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EINLEITUNG

1 Einleitung

Kerne von somatischen Zellen kénnen durch Transfer in eine entkernte Eizelle zur
Totipotenz reprogrammiert werden (Wilmut et al. 1997). Die Geburt des Klonschafes
Dolly (Wilmut et al. 1997), dem ersten Tier, das durch Kerntransfer aus einer
differenzierten somatischen Zelle (,somatic cell nuclear transfer®, SCNT) entstanden
ist, weckte grof3e Erwartungen im Bezug auf a) die Weiterentwicklung der Biotech-
nologie bei Nutztieren, b) die Erzeugung transgener Tiere als Modellsystem fur die
Erforschung von Krankheiten und Entwicklung von Medikamenten, zur Herstellung
von Proteinen (,gene pharming“) oder als Organspender fir die Xenotransplantation,
sowie c) die Entwicklung der Stammzelltherapie.

Obwohl SCNT in einer Vielzahl von Spezies erfolgreich durchgefihrt wurde, variiert
die Effizienz dieser Technik erheblich von Spezies zu Spezies (Shi et al. 2003). Die
hochsten Erfolgsraten wurden beim Rind berichtet und die Gesamtzahl der weltweit
klonierten Rinder wird auf mehrere tausend Tiere geschatzt (Kues & Niemann 2004).
Trotzdem ist die Biotechnik SCNT auch beim Rind mit groRen Verlusten und krank-
haften Veranderungen bei Feten und Kélbern behaftet (Galli et al. 1999; Hill et al.
1999; Renard et al. 1999; Wells et al. 1999; Hill et al. 2000b; Zakhartchenko et al.
2001). Es wird angenommen, dass eine unvollstandige oder fehlerhafte epigene-
tische Reprogrammierung des somatischen Spenderkerns nach Transfer in eine
enukleierte Eizelle wesentlich dafir verantwortlich ist (Shi et al. 2003).

Der POU-Transkriptionsfaktor Oct4, der als Pluripotenzmarker angesehen wird, wird
in der Praimplantationsphase exprimiert und spielt eine essentielle Rolle fir die
korrekte Entwicklung des Embryos. Mausembryonen, denen dieses Protein fehilt,
sind nicht in der Lage Blastozysten mit pluripotenten Zellen in der inneren Zellmasse
(,inner cell mass®, ICM) zu bilden (Nichols et al. 1998). Das Oct4-Gen wurde nach
SCNT bei der Maus in den meisten Blastozysten fehlerhaft exprimiert, was mit der
Folge einer reduzierten Entwicklungsfahigkeit assoziiert war (Boiani et al. 2002).
Dieser Defekt konnte teilweise durch die Aggregation von klonierten Embryonen und
die daraus resultierende Erhohung der Anzahl epigenetisch normaler Zellen behoben
werden (Boiani et al. 2003).

In in vitro fertilisierten (IVF) Rinderembryonen wurde im 16-Zell-Stadium ein Anstieg
der OCT4-mRNA beobachtet, der darauf hinweist, dass der OCT4-Promotor ein oder

1
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zwei Zellzyklen nach der embryonalen Genomaktivierung angeschaltet wird
(Kurosaka et al. 2004). Wie bei der Maus wurde in bovinen Blastozysten die OCT4-
MRNA nur in der ICM nachgewiesen (Kurosaka et al. 2004), obwohl OCT4-Protein
auch im Trophektoderm von frihen Blastozysten detektiert wurde (van Eijk et al.
1999; Kirchhof et al. 2000). In Tag 12 Blastozysten vom Rind ist das OCT4-Protein
nur noch im Epiblast nachweisbar (Vejlsted et al. 2005).
Angesichts der wichigen Rolle von Oct4 fir die Entwicklungskapazitat von klonierten
Mausembryonen (Boiani et al. 2002; Bortvin et al. 2003) und des bekannten
Expressionsmusters von OCT4 in IVF-Rinderembryonen (van Eijk et al. 1999;
Kirchhof et al. 2000; Vejlsted et al. 2005), ist die Promotoraktivierung dieses Gens
ein vielversprechender Marker zur Uberwachung der Reprogrammierung von
somatischen Kernen beim bovinen SCNT.
In transgenen Mausembryonen spiegelte die Expression eines Reportergen-
konstruktes mit EGFP unter der Kontrolle von regulatorischen Sequenzen von Oct4
(GOF18-DPE-EGFP) die Expression des endogenen Oct4-Gens wider (Szabo et al.
2002), was eine elegante Mdglichkeit bietet, die Oct4-Promotor-Aktivitat in lebenden
Embryonen zu uberwachen. Dasselbe Reporterkonstrukt wurde in Rinder- und
Schweinezygoten mikroinjiziert und die Expression in Embryonen beider Spezies im
Blastozysten-Stadium beobachtet. Auf diese Weise wurde die prinzipielle Funktiona-
litat der regulatorischen Oct4-Region der Maus in anderen Saugerspezies gezeigt
(Kirchhof et al. 2000).
Um die Vorgange der Reprogrammierung des Spenderzellkerns in bovinen SCNT-
Embryonen genauer zu untersuchen, wurden im Rahmen dieses Dissertations-
projektes folgende Ziele gesetzt:
a) Herstellung mit GOF18-DPE-EGFP (Oct4-EGFP) stabil transfizierter boviner
fetaler Fibroblasten.
b) Untersuchung der Aktivierung von Oct4-EGFP nach Kerntransfer.
c) Embryotransfer (ET) der EGFP-exprimierenden Embryonen und Unter-
suchung von Feten an Tag 34 nach SCNT.
d) Isolierung fetaler Oct4-EGFP-transgener Fibroblasten-Zelllinien (zweite
Generation) und Untersuchung der Oct4-EGFP-Inaktivierung. Uberprifung
der Aktivierung nach erneutem (,second round“) SCNT.

e) Untersuchung der Oct4-EGFP-Aktivitdt nach Reklonierung.
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In Abbildung 1.1 sind die experimentellen Ansatze, um diese Ziele zu verfolgen
dargestellt. Die Ziele dieser Arbeit bilden einen ersten Schritt fir ein weiter
gestecktes Ziel, namlich die Entwicklung eines Modellsystems zur Entschlis-
selung der wesentlichen Mechanismen der Reprogrammierung des Genoms beim
Rind.

e PCR

’\

> | — Southern Blot
. FISH

Transfektion Selektierte Zellklone Stabil transfizierte Zellklone

mit unilokludrer Integration

Messung EGFP-Expression
Tag 4 und Tag 6

N\
<

Embryotransfer Blastozysten Morulae Embryonen SCNT
Tag 6/7 Tag 5 Tag 4 (“first round”)
Blastozysten BNT
Tag 7 (Reklonierung)
v

Fetus Fetale Zellen SCNT Morulae Blastozysten
Tag 34 (2. Generation) ("Second round”) Tag 5 Tag 6/7

Abbildung 1.1: Experimenteller Ansatz.

1.

Herstellung stabil mit GOF18-OPE-EGFP transfizierter boviner fetaler Fibroblasten (rosa)
mittels Elektroporation.

Verwendung genotypisierter Zellklone fir SCNT (,first round“) und Messung der EGFP-
Expression (griin) an Tag 4 und Tag 6.

Transfer EGFP-exprimierender Embryonen auf synchronisierte Empfangertiere,
Gewinnung von Feten an Tag 34 und Isolierung Oct4-EGFP-transgener Fibroblasten.
Verwendung Oct4-EGFP-transgener Fibroblasten der zweiten Generation im SCNT
(,second round*) und Untersuchung der Oct4-EGFP-Aktivierung.

Verwendung von Morulae aus SCNT mit Oct4-EGFP-transgenen Fibroblasten der ersten
und zweiten Generation (,first and second round SCNT") als Blastomerenspender fir die

Reklonierung.
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2 Literaturubersicht

2.1 Kerntransfer

2.1.1 Allgemeines

Das Generieren von Tieren durch den Transfer eines Zellkerns einer so genannten
Spenderzelle in eine entkernte Eizelle wurde in den letzten Jahrzehnten mehrfach
erfolgreich durchgefuhrt (,nuclear transfer, NT). Mitte der 1980er wurden die ersten
geklonten Lammer geboren (Willadsen 1986), die aus der Fusion von embryonalen,
noch undifferenzierten Zellen aus einem 16-Zell-Embryo und einer entkernten Eizelle
entstanden. Auch Zellen aus der inneren Zellmasse von expandierten bovinen
Blastozysten fuhrten nach Transfer in eine entkernte Eizelle zur Entwicklung und
Geburt von lebenden Tieren (Keefer et al. 1994).

Einige Jahre spéater konnte gezeigt werden, dass das Klonen von Tieren auch mit
kultivierten embryonalen Zellen (Campbell et al. 1996b), fetalen somatischen Zellen
(Trounson et al. 1998) und verschiedenen Zelltypen aus adulten Tieren (Wilmut et al.
1997; Vignon et al. 1998; Wells et al. 1999) mdglich ist. Bisher wurden geklonte Tiere
von vielen verschiedenen Spezies geboren. Tabelle 2.1 zeigt Beispiele der bisher
lebend geborenen geklonten Tiere, die aus dem Kerntransfer somatischer Zellen
(,somatic cell nuclear transfer®, SCNT) entstanden sind.

2.1.2 Anwendungen des Kerntransfers

Die DNA-Mikroinjektion in die Vorkerne befruchteter Eizellen stellt das klassische
Verfahren des Gentransfers bei landwirtschaftlichen Nutztieren dar (Brem et al. 1985;
Hammer et al. 1985). Diese Methode hat aber entscheidende Nachteile: sie ist
vergleichsweise aufwendig und dartber hinaus ist insbesondere die Erfolgsquote
hinsichtlich des Anteils der erzeugten transgenen Tiere beim Rind relativ gering (Wall
1996).

Die Verwendung kultivierter Zellen fir den Kerntransfer bietet die Mdoglichkeit,
Spenderzellen in Kultur genetisch zu verandern, sei es durch zufallige Integration
(Schnieke et al. 1997; Cibelli et al. 1998) oder durch gezielte Veranderungen im
Genom (McCreath et al. 2000), um eine grof3e Menge an Spenderzellen fir die

Herstellung geklonter Tiere mit bestimmten genetischen Merkmalen zu erzeugen.
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Eine Anwendung ist beispielsweise die Produktion von wertvollen rekombinanten
Proteinen uber die Milch von geklonten Tieren , wie z. B. den humanen Faktor IX,
Kasein und Immunglobuline (Schnieke et al. 1997; Kuroiwa et al. 2002; Brophy et al.
2003; Lee et al. 2003). Uber den Knockout von Genen, die Proteine kodieren, die bei
der Organabstofung nach der Xenotransplantation eine Rolle spielen, wird derzeit
versucht Schweine mit besseren Voraussetzungen als Organspender fur die
Xenotransplantation zu generieren (Dai et al. 2002; Lai et al. 2002). Bei der Herstel-
lung transgener Tiere haben sich Fibroblasten beim Rind (Cibelli et al. 1998;
Zakhartchenko et al. 2001), Schaf (Schnieke et al. 1997) und Schwein (Park et al.
2002; Lee et al. 2003) als sehr geeignet erwiesen. Im Bereich der landwirtschaftli-
chen Nutztiere ist auch eine Verbesserung der Konstitution der Tiere, die Erzeugung
von Krankheitsresistenzen und die Optimierung von Produktmenge und -qualitat von
Interesse. Ein weiteres wichtiges Einsatzgebiet fir den Kerntransfer ist die Konser-
vierung wertvoller und vom Aussterben bedrohter Tierarten oder Rassen (Saegusa
1998; Wells et al. 1998; Li et al. 2006).

2.1.3 Klonierungserfolg

Obwohl der Kerntransfer einige lebende Tiere bei verschiedenen Spezies hervorge-
bracht hat, ist die Effizienz sehr gering und die Verluste sind sehr hoch.

Die meisten Verluste ereignen sich im ersten Drittel der Trachtigkeit. In einer Studie
beim Rind wurde beobachtet, dass Trachtigkeiten mit geklonten Embryonen in 80 %
der Falle zwischen Tag 30 und 60 abbrachen, die Halfte zwischen Tag 30 und 40
und die andere Halfte zwischen Tag 40 und 60 (Hill et al. 2000a). Auch im zweiten
und dritten Drittel der Trachtigkeit mit NT-Embryonen waren die Verluste im Vergleich
zu IVF-Trachtigkeiten grol3er, wobei die Verlustrate nach Verwendung von adulten
Zellen groRer war als mit embryonalen oder fetalen Zellen (Saegusa 1998; Heyman
et al. 2002).
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Tabelle 2.1: Erfolgreiche Kerntransfers mit somatischen Zellen bei

verschiedenen Spezies

Jahr Spezies Zelltyp Referenz

1995 Schaf epitheldhnliche Zellen Campbell et al. (1996b)

1996 Schaf Milchdrisenepithelzellen ~ Wilmut et al. (1997)
Schaf fetale Fibroblasten Wilmut et al. (1997)

1998 Rind fetale Fibroblasten Cibelli et al. (1998)
Rind Eileiterepithelzellen Kato et al. (1998)
Maus Cumuluszellen Wakayama et al. (1998)

1999 Ziege fetale Fibroblasten Baguisi et al. (1999)

2000 Gaur adulte Fibroblasten Lanza et al. (2000)
Schwein Cumuluszellen Polejaeva et al. (2000)

2001 Mouflon Granulosazellen Loi et al. (2001)

2002 Kaninchen Cumuluszellen Chesne et al. (2002)
Katze Cumuluszellen Shin et al. (2002)

2003 Maultier fetale Fibroblasten Woods et al. (2003)
Pferd adulte Fibroblasten Galli et al. (2003)
Ratte fetale Fibroblasten Zhou et al. (2003)

2005 Hund adulte Hautzellen Lee et al. (2005)

Bei der Beurteilung der Effizienzen nach dem Kerntransfer wird die Anzahl der
lebend geborenen Tiere auf die Anzahl der transferierten Embryonen bezogen. Die
daraus errechneten Erfolgsraten liegen beim Rind zwischen 4 % und 87 %, beim
Schaf zwischen 3 % und 18 %, bei der Ziege zwischen 3 % und 10 %, beim Schwein
zwischen 0,2 % und 7 % und bei der Maus zwischen 0,3 % und 3,7 % (Shi et al.
2003). Wenn nun die Anzahl der lebenden Nachkommen auf die Gesamtzahl der
verwendeten Eizellen bezogen wird, liegt die Effizienz meist nur bei unter 1 %
(Wilmut et al. 1997; Wakayama et al. 1998; Zakhartchenko et al. 1999; Kato et al.
2000; Polejaeva et al. 2000; Wakayama & Yanagimachi 2001). Beim Vergleich der
Effizienzen zwischen den verschiedenen Studien ist die groR3e Variationsbreite
auffallig. Der direkte Vergleich zwischen den einzelnen Studien ist schwierig, da es

sich teilweise um sehr unterschiedliche NT-Protokolle handelte und eine variierende
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Anzahl von Embryonen in unterschiedlichen Stadien auf die Empfangertiere

Ubertragen wurde.

2.1.4 Pathologische Befunde bei geklonten Tieren

Es wird angenommen, dass eine Fehlentwicklung der Plazenta ein wichtiger Grund
fur die Verluste von geklonten Feten ist (Cibelli et al. 1998; Baguisi et al. 1999; Wells
et al. 1999; Kubota et al. 2000). Bei geklonten Feten und Neugeborenen, in erster
Linie bei Schaf und Rind, konnten viele pathologische und klinische Befunde erhoben
werden, wie Kreislaufstorungen, Plazentaddeme, Hydroallantois, respiratorische
Symptome, Dysfunktionen des Immunsystems, Missbildungen der Niere und
Missbildungen des Gehirns, VergroRerung der Leber, vergroRerte oder fehlende
Cotyledonen der Plazenta, sowie ein erhdhtes Gewicht von Feten, Plazenta und
Neugeborenen (Garry et al. 1996; Hill et al. 1999; Hill et al. 2000b; de Sousa et al.
2001). Bereits die in vitro Kultur von Rinderembryonen wurde mit einem abnormen
Phanotyp in Verbindung gebracht (Willadsen et al. 1991; Keefer et al. 1994,
Behboodi et al. 1995; Farin & Farin 1995; Wilson et al. 1995; Lazzari et al. 2002), der
Jlarge offspring syndrome* (LOS) genannt wird. Dieses Syndrom kommt beim Rind
allerdings bei Trachtigkeiten mit NT-Embryonen haufiger vor als bei solchen aus in
vitro produzierten (IVP) Embryonen (Behboodi et al. 1995; Farin & Farin 1995;
Sinclair et al. 1995). Dieses Syndrom wurde auch bei der Maus beobachtet (Eggan et
al. 2001; Fernandez-Gonzalez et al. 2004).

Klonrinder, die die neonatale Phase uberleben kdnnen aber auch physiologisch
normal und gesund sein (Lanza et al. 2001). Chavatte-Palmer et al. (2002) schlossen
aus ihren klinischen Untersuchungen, dass es nicht mdglich ist, innerhalb der ersten
50 Tage nach der Geburt bei einem gesund wirkenden Kalb auf einen normalen

physiologischen Status zu schliel3en.

2.1.5 Einflussfaktoren beim Kerntransfer

Der Kerntransfer besteht aus verschiedenen Schritten, die Einfluss auf den Erfolg
haben, wie der Ursprung der Eizellen (Wells et al. 1998; Bruggerhoff et al. 2002;
Piedrahita et al. 2002), die Enukleationsmethode (Vajta et al. 2001; Oback et al.
2003), das Aktivierungsprotokoll und die Fusionsmethode (Galli et al. 2002), sowie
die Fusionszeit (Wells et al. 1998; Akagi et al. 2003). Weiterhin spielen eventuell
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Faktoren, die die Spenderzelle betreffen, eine Rolle: das Gewebe, aus dem die
Zellen gewonnen wurden (Kato et al. 2000), der Differenzierungsgrad (Heyman et al.
2002; Eggan et al. 2004; Hochedlinger et al. 2004; Panelli et al. 2004), das Alter des
Spenders (Hill et al. 2000b) sowie Zellkulturbedingungen und -dauer (Kubota et al.
2000; Ogura et al. 2000; Hill et al. 2001; Cho et al. 2002; Gao et al. 2003; Powell et
al. 2004). Daneben ist die Koordination des Zellzyklusstatus von Spenderzelle und
Empfangereizelle ein besonders wichtiger Punkt fir eine erfolgreiche Klonierung
(Barnes et al. 1993; Campbell et al. 1993; Campbell et al. 1996a; Kasinathan et al.
2001; Gibbons et al. 2002; Wells et al. 2003).

2.1.6 Reprogrammierung nach dem SCNT

Beim Klonen mit einem somatischen Zellkern muss der differenzierte Status der
Spenderzelle in einen totipotenten Status reprogrammiert werden, d.h. Gene, die fur
die spezifische Funktion der Zelle nétig waren missen abgeschaltet und Gene, die
fur die embryonale Entwicklung erforderlich sind muissen angeschaltet werden
(Gurdon & Colman 1999). Epigenetische Mechanismen spielen eine entscheidende
Rolle bei der Reprogrammierung, weshalb auch von der epigenetischen Repro-
grammierung gesprochen wird. Der Ausdruck Epigenetik bedeutet wortlich tGbersetzt
-aul3erhalb der konventionellen Genetik”, und wird heutzutage verwendet, um die
Untersuchung stabiler Anderungen des Genexpressions-Potenzials zu beschreiben,
die wahrend der Entwicklung und Zellproliferation stattfinden (Jaenisch & Bird 2003).
Die epigenetische Reprogrammierung betrifft nach dem SCNT unter anderem
folgende Bereiche: DNA-Methylierung, genomisches Imprinting, X-Chromosom-
Inaktivierung, Histonmodifikationen und Mechanismen, die zu einer Veranderung der
Chromatinstruktur fihren (Shi et al. 2003).

Es gibt viele Hinweise dafir, dass die Reprogrammierung nach dem SCNT unvoll-
standig oder fehlerhaft ablauft, was zu abnormen Mustern der DNA-Methylierung
(Bourc'his et al. 2001; Dean et al. 2001; Kang et al. 2001; Ohgane et al. 2001), der
Chromatin-Modifikation (Santos et al. 2003), der X-Chromosom-Inaktivierung (Xue et
al. 2002) und der Expression von gepragten (,imprinted”) und nicht gepragten Genen
(Daniels et al. 2000; Daniels et al. 2001; Rideout, Il et al. 2001; Wrenzycki et al.
2001; Humpherys et al. 2002) fuhrt. Bei murinen SCNT-Embryonen aus Cumulus-
zellen wurde beispielsweise das Oct4-Gen, das fur die Erhaltung der Pluripotenz

notwendig ist, zwar zum richtigen Zeitpunkt aktiviert, zeigte aber in den meisten
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Blastozysten eine fehlerhafte rdumliche Verteilung der Transkripte (Boiani et al.
2002). Beispielsweise waren die Oct4-Transkripte nur bei 34 % der SCNT-
Embryonen auf die ICM beschrankt. In einer aktuellen Studie bei der Maus, die
Fibroblasten und Cumuluszellen als Spenderzellen verwendeten, wurden SCNT-
Blastozysten immunzytochemisch untersucht und mit dem Ergebnis, dass die Oct4-
Expression in vielen SCNT-Embryonen fehlerhaft war oder fehlte (Kishigami et al.
2006). Auch Gene mit dem gleichen entwicklungsabhéngigen Expressionsmuster wie
Oct4 wurden nach SCNT von murinen Cumuluszellen ebenfalls fehlerhaft exprimiert
(Bortvin et al. 2003).

2.2 Der Transkriptionsfaktor Oct4

2.2.1 Allgemeines

Das Gen Oct4, auch Oct3 und Pou5fl genannt, kodiert einen Transkriptionsfaktor,
der zur POU (Pit-Oct-Unc) Familie gehort (Schoéler et al. 1990b). Die Transkriptions-
faktoren dieser Familie sind durch die POU-Doméne (Herr et al. 1988) gekenn-
zeichnet, die urspringlich in den Saugerproteinen Pit-1 (Bodner et al. 1988;
Ingraham et al. 1988), Octl (Sturm et al. 1988), Oct2 (Clerc et al. 1988; Ko et al.
1988; Muller et al. 1988; Scheidereit et al. 1988) und dem Caenorhabditis elegans-
Protein Unc-86 (Finney & Ruvkun 1990) identifiziert wurde. Die POU-Domane
besteht aus 145 bis 160 Aminoséauren und setzt sich aus zwei Teilen zusammen, der
POU-spezifischen Domane (POUg) aus 75 bis 82 Aminosauren und der POU-
Homeodoméane (POUy) aus 60 Aminosauren (Herr et al. 1988). Eine variable
Linkerregion verknupft die beiden Subdomanen und ermoglicht, dass diese
unabhéngig voneinander die DNA-Bindungsstelle kontaktieren kénnen (Verrijzer &
van der Vliet 1993; Wegner et al. 1993; Ryan & Rosenfeld 1997). So genannte
Oktamer-bindende Proteine (,octamer-binding“, Oct), von denen die meisten zur
Familie der POU-Proteine gehoren, binden an eine Oktamersequenz (ATGCAAAT)
und koénnen dadurch die betreffenden Zielgene aktivieren (Verrijzer et al. 1990;
Verrijzer et al. 1992; Klemm et al. 1994). Ursprunglich wurde die Oktamersequenz
als Bindungsstelle des Octl-Proteins im Promotor des Histon H2B-Gens
charakterisiert (Sturm et al. 1988; Sturm & Herr 1988).

Oct4 wurde auf mRNA- bzw. Proteinebene bisher bei folgenden Spezies genauer
untersucht: Maus (Scholer et al. 1989; Rosner et al. 1990; Palmieri et al. 1994), Rind

9
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(van Eijk et al. 1999; Kirchhof et al. 2000), Schwein (Kirchhof et al. 2000), Mensch
(Takeda et al. 1992; Cauffman et al. 2005) und Rhesusaffe (Mitalipov et al. 2003).
Das murine und bovine Oct4-Protein sind einander mit 81,7 % Ubereinstimmung sehr
ahnlich (van Eijk et al. 1999). Bei Maus, Rind und Mensch ist die chromosomale
Umgebung des Genortes hoch konserviert und die Syntenie mit dem Haupt-Histo-
kompatibilitatskomplex-Locus (,major histocompatibility complex®, MHC) erhalten. Bei
der Maus liegt das Gen auf Chromosom 17 innerhalb oder benachbart zum MHC-
Locus (Scholer et al. 1990a), beim Rind auf Chromosom 23 ebenfalls in der MHC-
Region (van Eijk et al. 1999) und beim Menschen auf Chromosom 6 innerhalb oder
nahe beim MHC-Locus (Takeda et al. 1992; Guillaudeux et al. 1993).

2.2.2 Zielgene

Oct4-Protein reguliert die nachfolgend aufgelisteten Gene Uber verschiedene Mecha-
nismen (Yuan et al. 1995; Saijoh et al. 1996; Ben Shushan et al. 1998; Botquin et al.
1998; Nishimoto et al. 1999; Du et al. 2001; Tomioka et al. 2002):

e Fgf-4 (,fibroblast growth factor 4%)

e Utfl (,undifferentiated embryonic cell transcription factor 1)

e Sox2 (,SRY-box containing gene 2 )

e Fbx15 (,F-box protein 15%)

e Rexl (Zfp42, ,zinc finger protein 42)

e Osteopontin (OPN/Spp1l: ,secreted phosphoprotein 1)
Haufig aktiviert Oct4 das Zielgen zusammen mit dem Transkriptionsfaktor Sox2, wie
z. B. das Fgf4-Gen, das als erstes gemeinsames Zielgen entdeckt wurde (Sturm et
al. 1988; Sturm & Herr 1988; Yuan et al. 1995). Utfl und Fbx15, sowie Sox2 und
Oct4 selbst werden ebenfalls durch Sox2/Oct4 reguliert (Nishimoto et al. 1999;
Tomioka et al. 2002; Tokuzawa et al. 2003; Chew et al. 2005; Okumura-Nakanishi et
al. 2005). Seit kurzem ist bekannt, dass in murinen und humanen embryonalen
Stammzellen (,embryonic stem cells®, ES-Zellen) auch Nanog durch Oct4 and Sox2
reguliert wird (Rodda et al. 2005).
Fgf4 gehort zur FGF-Genfamilie, die mittlerweile mindestens 23 Mitglieder umfasst
und Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (,fibroblast growth factors®, FGFs) kodieren
(Itoh & Ornitz 2004; Yu & White 2005). Fgf4 wird in der ICM des Mausembryos

exprimiert, wo es vermutlich bedeutsam fur die Zellproliferation ist (Feldman et al.

10



LITERATURUBERSICHT

1995). In vitro ist das Fgf4-Protein ebenso wichtig fur die Proliferation von
Trophoblastzellen (Tanaka et al. 1998).

Sox2 gehort zur Sox-Genfamilie, die Transkriptionsfaktoren mit einer HMG-Doméne
(,high mobility group”) kodieren (Kamachi et al. 2000). Bei der Maus wurde eine
Expression des Sox2-Gens in Zellen der ICM, des Epiblasten, in den Keimzellen und
in den multipotenten Zellen des extraembryonalen Ektoderms nachgewiesen (Li et al.
1998a; Zappone et al. 2000; Avilion et al. 2003).

Das Gen Rex1, auch Zfp42 genannt, kodiert ein Zinkfingerprotein und wird bei der
Maus in der ICM von Blastozysten, in embryonalen Stamm- und embryonalen
Karzinomzellen (,embryonic carcinoma cells®, EC-Zellen) exprimiert (Ben Shushan et
al. 1998).

Osteopontin kodiert ein Protein der extrazellularen Matrix und wird in verschiedenen
Zelltypen der Niere, des Knochens sowie des Innenohrs und in einigen anderen
Geweben exprimiert (Denhardt & Guo 1993). In der embryonalen Entwicklung konnte
eine Expression ab dem Morulastadium nachgewiesen werden, die spater auf das
primitive Endoderm beschrankt ist (Botquin et al. 1998).

Utf1 wird bei der Maus in der ICM, im primitiven Ektoderm und in extraembryonalem
Gewebe exprimiert (Okuda et al. 1998).

Fbx15 kodiert ein Protein mit einem F-box Motiv (Winston et al. 1999), das aus 42 bis
48 Aminosauren besteht und das Protein Skpl binden kann. Exprimiert wird es bei
der Maus in ES-Zellen, im frihen Embryo und spater im Hoden (Tokuzawa et al.
2003).

Nanog, ein Transkriptionsfaktor mit einer Homeobox, hat wesentliche Funktionen bei
der Erhaltung von pluripotenten Zellen der inneren Zellmasse und von ES-Zellen
(Mitsui et al. 2003). Nanog-Transkripte erscheinen bei der Maus erstmalig im Morula-
stadium vor der Bildung der Blastozyste (Mitsui et al. 2003; Chambers & Smith 2004)
und sind in der weiteren Entwicklung auf die ICM (Wang et al. 2003) und nach-
folgend auf Zellen des Epiblasten beschrankt (Hart et al. 2004).

Weitere Zielgene von OCT4 kodieren die - und -Untereinheiten des hCGs
(humanes Chorion-Gonadotropin; Liu & Roberts 1996; Liu et al. 1997). Diese beiden
Zielgene von OCT4, die im humanen Trophektoderm (TE) exprimiert werden, werden
in Choriokarzinomzellen durch OCT4 inaktiviert.

Beim Menschen wurde gezeigt, dass in embryonalen Karzinomzellen das Gen fir

den PDGF (,platelet-derived growth factor®)- -Rezeptor ebenfalls von OCT4 reguliert
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wird, indem OCT4 in undifferenzierten Zellen an das Oktamermotiv des Promotors
P2 bindet (Kraft et al. 1996).

2.2.3 Regulation

Durch die Analyse von lacZ-Reportergenen unter der Kontrolle von verschiedenen
genomischen Oct4-Fragmenten der Maus konnten regulatorische Regionen identifi-
ziert werden, die fur die Oct4-Expression in verschiedenen Zellen des frihen Maus-
embryos notwendig sind (Yeom et al. 1996). Diese Regionen umfassen den
Promotor, der innerhalb der ersten 250 bp des Transkriptionsstartpunktes liegt und
eine Anhaufung von Uberlappenden Bindungsstellen enthélt, die durch spezifische
DNA-Bindungsproteine erkannt werden. Dazu gehdren eine GC-Box, die Mitglieder
der Spl-Transkriptionsfaktorfamilie binden kann, und drei sich wiederholende
-hormone-response elements" (HREs; Schoorlemmer et al. 1994; Sylvester &
Schdler 1994). Der proximale Enhancer (PE) liegt ungefahr 1,2 kb stromaufwarts, ist
fur die Oct4-Expression im Epiblasten verantwortlich (Yeom et al. 1996) und
beinhaltet zwei cis-aktive Sequenzen, 1A und 1B (Okazawa et al. 1991). Der distale
Enhancer (DE) liegt ungefahr 2 kb stromaufwarts und reguliert die Expression in der
Morula, der Blastozyste, in den primordialen Keimzellen (,primordial germ cells",
PGCs; Vorlauferzellen der Gameten) und in ES-Zellen (Yeom et al. 1996). Innerhalb
dieses Enhancers wurde eine Sequenz gefunden, die der Sequenz 1A des PEs
ahnlich ist und die Bezeichnung 2A erhielt (Minucci et al. 1996). Erst vor kurzem
wurde ein neues cis-Element, 2B, entdeckt, das ~30 bp stromabwaérts von 2A liegt
(Okumura-Nakanishi et al. 2005). In Abbildung 2.1 ist die genomische Struktur des

Oct4-Gens dargestellt.
DE PE PP Oct4 =
I 1 I 1 | | »

2A 2B 1A 1B

GC HRE

Abbildung 2.1: Genomische Struktur des Oct4-Gens.

Der ~24 kb lange Abschnitt beinhaltet regulatorische Elemente, wie den Promotor mit den
Lhormone-responsive elements” (HREs) und der GC-Box, den proximalen Enhancer (PE) mit
den cis-aktiven Elementen 1A und 1B und den distalen Enhancer (DE) mit den cis-aktiven
Elementen 2A und 2B. Das Gen selbst ist in 5 Exons unterteilt, die als graue Boxen
dargestellt sind. Modifiziert nach Ovitt & Scholer 1998 .
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Der Vergleich der stromaufwarts liegenden Sequenzen bei Mensch, Rind und Maus
ergab vier konservierte Regionen (,conserved regions®, CR) von CR1 bis CR4, wobei
CR2 und CR3 im PE und CR4 im DE liegt (Nordhoff et al. 2001).

2.2.4 EXxpression bei der Maus

Bei der Maus ist die Oct4-Expression am besten untersucht. Der Transkriptionsfaktor
wurde zuerst in Extrakten von ES- und EC-Zellen entdeckt (Lenardo et al. 1989;
Scholer et al. 1989; Okamoto et al. 1990), was zu der Vermutung fuihrte, dass Oct4 in
der frihen embryonalen Entwicklung eine Rolle spielen kdnnte. Untersuchungen
zeigten, dass das Oct4-Gen wéhrend der embryonalen Entwicklung exprimiert wird
(Scholer et al. 1989; Okamoto et al. 1990; Rosner et al. 1990; Scholer et al. 1990b).
In der unbefruchteten Eizelle sind Oct4-Transkripte und -Protein vorhanden, wobei
nach der Befruchtung das Protein im weiblichen Vorkern lokalisiert ist (Schéler et al.
1989; Rosner et al. 1990; Yeom et al. 1991; Palmieri et al. 1994). Die Menge an
Oct4-mRNA geht nach der Befruchtung drastisch zurtick (Yeom et al. 1991), was fur
fast alle untersuchten maternalen Transkriptionsfaktoren typisch ist. Untersuchungen,
die die Lokalisation des Proteins in den ersten Entwicklungsstadien des Embryos
betreffen, sind teilweise widersprichlich. Zunachst wurde Oct4-Protein in 2-Zell-
Embryonen nachgewiesen (Palmieri et al. 1994). In einer spateren Untersuchung war
das Protein erst im 8-16-Zellstadium detektierbar (Liu et al. 2004), was das Ergebnis
einer Untersuchung von Embryonen von Oct4-GFP-transgenen (,green fluorescent
protein) Mausen bestatigte, bei denen ab dem 8-Zellstadium GFP nachgewiesen
werden konnte (Yoshimizu et al. 1999). Letztendlich lasst sich zusammenfassen,
dass die embryonale Oct4-Expression der Maus um das 8-Zellstadium aktiviert wird
mit einem signifikanten Anstieg an mRNA und Protein im Zellkern (Yeom et al. 1991;
Palmieri et al. 1994; Kurosaka et al. 2004; Liu et al. 2004). Im Morulastadium sind
Oct4-mRNA und Oct4-Protein in allen Zellen vorhanden. Wenn sich die &uf3eren
Zellen des Embryos zum TE differenzieren, wird Oct4 in den TE-Zellen abgeschaltet
und die Expression auf die Zellen der ICM beschrankt (Okamoto et al. 1990; Rosner
et al. 1990; Scholer et al. 1990a; Palmieri et al. 1994). Nach der Implantation wurde
die Expression von Oct4 nur im primitiven Ektoderm beobachtet (Rosner et al. 1990;
Scholer et al. 1990a; Yeom et al. 1996). In der weiteren Entwicklung wird es nur in
den PGCs exprimiert (Yeom et al. 1996).
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Abbildung 2.2: Oct4-Expression im Mausembryo von der Morula bis zur
Gastrula.

Die grin markierten Zellen markieren pluripotente Zellen, die Oct4 exprimieren. Die
Blastozyste enthélt die ICM, die aus der Pra-ICM der Morula hervorgeht und das Trophekto-
derm. In diesem Stadium findet in vivo die Implantation statt. In vitro kdnnen embryonale
Stammzellen (ES-Zellen) und Trophoblast-Stammzellen (TS-Zellen) gewonnen werden. Aus
der ICM bildet sich in der expandierten Blastozyste das primitive Ekto- und Endoderm. Aus
dem primitiven Ektoderm kénnen embryonale Karzinomzellen (EC-Zellen) abgeleitet werden.
In der weiteren in vivo Entwicklung folgt die Gastrulation mit der Bildung der Mesoderm-
schicht zwischen Ekto- und Endoderm und der Bildung der primordialen Keimzellen (PGCs)
aus denen wiederum embryonale Keimzellen (,embryonic germ cells*, EG-Zellen) etabliert

werden koénnen. Modifiziert nach Boiani & Scholer 2005.

Die Oct4-Expression in den Zellen der Keimbahn wird geschlechtsspezifisch in
verschiedenen Stadien der Gametogenese herunterreguliert (Pesce et al. 1998). In
weiblichen Tieren wird Oct4 bis Tag 15,5 pc (post coitum) exprimiert und
herunterreguliert, wenn die Eizellen in das Zygotan/Pachytan der meiotischen
Prophase 1 eintreten. Bei mannlichen Tieren wird es in postproliferativen
Prospermatogonien bis nach der Geburt exprimiert. Wenn die Spermatogenese
beginnt, wird Oct4 weiterhin in den Spermatogonien A exprimiert, aber in der
weiteren Reifung herunterreguliert. In unbefruchteten Eizellen wird Oct4 nach der

Arretierung im Diplotdn der meiotischen Prophase 1 - ein bis drei Tage nach der
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Geburt - wieder angeschaltet. Das Protein ist dann in niedrigen Mengen bis zur
Eizellreifung vorhanden (Palmieri et al. 1994; Pesce et al. 1998). In Abbildung 2.2 ist
das Auftreten von Oct4-Protein im Mausembryo ab dem Morulastadium bis zur

Gastrulation dargestellt.

2.2.5 Expression beim Rind

Beim Rind ist die OCT4-Expression bei weitem noch nicht so gut untersucht wie bei
der Maus. Transkript und Protein sind auch beim Rind in der Eizelle und in der frihen
embryonalen Entwicklung vorhanden (van Eijk et al. 1999; Daniels et al. 2000;
Kirchhof et al. 2000; Park et al. 2003; Kurosaka et al. 2004; Vigneault et al. 2004,
Degrelle et al. 2005; Vejlsted et al. 2005). Allerdings ist beim Rind das OCT4-Protein
im Praimplantationsembryo nicht auf die pluripotenten Zellen beschrankt, sondern
wurde in Blastozysten bis Tag 10 sowohl in Zellen der ICM als auch des TE (van Eijk
et al. 1999; Kirchhof et al. 2000) und in Tag 12 und Tag 14 Embryonen nur noch in
den Epiblastzellen nachgewiesen (Vejlsted et al. 2005). OCT4-mRNA wurde in Tag 7
und Tag 12 bis Tag 17 Embryonen in Zellen der ICM bzw. des Epiblasten und bis
Tag 12 in Zellen des TE nachgewiesen (Degrelle et al. 2005), wobei in einer anderen
Studie in Tag 7 Embryonen im TE bereits keine OCT4-mRNA mehr gefunden wurde
(Kurosaka et al. 2004).

Eine mdogliche Erklarung fir die Persistenz des OCT4-Proteins in den Zellen des TE
beim Rind konnte in der unterschiedlichen embryonalen Entwicklung bei Rind und
Maus liegen (Kurosaka et al. 2004). Die Implantation erfolgt beim Rind spater als bei
der Maus. Die Blastozyste wachst vor der Implantation durch starke Proliferation des
TE zu einem langen fadenformigen Gebilde heran. Das bovine OCT4-Protein hemmt
eventuell Zellen der extraembryonalen Entwicklungsreihe in der Praimplantations-
entwicklung und lasst damit eine Proliferation des TE vor der Implantation zu.
Degrelle et al. (2005), die OCT4-Transkripte auch noch im TE von Tag 12
Embryonen nachweisen konnten, spekulieren, dass die Anwesenheit von OCT4- und
NANOG-Transkripten im TE einen langsamen Differenzierungs-Phanotyp im TE des
Rinderembryos unterstitzen. Im Gegensatz zur Maus wurden OCT4-Transkripte
beim Rind ab dem 16-Zellstadium nachgewiesen (Kurosaka et al. 2004).

In Abbildung 2.3 ist vereinfacht das Auftreten von Oct4-Protein bis zum Blastozysten-
stadium und die Hochregulation der Oct4-mRNA im 8-16-Zellstadium bei Maus und

Rind dargestellt.
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Abbildung 2.3: Oct4-Protein im frihen Maus- und Ri  nderembryo.

Oct4-Protein enthaltende Zellen sind rosa dargestellt. Das Trophektoderm (TE) bei der
Maus, sowie differenzierte somatische Zellen enthalten kein Oct4-Protein (grau). Das Oct4-
Transkript wird bei der Maus ab dem 8-Zeller (Palmieri et al. 1994; Kurosaka et al. 2004; Liu
et al. 2004) und beim Rind ab dem 16-Zeller (Kurosaka et al. 2004) hochreguliert.

2.2.6 Funktion von Oct4

Um die Funktion von Oct4 genauer zu untersuchen, wurden durch homologe
Rekombination in ES-Zellen und Erzeugung von Keimbahnchimaren Oct4-knockout
Mause generiert (Nichols et al. 1998). Oct4-defiziente Embryonen entwickelten sich
zwar bis zum Blastozystenstadium, waren aber nicht zur Implantation fahig.
AulRerdem enthielten die Blastozysten in der ICM keine pluripotenten Zellen, sondern
in den Zellen der ICM konnte ein TE-spezifisches Protein nachgewiesen werden.
Oct4 scheint somit fur die Entwicklung der pluripotenten Zellen des Embryos
notwendig zu sein. Auch fir das Uberleben der PGCs scheint Oct4 essentiell zu sein,
denn eine keimzellspezifische Deletion von Oct4 fuhrte zur Apoptose der Keimzellen
(Kehler et al. 2004). Die Bedeutung des Oct4-Levels fur die Entwicklungspotenz
wurde an ES-Zellen der Maus untersucht (Niwa et al. 2000). Es stellte sich heraus,
dass das Schicksal von ES-Zellen von einer bestimmten Menge an Oct4-Protein
abhéangt. Differenzierung findet bei einer Oct4-Proteinmenge von 50 % Uber oder
unter dem normalen Level statt, wobei ein Anstieg zur Bildung von primitivem
Endoderm und Mesoderm und eine Reduktion zur Bildung von Trophektoderm flhrte.

Es wird also eine definierte Menge an Oct4 bendétigt, um die Selbsterneuerung der
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