daher wurde zunéachst der Wurf eines heterozygoten Weibchens verfolgt und die
Neugeborenen unmittelbar nach ihrer Geburt von der Mutter isoliert. Zwei der acht
Jungtiere dieses Wurfes waren wesentlich kleiner und zeigten eine deutliche
Gewichtsreduktion (Abb. 7A). Die Analyse der Genotypen bestatigte die Vermutung,
dass die beiden auffalligen Tiere das mutierte BRUCE-Allel in Homozygotie trugen.
Weitere Verpaarungen vervollstandigten diese Beobachtung. Die in jedem Fall
eindeutig zu identifizierenden neugeborenen BRUCE-Mutanten waren zwar in der Lage,
Nahrung aufzunehmen, wurden jedoch haufig durch das Muttertier vom Rest des
Wourfes separiert. Sie waren weniger agil als die WT- und heterozygoten Tiere, zeigten

zum Teil starke Spasmen und starben innerhalb weniger Stunden nach der Geburt.

A embryonales Entwicklungsstadium

1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
+/ - 0,2

Korpergewicht (g)

m

11,5 125 135 145 155 165 17,5 185 19,5

120
100

80

/-
60
40

20

+/+ + - + -
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Gewicht der Plazenta (mg)

Abb. 7. BRUCE-Verlust fiihrt zu verzogertem embryonalem Wachstum und perinataler Letalitit.
(A) Gewichts- und Wachstumsreduktion der neugeborenen BRUCE-Mutanten im Wurf eines Weibchens
nach heterozygoter Verpaarung (BRUCE”' X BRUCE”'). (B) Gewichtsentwicklung der WT (+/+)-,
heterozygoten (+/-) und mutierten (-/-) BRUCE-Embryonen und ihrer Plazentas von der mittleren bis zur
spaten Trageperiode. Gezeigt ist die Analyse der Mittelwerte des Korper- und Plazentagewichtes von
mindestens 5, zumeist 10 Individuen (Mannchen und Weibchen gemischt) zu den genannten Stadien der
Embryonalentwicklung. Die Standardabweichung ist angegeben.
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Die Auspragung des Knockout-Phanotyps wurde Uber die unterschiedlichen Stadien der
Embryonalentwicklung verfolgt (Abb. 8). Bis zum Tag E12 der Embryogenese waren die
BRUCE-Mutanten auferlich kaum von den Wildtypen und den heterozygoten
Embryonen des Wurfs zu unterscheiden. Beginnend von E13,5 zeigten die Mutanten
jedoch bis hin zur Geburt eine zunehmende Wachstumsretardierung, die sich in einer
deutlich reduzierten Koérpergrolle und verzdgerter Korpergewichtsentwicklung
wiederspiegelte (Abb. 7B). Die BRUCE-Embryonen wogen nur etwa 70 % des
durchschittlichen Gewichtes eines WT-Embryos bei der Geburt. Die Mutanten wirkten
zusatzlich blass und die HauptgefaRe des BlutgefaRsystems waren teilweise nicht
deutlich sichtbar, was auf Defekte wahrend der Vaskularisierung und/oder Stérungen
der Blutversorgung hindeuten kdnnte. In der Entwicklungsphase zwischen Tag E13 und
E15 wurden in 34 % der Knockout-Embryonen temporare Blutungen beobachtet, vor
allem im Ventrikelsystem des Gehirns und im Kanal des Riuckenmarks. In spateren
Stadien der Entwicklung konnten jedoch auch im Knockout-Embryo auller der
Wachstumsretardierung in der Regel keine weiteren morphologischen Veranderungen
gefunden werden. Lediglich 4 % der Mutanten zeigten zuséatzliche Defekte wie
subcutane Blutungen oder generalisierte Odeme.

Neben den Abweichungen in der Embryonalentwicklung der BRUCE-Mutanten wurden
vor allem morphologische Veranderungen im extra-embryonalen Gewebe beobachtet.
Schon in fruhen Stadien ihrer Entwicklung erschien die Plazenta der transgenen
Embryonen kleiner und im Vergleich zum Wildtyp sehr blass (Abb. 8). Eine Analyse der
Plazentagewichtsentwicklung zeigte bereits am Tag E11,5 eine Reduktion des mittleren
Gewichtes der Knockout-Plazenta auf 73 % des Normalgewichtes. Wahrend die WT-
Plazenta im Verlaufe ihrer Reifung bis in die spate Trageperiode (E17) an Gewicht und
GréRe zunahm, wurde fiir die BRUCE"-Plazenta ab E15 eine deutliche Stagnation der
Gewichtsentwicklung beobachtet. Sie erreichte nur etwa 65 % des durchschnittlichen
Gewichtes einer voll entwickelten WT-Plazenta (Abb. 7B). Der Dottersack, der den
Embryo vollstandig umgibt, gehort ebenfalls dem extra-embryonalen Gewebe an. In
frihen Stadien (E9) sind in ihm verteilt einzelne Blutinseln sichtbar, die sich spater
verbinden und die Zirkulation des Dottersacks bilden. Die normalerweise in allen
untersuchten Stadien gut sichtbaren Verzweigungen der BlutgefalRe waren in den

Dottersacken der Knockout-Embryonen wesentlich schlechter zu erkennen (Abb. 8).
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Abb. 8. Embryonalentwicklung der WT (+/+)- und transgenen (-/-) BRUCE-
Mause. Knockout-Embryonen unterliegen einer nach E13,5 einsetzenden
Wachstumsretardierung. Sie erscheinen kleiner und blass und Hauptgefalie
des BlutgefaRsystems sind im Vergleich zum WT teilweise nicht deutlich zu
erkennen. Zwischen E13 und E15 zeigen 34 % der Mutanten vor allem im
Ventrikelsystem des Gehirns und im Kanal des Rickenmarks temporare
Blutungen (v). Defekte im extra-embryonalen Gewebe werden schon ab E9,5
deutlich. Die Plazenta der transgenen Tiere ist deutlich kleiner und sehr blass
und die Blutgefalle im Dottersack sind nur schwer zu erkennen (V). Schema
der Embryonalentwicklung entnommen aus Hogan et al., 1994.
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Interessant war die Beobachtung, dass sich sowohl der Phanotyp als auch der
Zeitpunkt der Letalitat veranderte, sobald die tragenden Weibchen Stress-Situationen
ausgesetzt waren. In diesem Fall konnten nach Tag 17,5 der Embryonalentwicklung
keine (iberlebenden BRUCE"-Embryonen mehr gefunden werden und der Anteil der
Foten mit deutlich sichtbaren Defekten stieg von 4 % auf 42 %. Am haufigsten traten
schwere subcutane Blutungen sowie generalisierte Odeme auf. Nicht zu
vernachlassigen war aber auch die Anzahl der Tiere mit schwerwiegenden
Entwicklungsdefekten wie fehlender Schadeldecke, offenem Peritoneum oder
fehlendem Unterkiefer (Abb. 9).

E16,5 E17,56

Abb. 9. Stress-induzierter Phinotyp der WT-Embryonen (+/+) und BRUCE-Mutanten (-/-). Durch
Bauvorhaben waren die heterozygoten Weibchen wahrend ihrer Trachtigkeit Gber langere Zeitrdume
auReren Stressfaktoren wie Larm und starken Vibrationen ausgesetzt. Dies fuhrte zu einer Verstarkung
des Phanotyps. Der Anteil der Knockout-Embryonen mit deutlich sichtbaren Defekten stieg ab E14 von 4
auf 42 % (davon 85 % mit schweren subcutanen Blutungen und generalisierten Odemen, andere mit
fehlender Schadeldecke, offenem Peritoneum oder fehlendem Unterkiefer) Nach Tag 17,5 der
Embryonalentwicklung konnten keine tiberlebenden Mutanten mehr gefunden werden.



ERGEBNISSE 31

2.4.2. Die Ursachen der perinatalen Letalitit - BRUCE wird fiir die normale

Entwicklung der Plazenta benétigt

2.4.2.1. Phanotyp-Analyse des Embryos

Die BRUCE-Expression wéhrend der Embryonalentwicklung

Um Hinweise auf spezifische, durch das Fehlen des BRUCE-Proteins verursachte
Defekte zu erhalten, wurde zunachst die Expression des Gens im Embryo wahrend
seiner Entwicklung charakterisiert. Wie bereits mittels Northern blot-Analyse gezeigt
(Bardroff, 1997), scheint BRUCE-mRNA in allen bislang getesteten embryonalen
Organen und Geweben anwesend zu sein. Eine besonders hohe Expression wurde
beispielsweise in Gehirn, Niere oder Leber gefunden. Diese Ergebnisse konnten auch
im Western blot bestatigt werden (Abb. 10).

O
O O &
A N & > & B o o o o
& & . a2 PR
o Q P& & TR
‘('\\&(\ <" \‘)\' N ‘Qe} \0 (%Se' 0\6\ oge (\Qa \1, ‘&&_0 X )(o'> x
P P F e F TN ¥t g
s #= == ==| BRUCE - —— ’ BRUCE
-, F
- p_
-
-
Actin mﬂw

Abb. 10. Western blot-Analyse der BRUCE-Expression in embryonalen Geweben der Maus E17,5.
(A) Es wurden jeweils 100 ug Gesamtprotein der angegebenen Organe aufgetragen und BRUCE mittels
eines gegen den N-Terminus des Proteins gerichteten monoklonalen Antikérpers detektiert. Die Kontrolle
der geladenen Proteinmengen erfolgte mit einem Actin-Antikérper. (B) Die Spezifitat des Antikorpers
wurde zusatzlich durch seine Blockierung mit einem rekombinant hergestellten, N-terminalen Fragment
des Proteins, welches das antigene Epitop enthielt, getestet. Es wurden jeweils 100 ug Gesamtprotein
eines Gehirnlysates aufgetragen. Der Primarantikérper wurde vor seiner Nutzung mit den angegebenen
Mengen des Peptids prainkubiert.
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In allen untersuchten Organen, die aus Embryonen kurz vor der Geburt isoliert wurden,
konnte das Protein ist in seiner vollen Lange nachgewiesen werden. In Geweben mit
sehr starker proteolytischer Aktivitat wie Darm oder Leber wurden, bedingt durch die
bendtigte Zeit fur Praparation und Herstellung der Lysate, hauptsachlich Abbauprodukte
detektiert. Das Verhaltnis zwischen Protein und Abbauprodukten schwankte je nach
Qualitat der Lysate. Der Abbau des Proteins konnte weniger durch Protease-Inhibitoren
als vielmehr durch den unspezifischen Caspase-Inhibitor ZVAD blockiert werden.

Um die spezifische Verteilung der BRUCE-mRNA und damit die BRUCE-Expression in
den unterschiedlichen Geweben und Organen genauer zu beschreiben, erfolgte die
Durchfuhrung von in situ-Hybridisierungen auf saggitalen Gewebeschnitten der
Embryonen. Mit radioaktiv-markierten Riboproben aus dem 5°- und 3’-Bereich der
BRUCE-cDNA wurden unterschiedliche Entwicklungsstadien (E9,5 bis E17,5)

analysiert.

Bulbus olfactorius

Ependymschicht

Cortex (Lamina externa)

Hippocampus

Thalamus | Diencephalon

Hypothalamus

Mittelhirn | Mesencephalon

Cortex

Cerebellum | Metencephalon

10 Plexus chorioideus

11 Formatio reticularis | Myelencephalon

12 Medulla oblongata

13 Spinalganglien

14 Ruckenmark

15 Herz

16 Lunge

17 Niere

18 Khnochen (z. B. Maxilla, Basalplatte, Rippen,
Sternum)

19 Leber

20 Mitteldarm

21 Duodenum . BRUCE sense
22  Glans penis BRUCE antisense E14,5 (+/+)

23 Pankreasknospe Bgl 1113.318/ Xba l14.104
E14,5 (+/+)

Telencephalon

OCoO~NOOODAWN-—-

BRUCE antisense
E14,5 (-/-)

Abb. 11. BRUCE-Expression im WT-Embryo im Alter E14,5. In situ-Hybridisierung mit radioaktiv-
markierter antisense BRUCE-Riboprobe auf 8 um dicken saggitalen Gewebeschnitten des Embryos. Die
Spezifitat der Probe wurde durch parallele Hybridisierung mit einer sense-Probe kontrolliert. BRUCE-
mRNA ist in allen embryonalen Geweben nachweisbar. Eine besonders starke Expression zeigt sich in
neuronalen Geweben mit einem sehr interessanten Verteilungsmuster der Transkripte im Gehirn.

Auch mit dieser Methode konnte die Expression des BRUCE-Gens in allen

embryonalen Geweben nachgewiesen werden (Abb. 11 und 12). Wahrend der frihen
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Embryonalentwicklung einschlieBlich Tag E11,5 war, analog zu friiheren Northern blot-
Analysen der mRNA aus verschiedenen embryonalen Stadien (Hauser, 1998), eine
sehr intensive BRUCE-Expression im gesamten Embryo zu beobachten. In den
folgenden Stadien wurde eine starke Abnahme der BRUCE-mRNA verzeichnet. Eine
geringe Menge der Transkripte konnte weiterhin in allen Geweben detektiert werden,
jedoch zeigte sich ab E13,5 eine zunehmend starkere BRUCE-Expression in den

neuronalen Geweben des zentralen und peripheren Nervensystem.

4 3 2c 2b
5
2b 3a§
6 2a 8 2d
2 16
7 19 17
11 10
10 12
12 15
13 13
14
4 7
BRUCE antisense BRUCE antisense BRUCE antisense
Bgl 1113.318 / Xba l14.104 Bgl 1113.318 / Xba l14.104 Bgl 1113.318 / Xba 114.104
E11,5 (+/+) E13,5 (+/+) E15,5 (+/1)

Abb. 12. BRUCE-Expression in Abhdngigkeit vom embryonalen Entwicklungsstadium. In situ-
Hybridisierung mit radioaktiv-markierter antisense BRUCE-Riboprobe auf 8 um dicken saggitalen
Gewebeschnitten des Embryos. Intensive BRUCE-Expression in frihen Embryonalstadien einschlief3lich
E11,5 im gesamten Embryo. In spateren Stadien generelle Abnahme der Menge der BRUCE-mRNA im
Gewebe, nicht jedoch in neuronalen Geweben des zentralen und peripheren Nervensystems. Neben der
starken neuronalen Grundexpression sind in den Spinal- und sympathischen Cervicalganglien sowie dem
Trigeminalganglion, in der Hypophyse, dem Bulbus olfactorius, im Cortex und in der Ependymschicht der
Ventrikel besonders hohe Mengen des Transkripts nachzuweisen. Erhéhte BRUCE-Expression auch in
einigen nichtneuronalen Geweben wie Schilddrise, Speicheldrise oder Epithel des Darms.

1: rechte Hemisphare mit lateralem Ventrikel, 2: Telencephalon, 2a: laterales Ventrikel, 2b: Cortex, 2c:
Ependymschicht, 2d: Bulbus olfactorius, 3: Diencephalon, 3a: Hypophyse, 4: Mesencephalon, 5:
Metencephalon, 6: Myelencephalon, 7: Spinalganglien, 8: Trigeminalganglion, 9: Neuralrohr, 10: Lunge,
11: Herz, 12: Leber, 13: Darm mit Epithel, 14: Niere, 15: Nebenniere, 16: Schilddriise, 17: Speicheldrise,
18: olfaktorisches Epithel, 19: Zungenmuskel.

In weiten Teilen des Gehirns und im Ruckenmark war eine relativ gleichmaRige
Verteilung der BRUCE-mRNA nachweisbar, wobei innerhalb des Zwischenhirns
(Diencephalon) mit seinen Anhangsgebilden die Hypophyse eine besonders hohe

Konzentration an Transkripten erkennen lie3. Auch im Endhirn (Telencephalon) konnten
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Regionen mit erhéhter BRUCE-Expression abgegrenzt werden. Hier sind insbesondere
der Bulbus olfactorius und die Lamina externa des fetalen Cortex zu nennen. BRUCE
wird aullerdem von Ependymzellen, welche die Ventrikel des Gehirns auskleiden und
an den paraventrikularen Organen eine Verbindung zwischen dem Ventrikelraum und
dem Gehirnparenchym herstellen, stark exprimiert. Im peripheren Nervensystem fallen
durch einen extrem hohen mRNA-Gehalt vor allem Ganglien wie die Spinal- und
sympathischen Cervicalganglien oder das Trigeminalganglion auf.

Eine im Vergleich zu den meisten nichtneuronalen Geweben deutlich erhéhte BRUCE-
Expression wurde im Driasenparenchym der Schilddrise und der Speicheldrise
beobachtet. Aullerdem konnte auch in den Epithelzellen des Darms ein starkes
spezifisches Signal detektiert werden.

Basierend auf der Kenntnis der BRUCE-Expression in den unterschiedlichen Organen
und Geweben des Embryos wahrend seiner Entwicklung, wurden in der im Folgenden
beschriebenen histologischen Analyse der Knockout-Embryonen vor allem jene Organe
ausfuhrlich auf Defekte hin untersucht, deren Zellen das Protein normalerweise

besonders stark sythetisieren.

Die histologische Analyse des Embryos

Fur histologische Untersuchungen wurden 4 um dicke saggitale Paraffinschnitte von
kompletten WT-, heterozygoten und homozygoten Knockout-Embryonen eines Wurfes
angefertigt und mit Hamatoxylin und Eosin angefarbt, um Gewebe und Zellen unter dem
Mikroskop identifizieren zu kénnen. Da sich die heterozygoten Tiere morphologisch
nicht von den Wildtypen unterschieden, wurden fir die folgenden Betrachtungen
ausschlieRBlich WT-Embryonen fur den Vergleich herangezogen. Die ausfuhrliche
histologische Analyse beschrankte sich zunachst auf die spaten Entwicklungsstadien
(E18 bis E18,5) kurz vor der Geburt. Es wurden alle Organsysteme und Gewebe auf
ihren Entwicklungsstatus und mdgliche Defekte hin untersucht, um eine Ursache fur
den perinatalen Tod der Mutanten zu finden. Alle lebenswichtigen Organe und Gewebe
konnten im Knockout-Embryo identifiziert werden, und es zeigten sich im Vergleich zum
Wildtyp keine offensichtlichen Abweichungen in ihrem Entwicklungsstadium und ihrer
Architektur (Abb. 13).
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%
Embryo BRUCE** E18,5 Duodenum (200 x) Lunge (400 x) Spinalganglion
saggital (400 x)
Trigeminalganglion (100 x) Hypophyse (100 x) Haut (100 x)
Embryo BRUCE"'- E18,5 Duodenum (200 x) Lunge (400 x) Spinalganglion
saggital (400 x)
Trigeminalganglion (100 x) Hypophyse (100 x) Haut (100 x)

Abb. 13. Histologische Analyse der BRUCE-Mutanten. 4 um dicke saggitale Paraffinschnitte eines
WT- und eines Knockout-Embryos E18,5 wurden mit Hamatoxylin/Eosin angefarbt und alle
lebenswichtigen Organe auf sichtbare Defekte hin mikroskopisch untersucht (Analyse durchgefiihrt von
der Firma FriMorfo, Fribourg, Schweiz). Ausgewahlte Gewebe sind in den entsprechend optimalen
Vergroferungen gezeigt. Es konnten keine offensichtlichen Abweichungen in Entwicklung, Architektur
und Feinstruktur der Organe und Gewebe festgestellt werden.
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Obwohl fur die perinatale Letalitat der Embryonen keine Ursachen gefunden werden
konnten, die auf sichtbaren Defekten in Organen basieren, sind funktionelle Stérungen,
z. B. des neuronalen Systems oder nichtneuronaler sekretorischer Gewebe, naturlich
nicht auszuschlief3en.

Die teilweise auftretenden temporaren Blutungen sowie die Beobachtung, dass die
Knockout-Embryonen in der Regel sehr blass und die BlutgefalRe im Vergleich zu den
Wildtyp-Kontrollen zumeist schlecht sichtbar waren, legten die Vermutung einer
gestdrten Vaskularisierung nahe. Die histologische Analyse der Organismen
entsprechender Stadien der Embryogenese liel} jedoch keine offensichtlichen
Abweichungen dieses Prozesses in den Nullmutanten erkennen. Auch mittels
Immunhistochemie mit einem Antikdrper gegen Laminin zur Farbung der Basallamina
konnten keine delatierten oder kollabierten Blutgefale und somit keine Hinweise auf die
Ursache der Blutungen im Gehirn detektiert werden (Abb. 14A). Allerdings fiel im
Rahmen dieser Untersuchungen eine scheinbar leichte Verzégerung der
Erythrozytenreifung auf (Abb. 14B, siehe auch Abb. 19C).

Bedingt durch das stark neuronal gepragte Expressionsmuster von BRUCE fand die
Entwicklung des zentralen Nervensystems ebenfalls besondere Beachtung. Um die
Auspragung der unterschiedlichen Hirnregionen zu verfolgen, erfolgte die
histopathologische Auswertung horizontaler Schnitte des Kopfbereiches in
verschiedenen Entwicklungsstadien. Zum Zeitpunkt der teilweise auftretenden
Blutungen wirkte das gesamte Gewebe des Gehirns weniger kompakt. Die scheinbar
verringerte Dichte der gut sichtbaren Zellkerne weist moglicherweise auf eine reduzierte
Zellzahl im neuronalen Gewebe hin. Dieser Effekt wurde in spateren Stadien der
Embryonalentwicklung nicht mehr beobachtet. Bis auf die in Relation zur
Wachstumsretardierung stehende Verkleinerung des Gehirns der BRUCE-Mutanten
konnten im Vergleich zu den WT-Organismen keine deutlichen Entwicklungsdefizite
einzelner Regionen des Gehirns festgestellt werden (Abb. 15).

Aufgrund der Wachstumsverzégerung der Knockout-Embryonen sowie der
Abwesenheit sichtbarer Defekte im embryonalen Gewebe, die eine perinatale Letalitat
erklaren kdonnten, wurde die histologische Analyse auf die extra-embryonalen Gewebe

ausgeweitet.
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A

Embryo
BRUCE +/+

A,

BRUCE +/+

BRUCE - /-

Abb. 14. Erweiterte histologische Analyse der BRUCE-/- Embryonen. (A) Vaskularisierung.
Immunhistochemie mit Laminin-Antikdrper zur Farbung der Basallamina auf 4 um dicken saggitalen
Paraffinschnitten eines WT (BRUCE+/+)- und eines Knockout (BRUCE-/-)-Embryos im Stadium E13,5.
Teile des Gerhirns sind vergroRert dargestellt. Die Ausschnitte zeigen die dunkel gefarbte Basallamina
der BlutgefaRe im Striatum (oben) und in der Ventrikularzone (unten). (B) Erythrozytenreifung. H/E-
Farbung 4 um dicker saggitaler Paraffinschnitte von WT (BRUCE+/+)- und Knockout (BRUCE-/-)-
Embryonen in den angegebenen Entwicklungsstadien. Die in den BlutgefaBen des Lebergewebes
enthaltenen roten Blutkdrperchen sind mit Pfeilen gekennzeichnet (ausgefiillte Pfeile: kernhaltige
embryonale Erythrozyten, offene Pfeile: ausgereifte Erythrozyten).



ERGEBNISSE 38

E11,6

SN

BRUCE+/+ BRUCE-/- BRUCE+/+ BRUCE-/-

E15,5 Abb. 15. Entwicklung des zentralen Nerven-
BRUCE -I- BRUCE +/+ systems in WT-Embryonen und BRUCE-
Mutanten. H/E-Farbung 4 um dicker horizontaler
Paraffinschnitte des Kopfbereiches. In frihen
Stadien (E9,5 bis E11,5) verlauft die Organogenese
des Gehirns scheinbar normal. Zum Zeitpunkt der
teilweise auftretenden Blutungen (E13 bis E14,5)
wirkt das Gewebe in Teilen des Gehirns, wie z. B.
im Neopallium, im Striatum und in Teilen des
Diencephalons (durch Pfeile gekennzeichnet),
weniger kompakt. Die scheinbar verringerte Dichte
der gut sichtbaren Zellkerne weist moglicherweise
auf eine reduzierte Zellzahl im neuronalen Gewebe
hin. Dieser Effekt ist in spaterten Stadien der
Embryonalentwicklung (E15,5 bis E18,5) nicht mehr
zu beobachten. Bis auf die in Relation zur
Wachstumsretardierung stehende geringere GroRRe
des Gehirns der BRUCE-Mutanten kdénnen im
Vergleich zu den WT-Organismen keine deutlichen
Entwicklungsdefizite einzelner Regionen des
Gehirns festgestellt werden. 1: Neocortex, 2:
Ventriculus lateralis, 3: Intermediarzone, 4:
Ventrikularzone, 5: Ependymalschicht, 6 und 7:
Mesenchym (spatere Dura mater und
Subarachnoidalraum), 8: Mesencephalon, 9:
vorderes Horn des Ventriculus lateralis, 10: hinteres
Horn des Ventriculus lateralis, 11: Aqueductus
cerebri, 12: Corpus striatum (Kerngebiet Uber
Nucleus caudatus und Putamen), 13: Thalamus
(Diencephalon), 14: Ventriculus tertius, 15:
Hypothalamus (Diencephalon), 16: Verbindung
zwischen Bricke (Pons) und Mesencephalon, 17:
Cerebellum, 18: Capsula interna, 19: Plexus
chorioideus, 20: Briicke (Pons), 21: Tegmentum der
Bricke, 22: Ventriculus quartus, 23: Linse des
Auges, 24: Retina, 25: Medulla oblongata, 26:
Ubergang vom Ventriculus quartus in den
Zentralkanal des Rickenmarks, 27: Rickenmark,
28: Zentralkanal, 29: Ganglion trigeminale (Gasser),
30: Capsula nasales, 31: Cavum nasi (Nasenhohle),
32: Nasenseptum, 33: Riechepithel.
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2.4.2.2. Phanotyp-Analyse der extra-embryonalen Gewebe

Eine Einfiihrung in Morphologie und Funktion der extra-embryonalen Gewebe

Viszeraler Dottersack Die extra-embryonalen Gewebe bilden einen

Entoderm
Mesoderm \ g

intergralen Bestandteil des embryonalen
Lebenserhaltungssystems. Zu ihnen gehdren

A die Plazenta sowie die Fruchthullen des
{ Ektoderm . .
Mesoderm Embryos, d. h. der parietale und viszerale

Dottersack und das Amnion (Abb. 16).
Die Trophoblastspezies der Plazenta haben
ihren Ursprung im Trophektoderm der

Mesoderm
Trophoblast

Blastocyste (Abb. 17). lhre Differenzierung

Parietaler Dottersack
Entoderm
Trophoblast

beginnt um den Zeitpunkt der Implantation. Die
Zellen des Trophektoderms proliferieren und
Abb. 16. Plazenta und extra-embryonale

Membranen eines Embryos E13,5 (nach bilden das extra-embryonale Ektoderm und den

Hogan et al., 1994).
ektoplazentalen Konus. Ein Teil der Trophekto-

dermzellen unterliegt keinen weiteren Zellteilungen, fahrt aber mit der Endoreduplikation
seiner DNA fort. Diese sogenannten Riesenzellen formen die aullere Region des
ektoplazentalen Konus und umgeben schliellich den gesamten Conceptus. Das aus
dem extra-embryonalen Ektoderm entstehende Chorion “fusioniert” zwischen den
Tagen 8 und 9 der Embryonalentwicklung mit der vom embryonalen Mesoderm
abstammenden Allantois. Der Kontakt initiiert das Einwachsen der feto-plazentalen
Blutgefalle aus der Allantois in das Chorion. Mit den fetalen Blutgefaflen sind
Trophoblastzellen assoziiert, die stark proliferieren und sich gemeinsam mit den
GefalRen verzweigen, ein Prozess, der als Branching bezeichnet wird. Zusammen
bilden sie das Labyrinth der Plazenta, das zwischen E12 und E17 stark an Volumen
und Komplexitat zunimmt, nach E17 jedoch keinen morphologischen Veranderungen
mehr unterliegt. Das sich entwickelnde Labyrinth wird strukturell durch die kompakte
Schicht des Spongiotrophoblasten unterstitzt, dessen Zellen aus den Trophoblastzellen
des ektoplazentalen Konus differenzieren (Rossant und Cross, 2001). Das mutterliche
Blut, kommend aus dem zur Decidua umgebildeten Endometrium des Uterus, wird in
einem zentralen arteriellen Blutsinus durch den Spongiotrophoblast geleitet und die

mutterlichen Endothelzellen werden hier durch Trophoblastzellen ersetzt. Das
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mutterliche Blut ergiel3t sich in Folge in die kleinen Sinusoide des Labyrithes, wo durch
die aus 3 Zellschichten bestehende Plazentaschranke (2 Lagen Syncytiotrophoblast-
zellen, 1 Lage fetale Endothelzellen) der Austausch von Atemgasen und Stoffwechsel-
produkten mit dem fetalen Blut stattfindet. Das fetale Blutsystem ist durch die

Nabelarterien und -venen mit dem in Entwicklung befindlichen Fetus verbunden.

E3,5 E6,0 E7,56 E12,5
. Trophoblast-
Trophoblast- ;lgr?plsazentaler Mesothelium RiGSeRZBIIGH
Trophektoderm Riesenzellen u
maternale
parietaler Decidua
Dottersack
Innere \ Spongiotrophoblast Trophoblast-
Zellmasse g . ) Riesenzellen
2 Chorion -~ o
o
viszeraler 9 Allantois
Dottersack
Blastocoel — :
Trophektoderm s
Labyrinth Nabelschnur-
gefale
Epiblast Embryo
N extra-embryomales
B Trophoblast
| p! Ektoderm Artirtiar
B Entoderm

Abb. 17. Die Entwicklung der Plazenta der Maus. Schematische Darstellung der frilhen
Embryonalentwicklung der Maus von Tag (E) 3,5 bis 7,5 mit dem Ursprung der extra-embryonalen
Zelltypen und der Plazentakomponenten. Morphologie der Plazenta am Tag E12,5 (nach Rossant und
Cross, 2001).

Die voll entwickelte diskoidale, labyrinthare, hamotrichoriale Chorioallantoisplazenta der
Maus besteht also aus einem maternalen Anteil, der Decidua, und einem embryonalen
Teil, der sich seinerseits aus der einzelligen Kontaktschicht aus Trophoblast-
Riesenzellen, dem kompakten Spongiotrophoblast, dem Labyrinthsystem und der
basalen Chorionplatte zusammensetzt (Abb. 17). Neben der metabolischen Funktion
besitzt sie auch endokrine Aktivitdt und produziert z. B. Hormone wie plazentales
Lactogen oder Angiogenesefaktoren wie Proliferin und VEGF (vascular endothelial
growth factor). Die Plazenta dient dem Embryo auRerdem als immunologische Barriere.
Solange sie noch nicht voll funktionsfahig ist, agiert der Dottersack als primitive
Plazenta, indem Nahrstoffe aus der Dottersackhdhle absorbiert und ins embryonale
Kompartiment transportiert werden. Zudem fungiert der Dottersack in diesem frihen
Stadium als wichtiges blutbildendes Organ mit einer eigenen Zirkulation, die spater mit
dem fetalen Blutsystem fusioniert (Kaufmann, 1992).
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Angesichts dieses komplexen Aufbaus und der wichtigen Aufgabe des extra-
embryonalen Gewebes ist es nicht verwunderlich, dass schon kleine Stérungen dieses
Systems, seien sie nun genetisch oder durch die Umwelt bedingt, schwerwiegende

Konsequenzen fur das Ungeborene haben kdnnen.

Die BRUCE-Expression in Plazenta und Dottersack

Wie in den meisten embryonalen Geweben wird BRUCE auch im extra-embryonalen
Gewebe exprimiert. Im Western blot konnte das Protein sowohl in der Plazenta als auch
im Dottersack nachgewiesen werden (Abb. 18A). Um die spezifische Verteilung der
BRUCE-mRNA in den unterschiedlichen Gewebeschichten der Plazenta zu ermitteln,
wurden in situ-Hybridisierungen auf plazentalen Gewebeschnitten durchgefuhrt. Mit
radioaktiv-markierten Riboproben aus dem 5°- und 3'-Bereich der BRUCE-cDNA
erfolgte die Analyse unterschiedlicher Entwicklungsstadien (E9,5 bis E17,5).

A " B

© BRUCE +/+ BRUCE -/-

~== ==| BRUCE

Kresyl-
violett

BRUCE
antisense

-

Abb. 18. Analyse der BRUCE-Expression im extra-embryonalen Gewebe. (A) Immunoblot-Analyse
der BRUCE-Expression in Plazenta und Dottersack eines WT-Embryos E14,5. Die geladenen
Proteinmengen wurden mit einem Actin-Antikdrper kontrolliert. (B) In situ-Hybridisierung mit radioaktiv-
markierter antisense BRUCE-Riboprobe auf 8 um dicken Radialschnitten der Plazenta E14,5 eines WT
(BRUCE+/+)- und eines Knockout-Embryos (BRUCE-/-). BRUCE wird hauptsachlich in den diploiden
Trophoblastzellen des Labyrinthes und des Spongiotrophoblasten exprimiert. In geringerem Mafe konnte
BRUCE-mRNA auch in Riesenzellen, in fetalen Endothelzellen und im viszeralen Dottersack detektiert
werden. Auf Knockout-Gewebe ist kein spezifisches Signal nachweisbar. Die Spezifitdt der Reaktion
wurde zusatzlich durch Hybridisierung einer sense Probe kontrolliert. MaRstab: 1 mm.

BRUCE
sense
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BRUCE-Transkripte konnten in allen untersuchten Stadien mit vergleichbarem
Verteilungsmuster nachgewiesen werden, wobei die Menge der mRNA mit
zunehmender Reife der Plazenta leicht abzunehmen schien (Daten nicht gezeigt).
BRUCE wird in allen Gewebeschichten der Plazenta sowie im viszeralen Dottersack
exprimiert (Abb. 18B). Besonders hohe mRNA-Level traten in Zellverbanden des
Spongiotrophoblasten auf, dagegen schien die BRUCE-Expression in den Trophoblast-
Riesenzellen reduziert. Im Labyrinth und der Chorionplatte wurden die BRUCE-
Transkripte hauptsachlich in den diploiden Trophoblastzellen, in geringerem Malde aber
auch in den fetalen Endothelzellen detektiert. In plazentalen Gewebeschnitten von
Knockout-Embryonen konnte spezifische Boten-RNA ausschlieRlich im heterozygoten

maternalen Anteil der Plazenta nachgewiesen werden.

Die histologische Analyse des extra-embryonalen Gewebes

Wie bereits erwahnt, erschien die Plazenta der BRUCE-Mutanten generell kleiner als
das Organ der Wildtyp-Embryonen, in Bezug auf die Farbung des Gewebes sehr blass
(Abb. 19A) und zeigte sehr frih eine deutliche Verzdgerung ihrer Gewichtsentwicklung.
Die Verbindung zwischen Allantois und Chorion und damit der Beginn der
Plazentamorphogenese wurde durch den Verlust des BRUCE-Proteins nicht
beeinflusst. In frihen Stadien ihrer Entwicklung (E9,5 bis E11,5) wurden in der
Knockout-Plazenta bis auf eine leichte Reduktion der Spongiotrophoblastschicht keine
signifikanten Veranderungen beobachtet. Alle typischen Trophoblaststrukturen konnten
in den histologischen Praparationen deutlich voneinander abgegrenzt werden. Sowohl
die Chorionplatte als auch die Anzahl der Trophoblast-Riesenzellen erschienen ebenso
wie die beginnende Infiltration des spateren Labyrinthsystems durch die embryonalen
Blutgefale unverandert (Abb. 19B und C). Wahrend des weiteren Reifungsprozesses
der Plazenta (E13,5 bis E17,5) wurde die Reduktion der Spongiotrophoblastzone in den
BRUCE-Mutanten zunehmend deutlicher und die Trophoblast-Zellen dieser Schicht, die
Glycogenzellen ausgenommen, erschienen sichtlich vergréfRert. Diese Tendenz
bestatigte sich auch in einer mittels in situ-Hybridisierung durchgefuhrten
Markeranalyse der sich entwicklenden Plazenta zwischen E9,5 und E17,5 (Abb. 20A
und 21). Durch die gezielte Mutagenese des Mausgenoms wurden bis zum heutigen

Zeitpunkt mehr und mehr Faktoren bekannt, die wahrend der Plazentaentwicklung
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A BRUCE +/+ BRUCE -/- C BRUCE +/+ BRUCE -/-

E 11,5

Plazenta, Ansicht ventral E 17,5

BRUCE -/ -

BRUE +/+ ,

Abb. 19. Morphologie und Histologie. (A) Ventrale Ansicht einer WT (+/+)- und einer Knockout (-/-)-
Plazenta, Stadium E17,5. Die blasse Farbe des Gewebes weist auf Stérungen der Vaskularisierung hin.
Mafstab: 0,5 cm. (B) H/E-gefarbte Radialschnitte der WT- und KO-Plazenta zu unterschiedlichen Stadien
ihrer Entwicklung. Alle charakteristischen Strukturen sind deutlich voneinander abzugrenzen (de,
Decidua; sp, Spongiotrophoblast; la, Labyrinth; ch, Chorionplatte; gi, Riesenzellen). Bildung der
Chorioallantois sowie Gewebe der Decidua und Anzahl der Riesenzellen erscheinen normal. Der
Spongiotrophoblast der KO-Plazenta ist deutlich reduziert und die Gewebestruktur des Labyrinthsystems
scheinbar aufgelockert. Maf3stab: 0,5 mm bei 50facher VergréRerung. (C) 400fache VergréRerung von
Labyrinth und Spongiotrophoblast. Die fetalen BlutgefaRe (Pfeilspitze) und maternalen Sinusoide (Stern)
sind in frlhen Stadien in normaler Anzahl vorhanden und haben engen Kontakt. Ab E13,5 setzt in der
KO-Plazenta eine Verzogerung der Labyrinth-Morphogenese ein. Die Anzahl der Trophoblasten scheint
in beiden Schichten stark reduziert und die Zellen wirken zunehmend vergréRert. MaRstab: 10 um.
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eine grundlegende Rolle spielen. So wurden z. B. spezielle Wachstums- oder
Transkriptionsfaktoren sowie Oberflachenrezeptoren gefunden, die an Differenzierung
und Proliferation der unterschiedlichen Zelltypen beteiligt sind (Rossant und Cross,
2001). Sie zeigen sehr spezifische Expressionsmuster und eignen sich daher gut, um
einzelne Zellspezies in situ voneinander zu unterscheiden. In dieser Studie wurden die
Rezeptor-Tyrosinkinase Flt-1 (fms-like tyrosine kinase, Hirashima et al., 2003) und der
Spongiotrophoblast-spezifische Marker Tpbp/4311 (Lescisin et al., 1988)
herangezogen, um die Differenzierung der Trophoblastzellen des ektoplazentalen
Konus in die Spongiotrophoblast-Zellen nachzuweisen. In der Plazenta der BRUCE-
Mutanten war die durch Flt-1- und 4311-exprimierende Zellen gebildete Schicht des
Spongiotrophoblasten in allen untersuchten Stadien deutlich reduziert. Interessante
Veranderungen wurden auch bei der Analyse der fir die Trophoblast-Riesenzellen
spezifischen Expression der Polypeptidhormone PI-1 (placental lactogen 1; Colosi et al.,
1987) und Proliferin (Corbacho et al., 2002) beobachtet. Neben der dem
Spongiotrophoblast aufliegenden einzelligen Schicht aus Riesenzellen wurden ab dem
Stadium E11,5 weitere PIl-1-exprimierende Zellen in der Knockout-Plazenta gefunden.
Anfangs waren diese Zellen ausschliefdlich im Spongiotrophoblast verteilt. Ab E15,5
wurden sie aber auch im Labyrinth sichtbar. Die Zellen erschienen im Vergleich zu den
normalen Trophoblasten des gleichen Typs deutlich vergroRert, sie erreichten jedoch
nicht die typische Morphologie der Riesenzellen.

Zusatzliche Marker wie Mash2 (Guillemot et al., 1994), eHand (Scott et al., 2000),
Gem1 (Schreiber et al., 2000) und Flk-1 (Dumont et al., 1995) wurden hinsichtlich ihrer
Expression untersucht, um die Differenzierung dieser und weiterer Trophoblastspezies
sowie fetaler Endothelzellen im plazentalen Labyrinth nachzuweisen. Alle Zelltypen,
sowohl Flk-1-exprimierende Endothelzellen als auch die Mash2- und eHand-
exprimierenden Trophoblastzellen, wurden in vergleichbarer Distribution in WT- und
BRUCE"-Plazenta vorgefunden. Die fur die Bildung der Ilabyrintharen
Syncytiotrophoblasten notwendige Gecm1-Expression war ebenfalls nicht gestort. Des
Weiteren konnte keine Fehlregulation der bHLH (basic helix-loop-helix)-Transkriptions-
faktoren Mash2 und eHand detektiert werden. Diese beiden Proteine sind u. a.
Schlusselregulatoren des Gleichgewichtes zwischen Spongiotrophoblast-Erhaltung und

Riesenzell-Differenzierung (Cross, 2000).
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Abb. 20. Morphologie: Markeranalyse der sich entwickelnden Plazenta. (A) /n situ-Hybridisierung
mit radioaktiv-markierten antisense Riboproben auf seriellen Schnitten der WT (BRUCE+/+)- und
Knockout (BRUCE-/-)-Plazenta zwischen E11,5 und E17,5. Die Expression spezifischer Gene wurde
nachgewiesen, um die unterschiedlichen Trophoblast-Strukturen der Plazenta zu unterscheiden.
Plazentales Lactogen (PI-1) wird in Trophoblast-Riesenzellen und die Rezeptor-Tyrosinkinase Flt-1 in
Spongiotrophoblast-Zellen exprimiert. FIk-1 (fetal liver kinase 1) wird spezifisch in fetalen Endothelzellen
exprimiert und wurde daher als Marker fir die Labyrinthzone herangezogen. Die mRNA des
Transkriptionsfaktors eHand kann in diploiden Trophoblastzellen des Labyrinthes, des
Spongiotrophoblasten sowie in Trophoblast-Riesenzellen detektiert werden. Alle typischen Gewebe-
strukturen sind in der BRUCE™-Plazenta ausgebildet, der Spongiotrophoblast ist jedoch in allen Stadien
stark reduziert und es wurde mit steigendem Alter der Plazenta eine zunehmende Zahl PI-1-
exprimierender Zellen beobachtet. MalRstab: 1 mm. (B) Immunhistochemische Farbung der Basallamina
fetaler Blutgefalle im Labyrinth der Plazenta mittels eines gegen Laminin gerichteten Antikérpers. Die
stark erweiterten Gefafle weisen auf eine Verzogerung der Entwicklung des labyrinthdren
BlutgefalRsystems der Knockout-Plazenta hin.

Trotz der normalen Expression dieser fur die Organogenese essentiellen Faktoren
wurden weitere Stérungen im Verlaufe der Plazentaentwicklung beobachtet. In
Betrachtung der Entwicklung der Labyrinthzone, konnte festgestellt werden, dass in den
frihen Stadien bis E11,5 (teilweise bis E13,5) sowohl die Anzahl als auch die
Beschaffenheit der fetalen Blutgefalde und maternalen Sinusoide in WT- und Knockout-
Plazenta vergleichbar waren. Das Labyrinth war von der Chorionplatte bis hin zum

Spongiotrophoblast gleichmaRig infiltriert und beide Blutsysteme kamen Uber die
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Plazentaschranke miteinander in engen Kontakt. Wahrend das Labyrinth der WT-
Plazenta durch intensive Zellproliferation und Branching-Morphogenese eine
gleichmallige und kompakte Gewebestruktur ausbildete, war dieser Entwicklungs-
prozess in der Knockout-Plazenta ab dem Embryonalstadium 13,5 deutlich verzogert.
Fetale und mutterliche Kapillaren wirkten stark erweitert und das gesamte Gewebe
dadurch sehr aufgelockert (Abb. 19).

E 9,5 E 10,5 E 11,5

BRUCE +/+ BRUCE -/- BRUCE +/+ BRUCE -/- BRUCE +/+ BRUCE -/-

H&E
H&E

Proliferin
Proliferin

mPI-1
Tpbp mPI-1

Tpbp

eHand
eHand

Mash2
Mash2

Gcem-1
Gcem-1

Abb. 21. Differenzierung: Markeranalyse der friihen Plazentaentwicklung (E9,5 bis E11,5). In situ-
Hybridisierung mit radioaktiv-markierten antisense Riboproben bzw. Oligonukleotid-Sonden auf seriellen
Schnitten der WT (BRUCE+/+)- und Knockout (BRUCE-/-)-Plazenta. Die Expression spezifischer Gene
wurde verfolgt, um die Differnzierung unterschiedlicher Trophoblastspezies nachzuweisen. Plazentales
Lactogen (PI-1) sowie Proliferin werden in Trophoblast-Riesenzellen exprimiert und Tpbp ist spezifisch fur
die Zellen des Spongiotrophoblasten. Die mRNA der Transkriptionsfaktoren eHand und Mash2 kann in
diploiden Trophoblastzellen des Labyrinthes sowie des Spongiotrophoblasten und eHand zusatzlich in
Trophoblast-Riesenzellen detektiert werden. Die Gecm1-Expression beschrankt sich auf die Elongations-
und Fusionsbereiche der Syncytiotrophoblasten. Alle typischen Trophoblastspezies sind auch in der
BRUCE"-Plazenta nachzuweisen, man beachte die Reduktion der Anzahl Tpbp-exprimierender Zellen.
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Diese Beobachtungen konnten mittels Immunhistochemie bestatigt werden. Mit Hilfe
eines Antikorpers gegen Laminin wurde die Basallamina der fetalen BlutgefalRe in den
Gewebeschnitten sichtbar gemacht. Die GefalRe im Labyrinth der BRUCE-defizienten
Plazenten zeigten eine gestorte Branching-Morphogenese, was neben der deutlichen
Erweiterung der GefalRe auch durch die Variabilitat ihrer GrolRe und durch ihren
ungleichmaiigen Querschnitt gut zu erkennen war (Abb. 20B).

Wie bereits fiir den BRUCE-Embryo beschrieben, so fiel auch im extra-embryonalen
Gewebe des entsprechenden Genotyps eine Verzogerung der Erythrozytenreifung auf.
In der extra-embryonalen Zirkulation eines WT-Embryos befinden sich bis zum Tag 11,5
der Embryonalentwicklung ausschlieldlich die kernhaltigen Vorlauferzellen der roten
Blutkérperchen. Zwischen E12 und E15 wird der Zellkern im Verlaufe der terminalen
Differenzierung abgestolten und nach E16 sind alle Erythrozyten voll ausgereift und
damit kernlos (Kaufmann, 1992). In den BRUCE-Mutanten besallen am Tag E15,5
noch ungefahr 50 % aller roten Blutkorperchen ihren Zellkern, wohingegen in den
Kapillaren der WT-Plazenta keine kernhaltigen Zellen mehr sichtbar waren (Abb. 19C).
Auch am Tag E17,5 wurden noch einzelne kernhaltige Erythrozyten in der fetalen

Blutzirkulation des plazentalen Labyrinthes der transgenen Tiere gefunden.

2.4.3. Charakterisierung embryonaler Fibroblasten

Um Hinweise auf die Ursachen fir die beschriebenen Veranderungen in den
embryonalen und extra-embryonalen Geweben zu erhalten, wurden die diploiden
Fibroblasten der Knockout-Embryonen als Modellsystem fur Untersuchungen zu
Apoptose- und Proliferationsverhalten BRUCE-defizienter Zellen herangezogen.
Fibroblasten sind direkte Abkdmmlinge des Mesenchyms und stellen in vivo
Bindegewebszellen im eigentlichen Sinne dar. Lichtmikroskopisch ist der Fibroblast eine
fusiforme, fortsatzreiche Zelle mit einer GréRe von ca. 30 um. Diploide Fibroblasten
bzw. MEFs (mouse embryonic fibroblasts) kdnnen verhaltnismalig leicht aus
Embryonen isoliert und als Primarkultur weitergefuhrt werden. Far die im folgenden
beschriebenen Experimente wurden primare MEF-Linien 13,5 Tage alter homozygoter
WT-, heterozygoter und homozygoter Knockout-Embryonen etabliert. Mit Isolaten aus

frGheren oder spateren Embryonalstadien wurden vergleichbare Ergebnisse erzielt.
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2.4.3.1. Das Wachstum embryonaler Fibroblasten unter Kulturbedingungen

Zu Beginn der Kulturperiode waren die Knockout-MEFs von den entsprechenden WT-
und heterozygoten Zellen hinsichtlich ihrer Morphologie und GréRe nicht zu
unterscheiden. Jedoch war die Anzahl der Zellen, die aus den transgenen Organismen

isoliert werden konnte, deutlich geringer.

Zellzahl niedrige Wachstumsdichte optimale Wachstumsdichte hohe Wachstumsdichte
3x108 1 I
BRUCE -l -
2x106 . BRUCE -/ - [
BRUCE -/ -
1x108 | 1 1
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10

Wachstumszeitraum (in d)

Abb. 22. Wachstumsverhalten embryonaler Fibroblasten unter Kulturbedingungen. Fir die
Erstellung der Wachstumskurven wurden primare Fibroblasten aus WT (BRUCE+/+)-, heterozygoten
(BRUCE+/-) und BRUCE-defizienten (BRUCE-/-) Embryonen im Stadium E13,5 isoliert. Die Zellen
wurden in suboptimal niedrieger (1x10° Zellen pro 6cm-Schale), optimaler (3x10° Zellen pro 6cm-Schale)
und suboptimal hoher Wachstumsdichte (9x10° Zellen pro 6cm-Schale) ausgesat und die Zellzahl nach
jeweils 2, 4, 6, 8 und 10 Tagen ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ Standardabweichung) aus
zwei unabhangigen Versuchen mit jeweils vier isolierten MEF-Linien eines jeden Genotyps.

BRUCE-defiziente Zellen zeigten im Vergleich zu den WT-Fibroblasten unter den
gleichen definierten Kulturbedingungen ein verandertes Wachstumsverhalten (Abb. 22).
Die deutlich flacher verlaufende Wachstumskurve der Knockout-Zellen implizierte eine
drastische Verringerung der Zellzahl bzw. eine Verlangsamung des Wachstums. Die
durchschnittliche Verdopplungszeit der WT-Fibroblasten betrug unter optimalen
Bedingungen in ihrer exponentiellen Wachstumsphase ca. 24 h. Eine Verdopplung der
Zellzahl der BRUCE-Mutanten konnte hingegen erst nach ungeféahr 40 h verzeichnet
werden. Zusatzlich wurde eine wesentlich geringere Zelldichte der Knockout-Kultur
nach Einsetzen der Kontaktinhibition beobachtet. Sie betrug lediglich etwa 70 % der

Kulturdichte der Kontrollzellen.
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2.4.3.2. Apoptose und Proliferation

Da BRUCE der IAP-Familie Apoptose-inhibitorischer Proteine angehért, wurde
zunachst untersucht, ob die Ursachen flir die beobachteten Abweichungen in der
Knockout-Kultur in einem veranderten Apoptoseverhalten der Fibroblasten liegen.
Parallel zu den Zellzahlungen fir die Wachstumskurven wurden mittels Vitalfarbung mit
dem Farbstoff Trypanblau tote und sterbende Zellen sichtbar gemacht und deren
Anzahl dokumentiert. Die verringerte Zellzahl in der Knockout-Kultur konnte jedoch
nicht auf einen hoheren Anteil sterbender Zellen in der Kultur zurtickgefihrt werden.
Auch mittels TUNEL-Assay wurden keine Unterschiede in der Apoptoserate der
transgenen und der WT-Fibroblasten festgestellt. Mit fortschreitender Apoptose wird in
den sterbenden Zellen die genomische DNA fragmentiert, es entstehen sowohl Einzel-
als auch Doppelstrangbriche. Diese Strangbriche kdonnen mit Hilfe der TUNEL-
Reaktion (TdT-mediated dUTP nick end labeling) detektiert werden. Die Anzahl TUNEL-
positiver Zellen in den unterschiedlichen, nicht synchronisierten MEF-Kulturen war zu
jedem Zeitpunkt vergleichbar (Abb. 23A).

Zusatzlich erfolgten Untersuchungen sowohl zur spezifischen Induktion als auch zum
zeitlichen Verlauf der Apoptose in den primaren Fibroblasten. In Zytotoxizitats-Assays
wurde die Sensitivitat der Zellen gegenuber Substanzen getestet, die z. B. durch das
Hervorrufen von DNA-Schaden, durch oxidativen Stress oder Uber eine Blockierung der
Proteinsynthese, Behinderung der Protein-Translokation bzw. eine Aktivierung von
Todesrezeptoren den programmierten Zelltod induzieren. Das Absterben der Zellen
wurde sowohl in Abhangigkeit der Konzentration als auch der Wirkdauer der einzelnen
Stimuli beobachtet (Abb. 23C). Das Fehlen des BRUCE-Proteins in den primaren
Fibroblasten der transgenen Organismen hatte keine veranderte Reaktion bzw. erhdhte
Sensitivitat der Zellen gegenlber den getesteten Apoptose-induzierenden Substanzen
zur Folge. Aus diesen Resultaten ergab sich die Frage nach einer eventuellen
Kompensation der anti-apoptotischen BRUCE-Funktion durch eine verstarkte
Expression anderer Proteine der IAP-Familie. Dieses Phdnomen wurde beispielsweise
far Zellen beschrieben, die XIAP, das Protein mit der starksten anti-apoptotischen
Aktivitat, nicht mehr synthetisieren (Harlin et al., 2001). Im Western blot wurde daher die
Expression verschiedener |IAP-Proteine wie XIAP, clAP-2 oder Survivin in WT- und
BRUCE-defizienten Fibroblasten Gberpruft (Abb. 23B).
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Abb. 23. Apoptose embryonaler Fibroblasten. (A) Quantifizierung der Apoptoserate in nicht
synchronisierter Kultur von WT (+/+)- und Knockout (-/-)-Fibroblasten mittels TUNEL-Assays. Dargestellt
ist die durchschnittliche Anzahl TUNEL-positiver Zellen im mikroskopischen Gesichtsfeld bei 50facher
VergroRerung. (B) Bestimmung der Expressionslevel von IAP-Proteinen und Caspase-3 in WT (+/+)- und
BRUCE-defizienten (-/-) Fibroblasten mittels Western blot von Zell-Lysaten (50 ug Gesamtprotein). Die
Induktion der Apoptose erfolgte mit 100 ng TNF-a pro ml Wachstumsmedium fiir 16 h. Als Kontrolle
wurden unbehandelte Zellen geerntet. Die geladenen Proteinmengen wurden mit Hilfe eines Antikdrpers
gegen Actin kontrolliert. (C) Sensitivitat der WT (BRUCE+/+)- und Knockout (BRUCE-/-)-Fibroblasten
gegenuber unterschiedlichen apoptotischen Stimuli. Die Zellen wurden in der jeweils angegebenen Zeit
den in den einzelnen Diagrammen angegebenen Apoptose-induzierenden Substanzen ausgesetzt. Das
Uberleben der Zellen ist in Abhangigkeit der Konzentration der einzelnen Substanzen dargestellt und
wurde colorimetrisch durch Kristallviolett-Farbung der lebenden Fibroblasten ermittelt (arithmetisches
Mittel = Standardabweichung aus drei Werten). Als Mal fiir die Apoptoserate diente die optische Dichte
(OD), ermittelt bei 595 nm.
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Sowohl in den WT- als auch in den Knockout-Zellen konnten nach Induktion der
Apoptose durch TNF-a wie erwartet erhdhte Mengen von XIAP und clAP-2
nachgewiesen werden. Es gab jedoch zwischen den einzelnen Zell-Linien keine
Unterschiede bezuglich des Expressionsniveaus dieser IAPs. Auch die Aktivierung der
Effektor-Caspase-3 erfolgte in gleichem Male, und es konnte keine Akkumulation der

aktivierten Caspase-3 detektiert werden.
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Abb. 24. Spezifische Spaltung von BRUCE durch aktivierte Caspasen. BRUCE wird wahrend der
Apoptose proteolytisch prozessiert. Die Apoptosestimulation erfolgte in MEFs durch Inkubation der Zellen
mit TNF-a fir 16 h (A) bzw. Actinomycin D fiir 4, 8 und 16 h (B). AnschlieBend wurden die Zellen lysiert.
Als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen geerntet und Zell-Lysate hergestellt. Der Nachweis der
Proteine erfolgte mittels Western blot mit den entsprechenden Antikérpern. (C) Die Fragmentierung von
BRUCE kann durch die Blockierung aktivierter Caspasen aber nicht durch Inhibition des Proteasoms
verhindert werden. Die MEFs wurden 1 h mit ZVAD, MG132 bzw. Lactacystin vorinkubiert, anschlieRend
wurde durch Zugabe von Actinomycin D Apoptose induziert und nach 4 h Zell-Lysate hergestellt. Die
Detektion der Proteine erfolgte mittels Wetsern blot.
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Interessanterweise scheint sich im Gegensatz zu anderen IAPs die nachweisbare
BRUCE-Menge nach Apoptosestimulation zu verringern. Dies ist allerdings nicht auf
eine Anderung des Expressionsniveaus zuriickzufiihren. Nach Induktion der Apoptose
durch unterschiedliche Stimuli wird das funktionale BRUCE-Protein der vollen Lange
gespalten und es kommt in der Zelle zur Akkumulation eines N-terminalen Fragments
mit einer GroRe von ca. 75 kDa (Abb. 24A und B). Dieser Abbau kann durch Inhibitoren
des Proteasoms wie z. B. MG132 oder Lactacystin nicht verhindert werden. BRUCE

scheint vielmehr ein Substrat aktivierter Caspasen zu sein, denn durch eine Blockierung
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der Caspase-Aktivitat in der Zelle durch den unspezifischen Caspase Inhibitor ZVAD
kann die Spaltung von BRUCE und damit die Entstehung des N-terminalen Fragments
unterbunden werden (Abb. 24C). Ein stabiles C-terminales BRUCE-Fragment konnte in

den Fibroblasten bislang nicht nachgewiesen werden (nicht gezeigt).
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Abb. 25. Proliferationsverhalten und Lebensspanne der primaren Fibroblasten. (A) Quantifizierung
des Anteils der in S-Phase befindlichen WT (+/+)- und Knockout (-/-)-Fibroblasten an der Gesamtzellzahl
in nicht synchronisierter Kultur durch BrdU-Inkorporation. Dargestellt ist die durchschnittliche Anzahl
BrdU-positiver Zellen im mikroskopischen Gesichtsfeld bei 50facher Vergréferung. (B) FACS
(fluorescence-activated cell sorting)-Analyse des DNA-Gehalts der einzelnen Zellen einer WT (+/+)-,
heterozygoten (+/-) und Knockout (-/-)-Kultur. Dargestellt ist die Verteilung der Zellen in G4- (Peak links,
einfacher DNA-Gehalt, ca. 70 %), S- (Mitte, erhéhter DNA-Gehalt, ca. 10 %) bzw. G,/M-Phase (Peak
rechts, doppelter DNA-Gehalt, ca. 20 %) des Zellzyklus. (C) Lebensspanne und Immortalisierung der
MEFs (WT: +/+, heterozygot: +/-, Knockout: -/-) in kontinuierlicher 3T3-Kultur (alle 3 Tage Transfer von
§><‘IO5 in neue 6cm-Zellkulturschale). Mit steigender Anzahl der Passagen wurde der kumulative
Zellzuwachs in Abhangigkeit der Zeit dokumentiert.

Neben der Fahigkeit, Apoptose zu inhibieren, wurde fir einige IAPs, wie z. B. Survivin,
auch eine Funktion in der Regulation des Zellzyklus beschrieben (Salvesen und
Duckett, 2002). Daher sollte die Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dass der
BRUCE-Verlust ursachlich fiir Anderungen des Proliferationsverhaltens der Zellen
verantwortlich sein kdnnte. In der Kultur nicht synchronisierter Fibroblasten wurden
zunachst keine signifikanten Abweichungen in Bezug auf die Verteilung der sich in den

einzelnen Zellzyklus-Phasen befindlichen Zellpopulationen beobachtet. Der durch BrdU-
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Inkorporation ermittelte Anteil der Zellen in S-Phase lag sowohl in der WT- als auch in
der Knockout-Kultur bei ungefahr 20 % der Gesamtzellzahl (Abb. 25A). Diese
Beobachtung konnte durch eine FACS (fluorescence-activated cell sorting)-Analyse des
DNA-Gehalts der einzelnen Zellen bestatigt werden. Es gab in den untersuchten
Kulturen keine Unterschiede in der prozentualen Verteilung der Zellen in Gi-, S- bzw.
G./M-Phase des Zellzyklus (Abb. 25B). Eine deutliche Veranderung zeigte sich jedoch
im Verlauf des Zellzyklus der genetisch manipulierten Fibroblasten. Fir die Zellzyklus-
Analyse wurden die MEFs durch Kontaktinhibition einerseits und den Entzug von
Wachstumsfaktoren andererseits in der Go/Gs-Phase arretiert. Nach erneuter
Wachstumstimulation wurde das Durchlaufen des Zellzyklus der nun synchronisierten
Zellen mittels FACS-Analyse verfolgt. Zellen mit gestorter BRUCE-Expression traten mit
einer Verzdgerung von ca. 4 h aus der Go/G+- in die S-Phase uber. In gleichem Male
erfolgten auch der Eintritt in die folgende Mitose-Phase sowie die Beendigung des
Teilungszyklus der Knockout-Fibroblasten zeitlich verzogert (Abb. 26A).

Eine Ursache fiir den verzégerten Ubergang der BRUCE-defizienten Fibroblasten von
der Gs- in die S-Phase und damit fur die Verlangerung des gesamten Zellzyklus liegt
maoglicherweise in einer gestdorten Reaktion der Zellen auf die Anwesenheit von
Wachstumsfaktoren. Um diese Vermutung zu testen, wurden WT- und Knockout-MEFs
in Medium mit steigender Serumkonzentration (5 % bis 30 %) kultiviert. Wahrend die
Kontrollzellen von Beginn der Kulturperiode an proportional zur zunehmenden
Konzentration der Wachstumsfaktoren im Medium mit deutlich verstarktem Wachstum
und einer hoheren Populationsdichte in der Kultur reagierten, bendtigten die Knockout-
Zellen wesentlich langer fur die Adaptation an die veranderten Wachstumsbedingungen
(Abb. 26B). Eine eindeutige Reaktion konnte erst nach ca. 96 h beobachtet werden.
Zusatzlich zur Analyse des Zellzyklus wurde die Vitalitat der Fibroblasten anhand ihrer
Lebensspanne bestimmt. FuUhrt man isolierte Fibroblasten als kontinuierliche
Primarkultur weiter, proliferieren die Zellen Uber einen begrenzten Zeitraum und treten
dann in eine Phase der mitotischen Stagnation ein. Sie stellen in dieser Phase die
Teilung ein und verharren in einem statischen Zustand. Einige Zellen der Kultur, deren
Genom sich wahrend der Phase intensiver Proliferation durch Mutation verandert,
kénnen diesen postmitotischen Status lberwinden und spontan in eine immortalisierte,

zu unbegrenztem Wachstum befahigte Form tUbergehen.
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Abb. 26. Analyse des Zellzyklus. (A) FACS (fluorescence-activated cell sorting)-Analyse des DNA-
Gehalts der einzelnen WT (BRUCE+/+)- und Knockout (BRUCE-/-)-Fibroblasten in synchronisierter
Kultur. Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der Zellen in den einzelnen Phasen des Zellzyklus in
Abhangigkeit der fir einen gesamten Teilungszyklus bendtigten Zeit. (B) Reaktion der primaren WT-
(grauer Balken) und Knockout-Fibroblasten (schwarzer Balken) auf die Anwesenheit von Wachstums-
faktoren. Es wurden jeweils 3x10° Zellen pro 6cm-Kulturschale ausgesat und in Kulturmedium mit
unterschiedlicher Serumkonzentration (5 - 30 %) Uber einen Zeitraum von 7 Tagen kultiviert. Die Zellen
wurden jeweils am Tag 1, 3 und 7 gezahlt. Gezeigt sind die Mittelwerte (+ Standardabweichung) von zwei
unabhangigen Versuchen mit jeweils zwei MEF-Linien eines jeden Genotyps.

Die Lebensspanne der BRUCE-defizienten Zellen wurde im Vergleich zu den WT-Zellen
durch kontinuierliche 3T3-Kultur (alle 3 Tage Transfer von 3x10° in neue 6cm-
Zellkulturschale) bei gleichbleibenden Bedingungen von der ersten Passage bis zur
mitotischen Stagnation und spontanen Immortalisierung ermittelt (Abb. 25C). Wahrend
die Fibroblasten der WT-Organismen durchschnittlich nach ungefahr 10 3T3-Passagen
in das Stadium der Wachstumskrise eintraten, erreichten die aus den Nullmutanten
isolierten Zellen mit nur 5 Transfers eine signifikant geringere Passagenzahl. Nach
einer stark verkurtzten postmitotischen Periode wurde nach nur 16 Passagen eine
schnelle spontane Immortalisierung und ein neuerliches, sehr aggressives Wachstum

der Knockout-Zellen beobachtet. Zusatzlich stieg der Anteil an Zellen mit mikroskopisch
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sichtbaren morphologischen Veranderungen, wie z. B. drastischen Vergrélerungen der
Zellkérper und unterschiedlicher GroRe der Zellkerne, in der Kultur bereits nach
wenigen Passagen stark an. Diese morphologischen Alterationen sind typisch fur
gealterte Zellen im Stadium der Seneszenz. Im Alter nimmt die Gréf3e der Zelle zu und
auch die Nuclei und Nucleoli scheinen vergroBert. Cytoskelettale Bestandteile wie
Actinfilamente, Mikrotubuli und Intermediarfilamente figen sich zu grof3en Bindeln und
Platten zusammen, wodurch die Zellmotilitat verringert wird. Seneszente Zellen zeigen
vakuolisiertes Cytoplasma, vergroRerte Golgi-Apparate und Lysomen sowie eine
veranderte Lipidzusammensetzung der Membranen. Der Proteingehalt der Zelle steigt
mit dem Alter, obwohl die Proteinsynthese kontinuierlich abnimmt. Bestimmte
Wachstumsfaktoren, Metalloproteinasen und Matrixproteine werden jedoch verstarkt
exprimiert und auch sezerniert (Campisi et al., 2003).

Seneszente Zellen kdnnen in vitro leicht identifiziert werden. Sie exprimieren eine
Isoform der B-Galaktosidase, die ihr Aktivitatsoptimum ausschliel3lich bei niedrigem pH-
Wert erreicht. Nach jeder 3T3-Passage wurden WT-, heterozygote und homozygote
Knockout-Fibroblasten mit Hilfe des Substrates X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indol-3-D-
Galaktopyranosid) auf vorhandene p-Galaktosidaseaktivitat hin getestet. Bereits nach
der 2. Passage erschienen in der Knockout-Kultur einzelne positive (blaue) Zellen.
Nach der 4. Passage wurden mehr als 50 % und nach dem 5. Transfer sogar tuber 70 %
der Zellen im Stadium der Seneszenz detektiert (Abb. 27A). In den Kulturen der WT-
und heterozygoten Kontroll-Linien waren zu diesen Zeitpunkten lediglich einzelne
gefarbte Zellen zu sehen.

Diese Beobachtungen bestatigten sich in einer Expressionsanalyse weiterer
Seneszenzmarker mittels Western blot. In alternden Zellen wird beispielsweise der
Tumorsuppressor p53 verstarkt synthetisiert. Dies induziert die Transkription
verschiedener Gene, einschliel3lich des CDK (cyclin-dependent protein kinase)-
Inhibitors p21, und bewirkt bzw. vereinfacht den Eintritt der Zelle in den Zellzyklus- bzw.
Seneszenz-Arrest (Campisi, 2001). Parallel zum Erscheinen der p-Galaktosidase-
aktivitat wahrend der 3. und 4. Passage der Knockout-Fibroblasten stieg auch das
Expressionsniveau von p53 und p21 sprunghaft an. Im Gegensatz dazu stand der
langsame kontinuierliche Anstieg der p53- und p21-Expression in den Kontrollzellen
vom Beginn der Kulturperiode bis zum Eintritt in die postmitotische Phase (Abb. 27B).

Interessant zeigte sich der Verlauf der BRUCE-Expression wahrend der Kulturperiode
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der primaren Fibroblasten. In Phasen starker proliferativer Aktivitat sowie im
immortalisierten Stadium erfolgte eine Zunahme des Proteinlevels in der Zelle,
wohingegen mit Eintritt der Zellen in die Phase der mitotischen Stagnation eine starke
Abnahme der BRUCE-Expression zu verzeichnen war.

Zusatzlich ist anzumerken, dal® die Immortalisierung der Knockout-Fibroblasten in

jedem Fall mit einem Expressionsverlust von p53 und p21 einherging.

A
3T3 Passage P1 P2 P3 P4 P5 immortalisiert
BRUCE (-I-) : 1
BRUCE (+1-)
BRUCE (+/+)
B
BRUCE(-) % BRUCE (+/-) BRUCE (+/+) &
£ £
3T3Passage 1 2 3456 7 E 1 2345 67 123456 7E
BRUCE - —— e -
p53 T— .
p21 e . A—————. L e e ——— —————— A —.—
Actin e S — ;—.—-—— ——————

Abb. 27. Vitalitit und Lebensspanne der priméiren Fibroblasten. (A) Ubergang der teilungsaktiven
WT (BRUCEH+/+)-, heterozygoten (BRUCE+/-) und homozygoten Knockout (BRUCE-/-)-MEFs in das
Stadium der Seneszenz. Mittels X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indol--D-Galaktopyranosid)-Farbung bei pH
6,0 wurde die pH-abhangige Aktivitat der Seneszenz-aktivierten p-Galaktosidase in den Zellen
nachgewiesen. Seneszente Zellen erscheinen unter dem Mikroskop blau. (B) Analyse der BRUCE-
Expression sowie der Expression der Markergene p53 und p21 wahrend der Kulturperiode der primaren
Zellen. Die Zellen wurden wahrend der kontinuierlichen 3T3-Kultur (alle 3 Tage Transfer von §><105 in
neue 6cm-Zellkulturschale) nach jeder Passage geerntet und Lysate hergestellt. Der Nachweis der
angegebenen Proteine erfolgte im Western blot mit den entsprchenden Antikdrpern.
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2.4.4. Apoptose und Proliferation im embryonalen und extra-embryonalen
Gewebe

Parallel zu den zellbiologischen Untersuchungen der Kulturen primarer embryonaler
Fibroblasten erfolgten in situ-Experimente zu Apoptose- und Proliferationsverhalten der
Zellen in den embryonalen und extra-embryonalen Gewebeverbanden der WT- und
Knockout-Organismen. Die Apoptoserate wurde in situ mittels TUNEL-Assay und
immunhistochemischem Nachweis aktivierter Caspase-3 in der Zelle bestimmt. Neben
der Plazenta fand u.a. das Gehirn besondere Beachtung in dieser Analyse, da BRUCE
in verschiedenen Geweben dieses Organsystems sehr stark exprimiert wird. Aulerdem
spielen wahrend der Entwicklung dieser Organe sowohl Apoptose, z. B. fir die
Entfernung nicht differenzierter Zellen aus dem neuronalen Gewebeverband, als auch
Apoptose-ahnliche Vorgange, wie z. B. wahrend der Fusion der Syncytiotrophoblasten
im Labyrinth der Plazenta, eine bedeutende Rolle (Huppertz und Kingdom, 2004).
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Abb. 28. Apoptose im extra-embryonalen Gewebe. (A) Apoptotische Zellen wurden im plazentalen
Labyrith zwischen E9,5 und E17,5 mittels TUNEL-Farbung und immunhistochemischer Detektion der
aktivierten Caspase-3 sichtbar gemacht. Als Beispiel ist ein reprasentativer Gewebeausschnitt einer
Plazenta am Tag 15,5 der Embryonalentwicklung abgebildet. (B) Quantifizierung der apoptotischen
Zellen im Labyrinth. Die TUNEL-positiven Signale wurden bei 200facher VergrofRerung in 5 zufallig
gewahlten mikroskopischen Gesichtsfeldern dreier unterschiedlicher Organe des jeweiligen Genotyps
zwischen E9,5 und E17,5 gezahlt. Dargestellt ist ein Vergleich der mittleren Anzahl apoptotischer Zellen
(= Standardabweichung) pro Gesichtsfeld in ausgewahlten Stadien der Embryonalentwicklung. (C)
Bestimmung der Expressionslevel von IAP-Proteinen in Gewebelysaten (50 ug Gesamtprotein) von WT
(+/+)- und BRUCE-defizienten (-/-) Plazentas (E15,5) mittels Western blot. Die geladenen Proteinmengen
wurden mit Hilfe eines Actin-Antikorpers kontrolliert.
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Es gab jedoch in den untersuchten Entwicklungsstadien (E11,5 bis 17,5 flir den Embryo
bzw. E9,5 bis 17,5 fur die Plazenta) keine Hinweise auf eine erhdhte Anzahl
apoptotischer Zellen in den embryonalen (nicht gezeigt) und extra-embryonalen
Geweben der Nullmutanten (Abb. 28A und B). Andere Mitglieder der IAP-Familie, die
durch eine verstarkte Expression moglicherweise in der Lage waren, die gestorte anti-
apoptotische BRUCE-Funktion zu kompensieren, wurden in den Geweben von WT- und
Knockout-Embryonen in vergleichbarer Menge detektiert (Abb. 28C).

Abweichungen zwischen WT und BRUCE-Mutante konnten jedoch hinsichtlich des
Proliferationsverhaltens bestimmter Zelltypen beobachtet werden. Eine detaillierte
Quantifizierung der Proliferationrate in den embryonalen Organen erfolgte nicht, da
aufgrund des Plazentadefekts nicht nachweisbar ist, ob eventuelle Veranderungen der
proliferativen Aktivitat der Zellen primar durch den BRUCE-Verlust oder sekundar durch
die funktionelle Storung der Plazenta ausgeldst werden.

Die mittels BrdU-Inkorporation durchgefuhrte Analyse des Proliferationsmusters im
extra-embryonalen Gewebe lieR eine drastische Verschiebung der Anzahl
teilungsaktiver Zellen in der Knockout-Plazenta erkennen (Abb. 29A bis C). In allen
untersuchten Stadien (E9,5 bis 17,5) konnten nahezu keine proliferierenden Zellen im
Spongiotrophoblast detektiert werden. Das erklart die Reduktion der Zellzahl und damit
der Dicke dieser Struktur. Auch in der Labyrinthzone wurde wahrend der Hauptphase
der Organogenese zwischen E9,5 und E13,5 eine deutlich verminderte Anzahl BrdU-
positiver Zellen bestimmt (55 - 60 % der WT-Kontrolle). Da die Endothelzellen der
BlutgefalRe in Nabelschnur und Chorionplatte eine anndhernd normale Teilungsrate
aufweisen, kann angenommen werden, dass sich dieser Effekt hauptsachlich auf die
Trophoblast-Zellen der Knockout-Plazenta beschrankt. Die Trophoblasten bilden das
Grundgerust des Labyrinthsystems. Eine intensive Proliferation dieser Zellen ist
Voraussetzung flr den Branching-Prozess und die gleichmaRige Vaskularisierung des
Gewebes, und somit erscheint die Anzahl teilungsaktiver Trophoblast- und
Endothelzellen im Labyrinth in gleichem Male reduziert (Abb. 29C).

Wie bereits in Kapitel 2.4.2.2. erwahnt, wurde eine VergroRerung sowohl des
Zellkérpers als auch der Zellkerne einzelner Trophoblasten im Spongiotrophoblast
sowie im Labyrinth der BRUCE™-Plazenta beobachtet. Mittels in situ-Hybridisierung lie
sich in diesen Zellen aulRerdem die fir Riesenzellen typische Expression des

Wachstumshormons Lactogen (PI-1) nachweisen.
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Abb. 29. Proliferation der Zellen in der Plazenta. (A) Das Proliferationsmuster der Zellen wurde durch
immunhistochemische Detektion der BrdU-Inkorporation bestimmt. Das Proliferationsverhalten der
Trophoblasten ist in der Plazenta der Null-Mutanten verandert. In allen Stadien sind in der stark
reduzierten Spongiotrophoblast-Schicht kaum teilungsaktive Zellen nachzuweisen. Die Anzahl
proliferierender Zellen im Labyrinthsystem ist in den frihen Stadien der Organogenese (E11,5-E13,5)
ebenfalls verringert, wohingegen in den spateren Stadien (E15,5-E17,5) im Gegensatz zur voll
entwickelten WT-Plazenta weiterhin BrdU-Inkorporation beobachtet werden konnte. de, maternale
Decidua; gi, Trophoblast-Riesenzellen; sp, Spongiotrophoblast; la, Labyrinth; ch, Chorionplatte. MaR3stab,
1mm. (B) Quantifizierung der proliferativen Aktivitat der labyrintharen Trophoblasten. Bei 400facher
VergroRerung wurde die Anzahl der BrdU-positiven Zellen in 5 zufallig gewahlten mikroskopischen
Gesichtsfeldern von 3 unterschiedlichen Organen des gleichen Genotyps ermittelt. Jeder Balken
reprasentiert den Mittelwert (+Standardabweichung) der teilungsaktiven Zellen pro Feld. (C) Starkere
VergrofRerung (400x) der Spongiotrophoblast-, Labyrinth- und Chorion-Schichten von WT- und Knockout-
Plazenta. Die proliferative Aktivitat der Endothelzellen in den fétalen BlutgefaRen der Chorionplatte
scheint unverandert. MaRstab, 50 um.
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Zusatzlich wurde ein sehr hoher intrazellularer Laminingehalt detektiert (Abb. 30A).
Alternde Zellen unterliegen ahnlichen morphologischen und physiologischen
Veranderungen. Die wahrend der Entwicklung der Knockout-Plazenta vor allem im
Spongiotrophoblast, teilweise aber auch im Labyrinth stark zunehmende Expression
und Aktivitat der Seneszenz-assoziierten -Galaktosidase weist auf das Vorhandensein
seneszenter Zellen im Gewebe hin (Abb. 30B). Mdglicherweise tragen also auch
Differenzierungsfehler sowie vorzeitige Alterung diploider Trophoblast-Zellen zur

Auspragung des plazentalen Defekts bei.
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Abb. 30. Hinweise auf vorzeitige Zellalterung der Trophoblasten in der Knockout-Plazenta E15,5.
(A) Veranderte Morphologie der Zellen im Spongiotrophoblast der Knockout (BRUCE-/-)-Plazenta im
Vergleich zur WT (BRUCE+/+)-Plazenta. H/E-Farbung 4 um dicker radialer plazentaler Paraffinschnitte.
(B-D) Verandertes Expressionsmuster der Zellen im Spongiotrophoblast der Knockout-Plazenta. (B)
Intrazellularer Laminingehalt. Immunhistochemie mit Laminin-Antikérper auf 4 um dicken Radialschnitten
der Plazentas. (C) Expression des fur Trophoblast-Riesenzellen typischen Wachstumshormons PI-1 im
Spongiotrophoblast der Knockout-Plazenta. In situ-Hybridisierung mit radioaktiv-markierter antisense-
Oligonukleotidprobe auf 8 um dicken Paraffinschnitten. (D) Aktivitdt der Seneszenz-induzierten f-
Galaktosidase im Spongiotrophoblast der Knockout-Plazenta. X-Gal-Farbung 15 um dicker Kryostat-
schnitte bei pH 6,0.

Diese Ergebnisse fuhren zu der Schlussfolgerung, dass nicht veranderte
Apoptoseeigenschaften der Trophoblasten, sondern vielmehr beeintrachtigte
Proliferations- und/oder Differenzierungsereignisse der Zellen die beschriebenen
Defekte im plazentalen Gewebe der BRUCE-Mutanten bewirken und damit die

funktionelle Stérung des Organs verursachen.
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3. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle des ungewohnlichen Ubiquitin-
Konjugationsenzyms BRUCE wahrend der Embryonalentwicklung der Maus
beschrieben. Das Protein ist mit 528 kDa aufldergewohnlich grofd und lokalisiert an der
cytosolischen Seite von Endomembranen des trans-Golgi-Apparates (TGN) sowie von
Vesikeln. Nahe des C-Terminus des Proteins befindet sich die fur die E2-Enzyme des
Ubiquitin-Konjugationssystems charakteristische UBC-Doméane. N-terminal enthalt
BRUCE ein sogenanntes BIR-Motiv, das zentrale Strukturmotiv der Apoptose-
inhibierenden Proteine der IAP-Familie. Bisherige Untersuchungen in vitro zeigten, dass
BRUCE als aktives Ubiquitin-konjugierendes Enzym in das regulatorische Netzwerk
apoptotischer Vorgange in der Zelle eingebunden ist (Bartke et al., 2004; Hao et al.,
2004.). Neben Apoptose-inhibitorischen Eigenschaften sind fur BIR-enthaltende
Proteine, wie z. B. Survivin, jedoch auch regulatorischen Funktionen wahrend des
Zellzyklus bekannt (Uren et al., 2000). Die in dieser Arbeit beschriebenen Auswirkungen
der Deletion des BRUCE-Gens in der Maus weisen darauf hin, dass BRUCE in vivo flr
die Vitalitat der Zellen eines Organismus eine entscheidende Rolle spielt. Dabei scheint
das Protein neben der vermuteten Funktion als Regulator apoptotischer Vorgange auch
eine komplexe Funktion in Zellteilungs- und Differenzierungsprozessen wahrend der

Embryonalentwicklung der Maus innezuhaben.

3.1. Der vollstandige BRUCE-Verlust fiihrt zu perinataler Letalitat

Analog zu friheren Northern blot-Analysen (Hauser, 1998) wurde mittels Western blot
und in situ-Hybridisierung eine intensive Expression des BRUCE-Gens in allen
embryonalen Geweben und Organen wahrend der frihen Embryonalentwicklung
nachgewiesen. Eine Regulation der BRUCE-Expression erfolgt scheinbar sowohl
gewebespezifisch als auch in Abhangigkeit des Entwicklungsstadiums. Insbesondere
nach abgeschlossener Organogenese wurde eine starke Abnahme der Transkripte in
den meisten Organen verzeichnet. Ausnahmen bilden neuronale Gewebe des zentralen
und peripheren Nervensystem, wie z. B. Bulbus olfactorius, Ependymschicht des

Ventrikelsystems oder Spinal- und Trigeminalganglien, sowie einige nichtneuronale
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Gewebe, wie das Driusenparenchym der Schild- und Speicheldrisen oder die
Epithelzellen des Darms. Damit scheint BRUCE insbesondere in Geweben mit hoher
Transport- bzw. sekretorischer Aktivitat von Bedeutung zu sein.

Fur die funktionelle Charakterisierung des BRUCE-Proteins in vivo wurde eine
transgene Mauslinie herangezogen, in der mittels homologer Rekombinationstechniken
der Wildtyp-Locus des BRUCE-Gens zerstort wurde. Molekularbiologische und
proteinbiochemische Analysen bestatigten eine komplette Inaktivierung des Gens und
damit den vollstandigen Verlust des Proteins in den Zellen des Organismus. Mause,
welche die Mutation in Heterozygotie trugen, zeigten keine Auffalligkeiten in
Entwicklung, Vitalitat und Verhalten. Damit kann ein Dosis-abhangiger Effekt der
verminderten BRUCE-Expression ausgeschlossen werden. Der komplette
Funktionsverlust war so schwerwiegend, dass homozygote Mause die perinatale
Periode nicht Uberlebten. Wahrend die fruhe Embryonalentwicklung bis zum Stadium
E13 in den BRUCE-Mutanten scheinbar normal verlief, wurde in den folgenden Tagen
bis hin zur Geburt eine zunehmene Wachstumsverzdégerung der Embryonen
beobachtet.

3.2. BRUCE ist essentiell fir die Entwicklung und den funktionellen

Erhalt der extra-embryonalen Gewebe

In umfangreichen histologischen Analysen zeigten sich in den embryonalen Geweben
und Organsystemen keine drastischen morphologischen Veranderungen, die
Rickschlisse auf die Ursachen der perinatalen Letalitat der transgenen Embryonen
zulieRen. BRUCE wird jedoch nicht nur im Embryo selbst, sondern auch in den extra-
embryonalen Geweben in starkem Male synthetisiert. Dazu gehdren die Fruchthillen
und die Plazenta des Embryos, die ebenfalls zu den Geweben mit hoher
Transportleistung und sekretorischer Aktivitat gezahlt werden kénnen.

Die Plazenta ist ein bedeutendes lebenserhaltendes Organ, das als fetomaternale
Kontaktflache wahrend der Embryogenese fur den Austausch von Sauerstoff,
Nahrstoffen und Abfallprodukten zwischen mdtterlichem und embryonalem Blutsystem
verantwortlich ist. Heute kennt man eine Vielzahl von Genen, die fur Entwicklung und
Funktion der Plazenta und ihrer Gewebestrukturen von Bedeutung sind (Tab. 3;

Rossant und Cross, 2001). Mutationsanalysen in Tiermodellen zeigten, dass viele
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dieser Gene direkt in die Ausbildung des Labyrinthsystems involviert sind. Eine Stérung
ihrer Funktion fuhrt zu embryonaler Sterblichkeit wahrend der mittleren
Trachtigkeitsperiode (Schorrp-Kistner et al., 1999; Schreiber et al., 2000; Moser et al.,
2004). Einige Mutationen bewirken weniger drastische Defekte im Labyrinth und/oder
anderen Strukturen der Plazenta, haben aber dennoch, ahnlich wie fur die BRUCE-
Deletion beschrieben, eine spate embryonale oder perinatale Letalitdat zur Folge
(Monkley et al., 1996; Li et al., 1998; Rodriguez et al., 2004).

Tabelle 3. Mausmutanten mit gestorter Trophoblast- und Plazentaentwicklung
Gen Genprodukt Trophoblast-Defekt

Entwicklung der Trophoblast-Linien

Cdx2 Homdobox-Transkriptionsfaktor ja
Eomes Homdoobox-Transkriptionsfaktor ia
Differenzierung der Trophoblast-Riesenzellen

Hand1 bHLH-Transkriptionsfaktor ja
Mdfi (I-mfa) Inhibitor von bHLH-Faktoren ia
Spongiotrophoblast-Erhaltung

Mash2 bHLH-Transkriptionsfaktor ja
Egfr EGFR (epidermal growth factor receptor) ja

Chorioallantoische Fusion

Bmp5 /| Bmp7 Proteine der Knochen-Morphogenese ?
Dnmt DNA-Methyltransferase ?
ltga4 Intergrin a4, Bindungspartner Vcam1 nein
Vcam1 Zelladhasionsmolekil, Bindungspartner ltga4 nein
brachyury T-Box-Transkriptionsfaktor nein

Branching und Labyrinth-Entwicklung

Gem1 Transkriptionsfaktor ja
Junb Ap1-Transkriptionsfaktor ja
Hgf Hepatozyten-Wachstumsfaktor ja
Met Rezeptor flir Hepatozyten-Wachstumsfaktor ja
Vhih Tumor-Suppressor ?
Sos1 GDP/GTP Austauschfaktor ja
Gab1 Signalling-Adaptermolekiil ja

Vaskularisierung des Labyrinthes

Esx1 Homoobox-Transkriptionsfaktor ja
Arnt bHLH/PAS-Transkriotionsfaktor ia

Nahrstofftransport durch das Labyrinth

Gjb2 (Cx26) Connexin, Gap Junction-Protein ja

(modifiziert nach Rossant und Cross, 2001); ?: nicht bekannt; bHLH: basic helix-loop-helix
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Der Beginn der Plazentagenese erfolgt in den BRUCE-Mutanten mit Herstellung des
chorioallantoischen Kontaktes sowohl zeitlich als auch funktionell ohne Stérung. Die
Ausbildung der unterschiedlichen Gewebestrukturen wird ebenfalls korrekt initiiert. Mit
zunehmender Reifung ist jedoch die normale Gewichtsentwicklung der Knockout-
Plazenta gestort. Der Spongiotrophoblast wirkt im Vergleich zum WT stark reduziert und
die Entwicklung des Labyrinthsystems verzdgert. Die Gefalddichte im Labyrinth ist
folglich deutlich verringert und bietet durch eine kleinere Oberflache eine verminderte
Effizienz der Nahr- und Sauerstoffbereitstellung fir den Embryo wahrend seiner
Entwicklung. Dieses Entwicklungsdefizit der Plazenta kann mit grofer Wahrscheinlich-
keit als Ursache fir Wachstumsretardierung und perinatale Letalitdt angenommen
werden. Funktionsstérungen oder Missbildungen der Plazenta sind auch beim
Menschen haufig Ursachen fur eine Wachstumsretardierung des Embryos, auch als
IUGR (intra-uterine growth restriction)-Syndrom bezeichnet, mit nachfolgendem
Spontanabort oder Frihgeburt (Cetin et al., 2004).

Im Rahmen einer Zusammenarbeit mit Mitarbeitern der Arbeitsgruppe von Prof.
Wolfgang Wurst vom Max-Planck-Institut fir Psychiatrie und der Gesellschaft fur
Umwelt und Gesundheit (GSF) in Minchen wurden zwei weitere Mauslinien mit
veranderten BRUCE-Allelen charakterisiert. Es handelt sich in beiden Fallen um Allele,
die fur die Fusion einer C-terminal verkurzten Variante des BRUCE-Proteins mit dem
Enzym p-Galaktosidase kodieren (Abb. 31).

BIR 4845 As UBC
BRUCE NHo N

BRUCE Ko

BRUCE W047A01 I j
i

BRUCE W036C08

Abb. 31. Die BRUCE-Fusionsproteine der Genfallen-Linien. Die erwarteten Fusionsproteine nach
Integration des Genfallen-Vektors in den WT-Locus im maRstabgerechten Vergleich zum WT-Protein.

Diesen Fusionsproteinen fehlt die UBC-Domane, wahrend das N-terminale BIR-Motiv

noch vorhanden ist. Der Funktionsverlust war auch in diesen Genfallen-Linien so
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schwerwiegend, dass mit keiner der beiden Mutationen homozygote Mause geboren
wurden. Wahrend fir die Linie W047A01 eine frGhe embryonale Letalitat vor E10
beschriebend wurde, setzte die Embryonensterblichkeit bei der Linie W036C08
zwischen E11 und E14 ein. Die embryonale Letalitat dieser Linie konnte ebenfalls auf
Defekte der Plazentaentwicklung zurickgefuhrt werden (Hitz, 2003). Die Unterschiede
in der Auspragung des Phanotyps kdnnen einerseits mit dem variablen genetischen
Hintergrund der Genfallen-Linien erklart werden. Andererseits ist durch die Expression
der verklrzten Fusionsvarianten auch ein dominant-negativer Effekt denkbar. Erste
Untersuchungen ergaben, dass eine Di- bzw. Oligomerisierung des BRUCE-Proteins flr
seine Funktionalitdt moglicherweise von Bedeutung ist (Bartke, personliche Mitteilung).
Nicht zuletzt wurde mit Hilfe dieser Linien das gewebs- und entwicklungsabhangige

Expressionsprofil des BRUCE-Gens bestatigt.

3.3. Vom Phéanotyp des Knockout-Modells zur Aktivitit des BRUCE-Proteins —

Einblicke in die komplexe Funktion des Proteins innerhalb der Zelle

BRUCE ist aufgrund seiner Grofle und Struktur ein auBergewdhnliches Protein der
BIRP (BIR-domain containing proteins)-Familie. Neuere Untersuchungen zeigen, dass
BRUCE in vitro funktionelle Charakteristika der |IAPs (Inhibitor of Apoptosis Proteins)
besitzt, die durch ihre charakteristischen BIR-Doméanen ebenfalls den BIRPs
zugerechnet werden. Allen IAPs gemeinsam ist ihre Fahigkeit, Apoptose zu inhibieren,
indem sie direkt an Caspasen binden und deren Aktivitat blockieren. Auch BRUCE ist
wie die klassischen IAPs in der Lage, Caspasen zu inhibieren. Nach Apoptose-
Induktion wird BRUCE durch proteolytische Spaltung durch Caspasen und die
Serinprotease HtrA2 sowie durch die Bindung des kleinen mitochondrialen Proteins
Smac inaktiviert. Damit scheint es funktionell in das regulatorische Netzwerk der
Apoptose eingebunden zu sein (Abb. 32). Ahnliche Beobachtungen wurden auch in
Drosophila gemacht. Der in diesem Organismus durch Reaper und Grim aktivierte,
Caspase-abhangige Zelltod kann durch dBruce verhindert werden (Vernooy et al.,
2002). In jeder Hinsicht scheint die UBC-Domane fur die uneingeschrankte anti-

apoptotische Funktion des Proteins von Bedeutung zu sein. Als Substrate fir eine
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direkte Ubiquitinierung durch die kombinierte E2/E3-Aktivitat von BRUCE sind bislang
Caspase-9 und Smac identifiziert worden (Bartke et al., 2004; Hao et al., 2004).

Das vor allem stark neuronal gepragte Expressionsmuster von BRUCE lasst eine
spezifische Funktion des Proteins wahrend der Entwicklung des Nervensystems
vermuten. Bei der Histogenese des Nervensystems kommt der Apoptose der
Nervenzellen besondere Bedeutung zu, da durch den zeitlich und raumlich
koordinierten programmierten Zelltod eine Abstimmung der einzelnen neuronalen
Systeme auf ihr Zielorgan erfolgt. Aber sowohl in diesem als auch in anderen
embryonalen Geweben wurden in den untersuchten Entwicklungsstadien keine
schwerwiegenden Defekte gefunden, die mit verstarkter Apoptose einhergehen. Auch
fur die morphologischen Veranderungen im extra-embryonalen Gewebe der Plazenta
konnte die Ursache nicht in unkontrolliertem Zelltod gefunden werden. Eine Erklarung
fur das unerwartete Ausbleiben von Apoptosedefekten in vivo bietet die Mdglichkeit
einer funktionellen Uberlappung der IAP-Proteine. So zeigen z. B. das humane XIAP
sowie dessen Maushomolog MIAP-3 ein ahnliches Expressionsmuster wie BRUCE.
Auch XIAP ist im Embryo ubiquitar exprimiert. In der Plazenta zeigt sich beim
Menschen zu Beginn der Plazentaentwicklung eine starke Expression vor allem im
Syncytiotrophoblast, dem analogen Gewebe zum Labyrinth der Maus. Trotz der starken
anti-apoptotischen Aktivitat von XIAP kam in den Knockout-Mausen die Mutation in der
Auspragung des Phanotyps nicht zur Geltung. Der Verlust der Apoptose-inhibitorischen
XIAP-Funktion wurde durch eine erhéhte Konzentration der beiden Apoptoseinhibitoren
clAP-1 und clAP-2 ausgeglichen (Harlin et al., 2001). Obwohl eine verstarkte
Expression anderer IAPs in den BRUCE-Mutanten nicht nachweisbar war, ist eine
Kompensationseffekt der vergleichsweise schwachen anti-apoptotischen Aktivitat von
BRUCE denkbar. Jedoch gibt es keine absolute funktionelle Redundanz, da der
BRUCE-Verlust nicht wie im Falle von XIAP vollstandig kompensiert werden kann und
eine perinatale Letalitat verursacht.

Die Aktivitat von Caspase, die durch die Proteine der IAP-Familie selektiv blockiert
werden kann, fuhrt nicht zwangslaufig zum Tod der Zelle. In der letzten Zeit wurden
zunehmend auch nicht-apoptotische Funktionen flir Caspasen beschrieben, denen in
streng regulierten Apoptose-ahnlichen Prozessen wahrend des Zellzyklus oder der
terminalen Differenzierung von Zellen eine bedeutende Rolle zukommt (Abraham und
Shaham, 2004). Daher muss fir einen funktionellen Inhibitor von Caspasen wie BRUCE

auch eine regulative Beteiligung an Zellteilungs- oder Differenzierungsvorgangen in
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Betracht gezogen werden. AulRerdem besitzt BRUCE aufgrund der Struktur seines BIR-
Motivs eine sehr enge Verwandtschaft mit den Survivin-ahnlichen BIRPs. Obwohl
urspringlich als Caspase-Inhibitor beschrieben, ist Survivin, ahnlich wie auch andere
Vertreter dieser Gruppe, in erster Linie in die Regulation der Zellteilung involviert
(Verhagen et al., 2001; Salvesen und Duckett, 2002).

Inhibition der Caspase- Reaktivierung der Caspase Aktivierung anderer
Aktivitat durch BRUCE durch Smac/DIABLO Effektor-Caspasen

@& t’ @ - @~
Ubiquitinierung / ’
der Caspase

durch BRUCE '
Ubiquitinierung /

von Smac/DIABLO

v durch BRUCE
nicht-apoptotische
Funktion der
Caspasen in

Proteasom-abhiingige <) Proteasom-abhingige Ze_"tellung oder
Proteolyse der Caspase * Proteolyse von Smac/DIABLO * leferenZ|erung

Abb. 32. Ein Modell fiir die Regulation der Caspase-Aktivitidt wahrend Apoptose oder Apoptose-
adhnlichen Prozessen durch BRUCE. BRUCE ist in der Lage, die Aktivitdt von Caspasen durch direkte
Bindung Uber das BIR-Motiv zu blockieren. Eine mogliche Konsequenz der Bindung ist die
Ubiquitinierung der Caspase durch die E2/E3-Aktivitat von BRUCE. Damit kénnte der nachfolgende
proteasomale Abbau der Protease verbunden sein. BRUCE selbst kann nach Apoptose-Indunktion
sowohl durch Caspase- und/oder HtrA2-vermittelte Spaltung als auch durch direkte Bindung des
mitochondrialen pro-apoptotischen Faktors Smac/DIABLO inaktiviert werden. Smac ist wiederum
Substrat fur eine BRUCE-abhangige Ubiquitinierung.

Experimente mit den im Rahmen dieser Arbeit als Modellsystem etablierten
embryonalen Fibroblasten der BRUCE-Mutanten lieferten weitere Hinweise darauf,
dass auch BRUCE sich funktionell von den klassischen IAPs unterscheidet. Eine wie
von Hao und Kollegen geschilderte gesteigerte Apoptoserate in der Kultur primarer
BRUCE-defizienter Fibroblasten sowie die Hypersensitivitat der Zellen gegenuber
Apoptose-induzierenden Faktoren wie TNF-a (tumor necrosis factor o) oder Etoposid
konnte nicht bestatigt werden. Stattdessen wurden Veranderungen im Proliferations-
verhalten der Zellen beobachtet. Die Kulturen der Knockout-Fibroblasten waren

gekennzeichnet durch ein sehr langsames Wachstum der Zellen. Der verlangerte
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Teilungszyklus wurde hauptséchlich durch den verzégerten Ubergang der Zellen aus
der Go/G+-Phase in die Synthesephase des Zellzyklus verursacht.

Ahnliche Effekte wurden auch in situ im extra-embryonalen Gewebe der Plazenta
beobachtet. Die drastisch reduzierte Anzahl teilungsaktiver Trophoblasten im
plazentalen Gewebe ist eine mdgliche Erklarung sowohl fur die Reduktion der
Spongiotrophoblast-Schicht als auch fur den Reifungsdefekt des Labyrinthsystems. Die
intensive Proliferation der labyrintharen Trophoblasten ist Voraussetzung fir den
Branching-Prozess und die komplexe Vaskularisierung dieser Struktur. Zusatzlich zu
der beeintrachtigten proliferativen Aktivitat der Trophoblastspezies in der Plazenta
zeigten sich in der histologischen Analyse des Organs Auffalligkeiten im
Differenzierungsmuster der Zellen. Mit zunehmendem Alter der Plazenta fielen nicht nur
morphologische Veranderungen der Trophoblasten sondern auch Abweichungen im
spezifischen Expressionsprofil dieser Zellen auf.

Erste Hinweise auf eine eventuelle Beteiligung von BRUCE in speziellen
Differenzierungsvorgangen lieferten homozygote Mutanten der Fruchtfliege mit
gestorter dBruce-Funktion. Die Organismen sind lebensfahig, die Mannchen jedoch
infertil. Die Spermatiden zeigen Defekte wahrend ihrer terminalen Differenzierung. Die
morphologische und strukturelle Reorganisation der Zellen wahrend der Differenzierung
setzt regulierte Apoptose-ahnliche Vorgange voraus, die eine sequenzielle Aktivierung
von Caspasen mit einschlieRen. In den Spermatiden der Mutanten scheint die Inhibition
der aktivierten Caspasen nicht mehr mdglich zu sein. Sie haben aufgrund erhdhter
Caspase-Aktivitat hyperkondensierte und degeneriert Zellkerne (Arama et al., 2003).
Wie in Spermatiden kdnnen auch in anderen Zelltypen Apoptose-ahnliche Vorgange
nachgewiesen werden, die nicht zum Tod sondern zur terminalen Differenzierung der
Zellen beitragen. Fur die Caspasen -3 und -14 wurde beispielsweise eine spezifische
Funktion wahrend der Differenzierung von Skelettmuskelzellen bzw. Keratinozyten
beschrieben (Abraham und Shaham, 2004). Im Hinblick auf den Plazentadefekt der
BRUCE-Mutanten ist auch die streng regulierte Aktivitat von Initiator- und Effektor-
Caspasen wahrend der Fusion und Erneuerung (Turnover) von Syncytiotrophoblast-
Strukturen sehr interessant, die im Labyrinthsystem die Schranke zwischen
mutterlichem und fétalem Blutsytem bilden. In mononukledren Cytotrophoblasten erfolgt
nach spezifischer Aktivierung der Caspase-8 die Spaltung von Fodrin und anderen mit
dem Cytoskelett der Zelle assoziierten Proteinen. Die dadurch verminderte Stabilitat der

Plasmamembran sowie der flr die frihe Apoptose typische Phosphatidylserin-Flip in
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der Membran sind Voraussetzungen flr die Fusion der Zelle mit einer benachbarten
Trophoblast-Zelle bzw. dem angrenzenden Syncytium. Als Resultat der fein
abgestimmten zeitlichen und raumlichen Aktivitat pro- und anti-apoptostischer Proteine
wird die Zelle jedoch vor einem weiteren Verlauf der Apoptose geschutzt. Eine
Aktivierung von Effektor-Caspasen ist wahrend dieses Vorgangs daher kaum
nachzuweisen. Effektor-Caspasen wie Caspase-3 und -6 treten erst in Aktion wenn
gealterte und damit potentiell gefahrlich Bestandteile, wie z. B. geschadigte Zellkerne,
aus dem syncytialen Verband durch Abschnurung apoptotischer Vesikel ausgeschleust
werden mussen, um den Erhalt des Syncytiotrophoblasten zu gewahrleisten. Auch
dieser Prozess unterliegt einer strengen raumlichen und zeitlichen Regulation und ist
nur in genau definierten Bereichen innerhalb des Syncytiotrophoblasten zu beobachten
(Huppertz und Kingdom, 2004). Mdglicherweise ist die Funktion von BRUCE in eben
solchen speziellen Vorgangen zu suchen, in denen zellulare Kompartimente, wie z. B.
der Golgi-Apparat, vor der durch Apoptose-ahnliche Vorgange induzierten Caspase-
Aktivitat geschitzt werden missen. Erst die Inaktivierung von BRUCE wirde
nachfolgende apoptotische Ereignisse wie den geordneten Abbau des TGN und seine
Verpackung in apoptotische Vesikel erleichtern. Aufgrund der zentralen Aufgabe des
TGN im Vesikeltransport und -Sorting innerhalb der Zelle ist durch eine gestorte
BRUCE-Funktion auch die negative Beeinflussung dieser und damit in Verbindung
stehender grundlegender Prozesse denkbar, die fur die Vitalitat der einzelnen Zelle
sowie die Interaktion der Zellen im Gewebeverband von Bedeutung sind.

In der Kultur primarer Fibroblasten hat das Fehlen von BRUCE nicht nur Einfluss auf die
Wachstumsrate und den Teilungszyklus der Zellen sondern auch auf deren
Lebensspanne. Charakteristische morphologische Veranderungen, Abweichungen in
Genexpression und Metabolismus sowie eine abnehmende proliferative Aktivitat
markieren bereits nach wenigen Passagen den Eintritt der Zellen in das Stadium der
Seneszenz. In der Fachliteratur wird die Seneszenz als Defensivmechanismus gegen
alterungsbedingte Immortalisierung der Koérperzellen diskutiert, um der Entstehung von
malignen Tumoren entgegenzuwirken (Campisi, 2001). Ausgel6st durch die mit
steigender Anzahl an Zellteilungen auftretende Telomerverkirzung oder beispielsweise
durch massive DNA-Schadigung kommt es zur Aktivierung eines Kontrollmechanismus,
der die Zellen durch Uberexpression von Tumorsuppressoren wie p53 und/oder pRb
irreversibel in den Seneszenzarrest fuhrt. Tatsachlich wurde fur BRUCE-defiziente

Fibroblasten eine hohe spontane Immortalisierungsrate mit anschlielendem
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aggressiven Wachstum der Zellen beobachtet. Die Immortalisierung ging in jedem Fall
mit einem Verlust sowohl der p53-Expression als auch der durch p53 regulierten p21-
Expression einher. Durch welche Stérung oder welches Signal der Seneszenzarrest in
den Knockout-Zellen verursacht wird, ist unklar.

Durch die fiir seneszente Zellen typische Uberexpression und Sekretion von
Wachstumshormonen, Metalloproteasen, Proteinen der extrazellularen Matrix sowie
inflammatorischen Cytokinen tragen diese im alternden Organismus gehauft
auftretenden Zellen zu Stérungen der lokalen Gewebestruktur und -funktion bei.
Moglicherweise sind in den BRUCE-Mutanten neben Proliferations- und
Differenzierungsfehlern auch vorzeitige Zellalterung und Seneszenz an der Auspragung
des Phanotyps beteiligt. Wahrend der gesamten Plazentagenese, vor allem aber in der
alternden Knockout-Plazenta der spaten Embryonalentwicklung, fallen besonders im
Spongiotrophoblast morphologisch veranderte und teilungsinaktive Trophoblasten auf,
die zusatzlich das fur Riesenzellen typische Wachstumshormon Proliferin sowie
Laminin, eine Komponente der Basalmembran, exprimieren und Aktivitat der
Seneszenz-induzierten -Galaktosidase besitzen.

Fur eine detaillierte Aufklarung der Ursachen flr die beschrieben Defekte im Gewebe
der BRUCE-defizienten Plazenta auf zellularer Ebene, kdnnten Experimente mit
Explantat-Kulturen durchgeflihrt werden. Sowohl apoptotische Vorgange als auch
Differenzierung und Seneszenz lie3en sich ex vivo besser voneinander abgrenzen und
definieren. Ein weiteres geeignetes System fur die Untersuchung von Zellzyklus,
Cytokinese und Differenzierung von Trophoblasten kénnte durch die Isolation und
Kultur von Trophoblast-Stammzellen etabliert werden.

BRUCE wird zwar in fast allen embryonalen und adulten Geweben exprimiert, Effekte
seiner Deletion konnten bis jetzt aber nur in der Plazenta beschrieben werden. Allen
Effekten, die im Embryo zu beobachten sind, wie temporare Blutungen, verzdgerte
Erythrozytenreifung oder Anamie, kann nicht zugeordnet werden, ob sie direkt durch
den Verlust der BRUCE-Funktion oder als Sekundareffekt in Folge der Defekte im
extra-embryonalen Gewebe auftreten. Im Falle der Erythrozytenreifung ware ein
direkter Effekt durchaus denkbar. Wahrend ihrer terminalen Differenzierung verlieren
die roten Blutkdrperchen unter Beibehaltung ihrer metabolischen Aktivitat sowohl den
Zellkern als auch andere subzelluldare Organellen, ein Prozess, fur den die nicht-
apoptotische Funktion von Caspasen bendtigt wird (Ishizaki et al., 1998; Carlile et al.,
2004). Allerdings wurden auch fur Rb und SOCS3-defiziente Mause Erythropoeise-
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Defekte beschrieben, die sich spater aufgrund funktioneller Stérungen der Plazenta als
sekundar herausstellten (Roberts et al., 2001; de Bruin et al., 2003). Sauerstoff- und
Nahrstoffmangel sowie eine eingeschrankte Sekretion von plazentalen Erythropoiese-
Faktoren kdonnen eine Akkumulation der Vorlauferzellen vor allem in der peripheren
Zirkulation verursachen.

Durch die perinatale Letalitdt der BRUCE-Knockout-Mause ist es leider nicht moglich,
Aussagen Uber die Rolle von BRUCE fiir Entwicklung und Wachstum juveniler Mause
bzw. die Funktion von BRUCE in speziellen Zelltypen, Geweben oder Organen adulter
Mause zu treffen. Die sehr aufwendige Methode der tetraploiden Fusion ist in solchen
Fallen das Mittel der Wahl, um die Plazenta zu retten und ihre normale Entwicklung und
Funktion zu gewahrleisten (McLaughlin, 1993; de Bruin et al., 2003). Hierbei werden die
beiden Zellen eines isolierten WT-Embryos im Zweizellstadium mit Hilfe eines
elektrischen Impulses zu einer tetraploiden Zelle fusioniert, mit einem Knockout-Embryo
im Stadium der Morula in vitro aggregiert und zur Blastocyste gereift. Die so erhaltenen
chimarischen Blastocysten werden in scheinschwangere Mause reimplantiert. Im
Verlauf der Embryonalentwicklung tragen die tetraploiden WT-Zellen ausschlieRlich zur
Bildung des extra-embryonalen Gewebes der Knockout-Embryonen bei. Dadurch ware
einerseits die Charakterisierung des Phanotyps ohne maskierende Defekte im extra-
embryonalen Gewebe, andererseit vielleicht sogar eine Entwicklung des Embryos tUber
die perinatale Phase hinaus moglich. Die Charakterisierung der phanotypischen
Manifestation der BRUCE-Defizienz im adulten Organismus, wie beispielsweise das
Auftreten einer gestdorten Spermatogenese oder die Beeintrachtigung neuronaler
Funktionen, kdnnte am besten durch die Etablierung eines induzierbaren Knockout-
Modells erfolgen. Die vorliegende Phanotypisierung des klassischen Knockouts
verdeutlicht jedoch bereits die Komplexitat der BRUCE-Funktion (fir Proliferation,
Differenzierung, Vitalitét und/oder Uberleben spezieller Zelltypen) und die Bedeutung
des funktionellen Verlustes dieses ungewdhnlichen Enzyms fur Entwicklung und

Funktion der Plazenta und damit fir die gesamte Embryonalentwicklung der Maus.
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4. Material und Methoden

4.1. Material
4.1.1. Chemikalien und Reagenzien

Soweit nicht anders vermerkt, fanden analysenreine Chemikalien und Reagenzien der
Firmen Aldrich, Applied Biosystems, Biomol, Biorad, Difco, Fluka, Invitrogen, Kodak,
Merck, Roth, Riedel de Haen, Serva oder Sigma Verwendung. Molekularbiologische
Reagenzien, Restriktionsendonukleasen und die Mehrzahl anderer Enzyme wurden
(wenn nicht anders angegeben) von den Firmen Roche, MBI, Fermentas, New England
Biolabs, Pharmacia und Promega bezogen. Radiochemikalien stammten von den
Firmen Amersham und Hartmann Analytic. In fast allen der unten beschriebenen
Methoden sind sterile Losungen und sterile Gefalle eingesetzt worden. Unter
besonderer Vorsicht wurde mit RNA gearbeitet. Wasser und autoklavierbare Lésungen
wurden uber Nacht in 0,1 % Diethylpyrocarbonat (DEPC) inkubiert und anschlieRend
zweimal autoklaviert. Fur nicht autoklavierbare Ldésungen wurden RNase-freie
Substanzen und DEPC-Wasser verwendet oder zu den Losungen wurde RNase-Block
(InnoGenex) dazugegeben. Instrumente, Glas-, und Plasikware wurden vor Gebrauch
mit RNase AWAY (Molecular BioProducts) behandelt oder wenn maglich mehrere
Stunden bei 220° C gebacken.

4.1.2. Hard- und Software

Datenbankrecherchen (Sequenzsuche und Sequenzvergleiche sowie Literatur-
recherchen) erfolgten mit Hilfe des “National Center for Biotechnology Information”

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). FUr Sequenzanalysen (Erstellen von Restriktionskarten,

Auswertung von DNA-Sequenzierungen, Vergleiche von Proteinsequenzen und
Primerdesign) wurde das Programmpaket DNA-Star (DNA Star Inc.) verwendet.
Roéntgenfilme und Gelphotographien sind mit einem AGFA-Scanner (Arcus Il) und mit
dem Programm Adobe Photoshop 5.0 (Adobe Systems Inc.) digitalisiert worden. Alle
Graphiken und Abbildungen wurden mit den Programmen Canvas 6.0 (Daneba

Software Inc.) und Microsoft Powerpoint 98 (Microsoft Corp.) zu ihren endgultigen
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Formaten verarbeitet. Die Arbeit wurde auf einem Apple Macintosh G4 mit der Software

Microsoft Word 98 (Microsoft Corp.) geschrieben.

Die nachfolgenden mikrobiologischen, molekularbiologischen und protein-
biochemischen Methoden richten sich im wesentlichen nach Sambrook et al., 1989;

Ausubel et al., 1987 und nach Angaben der Hersteller.

4.2. Mikrobiologische und Molekularbiologische Techniken

4.2.1 E. coli -Stamme

XL1-Blue: sup E44, hsd R17, rec A1, gyr A46, thi, rel A1, lac-, F'[pro AB +,
lac | q, Lac Z M15, Tn10(tet r)] (Stratagene)

BL21-Gold (DE3): B F-, ompT, hsdS(rsmg’)dcm®, Tet", gal, endA, The

TG1: D(lac, pro), supE44, thi, hsd D5, F[Tra D36, pro’, lac | q, lac Z
DM15]

4.2.2. E. coli—Vektoren

pUC19 (NEB)
pBluescriptSK(+) (Stratagene)
pSuper (OligoEngine)
pQE9 (Qiagen)

4.2.3. Kultivierung und Lagerung von E. coli

LB-Medium: 1 % Trypton (Difco)
0,5 % Hefeextrakt (Difco)
1 % NaCl
sterilisiert durch Autoklavieren

LB-Agar: LB-Medium mit 1,5 % Agar
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Flussigkulturen in LB-Medium wurden bei 37° C und 200 U/min geschuttelt und
Agarplatten Uber Kopf bei 37° C inkubiert. Fir die Selektion von transformierten
Bakterien sind Antibiotika in einer Konzentration von 50 ug/ml (Ampicillin) bzw. 30 ug/ml
(Kanamycin) dem Medium zugefugt worden. Die Zelldichte von E. coli-Kulturen wurde
photometrisch bei einer Wellenlange von 600 nm (ODgg) bestimmt. Bakterien in
Flussigkultur kdnnen fur ca. 2 Wochen und Ausstriche auf Agarplatten mehrere Wochen
bei 4° C gelagert werden. Fir eine langfristige Lagerung wurden stationare
Flussigkulturen mit Glycerol versetzt (Endkonzentration 18 %) und bei -80° C

eingefroren.

4.2.4. Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Es wurden sowohl chemisch kompetente als auch elektrokompetente Zellen verwendet.
In beiden Fallen wurde aus einer Einzelkolonie des entsprechenden E. coli-Stammes
eine Ubernachtkultur in Flissigmedium hergestellt. Mit 10 ml dieser Kultur wurde 1 | LB-
Medium angeimpft und bis zu einer optischen Dichte (ODgy) von 0,6 — 0,8 bei 37° C
inkubiert. Nach 20 min Inkubation der Kultur in Eiswasser wurden die Zellen durch
Zentrifugation (5 min, 6000 x g, 4° C) geerntet. Alle weiteren Schritte sind im Kuhlraum
unter Verwendung von vorgekuhlten Materialien und Lésungen durchgefihrt worden.
Fur die Herstellung von elektrokompetenten Zellen wurde das Zellsediment in 1 |
sterilem H,O vorsichtig resuspendiert. Die Zellen wurden erneut zentrifugiert und der
letzte Schritt mit 0,5 | H,O wiederholt. Die Zellen wurden in 20 ml 10 % Glycerin
resuspendiert und erneut durch Zentrifugation geerntet. Schliel3lich wurden die Zellen in
3 ml 10 % Glycerin resuspendiert, in 100 pl-Aliquots in flissigem Stickstoff eingefroren
und bei -70° C gelagert. Fur die Herstellung der chemisch kompetenten Zellen wurde
das Zellsediment in 200 ml kalter 100 mM MgCl,-Lésung vorsichtig resuspendiert. Die
Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet, in 400 ml einer 100 mM CaCl,-Lésung
resuspendiert, fur 20 min in Eiswasser inkubiert und erneut abzentrifugiert. Das
Zellsediment wurde schlieBlich in 20 ml 15 % Glycerin und 100 mM CaCl;
aufgenommen und in 100 pl-Aliquots bei -70° C gelagert.
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4.2.5. Transformation von Plasmid-DNA in Bakterienzellen

Vor der Transformation wurden die kompetenten Zellen langsam aufgetaut. Fur eine
Elektroporation erfolgte die Mischung von ca. 0,1 pmol Plasmid bzw. 1 ul des
Ligationsansatzes mit 30 ul der elektrokompetenten Zellen. Die Suspension wurde in
eine Elektroporations-Kuvette (0,1 cm Dicke) Uberfihrt und die Zellen bei einem Puls
von 1,8 kV und 25 uF bei einem Widerstand von 200 Q elektroporiert. Die Zellen wurden
schnell in 0,5 ml LB-Medium aufgenommen, in ein Eppendorf-Gefaly tberfuhrt und nach
60 min Inkubation bei 37° C auf Selektionsplatten ausgestrichen.

Fur eine chemische Transformation wurden 50 ul der aufgetauten Zellsuspension mit
wenigen Nanogramm Plasmid bzw. bis zu 10 ul eines Ligationsanatzes gemischt, 30
min auf Eis inkubiert und anschlieBend einem Hitzeschock bei 42° C fur 45 sec.
ausgesetzt. Der Ansatz wurde fur 2 min auf Eis gekuhlt, mit 1 ml LB-Medium versetzt
und 40 min bei 37° C geschuttelt. Danach sind die Zellsuspension auf Selektionsplatten

ausgestrichen und in der Regel Uber Nacht bei 37° C inkubiert worden.

4.2.6. Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit dem System der Firma Qiagen
Uber Anionenaustauscher-Saulen nach alkalischer Lyse. Fur den kleinen Maf3stab, z. B.
Restriktionsanalysen, wurde das “QlAprep Spin Miniprep Kit” eingesetzt. In diesem Fall
erfolgte die Isolierung nach Herstellerangaben aus 3 ml Ubernachtkultur. GréRere
Mengen Plasmid-DNA wurden mit Hilfe des “Plasmid Maxi Kits” aus 500 ml
Ubernachtkultur isoliert. Dabei wurde ebenfalls nach Herstellerangaben verfahren. Alle
Plasmidpraparationen sind im letzten Schritt in 10 mM Tris-HCI (pH 8,5) aufgenommen
worden.

Die Konzentrationsbestimmung der DNA in walriger Losung erfolgte photometrisch bei
den Wellenlangen 260 und 280 nm. Eine optische Dichte von 1, gemessen bei 260 nm,
entspricht dabei einer Konzentration von 50 ug/ml fur doppelstrangige DNA, 40 ug/ml fur
einzelstrangige DNA bzw. RNA oder 20 ug/ml fur Oligonukleotide. Das Verhaltnis der
optischen Dichten ODggo/ OD2gp einer angemessen reinen Plasmidlésung sollte bei 1,8 -

2,0 liegen.
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4.2.7. Praparation genomischer DNA aus Zellen und Geweben

Puffer und Lésungen:
Proteinase K-Puffer: 100 mM Tris/HCI pH 8,5

200 mM NaCl

5 mM EDTA

0,2 % SDS

20 ul Proteinase K (frisch aus Stockldsung 10 mg/ml)
Die Zellen einer konfluent bewachsenen 10 cm-Schale wurden geerntet und bei 200 x g
fur 5 min zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet bzw. eine definierte Menge Biopsie-
gewebe adulter Mause (z. B. 0,5 — 1 cm Schwanzbiopsie) oder geeignetes embryonales
Gewebe (Amnion, Schwanz oder Kopf) wurde in 500 ul Proteinase K-Puffer Gber Nacht
bei 55° C geschuttelt. Es wurden anschliefend 200 ul einer gesattigte NaCl-Losung zu
den Ansatzen pipettiert, vorsichtig gemischt und die ausfallenden Proteine bei 16.000 x
g fir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, die DNA
durch Zugabe von 330 ul Isopropanol gefallt und durch Zentrifugation (2 min bei 16.000
x g) pelletiert. Das Pellet wurde mit 350 ul 70 % Ethanol gewaschen, erneut
abzentrifugiert und in einem entsprechenden Volumen Aqua dest. aufgenommen (25 —
150 wl).

4.2.8. Prazipitation von Nukleinsauren

Fur die Ethanol-Fallung von DNA wurden 1/10 Volumen (Vol.) 3 M Na-Acetat (pH 5,4)
und 2,5 Vol. Ethanol mit der DNA-L6sung vermischt, dieser Ansatz 1 h bei 4° bzw. -20°
C inkubiert und die DNA anschlielend durch eine Zentrifugation bei 16.000 x g und 4° C
fir 20 min pelletiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt, die DNA durch Zugabe
von 70 % Ethanol gewaschen und erneut abzentrifugiert. Das DNA-Sediment wurde
getrocknet und in einem geeigneten Volumen TE-Puffer [50 mM Tris (pH 7,5), 1 mM
EDTA] oder in destilliertem Wasser aufgenommen. Bei der Fallung mit Isopropanol
wurde die DNA mit 1 Vol. Isopropanol bei RT prazipitiert.

RNA ist in Gegenwart von 10 ug tRNA prazipitiert worden. Der Ansatz wurde mit DEPC-
Wasser auf ein Volumen von 100 ul aufgefullt und nach Zugabe von 1 Vol. 4 M NH4Oac
und 2,5 Vol. Ethanol fur eine Stunde bei -80° C gelagert. Die RNA wurde wie fur die
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Prazipitation von DNA beschrieben pelletiert, gewaschen und in einem geeigneten
Volumen DEPC-Wasser aufgenommen.

4.2.9. Restriktionsverdau von DNA

Die sequenzspezifische Hydrolyse von DNA mit Restriktionsenzymen wurde nach den
allgemein ublichen Vorschriften durchgefihrt (vgl. Sambrock et al., 1989). Die
Restriktionsbedingungen wurden entsprechend den Empfehlungen der Hersteller
gewahlt und die Restriktionsenzyme in den mitgelieferten Puffern eingesetzt. Fur
analytische Restriktionen wurden 1 - 2 ug DNA mit 2 - 4 Einheiten des jeweiligen
Restriktionsenzyms in einem Gesamtvolumen von 10 ul verdaut. Die Inkubation erfolgte
bei 37° C fur 1 h. Bei praparativen Restriktionen fur Klonierungen, die Verwendung der
DNA in Southern Blot-Analysen oder fur In vitro-Transkriptionen wurden mindestens 5
ug DNA in einem Volumen von 20 — 30 ul verdaut. Dabei ist die Enzymmenge auf
mindestens 10 Einheiten pro ug DNA erhoht worden. Die Inkubation erfolgte hier in der

Regel fur mehrere Stunden bei 37° C.

4.2.10. Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Puffer und Lésungen:

1 x TBE: 45 mM Tris-Borat
1 mM EDTA
pH 8,0

5 x Probenpuffer: 0,5 % SDS

25 mM EDTA, pH 8,0

25 % Glycerin

0,01 % (w/v) Orange G
Fur Analysen und praparative Isolierungen von DNA-Fragmenten ist 0,7 - 2%ige
Agarosegele verwendet. Die Agarose wurde in 1 x TBE-Puffer aufgekocht, nach
Abkuhlung mit Ethidiumbromid (1 pg/ml) versetzt und in Flachkammern mit Kdmmen fur
die Geltaschen gegossen. Als Laufpuffer fand 1 x TBE Verwendung. Die DNA-Proben
wurden vor dem Auftrag mit 0,2 Vol. 5 x DNA-Probepuffer versetzt. Abhangig von der
GelgroRe betrug die angelegte Spannung 100 — 200 V. Durch die Interkalation von

Ethidiumbromid konnte die aufgetrennte DNA auf einem UV-llluminator sichtbar
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gemacht und photografiert werden. Durch die parallele Auftrennung eines
Grolenmarkers (“1 kb DNA-Ladder”, Gibco BRL) war es moglich, die Lange der DNA-

Fragmente zu ermitteln.

4.2.11. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Gelextraktion von DNA-Fragmenten nach vorhergehender Agarose-
Gelelektrophorese diente der Aufreinigung von praparativen Restriktions- und PCR-
Ansatzen. Die zu isolierende Bande ist unter langwelligem UV-Licht (324 nm) mit einem
Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in ein Eppendorf-Gefald Gberfihrt
worden. Fur die Extraktion wurde ausschlie3lich das “Qiaex Il Gel Extraction Kit” der
Firma Qiagen verwendet. Dabei wird die aus dem Gel herausgeldste DNA an eine
Silikamatrix gebunden, gewaschen und schlief3lich in 20 wl 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

eluiert. Die Vorgehensweise richtete sich exakt nach dem Herstellerprotokoll.

4.2.12. Ligation von DNA

Um bei Klonierungen die Religation des Vektors zu vermeiden, wurden die 5-Enden der
DNA dephosphoryliert. Die Reaktion erfolgte in einem speziellen Phosphatasepuffer mit
ca. 0,1 Einheit (calf intestine-) Phosphatase (Roche) pro 20 pmol 5'-DNA-Enden bei 37°
C fur 30 min.

Die Verknupfung von DNA-Enden bei Klonierungen erfolgte mit T4 DNA-Ligase (NEB) in
einem Volumen von 20 ul. Dabei wurden standardmafig 0,5 - 1 ul geschnittene Vektor-
DNA aus der Gelextraktion (ca. 100 ng) mit 5 - 10 ul geschnittener und gelextrahierter
Insertions-DNA entweder bei 20° C fur 3 h oder bei 16° C liber Nacht ligiert. Das molare
Verhaltnis Vektor-/Insertions-DNA ist anhand der Bandenintensitat im ethidiumbromid-

gefarbten Gel abgeschatzt worden und lag jeweils bei 1:5 bis 1:10.
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4.2.13. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Primer:

jp101
jp136
wt-0
wt-3.as
neo4
neo5

GAG CCT GTG ATT TAT AGT GTAC
CTT CAG CTG GAT AGT GAGTTCC
GTG TCT CCA CCT AAC CTATGC
GGT GAT AAAATC CAG CTT GAG C
GGC TAT TCG GCT ATG ACT GGG C
GGG TAG CCAACGCTATGTCCTG

Die Standard-PCR-Reaktionen fanden in einem Volumen von 50 pl mit ca. 50 ng

Plasmid-DNA oder 0,5 ug genomischer DNA in einfach konzentriertem PCR-Puffer
(Gibco Taq PCR Polymerase Puffer bzw. NEB ThermoPol Puffer) mit jeweils 0,2 mM
dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 0,5 pM der entsprechenden Oligonukleotide (Primer)

und 1 - 5 Einheiten Polymerase (Taq oder vent-Polymerase) statt. Wenn nicht im 10fach

konzentrierten PCR-Puffer enthalten, wurde MgCl; in einer Endkonzentration von 1 - 3

mM zu den Reaktionsansatzen gegeben. Die Amplifizierung ist in einem "DNA-Thermo-

Cycler" der Firma Perkin-Elmer Cetus durchgefuhrt worden. Das Profil der Reaktion

richtete sich nach der Quantitat und Qualitat der Matrizen-DNA, der Lange und dem

G/C-Gehalt der Oligonukleotide und der Lange des erwarteten PCR-Fragments.

Standard-PCR-Programm:

1 Initiale Denaturierung 5 min, 94° C
2 Amplifizierung 30 Zyklen: 1 min, 94° C
30 sec. Annealing
1 min / 1000 bp, 72° C Kettenverlangerung
3 | Auffillen der Enden 5min, 72° C
4 Kihlung 0 4° C

Zum Abschatzen der Annealing -Temperatur wurde die Schmelztemperatur der Primer
nach der Faustregel 4° C pro G/C und 2° C pro A/T-Nukleotid berechnet. Die gewahlte
Annealing-Temperatur lag dann einige Grade unter der berechneten Primer-

Schmelztemperatur, in der Regel zwischen 50 und 55° C.
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4.2.14. Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Template: - 0,4 kb BamHI-Fragment der mit den Primern jp101 und jp136
PCR-amplifizierten Sequenz des BRUCE cDNA-Klons A7-Sal |

Fur die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten (200 - 2000 bp Lange) wurde der

“High-Prime Kit* (Roche) gemall den Angaben des Herstellers verwendet. Es sind 50-

100 ng des zu markierenden Fragments und 50 uCi a-[*?P]-dCTP eingesetzt worden. In

einigen Fallen wurden die nicht eingebauten Nukleotide mit Hilfe einer Gelfiltration

(“G25-Spin column®, Pharmacia) abgetrennt.

4.2.15. Southern blot -Hybridisierung

Puffer und Lésungen:

Natriumphosphat-Puffer: 1 M NaHPO4 x 2H,0
4 ml H3PO4 auf 1 | Puffer
pH 7,2

Hybridisierungspuffer: 0,5 M Natriumphosphat-Puffer
7 % SDS
pH 7,2

20 x SSC: 3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat
pH 7,0

Waschpuffer: 40 mM Natriumphosphat-Puffer

1% SDS

pH 7,2
Genomische DNA (3 - 10 ug) wurde bei der geeigneten Temperatur 3 - 16 h verdaut und
in einem 0,8%igen Agarosegel aufgetrennt. Flr eine spatere Orientierung ist ein
angelegtes Lineal zusammen mit dem Ethidiumbromid-gefarbten Gel photografiert
worden. Das Gel wurde 3 x 15 min in 500 ml 0,25 M HCI auf einem Schattler inkubiert.
Dieser Schritt fihrt zur Bildung von Doppelstrangbrichen innerhalb der DNA-
Fragmente, wodurch einen quantitativer Transfer der DNA ermdglicht wird.
Anschlieend wurde das Gel kurz mit Aqua dest. gewaschen und 3 x 15 min in 0,4 N
NaOH (Denaturierung der DNA) auf einem Schattler inkubiert. Der Transfer erfolgte tber
Nacht durch Kapillartransfer auf eine positiv geladene Nylonmembran (“GeneScreen
PLUS”, NEN™ Life Science Products) mit 0,4 N NaOH als Transferpuffer. Alternativ
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wurde die DNA mit Hilfe eines Vakuum-Blotters auf die Nylonmembran Gberfuhrt (2 h bei
50 mBar). Nach dem vollstdandigen Transfer wurde die Membran kurz in 2 x SSC
geschuttelt (Entfernung von Agaroseresten), anschlieffend getrocknet und 30 min bei
65° C fixiert. In diesem Zustand kann die Membran bei RT oder langerfristig bei 4° C bis
zu ihrer Verwendung aufbewahrt werden.

Die getrockneten und fixierten Nylonmembranen wurden kurz in 2 x SSC-Puffer
geschwenkt und in 10 - 30 ml Hybridisierungspuffer mit 100 yg/ml denaturierter
Heringssperma-DNA fur 2 - 3 h bei 65° C prahybridisiert. AnschlieBend erfolgte die
spezifische Hybridisierung der radioaktiv markierten und denaturierten DNA-Sonden in
Hybridisierungspuffer tGber Nacht bei 65° C. Die Membran ist bei der gleichen
Temperatur mindestens dreimal mit vorgewarmtem Southern-Waschpuffer unter
kraftigem Schutteln gewaschen worden. Die nasse Membran wurde in einer Plastikhille
eingeschweil3t und zunachst 2 - 24 h (je nach Signalintensitat) gegen eine
Phosphoimager-Platte exponiert. Hybridisierungssignale wurden mit einem
Phosphoimager (FUJIFILM BAS-2500) detektiert und mit den Programmen Image
Reader BAS-2500 V1.4E und Image Gauge V3.01 verarbeitet. Die Exposition gegen
Roéntgenfilm (BIOMAX, Kodak) erfolgte mit Verstarkerfolie (Quanta Ill) bei -80° C fur
einen Tag oder bis zu mehreren Tagen.

4.2.16. Praparation von RNA-Sonden mittels in vitro-Transkription

Template: pBS Il SK+ pl-1 Dr. M. Moser (MPI fur
pBS Il SK+ gcm-1 Biochemie, Abt. Mole-
pBS Il SK+ mash2 kulare Medizin)
pBS Il SK+ ehand
pBS Il SK+ flt-1 Dr. T. Floss (GSF,
pBS Il SK+ flk-1 Neuherberg)

pSuper 13318BRUCE14.101

Als Template fur die in vitro-Transkription wurden 800 - 1200 b lange cDNA-Fragmente
der Gene, deren Expression nachgewiesen werden soll, in ein Plasmid mit den
Promotorelementen fur die T3-, T7- und/oder SP6-Polymerase (z. B. pBSlI, Stratagene)

kloniert. Die Transkription ist in einem Gesamtvolumen von 30 ul durchgefihrt worden.
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Reagenz Volumen (in ul) | Konzentration
DEPC-H,0 16,5

10 x Transkriptionspuffer (Roche) 3,0 1 X
NTP-Mix (ATP, CTP, GTP, je 10 mM) 3,0 1 mM
0,3MDTT 1,0 10 mM
RNasin (40 U/ul RNase-Inhibitor, Promega) 1,0 40U
linearisierte Plasmid-DNA (1 ug/ul) 1,5 1,0 ug
a-[**S]-UTP (12,5 mCi/ml; 1250 Ci/mmol, Amersham) 3,0 100 uCi
T7, T3 oder SP6 RNA-Polymerase (Roche) 1,0 20U

Die einzelnen Komponenten wurden bei RT gemischt und insgesamt 3 h bei 37° C
inkubiert, wobei nach 1 h nochmals 0,5 ul der RNA-Polymerase zum Ansatz gegeben
wurden. Die Plasmid-DNA ist nach der cRNA-Synthese durch Zugabe von 1 ul RNase-
freier DNase | (10 U/ul, Roche) enzymatisch entfernt worden. Die RNA-Sonden wurden
anschliefend entweder mit Hilfe der "7RNeasy Mini Spin Columns” aus dem “RNeasy
Kit“ (Qiagen) gereinigt und in insgesamt 50 ul RNase-freiem Wasser eluiert oder die
uberschussigen Nukleotide mittels Gelfiltration entfernt und die RNA gefallt. Die Aktivitat

der Proben wurde anschliel3end Uber Szintillationszahlung ermittelt.

4.2.17. antisense Oligonukleotid-Sonden

Oligonukleotide: Proliferin (1)  (NM031191) b1-63
Proliferin (2) b 453 - 514
Tpbp (4311) (6678404) b1-62

Die Sequenzen der benutzten Oligonukleotide waren in jedem Fall publiziert oder aus
der verdffentlichten Gensequenz leicht ablesbar (entsprechende Quellen sind
angegeben). Fur alle verwendeten, komplementar zu den verschiedenen Target-
MRNAs synthetisierten, antisense Oligonukleotide wurden die vom Hersteller (MWG)
gelieferten Lyophilisate geldst, auf eine Konzentration von 10 pmol/ul verdinnt und bei -
20° C zwischengelagert. In einer Standardreaktion wurden 90 pmol Oligonukleotid mit
Deoxyadenosin-5"-[ a-thio]triphosphat [*°S] wie folgt zur Reaktion gebracht und 30 min
bei 37° C inkubiert:
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Reagenz Volumen (in wl)
Oligonukleotid (10 pmol) 9,0
5 x TdT-Reaktionspuffer 4,0
25 mM CoCl; (Roche) 4,0
a-[358]-dATP (12,5 mCi/ml; 1250 Ci/mmol, Amersham) 2,0
Terminale Deoxynukleotidyltransferase (TdT, rekombinant, Roche) 1,0

Bei dieser kobaltabhangigen Enzymreaktion erfolgte die Ankntpfung von 10 - 30
Adenosinmonophosphatresten an das 3-Ende der Oligonukleotide. Sie wurde mittels
EDTA (0,2 M; pH 8,0; 2 ul) als Komplexbildner gestoppt und die Ansatze einer
Gelfiltration mittels “G25-Spin Columns” (Pharmacia) unterzogen. Bei der Zentrifugation
der Saulen fur 2 min bei 3000 U/min (Eppendorf 5415 C) wurden die radioaktiv
markierten Oligonukleotide eluiert und 1 oder 2 ul der erhaltenen Eluate zur
Aktivitatsbestimmung im Flussigkeitsszintillator gemessen, wobei die Zerfallsraten bei
50.000 bis 200.000 cpm/ul liegen sollten. Den **S-markierten Proben wurde nach der
Markierung jeweils 1 ul 1 M DTT (Dithiothreitol) als Oxidationsschutz zugefugt und die
Proben konnten, aufgrund der relativ langen Halbwertszeit des Isotopes von ca. 87
Tagen, bei -20° C bis zu einem Monat bis zu ihrer Verwendung zwischengelagert

werden.

4.3. Proteinbiochemische Techniken

4.3.1. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Konzentration von Proteinen erfolgte nach der von Bradford
entwickelten Methode mit dem “Protein Assay Kit” (Biorad). Es wurden 1 - 10 ul der zu
bestimmenden Proteinlésung mit 1 ml Protein-Assay-L6sung fur exakt 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliefend die optische Dichte bei 595 nm mit einem
Spektrophotometer (Pharmacia) bestimmt. Als Standard wurden Ldosungen mit
bekannter Konzentration von Immunglobulinen (IgG) verwendet und eine Eichkurve

erstellt.
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4.3.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Puffer und Lésungen:

Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris-Base
190 mM Glycin
0,1 % SDS

8 % w/v SDS

40 % v/v Glyzerol

240 mM Tris/HCI pH 6,8
0,02 % Bromphenolblau
100 mM R-Mercaptoethanol

Probenpuffer (4x):

Sammelgelpuffer: 1 M Tris/HCI pH 6,8

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCI pH 8,8

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte nach ihren Molekulargewichten durch die

diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970) mit dem

“Mighty Small’-Gelsystem (Hoefer). Die jeweiligen Trenngele sind nach der Herstellung

mit Isopropanol Uberschichtet worden. Nach der Polymerisation wurde der Alkohol

entfernt, die Geloberflache mit Wasser gespult, das Sammelgel gegossen und die

Geltaschen mit einem geeigneten Kamm gesteckt.

Bestandteile Sammelgel Sammelgel Trenngel
3,75 % (20 ml) 5 % (20 ml) 10 % (20 ml)

30 % (w/v) Acrylamid /

0,8 % (w/v) Bisacrylamid 2,5ml 3,4 ml 6,7 ml
Stammldsung Tris 5,0 ml 2,5ml 5,0 ml
Aqua dest. 12,1 ml 13,6 ml 7,9 ml
SDS (10 %) 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
APS (0,1 mg/ml) 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
TEMED 75 ul 35 ul 10 ul
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Bestandteile Gradientengel Gradientengel

4 %ige L6sung (25 ml) 20 %ige Loésung (25 ml)
30 % (w/v) Acrylamid /
0,8 % (w/v) Bisacrylamid 3,3 ml 16,7 ml
Stammldsung Tris 6,25 ml 6,25 ml
Aqua dest. 15,0 ml -
Succrose - 399

je 10,5 ml

SDS (10 %) 105 ul
APS (0,1 mg/ml) 105 ul
TEMED 2,5 ul

Die Proteinproben wurden in Probenpuffer aufgenommen, durch Erhitzen (5 - 15 min
bei 95° C) denaturiert, auf das Gel aufgetragen und und bei einer Stromstarke von 20 -
40 mA pro Gel aufgetrennt (Molekulargewichtsstandard: “Bench Mark Prestained
Protein Ladder”, Invitrogen). Gradientengele sind mit Hilfe eines Gradientenmischers

(Hoefer SG50) gegossen worden.

4.3.3. Western blot

Puffer und Lésungen:

Transferpuffer: 25 mM Tris/HCI (pH 7,6)
144 mM Glycin
20 % v/v Methanol
0,01 % w/v SDS

TBST-Puffer: 25 mM Tris/HCI (pH 7,6)
137 mM NaCl
0,05 % Tween 20

Ponceau S-Ldsung (Sigma)

Blockierungslosung: 4 % Magermilch in TBST
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Primére Antikérper:

* Anti-BRUCE N-term. (Transduction Laboratories; monoklonaler Maus-
Antikorper, 1:1000)

* Anti-BRUCE C-term. [HP9, Hauser, AG Jentsch; polyklonaler Kaninchen-
Antikorper (affinitatsgereinigt), 1:100]

* Anti-Actin [I-19, Santa Cruz; polyklonaler Ziege-Antikdrper
(affinitatsgereinigt), 1:1000]

* Anti-p21 (F-9, Santa Cruz; monoklonaler Maus-Antikérper, 1:500)

* Anti-p53 [FL-393, Santa Cruz; polyklonaler Kaninchen-Antikérper
(affinitatsgereinigt), 1:250]

* Anti-Survivin (A-19, Santa Cruz; polyklonaler Ziege-Antikorper, 1:500)

* Anti-XIAP (Transduction Laboratories; monoklonaler Maus-Antikdrper, 1:250)
* Anti-clAP1 (Pharmingen; polyklonaler Kaninchen Antikorper, 1:200)

* Anti-clAP2 (R&D Systems; polyklonaler Kaninchen-Antikdrper, 1:650)

* Anti-Caspase 3 (K-19, Santa Cruz; polyklonaler Ziege-Antikdrper, 1:250)

* Anti-Smac (Bartke, AG Jentsch; polyklonaler Kaninchen-Antikorper, 1:5000)

Sekundére Antikérper:
* Ziege, Anti-Kaninchen (Dianova)
* Ziege, Anti-Maus (Dianova)

* Esel, Anti-Ziege (Sigma)

Der Transfer von elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen aus einem Polyacrylamid-
gel auf eine PVDF-Membranen (Immobilon, Pharmacia) erfolgte in einer Tankblot-
apparatur der Firma Hoefer. Membran, Gel, Whatman-Papier und Schwamme wurden
gemald Herstelleranleitung geschichtet und in die Apparatur eingesetzt. Der Transfer
erfolgte bei einer konstanten Spannung von 70 V fir mindestens 1 h.

Far den immunochemischen Nachweis von Proteinbanden wurde die Membran fur 30 -
60 min in Blockierungspuffer geschwenkt und anschlieBend mit dem in
Blockierungspuffer verdiinnten primaren Antikdrper fir 1 h bei RT oder tGber Nacht bei
4° C auf dem Schdattler inkubiert. Nach funfmaligem Waschen mit TBST fur jeweils 5
min ist die Membran mit einer 1:10.000-Verdinnung des entsprechenden
Meerrettichperoxidase-gekoppelten sekundaren Antikérpers wie zuvor inkubiert worden.
Die Detektion der Immunomarkierung erfolgte nach erneutem flinfmaligen Waschen in

TBST mit Hilfe des ECL-Systems (enhanced chemoluminescence, Amersham
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Pharmacia) gemall Herstellerangaben. Die bei der enzymatischen Reaktion
entstehenden Lichtsignale wurde durch Auflegen eines ECL-Rdntgenfiims (Amersham

Pharmacia) detektiert.

4.3.4. Herstellung von Proteinextrakten aus kultivierten Zellen

Puffer und Lésungen:
PBS: 137 mM NaCl

2,7 mM KClI

8 mM Na;HPO, x 2H,0

1,4 mM KH2P04 X Hzo

pH 7,4
Die ca. 80 % konfluenten Zellen einer 10cm-Zellkulturschale wurden in PBS gewaschen
und in einem kleinen Volumen einer 0,25%igen Trypsin/EDTA-L6sung (Gibco BRL) bei
RT abgeldst, in 2 ml Medium resuspendiert und in einer Neubauer-Zahlkammer (Roth)
gezahlt. 1x10° Zellen wurden in ein Zentrifugenrdhrchen (berfithrt und die
sedimentierten Zellen nach einer Zentrifugation fir 5 min bei 200 x g und RT in
Laemmlipuffer resuspendiert, fir 10 min bei 95° C lysiert und die Proteine denaturiert.

So hergestellte Lysate konnten mehrere Monate bei -20° C aufbewahrt werden.

4.3.5. Herstellung von Proteinextrakten aus embryonalen Geweben

Puffer und Lésungen:

Lysepuffer: 50 mM Tris/HCI (pH 7,4)
150 mM NaCl
2 mM EDTA, 1 % Triton X-100
[je nach Bedarf Zugabe von Proteaseinhibitoren
(Complete Inhibitor-Cocktail, Roche) und
Caspase—Inhibitoren (20 uM ZVAD, Bachem)]
Adulte oder embryonale Gewebe oder Organe wurden nach ihrer Isolation in kalter PBS
gewaschen und in einem entsprechenden Volumen Lysepuffer (500 ul pro 100 mg
Gewebe) in einem Homogenisator (Roth) von geeigneter Grofle grundlich
homogenisiert. Das Homogenat wurde weitere 15 min auf Eis inkubiert, anschlieend
die noch vorhandenen Zelltrimmer abzentrifugiert (20 min bei 4° C und 20.000 x g) und

das Lysat in ein neues Eppendorf-Gefaly Uberflhrt. Sofort erfolgte die Bestimmung der
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Gesamtproteinkonzentration nach Bradford und mit Lysepuffer wurde eine geeignete
Proteinkonzentration (10 mg/ml) eingestellt. Die Proteine wurden in Laemmlipuffer far

10 min bei 95° C denaturiert und die so hergestellten Lysate bei -80° C gelagert.

4.4. Methoden im Umgang mit eukaryontischen Zellen

4.4.1. Isolierung priméarer Fibroblasten aus Mausembryonen

Puffer und Lésungen:
Zellkultur-Medium: Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM)

4500 mg/l Glucose (Gibco BRL)

10 % Fetales Kalberserum (FCS, Sigma)

100 u/ml Penicillin / 100 u/ml Streptomycin

(Gibco BRL)
Embryonale Fibroblasten (MEFs) kédnnen relativ einfach aus Mausembryonen zwischen
den embryonalen Entwicklungsstadien E11,5 und E14,5 isoliert werden. Nach der
Verpaarung von heterozygoten C57BI/6-ABRUCE-Mausen wurde am folgenden Morgen
durch “Plug-Kontrolle” die Befruchtung der Weibchen festgestellt. Dieser Tag entspricht
dem embryonalen Entwicklungsstadium EO,5. EIf bis vierzehn Tage spater wurden die
tragenden Weibchen durch zerebrale Dislokation euthanasiert, der Bauchraum geoffnet
und die im Uterus befindlichen Emryonen entnommen und in PBS gesplilt.
Uterusgewebe, Plazenta und Amnion wurden verworfen oder fur andere Anwendungen
prapariert. Der Kopf ist unter der Sterilbank von den Embryonen abgetrennt und fir die
Genotypisierung aufbewahrt worden. Nach der Entfernung der inneren Organe wurden
die Embryonen mittels einer Spritze mit einer 18G- oder 19G-Kanule separat in 5 ml
Zellkulturmedium in einer 6cm-Schale zerkleinert und die Gewebestlicke Uber Nacht bei
37° C, 7,5 % CO2-Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Aus den embryonalen
Zellklumpen wuchsen innerhalb von ein bis zwei Tagen Fibroblasten aus. Nachdem die
Zellen eine 50 - 80%ige Konfluenz erreichten, wurden sie in PBS gewaschen, durch
Zugabe von einem geringen Volumen 0,25 % Trypsin/EDTA-L6sung abgeldst und in 5
ml Medium leicht resuspendiert. Nach dem Absinken der Zellklumpen wurde der
fibroblastenhaltige Uberstand in eine 10cm-Zellkulturschale mit vorgewarmtem Medium

uberfuhrt und unter den bereits genannten Bedingungen weiter inkubiert. Nach der
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Genotypisierung der Klone mittels PCR wurden flr weitere Analysen jeweils 4 Wildtyp-

Linien, 4 hetrozygote Linien und 4 Knockout-Linien parallel kultiviert.

4.4.2. Kultivierung und Konservierung eukaryontischer Zellen

Puffer und Lésungen:
Einfriermedium: 10 % DMSO in FCS

Die primaren MEFs wurden in Monolayerkultur bei 37° C, 7,5 % CO; und 95 %
Luftfeuchtigkeit in DMEM (Gibco BRL) mit 10% FCS und Penicillin/Streptomycin
kultiviert. Fur den Zellumsatz wurde bei einer Konfluenz von 80 - 100 % das
Kulturmedium entfernt und der Zellrasen mit steriler PBS gewaschen. Die Zellen
wurden in einem kleinen Volumen einer 0,25%igen Trypsin/EDTA-L6sung (Gibco BRL)
abgeldst, in etwas Medium resuspendiert und in ein Zentrifugenréhrchen mit 10 ml
vorgewarmtem Medium Uberfihrt. Nach einer kurzen Zentrifugation (4 min, 200 x g, RT)
wurden die sedimentierten Zellen in einem geeigneten Volumen Kulturmedium gut
vereinzelt und im Verhaltnis 1:3 in neue Kulturschalen umgesetzt. Das
Wachstumsmedium ist taglich gewechselt worden.

Fur die Konservierung wurden die sedimentierten Zellen in 2 ml vorgekuhltem
Einfriermedium vorsichtig resuspendiert und in vorgekuhlte Kryorohrchen (Nalgene)
Uberfuhrt. Die Absenkung der Temperatur auf -80° C erfolgte sehr langsam (ca. 1° C
pro Minute) in Einfrierboxen (Nalgene). Nach Erreichen dieser Temperatur wurden die
Zellen fur die Dauerlagerung in flissigen Stickstoff Gberflhrt.

Zum Auftauen wurden die Zellen in einem Wasserbad schnell auf 37° C erwarmt,

zentrifugiert und in 10 ml vorgewarmtes Medium gegeben.

4.4.3. Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde als die Anzahl suspendierter Zellen in einem bestimmten Volumen
mit einer Zahlkammer nach Neubauer bestimmt.

Ein Tropfen (10 ul) Zellsuspension wurde auf die Zahlplatte gegeben und mit einem
Deckglas abgedeckt. AnschlieBend wurde die Anzahl der Zellen in den Quadraten

durch Auszahlen ermittelt. Die durchschnittliche Anzahl der Zellen in einem grofl3en
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Quadrat, bestehend aus 16 kleinen Quadraten, multipliziert mit 10.000 ergab die

Zellzahl pro Milliliter.

4.4.4. Erstellung von Wachstumskurven

Um Abweichungen im Wachstumsverhalten zwischen Wildtyp- und Knockout-Linien
nachzuweisen sind Wachstumskurven erstellt worden. Hierzu wurden die Zellen gezahlt
und in drei verschiedenen Dichten in 6cm-Schalen ausgesat [1x10° Zellen pro Schale
(suboptimal niedrige Wachstumsdichte), 3x10° Zellen pro Schale (optimale
Wachstumsdichte), 9x10° Zellen pro Schale (suboptimal hohe Wachstumsdichte)].
Wahrend einer Wachstumsphase von insgesamt 10 Tagen wurden alle zwei Tage die

Zellen gezahlt und das Medium gewechselt.

4.4.5. Immortalisierung primarer Fibroblasten

Da primare embryonale Fibroblasten in Kultur eine sehr hohe spontane
Immortalisierungsrate aufweisen, ist es nach dem 3T3-Protokoll (Todaro G. J. und
Green H., 1963) mdglich, immortalisierte Zell-Linien herzustellen, ohne die Zellen mit
viralen Onkogenen transfizieren zu mussen. Hierzu ist es notwendig, die Zellen stets in
der Wachstumsphase zu halten. Alle 3 Tage wurde eine neue 6cm-Schale mit 3x10°
Fibroblasten inokuliert. Nach einigen dieser 3T3-Passagen sanken die Wachstumsraten
der Zellen und die Fibroblasten gingen in eine “Wachstumskrise” Gber, in der kaum
noch teilungsfahige Zellen nachzuweisen waren. In dieser Zeit wurde lediglich das
Medium regelmalig gewechselt. Innerhalb weniger Wochen war ein erneuter
Wachstumsschub der nun spontan immortalisierten Zellen zu beobachten und die
Wachstumsrate stieg langsam wieder auf das Niveau der primaren Zellen an. Um aus
diesem Zellgemisch eine homogene Linie zu erhalten, wurden die Zellen Uber eine

Verduinnungsreihe vereinzelt, einzelne Klone herausgepickt und kultiviert.
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4.4.6. Seneszenz-Assay (SA-R—Gal-Farbung)

Primare Zellen zeigen eine begrenzte Replikationskapazitat, die bei den meisten
“‘normalen” Zellen in die Seneszenz fuhrt. Dieses Stadium ist u. a. durch die Expression
der SA-R-Gal (senescence-associated 3-galactosidase) und ihre pH-abhangige Aktivitat
gekennzeichnet, wodurch sich seneszente Zellen in Kultur oder im Gewebe einfach
nachweisen lassen. Der Seneszenz-Assay wurde in vitro mit Hilfe des “Senescence R3-
Galactosidase Staining Kit” (Cell Signaling) durchgefuhrt. Hierfur sind frisch isolierte
embryonale Fibroblasten Uber mehrere 3T3-Passagen kultiviert worden. Nach jeder
Passage wurde eine zu etwa 80 % konfluent bewachsene 6cm-Zellkulturschale fur den
Test herangezogen, die Zellen in PBS gewaschen und mit einer Glutaraldehyd-haltigen
Fixierlésung fixiert. Die Zellen wurden erneut gewaschen und anschlieend in einer
Farbelésung mit 5-Brom-4-Chlor-3-Indol-R3-D-Galaktopyranosid (X-Gal) GUber Nacht bei
37° C inkubiert. Nach Entfernung der Farbelésung und Waschen der Zellen wurden
diese mit 70 % Glycerol Uberschichtet, mikroskopisch ausgewertet, dokumentiert und

bei 4° C gelagert.

4.4.7. Proliferationsstudien (PI-Farbung und FACS-Analyse)

Puffer und Lésungen:
Pl-Farbeldsung: 100 ml 0,1 % Triton X-100 in PBS

20 mg RNase A

2 mg Propidiumjodid
Zellen weisen in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus einen unterschiedlichen
DNA-Gehalt auf (1n in der G4-Phase, zwischen n und 2n in der Synthese-Phase, 2n in
der Gy- oder der Mitose-Phase). Mit Hilfe fluoreszierender Farbstoffe, die in die DNA
interkalieren (z.B. Propidiumjodid) und einer anschlieenden Messung des DNA-
Gehaltes in einem FACS-Gerat (Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierer), kann man
Aussagen Uber das Proliferationsverhalten bestimmter Zellen treffen und Zellen in
bestimmten Zellzyklusphasen nachweisen. Fur die FACS-Analyse wurden die zu
untersuchenden Zellen zu den entsprechenden Zeitpunkten geerntet, wobei Medium
und Waschuberstand ebenfalls gesammelt und mitverwendet wurden, um auch sich
teilende und apoptotische Zellen mitzuerfassen. Die Zellen wurden in einem 50ml-

Falcon gesammelt, 6 min bei 200 x g zentrifugiert und in einem entsprechenden
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Volumen PBS resuspendiert (1 - 2 ml). Die Zellen wurden in einer Neubauer-
Zahlkammer gezahlt, 1x10° bis 1x10” Zellen fiir die Analyse abgenommen und in einem
15ml-Falcon erneut zentrifugiert. Das Sediment wurde in 500 ul PBS gut resuspendiert
und die Zellen durch Zugabe von 4,5 ml eiskaltem 70%igem Ethanol fur mindestens 2 h
fixiert. Die fixierten Zellen wurden in 5 ml PBS gewaschen, erneut abzentrifugiert,
anschlieend in 900 ul Pl-Farbelésung resuspendiert und 30 min bei RT in Dunkelheit
inkubiert. Es folgte die Messung des DNA-Gehaltes im FACS-Gerat (FACSCalibur,
Becton Dickinson). Die Auswertung der Daten ist mit Hilfe der Software CELLQuest
(Becton Dickinson) vorgenommen worden. Um synchronisierte Zellen fur die Analyse
des gesamten Zellzyklus zu erhalten, wurden die primaren Fibroblasten zunachst durch
Kontaktihibition in Gg arretiert und anschlieRend fir 36 h in Medium mit minimaler
Serumkonzentration (0,3 % FCS) kultiviert. Die Zellen wurden danach in optimaler
Wachstumsdichte erneut ausgesat und mit einer erhéhten Serumkonzentration (20 %
FCS) im Medium stimuliert. Uber einen Zeitraum von insgesamt 36 h wurden
fortlaufend Proben genommen, wie beschrieben gefarbt und im FACS-Gerat

ausgewertet.

4.4.8. Apoptose-Assays

1) TUNEL-Assay und Vitalféarbung

Mit Fortschreiten des programmierten Zelltods wird die genomische DNA in der Zelle
fragmentiert. Es entstehen sowohl Doppel- als auch Einzelstrangbriche, die mit Hilfe
der TUNEL-Reaktion (terminal TdT-mediated dUTP nick end-labeling) detektiert werden
kdnnen. Dabei katalysiert die terminale Deoxynucleotid-Transferase (TdT) die
Polymerisation von markiertem dUTP an freie 3-OH Enden der DNA. Um zu
beobachten, ob in den isolierten embryonalen Knockout-Fibroblasten im Vergleich zu
den Wildtyp-Kontrollen wahrend der normalen Kulturphase vermehrt Zelltod auftrat,
wurden die Zellen auf Kammer-Objekttragern (“Chamber Slide Lab-Tek”, NalgeNunc)
kultiviert. Die TUNEL-Assays sind mit Hilfe des “ApopTag In Situ Apoptosis Detection
Kit” (Oncor) nach den Angaben des Herstellers durchgeflihrt worden.

Zusatzlich wurden die embryonalen Fibroblasten nach jeder Passage vor dem
Umsetzten in neue Kulturgefalle in Anwesenheit von Trypanblau gezahlt. Dafur wurden

50 ul der suspendierten Zellen entnommen, 1:1 mit 0,5%iger Trypanblauldésung (Sigma)
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gemischt, kurz inkubiert und anschliel3end in einer Neubauer-Zahlkammer gezahit. Der
Farbstoff verbleibt nur bei toten und sterbenden Zellen in der Zelle, die vitalen Zellen
hingegen erscheinen hell unter dem Mikroskop. Die jeweilige Anzahl der blau gefarbten

Zellen wurde dokumentiert.

2) Zytotoxizitats-Studien

Um die Sensitivitat der Zellen gegeniber unterschiedlichen Apoptose-induzierenden
Substanzen zu testen, wurden die MEFs mit einer Dichte von 18.000 Zellen pro Well in
96-Well-Platten ausgesat, wobei die aulteren Wells ausgespart und nur mit Medium
bestlickt wurden. Am folgenden Tag wurde das Kulturmedium abgenommen und durch
100 ul frisches Medium mit den zu testenden Substanzen in unterschiedlichen
Konzentrationen ersetzt [Actinomycin D (Sigma): 0,01 bis 2,5 ug/ml, Anisomycin
(Sigma): 0,05 bis 2,5 uM, Brefeldin A (Sigma): 0,1 bis 20 ug/ml, Calcimycin
(Calbiochem): 0,05 bis 5,0 uM, Camptothecin (Calbiochem): 0,1 bis 20 ug/ml, UV-
Strahlung: 10 bis 500 J/m?, Etoposid (Sigma): 0,5 bis 100 uM, Tunicamycin (Sigma): 0,1
bis 10 ug/ml, H,O, (Merck): 10 bis 500 uM, TNF-a (R&D Systems): 1,0 ng/ml bis 1,0
ug/ml allein oder in Kombination mit 1,0 ug/ml Cycloheximid (CHX), CHX (Sigma): 1,0
bis 50 ug/ml, Hamster Anti-Maus Fas (Pharmingen): 1,0 bis 100 ng/ml)]. Als Kontrolle
wurden Zellen nur mit Medium bzw. mit Medium, welches das jeweilige Losungsmittel
der Substanz in den entsrechenden Konzentrationen enthielt, Gberschichtet. Die Platten
wurden maximal 32 h bei 37° C inkubiert. Uber diesen Zeitraum verteilt sind Proben
genommen worden. Daflr wurde das Medium aus den Platten entfernt und durch 70 ul
Farbeldsung (0,5 % Kristallviolett (w/v) in 40 % Methanol in PBS) ersetzt. Nach
20minatiger Inkubation bei RT wurden die Platten mehrfach in PBS gewaschen und
luftgetrocknet. Nur die lebenden Zellen werden in der Farbeldsung in den Wells fixiert
und durch den Farbstoff angefarbt. Die Intensitat der Farbung gibt also Aufschluss Uber
die Sensitivitat der Zellen gegenuber der Apoptose-stimulierenden Substanz. Neben der
visuellen erfolgte eine detaillierte Auswertung im ELISA-Spektrophotometer
(Labsystems Multiskan RC). Hierfir wurde der Farbstoff in den Wells durch Zugabe von
70 ul Methanol pro Well gelost und die optische Dichte der Losungen bei einer
Wellenlange von 590 nm bestimmt. Der prozentuale Anteil apoptotischer Zellen wurde
ermittelt, indem die einzelnen OD-Werte mit den Werten der Kontrollen verglichen und

die Differenz bestimmt wurde.
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4.5. Tierhaltung

Mausstémme: C57BL/6 (Wildtyp)
C57BL/6-ABRUCE (heterozygot)
C57BL/6-BRUCE Gene Trap W036C08 (heterozygot)

129/SvdJ (Wildtyp)

129/SvJ-ABRUCE (heterozygot)
Die Zucht der Mausstamme erfolgte unter Einhaltung der allgemeinen ethischen
Richtlinien fur die Tierhaltung in der tierexperimentellen Einrichtung des Max-Planck-
Instituts flr Biochemie in Martinsried unter der Leitung von Dr. Brandstetter. Die Tiere
der Genfallen-Linie WO036C08 stammen aus den Bestanden der GSF
(Forschungszentrum flir Umwelt und Gesundheit)-Tierhaltung in Neuherberg. Die
Mause wurden gruppenweise in Kafigen bei unbegrenztem Angebot an Futter und
Wasser spezifiziert pathogenfrei (SPF) in einem Raum mit Standardtemperatur und
Standardfeuchtigkeit (21 £ 0,5° C, 55 — 75 %) in einem 12h-Tag/Nacht-Zyklus gehalten.
In einem Alter von 3 bis 4 Wochen wurden sie von der Mutter abgesetzt und eine
Schwanzbiopsie fur die Genotypisierung genommen. Die Tiere konnten Uber ein

Lochsystem bzw. eine Nummernmarke im Ohr identifiziert werden.

4.6. Histologische Techniken

4.6.1. Praparation und Aufarbeitung der Gewebe fiir die Histologie

Puffer und Lésungen:

Bouin’s Fixativ: 75 ml gesattigte Pikrinsaureldsung
25 ml 37 % Formaldehyd
5 ml Eisessig

4 % Formalin: 12 ml 37 % Formaldehyd
88 ml PBS
4 % PFA: 40 g Paraformaldehyd in 500 ml DEPC-

Wasser bei 60° C unter tropfenweiser
Zugabe von 1 M NaOH Iésen
500 ml 2 x PBS dazugeben

Zinkformalin; pH 6,25 (Polysciences Inc.)
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Um histologische Untersuchungen an Wildtyp-, sowie heterozygoten und homozygoten
Knockout-Embryonen eines Wurfes in unterschiedlichen Entwicklungsstadien
vornehmen zu kénnen, wurden heterozygote Mause verpaart. Die Befruchtung der
Weibchen ist am folgenden Morgen durch “Plug-Kontrolle” festgestellt worden. Dieser
Tag entspricht in diesen Ausfuhrungen dem embryonalen Entwicklungsstadium EO,5.
Zum Zeitpunkt des gewunschten Embryonalstadiums, die Weibchen dieses Stamms
tragen ihren Nachwuchs in einem Zeitraum vo 18 - 19 Tagen aus, wurden die
tragenden Weibchen durch zerebrale Dislokation euthanasiert, der Bauchraum gedéffnet,
die im Uterus befindlichen Emryonen entnommen und in PBS gesplult. Uterusgewebe
wurde verworfen, Plazenta und Amnion jedoch mit den Embryonen fir die Analyse
prapariert. Amnion- oder Schwanzgewebe sind fir die Genotypisierung aufbewahrt
worden.

Lebendes Gewebe unterliegt nach der Enthahme aus dem Organismus drastischen
Veranderungen. Um diesen postmortalen Zersetzungsvorgang zu unterbrechen und die
Struktur der Embryonen und Gewebe mdglichst im Originalzustand festzuhalten,
erfolgte eine Fixierung mit einem fir die spatere Anwendung geeigneten Fixativ. Fixiert
wurde je nach Fixativ meist Uber Nacht bei RT (Formalin, Bouin’s) oder 4° C (PFA).
AnschlieRend wurden die Proben in 50 % Ethanol gewaschen (bei Fixierung mit Bouin’s
Fixativ mehrfach) und gegebenenfalls bei 4° C gelagert. Bei Verwendung von
Zinkformalin wurde das Material nach erfolgter Fixierung zunachst in 4 % Formalin
gespdult, damit wahrend der folgenden Entwasserung keine Schadigung des Gewebes

durch Ausfallungen erfolgte.

4.6.2. Einbettung

Uber eine aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 80 %, 2 x 96 % und 3 x 100 % Ethanol)
wurde das zuvor fixierte Gewebe entwassert. Zur vollstandigen Entfernung des Alkohols
wurde das Gewebe vor der Durchtrankung mit flissigem Paraffin mit dem
Zwischenmedium Xylol durchtrankt, das sich sowohl mit Alkohol als auch mit Paraffin
mischt. Die Einbettung der Gewebestucke erfolgte in einem Einbettautomaten der Firma
Shandon. Nach dem Einlegen der Gewebestiicke in beschriftete Kassetten (Roth)

wurden diese, mit einem Deckel verschlossen, in einen speziellen Gewebekorb
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geschichtet und in den Automaten eingebracht. Die Einbettung erfolgte nach folgendem

Protokoll:
Reagenz Temperatur (in °C) Zeit (in min)
70 % EtOH 37 30 bewegt
80% EtOH 37 30 bewegt
96 % EtOH 37 30 bewegt
96 % EtOH 37 45 tidal & bewegt
100 % EtOH 37 30 tidal & bewegt
100"% EtOH 37 30 tidal & bewegt
100 % EtOH 37 45 tidal & bewegt
Xylol 37 30 tidal & bewegt
Xylol 37 45 bewegt
Paraffin 60 30 bewegt
Paraffin 60 30 bewegt

Anschlieliend wurde der Gewebekorb aus dem Automaten entnommen, die Kassetten
in die daflr vorgesehene Wanne (Temperatur 60° C) der Paraffinausgief3station (Leica)

gegeben und das eingebettete Gewebe ausgeblockt.

4.6.3. Ausblocken

Zum Zwecke des Ausblockens wurde das eingebettete Gewebe in die vorgewarmten
Metallausgielirahmen (24 x 24 mm, 5 mm tief bzw. 24 x 30 mm, 9 mm tief) gelegt. Die
Formen wurden mit flissigem Paraffin (65°C) aus dem Paraffinspender gefillt, das
Gewebe im Paraffin richtig positioniert und ausgerichtet und der Metallrahmen
anschlieRend mit der dazugehdrigen Kassette abgedeckt. Zum Erkalten des so
erhaltenen Blockes ist die Form samt Inhalt auf eine Kuhlplatte gestellt worden. Nach
volligem Erkalten wurde der Block aus dem Rahmen entfernt, bis zum Schneiden auf
der Kihlplatte belassen oder bei RT gelagert.
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4.6.4. Anfertigung von Paraffinschnitten

Die Paraffinblocke wurden in die Halterung des halbautomatischen Mikrotoms (RM
2145, Leica) eigespannt, zu der gewiinschten Schnittflache des Gewebes getrimmt und
je nach Anwendung 4 - 10 um dinne Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden in einem
Wasserbad (Leica) bei 37° C geglattet, auf SuperFrost Plus-Objekttrager (Roth)
gezogen und auf einem Strecktisch (Leica) bei 40° C mehrere Stunden adheriert und
getrocknet. AnschlieRend sind die Paraffinschnitte bis zur weiteren Verwendung
staubfrei bei RT gelagert worden. Um Schnitte fir in situ-Hybridisierungen herzustellen,

wurde unter RNase-freien Bedingungen gearbeitet.

4.6.5. Anfertigung von Gefrierschnitten

Die zu schneidenden Embryonen bzw. Organe wurden nach der Praparation auf
Trockeneis durchgefroren und bis zum Schneiden bei -80° C gelagert. Vor dem
Schneiden wurden SuperFrost Plus-Objekttrager (Roth) im Kryostaten vorgekuhlt, die
gefrorenen Gewebe in “Tissue-Tek O.C.T Compound” (Sakura Finetek Europe)
eingebettet und auf die richtige Schnitt-Temperatur gebracht. Nach dem jeweiligen
Schnittplan sind 10 bis 16 um dinne Schnitte angefertigt und auf die Objekttrager
gezogen worden. An dieser Stelle wurden die Schnitte bis zur weiteren Verwendung bei

-80° C zwischengelagert.

4.6.6. Farbetechniken

1) Hédmatoxylin-Eosin-Férbung

Um Gewebe und einzelne Zellen unter dem Mikroskop besser identifizieren zu kénnen,
wurden sie angefarbt. Die gangigste Methode um Ubersichtsfarbungen in Geweben
durchzufihren ist die Hamatoxylin-Eosin-Farbung nach Mayer (HE-Farbung).
Hamatoxylin dient dabei vor allem zur Anfarbung von Zellkernen, wohingegen das
Eosin bevorzugt Plasmaanteile anfarbt. Haufig tritt jedoch auch eine Farbung
verschiedener basischer oder saurer Gewebe auf. Die 4 - 8 um dlnnen Paraffinschnitte
wurden uber Xylol (zum Entfernen des Paraffins) und eine abfallende Ethanolreihe

rehydriert. Die Objekttrager wurden 15 min in Mayer’s Hamatoxylin (Sigma) inkubiert
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und anschlielRend mehrere Minuten in Leitungswasser gefolgt von 10 sec. 1 % HCl in
70 % Ethanol differenziert. Daraufhin sind die Schnitte unter flieRendem Wasser 15 min
gespult worden. Die Praparate wurden nun etwa 2 min in der Eosin Y-Ldsung (0,5 %
Eosin Y in Aqua dest., 10 Tropfen Eisessig pro Liter) inkubiert, anschlieliend mehrere
Minuten in Wasser gespult, kurz in 80 % Ethanol differenziert und Uber eine
aufsteigende Alkoholreihe, beginnend bei 90 % Ethanol, dehydriert. Danach wurden die
Schnitte zweimal je 5 min in Xylol inkubiert und anschlief3end in “VectaMount” (Vector

Laboratories) eingedeckelt.

2) Nisslfarbung mit Kresylviolett

Diese vor allem in der Neurohistologie angewandte Methode wurde fur die
Gegenfarbung von Gewebe nach radioaktiven In situ-Hybridisierungen herangezogen,
da sie gut mit Silberfarbungen kombiniert werden kann. Sie beruht auf einer
Uberférbung des Schnittes mit Kresylviolett, einem Farbstoff der Tiazinfamilie, und dem
nachfolgendem Auswaschen des Farbstoffiberschusses, wobei sich die Fasern
schneller als die Zellbestandteile entfarben, wodurch erreicht wird, dass das
Zellmaterial intensiv gegeniber dem farblosen Hintergrund gefarbt wird. Die Schnitte
wurden wie bereits beschrieben rehydriert, kurz in Aqua dest. gewassert und 30 bis 60
min in gepufferter Kresylviolettldsung [0,5 % Kresylviolett in Natriumacetatpuffer (16,4
g/l Natriumacetat, pH 3,8 - 4,0 mit 99%iger Essigsaure)] gefarbt. Danach wurden die
Praparate in Acetatpuffer (16,4 g/| Natriumacetat, pH 6,0 mit 99%iger Essigsaure)
gespdlt, in einer aufsteigenden Ethanolreihe, beginnend mit 70 % Ethanol, entwassert

und uber Xylol als Zwischenmedium eingedeckelt.

3) Methoden der Gegenférbung

Um nach histologischen Anwendungen wie der Immunohistochemie Gewebe und
einzelne Zellen in der Auswertung unter dem Mikroskop besser identifizieren zu
kénnen, wurden die Schnitte einer geeigneten Gegenfarbung unterzogen. Anwendung
fanden dabei “Vector Nuclear Fast Red”, “Vector Methyl Green” und “Vector

Hematoxylin QS” (Vector Laboratories) nach den Vorschriften des Herstellers.
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4.6.7. Immunhistochemie

Die folgenden primaren Antikérper fanden in dieser Methode Verwendung. In Klammern

finden sich unter anderem Angaben zur Verdinnung fur die Immundetektion.

* Anti-Laminin (Sigma; polyklonaler Kaninchen-Antikorper, 1:25)

* Anti-active Caspase 3 (Promega; polyklonaler Kaninchen-Antikorper, 1:150)
* Anti-p21 (Ab-5, NeoMarkers; monoklonaler Maus-Antikorper, 2 ug/ml)

* Anti-p53 (CM5, NOVO Castra; polyklonaler Kaninchen-Antikdrper, 1:500)

Fur die Immunhistochemie wurden 6 - 8 um dinne Mikrotomschnitte des in Paraffin
eingebetteten Materials angefertigt und auf Objekttrager gezogen. Das Paraffin wurde
mittels Xylol aus dem Gewebe herausgel6st und die Schnitte anschlieRend uUber eine
fallende Ethanolreihe rehydriert. Die Detektion der Antigene durch die spezifischen
Antikorper erfolgte mit Hilfe der Vectastain ABC (Avidin:Biotinylated enzyme Complex)-
Methode nach Su-Ming Hsu et al. 1981 (Vector Laboratories). Da die Protokolle der
folgenden Vectastain-Produkte ohne Modifikationen miteinander kombiniert und nach
den Angaben des Herstellers angewandt wurden, soll an dieser Stelle nur ein kurzer

Uberblick Uber die Methode gegeben werden.

* “R.T.U. Vectastain Universal Quick Kit”
* “Avidin/Biotin Blocking Kit”

* “M.O.M. Basic Kit”

* “Peroxidase Substrate Kit DAB”

* “Nuclear Fast Red”, “Methyl Green”, “Hematoxylin QS”
*  “VectaMount Permanent Mounting Medium”

Nach einer Inaktivierung der gewebeeigenen Peroxidase erfolgte in mehreren Schritten
die Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen, endogenem Biotin und
gewebeinternen Immunglobulinen, um die Intensitat des Hintergrundsignals zu
minimieren. Fur einige Antikdrper war zusatzlich die Demaskierung des Antigens
notwendig (entweder enzymatisch oder durch Erhitzen der Schnitte in Citratpuffer in der
Mikrowelle). Die Schnitte wurden zuerst 1 h bei RT in einer feuchten Kammer mit dem

primaren, gegen das gewunschte Antigen gerichteten Antikdrper und anschlief3end fur
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30 min mit einem pan-spezifischen biotinylierten sekundaren Antikérper inkubiert. In
einem weiteren Inkubationsschritt bindet die mit Streptavidin komplexierte Peroxidase
an die Biotingruppen des sekundaren Antikdrpers und die gesamte immunhisto-
chemische Reaktion kann mit dem Peroxidase-Substrat DAB (3,3 -Diaminobenzidin)
colorimetrisch detektiert werden. Die braunen bis grau-schwarzen Prazipitate sind
unldslich und so kénnen die Schnitte nach einer geeigneten Gegenfarbung dehydriert

und in Mounting Medium dauerhaft eingedeckelt werden.

4.6.8. In situ-Hybridisierung mit radioaktiv markierten RNA-Sonden

Puffer und Lésungen:

DEPC-H0: 1 ml DEPC pro 1 | Wasser
UN bei 37° C schiitteln, 2 x autoklavieren

Proteinase K — Puffer: 50 mM Tris/HCI (pH 7,6)
5 mM EDTA (pH 8,0)
mit DEPC behandeln und autoklavieren

20 x SSC: 175,32 g NaCl
88,23 g tri-NaCi x 2H,0
mit Aqua dest. auf 1 | aufflllen
pH7,0; mit DEPC behandeln und autoklavieren

1M Triethanolamin (10x): 42 ml TEA (Merck)
100 ml Aqua dest.
pH 8,0 mit 32 % HCI einstellen
mit DEPC-H,0 auf 250 ml auffillen

2 M Natriumacetat: 8,203 g NaAc in 40 ml Aqua dest. I6sen
pH mit HAc einstellen und auf 50 ml
auffullen (pH 5,2)

1MDTT: 3,09 g DTT in 20 ml 0,01 M NaAc (pH 5,2)
I6sen, steril filtrieren, aliquotiert bei -20° C
lagern

EDTA (0,25 M): 9,305 g Na;EDTA x 2H,0 in 30 ml Aqua

dest. 16sen mit 2 M NaOH (ca. 20 ml) auf
pH 8,0 einstellen, auf 100 ml auffiillen
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Carrier-(ss)DNA (4mg/ml): 60 mg DNA in 12 ml DEPC-Wasser
(aus Heringssperma) suspendieren
+ 1 ml 4 N NaOH, bei 45° C I6sen
+2ml1 M Tris-HCI (pH 7,4)

Poly(A)-RNA (Sigma): 5 mg/ml in DEPC-H,O

tRNA (10 mg/ml): tRNA in DEPC-H,0 Iésen (2,5 mg/ml)
Phenol/Chlorophorm-Extraktion
Ethanol-Fallung
Bestimmung der Konzentration (OD2g0)
Konzentration mit DEPC-H,0 auf 10 mg/ml
einstellen und Aliquots bei -80° C lagern

Hybridisierungspuffer (InnoGenex)

5 x NTE: 2,5 M NaCl
50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
25 mM EDTA (pH 8,0)
autoklavieren

4 M Ammoniumacetat: 77,1 g NH,OAc
auf 250 ml mit DEPC- H,0 auffullen
autoklavieren
Im Unterschied zu den bereits beschriebenen Methoden der DNA- und RNA-
Hybridisierung, die von aus Geweben isolierter DNA bzw. RNA ausgehen, basiert die in
situ-Hybridisierung (ISH) auf der ldentifizierung und Lokalisierung von spezifischen
Nukleotidsequenzen innerhalb des Gewebes und erlaubt somit eine eindeutige
Zuordnung der nachzuweisenden Targetgene zu bestimmten Organregionen.
Alle zur ISH verwendeten saggitalen Embryo- bzw. Plazentaschnitte wurden entweder
in einem Kryostaten in einer Schichtdicke von 14 um geschnitten oder sie wurden in
Paraffin eingebettet und in einem Mikrotom Schnitte mit einer Dicke von 8 um
angefertigt.
Die Paraffinschnitte wurden zunachst zweimal 15 min mit Xylol behandelt und
anschlieend in einer absteigenden Ethanolreihe rehydriert (2 x 5 min 100% EtOH, 1 x
5 min 70 % EtOH und 1 x 3 min DEPC-H;O). Diese Schritte entfallen bei der
Bearbeitung von Kryostatschnitten, welche lediglich der Aufbewahrungsbox entnommen
und fir 30 min and der Luft getrocknet worden sind. Alle Proben wurden fir 3 min in
DEPC-PBS gewaschen und dann fir 20 min auf Eis in 4 % Paraformaldehydlésung
(PFA) fixiert. Anschlielend wurden die Schnitte 2 x 5 min mit PBS gewaschen und fur
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die Targetdemaskierung 7 min mit 20 ug/ml Proteinase K in PK-Puffer inkubiert. Die
Praparate wurden erneut mit PBS gewaschen, 20 min in 4 % PFA nachfixiert und
wiederum in PBS gewaschen. Danach wurden die Schnitte zu der Erzielung negativer
Ladungen auf der Schnittoberflache und damit der Reduzierung unspezifischer
Bindungen einer Acetanhydrid-Behandlung unterzogen und unter Ruhren 10 min in
0,1M Triethanolamin-Lésung mit frisch zugesetztem Essigsaureanhydrid (600 ul auf
200ml TEA-L6sung) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in 2 x SSC und
Dehydrierung in einer aufsteigenden Ethanolreihe (je 1 min 60 % EtOH, 70 % EtOH, 95
% EtOH, 100 % EtOH) wurden die Schnitte schlieRlich an der Luft getrocknet.
Kryoschnitte sind zur Lipoidentfernung vor der Trocknung zusatzlich je 1 min in
Chloroform, 100 % EtOH und 95 % EtOH gespuilt worden.

Fur die Hybridisierung wurden 35.000 - 70.000 cpm/ul der entsprechenden radioaktiv
markierten RNA-Sonde mit Hybridisierungspuffer zu einem Endvolumen von 90 ul
gemischt, fir 2 min bei 90° C denaturiert und auf Eis abgeklhlt. Das Hybridisierungs-
gemisch wurde auf die Objekttrager gegeben und die Praparate blasenfrei eingedeckelt.
Die Hybridisierung erfolgte 16 - 20 h bei einer Temperatur von 57,5° C in einer gut
verschlossenen feuchten Kammer mit ausreichend Flussigkeit (50 % Formamid / 4 x
SSC).

Reagenz Temperatur (in °C) Zeit (in min)
2x SSC, 1 mMDTT RT 2 x 5 min
1xSSC, 1 mMDTT RT 10
0,5 x SSC, 1 mM DTT RT 10
0,1 x SSC, 1 mM DTT 64 2x 30
0,1 xSSC RT 2x10
30 % EtOH in 300 mM NH4OH RT 1

50 % EtOH in 300 mM NH4OH RT 1

70 % EtOH in 300 mM NH4OH RT 1

95 % EtOH RT 1
100 % EtOH RT 2x1
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Nach der Hybridisierung wurden die Deckglaser von den Objekttragern entfernt und die
Praparate 4 x 5 min bei RT mit 4 x SSC gewaschen. Um einzelstrangige, nicht
hybridisierte RNA von den Schnitten zu entfernen, wurden diese fur 20 min bei 37°C mit
20 wg/ml RNase A in NTE-Puffer inkubiert und anschlief3end nach dem in der Tabelle
zusammengefassten Protokoll gewaschen.

Die entwasserten und getrockneten Schnitte wurden mit Autoradiographiefilmen
(Hyperfilm-Bmax, Amersham) fir 1 bis 3 Tage licht- und erschitterungsgeschutzt
exponiert. Nach der Entwicklung der Filme, die fur erste Auswertungen in Bezug auf
Starke und Spezifitdt des Signals Verwendung fanden, wurden die Objekttrager mit
Fotoemulsion (LM-1, Amersham Biosciences) beschichtet. Die Fotoemulsion sowie die
Kammer zum Eintauchen der Objekttrager sind im Wasserbad auf 43° C vorgewarmt
worden. Die fur die Entwicklung vorgesehenen Objekttrager wurden dann mit mafiger
Geschwindigkeit in die temperierte Emulsion getaucht und ebenso herausgezogen, am
unteren Ende leicht abgetupft und aufrecht zum Trocknen gestellt. Bei volliger
Dunkelheit wurden die Objekttrdger = 1 h getrocknet und in Expositionskasten mit
Silikagel uUberfuhrt, welche fur 2 bis 6 Wochen bei 4° C bis zur photografischen
Entwicklung gelagert wurden. Am Tag der Entwicklung der Schnitte wurden die Boxen
auf Raumtemperatur gebracht und die Objekttrager in Glasgestelle sortiert. Diese
wurden flr 2 min in den auf 17° C temperierten Kodakentwickler (D19) gestellt und
anschlielfend fur 30 sec unter standigem Schitteln in Aqua dest. gebracht. Die
Fixierung erfolgte mit Kodak-Fixierer fir 2 min, gefolgt von einer Wasserung in Aqua
dest. fur eine halbe Stunde und der Trocknung der Objekttrager an der Luft. Nach der
photografischen Entwicklung folgte eine ausreichende, nicht zu starke Gegenfarbung
(modifiziert nach Nissl) mittels Kresylviolett, wodurch eine Auswertung mit der
Durchlichtmikroskopie und filterverstarktem Phasenkontrast auch auf zellularer Ebene
moglich war. Der Nachweis der Markierung erfolgte mittels Dunkelfeldmikroskopie
(Stereomikroskop MZ6, Leica). Die Ergebnisse wurden mit einem digitalen

Kamerasystem (Coolpix 990, Nikon) dokumentiert.
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4.6.9. In situ-Hybridisierung mit radioaktiv markierten Oligonukleotiden

Diese Methode bendétigt weit weniger Zeit als die bereits beschriebene Technik, da auf

solche althergebrachten Vorbehandlungen wie

* Proteinase K-Behandlung (auf Kryo-Schnitten), um eine hdhere mRNA-
Zuganglichkeit fur die Probe zu erzielen

* Acetanhydrid-Behandlung zur Erzielung negativer Ladungen auf der
Schnittoberflache und damit der Reduzierung unspezifischer Bindungsstellen

* Chloroform-Behandlung zur Lipoidentfernung

verzichtet werden kann und somit die Zeiteinsparung der sowieso schon sehr
aufwendigen Technik enorm zunimmt.

Kryostat-Schnitte wurden den Aufbewahrungsboxen entnommen, langsam auf
Raumtemperatur gebracht und 30 min luftgetrocknet. Nach einer 5minltigen Fixierung
mit kaltem 4%igen PFA und anschlieBender Entwadsserung in aufsteigender
Alkoholreihe sind die Objekttrager in 96%igem Alkohol bis zur Nutzung bei 4° C
zwischengelagert worden. Bei Verwendung von Paraffinschnitten fur diese Methode
wurden diese rehydriert, mit 10 ug/ml Proteinase K in PBT bei 37° C 15 min demaskiert,
in 4 % PFA far 20 min bei 4° C nachfixiert, gewaschen und ebenfalls Uber eine
aufsteigende Alkoholreihe dehydriert und zwischengelagert. In Vorbereitung auf die
Hybridisierung wurden die entsprechend ausgewahlten Objekttrager fur ca. eine halbe
Stunde an der Luft getrocknet und nach dem Auftragen des Hybridisierungsgemisches
mit einem der GroRe des Objekttragers angepassten Parafilmstreifen bedeckt. Die
Schnitte wurden in feucht gehaltenen Hybridisierungskammern fir ca. 18 h bei der
entsprechenden Temperatur (zumeist 42° C) hybridisiert. Der Hybridisierungsmix
bestand dabei aus 100 ul Hybridisierungspuffer (InnoGenex), 100 ug/ml Poly(A)-Saure
(nicht fur Oligo d(T)ss-Kontrollsonde), 200 ug/ml ssDNA, 2 ul radioaktiv markiertem
Oligonukleotid (ca. 0,15 pmol mit 200.000 - 700.000 cpm) und 1 ul 1 M DTT je
Objekttrager. Nach erfolgter Hybridisierung wurden die Parafilmstreifen von den
Objekttragern entfernt, die Schnitte kurz in 1 x SSC bei RT gespult und unter leichtem
Schutteln fur 30 min bei 55° C ebenfalls in 1 x SSC gewaschen. Nach kurzem Waschen
in 1 x SSC und 0,1 x SSC bei RT wurden die Schnitte Uber eine ansteigende
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Alkoholreihe entwassert, getrocknet, und wie bereits beschrieben exponiert, entwickelt

und gegengefarbt.

4.6.10. Nachweis apoptotischer Zellen in situ

Der Nachweis apoptotischer Zellen erfolgte in situ mit Hilfe der TUNEL-Reaktion (siehe
Abschnitt 4.4.8.) oder immunhistochemisch mittels eines Antikorpers gegen die in
apoptotischen Zellen nachweisbare aktive Form der Caspase 3 (Promega).
Paraffinschnitte (8 um) der zu testenden Gewebe/Organe/Embryonen wurden wie im
Abschnitt 4.4.6. beschrieben vorbereitet, die Objekttrager nach Angaben des Herstellers
mit dem entsprechend konzentrierten Antikérper inkubiert und das Signal wie
beschrieben detektiert. Parallel wurden auf benachbarten Schnitten der gleichen
Gewebe TUNEL-Assays mit Hilfe des “ApopTag In Situ Apoptosis Detection Kit”

(Oncor) nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

4.6.11. Nachweis proliferierender Zellen in situ

Der Nachweis proliferierender Zellen in embryonalen Geweben erfolgte mittels des
“BrdU In-Situ detection Kit” (BD PharMingen). Diese Methode basiert auf der
Inkorporation des Thymidinanalogon Bromdesoxyuridin (BrdU) in die DNA einer sich in
der Synthesephase des Zellzyklus befindenden Zellpopulation. BrdU kann nach dem
Einbau in die DNA in Gewebeschnitten mit einem spezifischen Antikorper
nachgewiesen werden. Fur diesen Nachweis wurden zunachst tragende Weibchen in
der entsprechenden embryonalen Entwicklungsphase intraperitoneal mit 1 mg BrdU
(geldst in 300 ul steriler PBS) injiziert. Nach einem Zeitraum von 4 - 6 h (Resorption und
Inkorporation des BrdU) sind die Embryonen mit Plazenta und Amnion prapariert
worden. Von Embryo und Plazenta wurden 10 um diinne Gefrierschnitte angefertigt, mit
denen nach den Angaben des Herstellers fur die immunhistochemische Detektion des
inkorporierten BrdU verfahren wurde. Aus dem Amnion wurde DNA gewonnen und far

die Genotypisierung der Embryonen eingesetzt.
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4.6.12. Nachweis seneszenter Zellen in situ

Primare Zellen zeigen eine begrenzte Replikationskapazitat, die bei den meisten
“‘normalen” Zellen in die Seneszenz fuhrt. Dieses Stadium ist u. a. durch eine pH-
abhangige R-Galaktosidase-Aktivitat gekennzeichnet, wodurch sich seneszente Zellen
in Kultur oder im Gewebe einfach nachweisen lassen. Der Seneszenz-Assay wurde in
situ mit Hilfe des “Senescence [R-Galactosidase Staining Kit” (Cell Signaling)
durchgefuhrt. Hierfur sind von den zu untersuchenden Geweben bzw. Embryonen 10
um dunne Gefrierschnitte angefertigt worden. Die bei -80° C zwischengelagerten
Objekttrager wurden bei 30° C luftgetrocknet und anschlieRend mit einer
entsprechenden Menge der im Staining Kit enthaltenen Losungen in feuchten Kammern
unter den vom Hersteller angegebenen Bedingungen inkubiert. Zuerst erfolgte die
Fixierung der Schnitte mit einer glutaraldehydhaltigen Fixierloésung. Die Praparate
wurden gewaschen und anschlief3end in einer Farbelésung mit 5-Brom-4-Chlor-3-Indol-
R-D-Galaktopyranosid (X-Gal) 24 - 72 h bei 37° C inkubiert. Nach Entfernung der
Farbelésung und Waschen der Objekttrager in PBS wurden die Schnitte mit 70 %
Glycerol uberschichtet und eingedeckelt sowie mikroskopisch ausgewertet und

dokumentiert.
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