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,,Imagination is more important than knowledge.
For knowledge is limited to all we now know and understand,
while imagination embraces the entire world,

and all there ever will be to know and understand."

(Albert Einstein)






INHALTSVERZEICHNIS

Inhaltsverzeichnis

AbbIldUNGSVEIZEICANIS. ....c..eiiiiieiii ettt e v
ADKUIZUNZSVEIZEICHINIS. ....eoutiiiiieiieeiii ettt ettt ettt st e et e e be e taeenebeaeensseeas VIl
1 BANLEIEUNG . ..ttt ettt ettt a et b bbbt et 1
B B 11<) ¢ 1 | SO OSSPSR PO URSUPR 3
2.1 Praimplantatorische Embryonalentwicklung............cccccoooiiiiiiiiiniiiiiiieeeiee 3
2.1.1 Uberblick/ADIAUL.........o.ouiviviiiececeeieeee et 3
2.1.2  Erste Differenzierungserei@niSSe. . ......couuerrieruierieeniieeieeiieereeriiesveenseesseeesereeeenens 4
2.1.3 Zellkontakte und ZellkommuniKation.........c..oeoueeriiriiiiniinieiiieiieeeciee e 5
2.1.4 Genexpression wihrend der prdimplantatorischen Embryonalentwicklung ......... 6
2.2 Aktivierung des embryonalen GENOMS..........cccvieeriieeriieeieeeiieeeieeeeieeeeaeeesaeeeseeeeeens 7
2.2.1 Definition und BedeUUNG ........c.cccciiiiiiiiiiiiieieeieeeeee e e 7
2.2.2 Zeitpunkt der Aktivierung des embryonalen Genoms............cccceeeeveeeenivrneeeennns 8
2.2.3 Charakteristika der embryonalen Genomaktivierung ..............cccceeeeveerveeveeneeeenns 8
2.2.4 Regulation der Aktivierung des embryonalen Genoms............cccceeevevveeeeeeennnneen. 11
B B § O 7<) 111 o N PRSP 14
2.3.1 Die Familie der Catenine...........c.cceovvieeiiiieeiiieeeiieeeiee e eeiveeeeireeereeeereeesvreaeeenes 14
2.3.2 Struktur vOn P-CateNiN........ccecuiieriiieeriieeiieeeeeeeiieeereeesteeesreeeeseraeeesennseeeeeannns 14
2.3.3 Funktionen und Verteilung von B-Catenin...........ccoceevuerienienieniineeienienenieeieens 15
2.3.3.1  UDEIDICK ...ttt 15
2.3.3.2  ZelladASION......ccuieiiiiiiieiie ettt e as 16
2.3.3.3  SignaltranSduktion............cocvieeiuiiiiciiiecie e 19
2.3.3.4  GONEXPIESSION. .. uuietiieiiieriieetiesiieettentteeteestteenseesseesnseesseesnseensaesnseanseeesnseeans 21
2.3.3.5 Subzelluldre Verteilung von B-Catenin ...........cceveeviieniieiiiniieeniee e 23

2.3.3.6  Wechselwirkungen zwischen Signaltransduktion/Genexpression und
ZRIAANASION. ......eiiiiiieciie et 24
2.3.4 B-Catenin wihrend der Embryonalentwicklung..............cccoovvveiiiniiiiiiiniiiiiniinn, 26
3 Material und MethOden..........ocviiiiiiiiieieeie ettt st s 28
3.1 Versuchsaufbau und Untersuchungsmaterial..............cccoovieiiiieniiniieniieieeie e, 28
3.2 In-vitro-Produktion boviner EMbryonen............cocccoooviiiieniieiiieniiiieeieeeeeee e 31
32,1 SPENAECILICTE. .....vieiiieiiieeiie ettt ettt ettt et e et e et e e b e e teeereesaeeesseessaeensaeeennsaeeans 31
3.2.2 Entnahme der OVArien..........coierieriiriinieiieeiesieeie ettt 31
3.2.3 Gewinnung und Aufsuchen der Cumulus-Oozyten-Komplexe ...........c.ccceeennnnnee 31
3.2.4 Klassifizierung der Cumulus-Oozyten-KompleXe..........ccccceevviinieniieniieniieennenns 32
3.2.5 IN-VITO-MaAtUTATION. ...eoutiiiiiiiiieiie ettt ettt e e e 32
3.2.6  In-VItro-FertiliSation........c.cceeriiiiiriieiiiiereeie e 33



INHALTSVERZEICHNIS

3.2.6.1 Autbereitung der Spermien/Swim-up-Verfahren..........ccccocevviiniiniincen. 33
3.2.6.2  BefTuChtUNG.....c..ooiiiiiiiie et e 33
3.2.7 IN-VItrO-KUItIVIETUNE. ...cuviiiiiieiieeii ettt ettt ettt es 34
3.3 Versuchsabschnitt 1 bis 4: Behandlung und Entnahme der Embryonen sowie
WEILETE AUSWEITUNZEI. ... .eevvientieeireeireeteeteesereenseessseesseeseseenseessseasseessseenseeesssseessssseeenns 35
3.3.1 Zugabe des GSK3-INhiDItors ........cccouiiiiiiiriiiieeiiie ettt e eeaaee e e 35
3.3.2 Entnahmezeitpunkt der einzelnen Entwicklungsstadien............c.ccccoevvvveenninnnns 35
3.3.3 Elektrophorese und Westernblot............ccoeevuieeriiieiiieeiiie et 37
3.3.4 Immunhistochemische Farbung und Auswertung mittels konfokaler
LaserscanningmikroSKOPIC. .......cccuvieiruiieiiiieeiiee ettt et e svee e e e erreee e e 38
3.4 Versuchsabschnitt 5: Live Cell Imaging und FRAP-Analysen von YFP-Catenin......... 39
3.4.1 Transformation und Praparation der Plasmid-DNA............cccoeviiiiiiieeiiiiieeee, 40
3.4.2 MIKIOINJEKtION. ...cciiieiiiieciie ettt et e e e e e tae e et ee e s seae e nraeeeeennes 41
3.4.3 Konfokale Bildaufnahme und FRAP-Analysen..........ccccoooieniiiiiiniiiiniiiicees 41
3.5 StatistiSChe AUSWEITUNE........eieiiiiieiiieeeiieeciee ettt ee et e e e e st e e st e e e e esseaaeeeeeesnaaeeeeas 42
4 EIEDMISSE. ....euieiiiieeiteeit ettt ettt ettt h et ettt e et e sneeea 43
4.1 In-vitro-Produktion der EMbryonen...........ccceeeviiiiiiieiiiiice et 43
4.2 Entnahme der Embryonen und Einteilung der Entwicklungsstadien............................ 43
4.3 Phosphorylierungsstatus von B-Catenin in Abhéngigkeit vom Entwicklungsstadium..44
4.3.1 Proteinlevels im WeSternblot.........ccoeiiiiiriiiiinieieiierieeceetee e 44
4.3.2 Mittlere Fluoreszenzintensitit im LSM..........ccccoooiiiiiiiiiiiiiiieee e, 46
4.4 Verteilungsmuster von f-Catenin in Abhiangigkeit vom Entwicklungsstadium............ 47
4.5 Einfluss des GSK3-Inhibitors auf die Entwicklungskompetenz der Embryonen.......... 53
4.6 Phosphorylierungsstatus von -Catenin in Abhéngigkeit von Entwicklungsstadium
und InhibitorkonZentration. ...........ceoeiiiiiiiiiiiiie e 54
4.6.1 Proteinlevels im WesSternblot.........cc.eeiiiieriiiienieieeiesec e 54
4.6.2 Mittlere Fluoreszenzintensitit im LSM.........cccoeviriiniiiiiiiniiinieneeceee e 58
4.7 Verteilungsmuster von B-Catenin in Abhéngigkeit von Entwicklungsstadium und
InhibitorKONZENIIAtION. ......eouiiiiiiiiiieciieeee et e 60
4.8 Translokationsprozesse VOn P-Catenin ..........ccccveeerieeeiieeeniieeeiieeeieeeeieeeeeeeesaeee e 71
5 DASKUSSION. ...ttt ettt ettt ettt a et e st bt ettt e bt e eebeeeeees 74
5.1 EMDBIYONENEIZEUZUNE.....cc.vvieiiieeeiieeiiieeriteeeeieeesiteeetteeeaaeessreessseeessseeessseeessseeesnnsseeeens 74
5.2 Proteinlevel und Phosphorylierungsstatus von f-Catenin im bovinen
PraimplantationSemMDIYO. .......cccviiiiiieiiieeciie ettt e e e ae e et e e reestaeeeraeeeaaeennes 75
5.3 Bindungsepitope der eingesetzten Antikorper und Varianten von B-Catenin................ 77
5.4 Lokalisation und Funktionen von B-Catenin im bovinen Prdimplantationsembryo......79

I



INHALTSVERZEICHNIS

5.4.1 B-Catenin in Zellmembran und Zytoplasma.............cccceeveeieriiniiiinieniiienieeieee e 79
5.4.2 B-Catenin im ZelIKeIN........c.cooiiiiieiiiieiieieeie ettt es 82
5.5 Perinukledre Verdichtung und Translokationsprozesse von B-Catenin ........................ 86
5.6 Effekte eines GSK3-INhibitors.........coviiiiiiiiiiiiiiiciieccee e 88
5.6.1 Zytotoxizitit des GSK3-INhibitors. .......cceeviieiiieiiieiiecieeiieee et 89

5.6.2 Einfluss des GSK3-Inhibitors auf Proteinlevel und Verteilungsmuster von
BrCAIIN ....viiiieeiiieiie ettt ettt et eteesteeesbe e taeesbeebeeessbeeessseeesnsseeeanes 89
6 ZUSAMMENTASSUNE....eecuviieeiiiieeiieeeieeeeieeesteeeseteeessaeeesaeesseeesssaeessseeessseeessseesssseesssseesssseesannnes 93
T SUITIMIATY ....eeeuviieeiiee ettt e eteeeeteeeseteeetteeeeteeesseeeasseeeasseeesnseesssseesnssaesnsseeansseesnsaeesennssssaeesennnssees 95
8 ANNANG.....cieiiiiiii e e et e et e e e e e e atbt e e tbae e tbtaeeeennnaaaeeeeannrees 97
8.1 Medien fiir die In-vitro-Produktion. ..........cccccooiiiiiiiiiiie e 97
8.2 Medien zum Waschen entnommener Embryonen...........ccccoccvvveviiieiciieccie e, 102
8.3 Medien fiir Gelelektrophorese und Westernblot..............ccvvevvieeiiiireeeiiiiiee e 103
8.4 Medien fiir die Immunhistochemie..............ccovviieiiieciiiieeecce e 106
O LIteraturVerZ@ICRNIS. ...cooueiiiiiiii ittt 108
10 DAnKSAZUNG.......oooviiiiiiiiieeie ettt ettt ettt et sttt ettt ettt st s 134
11 SelbstandigkeitSETKIATUNG.......ccvveeeiiieeiie et e e e e e e e e e e 136

I



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildungsverzeichnis

Abb.

1:

Abb. 2
Abb. 3

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

v

N AN

11:

12:

13:

14:
15:

16:

17:
18:

19:

Transkriptionsverldufe um den Zeitpunkt der maternal-embryonic transition

(MET) beim RiINd........oooiiiiiiiiiiie e e et 9
Klassisches Modell der Cadherin-Catenin-Aktin-Achse...........cccccevvvievieniienieennnne 17
Modelle zur dynamischen Interaktion zwischen dem Cadherin-Catenin-Komplex

UNA AR ¢t sttt sttt ettt et 17
Ubersicht iiber den Wnt-SignalWeg..............c.oovveveveveeereeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennn, 21
Nukledre TCF-B-Catenin-KoaktivatorkompleXe...........coceeverieniininieninnenieneenne, 22
VerSUCHSPIAN. .....tiieiiie ettt e et e et e e etaeeesaeesnsaeeenns 30
Inhibitorzugabe und Embryonenentnahme in Versuchsabschnitt 3 und 4............... 36
Westernblot: Bandenmuster von AK1 und AK2 ... 45

Westernblot: Abundanz von GBC in Bezug auf Tubulin in Abhingigkeit vom
Entwicklungsstadium...........cooouiiiiiiiiiiiieciee et 45

: Westernblot: Abundanz von N-PBC1 in Bezug auf Tubulin in Abhingigkeit vom

Entwicklungsstadium...........coooviiiiiiiiiiii e 46
Westernblot: Abundanz von NIP in Bezug auf Tubulin in Abhéngigkeit vom

Entwicklungsstaditum...........c.oooiiiiiiiiiiii e 46
LSM: mittlere Fluoreszenzintensitit von GBC im Gesamtembryo in

Abhingigkeit vom Entwicklungsstadium.........c..ccoceeiiiriiniiiiniiniiciiciececeeee 47
LSM: mittlere Fluoreszenzintensitidt von SHEP im Gesamtembryo in

Abhingigkeit vom Entwicklungsstadium...........cccoceeviriiniiiiniiniiiiiciceceeee 47
LSM: Fluoreszenzverteilung von GBC im Entwicklungsverlauf............................ 48

LSM: Fluoreszenzintensitidt von GBC in Abhéngigkeit von Zellkompartiment
und Entwicklungsstaditm..........c.ooiiiiiiiiiiiiiiie e 49

LSM: Héufigkeit des Auftretens einer Corona im perinukleédren Bereich des

LSM: Fluoreszenzintensitdt von SHEP in Abhéngigkeit von Zellkompartiment
und Entwicklungsstaditm..........c.oeoieriieiiiiiiieiieeie et 52
LSM: Haufigkeit des Auftretens von zonaler Verteilung im Zellkern und von

nuclear bodies bei SHEP in Abhingigkeit vom Entwicklungsstadium.................... 53

Entwicklungsrate in Abhéngigkeit der Inhibitorkonzentration..........c..ccccceveerneenn. 54
. Westernblot: Bandenmuster von AK1 und AK3 unter Inhibitoreinfluss.................. 55
: Westernblot: Abundanz von GBC in Bezug auf Tubulin in Abhingigkeit von

Entwicklungsstadium und Inhibitorkonzentration.............cccceeevveevieeenieeciieee e, 55
: Westernblot: Bandenmuster von AK2 unter Inhibitoreinfluss................ccoeeveenennen. 56



Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

24

25:

26:
27:

28:

29:

30:

31:

32:

33:

34:

35:

36:

37:

38:

39:

40:

41:

ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Westernblot: Abundanz von N-PBC1 in Bezug auf Tubulin in Abhingigkeit von
Entwicklungsstadium und Inhibitorkonzentration..............cccceeeeveerieeciienieenneeennne, 56
Westernblot: Abundanz von NIP in Bezug auf Tubulin in Abhéngigkeit von
Entwicklungsstadium und Inhibitorkonzentration.............ccceeeveeevieeinieennieee e, 57
Westernblot: Bandenmuster von AK1 und AK4 unter Inhibitoreinfluss.................. 57
Westernblot: Abundanz von C-PBC in Bezug auf Tubulin in Gruppe 0 in
Abhéngigkeit vom Entwicklungsstadium.............ccceeviieiiieniienieiniieeeiee e 58
LSM: mittlere Fluoreszenzintensitdt von GBC im Gesamtembryo in

Abhingigkeit von Entwicklungsstadium und Inhibitorkonzentration...................... 59
LSM: mittlere Fluoreszenzintensitidt von SHEP im Gesamtembryo in

Abhéngigkeit von Entwicklungsstadium und Inhibitorkonzentration...................... 59
LSM: mittlere Fluoreszenzintensitdt von C-PBC im Gesamtembryo in Gruppe 0

in Abhéngigkeit vom Entwicklungsstadium............ccccceevviiieiiieniiiiieeiieee e, 60
LSM: Fluoreszenzintensitidt von GBC in Gruppe 500 in Abhéngigkeit von
Zellkompartiment und Entwicklungsstadium............cccoeeviieniiiiniiieiieeieee e 62
LSM: Fluoreszenzintensitit von GBC in der Zellmembran in Abhéngigkeit von

der InhibitorkonZentration. .............coouiiiiiiiiiiiiiiee e 63
LSM: Fluoreszenzintensitit von GBC im Zytoplasma in Abhingigkeit von

der InhibitorkonZentration..............coouiiiiiiiiiiiie e 63
LSM: Fluoreszenzintensitdt von GBC im Zellkern in Abhéngigkeit von

der InhibitorkonZentration.............ceeouiiiiiiiiieiie e 63
LSM: Héaufigkeit des Auftretens einer Corona im perinukleédren Bereich des
Zytoplasmas bei GBC in Abhéngigkeit von Entwicklungsstadium und
InhibitorkONZENtration. ... .....ceveiiiiiiriiiiceeetce e 64
LSM: Fluoreszenzintensitdt von SHEP in Gruppe 500 in Abhédngigkeit von
Zellkompartiment und Entwicklungsstadium.............cccecoevieniienieniiienienieeeieeeae 65
LSM: Fluoreszenzintensitdt von SHEP in der Zellmembran in Abhéngigkeit von

der Inhibitorkonzentration..............coceeoiiiiiiiiiniinii e 66
LSM: Fluoreszenzintensitdt von SHEP im Zytoplasma in Abhingigkeit von

der Inhibitorkonzentration............c.coceeviiiiiiiiiiiini e 66
LSM: Fluoreszenzintensitit von SHEP im Zellkern in Abhéngigkeit von

der Inhibitorkonzentration..............coceeviriiiiiiiiiiiie e 67
LSM: Héaufigkeit des Auftretens einer zonalen Verteilung von SHEP im

Zellkern in Abhdngigkeit von Entwicklungsstadium und Inhibitorkonzentration...68
LSM: Hiufigkeit des Auftretens von nuclear bodies bei SHEP in Abhingigkeit

von Entwicklungsstadium und Inhibitorkonzentration.............ccccoeiieeniiniieiniicnn. 68



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abb. 42:
Abb. 43:

Abb. 44:

Abb. 45:
AbD. 46:

VI

LSM: Fluoreszenzverteilung von C-PBC (spites 8-Zellstadium).............cccueeenee.. 69
LSM: Fluoreszenzintensitdt von C-PBC in Gruppe 0 in Abhéngigkeit von
Zellkompartiment und Entwicklungsstadium............ccocoeverveniininieniineniececeee, 70
LSM: Haufigkeit des Auftretens von zonaler Verteilung im Zellkern und

nuclear bodies bei C-PBC in Abhéngigkeit vom Entwicklungsstadium.................. 71
FRAP-Analyse gesamter EMDIYO.........coooiiiiiiiiiiiieeieeceeeee e 72
FRAP-ANALYSE ZEIKEIM. ....c..eoiiiiiiiieiiiieieeieeee e 73



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AbKkiirzungsverzeichnis

AK
AKT
AMPK
APC
arm

BCL9
BIO
BRG1
BSA
C-PBC
CBP
CKI
CKII
COK
CtBP
DMSO
DNA
Dvl
ECL
ECS
ER
FRAP
FSH
Fz

8
GBC
GSK3
HDAC
HMG
hpi
HRP
IgG
IVP
LB
LEF

Antikorper

Proteinkinase B

AMP-aktivierte Proteinkinase
adenomatous polyposis coli
armadillo

Actin-related protein

B-cell CLL/lymphoma 9

(2'Z, 3'E)-6-Bromoindirubin-3'-oxime (GSK3-Inhibitor)
brahma-related gene 1

bovines Serumalbumin

an Ser552 phosphoryliertes -Catenin
CREB-binding protein

Casein Kinase |

Casein Kinase II
Cumulus-Oozyten-Komplex(e)
C-terminales Bindeprotein
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Dishevelled

enhanced chemiluminescence
estrus cow serum
endoplasmatisches Retikulum
fluorescence recovery after photobleaching
follikelstimulierendes Hormon
Frizzled

frithes 8-Zellstadium
Gesamt-p-Catenin
Glykogen-Synthase-Kinase 3
Histondeacetylase

high mobility group

hours post inseminationem
horseradish peroxidase
Immunglobulin G
In-vitro-Produktion

lysogeny broth

lymphoid enhancer-binding factor

VII



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

LRP
LSM
MET
MGA
mD-PBS

mPBS

mRNA
N-PBC
NIP
OPU
PBS
PKA

TBS
TBS-T
TCF
TCM 199
TLE

YFP
Z0-1
B-Trep

vilI

low density lipoprotein receptor-related protein
Laserscanningmikroskop

maternal-embryonic transition
mid-preimplantation gene activation

modifizierte phosphatgepufferte Salzlosung nach Dulbecco (zur

COK-Gewinnung)
modifizierte phospatgepufferte Salzlosung (Waschpuffer

Immunhistochemie)
messenger RNA

an Ser33/Ser37/Thr41 phosphoryliertes -Catenin
nicht identifiziertes Protein

Ovum Pick Up

Phosphate Buffered Saline, phosphatgepufterte Salzlosung
Proteinkinase A

Proteinkinase B

Polyvinylidenfluorid

Ras-related C3 botulinum toxin substrate
RNA-binding protein

Ribonukleinsédure

revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute
ribosomale RNA

Summe homologer Epitope aufweisender Phosphoproteine,
Summe aus N-PBC1, N-PBC2 und NIP
synthetic oviduct fluid (Kultivierungsmedium)

spétes 8-Zellstadium

TATA-binding protein

Tris Buffered Saline

Tris Buffered Saline-Tween (Waschpuffer fiir Westernblot)
T-cell factor

tissue culture medium (Maturationsmedium)
transducin-like enhancer of split

yellow fluorescent protein

zonula occludens-1

B-transducin repeat-containing protein

fir



EINLEITUNG

1 Einleitung

Seit der Geburt des ersten in vitro erzeugten Kalbes am 9.6.1981 (BRACKETT et al. 1982)
wurde die Technologie der In-vitro-Produktion (IVP) von Rinderembryonen stetig weiterent-
wickelt und verbessert, so dass sie heute als etablierter Bestandteil der praktischen
Rinderzucht betrachtet werden kann. Durch Eizellgewinnung vom lebenden Tier mittels
Ovum Pick Up (OPU) bzw. Eizellgewinnung von Schlachtkithen und anschlieBender IVP ist
es moglich, den weiblichen Gametenpool verstarkt zu nutzen. OPU kann alternativ zu her-
kommlichen Superovulationstechniken und anschlieBender Embryonenspiilung verwendet
werden (WRENZYCKI 2007), die Eizellgewinnung von Schlachtkiihen stellt die letzte Gele-
genheit dar, Nachkommen genetisch hochwertiger Tiere zu erzeugen.

Neben seiner Praxisrelevanz hat die IVP auch Bedeutung fiir die Grundlagenforschung oder
fir den Einsatz weiterer Biotechniken wie beispielsweise dem somatischen Kerntransfer
(WRENZYCKI 2007).

Wegen ihrer vielfiltigen Einsatzmdglichkeiten ist diese Technik bis heute Gegenstand inten-
siver Forschung. Doch obwohl in den letzten Jahren enorme Fortschritte auf diesem Gebiet
erzielt wurden, sind die Erfolgsraten der IVP noch weit vom Ideal entfernt (BETTEGOWDA
et al. 2008). Trotz intensiver Bemiithungen kommt es bei in vitro produzierten Embryonen
nach wie vor hiufig zu einer Entwicklungsarretierung noch vor Erreichen des Blastozysten-
stadiums, so dass die erzielten Blastozystenraten, von einigen Ausnahmen abgesehen, in der
Regel 30-40% nicht tiberschreiten (ALM et al. 1998; BONI et al. 1999; RIZOS et al. 2002;
BHOJWANI et al. 2005). Nur in seltenen Féllen wird von einer Ausbeute transfertauglicher
Blastozysten von tiber 50% berichtet (HOLM et al. 1999, 2002).

Bei bovinen Embryonen aus IVP findet besagte Entwicklungsarretierung im 8- bis 16-Zellsta-
dium statt und steht somit in enger zeitlicher Assoziation mit der Aktivierung des
embryonalen Genoms und dem Einsetzen erster Differenzierungsprozesse. Diese ersten Diffe-
renzierungsprozesse werden wiederum durch die Ausbildung interzelluldrer Kontakte
eingeleitet, wodurch eine funktionierende interzelluldire Kommunikation gewihrleistet wird.
Die genauen Ursachen fiir die embryonale Entwicklungsarretierung sind noch nicht voll-
standig geklart (BETTEGOWDA et al. 2008). Es wire moglich, dass ein kausaler
Zusammenhang mit einer gestorten embryonalen Genomaktivierung einerseits (BETTE-
GOWDA et al. 2008) und einer eventuell damit zusammenhdngenden gestorten
interzelluldaren Kommunikation und daraus resultierenden mangelnden Differenzierungsféhig-
keit dieser Embryonen andererseits (BHOJWANI et al. 2007) besteht.
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In vorausgehenden Studien fand man Hinweise darauf, dass Anomalien im Zytoskelett, insbe-
sondere eine Storung des Aktin-Catenin-Cadherin-Systems, zu einer reduzierten
Differenzierungsfihigkeit und Entwicklungskompetenz von Embryonen fithren koénnen
(POEHLAND et al. 2008). Dariiber hinaus ist es denkbar, dass das multifunktionelle Protein
B-Catenin auch im Zellkern eine fiir die Entwicklungsfahigkeit von Embryonen relevante
Funktion {ibernehmen und somit eventuell eine Rolle bei der Aktivierung des embryonalen
Genoms spielen konnte.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Verhalten von B-Catenin wihrend der frithen praim-
plantatorischen Embryonalentwicklung, insbesondere wéhrend des kritischen 8-Zellstadiums,
ndher zu analysieren, um gegebenenfalls Hinweise auf eine mogliche Funktion von B-Catenin
wihrend dieser Entwicklungsphase zu erhalten. Im ersten Versuchsabschnitt wurde unter-
sucht, ob es wihrend der frithen Embryonalentwicklung zu nachweisbaren Verdnderungen im
Phosphorylierungsstatus und somit in der Aktivitit von B-Catenin kommt und falls ja, wann
genau diese Verdnderungen auftreten. Der zweite Versuchsabschnitt beinhaltete eine Betrach-
tung des Verteilungsmusters von phosphoryliertem und nicht phosphoryliertem B-Catenin in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien. In zwei weiteren Experimenten wurde analysiert, wie
sich der Einsatz eines Inhibitors der Glykogen-Synthase-Kinase 3 (GSK3) in unterschiedli-
chen Konzentrationen auf den Phosphorylierungsstatus und das Verteilungsmuster von -
Catenin auswirkt und schlieBlich sollten mittels YFP (yellow fluorescent protein)-markiertem
B-Catenin und FRAP (fluorescence recovery after photobleaching)-Analysen etwaige Translo-
kationsprozesse von -Catenin dargestellt werden.

Auf diese Weise sollte das Wissen beziiglich der grundlegenden Mechanismen, die wéhrend
der ersten Differenzierungsprozesse, der embryonalen Genomaktivierung und der Entwick-

lungsarretierung im 8- bis 16-Zellstadium eine Rolle spielen konnten, verbessert werden.

Langfristig konnte durch eine Erweiterung dieses Wissens die Moglichkeit flir eine weitere
Verbesserung der Technik der In-vitro-Produktion boviner Embryonen geschaffen werden.
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2 Literatur

2.1 Priimplantatorische Embryonalentwicklung

2.1.1 Uberblick/Ablauf

Die erste Phase der Embryogenese von Sdugetieren wird als pradimplantatorische Embryonal-
entwicklung bezeichnet (WATSON und BARCROFT 2001). Sie reicht von der Fertilisation
bzw. dem daraus resultierenden Zygotenstadium bis zur Implantation (AGOSTONI 1993;
BELL et al. 2008).

Unmittelbar nach der Verschmelzung der beiden Vorkerne und der daraus resultierenden Ent-
stehung der diploiden Zygote kommt es zu einer Reihe von mitotischen Zellteilungen, den
Furchungsteilungen (MICHEL 1995; WATSON und BARCROFT 2001). Dabei wird das Zyto-
plasma der Eizelle auf die neu entstehenden Blastomeren aufgeteilt, so dass diese im Verlauf
der Furchung mit jedem Teilungsschritt kleiner werden, wihrend der Gesamtembryo seine
GroBe beibehilt (LEHTONEN 1980; RUSSE und SINOWATZ 1998; WATSON und BAR-
CROFT 2001). Die komplette Phase der Furchung vollzieht sich innerhalb der Zona pellucida
(RUSSE und SINOWATZ 1998). Die Anfangsphase ist geprigt von symmetrischen Zelltei-
lungen, aus einer Blastomere entstehen somit jeweils zwei morphologisch identische
Tochterzellen (GUETH-HALLONET und MARO 1992). Die einzelnen Blastomeren eines
Embryos teilen sich hierbei allerdings nicht exakt zum gleichen Zeitpunkt, sondern sie weisen
ein asynchrones Teilungsverhalten auf (LEHTONEN 1980), so dass neben den klassischen
Entwicklungsstadien des 2-, 4-, 8- oder 16-Zellembryos auch Zwischenstadien wie beispiels-

weise 3-, 6- oder 12-Zellembryonen zu finden sind.

Ist eine gewisse, tierartlich unterschiedliche Anzahl von Furchungsteilungen abgeschlossen,
kommt es zum ersten morphogenetischen Ereignis der prdimplantatorischen Embryonalent-
wicklung, der Kompaktierung des Embryos. Weitldufig versteht man hierunter die
Kompaktierung wihrend der Morulabildung, die bei der Maus im 8-Zellstadium, beim Rind
hingegen erst im 32- bis 64-Zellstadium stattfindet (WATSON 1992; WATSON und BAR-
CROFT 2001; BELL et al. 2008). Zu diesem Zeitpunkt wird der Kontakt zwischen den
einzelnen Blastomeren maximiert, wodurch die urspriinglichen Zellgrenzen nicht mehr ein-
deutig abgegrenzt werden konnen und der Embryo schlieBlich wie eine uniforme Masse
erscheint, die als Morula bezeichnet wird (GUETH-HALLONET und MARO 1992; WATSON
und BARCROFT 2001; JOHNSON und MCCONNEL L 2004). Allerdings ist die Kompaktie-
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rung des Prdimplantationsembryos nicht allein auf das Morulastadium beschrénkt, sie lduft
vielmehr in mehreren Phasen ab. Beim Rind findet man eine erste Phase der Kompaktierung
bereits im 8-Zellstadium.

In enger zeitlicher Assoziation mit der Kompaktierung steht die Polarisierung der Blasto-
meren (JOHNSON und MCCONNEL L 2004). Sie betrifft sowohl die Zellmembranen, deren
apikale und basolaterale Doménen sich nun beziiglich ihrer Oberflaicheneigenschaften unter-
scheiden, als auch die Organisation des Zytoskeletts und damit die Verteilung der
Zellorganellen (FLEMING et al. 2001; WATSON und BARCROFT 2001). Im Anschluss an
die Polarisierung kommt es erstmals zu asymmetrischen Zellteilungen, was zur Entstehung
von zwei verschiedenen Zellpopulationen fiihrt: einer duBleren Schicht von polarisierten
Zellen, die spéter iiberwiegend an der Bildung des Trophektoderms beteiligt sind, und einer
inneren Masse von apolaren Zellen, die den Embryoblasten bilden (GUETH-HALLONET und
MARO 1992).

Das nédchste morphogenetische Ereignis ist die Blastozystenbildung (WATSON 1992;
WATSON und BARCROFT 2001). Mit Hilfe von lonentransportsystemen wie beispielsweise
der Natrium-Kalium-ATPase werden Ionen entgegen ihres Konzentrationsgradienten iiber das
Trophektoderm in das Innere der Morula transportiert, osmotisch bedingt stromt Wasser nach
(PRATHER und FIRST 1988; WATSON und BARCROFT 2001). Dadurch werden die Inter-
zellularrdume vergroBert und vereinigen sich schlieBlich, so dass ein zusammenhéngender
Hohlraum, das Blastozoel, entsteht (MICHEL 1995; RUSSE und SINOWATZ 1998). Durch
weitere Fliissigkeitsaufnahme kommt es zur Expansion der Blastozyste und schlieBlich zu
threm Schliipfen aus der Zona pellucida. Die geschliipfte Blastozyste nistet sich im Endome-
trium ein und beginnt mit der Gastrulation (RUSSE und SINOWATZ 1998).

2.1.2 Erste Differenzierungsereignisse

Wihrend der praimplantatorischen Embryonalentwicklung kommt es zu einer Reihe von kri-
tischen Ereignissen, deren korrekter Ablauf Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Implantation
ist. In diesem Zusammenhang sind neben der embryonalen Genomaktivierung, auf die in
Kapitel 2.2 néher eingegangen wird, vor allem erste Differenzierungsvorgénge im Embryo zu
nennen (WATSON und BARCROFT 2001; SAGIRKAYA et al. 2006; BELL et al. 2008).

Der genaue Beginn der Zelldifferenzierung lasst sich nicht eindeutig definieren. Bereits wéh-
rend der ersten Furchungsteilungen deutet sich eine gewisse, zellkontaktinduzierte
Spezifikation der Blastomeren an, die jedoch noch vollstindig reversibel ist (GRAHAM und
DEUSSEN 1978; FUJIMORI et al. 2003; YAMANAKA et al. 2006). Mit der Kompaktierung

der Morula bzw. der damit assoziierten Polarisation der Blastomeren beginnt dann der erste
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morphologisch offensichtliche Differenzierungsschritt, der in der Entstehung von zwei unter-
schiedliche Zelltypen, den Vorldufern von Trophektoderm und Embryoblast, resultiert
(GUETH-HALLONET und MARO 1992; WATSON und BARCROFT 2001; MORGAN et al.
2005; BELL et al. 2008). Doch trotz der nun deutlichen phédnotypischen Unterschiede sind
diese Differenzierungsprozesse nach wie vor nicht irreversibel fixiert, so dass dem Embryo
eine gewisse Flexibilitédt erhalten bleibt, die es ihm ermdoglicht, auf etwaige Storungen zu rea-
gieren. Erst im Verlauf oder spidtestens nach der Blastozystenexpansion erlischt diese
Adaptationsfihigkeit und die Blastomeren verlieren ihre Totipotenz (HANDYSIDE 1978;
CHISHOLM et al. 1985; GUETH-HALLONET und MARO 1992; AGOSTONI 1993;
JOHNSON und MCCONNELL 2004).

2.1.3 Zellkontakte und Zellkommunikation

Zellkontakte und die damit verbundene Zellkommunikation spielen wéhrend der gesamten
prdimplantatorischen Embryonalentwicklung eine wichtige Rolle und sind insbesondere fiir
die Zelldifferenzierung von grofer Bedeutung (LEHTONEN 1980; JOHNSON und
MCCONNELL 2004). Dies deutet sich bereits bei den frithesten Furchungsstadien an.
Obwohl zu diesem Zeitpunkt noch keine ausgereiften Zellverbindungen bestehen, sondern die
Blastomeren lediglich locker miteinander verbunden sind (LEHTONEN 1980; CAVENEY
1985), reichen diese interzelluldren Kontakte aus, um die Entwicklungsrichtung der Blasto-
meren bereits in gewisser Weise vorherzubestimmen. So wurde nachgewiesen, dass
diejenigen Blastomeren, die sich frither teilen und deren Tochterzellen dadurch mehr Kon-
taktflichen zu ihren Nachbarzellen aufweisen, vermehrt Zellen zum Embryoblasten
beisteuern (GRAHAM und DEUSSEN, 1978; SURANI und BARTON 1984; JOHNSON und
MCCONNELL 2004).

Im weiteren Verlauf der praimplantatorischen Embryonalentwicklung wird die Bedeutung von
Zellverbindungen immer offensichtlicher. Beim Rind zeigt sich dies erstmals im 8-Zellsta-
dium, dem Zeitpunkt der ersten Kompaktierung. Liegt hier eine mangelhafte Ausbildung
interzelluldrer Kontaktzonen und somit eine Beeintrdchtigung der interzelluldiren Kommuni-
kation vor, kann sich dies negativ auf die Weiterentwicklung der betroffenen Embryonen
auswirken (BHOJWANI et al. 2007).

Auch bei der Maus hat das 8-Zellstadium, das bei dieser Spezies jedoch im Gegensatz zum
Rind bereits dem frithen Morulastadium entspricht, in diesem Zusammenhang grof3e Bedeu-
tung. Hier kommt es erstmals zur Aktivierung der E-Cadherin mediierten Zelladhésion und

somit zur Ausbildung von Adhaerens junctions, was in engem Zusammenhang mit der nach-
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folgenden Kompaktierung und Polarisierung und somit mit der ersten phénotypisch offen-
sichtlichen Differenzierung steht (JOHNSON et al. 1988; FLEMING et al. 2001;
YAMANAKA et al. 2006).

Das weitere Verhalten von polaren und apolaren Zellen wird ebenfalls durch interzelluldre
Kontakte beeinflusst. Sind rund um die Blastomere interzelluldre Kontakte vorhanden, wie
dies bei den apolaren inneren Zellen der Morula der Fall ist, wird bei der Teilung ein apolarer
Phénotyp aufrecht erhalten (JOHNSON und ZIOMEK 1981; GUETH-HALLONET und
MARO 1992). Polare Zellen kénnen sich, je nach Lage und Form, symmetrisch oder asymme-
trisch teilen. Liegt ein relativ grofer Anteil der polaren Zelle an der Oberfliche des Embryos,
existieren also wenige interzelluldre Kontaktflachen, entstehen bevorzugt zwei polare Toch-
terzellen; ist der polare Pol der Blastomere kleiner, entstehen bevorzugt eine polare und eine
apolare Tochterzelle (GUETH-HALLONET und MARO 1992; BELL et al. 2008).

Vermittelt durch die vorangegangene Bildung von Adhaerens junctions entstehen im Verlauf
der weiteren Entwicklung schlieBlich Tight junctions. Diese liegen direkt apikal der Adhae-
rens junctions und sind durch die Regulation des parazelluldren Fliissigkeitstransports
essentiell fiir die Expansion der Blastozyste ( FLEMING et al. 2000; WATSON und BAR-
CROFT 2001).

Die Rolle von Gap junctions wéhrend der praimplantatorischen Embryonalentwicklung wird
kontrovers diskutiert. Urspriinglich wurde ihnen eine relativ groBe Bedeutung beigemessen,
was durch neuere Studien aber inzwischen teilweise in Frage gestellt wird (CAVENEY 1985;
FLEMING et al. 2000; KIDDER und WINTERHAGER 2001).

2.1.4 Genexpression wihrend der priaimplantatorischen Embryonalentwicklung

Fiir die friihe Embryogenese sind sowohl maternale als auch embryonale Genprodukte essen-
tiell (TESARIK 1989; KIDDER 1992; WRENZYCKI 2007). Wahrend die maternalen
Transkripte und Proteine im Laufe der prdimplantatorischen Embryonalentwicklung weitge-
hend abgebaut werden, steigt der Anteil an embryonalen Genprodukten an (NATALE et al.
2000). Hierbei lassen sich zwei groBBere Wellen der de-novo-Transkription erkennen, eine zum
Zeitpunkt der embryonalen Genomaktivierung, auf die in Kapitel 2.2 ausfiihrlich eingegangen
wird, und eine Zweite zum Zeitpunkt der MGA (mid-preimplantation gene activation), die
mit der Blastozystenbildung assoziiert ist (HAMATANI et al. 2004; BELL et al. 2008). Viele
der aktivierten Gene werden relativ schnell wieder downreguliert, so dass das charakteristi-
sche Bild einer stadienspezifischen Genexpression entsteht (HAMATANI et al. 2004). Diese
stadienspezifischen Verdnderungen im Genexpressionsmuster konnen mit den morphogeneti-

schen Verdnderungen, die wihrend der prédimplantatorischen Embryonalentwicklung
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auftreten, beispielsweise der Kompaktierung, Kavitation oder Blastozystenexpansion, in kau-
salen Zusammenhang gebracht werden (SCHULTZ et al. 1999). Jedoch sind héaufig
Transkription und Translation der bendtigten Gene schon lange Zeit vor Eintritt des zugeho-
rigen morphogenetischen Ereignisses abgeschlossen, was darauf schlieBen lésst, dass fiir das
genaue Timing dieses Ereignisses dann posttranslationale Regulationsmechanismen eine
wichtige Rolle spielen (KIDDER und MCLACHLIN 1985; KIDDER 1992; JOHNSON und
MCCONNELL 2004). Die im Rahmen von Polarisierung und anschlieBender differenzieller
Zellteilung entstandenen ersten beiden Zellpopulationen des Prdimplantationsembryos unter-
scheiden sich beztiglich ihres Genexpressionsmusters. Diese transkriptorischen Unterschiede
sind jedoch nicht als Ursache, sondern vielmehr als Folge der Zelldifferenzierung zu
betrachten und spielen deshalb vermutlich eher bei der Aufrechterhaltung als bei der Entste-
hung des Differenzierungszustandes eine Rolle (JOHNSON und MCCONNELL 2004;
YAMANAKA et al. 2006).

2.2 Aktivierung des embryonalen Genoms

2.2.1 Definition und Bedeutung

Fritheste Embryonalstadien sind in ihrer Entwicklung iiberwiegend von maternalen Genpro-
dukten abhingig, die bereits wihrend der Oogenese gebildet und in der Oozyte gespeichert
werden (BARNES und EYESTONE 1990; TELFORD et al. 1990, SCHULTZ 1993;
NOTHIAS et al. 1995). Die oozytire Transkriptionsaktivitit ist auf das Eizellwachstum
beschriankt und wird noch vor Wiederaufthahme der Meiose eingestellt, so dass sich hier eine
bis liber die Befruchtung hinausreichende transkriptorisch inaktive Phase anschlief3t, in der es
lediglich zu Translation oder posttranslationalen Modifikationen der gespeicherten mater-
nalen Genprodukte kommt (BACHVAROVA 1985, 1992; FIRST und BARNES 1989;
BARNES und EYESTONE 1990; NOTHIAS et al. 1995). Dieser maternale Speicher ist aus-
reichend, um die Entwicklung des frithen Embryos zumindest so lange zu gewéhrleisten, bis
das embryonale Genom aktiviert wird (SCHULTZ 1993; NOTHIAS et al. 1995). Nun kommt
es zu einer deutlichen, aktiven Transkription durch den Embryo, Genprodukte der Eizelle
werden durch embryonale Genprodukte ersetzt und die Kontrolle geht vom maternalen auf
das embryonale Genom iiber (MET, maternal-embryonic transition) (TELFORD et al. 1990;
WRENZYCKI 2007). Die im weiteren Verlauf der Entwicklung folgenden Ereignisse wie bei-
spielsweise Kompaktierung, Kavitation und Schliipfen der Blastozyste sind dann tiberwiegend
von der Expression embryonaler Gene abhingig (KIDDER und MCLACHLIN 1985;
WATSON und BARCROFT 2001). Die MET wird deshalb hiufig auch als Ausgangspunkt der
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zelluldren Differenzierung der Blastomeren betrachtet (PRATHER und FIRST 1988; POEH-
LAND et al. 2008). Alles in allem ist sie ein {iberaus wichtiger Schritt wahrend der frithen
Embryogenese und ihr korrekter Ablauf Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Weiterentwick-
lung (SCHULTZ et al. 1999).

2.2.2 Zeitpunkt der Aktivierung des embryonalen Genoms

Der Ubergang der Kontrolle vom maternalen auf das embryonale Genom erfolgt speziesab-
héngig in unterschiedlichen Entwicklungsstadien (TELFORD et al. 1990), so beispielsweise
bei der Maus im 2-Zellstadium (FLACH et al. 1982; BOLTON et al. 1984), bei Mensch und
Schwein im 4- bis 8-Zellstadium (BRAUDE et al. 1988; TOMANEK et al. 1989), bei Schaf
und Rind hingegen erst im 8- bis 16- Zellstadium (CAMOUS et al. 1986; CROSBY et al.
1988; FREI et al. 1989; VIGNEAULT et al. 2009b). Allerdings ist beim Rind bereits in frii-
heren Entwicklungsstadien eine gewisse, wenn auch geringe, embryonale Genomaktivitit
nachweisbar. Mehrere Studien belegen, dass bovine Embryonen im 4-Zell- (BARNES und
FIRST 1991), 2-Zell- (PLANTE et al. 1994; HYTTEL et al. 1996; MEMILI et al. 1998) und
sogar schon im Zygotenstadium (MEMILI und FIRST 1999; HAY-SCHMIDT et al. 2001) in
gewissem Umfang transkriptorisch und auch translatorisch aktiv sind. Jedoch sind diese frii-
hesten embryonalen Transkripte im Gegensatz zu den im 8- bis 16-Zellstadium entstehenden
Genprodukten noch nicht essentiell fiir die unmittelbar anschlieBende Weiterentwicklung des
Embryos, da hier noch die maternale Kontrolle im Vordergrund steht (PLANTE et al. 1994;
MEMILI et al. 1998). Der Beginn der embryonalen Transkription deckt sich also nicht mit
dem Zeitpunkt, ab dem die weitere Entwicklung von der embryonalen Transkription abhéngig
wird (MEMILI und FIRST 2000). Somit kann die embryonale Genomaktivierung als ein eher
graduell ablaufendes Ereignis betrachtet werden, das sich in zwei Schritten gliedern l4sst — in
eine frithe bzw. kleine Aktivierung im 1- bis 4-Zellstadium und eine Hauptaktivierung mit
Ubergang der Kontrolle vom maternalen auf des embryonale Genom im 8- bis 16-Zellstadium
(MEMILI und FIRST 1999; WRENZYCKI 2007).

2.2.3 Charakteristika der embryonalen Genomaktivierung

Die Aktivierung des embryonalen Genoms ist ein sehr komplexes Ereignis, in dessen Verlauf
der Embryo eine Reihe von charakteristischen Verdnderungen durchliuft.

So kommt es in diesem Zeitraum zu einer drastischen Verdnderung des Genexpressionsmus-
ters (ZENG et al. 2004). Wihrend die in den frithesten Embryonalstadien dominierende und
nun groftenteils nicht mehr bendtigte maternale messenger RNA (mRNA) sukzessive und
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selektiv abgebaut wird, steigt, zeitlich verzogert, durch die Aktivierung der embryonalen
Transkription der Anteil embryoeigener mRNA stark an (FLACH et al. 1982; FIRST und
BARNES 1989; TELFORD et al. 1990; NATALE et al. 2000). Quantitativ betrachtet kommt
es also zundchst zu einem Abfall, gefolgt von einem neuerlichen Anstieg des mRNA-Levels,
wobei sich der Ubergang mit der MET deckt ( NATALE et al. 2000; WRENZYCKI 2007)
(Abb.1).
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Qualitativ betrachtet zeigen sich folgende Verdnderungen: Lediglich ein kleiner Anteil der
maternalen Genprodukte bleibt tiber die MET hinaus erhalten (DE SOUSA et al. 1998a;
BELL et al. 2008), der Grof3teil wird entweder ersatzlos abgebaut oder durch entsprechende
embryonale Genprodukte ersetzt (SCHULTZ 2002). Da durch Einsetzen der embryonalen
Genomaktivitdt zusétzlich vollig neue Transkripte erzeugt werden, die bisher noch nicht
exprimiert wurden, entsteht ein vollig neues mRNA-Expressionsmuster (SCHULTZ 2002).

Parallel hierzu zeigen sich auch entsprechende Verdanderungen im Proteinsynthesemuster. So
sinkt die Proteinsyntheserate vom Zygoten- bis zum 8-Zellstadium sukzessive, um danach
wieder progressiv anzusteigen. Auf qualitativer Ebene kommt es im 8- bis 16-Zellstadium
ebenfalls zu merklichen Verdnderungen (FREI et al. 1989).

Auch die Aktivierung von ribosomalen RNA (rRNA)-Genen und die damit verbundene Bil-
dung von Nukleoli, die fiir die Synthese von Ribosomen und somit fiir eine funktionierende
embryonal gesteuerte Translation verantwortlich sind, kann als Bestandteil der mit der MET
verbundenen Prozesse betrachtet werden (HYTTEL et al. 2000). Hierbei ist die Transkription
von rRNA beim Rind in gewissem Umfang bereits im 3. Zellzyklus nachweisbar (VIUFF et
al. 1998; HAY-SCHMIDT et al. 2001). Zur Hauptaktivierung der rRNA-Gene sowie zur Bil-
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dung funktioneller, strukturell erkennbarer Nukleoli kommt es allerdings erst gegen Ende des
4. Zellzyklus, also in etwa zeitgleich mit der Hauptaktivierung des embryonalen Genoms
(KING et al. 1988; KOPECNY et al. 1989; LAURINCIK et al. 2003; JAKOBSEN et al.
20006).

Ein ebenfalls zeitlich mit der Aktivierung des embryonalen Genoms assoziiertes Phdnomen,
das allerdings nur bei in vitro produzierten und geklonten Embryonen auftritt, ist der soge-
nannte ,,in vitro developmental block* (FIRST und BARNES 1989; BHOJWANI et al. 2007).
Bereits in den 60er Jahren erkannte man, dass beim Rind das 8- bis 12-Zellstadium eine kriti-
sche Phase darstellt, in deren Verlauf viele in vitro produzierte Embryonen ihre Entwicklung
einstellen (THIBAULT 1966). Auch spiter durchgefiihrte Studien belegen, dass es zwischen
dem 8- und 16-Zellstadium hiufig zu einer stadienspezifischen und irreversiblen Entwick-
lungsarretierung kommt (CAMOUS et al. 1984; EYESTONE und FIRST 1986), die jedoch
primér nicht auf embryonalen Tod zuriickzufiihren ist (EYESTONE und FIRST 1991). Die
genauen Ursachen und Zusammenhinge sind noch nicht eindeutig nachgewiesen (BETTE-
GOWDA et al. 2008). Ausgangspunkt sind vermutlich Mingel in den hier angewendeten
assistierten Reproduktionstechnologien. Bedingt durch den Kerntransfer (BHOJWANI et al.
2007) oder durch nicht optimale In-vitro-Kulturbedingungen (CAMOUS et al. 1984;
LEQUARRE et al. 2003) konnte es zu einer negativen Beeinflussung des zytoplasmatischen
und nukledren Umfeldes der Eizelle bzw. des frithen Embryos kommen, was eine Storung des
normalen Ablaufs der MET und somit eine Beeintréchtigung der weiteren Embryonalentwick -
lung zur Folge hitte (BETTEGOWDA et al. 2008).

Oft findet man bei in vitro produzierten Embryonen auch einen im Vergleich zu den vorausge-
henden Zellzyklen verldngerten vierten Zellzyklus, ohne dass es zwangsweise zu einer
endgiiltigen Entwicklungsarretierung kommen muss. Diese Entwicklungsverzégerung ist ver-
mutlich auf das Finsetzen der embryonalen Transkription zuriickzufiihren (FIRST und
BARNES 1989; DE SOUSA et al. 1998a; LEQUARRE et al. 2003). Ein direkter Vergleich
der Zellzyklusldngen mit in vivo produzierten Embryonen ist schwer durchzufiihren, jedoch
scheinen sich in vitro produzierte Embryonen vor allem ab dem 8-Zellstadium langsamer zu
entwickeln (BARNES und EYESTONE 1990; GRISART et al. 1994). Man findet aber auch
in der In-vitro-Produktion Embryonen mit einem kurzen vierten Zellzyklus, wobei diese das
Blastozystenstadium mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit erreichen als die sich langsamer
entwickelnden Embryonen (LEQUARRE et al. 2003). Somit bleibt offen, ob die beschriebene
Entwicklungsverzogerung eher ein Problem der IVP oder doch ein physiologischer Zustand
zum Zeitpunkt der MET ist.
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2.2.4 Regulation der Aktivierung des embryonalen Genoms

Die genauen molekularen Mechanismen, die der Aktivierung des embryonalen Genoms
zugrunde liegen, sind noch nicht vollstdndig bekannt und Gegenstand intensiver Forschung
(NATALE et al. 2000, MCGRAW et al. 2007). Die meisten bisherigen Erkenntnisse stammen
aus Studien an Miusen. Obwohl viele der hier erforschten Mechanismen unter Sdugetieren
breit konserviert zu sein scheinen (DE SOUSA et al. 1998b), muss dies in Anbetracht der
groBBen speziespezifischen Unterschiede beziiglich des Zeitpunkts der MET nicht bei allen
Mechanismen zwangsweise der Fall sein (BETTEGOWDA et al. 2008). Im Folgenden soll
dies so weit wie moglich berticksichtigt werden. Insgesamt scheint eine Vielzahl sowohl
nukledrer als auch zytoplasmatischer Prozesse an der Steuerung der embryonalen Genomakti-
vierung beteiligt zu sein (PRATHER und FIRST 1988; LATHAM et al. 1992; LATHAM und
SCHULTZ 2001).

Epigenetisch gesteuertes Chromatinremodelling stellt einen der Hauptmechanismen der
embryonalen Genomaktivierung dar (BELL et al. 2008). Durch Histonacetylierung und Des-
oxyribonukleinsdure (DNA)-Demethylierung wird eine Auflockerung der Chromatinstruktur
bewirkt, so dass die DNA nun zuginglich fiir Transkriptionsfaktoren wird (MEMILI und
FIRST 1999; BELL et al. 2008). Diese Verdnderung der Chromatinstruktur ist eine wesent-
liche Voraussetzung fiir die Aktivierung der embryonalen Transkription (MEMILI und FIRST
1999).

Von nicht minderer Bedeutung ist die Anwesenheit einer funktionierenden Transkriptionsma-
schinerie (MEMILI und FIRST 2000). Die hierfiir bendtigten Transkriptionsfaktoren sind
maternalen Ursprungs und stehen dem Embryo entweder als fertiges Protein oder in Form von
maternaler mRNA zur Verfiigung (LATHAM und SCHULTZ 2001). Dementsprechend unter-
schiedlich wird ihre Aktivitdt gesteuert: Im Falle der bereits fertig synthetisiert vorliegenden
Transkriptionsfaktoren findet man eine posttranslationale Regulation in Form von Protein-
phosphorylierung (SCHULTZ 1993), im anderen Fall wird die Verfiigbarkeit der
Transkriptionsfaktoren auf translationaler Ebene gesteuert, d.h. erst zum benétigten Zeitpunkt
kommt es zur Translation der entsprechenden maternalen mRNA (LATHAM und SCHULTZ
2001; VIGNEAULT et al. 2004, 2009b). Somit spielen maternale Genprodukte insgesamt eine
wichtige Rolle bei der Regulation der embryonalen Genexpression (BETTEGOWDA et al.
2008).

Neben der stadienspezifischen Translation maternaler mRNA scheint auch deren zeitgerechter
Abbau fiir die MET und eine weitere ungestérte Embryonalentwicklung essentiell zu sein
(BETTEGOWDA et al. 2008). Beides, Translation und Abbau, wird iiber die Stabilitdt der
mRNA reguliert, weshalb diese einen bedeutenden Kontrollmechanismus zur Steuerung des
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Transkriptionsbeginns darstellt (BARNES und EYESTONE 1990). Die Stabilitdt maternaler
mRNA kann durch mehrere verschiedene Mechanismen kontrolliert werden. So konnen bei-
spielsweise RBPs (RNA-binding proteins) an regulatorische Strukturen innerhalb der
entsprechenden mRNA binden und dadurch deren Stabilitdt und Translation positiv oder
negativ beeinflussen (EVSIKOV et al. 2004; VIGNEAULT et al. 2009b). Dariiber hinaus
spielen sogenannte microRNAs, kleine, nicht kodierende RNA-Molekiile, ebenfalls eine
Schliisselrolle bei der Regulation des Turnovers maternaler Transkripte, indem sie an ihre
Ziel-RNA binden und dadurch die Proteinsynthese verhindern und/oder die entsprechende
mRNA fiir ihren Abbau markieren (TANG et al. 2007; BELL et al. 2008; BETTEGOWDA et
al. 2008). Bis zum Einsetzen der MET ist dann, bedingt durch die eben beschriebenen Mecha-
nismen, ein Grofteil der maternalen mRNA abgebaut (BETTEGOWDA et al. 2008).

Im Zusammenhang mit einer Analyse des bovinen Transkriptoms zum Zeitpunkt der MET
wurde nachgewiesen, dass es kurz vor der eigentlichen Hauptaktivierung des embryonalen
Genoms zur Expression von Genen kommt, die groBenteils fiir Gentranskription, RNA-Pro-
cessing und Proteinbiosynthese zustindig sind. Diese frithen Transkripte spielen vermutlich
eine Schliisselrolle beim Initiieren der eigentlichen MET (VIGNEAULT et al. 2009a). Eine
vergleichbare Situation liegt auch bei Miusen vor (ZENG et al. 2004; LATHAM und
SCHULTZ 2001).

Kurz bevor die embryonale Genomaktivierung beginnt, entwickelt sich zumindest bei
Mausen, verursacht durch eine epigenetisch bedingte Verdichtung der Chromatinstruktur, ein
transkriptorisch repressiver Status. Durch entsprechend starke Enhancer kann dieser dann fiir
bestimmte Gene wieder aufgehoben werden. Dadurch wird sichergestellt, dass bei der sich
anschlieBenden Transkriptionsaktivierung nur ausgewéhlte Gene exprimiert werden, die fiir
die Weiterentwicklung wirklich notig sind. Die Funktion dieser voriibergehenden Transkripti-
onsrepression besteht also darin, die Entstehung eines korrekten und mit der weiteren
Entwicklung kompatiblen Genexpressionsmusters zu gewédhrleisten (NOTHIAS et al. 1995;
LATHAM und SCHULTZ 2001; SCHULTZ 2002).

In teils enger Beziehung hierzu scheint bei Mausen die Replikation der DNA zu stehen. Durch
die mit der ersten Replikationsrunde verbundene Entfernung von Nukleosomen wird die DNA
zuginglich fiir Transkriptionsfaktoren maternalen Ursprungs, wodurch eine initiale embryo-
nale Transkription ermdglicht wird (SCHULTZ et al. 1999). Die zweite Runde der DNA-
Replikation hingegen trdgt vermutlich zur Etablierung des transkriptorisch repressiven Status
bei, indem produktive Transkriptionskomplexe von ihren Promotoren entfernt werden
(SCHULTZ et al. 1999). Auch beim Rind scheint die DNA-Replikation wéhrend des ersten
und zweiten Zellzyklus wichtig zu sein fiir die embryonale Transkription und Regulation der
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Genexpression (MEMILI und FIRST 1999). Eine Beteiligung an einer etwaigen Etablierung
eines transkriptorisch repressiven Status ist hier jedoch nicht nachgewiesen (MEMILI und
FIRST 1999).

Bei Miusen scheint die embryonale Genomaktivierung eher durch einen zeitabhidngigen als
durch einen zellzyklusabhéngigen Mechanismus reguliert zu werden, d.h. sie erfolgt zu einem
bestimmten Zeitpunkt nach der Befruchtung, unabhingig vom Zellzyklus. Man spricht in
diesem Zusammenhang von der sogenannten ,,zygotic clock* (SCHULTZ 1993; NOTHIAS et
al. 1995; MEMILI und FIRST 2000). Diese ,,innere Uhr* ist jedoch nicht als reine Zeitspanne
zwischen Befruchtung und Genomaktivierung zu betrachten, sondern vielmehr als ein Mecha-
nismus, der die Aktivitit von Transkriptionsfaktoren reguliert und dadurch die
Genomaktivierung so lange verzogert, bis das urspriinglich kondensierte Chromatin fiir die
Transkription umstrukturiert werden kann (NOTHIAS et al. 1995; MEMILI und FIRST
2000). Ob beim Rind ein dhnlicher zeitabhidngiger Mechanismus von Bedeutung ist, wird
kontrovers diskutiert (IWASAKI et al. 1997; MEMILI und FIRST 2000).

Welche Rolle die Regulation des Zellzyklus im Zusammenhang mit dem embryonalen Tran-
skriptionsbeginn einnimmt, ist nicht eindeutig gekldrt. Zumindest bei in vitro produzierten
Embryonen scheint ein Zusammenhang zwischen einer Verldngerung der Zellzyklusdauer und
dem Einsetzen der embryonalen Transkription zu bestehen (BARNES und EYESTONE 1990;
MEMILI und FIRST 2000). Was jedoch Ursache und was Folge ist, wird unterschiedlich beur-
teilt: Laut BARNES und EYESTONE (1990) ist die Verldngerung des Zellzyklus
Voraussetzung fiir den Transkriptionsbeginn, LEQUARRE et al. (2003) dagegen betrachten
das Einsetzen der embryonalen Transkription als Ursache fiir den Anstieg der Zellzyklus-
dauer. Dariiber hinaus muss beachtet werden, dass manche in vitro produzierten Embryonen
auch kiirzere Zellzyklen aufweisen und sich sogar besser bis zum Blastozystenstadium weiter
entwickeln (LEQUARRE et al. 2003).

Insgesamt stellt die embryonale Genomaktivierung einen sehr komplexen Prozess dar, der
durch multiple molekulare Mechanismen auf mehreren Kontrollebenen gesteuert wird. Eine
gute Koordination zwischen diesen verschiedenen Mechanismen ist hierbei unabdingbar
(LATHAM und SCHULTZ 2001).
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2.3 p-Catenin

2.3.1 Die Familie der Catenine

Die Entdeckung der Catenine erfolgte im Zusammenhang mit Untersuchungen zur Zelladhé-
sion. OZAWA et al. (1989) wiesen drei voneinander unabhéingige zytoplasmatische Proteine
mit unterschiedlicher Molekularmasse (102, 88 und 80 kDa) nach, die im Bereich von Adhae-
rens junctions Komplexe mit dem Zelladhdsionsmolekiil Uvomorulin (E-Cadherin) bilden
und in verschiedenen Spezies strukturell verwandt sind. Sie bezeichneten diese Proteine als
a-, B- und y-Catenin. a-Catenin weist strukturelle Ahnlichkeit zu Vinculin, einem Protein, das
als Bestandteil von fokalen Adhésionen Integrine an Aktinfilamente koppelt und auch am
Aufbau von Adhaerens junctions beteiligt ist, auf (ABERLE et al. 1996; MARRS und
NELSON 1996; WEISS et al. 1998). Analog zu dessen Funktion stellt a-Catenin eine Verbin-
dung zwischen dem Cadherin-Adhésionssystem und dem Aktinzytoskelett her (JIANG 1996).
Zusitzlich scheint es eine Rolle im Zellkern zu spielen (GIANNINI et al. 2000). B-Catenin
zeigt strukturelle und funktionelle Homologie zu armadillo (arm), dem Produkt des Segment-
polaritdtsgens von Drosophila, und y-Catenin ist identisch mit Plakoglobin (PEIFER et al.
1992; PEIFER 1993; ABERLE et al. 1996). Daneben weisen auch B-Catenin und Plakoglobin
untereinander einen hohen Grad an Homologie auf, sind aber trotz dieser strukturell engen
Verwandtschaft nicht identisch (BUTZ et al. 1992; PEIFER et al. 1992). Beide sind Bestand-
teil von Adhaerens junctions, Plakoglobin ist dariiber hinaus auch am Aufbau von
Desmosomen beteiligt (BUTZ et al. 1992; MILLER und MOON, 1996), B-Catenin iiber-
nimmt eine zusitzliche Funktion in Zytoplasma und Zellkern (WILLERT und NUSSE 1998).
Ein weiteres, erst spéter entdecktes Mitglied der Catenin-Familie ist p120 (REYNOLDS et al.
1994). Es ist sowohl in Adhaerens junctions als auch in Desmosomen zu finden und scheint
dariiber hinaus auch eine Funktion im Zellkern einzunehmen (ANASTASIADIS und
REYNOLDS 2000).

2.3.2 Struktur von B-Catenin

Die Primérstruktur von B-Catenin ldsst sich in ein aminoterminales Ende, eine hoch konser-
vierte zentrale Region, sowie ein carboxyterminales Ende gliedern (WILLERT und NUSSE
1998). Letzteres tibernimmt die Funktion einer Transaktivierungsdomidne (VAN DE WETE-
RING et al. 1997). Das N-terminale Ende hat mehrere Funktionen: Als Zielpunkt fiir
Phosphorylierungsprozesse ist es an der Regulation der Stabilitdt von B-Catenin beteiligt
(YOST et al. 1996; BARTH et al. 1997b). Dariiber hinaus wurde auch hier eine Transaktivie-
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rungsdoméne identifiziert, die die Aktivitdt der C-terminalen Doméne steigert (HSU et al.
1998; BARKER et al. 2000). Am Ubergang zur zentralen Region findet schlieBlich die Bin-
dung von o-Catenin statt (HUELSKEN et al. 1994; ABERLE et al. 1996; ORSULIC und
PEIFER 1996). Die zentrale Region besteht aus zwolf unvollstdndigen arm repeats (MARRS
und NELSON 1996; WILLERT und NUSSE 1998). Sie vermittelt die Bindung zahlreicher, in
Signaltransduktion und/oder Zelladhdsion involvierter Proteine, unter anderem die von TCF
(T-cell factor)/LEF (lymphoid enhancer-binding factor), APC (adenomatous polyposis coli)
und E-Cadherin (HUELSKEN et al. 1994; HUBER et al. 1996; MOLENAAR et al. 1996;
ORSULIC und PEIFER 1996). In einigen Féllen tiberlappen sich die Bindungsstellen fiir ver-
schiedene Molekiile, so dass jene miteinander konkurrieren und die Bindung des einen
Proteins die eines anderen ausschlieBen kann (HUELSKEN et al. 1994; ORSULIC und
PEIFER 1996; ORSULIC et al. 1999).

Dreidimensional gesehen bildet jeder arm repeat drei a-Helices aus, die durch kurze Loops
miteinander verbunden sind. Insgesamt stellen die individuellen repeats keine separaten
Dominen, sonder eine kompakte Einheit dar. Die komplette zentrale Region besteht somit
aus einer Reihe von dicht gepackten, miteinander interagierenden a-Helices, die zu einer
rechtsdrehenden Superhelix angeordnet sind (WILLERT und NUSSE 1998).

2.3.3 Funktionen und Verteilung von p-Catenin

2.3.3.1 Uberblick

B-Catenin ist ein multifunktionelles Protein, das in den drei Zellkompartimenten Zellmem-
bran, Zytoplasma und Zellkern vorkommt und dort unterschiedliche Funktionen innehat:
Membrangebundenes B-Catenin spielt eine wichtige Rolle bei der Zelladhésion im Bereich
von Adhaerens junctions, im Zytoplasma wirkt es als Signaliibertragungsmolekiil und im
Zellkern ist es an der Regulation der Genexpression beteiligt (MILLER und MOON 1996;
WILLERT und NUSSE 1998). Die beiden letztgenannten Funktionen sind tiber den Wnt-Si-
gnalweg, auf den spéter noch ausfiihrlicher eingegangen wird, eng miteinander verkniipft
(MILLER und MOON 1996). Alle B-Catenin-Pools stehen in einer dynamischen Wechselwir-
kung zueinander (GOTTARDI und GUMBINER 2001).
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2.3.3.2  Zelladhdision

Eine der vielfiltigen Funktionen von B-Catenin ist seine Beteiligung an Adhaerens junctions.
Adhaerens junctions sind Zellverbindungen, die in Epithelien sowohl eine adhésive als auch
eine architektonische Funktion ausiiben, indem sie eine Verbindung zwischen Adhédsionsmo-
lekiilen an der Zelloberfliche und dem Zytoskelett herstellen. An ihrer Bildung sind
Cadherine und Catenine beteiligt (MILLER und MOON 1996).

Als Cadherine bezeichnet man eine Gruppe von kalziumabhéngigen Zelladhdsionsmolekiilen.
Sie lassen sich in drei Klassen einteilen, die sich beziiglich ihrer Struktur, Funktion und sub-
zelluldren Verteilung unterscheiden: Protocadherine, desmosomale Cadherine und klassische
Cadherine. Letztere sind fiir den Aufbau von Adhaerens junctions von Bedeutung. Sie
bestehen aus einer extrazellulidren, einer intrazelluldren sowie einer einmal die Zellmembran
durchspannenden Transmembrandoméne. Uber ihre extrazellulire Domiine gehen sie homoty-
pische Interaktionen mit Cadherinen auf benachbarten Zellen ein und gewihrleisten dadurch
die Zelladhdsion. Die zytoplasmatische Doméne stellt die Verbindung zu den Cateninen und
dadurch letztendlich zum Zytoskelett her (MARRS und NELSON 1996). Eines der in diesem
Zusammenhang am besten charakterisierten klassischen Cadherine ist das in Epithelien vor-
kommende E-Cadherin, auch bekannt als Uvomorulin (JIANG 1996), auf das im Folgenden

Bezug genommen wird.

Catenine sind von groBler Bedeutung fiir ein normal funktionierendes E-Cadherin (JIANG
1996), sie mediieren dessen zytoplasmatische Funktion (GUMBINER und MCCREA 1993).

B-Catenin bindet einerseits mit seiner zentralen Region an den intrazelluldren Abschnitt von
E-Cadherin und andererseits mit seinem aminoterminalen Ende an a-Catenin (ABERLE et al.
1994; ORSULIC und PEIFER 1996). Letzteres wiederum stellt die Verbindung zum Aktinzy-
toskelett her, entweder durch direkte Bindung an Aktin (RIMM et al. 1995), oder indirekt
unter Zwischenschaltung von beispielsweise a-Actinin (KNUDSEN et al. 1995) oder Vinculin
(WEISS et al. 1998). Allerdings kann a-Catenin nicht gleichzeitig mit dem E-Cadherin-p-Ca-
tenin-Komplex einerseits und Aktin andererseits interagieren, so dass davon auszugehen ist,
dass hier keine starre Verbindung, sondern vielmehr ein sehr dynamischer Prozess vorliegt,
bei dem a-Catenin als Regulator der Aktindynamik fungiert (DREES et al. 2005; GATES und
PEIFER 2005; YAMADA et al. 2005). Dieses dynamische Modell steht im Einklang mit den
Bediirfnissen wéhrend der Zell- und Gewebeentwicklung. Eine gewisse Dynamik der Zellad-
hésion ist essentiell, um die hier stattfindenden morphogenetischen Verdnderungen zu
ermoglichen (MUELLER et al. 1999; YAMADA et al. 2005). Abb. 2 zeigt das klassische
Modell einer starren E-Cadherin-Catenin-Aktin-Achse, Abb. 3 zeigt verschiedene dynamische
Modelle.
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Abb. 2: Klassisches Modell der Cadherin-Catenin-Aktin-

Achse

(GATES und PEIFER 2005, abgedruckt mit freundlicher
Genehmigung von Elsevier)

B-Catenin bindet an die zytoplasmatische Doméne von E-
Cadherin sowie an o-Catenin. o-Catenin bindet direkt oder
indirekt unter Zwischenschaltung von Proteinen wie zonula
occludens-1 (ZO-1), Spectrin, Vinculin, Afadin oder a-
Actinin an Aktin.
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Abb. 3: Modelle zur dynamischen
Interaktion zwischen dem Cadherin-
Catenin-Komplex und Aktin

(modifiziert nach GATES und PEIFER 2005,
abgedruckt mit freundlicher Genehmigung von
Elsevier)

A) a-Catenin-Monomere binden an -Catenin;
von Cadherin-Catenin-Komplexen freigesetzte
a-Catenin-Homodimere binden an Aktin,
antagonisieren Arp (Actin-related protein)2/3
und fordern dadurch die Bildung eines
unverzweigten Aktingiirtels

B) Die Verbindung zwischen den Adhaerens
junctions und Aktin wird mediiert durch den
kumulativen Effekt mehrerer schwacher
transienter Interaktionen zwischen Adhaerens
junctions Komponenten und verschiedenen
Aktin bindenden Proteinen (ZO-1, Spectrin,
Vinculin, Afadin, a-Actinin)

Neben B-Catenin kann auch Plakoglobin an die zytoplasmatische Domine von E-Cadherin

binden, wobei die Bindung des einen Catenins die des anderen ausschlie3t. Somit existieren

also zwei verschiedene Cadherin-Catenin-Komplexe, bestehend aus E-Cadherin, a-Catenin
sowie B-Catenin oder Plakoglobin (BUTZ und KEMLER 1994; HINCK et al. 1994a). Aller-
dings ist die Bindung zwischen E-Cadherin und Plakoglobin weniger stabil (GUMBINER und
MCCREA 1993; SALOMON et al. 1997).

Die Bildung dieser beiden Komplexe lduft nach demselben Muster ab. Bereits im endoplas-

matischen Retikulum (ER) bindet B-Catenin bzw. Plakoglobin an neu synthetisiertes E-

Cadherin und unterstiitzt dessen Transport an die Zellmembran, wo schlieBlich auch a-Ca-
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tenin in den Komplex aufgenommen wird (HINCK et al. 1994a; CHEN et al. 1999). Ein wei-
terer Bestandteil des Cadherin-Catenin-Komplexes ist p120 (REYNOLDS et al. 1994). Es
bindet an die zytoplasmatische Doméne von E-Cadherin, ohne mit B-Catenin oder Plako-
globin um die Bindung zu konkurrieren und ohne wie diese mit a-Catenin zu assoziieren
(DANIEL und REYNOLDS 1995). Vermutlich ist es an der Regulation der Zelladhdsion
beteiligt (ANASTASIADIS und REYNOLDS 2000).

Die Organisation und Funktion des Cadherin-Catenin-Komplexes wird auf posttranslatio-
nalem Level reguliert, wobei der Phosphorylierung verschiedener beteiligter Proteine an

verschiedenen Aminosdureresten eine grofle Bedeutung zukommt (LILIEN et al. 2002):

Serin-/Threoninphosphorylierungen erhéhen im Allgemeinen die Stabilitit des Cadherin-Ca-
tenin-Komplexes. So verstirkt die durch Casein Kinase II (CKII) und GSK3 mediierte
Phosphorylierung von E-Cadherin an seiner zytoplasmatischen Domine die Affinitdt zu f-Ca-
tenin (LICKERT et al. 2000) und B-Catenin, das durch CKII an seinem aminoterminalen Ende
phosphoryliert wurde, bindet wiederum stérker an a-Catenin (BEK und KEMLER 2002). Im
Gegensatz dazu bewirkt die Phosphorylierung von B-Catenin an Tyrosinresten durch verschie-
dene Tyrosinkinasen eine Verminderung seiner Bindungsaffinitidt sowohl zu E-Cadherin als
auch zu a-Catenin und fiihrt somit zum Zerfall des Cadherin-Catenin-Komplexes (MUELLER
et al. 1999; ROURA et al. 1999; PIEDRA et al. 2003). Als Antagonisten der Tyrosinkinasen
dephosphorylieren Proteintyrosinphosphatasen Tyrosinreste von B-Catenin und erhalten so
den Kontakt zwischen E-Cadherin und dem Zytoskelett aufrecht (BALSAMO et al, 1998;
MUELLER et al. 1999). Insgesamt sind an der Regulation der Stabilitit des Cadherin-Cate-
nin-Komplexes abhingig von Gewebetyp und Entwicklungszeitpunkt viele verschiedene
Kinasen und Phosphatasen beteiligt (LILIEN et al. 2002).

In diesem Zusammenhang spielt auch p120 eine Rolle, da es je nach Situation die Zelladhé-
sion positiv oder negativ beeinflussen kann. Welche dieser beiden Wirkungen es ausiibt, wird
vermutlich wiederum durch Phosphorylierung des pl120 Molekiils gesteuert (ANASTA-
DIADIS und REYNOLDS 2000). p120 fungiert hierbei als eine Art ,,Andockprotein®, das
mehrere Kinasen bindet und dadurch deren Interaktion mit dem Cadherin-Catenin-Komplex
erleichtert (PIEDRA et al. 2003).

Auf gewisse Weise ist f-Catenin auch unabhéngig von seinem Phosphorylierungsstatus an der
Steuerung der Zelladhésion beteiligt — und zwar in seiner Rolle als Transporter fiir E-Cad-
herin auf dessen Weg aus dem ER an die Zellmembran. Ist B-Catenin nicht in ausreichendem
MafB vorhanden, gelangt E-Cadherin nicht an die Zellmembran, was zu einer Verringerung der
Zelladhidsion fithrt. Somit stellt auch der B-Catenin mediierte Export von E-Cadherin aus dem
ER einen regulatorischen Punkt fiir die Funktion der E-Cadherin vermittelten Zelladhdsion
dar (CHEN et al. 1999).
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Alles in allem ist B-Catenin fiir die E-Cadherin vermittelten Zelladhision von grof3er Bedeu-
tung, da es einerseits unter Beteiligung von a-Catenin die Verbindung zwischen E-Cadherin
und dem Aktinzytoskelett herstellt und andererseits in seiner Rolle als Zielpunkt verschie-
dener Phosphorylierungsereignisse sowie als Transporter fiir E-Cadherin an der Regulation
der Stabilitdt der Cadherin-Catenin-Komplexe stark beteiligt ist.

2.3.3.3 Signaltransduktion

Zytoplasmatisches B-Catenin fungiert primér als Signaliibertragungsmolekiil. Es ist eine zen-
trale Komponente des kanonischen Wnt-Signalwegs (WILLERT und NUSSE 1998). Dieser
Signalweg ist durch Regulation der Genexpression an diversen biologischen Prozessen wie
beispielsweise Determination, Proliferation, Migration und Differenzierung beteiligt und
somit sowohl fiir die Embryogenese als auch fiir die Homgostase im adulten Organismus von
Bedeutung (VERHEYEN und GOTTARDI 2010). Abb. 4 gibt einen Uberblick iiber den
Ablauf der Wnt-Signalkaskade.

In Abwesenheit eines Wnt-Signals (Abb. 4A) wird das Level an zytoplasmatischem B-Catenin
durch dessen Phosphorylierung und anschlieBenden Abbau durch das Ubiquitin-Proteasom-
System gering gehalten (ABERLE et al. 1997; ORFORD et al. 1997). Die Phosphorylierung
von B-Catenin erfolgt durch einen zytoplasmatischen Multiproteinkomplex, bestehend aus
den Hauptkomponenten Axin, APC, Casein Kinase I (CKI) und GSK3 sowie zahlreichen wei-
teren Kinasen, Proteasen und zum Teil noch nicht genau definierten Molekiilen (KISHIDA et
al. 1998; SALIC et al. 2000; MACDONALD et al. 2009). B-Catenin wird an seiner aminoter-
minalen Doméne zundchst durch CKla an Serin 45 und anschlieBend durch GSK3 an
Threonin 41, Serin 37 und Serin 33 phosphoryliert, wobei CKI die Rolle einer ,,priming
kinase* tibernimmt (AMIT et al. 2002; LIU et al. 2002). Das so phosphorylierte B-Catenin
wird dann durch das B-transducin repeat-containing protein (B-Trcp), einer Untereinheit der
E3 Ubiquitin Ligase, erkannt, was seine Ubiquitinierung und proteasomale Degradierung zur
Folge hat (HART et al. 1999; KITAGAWA et al. 1999; LIU et al. 1999).

Die Interaktionen der einzelnen Komponenten des B-Catenin-Abbaukomplexes sind sehr
komplex und sollen im Folgenden néher betrachtet werden: Axin fungiert als eine Art Gertist-
protein, es interagiert iiber separate Doménen mit CKla, GSK3, B-Catenin und APC, bringt
diese Molekiile in rdumliche Ndhe zueinander und koordiniert dadurch die sequenzielle Phos-
phorylierung von B-Catenin durch CKla und GSK3, wobei es selbst ebenfalls durch GSK3
phosphoryliert wird (HART et al. 1998; IKEDA et al. 1998; ITOH et al, 1998 KISHIDA et al.
1998; AMIT et al. 2002; LIU et al. 2002). Auch APC wird unter Vermittlung von Axin phos-
phoryliert, und zwar durch CKle und GSK3, was seine Affinitdt zu B-Catenin erhoht
(RUBINFELD et al. 1996, 2001; SALIC et al. 2000). Moglicherweise entfernt Phospho-APC
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nun das phosphorylierte B-Catenin von Axin, um es der Degradierungsmaschinerie zuzu-
fithren. Axin wére dann wieder bereit fiir eine neue Runde der B-Catenin-Phosphorylierung
(XING et al. 2003).

In Anwesenheit eines Wnt-Signals (Abb. 4B) wird die Phosphorylierung von zytoplasmati-
schem B-Catenin inhibiert. Hypophosphoryliertes B-Catenin ist fiir die Ubiquitinierung und
den proteasomalen Abbau unzugénglich, so dass sich die auf diese Weise stabilisierte Form
im Zytoplasma anreichern kann (VAN LEEUWEN et al. 1994; ABERLE et al. 1997).

Die Wnt-Signalkaskade beginnt an der Zellmembran, indem ein Wnt-Protein an die extrazel-
luldire Doméne eines transmembrandren Frizzled (Fz)-Rezeptors bindet (BHANOT et al.
1996; YANG-SNYDER et al. 1996). Als Korezeptor fungiert bei Vertebraten das low density
lipoprotein receptor-related protein (LRP) 5 bzw. 6 (TAMAI et al. 2000; MAO et al. 2001).
Nach Bildung des Wnt-Fz-LRP5/6-Komplexes wird das Signal auf das zytoplasmatische Pro-
tein Dishevelled (Dvl) iibertragen (KRASNOW et al. 1995; WONG et al. 2003). Durch
Phosphorylierung aktiviertes Dvl wird an die Plasmamembran transloziert und interagiert dort
mit Fz (YANAGAWA et al. 1995; ROTHBACHER et al. 2000; WONG et al. 2003). Dvl
rekrutiert nun Axin und mit ihm den gesamten B-Catenin-Abbaukomplex an die Membran
und initiiert dadurch die Phosphorylierung von LRP5/6 (SCHWARZ-ROMOND et al. 2007,
ZENG et al. 2008). Diese Wnt induzierte Phosphorylierung von LRP5/6 durch CKI und GSK3
ist ein Schliisselereignis bei der Rezeptoraktivierung (MACDONALD et al. 2009) und Vor-
aussetzung dafiir, dass Axin nun an LRP5/6 binden kann (MAO et al. 2001; TAMALI et al.
2004; ZENG et al. 2005). Wie nun diese Rezeptoraktivierung zur Inhibierung der GSK3 ver-
mittelten Phosphorylierung von p-Catenin fiihrt, ist noch unbekannt und Gegenstand
intensiver Forschung. Nach wie vor umstritten ist, ob LRP5/6 oder Fz/Dvl hierbei die Schliis-
selrolle zukommt. Eventuell ist auch der Beitrag von beiden notig, um der Phosphorylierung
und Degradierung von B-Catenin entgegen zu wirken (MACDONALD et al. 2009; WU et al.
2009). Folgende biochemische Mechanismen werden diskutiert: Die Wnt induzierte Interak-
tion zwischen Dvl und Axin konnte eine Konformationsédnderung von Axin bzw. den Zerfall
des PB-Catenin-Abbaukomplexes bewirken, was zur Stabilisierung von B-Catenin fiithren
wirde (KISHIDA et al. 1999; LI et al. 1999; LIU et al. 2005; SCHWARZ-ROMOND et al.
2007). Alternativ wire auch eine direkte, von Axin unabhidngige Hemmung von GSK3 durch
phosphoryliertes LRP5/6 denkbar, eine Moglichkeit, die gerade durch neuere Studien immer
mehr in den Vordergrund riickt (PIAO et al. 2008; WU et al. 2009).

Die aus der Hemmung der Phosphorylierung resultierende Anreicherung von B-Catenin im
Zytoplasma ist Voraussetzung fiir dessen Transport in den Zellkern, wo es als Transkriptions-
koaktivator wirksam werden kann (SALOMON et al. 1997; HSU et al. 1998).
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Abb. 4: Ubersicht iiber den Wnt-Signalweg
(MACDONALD et al. 2009, abgedruckt mit freundlicher Genehmigung von Elsevier)

A) In Abwesenheit eines Wnt-Signals bildet zytoplasmatisches -Catenin einen Komplex mit Axin, APC, GSK3
und CKI, wird phosphoryliert und unter Vermittlung von B-Trcp im Ubiquitin-Proteasom-System abgebaut. Im
Zellkern bildet TCF einen Komplex mit Mitgliedern der Groucho/TLE-Familie und Histondeacetylasen (HDAC),
wodurch die Expression von Wnt-Zielgenen unterdriickt wird.

B) In Anwesenheit eines Wnt-Signals bildet sich ein Rezeptorkomplex zwischen Fz und LRP5/6. Dvl wird durch
Fz an die Zellmembran rekrutiert, was wiederum die Rekrutierung von Axin mitsamt der {ibrigen Mitglieder des
B-Catenin-Abbaukomplexes sowie die Phosphorylierung von LRP5/6 zur Folge hat. Dies alles fithrt zur
Inhibierung der Phosphorylierung von B-Catenin durch den Abbaukomplex, so dass sich nicht phosphoryliertes 3-
Catenin im Zytoplasma anreichern und schlieflich in den Zellkern gelangen kann. Hier kommt es zur
Transkription von Wnt-Zielgenen.

2.3.3.4 Genexpression

Auf welche Weise stabilisiertes zytoplasmatisches f-Catenin in den Zellkern gelangt, ist noch
relativ unklar (HENDERSON und FAGOTTO 2002; WU et al. 2008). Frither ging man davon
aus, dass B-Catenin unter Vermittlung von Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Familie in
den Zellkern transportiert wird (BEHRENS et al. 1996; HUBER et al. 1996; MOLENAAR et
al. 1996). Neueren Studien zufolge fungieren diese Faktoren jedoch nicht als aktive Trans-
porter von zytoplasmatischem B-Catenin, sondern sie halten nukledres f-Catenin lediglich im
Zellkern zuriick (KRIEGHOFF et al. 2006). Vermutlich bindet zytoplasmatisches B-Catenin
direkt an die Nukleoporine des Kernporenkomplexes und gelangt auf diese Weise unabhéngig
von TCF/LEF in den Zellkern (FAGOTTO et al. 1998; PRIEVE und WATERMAN 1999;
YOKOYA et al. 1999). Moglicherweise spielt beim Import auch die Aktivierung der GTPase
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Racl (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) eine Rolle, indem sie zur Phosphorylie-
rung von B-Catenin an Serin 191 und Serin 605 beitragt. Jedoch sind die molekularen Details
fiir diesen Mechanismus noch nicht bekannt (WU et al. 2008).

Im Kern angelangt, wirkt B-Catenin als Transkriptionskoaktivator (RIESE et al. 1997). Es
bindet iiber seine zentrale arm-Region an die aminoterminale Doméne von TCF/LEF-Tran-
skriptionsfaktoren, diese binden dann wiederum iiber ihre HMG (high mobility group)-Box
sequenzspezifisch an die DNA von Zielgenen (MOLENAAR et al. 1996; RIESE et al. 1997;
FAGOTTO et al. 1998). Uber seine Transaktivierungsdominen interagiert p-Catenin mit dem
TATA-binding Protein (TBP) und rekrutiert so die basale Transkriptionsmaschinerie an die
Promotorregion von Zielgenen (HECHT et al. 1999). Der B-Catenin-TCF/LEF-Komplex
allein ist jedoch nicht ausreichend fiir die Aktivierung der Genexpression, weshalb noch
zusdtzliche Transkriptionsaktivatoren benotigt werden (BRANNON et al. 1997). Diese sind
tiberwiegend an der Regulation der Chromatinstruktur und der RNA-Polymerase II beteiligt
und erleichtern dadurch die Transkriptionsaktivierung (MOSIMANN et al. 2009). Zu den
beteiligten Hilfsfaktoren gehoren unter anderem BRG1 (brahma-related gene 1) (BARKER et
al. 2001), p300/CBP (CREB-binding protein) (HECHT et al. 2000; TAKEMARU und MOON
2000) und BCL9 (B-cell CLL/lymphoma 9)/Pygopus (KRAMPS et al. 2002; PARKER et al.
2002). BCLY bindet an die aminoterminale Region von B-Catenin, die meisten anderen
Kofaktoren interagieren mit dessen carboxyterminaler Domédne (MACDONALD et al. 2009).
B-Catenin kann somit als eine Art ,,Andock-Molekiil*“ betrachtet werden, das essentielle
Koaktivatoren an Zielgenpromotoren rekrutiert (BARKER et al. 2001). Vermutlich binden all
diese Faktoren nicht gleichzeitig, sondern in einem gut abgestimmten Wechsel an -Catenin,
so dass es sich hier um einen hochdynamischen, sich selbst unterhaltenden Prozess handelt
(MOSIMANN et al. 2009). Abb. 5 zeigt eine Ubersicht iiber einige dieser Hilfsfaktoren.

Transcription Histone Histone
Initiation methyltransferase acetyltransferase
(HMT) (HAT)
---- '@ M TRRAP Abb. 5: Nukleidre TCF-p-Catenin-
Elongation, .
C 300/ _ Histone Koaktivatorkomplexe
S D .
: m modification .\, difiziert nach MACDONALD et al.
SR Chioratin 2009, abgedruckt mit freundlicher
YO s .- . . modification = Genehmigung von Elsevier
B-cateninl @ (SWI/SNF) sne )

Gestrichelte Linien reprisentieren die
Interaktionen der Hilfsfaktoren mit -
R ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) Catenin oder untereinander.

Whnt responsive gene Beschrieben sind ebenfalls die
Funktionen der einzelnen Hilfsfaktoren.
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TCF/LEF-Molekiile sind keine klassischen Transkriptionsfaktoren, sie konnen allein die Tran-
skription nicht aktivieren, sondern sind auf eine Komplexbildung mit B-Catenin angewiesen
(MOLENAAR et al. 1996; ROOSE und CLEVERS 1999). In Abwesenheit von nukledrem -
Catenin wirken sie als Transkriptionsrepressoren (BRANNON et al. 1997; CAVALLO et al.
1998). Hierbei bilden sie Komplexe mit verschiedenen Korepressoren, wie beispielsweise
Mitgliedern der Groucho/TLE (transducin-like enhancer of split)-Familie (ROOSE et al.
1998; CAVALLO et al. 1998; MACDONALD et al. 2009), der Histondeacetylase 1 (HDAC1)
(BILLIN et al. 2000) (Abb. 4A) oder auch dem C-terminalen Bindeprotein (CtBP)
(BRANNON et al. 1999). Kommt es infolge eines Wnt-Signals zu einer Anreicherung von [3-
Catenin im Zellkern, kann dieses die Korepressoren verdringen und selbst an TCF/LEF
binden (BARKER et al. 2000) (Abb. 4B). Somit wird die Expression von Zielgenen durch die
Balance zwischen B-Catenin und dem Korepressor reguliert (ROOSE et al. 1998).

Neben der oben beschriebenen Aktivierung ist auch eine durch f-Catenin mediierte Repres-
sion mancher Wnt-Zielgene moglich (MACDONALD et al. 2009). So bewirkt beispielsweise
die Bindung des TCF/LEF-f-Catenin-Komplexes an den E-Cadherin-Promotor ein Herunter-
regulieren der E-Cadherin-Transkription (HUBER et al. 1996).

Viele Gene, die direkt oder indirekt durch den Wnt-Signalweg reguliert werden, codieren fiir
Transkriptionsfaktoren oder Signalmolekiile (WODARZ und NUSSE 1998). Auch viele Kom-
ponenten des Wnt-Signalwegs selbst werden durch TCF/B-Catenin positiv oder negativ
reguliert, so dass es hier viele verschiedene positive und negative Feedbackmechanismen gibt
(MACDONALD et al. 2009).

2.3.3.5 Subzelluldre Verteilung von f-Catenin

Die unterschiedlichen Funktionen von -Catenin sind eng mit seiner subzelluldren Verteilung
verkniipft (ORSULIC et al. 1999). B-Catenin tritt in den drei Kompartimenten Zellmembran,
Zytoplasma und Zellkern auf (MILLER und MOON 1996). Diese drei Pools stehen in einer
dynamischen Wechselwirkung zueinander, ihre relative GroBe wird vermutlich tiber konkur-
rierende Bindungspartner von B-Catenin reguliert, die das Molekiil in den verschiedenen
Kompartimenten zuriickhalten kénnen (ORSULIC et al. 1999; GOTTARDI und GUMBINER
2001; HENDERSON und FAGOTTO 2002). An der Zellmembran iibernimmt E-Cadherin
diese Rolle, im Zellkern mediieren TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren die Retention von B-Ca-
tenin und im Zytoplasma wird es durch APC und Axin zuriickgehalten (ORSULIC et al. 1999;
KRIEGHOFF et al. 2006). Mit welchem der Konkurrenten f-Catenin jeweils assoziiert, wird
vermutlich durch posttranslationale Modifikationen von B-Catenin selbst oder seiner Bin-
dungspartner gesteuert (MILLER und MOON 1997; GOTTARDI und GUMBINER 2001).
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Die Verteilung von B-Catenin variiert je nach Typ und Funktionsstand der Zelle. In unstimu-
lierten Zellen ist das B-Catenin-Level insgesamt oft niedrig. Der Grofiteil des B-Catenins ist
an der Plasmamembran lokalisiert, nur wenig liegt frei in Zytoplasma oder Zellkern vor
(HENDERSON und FAGOTTO 2002; RESTUCCI et al. 2009). Nukledres B-Catenin translo-
ziert selbstandig oder unter Vermittlung von APC aus dem Zellkern und wird entweder dem
zytoplasmatischen Abbaukomplex oder Adhaerens junctions zugefithrt (HENDERSON 2000).
Zytoplasmatisches B-Catenin wird kontinuierlich abgebaut (ABERLE et al. 1997). In Anwe-
senheit eines Wnt-Signals wird B-Catenin stabilisiert und akkumuliert in Zytoplasma und
Zellkern. Im Zellkern ist deshalb die dephosphorylierte Form von B-Catenin prominenter und
transkriptorisch aktiver als die phosphorylierte Form (HENDERSON und FAGOTTO 2002).

2.3.3.6  Wechselwirkungen zwischen Signaltransduktion/Genexpression und
Zelladhdsion

Zwischen der E-Cadherin vermittelten Zelladhision und dem Wnt/B-Catenin-Signalweg exis-
tieren eine Reihe von Verkniipfungspunkten. Zwar sind die genauen Mechanismen, iiber die
die Interaktionen zwischen Zelladhdsion und Genexpression gesteuert werden, sehr komplex
und noch nicht vollstindig geklért, jedoch scheint f-Catenin hierbei eine entscheidende Kom-
ponente und die Regulation seiner Stabilitdt und Verfligbarkeit ein Schliisselereignis zu sein
(NELSON und NUSSE 2004).

E-Cadherin kann zytoplasmatisches B-Catenin sequestrieren und an der Plasmamembran ver-
ankern. Dadurch steht es dem Wnt-Signalweg nicht mehr bzw. nicht mehr vollstindig zur
Verfiigung (FAGOTTO et al. 1996; ORSULIC et al. 1999; GOTTARDI und GUMBINER
2001). Eine dhnliche Wirkung zeigt auch das mit dem Cadherin-Catenin-Komplex assoziierte
Caveolin-1: Es rekrutiert B-Catenin an Caveolae-Membranen, verringert dadurch dessen zyto-
plasmatisches Level und konnte somit die B-Catenin mediierte Transkription blockieren
(GALBIATI et al. 2000; JI et al. 2007). Allerdings ist anzunehmen, dass E-Cadherin in endo-
genen Konzentrationen keine vollstdndig blockierende, sondern lediglich eine ddmpfende
Wirkung auf die Wnt-Signaltransduktion hat, indem es aktives f-Catenin abpuffert (SANSON
et al. 1996).

Eine weitere Methode der negativen Regulation des Wnt-Signalwegs durch Cadherine wiesen
HAY et al. (2009) nach. Demnach interagiert N-Cadherin, ein Mitglied der Familie der klassi-
schen Cadherine, mit Axin und LRPS5 und verhindert dadurch vermutlich die Destabilisierung
des Abbaukomplexes, wodurch wiederum die Degradierung von B-Catenin gefordert und
somit die Wnt-Signaltransduktion herunterreguliert wird. Hier wird also ein neuer Verbin-
dungsmechanismus zwischen dem Wnt-Signalweg und der Zelladhdsion beschrieben, der
nicht auf der Sequestrierung von -Catenin, sondern auf dessen verstarktem Abbau beruht.
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Eine gegensitzliche Wirkung zu den bisher beschriebenen Mechanismen kann durch Spaltung
des Cadherin-Catenin-Komplexes erzielt werden. Infolge des durch Wachstumsfaktorrezep-
toren (NELSON und NUSSE 2004) oder Tyrosinkinasen bewirkten Zerfalls des Cadherin-
Catenin-Komplexes wird B-Catenin in das Zytoplasma freigesetzt, reichert sich an und trans-
loziert in den Zellkern, wo es seine Funktion als Transkriptionskoaktivator ausiiben kann
(MUELLER et al. 1999; DANILKOVITCH-MIAGKOVA et al. 2001). Neben dem Zerfall des
Cadherin-Catenin-Komplexes kann die Tyrosinphosphorylierung von B-Catenin gleichzeitig
dessen Interaktion mit TBP erh6hen und dadurch die transkriptorische Aktivitdt des B-Cate-
nin-TCF/LEF-Komplexes noch steigern. Somit konnte unter bestimmten Bedingungen eine
gesteuerte Dissoziation von Cadherin-Catenin-Komplexen zu einer gesteigerten [-Cate-
nin-TCF/LEF mediierten Gentranskription fiihren (LILIEN et al. 2002). Allerdings muss das
zytoplasmatische B-Catenin dennoch vorher stabilisiert werden, ansonsten gelangt B-Catenin
nicht in den Zellkern, sondern wird proteasomal abgebaut (JAMORA und FUCHS 2002;
NELSON und NUSSE 2004).

Durch Wnt-Signale selbst und auch durch einige Wachstumsfaktorrezeptoren kann die
Expression von E-Cadherin auf verschiedenen Wegen unterdriickt werden, was ebenfalls eine
Verminderung der Zelladhdsion sowie einen Anstieg des zytoplasmatischen B-Catenin-Levels
zur Folge hat. Zwar ist dieser Anstieg allein nicht ausreichend fiir eine Transkriptionsaktivie-
rung (vgl. oben), doch konnte dadurch der Schwellenwert fiir die Aktivierung der Wnt-
Signaltransduktion schneller erreicht werden (CIRUNA und ROSSANT 2001; NELSON und
NUSSE 2004).

Demgegeniiber gibt es aber auch Studien, die von einer positiven Beeinflussung der Zelladha-
sion durch Wnt-Signale berichten. So scheinen jene in bestimmten Zelltypen die Cadherin-
Expression auch aktivieren zu kénnen (BARTH et al. 1997a; YANAGAWA et al. 1997). Dar-
iiber hinaus scheint stabilisiertes zytoplasmatisches f-Catenin unter bestimmten Umstédnden
nicht nur in den Zellkern zu wandern, sondern auch in Adhaerens junctions eingebaut werden
zu kénnen, was dann eine Verstirkung der Zelladhdsion zur Folge hat (HINCK et al. 1994b;
JAMORA und FUCHS 2002).

Insgesamt konnen also Verdnderungen der Cadherin-Expression die Wnt-Signaltransduktion
beeinflussen, wihrend wiederum Wnt-Signale die Zelladhision beeinflussen konnen (DALE
1998).

Gerade wihrend der Embryogenese ist eine koordinierte Regulation von Genexpression und
interzelluldren Interaktionen unerlédsslich. Um ein ungestortes Ablaufen von Differenzierungs-
prozessen zu gewdhrleisten, miissen Verdnderungen im Genexpressionsmuster sowie
dynamische Verdanderungen der Zelladhésion und Zellmigrationsprozesse genau aufeinander
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abgestimmt sein. B-Catenin scheint hierbei von zentraler Bedeutung zu sein, indem es als Ver-
kniipfungspunkt zwischen der E-Cadherin vermittelten Zelladhdsion und dem Wnt-Signalweg
und somit der Genexpression fungiert (NELSON und NUSSE 2004).

2.3.4 p-Catenin wiithrend der Embryonalentwicklung

B-Catenin spielt eine wichtige Rolle wihrend der Embryogenese, sowohl als Vermittler der E-
Cadherin mediierten Zelladhédsion als auch als Komponente des Wnt-Signalwegs (PAUKEN
und CAPCO 1999; HUELSKEN et al. 2000).

B-Catenin ist in allen Entwicklungsstadien von Prdimplantationsembryonen zu finden, es
stammt somit aus maternaler und embryonaler Genaktivitdit (OHSUGI et al. 1996; BAR-
CROFT et al. 1998). Fiir die Kontrolle der Zelladhésion bis zum Blastozystenstadium scheint
maternales B-Catenin ausreichend zu sein, es mediiert vermutlich zusammen mit maternalem
E-Cadherin und o-Catenin die schwache interzellulire Adhésion der frithen Blastomeren
(OHSUGI et al. 1996; DE VRIES et al. 2004) und kann auch eine ordnungsgemifle Kompak-
tierung gewéhrleisten, obwohl hier unter physiologischen Bedingungen auch embryonales (-
Catenin beteiligt ist (HAEGEL et al. 1995; OHSUGI et al. 1996). Sowohl Kompaktierung als
auch Polarisierung werden durch E-Cadherin in Verbindung mit den Cateninen vermittelt
(JOHNSON und MCCONNELL 2004). Da die Komponenten des Cadherin-Catenin-Kom-
plexes schon lange vor der Kompaktierung exprimiert werden, werden sie bis zu ihrem
Bedarf zum GroBteil in einer nicht funktionellen Form gespeichert (OHSUGI et al. 1996). Die
Aktivierung der Adhidsionskomplexe zum Zeitpunkt der Kompaktierung erfolgt vermutlich
durch posttranslationale Mechanismen, wie beispielsweise durch Proteinkinase C mediierte
Phosphorylierung von B-Catenin an Serin- und Threoninresten (PAUKEN und CAPCO 1999;
FLEMING et al. 2001). Gleichzeitig @ndert sich auch das Verteilungsmuster von B-Catenin
und E-Cadherin. Wéhrend die beiden Proteine in den inneren Zellen der Morula nach wie vor
gleichmiafBig tiber die Zellmembranen verteilt bleiben, beschrinken sie sich in den &uBleren
Blastomeren zunehmend auf den Bereich der interzelluliren Kontaktzonen an basolateralen
Membranflichen (BARCROFT et al. 1998; PAUKEN und CAPCO 1999). Auf diese Weise
wird nicht nur die fiir die Kompaktierung wichtige Zelladhésion gewéhrleistet, sonder auch
die Polarisierungsachse der Blastomeren festgelegt und die Voraussetzung fiir die Entstehung
weiterer Zellverbindungen wie Tight junctions geschaffen (BARCROFT et al. 1998; FLE-
MING et al. 2001). Insgesamt spielt f-Catenin also eine wichtige Rolle bei der Zelladhdsion
zum Zeitpunkt der Differenzierung (PAUKEN und CAPCO 1999).
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Inwieweit der Wnt/B-Catenin-Signalweg wihrend der prdimplantatorischen Embryonalent-
wicklung schon aktiv ist, wird kontrovers diskutiert. Im Gegensatz zu GOVAL et al. (2000)
sowie LI et al. (2005) konnten PAUKEN und CAPCO (1999) B-Catenin bereits wéihrend der
frithen murinen bzw. bovinen praimplantatorischen Embryonalentwicklung im Zellkern nach-
weisen, wobei noch unklar ist, welche Rolle es zu diesem Zeitpunkt im Zellkern spielt. Auch
Wnt-Transkripte sowie zahlreiche weitere Komponenten des Wnt-Signalwegs wurden bei
Maiusen zum Teil schon in sehr frithen Furchungsstadien nachgewiesen, so dass es durchaus
denkbar wére, dass der Wnt/pB-Catenin-Signalweg hier bereits eine Rolle spielt (LLOYED et
al. 2003; WANG et al. 2004), was jedoch von anderer Seite wiederum angezweifelt wird (DE
VRIES et al. 2004). Spédtestens ab der Kompaktierung bzw. Blastozystenbildung scheinen
Wnt/B-Catenin-Signale dann involviert zu sein (LLOYED et al. 2003; LI et al. 2005).

Im Postimplantationsembryo ist B-Catenin unter anderem an der Korperachsenbildung
(ZENG et al. 1997; HUELSKEN et al. 2000), der Gastrulation (HAEGEL et al. 1995; LI et al.
2005) und der Differenzierung verschiedener Gewebetypen und Organe (GRIGORYAN et al.
2008; KLAUS und BIRCHMEIER 2008) beteiligt. Insgesamt spielt es somit eine wichtige

Rolle bei zahlreichen Differenzierungsprozessen.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchsaufbau und Untersuchungsmaterial

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten Untersuchungen gliedern sich in finf
Abschnitte. Als Untersuchungsmaterial dienten fiir jeden dieser Versuchsabschnitte bovine in
vitro produzierte Embryonen in unterschiedlichen Entwicklungsstadien. Zielobjekt aller
durchgefithrten Untersuchungen waren jeweils an den N-terminalen Aminosdureresten
Ser33/Ser37/Thr41 phosphoryliertes B-Catenin (N-PBC) sowie Gesamt-B-Catenin (GBC).
Anhand einer geringeren Embryonenanzahl wurde zusétzlich am C-terminalen Aminosiure-
rest Ser552 phosphoryliertes f-Catenin (C-PBC) betrachtet.

Versuchsabschnitt 1:
Vergleichende Untersuchung des Phosphorylierungsstatus von f-Catenin im 4-, friithen §-,
spdten 8- und 16-Zellstadium

In diesem Versuchsabschnitt sollte nachgewiesen werden, ob es wihrend der frithen Embryo-
nalentwicklung zu nachweisbaren Verdnderungen im Phosphorylierungsstatus von B-Catenin
kommt und falls ja, wann genau diese Verdnderungen auftreten. Hierzu wurde mittels Wes-
ternblot bei je 25 gepoolten Embryonen pro Entwicklungsstadium jeweils das Level an N-
PBC und GBC bestimmt. Der Versuch wurde insgesamt vier mal durchgefiihrt. Die bendtigte
Embryonenanzahl belief sich somit auf 400.

Versuchsabschnitt 2:
Vergleichende Untersuchung des Verteilungsmusters von GBC und N-PBC im 4-, 6-, friihen
8-, spditen 8-, 10/12/14- und 16/18-Zellstadium mittels konfokaler Laserscanningmikroskopie

Mittels Immunhistochemie und konfokaler Laserscanningmikroskopie wurde untersucht, ob
bei den betrachteten Entwicklungsstadien Unterschiede beziiglich der Lokalisation von N-
PBC bzw. GBC in den drei Zellkompartimenten Zellkern, Zytoplasma und Zellmembran auf-
treten, wobei dem Zellkern besondere Aufmerksamkeit galt. Fiir diesen Versuchsabschnitt
wurden insgesamt 388 Embryonen aus unterschiedlichen Entwicklungsstadien auf N-PBC
oder GBC untersucht.
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Versuchsabschnitt 3:
Untersuchung des Einflusses eines GSK3-Inhibitors auf den Phosphorylierungsstatus von f-
Catenin im 4-, frithen 8-, spciten 8- und 16-Zellstadium mittels Westernblot

Es sollte nachgewiesen werden, ob durch Einsatz eines GSK3-Inhibitors in unterschiedlichen
Konzentrationen (0 nM, 50 nM, 100 nM und 500 nM) das Proteinlevel von N-PBC bzw. GBC
in einem oder mehreren der untersuchten Entwicklungsstadien beeinflusst werden kann.
Hierzu wurden die Embryonen analog zu den einzusetzenden Hemmstoffkonzentrationen in
vier sogenannte Inhibitorkonzentrationsgruppen -eingeteilt: Gruppe 0 (Kontrollgruppe),
Gruppe 50, Gruppe 100 und Gruppe 500. Pro Entwicklungsstadium, Inhibitorkonzentrations-
gruppe und Versuchsdurchgang wurden jeweils 25 Embryonen analog zu Versuchsabschnitt 1
auf N-PBC und GBC untersucht. Zusitzlich wurde an dieser Stelle das Proteinlevel von C-
PBC betrachtet. Insgesamt wurden drei Versuchsdurchgénge durchgefiihrt. Die Gesamtanzahl
der verwendeten Embryonen betrug somit 1200.

Versuchsabschnitt 4:
Untersuchung des Einflusses eines GSK3-Inhibitors auf das Verteilungsmuster von N-PBC
und GBC im 4-, 6-, friihen 8-, spdten 8-, 10/12/14- und 16/18-Zellstadium mittels konfokaler

Laserscanningmikroskopie

In diesem Versuchsabschnitt sollte analysiert werden, wie sich der Einsatz des GSK3-Inhibi-
tors in unterschiedlichen Konzentrationen (0 nM, 100 nM und 500 nM) auf die Lokalisation
von GBC und N-PBC im Embryo auswirkt. Pro Entwicklungsstadium wurden dementspre-
chend drei unterschiedliche Inhibitorkonzentrationsgruppen mittels Immunhistochemie und
konfokaler Laserscanningmikroskopie untersucht: Gruppe 0 (Kontrollgruppe), Gruppe 100
und Gruppe 500. Insgesamt wurden hier die Daten von 953 Embryonen ausgewertet. Anhand
von 114 weiteren Kontrollembryonen wurde an dieser Stelle zusétzlich das Verteilungsmuster
von C-PBC betrachtet.

Versuchsabschnitt 5:
Untersuchung von Translokationsprozessen von B-Catenin vom 4- bis zum 16-Zellstadium

mittels Live Cell Imaging

Mittels YFP-markiertem B-Catenin und FRAP-Analysen sollte eine aktive Translokation von
B-Catenin in den Zellkern nachgewiesen werden. Fiir diesen Versuchsabschnitt wurden insge-
samt 42 Embryonen verwendet.
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Abb. 6: Versuchsplan

*4. Versuchsabschnitt: C-PBC: nur bei Kontrollembryonen (Gruppe 0)

f8: frithes 8-Zellstadium, s 8: spétes 8-Zellstadium
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3.2 In-vitro-Produktion boviner Embryonen

3.2.1 Spendertiere

Als Spendertiere dienten tiberwiegend geschlachtete Kithe und Jungrinder der Rasse Deut-
sches Fleckvieh. In geringem Anteil waren auch die Rassen Deutsche Schwarzbunte und
Gelbvieh vertreten. Es erfolgte keine Selektion der Spendertiere in Bezug auf Alter, Gewicht,
Zyklusstand oder Gesundheitszustand.

3.2.2 Entnahme der Ovarien

Zur Gewinnung der fiir die In-vitro-Produktion benétigten Oozyten wurden Eierstdocke von
Schlachttieren aus dem Schlachthof Erlangen und in geringem Anteil (fiir Versuchsabschnitt
5) aus dem Schlachthof Teterow verwendet. Die Entnahme der Ovarien aus dem Schlachttier-
korper erfolgte unmittelbar nach Offnung der Bauchhohle, ca. 20 Minuten nach dem Tod des
Tieres, mit Hilfe einer chirurgischen Schere unter moglichst hygienischen Bedingungen. Es
wurden nur Eierstdcke verwendet, die keine erkennbaren pathologischen Verdnderungen auf-
wiesen. In unmittelbarem Anschluss an die Entnahme wurden die Ovarien in ein
Thermogefil mit ca. 35°C warmer physiologischer Kochsalzlosung gegeben und innerhalb
von drei Stunden zur weiteren Verarbeitung in das [IVP-Labor des Besamungsvereins Neustadt
an der Aisch e.V. bzw. des Leibniz-Instituts fiir Nutztierbiologie in Dummerstorf gebracht.

3.2.3 Gewinnung und Aufsuchen der Cumulus-Oozyten-Komplexe

Die Gewinnung der Cumulus-Oozyten-Komplexe (COK) erfolgte mittels Follikelpunktion.
Hierbei wurden alle Follikel mit einem Durchmesser von ca. 2 mm bis 10 mm mit 5 ml
Spritzen und 1,2 x 40 mm Kaniilen punktiert und die gewonnene Follikelfliissigkeit in ein
50 ml fassendes, frei stehendes Zentrifugenrohrchen (Fa. VWR, Darmstadt) gegeben. Die auf
diese Weise gefiillten Rohrchen wurden im Anschluss an die Punktion ca. 10 Minuten stehen
gelassen, damit die gewonnenen COK sedimentieren konnen. AnschlieBend wurde das Sedi-
ment mit Hilfe einer 7 ml Pasteur-Pipette (Fa. VWR, Darmstadt) aus den Rohrchen
entnommen (4 Entnahmen von jeweils ca. 3,5 ml pro Réhrchen), in gerasterte Petrischalen
(Durchmesser 94 mm; Fa. Greiner, Frickenhausen) gegeben und mit 35°C warmer modifi-
zierter phosphatgepufferter Salzlosung nach Dulbecco (mD-PBS, sieche Anhang)
aufgeschwemmt. Unter dem Stereomikroskop (SMZ 800; Fa. Nikon, Diisseldorf) wurden die
COK bei 15facher VergrofBerung aufgesucht und in eine kleinere (35 mm Durchmesser), mit
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35°C warmer mD-PBS-Losung gefiillte Petrischale (Sammelschale; Fa. Greiner, Fricken-
hausen) tiberfithrt. Zum Umsetzen der COK wurde hierbei wie auch bei allen nachfolgenden
Schritten die Pipettierhilfe MicroClassic (Fa. Brand, Wertheim) in Kombination mit 20 pl
Mikropipetten (Fa. VWR, Darmstadt) verwendet. Sowohl die Rasterschalen als auch die Sam-
melschale befanden sich wéhrend des Aufsuchens der COK auf einer auf 33°C eingestellten
Wirmeplatte.

3.2.4 Klassifizierung der Cumulus-Oozyten-Komplexe

Die Klassifizierung der gewonnenen COK erfolgte unter dem Stereomikroskop bei 30facher
VergroBerung. Unter Modifikation der von LEIBFRIED UND FIRST (1979) aufgestellten Kri-
terien wurden die COK nach der morphologischen Beschaffenheit von Ooplasma und
Cumuluszellen in 4 Klassen eingeteilt:

Klasse 1 |Oozyten mit dunklem, homogenem Ooplasma und kompaktem Cumulus
oophorus

Klasse 2 |Oozyten mit dunklem, homogenem Ooplasma und Ileicht aufgelockertem
Cumulus oophorus

Klasse 3 |Oozyten mit dunklem, homogenem oder granuliertem Ooplasma und expan-
diertem Cumulus oophorus

Klasse 4 | Oozyten mit dunklem, homogenem oder granuliertem Ooplasma und geringem
oder fehlenden Cumulus oophorus

COK der Klasse 1 und 2 wurden selektiert und in die erste Waschschale (siehe unten) tiber-
fithrt. COK der Klassen 3 und 4 wurden nicht verwendet.

3.2.5 In-vitro-Maturation

Im Anschluss an die Klassifizierung wurden die Eizellen dreimal gewaschen und schlieBlich
in das Maturationsmedium tiberfiihrt. Die Vorbereitung sowohl der Wasch- als auch der Matu-
rationsschalen mit den entsprechenden Medien erfolgte am Morgen vor der Gewinnung der
Ovarien. Fiir die ersten beiden Waschginge wurde je eine Petrischale (Durchmesser 35 mm;
Fa. Greiner, Frickenhausen) mit sterilfiltriertem Maturationsmedium (tissue culture medium,
TCM 199, siehe Anhang), dem zuvor 10% ECS (estrous cow serum, siche Anhang) zugesetzt
worden war, gefiillt. Als Waschschale fiir den dritten Waschgang sowie als Maturationsschale
dienten 4-Well-Multischalen (Fa. Nunc, Wiesbaden), in deren Wells jeweils 400 ul TCM 199
+ 10% ECS und 15 pl FSH (follikelstimulierendes Hormon)-Losung (Ovagen®, Fa. Bondico,
Alkmaar, Holland, sieche Anhang) gegeben wurden. Das Medium in der Maturationsschale
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wurde zudem mit Mineraldl (Fa. Sigma, Steinheim) iiberschichtet. Die auf diese Weise vorbe-
reiteten Schalen wurden im Brutschrank bei 39°C, 5% CO, und gesittigter Luftfeuchtigkeit
gelagert, um Temperatur und pH-Wert zu dquilibrieren.

Die Reifung der in das Maturationsmedium tiberfiithrten Eizellen erfolgte ebenfalls im Brut-
schrank bei 39°C, 5% CO, und gesittigter Luftfeuchtigkeit tiber eine Dauer von 24 Stunden.

3.2.6 In-vitro-Fertilisation

3.2.6.1 Aufbereitung der Spermien/Swim-up-Verfahren

Die Aufbereitung der Spermien erfolgte nach dem von PARRISH et al. (1986) etablierten
Swim-up-Verfahren unter Verwendung des Kapazitationsmediums (sieche Anhang). Fiir alle
Versuche wurde tiefgefrierkonserviertes Sperma des Bullen ,,Romel* (Hb-Nr. 10/169052, Eja-
kulatnummer 04406) verwendet, wobei eine Samenportion (0,25 ml Paillette, 11,6 x 10°

Spermien) fiir die Befruchtung von bis zu 200 Eizellen ausreichend war.

Zunichst wurden zwei sterile Kryorohrchen (1,8 ml, Fa. Nunc, Wiesbaden) mit je 1 ml Kapa-
zitationsmedium gefiillt und in einem Winkel von 45° positioniert. Das Sperma wurde fiir
10 Sekunden bei 37°C aufgetaut, jedes Kryorohrchen mit einer halben Samenportion (125 pl)
unterschichtet, leicht bedeckt, so dass ein Gasaustausch noch stattfinden konnte, und im Brut-
schrank bei 39°C, 5% CO, und 98% relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach einer Stunde
wurden aus jedem Kryorohrchen 800 pl Spermiensuspension aus dem oberen Drittel in ein
ebenfalls im Brutschrank vorgewidrmtes Zentrifugenrohrchen (Fa. Greiner, Frickenhausen)
tiberfithrt und bei 1000 Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute, rpm) fiir
10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgezogen und verworfen, das Spermienpellet
mit 1 ml Kapazitationsmedium resuspendiert und ein zweites Mal bei 1000 rpm fiir
10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum entfernt und das verbliebene Sper-
mienpellet mit 60 pl Befruchtungsmedium (siehe Anhang) resuspendiert. AnschlieBend wurde
die Spermiendichte in einer Zdhlkammer nach Thoma bestimmt und das fiir die Befruchtung
benotigte Volumen an Spermiensuspension berechnet. Pro Befruchtungstropfen (60 pl) sollten
ca. 100.000 Spermien eingesetzt werden.

3.2.6.2 Befruchtung

Die Koinkubation von gereiften COK und Spermien erfolgte in Befruchtungstropfen.Vorbe-
reitend hierzu wurden in eine Petrischale (Durchmesser 35 mm, Fa. Greiner, Frickenhausen)
vier Tropfen von jeweils 60 pl Befruchtungsmedium pipettiert und komplett mit Mineralol
(Fa. Sigma, Steinheim) tiberschichtet. Zusitzlich wurde eine viergeteilte Waschschale (Durch-
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messer 35 mm, Fa. Greiner, Frickenhausen) mit je 200 pl Befruchtungsmedium pro Vertie-
fung vorbereitet. Die Befruchtungstropfen und die Waschschale wurden fiir mindestens 4
Stunden im Brutschrank bei 39°C, 5% CO, und 98% Luftfeuchtigkeit dquilibriert.

Nach 24-stiindiger Reifungszeit wurden die COK aus der Maturationsschale entnommen,
unter Beibehaltung der Gruppen in der Waschschale gewaschen und in die Befruchtungs-
tropfen umgesetzt. AnschlieBend wurde das berechnete Volumen der Spermasuspension

zugegeben.

Die Koinkubation von COK und Spermien erfolgte im Brutschrank bei 39°C, 5% CO, und
98% Luftfeuchtigkeit fiir 18-22 Stunden. Die nun leere Maturationsschale wurde fiir diese
Zeit ebenfalls im Brutschrank aufbewahrt.

3.2.7 In-vitro-Kultivierung

Die Kultivierung der befruchteten Oozyten ldsst sich in zwei Schritte gliedern, eine 24-stiin-
dige Kokultivierung der Oozyten mit ihren Cumuluszellen im Maturationsmedium und eine
anschlieende Kultivierung der von ihren Cumuluszellen befreiten Oozyten im Kultivierungs-
medium SOF (synthetic oviduct fluid, siche Anhang).

Nach Ablauf der Fertilisationszeit wurden die befruchteten COK gruppenweise aus den
Befruchtungstropfen direkt zuriick in ihre Maturationsschalen gesetzt und fiir 24 Stunden im
Brutschrank bei 39°C, 5% CO,und 98% Luftfeuchtigkeit kultiviert.

Fiir die zweite Phase der Kultivierung wurden pro Versuchsansatz drei 4-Well-Multischalen
(Fa. Nunc, Wiesbaden) mit 400 pl sterilfiltriertem Kultivierungsmedium pro Well vorbereitet,
wobei zwei Schalen als Waschschalen und eine als Kultivierungsschale dienten. Das beno-
tigte Kultivierungsmedium wurde am Abend vor Gebrauch hergestellt und im Brutschrank
unter Stickstoffatmosphére bei 39°C, 5% CO,, 5% O, und 98% Luftfeuchtigkeit dquilibriert.
Mindestens zwei Stunden vor Gebrauch wurde das Kultivierungsmedium sterilfiltriert, in die
Schalen pipettiert und diese wiederum im Brutschrank gelagert. Nach der 24-stiindigen
Kokultivierungszeit wurden die COK gruppenweise aus der Maturations- in die erste Wasch-
schale tberfiihrt und mit Hilfe einer auf 75 pl eingestellten Eppendorf-Pipette von ihren
Cumuluszellen befreit. Die nun denudierten Oozyten wurden nochmals gewaschen, anschlie-
Bend in die Kultivierungsschale umgesetzt und im Brutschrank unter Stickstoffatmosphire bei
39°C, 5% CO,, 5% O, und 98% relativer Luftfeuchtigkeit bis zu ihrer Entnahme (siehe
Kapitel 3.3.2) kultiviert.
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3.3 Versuchsabschnitt 1 bis 4: Behandlung und Entnahme der Embryonen

sowie weitere Auswertungen

3.3.1 Zugabe des GSK3-Inhibitors

Als GSK3-Inhibitor wurde fiir Versuchsabschnitt drei und vier (2'Z, 3'E)-6-Bromoindirubin-3'-
oxime (BIO) (GSK3-Inhibitor IX, Fa. Merck, Darmstadt) verwendet. Die Embryonen eines
Ansatzes wurden jeweils in vier (Gruppe 0, 50, 100 und 500) bzw. drei (Gruppe 0, 100 und
500) Gruppen eingeteilt und der der jeweiligen Gruppenbezeichnung entsprechenden Konzen-
tration des Inhibitors ausgesetzt (Abb. 6). Vorbereitend hierfiir wurde der pulverférmige
Inhibitor in Dimethylsulfoxid (DMSO, Fa. Serva, Heidelberg) gelost und derart weiter ver-
diinnt, dass bei Zugabe von 0,2% verdiinnter Inhibitorlosung die gewiinschten
Endkonzentrationen von 50 nmol/I, 100 nmol/l bzw. 500 nmol/l im Kulturmedium erreicht
wurden. Gruppe 0 diente als Kontrollgruppe, ihr wurde lediglich 0,2% DMSO zugesetzt, so
dass der Anteil von DMSO am Kulturmedium in allen Gruppen vergleichbar war. Die drei
unterschiedlich konzentrierten Gebrauchslosungen des Inhibitors sowie das DMSO fiir die
Kontrollgruppe wurden in Portionen zu je 10 pl in 0,5 ml Safe-Lock-Tubes (Fa. Eppendorf,
Hamburg) eingefroren und jeweils kurz vor Gebrauch aufgetaut. Thre Zugabe erfolgte fiir die
4-Zeller 25 Stunden, fiir die restlichen Entwicklungsstadien 30 Stunden vor deren erster Ent-
nahme (Entnahmezeitpunkte siehe Kapitel 3.3.2), im Falle der 4- und frithen 8-Zeller also 20
hpi (hours post inseminationem), im Falle der spéten 8-Zeller 32 hpi und im Falle der 16-
Zeller 40 hpi (Abb. 7). Da sich die Embryonen zu diesem Zeitpunkt noch in der Phase der
Kokultivierung und somit in TCM 199 befanden, wurde kurz vor deren Umsetzen in das Kul-
turmedium den hierfiir vorbereiteten SOF-Wasch- und Kulturschalen ebenfalls Inhibitor bzw.

DMSO in den entsprechenden Konzentrationen zugesetzt.

3.3.2 Entnahmezeitpunkt der einzelnen Entwicklungsstadien

Fiir Versuchsabschnitt 1 bis 4 wurden jeweils 4-Zeller, frithe 8-Zeller, spite 8-Zeller und 16-
Zeller entnommen. In Versuchsabschnitt 1 und 2 wurde der Entnahmezeitpunkt der einzelnen
Embryonalstadien an deren Entwicklungsgeschwindigkeit, die zu diesem Zweck regelméBig
kontrolliert wurde, angepasst. So variierte der Erstentnahmezeitpunkt bei den 4-Zellern von
42,5 bis 46 hpi, bei den frithen 8-Zellern von 47 bis 51,5 hpi, bei den spiten 8-Zellern von 57
bis 64 hpi und bei den 16-Zellern von 58 bis 70 hpi. Pro Versuchsansatz wurden bis zu drei
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mal im Abstand von drei bis vier Stunden Embryonen gewonnen. Die entnommen 4-, frithen
8- und 16-Zeller waren maximal vier Stunden, die spédten 8-Zeller zehn bis fiinfzehn Stunden
alt.

Im dritten Versuchsabschnitt erfolgte nur eine Entnahme von Embryonen pro Versuchsgruppe.
Hierbei wurde der Entnahmezeitpunkt fiir die 4-Zeller auf 45 hpi, fiir die frithen 8-Zeller auf
50 hpi, fiir die spaten 8-Zeller auf 62 hpi sowie fiir die 16-Zeller auf 70 hpi festgelegt (Abb.
7). Bei der Entnahme waren die frithen 8-Zeller maximal sechs Stunden, die spiten 8-Zeller
zwOlf bis achtzehn Stunden alt. Das Alter der 4- und 16-Zeller ist unbekannt.

Im vierten Versuchsabschnitt wurden pro Versuchsgruppe zwei mal Embryonen im Abstand
von vier Stunden entnommen, wobei die Erstentnahmezeitpunkte und somit das maximale
Alter der einzelnen Entwicklungsstadien denen aus Versuchsabschnitt 3 entsprachen. Bei der
zweiten Entnahme waren alle entnommenen Entwicklungsstadien jeweils maximal vier
Stunden alt und die Einwirkzeit des Inhibitors dementsprechend jeweils um vier Stunden ver-
langert (Abb. 7).

Der Entwicklungsstand der entnommenen Embryonen aus Versuchsabschnitt 2 und 4 wurde
bei der anschlieBenden Untersuchung unter dem Laserscanningmikroskop (LSM) nochmals
tiberpriift. Unter Beriicksichtigung von Zwischenstadien erfolgte eine erweiterte Einteilung
dieser Embryonen in die Gruppen 4-Zeller, 6-Zeller, frithe 8-Zeller, spite 8-Zeller, 10/12/14-
Zeller und 16/18-Zeller (sieche auch Abb. 6 sowie Kapitel 4.2).

Abb. 7 zeigt eine Ubersicht iiber die Zeitpunkte von Inhibitorzugabe und Embryonenent-
nahme bei den unterschiedlichen Entwicklungsstadien in Versuchsabschnitt 3 und 4.

. 1. Ent- 2. Ent-
Inhibitor nahme nahme
16-Zeller 16-Zeller 16-Zeller
Inhibitor 1. Ent- 2. Ent-
s8-Zeller nahme nahme
s8-Zeller s8-Zeller
Inhibitor I Ent- 2. Ent-
4-Zeller nahme nahme
‘ 4-Zeller 4-Zeller
Matu- Befruch- Kokultur Kultur
ration  tung TCM SOF
i i i I e e 1 i i i |
-24 0 20 32 40 44 45 49 62 66 70 74 hpl

Abb. 7: Inhibitorzugabe und Embryonenentnahme in Versuchsabschnitt 3 und 4
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3.3.3 Elektrophorese und Westernblot

Fir Versuchsabschnitt 1 und 3 wurden die entnommenen Embryonen in Polyvinyl-Alkohol
(Fa. Sigma, Steinheim) sowie zweimal in proteinfreier PBS (Phosphate Buffered Saline/phos-
phatgepufferte Salzlosung, Fa. Sigma, Steinheim, siche Anhang) gewaschen, um alle
Proteinreste zu entfernen. AnschlieBend wurden je 25 Embryonen gepoolt und in 3-8 pl prote-
infreier PBS in 0,5 ml Safe-Lock-Tubes (Fa. Eppendorf, Hamburg) in fliissigem Stickstoff

eingefroren.

Die Untersuchung mittels Westernblot auf GBC, N-PBC und C-PBC wurde am Leibniz-In-
stitut fiir Nutztierbiologie in Dummerstorf durchgefiihrt. Der Transport erfolgte auf
Trockeneis (Fa. Cleanas, Willingen).

Zur Durchfiithrung der Gelelektrophorese nach LAEMMLI (1970; SDS-PAGE) wurden die
Proben in SDS Loading-Puffer (Blue Loading Buffer Pack, Fa. Cell Signaling Technology®,
USA) geméal Herstellerangaben lysiert, zur Denaturierung fiir 2 Minuten bei 95° C gekocht,
anschlieend zentrifugiert und auf das Elektrophoresegel aufgetragen. Zur Abschétzung des
Molekulargewichts der unterschiedlichen Proteine wurde ein Marker (ColorPlus Prestained
Protein Ladder, Broad Range (10-230 kDa), New England BioLabs) aufgetragen. Als Sam-
melgel diente ein 5%iges, als Trenngel ein 10%iges Acrylamid/Bisacrylamid-Gel (30:0,8).
Die Herstellungsvorschriften fiir Sammelgel, Trenngel und Elektrophorese-Laufpuffer finden
sich im Anhang. Die Elektrophorese wurde fiir den Vorlauf mit 20 mA gestartet und nach
Erreichen des Trenngels bei 30 mA weitergefiihrt. Die Elektrophoresedauer betrug ca. 80
Minuten.

Nach der Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine gemifl der Methode nach
TOWBIN et al. (1979) auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (0,45 um
Porengrofe) iibertragen. Der Transfer erfolgte mittels Sandwich-Blot (Elektroblotter Fa.
Thermo Scientific; Schichtung von 3 Lagen Blotpapier, Elektrophoresegel, PVDF-Membran,
3 Lagen Blotpapier) bei 1 mA pro cm?> Membranfliche fiir eine Stunde unter Verwendung des
Transferpuffers nach Towbin (sieche Anhang). Das anschlieBende Blocken der Membran
sowie die Inkubation mit den verschiedenen Antikérpern erfolgte unter dem Einsatz des
SNAP i.d.-Systems der Firma Millipore. Die genaue Vorgehensweise wurde den Herstelleran-
gaben entnommen, eine Ubersicht findet sich im Anhang. Zum Blocken wurde 0,5% fettfreie
Trockenmilch (Firma Roth, Karlsruhe) verwendet.

Folgende Antikorper (AK) kamen als Erstantikorper zum Einsatz:
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Produktbezeichnung Zielprotein und Bindungsstellen
AK1 |B-Catenin Antibody 9562 (Fa. Cell Signaling GBC;
Technology®, USA) Bindung in der Region um Ser37

AK2 | Phospho-f-Catenin  (Ser33/37/Thr41) Antibody | N-PBC;

9561 (Fa. Cell Signaling Technology®, USA) Bindung in der Region um Ser33
bis Thr41

AK3 | B-Catenin Antibody (Amino-terminal Antigen) GBC;

9581 (Fa. Cell Signaling Technology®, USA) Bindung in der Region um Asp56
AK4 | Phospho-B-Catenin (Ser552) Antibody 9566 (Fa.|C-PBC;

Cell Signaling Technology®, USA) Bindung in der Region um Ser552

Als Ladungskontrolle wurde ein monoklonaler Anti-a-Tubulin Antikérper (monoclonal Anti-
a-Tubulin antibody, Fa. Sigma, Steinheim) verwendet. Als zweiter Antikorper fiir alle Zielpro-
teine diente ein Horseradish Peroxidase (HRP)-konjugiertes Ziegen-anti-Kaninchen
Immunglobulin G (Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody 7074, Fa. Cell Signaling Techno-
logy®, USA). Fiir die jeweiligen Waschgénge vor und nach dem Blocken sowie nach der
Inkubation mit dem ersten und zweiten Antikorper wurde Tris Buffered Saline-Tween (TBS-
T) als Waschpuffer verwendet (siche Anhang).

Mit Hilfe eines ECL (enhanced chemiluminescence)-Detektionsreagenzes wurden die Prote-
inbanden anschlieBend auf Rontgenfilmen (Amersham Hyperfilm ECL, Fa. GE Healthcare)
exponiert und entwickelt (Entwickler und Fixierer Fa. Kodak). Herstellung und Anwendung
des ECL-Detektionsreagenzes sind ebenfalls im Anhang beschrieben. Die Digitalisierung der
Filme erfolgte mit dem Camilla Camera System (Fa. Raytest, Straubenhardt). Die optische
Dichte der Banden wurde mit Hilfe der Aida 1D Software der Firma Raytest evaluiert.

Zur Aufarbeitung der verschiedenen spezifischen Antikorper wurden die Membranen jeweils
nach dem Entwickeln mit einem Stripping Buffer (Restore™ Plus Western Blot Stripping
Buffer, Fa. Thermo Scientific) nach Herstellervorschrift fiir 6-8 Minuten gestrippt, bevor sie
erneut geblockt und mit den neuen Antikdrpern inkubiert wurden.

3.3.4 Immunbhistochemische Firbung und Auswertung mittels konfokaler
Laserscanningmikroskopie

Fir die in Versuchsabschnitt 2 und 4 durchgefiihrten immunhistochemischen Farbungen
wurden die entnommenen Embryonen in proteinfreier PBS gewaschen, in 3%igem Para-
formaldehyd mit Zusatz von 2% Saccharose bei 4°C fixiert, nach zweimaligem Waschen in
proteinfreier PBS fiir 5 Minuten bei 0°C permeabilisiert und nach zweimaligem Waschen im
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Waschpuffer mPBS (modifizierte phosphatgepufferte Salzlosung) fiir 2 Stunden bei Raum-
temperatur mit 1:50 mit destilliertem Wasser (Fa. Sigma, Steinheim) verdiinnter Roti®-
ImmunoBlock Blockierungsreagenz (Fa. Roth, Karlsruhe) geblockt. Die Herstellungsvor-
schriften des Paraformaldehyds, des Permeabilisierungspuffers, des Waschpuffers mPBS
sowie der verdiinnten Roti®-ImmunoBlock Blockierungsreagenz finden sich im Anhang. Die
Inkubation mit dem Erstantikorper erfolgte tiber Nacht bei 4°C. Zum Einsatz kamen hierbei
AK1, AK2 oder AK4 (siehe Kapitel 3.3.3). Nach viermaligem Waschen in mPBS erfolgte eine
funfstiindige Inkubation mit Alexa Fluor® 546 markiertem Ziegen anti-Kaninchen-IgG-Frag-
ment (Alexa Fluor® 546 F(ab'), fragment of goat anti-rabbit IgG (H+L), Fa. Molecular
Probes, USA) als Zweitantikorper im Dunkeln bei Raumtemperatur. Ein Teil der Embryonen
wurde jeweils nur mit dem Zweitantikorper inkubiert und diente als Kontrolle fiir dessen Spe-
zifitdt. Alle Antikorper wurden vor ihrer Verwendung 1:100 mit ,,Roti 1:100 (= 1:100 mit
destilliertem Wasser verdiinnte Roti®-ImmunoBlock Blockierungsreagenz, sieche Anhang)
verdiinnt. Nach viermaligem Waschen in mPBS erfolgte die Kerngegenfiarbung mit 1:300 mit
»Roti 1:100* verdiinntem SYBR® Green I nucleic acid gel stain (Fa. Molecular Probes, USA)
tiber zwei Stunden lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur. Nach nochmaligem viermaligem
Waschen in mPBS und anschlieBender Fixierung in 2%igem Paraformaldehyd tiber Nacht bei
4°C wurden die Embryonen einzeln in Glyceringelantine eingedeckt.

Die Auswertung erfolgte mittels eines konfokalen Laserscankopfes (LSM 5 Pascal, Fa. Zeiss,
Jena) am inversen Mikroskop (Axiovert 200M, Fa. Zeiss, Jena). Zur Fluoreszenzanregung
wurden zwei verschiedene Laser verwendet: ein Argon-Laser bei 488 nm (30 mW) und ein
HeNe-Laser bei 543 nm (1mW). Die Bildstapel (3D-Stacks, Az=2 pm) wurden mit Hilfe eines
Objektives 40x (Ol) und der Software Zen 2007 spl (Fa. Zeiss, Jena) aufgenommen. Die
Scanauflosung betrug 1024x1024 Pixel. Die 3D-Verteilungsanalyse und Intensitdtsmessung
erfolgte teilautomatisiert mit Hilfe der Software AnalySIS 3.2 (Fa. Soft-Imaging-Systems
(SIS), Miinster) mit einem selbst angepassten Software Plug-In (Macro) (POEHLAND et al.
2008).

3.4 Versuchsabschnitt 5: Live Cell Imaging und FRAP-Analysen von YFP-
Catenin

Um das Translokationsverhalten von B-Catenin innerhalb des Embryos analysieren zu
kénnen, wurde im 5. Versuchsabschnitt eine Uberexpression von YFP-markiertem B-Catenin
durch Injektion eines entsprechenden Plasmids erzeugt. Die YFP-Lokalisation wurde wahrend
der Entwicklung vom 4- zum 16-Zellembryo mittels Live Cell Imaging beobachtet. FRAP-
Analysen dienten zum Nachweis des zeitlichen Verlaufs der Translokationsprozesse.
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3.4.1 Transformation und Priparation der Plasmid-DNA

Das fiir diesen Versuchsabschnitt verwendete YFP-Catenin-Plasmid wurde uns von Prof.
Dieter Weiss und Dr. Benjamin Bader (Biowissenschaften, Universitdt Rostock) zur Verfii-
gung gestellt. Zum Zweck der Plasmid-Vermehrung wurde die Plasmid-DNA zunéchst in fiir
eine Aufnahme kompetente E.coli-Zellen transformiert. Anschlie3end erfolgte die Priaparation
der Plasmid-DNA basierend auf einer von BIRNBOIM und DOLY (1979) publizierten Priapa-
rationstechnik.

Zum Zweck der Transformation wurde das Plasmid zu einer bei Raumtemperatur aufgetauten
und anschlielend auf Eis gestellten E.coli-Zellsuspension gegeben (max. 20 ug auf 200 pl)
und kurz gemischt. Es folgte eine 30-miniitige Inkubation auf Eis sowie eine 90-miniitige
Inkubation bei 42°C. AnschlieBend wurde die Zellsuspension wieder auf Eis gestellt, mit
400 pl lysogeny broth (LB)-Medium (Fa. Sigma, Steinheim) versehen und fiir ca. 25 Minuten
bei 37°C ohne Schiitteln inkubiert. Nach einer Zentrifugation der Zellen bei 7000 rpm in der
Eppendorfzentrifuge wurden 500 pul Medium abgenommen. Die Zellen wurden im restlichen
Medium resuspendiert und auf einer LB/Ampicillin-Platte ausplattiert. Die Platte wurde tiber
Nacht bei 37°C inkubiert.

Die anschlieBende Préiparation der Plasmid-DNA erfolgte unter Verwendung eines Plasmid-
Kits der Firma Qiagen. Einzelne Bakterienkolonien wurden gepickt und in 5 ml LB-Medium,
das mit 50 pg/ml Ampicillin versetzt war, tiber Nacht bei 37°C im Kulturr6hrchen geschiittelt.
Anschliefend wurden 1,5 ml dieser Suspension in ein Eppendorfgefdll iiberfithrt und
20 Sekunden in der Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und
das Bakterienpellet in 100 pl Qiagen P1 Puffer (50 mM Tris-HCL, pH 8,0, 10mM EDTA,
100 pg/ml RNase A) resuspendiert. Nach Zugabe von 200 ul Qiagen P2 Puffer (200 nM
NaOH, 1% SDS) wurde invertiert und 5 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden
150 pl Qiagen P3 Puffer (3 M KOAc, pH 5,5) zugegeben, durch Invertieren gemischt und
5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation in der Eppendorfzentrifuge (14000 rpm,
10 Minuten) wurde der Uberstand auf eine mit 1 ml Qiagen QBT Puffer (750 nM NaCl,
50 nM MOPS, pH 7,0, 15% Ethanol) gewaschene Qiagen tip20-Sdule verbracht. Nach vier-
maligem Waschen mit 1 ml Qiagen QC Puffer (1 M NaCl, 50 mM MOPS, pH 7,0, 15%
Ethanol) wurde die auf der Sdule gebundene DNA mit 0,8 ml Qiagen QF Puffer (1,25 M
NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 8,5, 15% Ethanol) eluiert. Die DNA wurde nach Zugabe von 560
ul Isopropanol (0,7 Volumen) durch 30-miniitige Zentrifugation bei 14000 rpm in der Eppen-
dorfzentrifuge ausgefillt und zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen. Die nunmehr
hochreine DNA wurde in 20 pl Wasser oder Tris-EDTA-Puffer gelost und konnte nun in die
Embryonen injiziert werden.
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3.4.2 Mikroinjektion

Die Mikroinjektion wurde mit Hilfe eines Mikromanipulators (Nikon Diaphot 200 als Mikro-
skop, Eppendorf TransferMan NK2 als Mikromanipulator) durchgefiihrt.

Die Plasmid-Injektion erfolgte im 4-Zellstadium in zwei der vier Blastomeren des Embryos.
In die beiden anderen Blastomeren wurde Puffer (PBS) injiziert, sie dienten als Kontrolle.
Der Embryo wurde mittels einer Haltepipette fixiert. Fiir die Plasmid-Injektion wurde aus
einem kleinen Trépfchen Plasmid-DNA unter Ol mit der Injektionspipette ca. 5 pl Volumen
aufgenommen. Die Pipette wurde in das Zytoplasma eingefiihrt. AnschlieBend wurde der
Druck in der Pipette um so viel und so lange erhoht, bis im Phasenkontrast eine Einstrémung
sichtbar war. Die Injektion der beiden anderen Blastomeren mit PBS wurde analog durchge-
fithrt. Im Anschluss an die Injektion erfolgte eine ca. eineinhalbtégige Kultur der Embryonen.

3.4.3 Konfokale Bildaufnahme und FRAP-Analysen

Nach der Kultur der Embryonen wurde zunéchst mittels konfokaler Bildaufnahme erfasst, ob
bzw. wie viele Blastomeren ein YFP-Signal aufwiesen und wie hoch die Fluoreszenzintensitét
war. Diese Analyse erfolgte mit Hilfe eines konfokalen Laserscankopfes (LSM 5 Pascal, Fa.
Zeiss, Jena) am inversen Mikroskop (Axiovert 200M, Fa. Zeiss, Jena). Fiir die Anregung von
YFP wurde ein Argon-Laser, der auf eine Wellenlédnge von 514 nm und auf 10% seiner maxi-
malen Leistung von 30 mW eingestellt war, verwendet. Der Detektionsbereich der
Fluoreszenz von YFP betrug 530-580 nm.

Nach dieser ersten Bildaufnahme, also dem Erfassen der Ausgangssituation, erfolgte im
Rahmen der FRAP-Analysen das Bleichen jeweils einer von zwei festgelegten ROIs (regions
of interest) im Embryo: RIO 1 war auf einen rechteckigen Bereich iiber dem Zellkern
beschrdnkt und diente der spezifischen Messung der auf Translokation beruhenden Fluores-
zenzwiederherstellung (Recovery), ROI 2 erstreckte sich {iber das gesamte Gesichtsfeld bzw.
iiber den gesamten Embryo und diente als Kontrolle der Recovery ohne Translokationsmog-
lichkeit. Das Bleichen der ROIs erfolgte unter Verwendung des oben beschriebenen Argon-
Lasers tiber 3 Minuten (2 Zyklen pro Sekunde) bei 100% Laserleistung (30 mW). Unmit-
telbar im Anschluss an das Bleichen erfolgte eine erneute Bildaufnahme, gefolgt von
Zeitreihenaufnahmen im Takt von einer (ROI 1) bzw. 30 (ROI 2) Minuten bis zur vollstdn-
digen Recovery. Hierbei wurden die Parameter wie fiir die Ausgangssituation (s.0.) gesetzt. In
diesem Versuch wurde eine Reduzierung der Fluoreszenzintensitidt auf 15% der Ausgangssi-
tuation als erfolgreiches Bleichen und das Erreichen von 85% des Ausgangswertes als
erfolgreiche Recovery gewertet. Die Auswertung der Bildstapel erfolgte mit Image J 1.3 und
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dem Plug-In Time Series Analyzer 2.0. Im Unterschied zu den unter Kapitel 3.3.4 durchge-
fiihrten LSM-Messungen wurden hier keine 3D-Stapel aufgenommen, die Schirfenebene

wurde konstant belassen.

Wihrend der relativ kurzen Zeit der Messungen befanden sich die Embryonen in einem auf
dem Laserscanningmikroskop angebrachten Mikroskopinkubator XLL3-LSM (Fa. Zeiss, Jena).
Die Temperatur im Inkubator und in der Kammer auf dem Mikroskoptisch betrug 37°C. Der
CO,-Gehalt war in der Kammer auf dem Mikroskoptisch auf 5% reduziert, die Luft wurde

durch Befeuchtung des zugefiihrten Gasgemisches passiv befeuchtet.

3.5 Statistische Auswertung

Die Berechnung von Mittelwerten und Standardabweichungen zur Erstellung von Dia-
grammen wurde in Excel durchgefiihrt. Alle weiteren statistischen Auswertungen erfolgten
am Leibniz-Institut fiir Nutztierbiologie in Dummerstorf mit Hilfe der Statistik-Software SAS
(Version 9.2). Zum Vergleich der Fluoreszenzen in den einzelnen Zellkompartimenten wurde
bei Vorliegen der entsprechenden Voraussetzungen (Varianzhomogenitdt und Normalvertei-
lung) ein einseitiger t-Test, ansonsten der Mann-Whitney-Rangsummentest durchgefiihrt. Der
Einfluss von Inhibitorkonzentration und Entwicklungsstadium wurden mittels einseitiger
Varianzanalysen (ANOVA) bzw. alternativ mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests {iberpriift. Bei
Vorliegen von Signifikanzen wurde ein paarweiser Mehrfachvergleich mit Hilfe des Student

Newman Keuls Tests bzw. des Dunn's Tests durchgefiihrt.

In dieser Studie wurden ermittelte Unterschiede zwischen Versuchsgruppen bei einem P-Wert
< 0,05 als statistisch signifikant betrachtet und in den zugehérigen Diagrammen mittels ver-
schiedener Buchstaben gekennzeichnet.

42



ERGEBNISSE

4 Ergebnisse

4.1 In-vitro-Produktion der Embryonen

Zur Produktion der fiir die Versuche benétigten IVP-Embryonen wurden insgesamt 26318
Cumulus-Oozyten-Komplexe verwendet.

Um die Funktionalitit unseres IVP-Systems zu iiberpriifen, wurde pro Versuchsansatz 44
Stunden nach der Befruchtung der Eizellen deren Teilungsrate ermittelt. Hierzu wurde die
Anzahl aller Embryonen, die zu diesem Zeitpunkt mindestens zwei Blastomeren aufwiesen,
ins Verhéltnis zur Gesamtanzahl der eingesetzten Eizellen gesetzt. Die durchschnittliche Tei-
lungsrate betrug 69,43 %.

Da aufgrund des Versuchsautbaus der GroB3teil der Embryonen schon vor Erreichen des Blas-
tozystenstadiums entnommen wurde, konnte keine aussagefdhige Blastozystenrate ermittelt

werden.

4.2 Entnahme der Embryonen und Einteilung der Entwicklungsstadien

Bei der Entnahme der Embryonen aus dem Kulturmedium wurden nur die klassischen Ent-
wicklungsstadien 4-Zeller, 8-Zeller und 16-Zeller beriicksichtigt. Die Einteilung in die
entsprechenden Entwicklungsgruppen erfolgte primér nach Kulturdauer und sekundir nach
der erkennbaren Anzahl an Blastomeren. Die 8-Zeller wurden zusétzlich entsprechend ihrer
Kulturdauer in frithe und spite 8-Zeller unterteilt, eine morphologische Unterscheidung dieser
beiden Gruppen war unter dem Stereomikroskop nicht moglich. Fiir Versuchsabschnitt 1 bis 4
wurden insgesamt 816 4-Zeller, 1290 frithe 8-Zeller, 1391 spite 8-Zeller und 1004 16-Zeller

entnommen.

Unter dem LSM kann mit Hilfe der Kernfiarbung die genaue Anzahl der Blastomeren zuver-
lassiger bestimmt werden als unter dem Stereomikroskop. Zudem ist es moglich festzustellen,
ob der Embryo bereits kompaktiert ist. Aus diesen Griinden wurden die fiir Versuchsabschnitt
2 und 4 entnommenen Embryonen nochmals unter dem LSM auf ihren Entwicklungsstand hin
tiberpriift und gegebenenfalls neu eingeteilt. Hierbei wurden anhand der Blastomerenzahl
neben den klassischen Entwicklungsstadien auch Zwischenstadien (6-, 10-, 12-, 14- und 18-
Zellembryonen) beriicksichtigt. Die Unterscheidung von frithen und spéten 8-Zellern wurde
anhand der Kompaktierung durchgefiihrt, wobei unkompaktierte Embryonen als frithe und
kompaktierte Embryonen als spéte 8-Zeller eingestuft wurden.
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Als Basis fiir die weiteren Auswertungen wurde die unter dem LSM durchgefiihrte Zuordnung
der Embryonen verwendet. Aufgrund geringer Embryonenzahlen wurden die als 10-, 12- und
14-Zeller identifizierten Embryonen einerseits sowie die 16- und 18-Zeller andererseits zu

jeweils einer Gruppe zusammengefasst.

Der Entwicklungsstand der fiir den Westernblot (Versuchsabschnitt 1 und 3) entnommenen
Embryonen konnte aufgrund des Versuchsablaufs nicht zusétzlich unter dem LSM {iberpriift
werden, so dass hier die unter dem Stereomikroskop durchgefiihrte Einteilung beibehalten

wurde.

4.3 Phosphorylierungsstatus von p-Catenin in Abhingigkeit vom
Entwicklungsstadium

4.3.1 Proteinlevels im Westernblot

In diesem Versuchsabschnitt wurde untersucht, ob und gegebenenfalls wann es im Verlauf der
frithen praimplantatorischen Embryonalentwicklung zu Verdnderungen im Proteinlevel von
GBC und insbesondere von N-PBC kommt. Hierfiir wurden in allen betrachteten Entwick-
lungsstadien mittels Westernblot die Levels von N-PBC und GBC untersucht. Zur Darstellung
von GBC wurde AK1, zur Darstellung von N-PBC AK2 eingesetzt. Beide Antikoérper binden
innerhalb derselben Region am N-terminalen Ende von B-Catenin (siche Kapitel 3.3.3).

AK1 lieferte im Molekularbereich von intaktem B-Catenin (Bereich um 90 kDa) zwei Banden
unmittelbar {ibereinander, wobei die obere etwas stirker ausgepragt war als die untere. Mogli-
cherweise handelt es sich hierbei um zwei Varianten von B-Catenin (GBC1 und GBC2). Eine

genauere Abkldrung erfolgte in Versuchsabschnitt 3 durch den Einsatz weiterer Antikorper
(siehe Kapitel 4.6.1).

AK2 lieferte im entsprechenden Molekularbereich bei genauer Betrachtung ebenfalls zwei
Banden, wobei die obere (N-PBC1) im Vergleich zu GBC1 nur schwach ausgeprédgt und die
untere (N-PBC2) nahezu nicht sichtbar bzw. messbar war und aus diesem Grund auch nicht
weiter beachtet werden konnte. Dariiber hinaus liefl sich noch eine zusétzliche, wesentlich
deutlicher ausgepridgte Bande im niedrigeren Molekularbereich ausmachen, deren Herkunft
unbekannt ist. Dieses noch nicht identifizierte Protein wird im Folgenden als NIP (nicht iden-
tifiziertes Protein) bezeichnet. In Abb. 8 sind die durch AKI und AK2 angezeigten
Proteinbanden dargestellt.
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AK1: GBC1 « 90 kDa
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" - % - Abb. 8: Westernblot: Bandenmuster von
NIP AK1 und AK2

-

- - Die mittlere, unbeschriftete Bande bei AK2

2 i8 s8 16 trat nur sporadisch auf und wird im Weiteren
nicht beachtet.

Die Abundanzen von GBC1, GBC2, deren Summe (GBC) sowie die Abundanz von N-PBC1
zeigten im Verlauf der Entwicklung vom 4- bis zum 16-Zellstadium keine signifikante Unter-
schiede (Abb. 9 und 10). Die entsprechenden Proteinlevels wiesen demnach eine konstant
bleibende Hohe auf.

Im Fall von NIP traten ebenfalls keine signifikante Unterschiede zwischen den Entwicklungs-
stadien auf. Allerdings lieB sich tendenziell eine Abnahme der Abundanz im
Entwicklungsverlauf erkennen (Abb. 11).
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Entwicklungsstadium keine statistisch signifikanten
Unterschiede
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4.3.2 Mittlere Fluoreszenzintensitit im LSM

Als Vergleich zum Westernblot wurde im zweiten Versuchsabschnitt unter anderem die mitt-
lere Fluoreszenzintensitit der durch AKI und AK2 angezeigten Proteine
unterschiedlichen Entwicklungsstadien bestimmt und deren Verlauf wihrend der Entwicklung
vom 4- zum 16/18-Zellstadium betrachtet. Dabei konnten allerdings im Gegensatz zum Wes-
ternblot die durch jeweils denselben AK angezeigten Proteine nicht getrennt dargestellt
werden. Deshalb entsprechen die gemessenen Fluoreszenzintensitdtswerte im Fall von AK1
der Summe aus GBC1 und GBC2, die im Folgenden als GBC bezeichnet wird, und im Fall
von AK2 der Summe aus N-PBCI1, N-PBC2 und NIP, die im Folgenden als SHEP (Summe

Abb. 10: Westernblot: Abundanz
von N-PBC1 in Bezug auf Tubulin
in Abhéingigkeit vom
Entwicklungsstadium

keine statistisch signifikanten
Unterschiede

Abb. 11: Westernblot: Abundanz
von NIP in Bezug auf Tubulin in
Abhéngigkeit vom
Entwicklungsstadium

tendenzielle Abnahme im
Entwicklungsverlauf, statistisch nicht
signifikant

homologer Epitope aufweisender Phosphoproteine) bezeichnet wird.
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Die in diesem Versuchsabschnitt erzielten Ergebnisse stehen im Einklang mit den Ergeb-
nissen des Westernblots: Weder fiir GBC noch fir SHEP ergaben sich signifikante
Unterschiede zwischen den betrachteten Entwicklungsstadien, vielmehr hielten sich die mitt-
leren Intensitdtswerte im Verlauf der Entwicklung der Embryonen konstant (Abb. 12 und 13).
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4.4 Verteilungsmuster von B-Catenin in Abhiéingigkeit vom
Entwicklungsstadium

In der folgenden Auswertung sollte die Verteilung von GBC und SHEP auf die einzelnen Zell -
kompartimente Zellmembran, Zytoplasma und Zellkern im Verlauf der Entwicklung vom 4-
zum 16/18-Zeller dargestellt werden. Hierzu wurden zunéchst die Fluoreszenzintensititswerte
fiir jedes Entwicklungsstadium und jedes Zellkompartiment separat bestimmt und anschlie-
Bend miteinander verglichen. Zusitzlich erfolgte eine Betrachtung des Verteilungsmusters
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von GBC und SHEP innerhalb der einzelnen Zellkompartimente. Hierbei wurde zwischen
einem zentralen, diffusen und zonalen Verteilungsmuster unterschieden. Dariiber hinaus fiih-

rende Verteilungsmuster wurden gesondert betrachtet.

GBC

In der Laserscanningmikroskopie wies das durch AK1 detektierte GBC in allen untersuchten
Entwicklungsstadien in der Zellmembran mit Abstand die hochste Fluoreszenzintensitét auf.
Im Zytoplasma zeigte sich ein wesentlich schwécheres Signal, im Zellkern war es optisch
nahezu nicht zu erkennen (Abb. 14).

Abb. 14: LSM: Fluoreszenzverteilung von GBC im Entwicklungsverlauf

a:4-Zeller  b: 6-Zeller  c: frither 8-Zeller  d: spdter 8-Zeller  e: 10-Zeller  f: 16-Zeller
oben: Kernfirbung zur besseren Beurteilung des Zellkerns ausgeblendet
unten: Kernfarbung (griin) zur besseren Orientierung eingeblendet
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Diese Intensitdtsunterschiede zwischen den drei Zellkompartimenten erwiesen sich in jedem
Entwicklungsstadium als statistisch signifikant (Abb. 15, Gro3buchstaben).

Bei der Betrachtung der Fluoreszenzintensitit von GBC im Verlauf der Entwicklung vom 4-
bis zum 16/18-Zellstadium lieBen sich in der Zellmembran im 6-, frithen 8- und spéten 8-Zell-
stadium signifikant niedrigere Intensititswerte als im 4- und 10/12/14-Zellstadium
nachweisen. Demnach kam es hier zu einem Absinken und neuerlichen Anstieg des GBC-Ge-
halts. Umgekehrte Verhéltnisse herrschten im Zytoplasma vor. Hier kam es im 6-Zellstadium
zu einem signifikanten Anstieg der Fluoreszenzintensitét, der bis zum frithen 8-Zellstadium
anhielt, bevor die Werte ab dem spéten 8-Zellstadium wieder sanken. Allerdings konnten
diese hier beobachteten Intensitdtsschwankungen innerhalb eines Zellkompartiments durch
die im Rahmen von Versuchsabschnitt 4 (siche Kapitel 4.7) durchgefiihrten Messungen nicht
bestitigt werden. Im Zellkern waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den Entwick-
lungsstadien zu erkennen (Abb. 15, Kleinbuchstaben).
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Abb. 15: LSM: Fluoreszenzintensitit von GBC in Abhiingigkeit von Zellkompartiment und
Entwicklungsstadium

Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb eines Entwicklungsstadiums: A:B, A:C, B:C (p<0,05)
Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb eines Zellkompartiments: a:b, a:c, b:c (p<0,05)
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Was die Verteilung innerhalb der einzelnen Zellkompartimente betrifft, zeigte GBC prinzipiell
in allen untersuchten Entwicklungsstadien in der Zellmembran stets ein zentrales, in Zyto-
plasma und Zellkern ein diffuses Verteilungsmuster. Allerdings trat im Zytoplasma abhingig
vom jeweiligen Entwicklungsstadium eine Besonderheit auf: Einige Embryonen wiesen eine
ringférmige Verdichtung der Fluoreszenz um den Zellkern herum auf (Abb. 14). Diese Fluo-
reszenzverdichtung wird im Folgenden als Corona bezeichnet. Der Anteil von Embryonen mit
Corona variierte je nach Entwicklungsstadium (Abb. 16). Wéhrend im 4-Zellstadium bei
keinem der untersuchten Embryonen eine Corona zu finden war, wies ein kleiner Anteil der
6-Zeller (1,9%) diese bereits auf. Im frithen 8-Zellstadium stieg dieser Anteil auf 36,0% und
im spédten 8-Zellstadium auf 75,6% an. Der Hohepunkt lag mit 97,4% in der Gruppe der 10-
bis 14-Zeller, bevor die Wahrscheinlichkeit einer Coronaausbildung im 16/18-Zellstadium
wieder auf 68,6% sank. Der Anstieg der Haufigkeit war zwischen dem frithen und spéiten 8-
Zellstadium signifikant. Das Absinken im 16/18-Zellstadium war statistisch nicht signifikant
und konnte auch durch die in Versuchsabschnitt 4 durchgefiihrten Versuche nicht bestitigt
werden (siche Abb. 35).
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© 80% — hG
o 70% —
S
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5 40% -
E  30%
Hy]
I 20%

10% a

O% = T T

4 6 f8 s8 101214 16/18
Entwicklungsstadium

Abb. 16: LSM: Hiufigkeit des Auftretens einer Corona im
perinukleiren Bereich des Zytoplasmas bei GBC in Abhéingigkeit
vom Entwicklungsstadium

Statistisch signifikante Unterschiede: a:b, a:c, b:c (p<0,05)

SHEP

Im Fall von SHEP konnte die fiir GBC typische Fluoreszenzanreicherung in der Zellmembran
nicht festgestellt werden, Zellmembran und Zytoplasma waren nicht voneinander abgrenzbar.
Durch die hier im Vergleich zu GBC gewihlte hohere Verstiarkung des Fluoreszenzsignals war
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es moglich, SHEP auch im Zellkern einiger Embryonen deutlich sichtbar nachzuweisen. Der
Anteil von Embryonen mit einem entsprechenden Signal im Zellkern sowie die Intensitit
dieses Signals stieg im Entwicklungsverlauf an (Abb. 17).

Abb. 17: LSM: Fluoreszenzverteilung von SHEP im Entwicklungsverlauf

a: 4-Zeller b: 6-Zeller c: frither 8-Zeller d: spiter 8-Zeller
e: 10-Zeller f: 12-Zeller g: 14-Zeller h: 16-Zeller

Die Intensitdtsmessungen ergaben, dass in jedem der untersuchten Entwicklungsstadien die
Fluoreszenzintensititswerte von SHEP in Zellmembran und Zytoplasma anndhernd gleich
hoch waren. Unterschiede ergaben sich allerdings im Vergleich zum Zellkern. Hier war die
Fluoreszenzintensitdt im 4- und 6-Zellstadium signifikant niedriger als in Zellmembran und
Zytoplasma, wéhrend ab dem spéten 8-Zellstadium signifikant hohere Werte nachweisbar
waren. Im frithen 8-Zellstadium lieBen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

drei Zellkompartimenten erkennen (Abb.18, Grof8buchstaben).

Im Verlauf der Entwicklung vom 4- bis zum 16/18-Zellstadium waren weder in der Zellmem-
bran noch im Zytoplasma signifikante Unterschiede bzgl. der Fluoreszenzintensitdt von SHEP
zu beobachten. Demgegeniiber war im Zellkern, wie bereits angedeutet, ein stetiger Anstieg
der Intensititswerte zu verzeichnen Dieser Anstieg war zwar zwischen zwei direkt aufein-
ander folgenden Entwicklungsstadien nicht signifikant, wohl aber zwischen dem 4- und
frithen 8-, dem 6- und spiten 8- sowie dem frithen 8- und 10/12/14-Zellstadium (Abb.18,
Kleinbuchstaben).
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Abb. 18: LSM: Fluoreszenzintensitit von SHEP in Abhiingigkeit von Zellkompartiment und
Entwicklungsstadium

Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb eines Entwicklungsstadiums: A:B (p<0,05)
Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb eines Zellkompartiments: a:b; a:c, a:d, b:c, b:d, c:d
(p<0,05)

Die Fluoreszenzverteilung von SHEP wies in Zellmembran und Zytoplasma in allen unter-
suchten Entwicklungsstadien ein diffuses Muster auf. Unterschiede ergaben sich fiir die
Fluoreszenzverteilung im Zellkern. Hier konnte man ein diffuses oder zonales Verteilungs-
muster finden, wobei die Héufigkeit von Letzterem mit zunehmendem Entwicklungsstadium
anstieg. Zonale Verteilungsmuster traten erstmals im 6-Zellstadium mit einer Wahrscheinlich-
keit von 5,4% auf. Diese Wahrscheinlichkeit stieg im frithen 8-Zellstadium auf 43,8% und im
spéten 8-Zellstadium auf 88,2% an. In der Gruppe der 10- bis 14-Zeller betrug sie 95,5%, im
16/18-Zellstadium wiesen schlieSlich 100% der untersuchten Embryonen ein zonales Vertei-
lungsmuster im Zellkern auf. Der Anstieg der Wahrscheinlichkeit fiir ein zonales
Verteilungsmuster war zwischen 6- und spitem 8- sowie zwischen frithem 8- und 10/12/14-
Zellstadium signifikant (Abb. 19). Wurden im Rahmen der zonalen Verteilungsanalyse mehr
als 5 und weniger als 25 zusammenhidngende Pixel mit einer Intensitdt von mehr als dem
finffachen des Medians im Zellkern detektiert, wurden diese als nuclear bodies eingestuft.
Analog zum zonalen Verteilungsmuster, jedoch im Vergleich zu diesem zeitlich etwas verzo-
gert, stieg die Haufigkeit ihres Vorliegens mit zunehmendem Entwicklungsstadium an.
Nuclear bodies waren erstmals im frithen 8-Zellstadium (6,3%) zu finden. Im spiten 8-Zell-
stadium wiesen bereits 64,7%, im 10- bis 14-Zellstadium 81,8% und im 16-Zellstadium
schlieBlich 100% aller untersuchten Embryonen nuclear bodies auf. Zwischen frithem und
spatem 8-Zellstadium war der Anstieg signifikant (Abb. 19).
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Abb. 19: LSM: Hiufigkeit des Auftretens von zonaler Verteilung im Zellkern
und von nuclear bodies bei SHEP in Abhiingigkeit vom Entwicklungsstadium

Statistisch signifikante Unterschiede bzgl. zonaler Verteilung: a:b, a:c, b:c (p<0,05)
Statistisch signifikante Unterschiede bzgl. nuclear bodies: A:B (p<0,05)

ERGEBNISSE

4.5 Einfluss des GSK3-Inhibitors auf die Entwicklungskompetenz der
Embryonen

Um zu tiberpriifen, ob der in Versuchsabschnitt 3 und 4 eingesetzte GSK3-Inhibitor BIO in

den verwendeten Konzentrationen zytotoxische Wirkung hat, wurde innerhalb eines jeden

Entwicklungsstadiums fiir jede Inhibitorkonzentrationsgruppe die sogenannte Entwicklungs-

rate bestimmt und vergleichend betrachtet. Hierzu wurde die Anzahl der Embryonen, die sich

nach 25- (4-Zeller) bzw. 30-stiindiger (restliche Entwicklungsstadien) Inhibitoreinwirkzeit

zum gewiinschten Stadium entwickelt hatten, ermittelt und in Bezug zur Gesamtanzahl der

eingesetzten Eizellen gesetzt. Dabei ergaben sich in keinem der untersuchten Entwicklungs-

stadien signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Inhibitorkonzentrations-

gruppen (Abb. 20).
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4.6 Phosphorylierungsstatus von B-Catenin in Abhéingigkeit von
Entwicklungsstadium und Inhibitorkonzentration

4.6.1 Proteinlevels im Westernblot

In Anlehnung an Versuchsabschnitt 1 (siche Kapitel 4.3.1) wurde in dieser Auswertung unter-
sucht, wie sich der Einsatz von BIO in unterschiedlichen Konzentrationen auf die
Proteinlevels von GBC, N-PBC und NIP im Verlauf der Entwicklung vom 4- bis zum 16-Zell-
stadium auswirkt. AuBBerdem wurden zusitzlich zu Abschnitt 1 zwei weitere Antikorper
eingesetzt: AK3 bindet im Bereich von Position 56 an B-Catenin, AK4 erkennt C-PBC (siehe
Kapitel 3.3.3).

GBC

Analog zu Versuchsabschnitt 1 lieferte AK1 bei jeder Inhibitorkonzentrationsgruppe im Mole-
kularbereich von intaktem B-Catenin zwei eng beieinander liegende Banden (GBC1 und
GBC2). Beim Einsatz von AK3, der ebenfalls gegen GBC gerichtet ist, trat nur noch die obere
der beiden Banden (GBC1) deutlich zum Vorschein, wohingegen die untere Bande (GBC2)
nahezu nicht mehr zu erkennen war. Somit wird GBC2 durch AK3 nicht bzw. kaum
gebunden. In Abb. 21 sind die durch AK1 und AK3 angezeigten Bandenmuster dargestellt.
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Abb. 21: Westernblot: Bandenmuster von AK1 und AK3 unter Inhibitoreinfluss

Eine Messung der Abundanzen erfolgte nur fiir die durch AK1 angezeigten Banden. Ver-
gleichbar mit Versuchsabschnitt 1 zeigten GBC1, GBC2 sowie deren Summe GBC innerhalb
aller Inhibitorkonzentrationsgruppen eine konstant bleibende Abundanz im Entwicklungsver-
lauf (Abb. 22). Beim Vergleich der verschiedenen Inhibitorkonzentrationsgruppen innerhalb
der einzelnen Entwicklungsstadien konnten ebenfalls keine statistisch signifikanten Unter-
schiede festgestellt werden (Abb.22).

3,5

_IT T i @0 nM

@50 nM Abb. 22: Westernblot:

®m 100 nM Abundanz von GBC in Bezug
0500 nv | auf Tubulin in Abhéngigkeit von
Entwicklungsstadium und
Inhibitorkonzentration

GBC/Tubulin

- keine statistisch signifikanten
‘8 8 16 Unterschiede innerhalb einer
S Inhibitorkonzentrationsgruppe

Entwicklungsstadium sowie innerhalb eines
Entwicklungsstadiums

N-PBC und NIP

Auch AK2 lieferte in allen Inhibitorkonzentrationsgruppen ein mit Versuchsabschnitt 1 ver-
gleichbares Bandenmuster: nur eine noch messbare, schwach ausgepridgte Bande im
Molekularbereich von 90 kDa (N-PBC1) sowie eine um ein Vielfaches stirker ausgeprigte
Bande unbekannter Herkunft im niedrigeren Molekularbereich (NIP) (Abb. 23).
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Abb. 23: Westernblot: Bandenmuster von AK2 unter Inhibitoreinfluss

16-Zeller

Hinsichtlich der Abundanzh6he konnten im Fall von N-PBC1 und NIP aufgrund fehlender
Wiederholungen keine statistisch gesicherten Aussagen getroffen werden. Bei Betrachtung
von N-PBCI lieBen sich jedoch weder zwischen den untersuchten Entwicklungsstadien noch

zwischen den verschiedenen Inhibitorkonzentrationsgruppen auftillige

erkennen (Abb. 24).

N-PBC1/Tubulin

0,15

0,1

0,05 -

]

f8 s8

Entwicklungsstadium

16

@m0 nM

O50nM
m 100 nM
o500 nM

Unterschiede

Abb. 24: Westernblot:
Abundanz von N-PBC1 in Bezug
auf Tubulin in Abhéingigkeit von
Entwicklungsstadium und
Inhibitorkonzentration

keine auffilligen Unterschiede
innerhalb einer
Inhibitorkonzentrationsgruppe
sowie innerhalb eines
Entwicklungsstadiums

Im Fall von NIP deutete sich bei einer getrennten Betrachtung der Inhibitorkonzentrations-
gruppen vergleichbar mit Versuchsabschnitt 1 eine tendenzielle Abnahme der Abundanz im
Entwicklungsverlauf an (Abb. 25). Innerhalb der einzelnen Entwicklungsstadien konnten
keine auftilligen Unterschiede in Abhéngigkeit der Inhibitorkonzentration festgestellt werden
(Abb. 25).
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Mit Hilfe des Einsatzes von AK4 wurde die Abundanz von C-PBC im Entwicklungsverlauf
untersucht. Im Westernblot ergab sich ein mit AK1 vergleichbares Bild: Im Molekularbereich
von 90 kDa lieBen sich zwei nahe beieinander liegende Proteinbanden erkennen (C-PBCl1
und C-PBC2), die den durch AK1 dargestellten Proteinbanden von GBC1 und GBC2 entspra-
chen und sich nahezu ebenso deutlich wie diese darstellten (Abb. 26). Die durch AK2
angezeigte Bande im niedrigeren Molekularbereich (NIP) wurde durch den hier verwendeten

Antikorper nicht dargestellt.
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4-Zeller frihe 8-Zeller  spéate 8-Zeller 16-Zeller

Abb. 26: Westernblot: Bandenmuster von AK1 und AK4 unter Inhibitoreinfluss

Im Verlauf der Entwicklung vom 4- zum 16-Zellstadium lieB sich in der Kontrollgruppe
(Gruppe 0) bei C-PBC1, C-PBC2 und somit auch bei deren Summe (C-PBC) eine tendenzi-
elle Abnahme der Abundanz ab dem spiten 8-Zellstadium erkennen, die statistisch allerdings
nicht signifikant war (Abb. 27).
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Die hier nicht dargestellten Inhibitorkonzentrationsgruppen zeigten diesbeziiglich einen ver-
gleichbaren Verlauf. Zwischen den einzelnen Inhibitorkonzentrationsgruppen waren keine

Unterschiede zu erkennen.

4.6.2 Mittlere Fluoreszenzintensitit im LSM

GBC

Vergleichbar mit Versuchsabschnitt 2 (siche Kapitel 4.3.2) traten innerhalb der Inhibitorkon-
zentrationsgruppen in Bezug auf die mittlere Fluoreszenzintensitdt von GBC nahezu keine
Verdnderungen im Verlauf der Entwicklung vom 4- zum 16/18-Zellstadium auf. Lediglich im
4-Zellstadium wiesen die Embryonen in Gruppe 0 und 500 signifikant niedrigere Fluoreszenz-
werte auf als im frithen und spéten 8-Zellstadium (Gruppe 0) bzw. als in allen restlichen
Entwicklungsstadien (Gruppe 500) (Abb. 28, Kleinbuchstaben).

Beim Vergleich der unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationsgruppen innerhalb eines jeden
Entwicklungsstadiums lieBen sich nur bei den 4- und 16/18-Zellembryonen signifikante
Unterschiede feststellen. Diese sind in Abb. 28 (Gro3buchstaben) dargestellt.
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Abb. 28: LSM: mittlere Fluoreszenzintensitit von GBC im Gesamtembryo in Abhiingigkeit
von Entwicklungsstadium und Inhibitorkonzentration

Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb einer Inhibitorkonzentrationsgruppe: a:b (p<0,05)
Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb eines Entwicklungsstadiums: A:B, A:C, B:C (p<0,05)

SHEP

Im Fall von SHEP traten in keiner der Inhibitorkonzentrationsgruppen signifikante Unter-
schiede im Entwicklungsverlauf auf (Abb. 29). Auch beim Vergleich der unterschiedlichen
Inhibitorkonzentrationsgruppen innerhalb eines jeden Entwicklungsstadiums lieen sich mit
Ausnahme der Gruppe der 4-Zellembryonen keinerlei signifikante Unterschiede erkennen
(Abb. 29, GroBibuchstaben).

H @0nM
— m100nM
— O500nM

Fluoreszenzintensitat SHEP

4 6 f8 s8 10/12/14 16/18

Entwicklungsstadium

Abb. 29: LSM: mittlere Fluoreszenzintensitit von SHEP im Gesamtembryo in Abhiingigkeit
von Entwicklungsstadium und Inhibitorkonzentration

Keine statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb einer Inhibitorkonzentrationsgruppe
Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb eines Entwicklungsstadiums: A:B (p<0,05)
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C-PBC:

Fir die Untersuchung der Fluoreszenzintensitdt von C-PBC wurden lediglich Kontrollem-
bryonen verwendet.

Die Hohe der mittleren Fluoreszenzintensitit von C-PBC blieb im Entwicklungsverlauf kon-
stant. Es waren keine statistisch signifikanten und im Gegensatz zum Abundanzverlauf im
Westernblot auch keine tendenziellen Unterschiede zwischen den einzelnen Entwicklungssta-
dien zu erkennen (Abb. 30).
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4.7 Verteilungsmuster von -Catenin in Abhiingigkeit von
Entwicklungsstadium und Inhibitorkonzentration

Im Vergleich zu Versuchsabschnitt 2 (sieche Kapitel 4.4) kam an dieser Stelle neben dem Zell -
kompartiment und dem Entwicklungsstadium die Inhibitorkonzentration noch als dritter
Vergleichsbereich hinzu. Die Auswertungen hierzu erfolgten nach folgendem Schema:

1. Vergleich der einzelnen Zellkompartimente bzgl. der Fluoreszenzintensitét
(Frage: Wie ist B-Catenin auf die drei Kompartimente verteilt?)
— in jedem Entwicklungsstadium, in jeder Inhibitorkonzentrationsgruppe
2. Vergleich der einzelnen Entwicklungsstadien bzgl. der Fluoreszenzintensitét

(Frage: Wie verhilt sich die Fluoreszenzintensitdt im Verlauf der Entwicklung vom 4-
bis zum 16/18-Zellstadium?)

— in jeder Inhibitorkonzentrationsgruppe, in jedem Zellkompartiment
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3. Vergleich der einzelnen Inhibitorkonzentrationsgruppen bzgl. der Fluoreszenzinten-
sitdt
(Frage: Welchen Einfluss haben die unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen?)
— in jedem Entwicklungsstadium, in jedem Zellkompartiment

Dariiber hinaus wurde analog zu Versuchsabschnitt 2 zusitzlich das Verteilungsmuster von
GBC, SHEP und C-PBC innerhalb der drei Zellkompartimente betrachtet.

GBC

Bei einem fiir jede Inhibitorkonzentrationsgruppe getrennt durchgefiihrten Vergleich der Fluo-
reszenzintensitdtswerte von GBC in Zellmembran, Zytoplasma und Zellkern ergab sich ein
mit Versuchsabschnitt 2 im Einklang stehendes Bild: Bei jeder Inhibitorkonzentrationsgruppe
waren in jedem Entwicklungsstadium die Werte in der Zellmembran am hochsten, gefolgt
von deutlich niedrigeren Werten im Zytoplasma und im Vergleich dazu verschwindend
geringen Werten im Zellkern. Dabei waren die Unterschiede zwischen Zellmembran, Zyto-
plasma und Zellkern jeweils signifikant (Abb. 31, GroBbuchstaben, Gruppe 500 représentativ
fiir alle Inhibitorkonzentrationsgruppen).

Innerhalb der einzelnen Zellkompartimente erwies sich die Fluoreszenzintensitdt im Verlauf
der Entwicklung vom 4- bis zum 16/18-Zellstadium als tiberwiegend konstant. Sowohl in
Gruppe 0 als auch in Gruppe 500 (Abbildung 31) waren in keinem der drei Zellkomparti-
mente signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Entwicklungsstadien festzustellen.
Lediglich Gruppe 100 zeigte im Zytoplasma sowie im Zellkern gewisse Schwankungen (Zyto-
plasma: Fluoreszenzintensitét im 4-Zellstadium signifikant hoher als im spéten 8-Zellstadium;
Zellkern: signifikanter Anstieg der Fluoreszenzintensitidt zwischen dem 4- und 6-Zellstadium,
signifikanter Abfall zwischen dem spdten 8- und 10/12/14-Zellstadium, restliche Entwick-
lungsstadien zeigten keine signifikanten Unterschiede). Eine Ubereinstimmung mit dem in
Versuchsabschnitt 2 (Abb. 15) beobachteten Verlauf der Fluoreszenzintensitit in Zellmem-
bran und Zytoplasma konnte in keiner der drei Inhibitorkonzentrationsgruppen festgestellt

werden.
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Abb. 31: LSM: Fluoreszenzintensitit von GBC in Gruppe 500 in Abhiingigkeit von
Zellkompartiment und Entwicklungsstadium

Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb eines Entwicklungsstadiums: A:B, A:C, B:C (p<0,05)
Keine statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb eines Zellkompartiments

Bei einem innerhalb jedes Zellkompartiments fiir jedes Entwicklungsstadium durchgefiihrten
Vergleich der unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationsgruppen kam es ebenfalls nur verein-
zelt zu signifikanten Unterschieden: In der Zellmembran wiesen im 16/18-Zellstadium
Embryonen der Gruppe 500 signifikant niedrigere Intensititswerte auf als Embryonen der
Gruppe 0 (Abb. 32). Im Zytoplasma zeigten im spéten 8-Zellstadium Gruppe 100 und 500
signifikant niedrigere Werte als Gruppe 0 (Abb. 33), wihrend im Zellkern im spéten 8-Zell-
stadium Gruppe 100, nicht jedoch Gruppe 500, signifikant hohere Werte als Gruppe 0 aufwies
(Abb. 34). Signifikante Unterschiede waren somit jeweils auf ein Entwicklungsstadium
beschrinkt.
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Abb. 32: LSM:
Fluoreszenzintensitit von
GBC in der Zellmembran
in Abhéngigkeit von der
Inhibitorkonzentration

Statistisch signifikante
Unterschiede innerhalb eines
Entwicklungsstadiums: A:B
(p<0,05);

Unterschiede innerhalb einer
Inhibitorkonzentrations-
gruppe hier nicht dargestellt

Abb. 33: LSM:
Fluoreszenzintensitit von
GBC im Zytoplasma in
Abhiingigkeit von der
Inhibitorkonzentration

Statistisch signifikante
Unterschiede innerhalb eines
Entwicklungsstadiums: A:B
(p<0,05);

Unterschiede innerhalb einer
Inhibitorkonzentrations-
gruppe hier nicht dargestellt

Abb. 34: LSM:
Fluoreszenzintensitit von
GBC im Zellkern in
Abhéngigkeit von der
Inhibitorkonzentration

Statistisch signifikante
Unterschiede innerhalb eines
Entwicklungsstadiums: A:B
(p<0,05);

Unterschiede innerhalb einer
Inhibitorkonzentrations-
gruppe hier nicht dargestellt
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Was das Verteilungsmuster von GBC innerhalb der einzelnen Zellkompartimente betrifft, so
fand sich bei jeder der drei Inhibitorkonzentrationsgruppen, vergleichbar mit Versuchsab-
schnitt 2, in der Zellmembran ausnahmslos ein zentrales, in Zytoplasma und Zellkern ein
diffuses Verteilungsmuster. Unterschiede traten allerdings bzgl. der Ausbildung der Corona im
Zytoplasma auf:

In allen drei Inhibitorkonzentrationsgruppen stieg der Anteil der Embryonen mit Corona mit
zunehmendem Entwicklungsstadium an, wobei jedoch bzgl. der Signifikanz Unterschiede zu
erkennen waren (Abb. 35, Kleinbuchstaben). So war in Gruppe 100 der Anstieg vom frithen
zum spéiten 8-Zellstadium, in Gruppe 500 der Anstieg vom 10/12/14 zum 16/18-Zellstadium
signifikant. In Gruppe 0 zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen direkt
benachbarten Entwicklungsstadien, wohl aber zwischen dem 6- und spéten 8- sowie zwischen
dem frithen 8- und 10/12/14-Zellstadium. Ein weiterer Unterschied betrifft den Zeitpunkt des
erstmaligen Auftretens der Corona. Dieser verschob sich mit zunehmender Inhibitorkonzen-
tration nach hinten. Wahrend in Gruppe 0 bereits einige 6-Zellembryonen eine Corona
aufwiesen, trat diese in Gruppe 100 erstmals im frithen 8- und bei Gruppe 500 sogar erst im

spéten 8-Zellstadium auf.

Beim Vergleich der drei Inhibitorkonzentrationsgruppen innerhalb eines jeden Entwicklungs-
stadiums wiesen in Gruppe 500 im spéten 8- und 10/12/14-Zellstadium signifikant weniger
Embryonen eine Corona auf als in Gruppe 0 oder 100. Im 16/18-Zellstadium war der Unter-
schied nicht mehr signifikant (Abbildung 35, GroBBbuchstaben).
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Abb. 35: LSM: Hiufigkeit des Auftretens einer Corona im perinukleiiren Bereich des
Zytoplasmas bei GBC in Abhiingigkeit von Entwicklungsstadium und
Inhibitorkonzentration

Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb einer Inhibitorkonzentrationsgruppe:
a:b, a:c, bic (p<0,05)
Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb eines Entwicklungsstadiums: A:B (p<0,05)
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SHEP.

Beziiglich der Verteilung von SHEP auf die einzelnen Zellkompartimente zeigten alle Inhibi-
torkonzentrationsgruppen ein mit Versuchsabschnitt 2 vergleichbares Bild: Von wenigen
Ausnahmen abgesehen waren in allen 3 Gruppen die Intensititswerte von SHEP in Zellmem-
bran und Zytoplasma jeweils annéhernd gleich hoch. Lediglich im 4-Zell- (Gruppe 0, 100 und
500), 10/12/14-Zell- (Gruppe 0) und 16/18-Zellstadium (Gruppe 100) wies das Zytoplasma
signifikant niedrigere Werte auf als die Zellmembran. Im Zellkern waren die Fluoreszenz-
werte im 4- und 6-Zellstadium signifikant niedriger und ab dem spéten 8-Zellstadium bzw. in
Gruppe 500 erst ab dem 10/12/14-Zellstadium signifikant hoher als in Zytoplasma und Zell-
membran. Im frithen und in Gruppe 500 auch noch im spéten 8-Zellstadium waren keine
signifikanten Unterschiede zu erkennen. Hier bewegte sich die Hohe der Fluoreszenzintensitit
im Zellkern in etwa auf dem gleichen Level wie in Zytoplasma und Zellmembran. Abb. 36
(Grof3buchstaben) zeigt die Fluoreszenzverteilung von SHEP am Beispiel von Gruppe 500.

Im Verlauf der Entwicklung vom 4- bis zum 16/18-Zellstadium hielten sich die Intensitéts-
werte in Zellmembran und Zytoplasma in allen Inhibitorkonzentrationsgruppen nahezu
konstant. Lediglich Gruppe 100 wies in der Zellmembran im 16/18-Zellstadium eine im Ver-
gleich zum spéten 8-Zellstadium signifikant héhere Fluoreszenz auf. Demgegeniiber war im
Zellkern vom 4- bis zum 16/18-Zellstadium ein steter Anstieg zu verzeichnen. In Gruppe 100
war dieser Anstieg zwischen dem frithen und spiten 8-Zellstadium signifikant, in Gruppe 0
und 500 (Abbildung 36, Kleinbuchstaben) waren die Werte erst tiber zwei Entwicklungssta-
dien hinweg betrachtet signifikant unterschiedlich.
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Abb. 36: LSM: Fluoreszenzintensitit von SHEP in Gruppe 500 in Abhiingigkeit von
Zellkompartiment und Entwicklungsstadium

Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb eines Entwicklungsstadiums: A:B, A:C, B:C (p<0,05)
Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb eines Zellkompartiments: a:b, a:c, b:c (p<0,05)
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Bei einem fiir jedes Entwicklungsstadium durchgefiihrten Vergleich der unterschiedlichen

Inhibitorkonzentrationsgruppen zeigten sich weder in der Zellmembran (Abb. 37) noch im
Zytoplasma (Abb. 38) signifikante Unterschiede. Im Zellkern wiesen die Embryonen aus
Gruppe 500 ab dem 6-Zellstadium geringere Intensitdtswerte auf, im spéten 8- und 10/12/14-

Zellstadium waren diese Unterschiede signifikant (Abb. 39).
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Abb. 37: LSM:
Fluoreszenzintensitit von
SHEP in der Zellmembran
in Abhingigkeit von der
Inhibitorkonzentration

Keine statistisch
signifikanten Unterschiede
mnerhalb eines
Entwicklungsstadiums;
Unterschiede innerhalb einer
Inhibitorkonzentrations-
gruppe hier nicht dargestellt

Abb. 38: LSM:
Fluoreszenzintensitit von
SHEP im Zytoplasma in
Abhiingigkeit von der
Inhibitorkonzentration

Keine statistisch
signifikanten Unterschiede
innerhalb eines
Entwicklungsstadiums;
Unterschiede innerhalb einer
Inhibitorkonzentrations-
gruppe hier nicht dargestellt
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Hinsichtlich des Verteilungsmusters von SHEP innerhalb der einzelnen Zellkompartimente
ergab sich folgendes Bild: Vergleichbar mit Versuchsabschnitt 2 lag in allen Inhibitorkonzen-
trationsgruppen in Zellmembran und Zytoplasma ausschlielich ein diffuses, im Zellkern ein
diffuses oder zonales Verteilungsmuster mit oder ohne Ausprigung von nuclear bodies vor.
Ebenfalls vergleichbar mit Versuchsabschnitt 2 stieg die Héufigkeit, mit der zonale Vertei-
lungsmuster oder nuclear bodies auftraten, mit zunehmendem Entwicklungsstadium an.
Allerdings war dieser Anstieg je nach Inhibitorkonzentrationsgruppe zu unterschiedlichen
Zeitpunkten signifikant (Abb. 40 und 41, Kleinbuchstaben): Gruppe 0 zeigte sowohl beim
zonalen Verteilungsmuster als auch bei den nuclear bodies jeweils zwischen dem frithen 8-
und dem 10/12/14-Zellstadium einen signifikanten Anstieg. In Gruppe 100 war der Anstieg
zwischen dem frithen und spiten 8-Zellstadium (zonales Verteilungsmuster) bzw. zwischen
dem 6- und spiten 8-Zellstadium (nuclear bodies) signifikant. Gruppe 500 wies nur beim
zonalen Verteilungsmuster einen signifikanten Unterschied zwischen dem 10/12/14- und dem
16/18-Zellstadium auf.

Weitere Unterschiede zwischen den einzelnen Inhibitorkonzentrationsgruppen ergaben sich
beziiglich der Hohe des Prozentsatzes von Embryonen mit zonalem Verteilungsmuster bzw.
nuclear bodies in den einzelnen Entwicklungsstadien und beziiglich des Zeitpunkts ihres erst-
maligen Auftretens: In Gruppe 500 war der Anteil an Embryonen mit zonalem
Verteilungsmuster ab dem spéten 8-Zellstadium stets signifikant geringer als in Gruppe 0 und
Gruppe 100 (Abb. 40, GroBBbuchstaben). Nuclear bodies traten in Gruppe 500 erstmals im 10-
bis 14-Zellstadium und somit wesentlich spiter als in den anderen Gruppen auf. Vergleichbar
mit dem zonalen Verteilungsmuster wiesen in Gruppe 500 signifikant weniger Embryonen
nuclear bodies auf als in Gruppe 0 und zum Teil auch als in Gruppe 100 (Abb. 41, Grofbuch-
staben). Zwischen Gruppe 0 und 100 fanden sich keine derart deutlichen Unterschiede. Zwar
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lag Gruppe 100, sowohl was die Haufigkeit eines zonalen Verteilungsmusters als auch das
Auftreten von nuclear bodies betrifft, iberwiegend hinter Gruppe 0 zuriick, doch waren diese
Unterschiede zu keinem Zeitpunkt signifikant.
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Abb. 40: LSM: Hiufigkeit des Auftretens einer zonalen Verteilung von SHEP
im Zellkern in Abhiingigkeit von Entwicklungsstadium und
Inhibitorkonzentration

Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb einer Inhibitorkonzentrationsgruppe:
a:b (p<0,05)

Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb eines Entwicklungsstadiums:

A:B (p<0,05)
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Abb. 41: LSM: Hiufigkeit des Auftretens von nuclear bodies bei SHEP in
Abhingigkeit von Entwicklungsstadium und Inhibitorkonzentration

Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb einer Inhibitorkonzentrationsgruppe:
a:b (p<0,05)

Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb eines Entwicklungsstadiums:

A:B (p<0,05)
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C-PBC

Wie schon fiir die Untersuchung der mittleren Fluoreszenzintensitit im Gesamtembryo
wurden auch zur Analyse des Verteilungsmusters von C-PBC lediglich Kontrollembryonen
verwendet.

Die unter dem LSM erkennbare Verteilung von C-PBC entsprach in etwa der von SHEP, wies
aber auch einige kleine Unterschiede auf (Abb. 42): So setzte sich bei einigen Embryonen die
Zellmembran fluoreszenzbedingt deutlich vom Zytoplasma ab. Dabei war allerdings die Fluo-
reszenzintensitdt im Zytoplasma nicht durchweg geringer als in der Zellmembran, wie das bei
GBC der Fall war. Im Zytoplasma waren im Vergleich zu SHEP keine wesentlichen Unter-
schiede festzustellen. Der Zellkern wies ebenfalls ein Fluoreszenzsignal mit teils diffusem,
teils zonalem Verteilungsmuster auf. Ebenso fanden sich bodies, allerdings deutlich heller
und kompakter als bei SHEP und teilweise auch im kernnahen Zytoplasma gelegen.

Abb. 42: LSM: Fluoreszenzverteilung von C-PBC (spiites 8-Zellstadium)

links: Kernfirbung zur besseren Beurteilung des Zellkerns ausgeblendet
rechts: Kernfarbung (griin) zur besseren Orientierung eingeblendet

Die Messung der Fluoreszenzwerte und die entsprechende statistische Auswertung ergab fol-
gendes Bild (Abb. 43): Obwohl unter dem LSM bei einigen Embryonen die Zellmembran
deutlich abgrenzbar war, wies die Messung im Zytoplasma insgesamt stets signifikant hohere
Fluoreszenzwerte nach als in der Zellmembran. In beiden Zellkompartimenten blieben die
Fluoreszenzwerte im Verlauf der Entwicklung konstant. Im Zellkern konnte hingegen ein
Anstieg der Fluoreszenz bis zum spéten 8-Zellstadium festgestellt werden, wobei die Werte
zundchst unter und anschlieBend tiber denen von Zytoplasma und Zellkern lagen. Dieser
Anstieg war zwischen dem frithen und spéten 8-Zellstadium signifikant. Ab dem 10/12/14-
Zellstadium kam es tendenziell zu einem Riickgang der Fluoreszenzintensitit im Zellkern,
wobei jedoch die Werte von Zytoplasma und Zellmembran nicht mehr unterschritten wurden.
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Abb. 43: LSM: Fluoreszenzintensitit von C-PBC in Gruppe 0 in Abhéngigkeit von
Zellkompartiment und Entwicklungsstadium

Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb eines Entwicklungsstadiums: A:B, A:C, B:C (p<0,05)
Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb eines Zellkompartiments: a:b, a:c, b:c (p<0,05)

Im Vergleich zu SHEP (siehe Abb. 19) stieg der Anteil von Embryonen mit zonalem Vertei-
lungsmuster wesentlich schneller an, so dass bereits im spdten 8-Zellstadium 100% der
Embryonen ein zonales Verteilungsmuster aufwiesen (Abb. 44). Hierbei war der Anstieg zwi-
schen dem 6- und spéten 8-Zellstadium signifikant. Auch bei den nuclear bodies war ein im
Vergleich zu SHEP schnellerer Anstieg zu verzeichnen, bereits im 10/12/14-Zellstadium
wurde ein Wert von 100% erreicht. Zwischen dem frithen und spiten 8-Zellstadium war
dieser Anstieg signifikant. Im Gegensatz zu SHEP kam es im 16/18-Zellstadium zu einem ten-

denziellen Riickgang von Embryonen mit nuclear bodies auf 60% (Abb. 44).
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Abb. 44: LSM: Hiufigkeit des Auftretens von zonaler Verteilung im Zellkern
und nuclear bodies bei C-PBC in Abhiingigkeit vom Entwicklungsstadium

Statistisch signifikante Unterschiede bzgl. zonaler Verteilung: a:b (p<0,05)
Statistisch signifikante Unterschiede bzgl. nuclear bodies: A:B (p<0,05)

4.8 Translokationsprozesse von -Catenin

Um eine aktive Translokation von B-Catenin in den Zellkern nachzuweisen, wurden FRAP-
Analysen an YFP-Catenin exprimierenden Embryonen durchgefiihrt. Hierzu wurden im 4-
Zellstadium in jeweils zwei Blastomeren YFP-Catenin-Plasmide injiziert, die daraufhin ent-
stehende Fluoreszenzfirbung nach eineinhalbtdgiger Kultur gebleicht und die Zeitspanne bis
zur vollstdndigen Recovery gemessen.

Insgesamt wurden 42 Embryonen injiziert, 31 waren auswertbar. Hiervon zeigten
11 Embryonen kein Fluoreszenzsignal und somit keine Uberexpression von YFP-Catenin.
4 Embryonen wiesen nur eine fluoreszierende Blastomere auf, 10 Embryonen zeigten in
jeweils 2 Blastomeren ein Signal, bei 5 Embryonen leuchteten 3 und bei einem Embryo

4 Blastomeren.

Nach dem Bleichen des gesamten Embryos dauerte es 16 Stunden, bis die Ausgangsfluores-
zenzintensitdt wieder zu mindestens 85% hergestellt, also die entsprechende Menge an neuem
YFP-Catenin synthetisiert war (Abb. 45). Wurde nur der Zellkern gebleicht, war die Farbung
bereits nach 30 Minuten wiederhergestellt (Abb. 46). Dies ldsst darauf schlieBen, dass die
Recovery im Zellkern auf Translokation von YFP-Catenin aus dem Zytoplasma zuriickzu-
fithren ist.
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Abb. 45: FRAP-Analyse gesamter Embryo

oben: LSM-Aufnahmen: kompakter 8-Zellembryo, eine Ebene, 2 Blastomeren mit Fluoreszenzsignal:
a: vor dem Bleichen; b: nach dem Bleichen; c:nach 8 h Recovery; d:nach 16 h Recovery

unten: Messwerte: zeitlicher Verlauf der mittleren Fluoreszenzintensitit von YFP-Catenin nach
Bleichen des Gesamtembryos
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Abb. 46: FRAP-Analyse Zellkern

oben: LSM-Aufnahmen: Ausschnitt aus kompaktem 8-Zellembryo, eine Ebene, zwei Blastomeren mit
Fluoreszenzsignal (eine Blastomere dargestellt), viereckiger Bleachingbereich direkt {iber dem
Zellkern:
a: vor dem Bleichen, mit Kernfirbung (grtin); b: vor dem Bleichen, Kernfarbung ausgeblendet;
c: nach dem Bleichen, Kernfiarbung ausgeblendet; d: nach 30 Minuten Recovery, Kernfarbung
ausgeblendet

unten: Messwerte: zeitlicher Verlauf der mittleren Fluoreszenzintensitit von YFP-Catenin nach
Bleichen des Zellkerns

73



DISKUSSION

5 Diskussion

5.1 Embryonenerzeugung

Fiir alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurden Eizellen aus Ova-
rien geschlachteter Rinder verwendet. Die Eizellgewinnung erfolgte mittels Punktion von
Follikeln mit einem Durchmesser von 2 bis 10 mm. Gemif einer Studie von PAVLOK et al.
(1993) weisen Eizellen aus Follikeln dieser GroBenordnung bessere Voraussetzungen fiir eine
ungestorte nukledre Differenzierung in den daraus entstehenden Embryonen auf als Eizellen,
die aus kleineren Follikeln gewonnen werden. Untersucht wurden in diesem Zusammenhang
bovine in vitro produzierte 8-Zellembryonen. Stammten diese Embryonen aus Eizellen, die
aus Follikeln mit einem Durchmesser iiber 2 mm gewonnen wurden, so war ihre transkriptori-
sche Aktivitit deutlich hoher und in vivo produzierten Embryonen &hnlicher. Diese
Erkenntnis ist fiir die vorliegende Studie insofern von besonderer Bedeutung, als hier eben-
falls Vorgénge im Zellkern, die temporal und eventuell auch kausal mit der MET in

Zusammenhang stehen, betrachtet wurden.

In-vitro-Maturation, -Fertilisation und -Kultivierung erfolgten nach einem gingigen und in
unserem Labor etablierten IVP-Protokoll. Die 44 hpi ermittelte Teilungsrate (69,43%) lag
zwar unter dem in der Literatur hdufig genannten Wert von 80% und mehr (LONERGAN
2003; WRENZYCKI 2007), bewegte sich aber innerhalb des fiir unser Labor iiblichen
Bereichs. Die fiir die Beurteilung des [IVP-Erfolgs tiblicherweise herangezogene Blastozysten-
rate konnte aufgrund des Versuchsaufbaus in der vorliegenden Studie nicht ermittelt werden.

Da bei den im Rahmen der FRAP-Analysen manipulierten Embryonen nach ca. eineinhalbti-
giger Kultur teilweise mehr als die 2 injizierten Blastomeren leuchteten, ist davon
auszugehen, dass hier eine Zellteilung stattgefunden hat. Dies l4sst darauf schlieen, dass die
entsprechenden Zellen vital waren und die fiir die Plasmidinjektion nétige Manipulation hier
keine grofBeren nachteiligen Effekte hatte. Bei Embryonen mit nur 2 leuchtenden Blastomeren
kann ebenfalls eine Zellteilung nicht ausgeschlossen werden, da vermutlich der Injektions-
bzw. Translationserfolg des Plasmids nicht bei 100% lag und somit moglicherweise urspriing-

lich nur eine Blastomere leuchtete.

Insgesamt kann davon ausgegangen werden, dass das Ausgangsmaterial und die verwendeten
Techniken der IVP und Mikromanipulation zur Erzeugung der Embryonen, die fiir die wei-
teren Untersuchungen hinsichtlich Phosphorylierungsstatus, Verteilungsmuster und

Translokationsverhalten von B-Catenin benotigt wurden, geeignet waren.
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5.2 Proteinlevel und Phosphorylierungsstatus von f-Catenin im bovinen
Priaimplantationsembryo

Da B-Catenin in zahlreiche biologische Prozesse, die wihrend der Embryogenese ablaufen,
involviert zu sein scheint (siche Kapitel 2.3.4), wurde diesem Molekiil und seiner Funktion
gerade auch im Pridimplantationsembryo zunehmend Beachtung geschenkt (GOVAL et al.
2000).

Studien an Maiuse- und Rinderembryonen ergaben, dass wéhrend der Prdimplantationsent-
wicklung in allen Entwicklungsstadien, d.h. vor wie nach der MET, sowohl Transkripte von
B-Catenin als auch die entsprechenden Proteine nachweisbar sind, was darauf schlieen lésst,
dass B-Catenin bei Prdimplantationsembryonen sowohl aus maternaler als auch aus embryo-
naler Genexpression stammt (OHSUGI et al. 1996; BARCROFT et al. 1998). Dabei kommt es
im Verlauf der prdimplantatorischen Embryonalentwicklung hochstens zu geringen Schwan-
kungen bzgl. des Proteinlevels (OHSUGI et al. 1996; GOVAL et al. 2000). Dass es zum
Zeitpunkt der MET zu keinem Einbruch des Proteinlevels kommt, ist vermutlich damit zu
begriinden, dass maternales B-Catenin in diesem Zeitraum nicht massiv abgebaut wird. Viel-
mehr kann es noch bis zum Blastozystenstadium eine aktive Funktion bei der Zelladhésion
ausiiben, wobei aber unter physiologischen Bedingungen bereits embryonales B-Catenin
beteiligt ist (HAEGEL et al. 1995; OHSUGI et al. 1996). Somit handelt es sich bei der
Umstellung vom maternalen auf embryonales -Catenin um einen kontinuierlichen Prozess.
Auch in der vorliegenden Arbeit konnte das Protein f-Catenin in allen untersuchten Entwick-
lungsstadien vom 4- bis hin zum 16-Zellstadium in nahezu konstanten Levels nachgewiesen
werden. Dies konnte als Hinweis darauf betrachtet werden, dass es bereits im frithen bovinen
Praimplantationsembryo eine Rolle spielt. Da der Funktionsstatus von B-Catenin durch Phos-
phorylierung reguliert wird, scheint die Betrachtung des GBC-Levels allein allerdings nur
wenig aussagekriftig zu sein. Vielmehr stellt die Untersuchung des Phosphorylierungsstatus
von B-Catenin eine wesentliche Voraussetzung dar, um seine Funktion im Prdimplantations-
embryo genauer analysieren zu konnen. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit
neben GBC auch phosphoryliertes f-Catenin betrachtet.

B-Catenin kann durch zahlreiche verschiedene Kinasen an unterschiedlichen Aminosdure-
resten phosphoryliert werden (DAUGHERTY und GOTTARDI 2007). Seine N-terminale
Phosphorylierung durch GSK3 an Ser33/Ser37/Thr41 hat in somatischen Zellen seine Degra-
dierung (ABERLE et al. 1997) und somit eine Hemmung seiner Funktion in
Signaliibertragung und Genexpression zur Folge. Da uns dieser Umstand gerade auch im
Zusammenhang mit der MET im frithen Embryo interessant erschien, richtete sich in der vor-

liegenden Studie unser Hauptaugenmerk auf N-PBC. Einige vergleichende Experimente
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wurden dariiber hinaus auch mit C-PBC durchgefiihrt. Diese C-terminale Phosphorylierung
von B-Catenin an Ser552 kann beispielsweise durch die Enzyme Proteinkinase A (PKA), Pro-
teinkinase B (PKB bzw. AKT) und AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) erfolgen und
bewirkt vermutlich eine Erhohung der transkriptorischen Aktivitdt von B-Catenin (TAURIN et
al. 2006; FANG et al. 2007; ZHAO et al. 2010), was ebenfalls im Hinblick auf die MET von

Interesse sein konnte.

Die Proteinlevels von GBC und N-PBC waren wegen des unterschiedlichen Bindungsverhal -
tens der eingesetzten Antikorper hinsichtlich ihrer Hohe nicht direkt miteinander
vergleichbar. Dennoch kann aufgrund des im Westernblot festgestellten extrem groflen
Abundanzunterschieds davon ausgegangen werden, dass in den untersuchten Embryonen
wesentlich mehr GBC als N-PBC vorlag. Da sich die Proteinlevels von GBC und N-PBC im
Entwicklungsverlauf weitestgehend konstant hielten, war folglich der Anteil von N-PBC an
GBC in den untersuchten Entwicklungsstadien gleich bleibend sehr niedrig. Hier zeigt sich
eine tendenzielle Ubereinstimmung mit APARICIO et al. (2010): Sie konnten in ihrer Studie
nachweisen, dass -Catenin in bovinen Embryonen im Blastozystenstadium an Ser33, Ser37
und Thr41 nicht phosphoryliert ist. Zwei Erklarungen sind an dieser Stelle vorstellbar: Zum
einen wire es moglich, dass GSK3, ein fiir die Phosphorylierung an dieser Position verant-
wortliches Enzym (YOST et al. 1996; LIU et al. 2002), in diesen frithen Entwicklungsstadien
noch nicht vorhanden bzw. aktiv ist. Dem widerspricht allerdings eine Studie von DE VRIES
et al. (2004), in der Hinweise darauf gefunden wurden, dass im murinen Praimplantationsem-
bryo nicht nur Transkripte von GSK3f prisent sind, sondern der B-Catenin-Abbaukomplex
auch schon funktionsfihig ist. Somit bietet sich als Alternative die Moglichkeit an, dass p-Ca-
tenin zwar durch GSK3 phosphoryliert, anschlieBend aber sofort abgebaut bzw. gespalten
wird, so dass intaktes N-PBC nur in duBerst geringen Mengen nachgewiesen werden kann.
Dies steht auch im Einklang mit der Aussage von MAHER et al. (2010), dass an diesen Ami-
nosdureresten phosphoryliertes p-Catenin in der Zelle im Allgemeinen nur als transienter
Zwischenschritt vorliegt und rasch abgebaut wird.

Im Gegensatz zu N-PBC war im Falle von C-PBC im Westernblot ein deutliches Signal zu
erkennen, was vermutlich darauf hindeutet, dass ein relativ groer Anteil von GBC an Ser552
phosphoryliert war. Dies stimmt wiederum mit den Erkenntnissen von APARICIO et al.
(2010) tiberein. Was den Verlauf des Proteinlevels wihrend der frithen Embryonalentwicklung
betrifft, lie sich zumindest im Westernblot zwischen dem frithen und spéten 8-Zellstadium
wiederholt eine tendenzielle Abnahme der Signalstirke erkennen. Diese war jedoch aufgrund
der geringen Embryonenanzahl statistisch nicht signifikant und konnte auch in der Laserscan-
ningmikroskopie im Hinblick auf die mittlere Fluoreszenzintensitidt im Gesamtembryo nicht

bestitigt werden. Im Zellkern wiederum war unter dem LSM eine leichte tendenzielle
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Abnahme der Fluoreszenzintensitdt zu erkennen, allerdings erst nach dem spéten 8-Zellsta-
dium. Da die beschriebenen tendenziellen Abnahmen in den =zeitlichen Bereich der
embryonalen Genomaktivierung fallen, wire es moglich, dass hier auch ein kausaler Zusam-
menhang besteht. VIGNEAULT et al. (2009a) konnten zeigen, dass es kurz vor der
Hauptaktivierung des embryonalen Genoms zur Expression einer Reihe von Genen kommt,
die vermutlich eine bedeutende Rolle fiir das Initiieren der eigentlichen MET spielen. Somit
wire es denkbar, dass das in der vorliegenden Arbeit untersuchte C-PBC in seiner transkripto-
rischen Funktion die Synthese eben dieser Genprodukte fordert, die dann wiederum die
Genomaktivierung einleiten. Ist das embryonale Genom dann aktiviert, wiare N-PBC nicht
mehr in den entsprechenden Mengen nétig und konnte beispielsweise abgebaut werden. Um
diesbeziiglich jedoch genauere Aussagen machen zu konnen, miissten diese vorldufigen
Ergebnisse im Rahmen weiterer Arbeiten noch statistisch abgesichert sowie weitere Versuche

durchgefiihrt werden.

5.3 Bindungsepitope der eingesetzten Antikorper und Varianten von f3-
Catenin

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Antikorper brachten im Westernblot unterschied-
liche Bandenmuster hervor. Ein Vergleich dieser Bandenmuster ldsst vermuten, dass im
Praimplantationsembryo verschiedene -Catenin-Varianten bzw. B-Catenin dhnliche Proteine

vorkommen, worauf an dieser Stelle ndher eingegangen werden soll.

Insgesamt wurden vier Antikorper eingesetzt, die laut Herstellerangaben gegen GBC, N-PBC
oder C-PBC gerichtet sind und in unterschiedlichen Regionen binden: AK1 ist gegen GBC
gerichtet und bindet im Bereich von Ser37. AK2 ist gegen N-PBC gerichtet, er bindet etwa in
derselben Region wie AK1. AK3 ist wiederum gegen GBC gerichtet und bindet in der Region
um Asp56, AK4 erkennt C-PBC und bindet in der Region um Ser552.

Bei Verwendung von AK1, AK2 und AK4 waren im Westernblot im Molekularbereich um
90 kDa zwei nahe beieinander liegende Banden zu erkennen, wohingegen AK3 nur die obere
der beiden Banden anzeigte. Somit wire denkbar, dass die untere der beiden Banden eine
Splicingvariante von B-Catenin darstellt, bei der Position 56 nicht mehr vorhanden bzw.
derart modifiziert ist, dass AK3 hier nicht mehr binden kann. Da sich diese beiden B-Catenin-
Varianten hinsichtlich der Hohe und des Verlaufs ihres Proteinlevels jeweils vergleichbar ver-
hielten und sich die Modifikation nur auf eine umschriebene Region des Proteins zu
begrenzen schien, wurden sie bei der Betrachtung von GBC, N-PBC und C-PBC zusammen-
gefasst.
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AK?2 zeigte dariiber hinaus eine zusitzliche, wesentlich stérker ausgeprédgte Bande im niedri-
geren Molekularbereich, die dem noch nicht ndher identifizierten Protein NIP zugeordnet
wurde. Da AK3 und AK4 diese Bande nicht anzeigten, konnte es sich um eine N-terminal ver-
kiirzte B-Catenin-Variante handeln, beispielsweise um ein Spalt- oder Splicingprodukt vor
Position 56. Fraglich bleibt hierbei allerdings, warum AKI, der ja anndhernd im selben
Bereich bindet wie AK2, diese Bande nicht anzeigte. Eine mogliche Erklarung hierfiir wére,
dass es sich um eine im entsprechenden Aminosiurebereich zu 100% phosphorylierte -Cate-
nin-Variante handelt, AK1 aber nur mit dem hier unphosphorylierten Epitop reagiert. Folglich
wiirde AK1 nicht GBC, sondern nur dephosphoryliertes B-Catenin erkennen. Durch eine
Uberpriifung des Bindungsverhaltens von AK1 gegen ein zu 100% phosphoryliertes Kontroll-
lysat konnte diese Theorie allerdings widerlegt werden (hier nicht dargestellt; laut
personlicher Mitteilung von Herrn Dr. W. Tomek, Leibniz-Institut fiir Nutztierbiologie, Dum-
merstorf). Als weitere Moglichkeit konnte man in Betracht ziehen, dass sich die Spaltstelle
direkt hinter dem Bindungsepitop von AK2, aber noch innerhalb des etwas groferen Bin-
dungsepitops von AK1 befindet. Somit konnte zwar AK2, nicht aber AK1 an das Spaltstiick
binden und die entsprechende Bande anzeigen. Gegen diese Theorie spricht allerdings, dass
ein auf diese Art entstandenes Spaltstiick von -Catenin ein wesentlich geringeres Molekular-
gewicht aufweisen wiirde als das hier vorgefundene Protein. Moglicherweise bindet das
Spaltstiick aber auch an ein zusétzliches Protein, so dass sich insgesamt ein hoheres Moleku-
largewicht ergibt. Alternativ konnte die Spaltstelle aber auch weiter C-terminal liegen und die
Bindestelle von AK1 durch die Assoziation mit dem zusitzlichen Protein lediglich maskiert
sein. Unabhéngig von der Position der Spaltstelle konnte eine derartige Komplexbildung mit
einem anderen Protein auBerdem als spezifischer Degradierungsschutz wirken. Normaler-
weise wiirde man erwarten, dass ein im Rahmen der B-Catenin-Degradierung entstandenes
Spaltstiick relativ rasch weiter abgebaut wird. Zwar kam es auch im Fall von NIP zu einer ten-
denziellen Abnahme des Proteinlevels im Entwicklungsverlauf, doch war das Protein dennoch
insgesamt in relativ groer Menge im Embryo nachweisbar. Somit wére denkbar, dass es
durch eine Assoziation mit einem anderen Protein vor einer iiberstiirzten weiteren Degradie-
rung geschiitzt wird und dadurch im frilhen Embryo eine physiologische Funktion
iibernehmen kann, bevor es anschlieBend endgiiltig abgebaut wird.

Moglicherweise handelt es sich bei NIP aber gar nicht um eine direkte Variante von B-Ca-
tenin, sondern um ein ganz anderes Protein, das nur im Bereich zwischen Aminosédure 33 und
41 &hnliche Phosphorylierungsstellen wie B-Catenin aufweist. Zwar sind entsprechende
Kreuzreaktionen von AK2 bislang nicht beschrieben, doch wire es durchaus denkbar, dass
das hier vorgefundene Protein in entsprechenden Tests nur noch nicht nachgewiesen wurde,

da es sich vermutlich um ein rein embryospezifisches Protein handelt. Zumindest konnte es

78



DISKUSSION

bei begleitend zu dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen weder in Fibroblasten oder Granu-
losazellen, noch in Kontrolllysaten nachgewiesen werden (hier nicht dargestellt; laut
personlicher Mitteilung von Herrn Dr. R. Péhland, Leibniz-Institut fiir Nutztierbiologie, Dum-
merstorf). Moglicherweise handelt es sich um ein Protein oozytdren Ursprungs, das im frithen
Embryo in relativ groer Menge vorhanden ist und dort eine uns noch unbekannte Funktion
iibernimmt. Um diese Theorie zu iiberpriifen, wurde begonnen, mittels einer In-silico-Daten-
bankanalyse nach Proteinen zu suchen, die eine hohe Homologie zu den ersten 50
Aminosduren von B-Catenin aufweisen und deren Molekulargewicht in etwa dem des hier
nachgewiesenen Proteins entspricht (ca. 400 bis 450 Aminosduren). In einem weiteren Schritt
missten dann Antikorper gegen die aufgefundenen Proteine gesucht und das in dieser Arbeit
nachgewiesene NIP mit diesen Antikorpern getestet werden. Die Analyse war allerdings bei
Fertigstellung dieser Arbeit noch nicht abgeschlossen. Um definitive Aussagen zur Herkunft
dieses Proteins machen zu konnen, sollte als ndchster Schritt versucht werden, es zu isolieren

und anschlieend genauer zu charakterisieren.

5.4 Lokalisation und Funktionen von B-Catenin im bovinen
Priaimplantationsembryo

Da die Funktion von B-Catenin eng mit seiner intrazelluldren Lokalisation verkniipft ist
(ORSULIC et al. 1999), kommt der subzelluldren Verteilung von B-Catenin besondere Bedeu-
tung zu. Diese wurde in der vorliegenden Arbeit unter dem LSM ermittelt, wobei wiederum
GBC, N-PBC und C-PBC betrachtet werden sollten. Da bei den LSM-Versuchen im Gegen-
satz zum Westernblot allerdings nicht zwischen intaktem N-PBC und NIP unterschieden
werden konnte, ist davon auszugehen, dass es sich bei den in diesem Zusammenhang erhal-

tenen Fluoreszenzsignalen um die Summe dieser beiden Proteine (SHEP) handelt.

5.4.1 p-Catenin in Zellmembran und Zytoplasma

Die Lokalisation von B-Catenin in frithen Furchungsstadien wird nach wie vor stark und teil -
weise kontrovers diskutiert (GOVAL et al. 2000). Einigkeit herrscht im Allgemeinen dariiber,
dass B-Catenin hauptsidchlich im Bereich der Zellmembran konzentriert ist (BARCROFT et
al. 1998; ROGERS und VERMUZA 2000), wie dies auch in der vorliegenden Studie bei GBC
der Fall war. Im Zytoplasma zeigte sich demgegeniiber eine wesentlich geringere Fluores-
zenzintensitdt. Was die Verteilung von B-Catenin innerhalb der Zellmembran betrifft, gehen
die Meinungen weiter auseinander. So berichten BARCROFT et al. (1998) von einer gleich-
méBigen Verteilung des B-Catenin-Signals entlang der Zellgrenzen frither Furchungsstadien
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boviner Embryonen. Erst ab dem Morulastadium konnte eine Konzentration des Signals auf
den Bereich von Zellkontakten nachgewiesen werden. Dies ist insofern schliissig, als es erst
ab dem Zeitpunkt der Kompaktierung zur Aktivierung der E-Cadherin mediierten Zelladhé-
sion kommt (FLEMING et al. 2001; WATSON und BARCROFT 2001). Auch in der
vorliegenden Arbeit wurde eine durchweg gleichméfige zentrale Verteilung von GBC vorge-
funden. Demgegeniiber konnten OHSUGI et al. (1996) bereits bei murinen 2-Zellembryonen,
also weit vor der Kompaktierung, eine apolare Verteilung von B-Catenin in der Zellmembran
nachweisen. Eine mogliche Erklarung fiir diese Diskrepanzen liefern OHSUGI et al. (1999).
Ihrer Studie zufolge kommt es bei Verwendung von Antikdrpern, die an das aminoterminale
Ende von B-Catenin binden, zu einer gleichmifBigen Fluoreszenzverteilung entlang der Zell-
membran, wihrend Antikorper gegen das C-terminale Ende ein auf den Bereich von
Zellkontakten beschridnktes Fluoreszenzsignal hervorrufen. Zu erkldren sei dieses Phdnomen
damit, dass im Bereich freier Zelloberflichen das carboxyterminale Ende von B-Catenin
durch Tyrosinphosphorylierung blockiert sei und somit die entsprechenden Antikorper nicht
binden konnten. Durch diese Tyrosinphosphorylierung wiirden vermutlich Cadherin-Catenin-
Komplexe in Bereichen, in denen keine Zelladhdsion bendtigt wird, inaktiv gehalten und erst
bei Bedarf aktiviert und gegebenenfalls transloziert. Dass ein gewisser Anteil der Cadherin-
Catenin-Komplexe schon vor der Kompaktierung aktiv zu sein scheint, ldsst sich damit
erkldren, dass auch die Adhédsion der Blastomeren fritherer Furchungsstadien E-Cadherin ver-
mittelt sein konnte, selbst wenn hier noch keine vollstindig aktiven Adhaerens junctions
vorliegen (JOHNSON und MCCONNELL 2004). Da in der vorliegenden Arbeit ausschlief3-
lich Antikorper, die gegen das N-terminale Ende von GBC gerichtet sind, verwendet wurden,
sind die erzielten Ergebnisse auch mit den letztgenannten Studien in Einklang zu bringen.

Im Gegensatz zu GBC konnte im Fall von SHEP keine Konzentration auf den Bereich der
Zellmembran nachgewiesen werden. Vielmehr waren die Fluoreszenzintensititen von SHEP
in Zellmembran und Zytoplasma anndhernd gleich hoch, lediglich in einzelnen Fillen war in
der Zellmembran eine geringfiigig hohere Fluoreszenzintensitdt zu erkennen. In beiden Zell-
kompartimenten zeigte sich ein diffuses Verteilungsmuster. SHEP schien somit gar nicht an
der Zellmembran verankert zu sein, sondern mit dem zytoplasmatischen SHEP-Pool in stidn-
digem Diffusionsgleichgewicht zu stehen. Geht man davon aus, dass SHEP sich aus
verschiedenen N-PBC-Varianten zusammensetzt, entsprechen diese Ergebnisse einer an
somatischen Zellen durchgefiihrten Studie von MAHER et al. (2010). Hier wurde gezeigt,
dass an eben diesen Aminoséureresten phosphoryliertes f-Catenin nicht mit E-Cadherin inter-
agieren kann, was die Autoren damit begriinden, dass es tiberwiegend mit Komponenten des
-Catenin-Abbaukomplexes assoziiert ist. Unsere N-PBC-Varianten wiren demnach gar nicht

in Adhaerens junctions-Komplexe bzw. deren Vorlaufer eingebunden und somit auch nicht an
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der Zellmembran verankert. Folglich scheint N-PBC bei der E-Cadherin vermittelten Zellad-
hision keine Rolle zu spielen. Dasselbe gilt fiir den Fall, dass es sich bei SHEP tiberwiegend
um ein von B-Catenin unabhingiges Proteine handelt. Auch dieses wiirde dann vermutlich

keine bedeutende Funktion fiir die Zelladhéision iibernehmen.

Verglichen mit der Zellmembran war der Anteil von SHEP an GBC im Zytoplasma wesentlich
hoher. Falls es sich also bei SHEP um N-PBC-Varianten handelt, wire im Zytoplasma somit
ein wesentlich hoherer Anteil des GBC an den entsprechenden Aminosdureresten phosphory-
liert. Auch dies entspriache dem bestehenden Bild von B-Catenin. Denn solange es zu keiner
Stabilisierung von B-Catenin, beispielsweise infolge eines Wnt-Signals, kommt, wird zyto-
plasmatisches p-Catenin kontinuierlich durch GSK3 phosphoryliert und infolgedessen
proteasomal abgebaut (ABERLE et al. 1997).

Wiéhrend sich die Fluoreszenzintensitit von SHEP im Laufe der Entwicklung vom 4- zum
16/18-Zellstadium in Zellmembran und Zytoplasma konstant hielt, zeigten sich im Fall von
GBC zumindest in Versuchsabschnitt 2 gewisse Schwankungen. In der Zellmembran war zwi-
schen dem 4- und 6-Zellstadium ein signifikanter Abfall und zwischen dem spiten 8- und
10/12/14-Zellstadium wiederum ein signifikanter Anstieg zu verzeichnen. Zur gleichen Zeit
kam es im Zytoplasma zunédchst zu einem signifikanten Anstieg und anschlieBend wieder zu
einer Verringerung der Fluoreszenzintensitdt von GBC. Diese Schwankungen kénnten folgen-
dermaflen erkldrt werden: Bis zum 4-Zellstadium konnte noch oozytires B-Catenin, das
wiéhrend der Oozytenreifung fiir die interzelluldren Kontakte zwischen Eizelle und Cumulus-
zellen von Bedeutung war, an der Zellmembran des Embryos vorhanden sein. Da es im frithen
Praimplantationsembryo fiir die Zelladhédsion nicht mehr in derart groBen Mengen bendtigt
wird, kommt es nun zum Abbau des maternalen B-Catenins. Dieser findet im Zytoplasma
statt, weshalb das GBC-Level dort kurzfristig ansteigt und gleichzeitig an der Zellmembran
sinkt. Wahrend der Degradierung des iiberschiissigen B-Catenins sinkt das GBC-Level im
Zytoplasma allmdhlich wieder. Aufgrund der im Entwicklungsverlauf zunehmenden Zelladha-
sion der Blastomeren wird schlieBlich neu synthetisiertes p-Catenin wieder an die
Zellmembran transportiert, was den neuerlichen Anstieg der Fluoreszenzintensitdt von GBC

in der Zellmembran erklidren wiirde.

Alternativ wire auch denkbar, dass das sich im Zytoplasma anhdufende GBC nicht degradiert
wird, sondern an der unter Kapitel 5.5 beschriebenen Translokation von B-Catenin in den
Zellkern beteiligt ist.

Im Fall von SHEP ist aufgrund der konstanten Proteinlevels davon auszugehen, dass sich de
novo Phosphorylierung und Abbau im Gleichgewicht befinden. Alternativ wire auch hier eine
Translokation in den Zellkern vorstellbar, wobei sich in diesem Fall die Menge an de novo
phosphoryliertem und translozierendem Protein entsprechen miissten.
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Dass in Versuchsabschnitt 4 die eben beschriebenen Fluoreszenzintensitdtsschwankungen von
GBC nicht bestidtigt werden konnten, ldsst sich moglicherweise durch den in diesem Ver-
suchsabschnitt kleineren Stichprobenumfang erkldren. Es wire allerdings auch denkbar, dass
beispielsweise unterschiedliche Zellzyklusaktivitdten der Embryonen, schwankende Oozyten-
qualititen oder Schwankungen im IVP-Regime die GBC-Konzentrationen zusétzlich
beeinflussen, so dass der Einfluss des Entwicklungsstandes teilweise tiberdeckt wird.

Im Gegensatz zu SHEP lieB3 sich bei Betrachtung von C-PBC bei einigen der untersuchten
Embryonen eine deutliche fluoreszenzbedingte Abgrenzbarkeit der Zellmembran beobachten.
Dies deutet darauf hin, dass ein Teil des membrangebundenen B-Catenins an Position 552
phosphoryliert ist. Auch MAHER et al. (2010) konnten bereits nachweisen, dass C-PBC in
somatischen Zellen im Bereich von Zellkontakten auftreten und mit E-Cadherin assoziieren

kann. Welche Rolle es hierbei genau spielt, bleibt allerdings unbekannt.

5.4.2 pB-Catenin im Zellkern

Ob bzw. ab wann B-Catenin im Zellkern von Praimplantationsembryonen auftritt, wird nach
wie vor kontrovers diskutiert. Wahrend GOVAL et al. (2000) sowie ROGERS und VER-
MUZA (2000) bei murinen Prdimplantationsembryonen keine Hinweise auf ein Vorkommen
von B-Catenin im Zellkern fanden, konnten BARCROFT et al. (1998) sowie PAUKEN und
CAPCO (1999) bei bovinen bzw. murinen Prdimplantationsembryonen dort durchaus ein B-
Catenin-Signal nachweisen. Dieses war allerdings verglichen mit der Fluoreszenzintensitét in
der Zellmembran deutlich schwicher ausgepréigt und tiberschritt zu keinem Zeitpunkt die im
umgebenden Zytoplasma nachgewiesene Intensitdt. Diese beiden letztgenannten Studien
stehen auch im Einklang mit der vorliegenden Arbeit, in der vom 4- bis zum 16/18-Zellsta-
dium im Zellkern ein durchgehend konstantes, wenn auch im Vergleich zum Zytoplasma und
vor allem zur Zellmembran wesentlich geringeres Fluoreszenzsignal von GBC nachgewiesen
werden konnte. Das Vorkommen von f-Catenin im Zellkern wird meist mit einem aktiven
kanonischen Wnt-Signalweg in Zusammenhang gebracht. In Anwesenheit eines Wnt-Signals
kommt es zur Stabilisierung und folglich zur Akkumulation von zytoplasmatischem B-Ca-
tenin. AnschlieBend transloziert es in den Zellkern, wo es als Transkriptionskoaktivator
wirksam wird (WILLERT und NUSSE, 1998). Allerdings wird von zahlreichen Wissenschaft-
lern die Meinung vertreten, dass dieser Wnt-Signalweg wéhrend der frithen
praimplantatorischen Embryonalentwicklung noch nicht bzw. nicht vollstindig aktiv ist
(KEMLER et al. 2004; DE VRIES et al. 2004; HARWOOQOD et al. 2008). Dass in der vorlie-
genden und den oben genannten Studien dennoch B-Catenin im Zellkern von
Praimplantationsembryonen nachzuweisen war, konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass
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bereits einige Teilbereiche des Wnt/B-Catenin-Signalwegs funktionsfihig sein konnten. Alter-
nativ konnte das nukleédre f-Catenin im frithen Praimplantationsembryo auch eine vom Wnt-
Weg vollig unabhéngige Rolle spielen.

Wiéhrend das GBC-Level im Zellkern im Laufe der pradimplantatorischen Embryonalentwick-
lung keine Verdnderungen zeigte, stieg das SHEP-Signal vom 4- bis zum 16/18-Zellstadium
kontinuierlich von Werten weit unter denen von Zytoplasma und Zellmembran auf Werte weit
dariiber an. Um diesen Anstieg besser interpretieren zu konnen, wére es interessant zu wissen,
auf welchem Proteinanteil von SHEP er beruht. Da das GBC-Level konstant blieb, liegt die
Annahme nahe, dass es sich nicht um einen Anstieg von N-PBC, sondern von NIP handelt, da
NIP ja nur durch AK2 und nicht durch AK1 erkannt wird. Demnach wiirde also ein bisher
noch nicht identifiziertes Protein im Lauf der Embryonalentwicklung im Zellkern akkumu-
lieren. Da allerdings zum jetzigen Zeitpunkt noch vollig unklar ist, um welches Protein es
sich hierbei handeln konnte, konnen an dieser Stelle noch keinerlei Aussagen zu der Bedeu-
tung seiner etwaigen Akkumulation im Zellkern gemacht werden. Es kann allerdings auch
nicht ausgeschlossen werden, dass der Anstieg des SHEP-Signals im Zellkern vielleicht doch
auf N-PBC zuriickzufiihren ist. Das zundchst paradox erscheinende Phédnomen, ndmlich der
Anstieg von N-PBC bei fehlendem Anstieg von GBC, liele sich dann beispielsweise damit
erkldren, dass sich verhdltnisméBig viel mehr dephosphoryliertes als phosphoryliertes B-Ca-
tenin im Zellkern befindet. Somit wiirde sich ein Anstieg von Letzterem bei Betrachtung des
GBC-Levels kaum auswirken. Da das GBC-Level im Zellkern aber insgesamt extrem niedrig
war, ist diese Theorie sehr unwahrscheinlich. Vermutlich lie3e sich der Sachverhalt metho-
disch begriinden: Da im Vergleich zu GBC nur wenig N-PBC im Gesamtembryo vorkam,
wurde das N-PBC-Signal extrem verstdrkt. Dadurch wurden bei N-PBC die Unterschiede im
Zellkern deutlich, wohingegen sie bei der Betrachtung von GBC, das im Zellkern ja insge-

samt nur in geringen Spuren aufzufinden war, gar nicht detektiert werden konnten.

Der Anstieg des SHEP-Signals im Zellkern kann entweder auf einer de-novo-Phosphorylie-
rung ohne anschlieBende Degradierung oder Dephosphorylierung, auf einer Translokation von
bereits phosphoryliertem Protein oder auf einer Kombination aus beiden Ereignissen beruhen.
Da das Proteinlevel von N-PBC im Gesamtembryo allerdings nicht anstieg und im Fall von
NIP sogar eine tendenzielle Abnahme im Entwicklungsverlauf zu verzeichnen war, ist eine
reine Translokation am wahrscheinlichsten. Dafiir sprechen zudem die Ergebnisse der FRAP-
Analysen, die deutlich machen, dass es wéhrend der prdimplantatorischen Embryonalent-
wicklung zu aktiven Translokationsprozessen von -Catenin kam. Allerdings lief3 sich im Live
Cell Imaging nicht zwischen phosphoryliertem und dephosphoryliertem B-Catenin unter-
scheiden. Dennoch wire es aufgrund der geschilderten Ergebnisse denkbar, dass

phosphoryliertes B-Catenin, sei es nun intaktes N-PBC oder eine N-PBC-Variante, in den
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Zellkern transloziert. Doch auch eine de-novo-Phosphorylierung, gegebenenfalls verbunden
mit einer vorhergehenden oder anschlieBenden Translokation von B-Catenin in den Zellkern,
kann im vorliegenden Fall nicht vollstindig ausgeschlossen werden. Dass es trotzdem zu
keinem Anstieg des SHEP-Levels im Gesamtembryo kam, konnte folgendermallen erklért
werden: In der Zellmembran und vor allem im Zytoplasma als dem grofiten der drei Zellkom-
partimente konnte verhéltnismidfig so viel mehr SHEP vorliegen als im relativ kleinen
Zellkern, dass sich der dortige Anstieg auf das Gesamtproteinlevel nicht messbar auswirkt.
Denkbar wire prinzipiell auch, dass ein Gleichgewicht zwischen Phosphorylierung und
Dephosphorylierung herrscht, wobei die Dephosphorylierung dann aber nicht im Zellkern,

sondern im Zytoplasma ablaufen miisste, wofiir allerdings keine Hinweise gefunden wurden.

Da NIP bisher noch nicht identifiziert ist, wire prinzipiell auch denkbar, dass es sich bei dem
im Zellkern akkumulierenden Protein gar nicht um N-PBC oder eine N-PBC-Variante, son-
dern ein von B-Catenin vollig unabhingiges Protein handelt. Dagegen spricht allerdings, dass
einerseits, wie eben ausgefiihrt, nachweislich eine Translokation von B-Catenin in den Zell-
kern stattfand und andererseits auch eine Akkumulation von C-PBC im Zellkern festgestellt
wurde, auf die im Lauf dieses Kapitels noch ndher eingegangen wird. Das Auftreten von N-
PBC im Zellkern wire wiederum insofern iiberraschend, als bisher davon ausgegangen
wurde, dass B-Catenin im Zytoplasma phosphoryliert und infolgedessen auch dort rasch abge-
baut wird. Im Zellkern wurde unseres Wissens bisher nur an den Aminosiureresten Ser33,
Ser37 und Thr41 dephosphoryliertes B-Catenin nachgewiesen, das im Rahmen einer Aktivie-
rung des Wnt-Signalwegs im Zytoplasma akkumuliert und anschlieBend in den Zellkern
transloziert war, wo es dann als aktive Form von B-Catenin an der Genexpression beteiligt ist
(ABERLE et al. 1997; SALOMON et al. 1997). Auch laut MAHER et al. (2010) liegt N-PBC
hauptsdchlich im Zytoplasma und nicht im Zellkern vor, wobei allerdings unklar ist, ob dies
auf eine Retention von derart phosphoryliertem B-Catenin im Zytoplasma oder auf einen
Export aus dem Zellkern zuriickzufithren ist. Gemil STAAL et al. (2002) sowie ARM-
STRONG et al. (2007) kann B-Catenin die Transkription im Zellkern nur aktivieren, wenn es
aktiv, also hypophosphoryliert, ist. Somit kann eine mogliche nukledre Akkumulation von N-
PBC nicht auf einen aktiven Wnt-Signalweg zuriickzufiihren sein. Welche Rolle es also im
Zellkern spielen konnte, ist unklar.

Unabhéngig davon, ob es sich bei dem akkumulierenden Protein nun um N-PBC oder etwas
anderes handelt, zeigt die Tatsache, dass es offensichtlich akkumulierte und im Fall von N-
PBC vermutlich sogar aktiv in den Kern translozierte, dass dieses Protein durchaus eine phy-
siologische Funktion im Zellkern innehaben konnte. Einen weiteren Hinweis hierauf liefert
die Beobachtung, dass es im Laufe der prdimplantatorischen Embryonalentwicklung neben

dem Anstieg auch zu einer zunehmenden Konzentration von SHEP auf bestimmte Kernbe-
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reiche kam. Dies konnte auf eine im Zellkern stattfindende Interaktion mit anderen Proteinen
zurlickzufiithren sein. Diese Proteinkomplexe konnten dann moglicherweise wiederum eine
Funktion bei der Genexpression haben. Um hierzu jedoch konkrete Aussagen machen zu

konnen, sind weitere Forschungsarbeiten notig.

Auch bei der Untersuchung von C-PBC konnte, wie oben bereits angedeutet, eine Farbung im
Kern nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu SHEP kam es hier allerdings im Lauf der Ent-
wicklung nach einem Anstieg auch wieder zu einem tendenziellen Abfall der
Fluoreszenzintensitdt. Dieser Riickgang der Phosphorylierung im Zellkern féllt ungeféhr in
den Zeitraum der embryonalen Genomaktivierung. Moglicherweise liefert er einen Hinweis
darauf, dass C-PBC im Zellkern eine Funktion im Rahmen der Aktivierung des embryonalen

Genoms spielen konnte.

Da SHEP und C-PBC im Zellkern ein vergleichbares Verteilungsmuster (teilweise zonale Ver-
teilung mit Ausbildung von nuclear bodies) aufwiesen, liee sich vermuten, dass dieselben -
Catenin-Molekiile an beiden Phosphorylierungsstellen gleichzeitig phosphoryliert sind. Dem
widerspricht allerdings das im Westernblot ermittelte Bindungsverhalten der verschiedenen
Phospho-f-Catenin-Antikorper: Das durch AK4 angezeigte C-PBC wurde von AK2 nahezu
nicht erkannt, wohingegen das mit AK2 reagierende NIP von AK4 nicht erkannt wurde. Mog-
licherweise erfolgen die unterschiedlichen Phosphorylierungsschritte im Rahmen von
Spaltungs- und Abbauprozessen aber auch nacheinander, was wiederum eine Erklarung fiir
das zeitlich etwas verzogerte Auftreten der nuclear bodies bei SHEP im Vergleich zu C-PBC
darstellen wiirde. Inwiefern ein funktioneller Zusammenhang zwischen der Phosphorylierung
von B-Catenin am amino- und carboxyterminalen Ende besteht, konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht abschlieBend geklart werden. In diesem Zusammenhang wiére es sinnvoll, mittels
Kolokationsanalysen zu testen, ob beide Proteinformen an identischen Stellen im Zellkern

vorkommen.

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass B-Catenin im Zellkern boviner Prdimplantati-
onsembryonen vermutlich iiberwiegend an Ser33/Ser37/Thr41 und bzw. oder an Ser552
phosphoryliert ist. Beide Phosphorylierungsformen scheinen eine physiologische Funktion im
Zellkern wahrzunehmen, die eventuell mit der embryonalen Genomaktivierung in Zusam-
menhang stehen konnte. Um diese Funktionen allerdings genauer analysieren zu konnen, sind

noch weitere Forschungsarbeiten notig.
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5.5 Perinukleire Verdichtung und Translokationsprozesse von f-Catenin

Bei ndherer Betrachtung des Verteilungsmusters von B-Catenin im Zytoplasma konnte in der
vorliegenden Studie eine Besonderheit nachgewiesen werden: Bereits im 6-Zellstadium war
bei einem geringen Anteil der Embryonen im Zytoplasma eine perinukledre Fluoreszenzver-
dichtung (Corona) nachzuweisen. Der Anteil der betroffenen Embryonen stieg mit
zunehmendem Entwicklungsstadium bis zur Gruppe der 10- bis 14-Zellembryonen an. Diese
perinukledre Akkumulation war allerdings nur bei Verwendung des Antikorpers gegen GBC
nachweisbar, nicht bei dem gegen N-PBC gerichteten Antikorper. Demgegeniiber waren bei
dem gegen C-PBC gerichteten Antikorper bei einem Teil der untersuchten Embryonen bodies
im kernnahen Zytoplasma zu erkennen. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass es sich
bei dem perinukledr akkumulierten f-Catenin vermutlich {iberwiegend um die dephosphory-
lierte Form dieses Proteins handelt. Ein geringerer Anteil scheint C-terminal phosphoryliert
zu sein, fiir eine N-terminale Phosphorylierung liegen keine Hinweise vor.

BARCROFT et al. (1998) konnten bei bovinen IVP-Embryonen ebenfalls eine perinukleédre
Verteilung von B-Catenin im Zytoplasma nachweisen, allerdings erst im Morulastadium (16-
bis 32-Zell-Morula). Sie erkldren dieses Phdnomen mit einer moglichen Shuttle-Rolle von -
Catenin bei der Bildung von Tight junctions. Demnach wiirde B-Catenin mit zonula occlu-
dens-1 (ZO-1) im Bereich des perinukledren Zytoplasmas assoziieren, anschlieBend an die
lateralen Membranen wandern und dadurch Komponenten von Tight junctions an ihren
Zielort transportieren. ZO-1 konnte in ihrer Studie allerdings erst ab dem Morulastadium
nachgewiesen werden, wihrend die perinukledre Verdichtung von B-Catenin in der vorlie-
genden Arbeit bereits wesentlich frither festzustellen war. Somit ist eine an ZO-1 gekoppelte
Translokation von B-Catenin als Begriindung fiir die hier beobachtete perinukledre Akkumu-

lation eher unwahrscheinlich.

Voraussetzung fiir die Entstehung von Tight junctions ist die vorhergehende Bildung von
Adhaerens junctions (FLEMING et al. 2000). Zwar kommt es erst mit Beginn der Kompaktie-
rung zur Aktivierung einer stabilen durch Adhaerens junctions mediierten Zelladhésion,
jedoch werden die bendtigten Bestandteile bereits in frithesten Embryonalstadien bereitge-
stellt und an die Zellmembran transportiert (FLEMING et al. 2001; WATSON und
BARCROFT 2001). GemiB einer Studie von CHEN et al. (1999) tibernimmt -Catenin auch
hier die Rolle eines Transporteurs, indem es neu synthetisiertes E-Cadherin noch im ER
bindet und von dort an die Zellmembran transportiert. Somit wére auch denkbar, dass die in

der vorliegenden Arbeit beobachtete perinukledre Verdichtung von B-Catenin in Zusammen-
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hang mit der Bildung von Adhaerens junctions steht. Einen Hinweis darauf liefert auch die
Beobachtung von BARCROFT et al. (1998), dass neben B-Catenin auch E-Cadherin in Berei-
chen um den Zellkern akkumuliert, und zwar bereits ab dem 4-Zellstadium.

Alternativ besteht aber auch die Moglichkeit, dass die perinukledre Akkumulation von B-Ca-
tenin nicht die Vorstufe fiir dessen Transport an die Zellmembran, sondern in den Zellkern
darstellt. GeméR einer Studie von YAMOUCHI und KUROSAKA (2009b) ist in somatischen
Zellen eine stimulierte Translokation von B-Catenin von der Zellmembran in den Zellkern
ebenfalls mit einer perinukledren Verdichtung von B-Catenin assoziiert. Zudem belegen die
Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten FRAP-Analysen eindeutig, dass es
wéhrend der pradimplantatorischen Embryonalentwicklung zu einer Translokation von B-Ca-
tenin aus dem Zytoplasma in den Zellkern kommt. Da SHEP offensichtlich keine Corona
ausbildet, handelt es sich hierbei vermutlich um eine Translokation von zumindest vorerst
zum Grofiteil dephosphoryliertem B-Catenin, allerdings verbunden mit einem Anstieg beider
Phospho-B-Catenin-Levels im Zellkern bei konstant bleibendem GBC-Level. Folgende Erkla-
rung wire fiir dieses Phdnomen denkbar: Dephosphoryliertes f-Catenin akkumuliert in der
perinukledren Region, wird dort bereits teilweise C-terminal phosphoryliert, anschlieend in
den Zellkern transportiert und formiert sich in bestimmten Kernregionen zu nuclear bodies.
So kommt es im Zellkern zu der bereits in frithesten Entwicklungsstadien beobachteten Akku-
mulation von C-PBC, das dort dann seine physiologische Funktion beispielsweise im Vorlauf
der embryonalen Genomaktivierung ausiiben kann. Moglicherweise zeitlich etwas verzogert
wird C-PBC dann auch N-terminal phosphoryliert, was den etwas spéter einsetzenden Anstieg
von nuclear bodies im Fall von SHEP erkldren konnte. GSK3 konnte in unterschiedlichen
Zelllinien nicht nur im Zytoplasma, sondern teils in geringeren Mengen auch im Zellkern
lokalisiert werden, wo es sogar verhéltnismafBig aktiver ist (BIJUR und JOPE, 2003; MEIJER
et al. 2004). Deshalb erscheint es durchaus moglich, dass es im Embryo zu einer N-termi-
nalen Phosphorylierung von B-Catenin im Zellkern kommen koénnte. Im Anschluss an diese
zweite Phosphorylierung kommt es rasch zur Spaltung und zum teilweisen Abbau des nun
nicht mehr benétigten C-PBC, so dass sein Anteil im Kern bereits wieder sinkt. Ubrig bleibt
ein die N-terminalen Phosphorylierungsstellen enthaltendes Spaltstiick von B-Catenin, das
seine Lokalisation im Kern beibehilt und weiterhin akkumuliert. Da dieses Spaltstiick offen-
sichtlich von dem gegen GBC gerichteten Antikorper nicht erkannt wird, wére es vorstellbar,
dass es mit anderen Proteinen assoziiert ist. Moglicherweise erfiillt es selbst noch eine physio-
logische Funktion im Zellkern, da es offensichtlich nicht sofort abgebaut wird.

Zu diesem Modell gibt es sicherlich noch zahlreiche Alternativen. Denkbar wire beispiels-
weise auch, dass beide Phospho-B-Catenin-Varianten voneinander vollig unabhédngig im

Zellkern vorkommen. Im Falle von NIP konnte es sich ferner um eine Splicing-Variante
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anstelle eines Spaltprodukts von B-Catenin handeln, die moglicherweise zudem eine vollig
andere Funktion tibernimmt. Oder aber es liegt hier gar nicht f-Catenin, sondern ein ganz
anderes Protein mit dhnlichen Phosphorylierungsstellen vor, was eine weitere Erklarung fiir
die fehlende Reaktion mit dem gegen GBC gerichteten Antikorper liefern wiirde. Des Wei-
teren ist das hier beschriebene Verhalten von C-PBC aufgrund zu geringer Emrbyonenzahlen
statistisch noch nicht ausreichend abgesichert. Weiterhin ist noch nicht geklért, an welchen
genauen Orten in der Zelle es zu den unterschiedlichen Phosphorylierungsschritten kommt.
Somit bleiben zahlreiche interessante Fragen offen, die in weiteren Forschungsarbeiten
geklart werden sollen.

Zusammenfassend lassen sich bisher folgende Aussagen treffen: Im Laufe der frithen praim-
plantatorischen Embryonalentwicklung kommt es zu einer perinukledren Akkumulation von
B-Catenin, die zeitlich und rdumlich mit Ereignissen im Zellkern in Beziehung zu stehen
scheint. Dabei ist jedoch noch unklar, ob es sich hierbei um die Quelle oder das Auffangbe-
cken des nukledren P-Catenins handelt. Weiterhin bleibt ungeklédrt, wie genau diese
perinukledre Akkumulation mit unterschiedlichen Phosphorylierungsmustern von f-Catenin
in Zusammenhang steht. Zur genaueren Abklarung der Funktion dieser perinukledren Verdich-
tung miissten im Rahmen zukiinftiger Arbeiten die genauen Orte der Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylierung von B-Catenin bestimmt und mit der Corona koloziert werden.

5.6 Effekte eines GSK3-Inhibitors

Die eben beschriebene Akkumulation von phosphoryliertem B-Catenin im Zellkern praim-
plantatorischer Embryonen deutet darauf hin, dass die Phosphorylierung von B-Catenin
bereits in diesen frithesten Entwicklungsstadien eine bedeutende Rolle spielt. Um die diesbe-
ziiglichen Zusammenhénge noch genauer analysieren zu konnen, wurden die Auswirkungen
einer Hemmung der Phosphorylierung von B-Catenin an Ser33/Ser37/Thr41 auf die Weiter-
entwicklung der Embryonen sowie auf das Proteinlevel und Verteilungsmuster von -Catenin

untersucht.

Die Phosphorylierung von B-Catenin an den N-terminalen Aminosdureresten Ser33, Ser37
und Thr41 erfolgt durch GSK3 (YOST et al. 1996; LIU et al. 2002). Diese Phosphorylierung
bewirkt, dass zytoplasmatisches -Catenin ubiquitiniert und anschlieend dem proteasomalen
Abbau zugefiihrt wird, wohingegen infolge einer Hemmung von GSK3 hypophosphoryliertes
B-Catenin stabilisiert wird und in den Zellkern transloziert (ABERLE et al. 1997, SALOMON
et al. 1997). Ob in frithen Embryonalstadien bereits dhnliche Verhéltnisse vorherrschen, sollte
durch den Einsatz eines GSK3-Inhibitors getestet werden.
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Der hierbei verwendete GSK3-Inhibitor IX (Fa. Merck, Darmstadt), auch bezeichnet als BIO
((2'Z, 3'E)-6-Bromoindirubin-3'-oxime; C;cH;oBrN;O,), ist laut Herstellerangaben ein hoch
potenter, selektiver und reversibler Inhibitor von GSK3a/p. Seine mittlere inhibitorische Kon-
zentration (IC50) betragt 5 nM (POLYCHRONOPOULOS et al. 2004). Er wurde in der
vorliegenden Studie in den Konzentrationen 50 nM, 100 nM sowie 500 nM eingesetzt.

5.6.1 Zytotoxizitit des GSK3-Inhibitors

Mehreren Studien zufolge zeigt BIO konzentrationsabhéngig zytotoxische Effekte in Zellkul-
turen. So trat geméB einer Studie von LIUIS et al. (2008) in embryonalen Stammzellen bei
Konzentrationen tiber 1 uM eine leicht toxische Wirkung auf. ATILLA-GOKCUMEN et al.
(2006) wiesen in HelLa Zellen bei einer Inhibitorkonzentration von 3 puM erste Anzeichen
einer Zytotoxizitdt nach, ab einer Konzentration von 10 uM war die zytotoxische Wirkung
deutlich zu erkennen. Auch TSENG et al. (2006) konnten in neonatalen Cardiomyozyten ab
einer Konzentration von 10 uM deutliche zytotoxische Effekte beobachten.

Inwiefern ein Einsatz von BIO die Weiterentwicklungsfdhigkeit von Praimplantationsem-
bryonen beeinflusst, ist unseres Wissens noch unbekannt. In der vorliegenden Arbeit konnten
in keinem der untersuchten Entwicklungsstadien konzentrationsabhéngige Unterschiede bzgl.
der Entwicklungsraten der Embryonen nachgewiesen werden. Somit kann davon ausgegangen
werden, dass die hier verwendeten eher niedrigen Inhibitorkonzentrationen zwischen 50 nM

und 500 nM keinerlei zytotoxische Wirkung auf praimplantatorische Embryonen haben.

5.6.2 Einfluss des GSK3-Inhibitors auf Proteinlevel und Verteilungsmuster von f-
Catenin

Es gibt eine Reihe von Studien, die die Wirkung von BIO auf unterschiedliche Zelllinien
beschreiben. Eine Zusammenfassung der einzelnen Erkenntnisse ergibt im Wesentlichen fol-
gendes Bild: BIO reduziert die durch GSK3 mediierte Phosphorylierung von B-Catenin
(MEIJER et al. 2003), was zur Folge hat, dass einerseits das Level an phosphoryliertem p-Ca-
tenin sinkt (LLUIS et al. 2008) und andererseits das Level an dephosphoryliertem B-Catenin
ansteigt (MEIJER et al. 2003). Da die Halbwertszeit von dephosphoryliertem -Catenin héher
ist als die von phosphoryliertem, ist aulerdem ein moderater Anstieg des GBC-Levels zu
beobachten (MEIJER et al. 2003).
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Dariiber hinaus konnte héufig eine nukleédre Translokation und Akkumulation von B-Catenin
in mit BIO behandelten Zellen beobachtet werden, gepaart mit einer Erhohung der funktio-
nalen Aktivitdit von [-Catenin, was einer Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs
entspricht (SATO et al. 2004; TSENG et al. 2006; LLUIS et al. 2008; YAMOUCHI und
KUROSAKA 2009a,b).

In der vorliegenden Arbeit ergab sich im Vergleich hierzu allerdings teilweise ein etwas
anderes Bild:

Der eingesetzte GSK3-Inhibitor zeigte die Hohe des Proteinlevels von GBC betreffend im
Westernblot keinerlei Auswirkungen. Ebenso wenig deutete sich eine Beeinflussung der Pro-
teinlevels von N-PBC und NIP an. Im Fall von C-PBC war ebenfalls keine Wirkung des
Inhibitors zu verzeichnen, was allerdings den Erwartungen entsprach, da die Phosphorylie-
rung von B-Catenin an Ser552 nicht durch GSK3 mediiert ist.

Die LSM-Versuche lieBen beziiglich der mittleren Fluoreszenzintensitdt im Gesamtembryo
lediglich im 4-Zellstadium bei einer Inhibitorkonzentration von 100 nM die erwarteten
Effekte erkennen: einen Abfall von SHEP sowie einen Anstieg von GBC. Demgegeniiber kam
es beim Einsatz der hoheren Inhibitorkonzentration (500 nM) zu einem Abfall von GBC im 4-
und 16/18-Zellstadium, was den erwarteten Effekten widerspricht. Moglicherweise handelt es
sich hierbei aber auch um Artefakte. Es wire durchaus vorstellbar, dass neben der Inhibitor-
konzentration auch andere Faktoren, beispielsweise unterschiedliche Zellzyklusaktivitdten der
Embryonen oder schwankende Oozytenqualititen, die Proteinlevels von B-Catenin beein-
flussen. Auf die Hohe der Fluoreszenzintensitit von SHEP lieBen sich keine Auswirkungen
erkennen. Ebenso wenig traten in den restlichen Entwicklungsstadien inhibitorabhingige
Unterschiede auf.

Eine mogliche Erkldrung fiir den tiberwiegend fehlenden Effekt von BIO auf die Hohe der
Gesamtproteinlevels von GBC, N-PBC und NIP wiére, dass GSK3 in bovinen Pradimplantati-
onsembryonen noch nicht vorhanden ist und somit gar nicht gehemmt werden kann. In
diesem Fall miisste man davon ausgehen, dass es sich bei den wenigen dennoch beobachteten
scheinbaren Auswirkungen von BIO in Wahrheit um Artefakte handelt. Dem widerspricht
allerdings die bereits oben erwihnte Studie von DE VRIES et al. (2004), in der in murinen
Praimplantationsembryonen ein bereits funktionsfdhiger B-Catenin-Abbaukomplex nachge-
wiesen wurde. Zudem konnten APARICIO et al. (2010) zeigen, dass GSK3 auch in bovinen
Embryonen vom 2-Zell- bis zum Blastozystenstadium in seinen beiden Isoformen GSK3a und
GSK3p prisent ist. Dabei scheint allerdings eine zunehmende Inaktivierung von GSK3 durch
Serinphosphorylierung Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Entwicklung zum Blastozystensta-
dium zu sein. Fiir eine Inaktivierung von GSK3 sind unter anderem AKT und PKA zusténdig
(HINO et al. 2005; FANG et al. 2007), eben jene Kinasen, die B-Catenin auch an Ser552
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phosphorylieren kénnen (TAURIN et al. 2006; FANG et al. 2007). Da in der vorliegenden
Studie C-PBC nachgewiesen wurde, ist es naheliegend, dass zumindest eine der genannten
Kinasen im frithen bovinen Praimplantationsembryo aktiv ist. Somit wére auch denkbar, dass
eventuell mit Ausnahme des 4-Zellstadiums, in dem zumindest teilweise Effekte des GSK3-
Inhibitors zu erkennen waren, GSK3 in den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Entwick-
lungsstadien nicht ausreichend aktiv war, um durch eine zusétzliche Hemmung durch BIO
einen sichtbaren Effekt bzgl. der Phosphorylierung von B-Catenin erzielen zu konnen. Dafiir
spricht auch das in dieser Studie nachgewiesene extrem niedrige Level an intaktem N-PBC.
Moglicherweise wird B-Catenin in bovinen Prdimplantationsembryonen noch gar nicht bzw.
kaum durch GSK3 phosphoryliert. Dies steht wiederum in Einklang mit APARICIO et al.
(2010), die in bovinen Blastozysten keine Phosphorylierung von B-Catenin an den Aminoséu-
reresten Ser33, Ser37 und Thr41 nachweisen konnten. Das im Westernblot detektierte NIP,
das ja eine wesentlich deutlichere Phosphorylierung aufwies als intaktes N-PBC, konnte unter
diesen Voraussetzungen dann allerdings wihrend der hier untersuchten Phase der Embryonal-
entwicklung ebenfalls nicht durch GSK3 phosphoryliert werden. Denkbar wére, dass dieses
Protein entweder durch ein anderes Enzym an den entsprechenden Aminosédureresten phos-
phoryliert wird oder aber oozytdren Ursprungs ist und im Entwicklungsverlauf keine weitere

Verdnderung seines Phosphorylierungsstatus durchliuft.

Geht man davon aus, dass NIP moglicherweise gar nicht durch GSK3 phosphoryliert wird und
BIO somit auch keinen Einfluss auf sein Proteinlevel nehmen kann, erdffnet sich eine weitere
Erklarungsmoglichkeit fir den mangelnden Effekt von BIO insbesondere auf SHEP: SHEP
setzt sich vermutlich zum iiberwiegenden Teil aus NIP und nur zu einem geringen Anteil aus
N-PBC zusammen. Selbst falls BIO also das Proteinlevel von N-PBC beeinflussen sollte,
wiirde dies bei Betrachtung von SHEP aufgrund der sich nicht &ndernden und wesentlich gro-
Beren Menge von NIP gar nicht ersichtlich. Dass im Westernblot auch im Fall von N-PBC
keine inhibitorabhéngigen Veranderungen gesichert werden konnten, kann durch fehlende
Wiederholungen begriindet werden. Alternativ wére vorstellbar, dass die entsprechenden
Effekte bei Betrachtung des N-PBC-Levels im Gesamtembryo nicht sichtbar werden, weil ins-
gesamt nur ein extrem kleiner Teil des B-Catenins phosphoryliert ist, so dass eine weitere

Abnahme nahezu nicht zu erkennen ist.

Alternativ wére denkbar, dass BIO in der eingesetzten Konzentration bei bovinen Embryonen
keine zuverldssige Wirkung zeigt. Im Vergleich zu Studien an verschiedenen Zellkulturen
waren die in dieser Studie verwendeten Inhibitorkonzentrationen (nanomolarer Bereich) eher
niedrig. Gemdl einer Studie von ATILA-GOCKUMEN et al. (2006) benétigt man in Zellkul-
turen fiir einen sichtbaren Effekt mikromolekulare Konzentrationen von BIO. Die am

héufigsten erfolgreich eingesetzten Konzentrationen dieses GSK3-Inhibitors liegen zwischen
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1 uM und 5 pM (ATILA-GOKCUMEN et al. 2006; TSENG et al. 2006; LLUIS et al. 2008;
ULLMANN et al. 2008). Allerdings liegt laut Herstellerangaben die mittlere inhibitorische
Konzentration (IC50) von BIO bei 5 nM, weshalb bei den in dieser Arbeit verwendeten Kon-

zentrationen von bis zu 500 nM ein sichtbarer Effekt erwartet wurde.

In gewissem Widerspruch zu all diesen Theorien steht die Tatsache, dass sich in der vorlie-
genden Studie inhibitorabhéngig eine Abnahme der Intensitdt von SHEP im Zellkern sowie
ein Riickgang des Anteils von Embryonen mit zonalem Verteilungsmuster und nuclear bodies
zeigten. Dartiiber hinaus schien auch der Anteil von Embryonen mit perinukleédrer Verdichtung
von GBC zu sinken. Dies deutet darauf hin, dass BIO doch eine Auswirkung auf GBC und N-
PBC bzw. NIP hat, zwar nicht unbedingt auf die Hohe ihrer Proteinlevels, wohl aber auf ihr
Verteilungsmuster. Hier konnte man vermuten, dass durch die Blockade des GSK3-Pathways
ein anderer Phosphorylierungspathway verstiarkt aktiviert wird. Dieser tibernimmt dann
anstelle von GSK3 die Phosphorylierung von B-Catenin bzw. NIP an den entsprechenden
Aminoséureresten, so dass das Gesamtproteinlevel relativ konstant bleibt. Die Integration von
B-Catenin bzw. NIP in den anderen Pathway hat dann allerdings eine andere Verteilung dieser
Proteine zur Folge. Dies wiirde insbesondere auch erkldren, warum BIO einen Einfluss auf
die perinukledre Verdichtung von B-Catenin zeigt, obwohl diese vermutlich im Wesentlichen
aus dephosphoryliertem B-Catenin besteht.

Alles in allem scheint bei bovinen Praimplantationsembryonen also beim Einsatz von BIO in
den genannten Konzentrationen die aus somatischen Zellen bekannte Akkumulation von
aktivem B-Catenin und nachfolgende Stimulation des Wnt-Signalwegs zu unterbleiben. Den-
noch werden gewisse Effekte sichtbar, insbesondere, was das Verteilungsmuster von -
Catenin betrifft. Dies ldsst darauf schlieen, dass GSK3 auch bei diesen frithen Entwicklungs-
stadien schon eine, eventuell vom Wnt-Weg unabhingige, funktionelle Rolle spielt.
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6 Zusammenfassung

Phosphorylierungsstatus und Verteilungsmuster von p-Catenin in bovinen
Embryonen um den Zeitpunkt der Aktivierung des embryonalen Genoms

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, das Verhalten von B-Catenin wihrend der frithen prdim-
plantatorischen Embryonalentwicklung, insbesondere wihrend des kritischen 8-Zellstadiums,
ndher zu analysieren, um Hinweise auf eine mogliche Funktion von B-Catenin wéhrend dieser
Entwicklungsphase zu erhalten. Hierzu wurden neben der Hohe des Gesamtproteinlevels von
B-Catenin auch dessen Phosphorylierungsstatus sowie das Verteilungsmuster von Gesamt-[3-
Catenin (GBC) und phosphoryliertem B-Catenin betrachtet. Dabei lag das Hauptaugenmerk
auf N-PBC (an Ser33/Ser37/Thr41 phosphoryliertes B-Catenin), dessen Funktion durch den
Einsatz eines GSK3-Inhibitors noch genauer untersucht werden sollte. Dariiber hinaus wurden
zusitzlich das Proteinlevel und die Lokalisation von C-PBC (an Ser552 phosphoryliertes -
Catenin) betrachtet. FRAP-Analysen von YFP-markiertem B-Catenin dienten der Analyse von
Translokationsprozessen innerhalb des Embryos. Auf diese Weise sollte das Wissen beziiglich
der grundlegenden Mechanismen, die wihrend der in diesem Zeitraum stattfindenden
embryonalen Genomaktivierung und der folgenden ersten Differenzierungsprozesse eine
Rolle spielen, verbessert werden. Durch eine Erweiterung des Wissens auf diesem Gebiet
konnte ein Beitrag geleistet werden, langfristig die Technik der In-vitro-Produktion boviner

Embryonen zu verbessern.

B-Catenin war vom 4- bis zum 16-Zellstadium in konstant hohen Proteinlevels nachweisbar
und stammt somit aus maternaler und embryonaler Genaktivitit. In den untersuchten Ent-
wicklungsstadien war es nur in geringem Mall an Ser33/Ser37/Thr4l phosphoryliert.
Allerdings zeigte der gegen N-PBC gerichtete Antikorper im Westernblot zusétzlich ein deut-
liches Signal mit NIP, einem noch nicht n#iher identifizierten Protein von geringerem
Molekulargewicht. Hierbei konnte es sich um ein phosphoryliertes Splicing- oder Spaltpro-
dukt oder um ein von B-Catenin v6llig unabhéngiges Protein handeln. Da bei der Analyse des
Verteilungsmusters nicht zwischen NIP und N-PBC unterschieden werden konnte, beziehen
sich die diesbeziiglichen Angaben auf beide Proteine, die hierfiir unter der Bezeichnung
SHEP (Summe homologer Epitope aufweisender Phosphoproteine) zusammengefasst wurden.
C-PBC schien in groBBeren Mengen vorhanden zu sein als N-PBC.

In den untersuchten bovinen Prdimplantationsembryonen lag GBC iiberwiegend membran-
stindig vor. Ein geringerer Anteil befand sich im Zytoplasma, wobei hier eine im
Entwicklungsverlauf zunehmende perinukledre Verdichtung (Corona) auszumachen war. In

sehr kleinen Mengen war B-Catenin auch im Zellkern zu finden. Die durchgefiihrten FRAP-
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Analysen zeigten, dass es im Lauf der prdimplantatorischen Embryonalentwicklung zu einer
Translokation von zytoplasmatischem p-Catenin in den Zellkern kam, was auch in Zusam-
menhang mit der perinukledren Verdichtung stehen konnte. Uberraschenderweise schienen
sich tiberwiegend die phosphorylierten Varianten von B-Catenin, SHEP und C-PBC, im Zell-
kern anzureichern. Dies widerspricht der am nichsten liegende Vermutung, dass -Catenin
unter dem Einfluss von Wnt-Signalen in den Zellkern transloziert, da in diesem Fall an den
Aminosdureresten Ser33, Ser37 und Thr41 hypophosphoryliertes B-Catenin zu erwarten wiére.
Dennoch spricht die Tatsache, dass die Phosphoproteine offensichtlich im Zellkern akkumu-
lierten und sich beztiglich ihrer Lokalisation dabei zunehmend auf bestimmte Kernbereiche
konzentrierten (Bildung von nuclear bodies), dafiir, dass sowohl SHEP als auch C-PBC eine
physiologische Funktion wihrend der frithesten Embryonalentwicklung innehaben kénnten.

Der Einsatz des GSK3-Inhibitors fiihrte nicht zu dem erwarteten Riickgang des N-PBC-Levels
und der damit in Zusammenhang stehenden Akkumulation von dephosphoryliertem p-Ca-
tenin. Eine derartige Stimulierung des Wnt-Signalwegs ist aus dhnlichen Versuchen an
somatischen Zellen bekannt. Nichts desto trotz waren unter Inhibitoreinfluss gewisse Effekte
sichtbar, insbesondere, was das Verteilungsmuster von GBC und SHEP betrifft. So kam es zu
einer Verringerung des nukledren SHEP-Levels verbunden mit einem Riickgang des Anteils
von Embryonen mit nuclear bodies und Corona. Dies deutet darauf hin, dass GSK3 auch bei
frithesten Entwicklungsstadien bereits eine funktionelle, allerdings vom Wnt-Signalweg ver-
mutlich unabhéngige Rolle spielt.

Insgesamt deutete sich an, dass es um den Zeitpunkt der embryonalen Genomaktivierung
herum in bovinen Embryonen zu interessanten, jedoch teils unerwarteten und noch nicht
abschlieBend erkldrbaren Phdnomenen das Verhalten von B-Catenin betreffend kommt.
Gleichwohl scheint dieses Protein durchaus eine Rolle in dieser frithen Entwicklungsphase zu
spielen. Um diesbeziiglich genauere Interpretationen zu ermoglichen, sind im Rahmen
zukiinftiger Forschungsarbeiten detailliertere Untersuchungen, insbesondere unter Einbezie-

hung weiterer Signalkaskaden, notig.
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7 _Summary

Phosphorylation status and distribution pattern of p-catenin in bovine
embryos around the time of embryonic genome activation

The purpose of this research project was to investigate the characteristics of B-catenin during
early preimplantation development, especially during the critical 8-cell stage, in order to get
information about a possible function of B-catenin during this phase of development. For this,
we considered the protein level of B-catenin as well as its phosphorylation status and the dis-
tribution pattern of total B-catenin and phosphorylated B-catenin. In this process, the main
focus of attention was on N-PBC (B-catenin phosphorylated at Ser33/Ser37/Thr41), whose
function should be analysed more deeply by using a GSK3-inhibitor. In addition, the protein
level and localization of C-PBC (B-catenin phosphorylated at Ser552) was considered. To
investigate processes of translocation of f-catenin within the embryo, FRAP-analyses of YFP-
tagged B-catenin were performed. Thereby, the knowledge about basic machanisms that are
important during embryonic genome activation and the following first processes of differen-
tiation should be improved. By augmenting the knowledge within this sector, it could be
possible to make a contribution to an improvement of in-vitro-production of bovine embryos

in the long run.

Non-varying protein levels of B-catenin were detectable from the 4- to the 16-cell stage. Thus
B-catenin was both of maternal and embryonic origin. In embryos of the investigated develop-
mental stages, it was phosphorylated at Ser33/Ser37/Thr41 only to a minor degree. However,
in the Western blot, the anti-N-PBC antibody additionally showed a clear reaction with NIP, a
still unidentified protein of lower molecular weight. This protein might be a phosphorylated
cleavage- or splicing-product or another protein that is completely independent of B-catenin.
Concerning the analysis of the distribution pattern, it was not possible to distinguish between
NIP and N-PBC. Thus, the statements made in this regard refer to both proteins. Therefore,
we introduced the term SHEP that includes both NIP and N-PBC. C-PBC seemed to be detec-
table in higher quantities than N-PBC.

Within the invastigated preimplantation embryos, B-catenin was localized mainly at the cell
membrane. A lesser fraction was found in the cytoplasm, where an increasing perinuclear
aggregation (corona) could be observed in the course of development. Diminutive amounts of
B-catenin could also be detected in the nucleus. The FRAP-analyses showed a translocation of
B-catenin from the cytoplasm to the nucleus in the course of preimplantation development,
which could be associated with its perinuclear aggregation. Surprisingly, mainly the phospho-

rylated forms of B-catenin, SHEP and C-PBC, seemed to accumulate in the nucleus. This is
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contrary to the most obvious assumption that f-catenin is translocated into the nucleus in the
context of wnt-signaling, as in this case, B-catenin that is hypophosphorylated at Ser33, Ser37
and Thr 41 would be expected. Nevertheless, the fact that the phosphoproteins apparently
accumulate in the nucleus and thereby concentrate their localization on specific nuclear
regions (formation of nuclear bodies) indicates that both SHEP and C-PBC could play a phy-
siological role in the nucleus during earliest embryonic development.

The application of the GSK3-inhibitor has not led to the expected decline of the protein level
of N-PBC and to the associated accumulation of dephosphorylated B-catenin. Such a stimula-
tion of the wnt-signaling pathway is known from comparable experiments with somatic cells.
Nevertheless, under the influence of the inhibitor, certain effects could be seen, especially
concerning the distribution pattern of total B-catenin and SHEP. This implies a diminished
level of nuclear SHEP as well as a reduced proportion of embryos with nuclear bodies or a
corona. This suggests that, also in embryos of early developmental stages, GSK3 already
plays a functional part, that, however, probably is independent of the wnt-signaling pathway.

All in all, it seems that around the time of embryonic genome activation, interesting, but
partly unexpected and not completely explainable phenomena concerning the properties of -
catenin are taking place in bovine embryos. Nevertheless, this protein seems to have a func-
tion in this early phase of development. To enable more precise interpretations in this regard,
more detailed investigations, especially the consideration of further signaling cascades, would

be necessary.
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8 Anhang

8.1 Medien fiir die In-vitro-Produktion

Losung zur COK-Gewinnung (mD-PBS)

500 ml Phosphatgepufferte Salzlosung nach Dulbecco (D-PBS) (Fa. Biochrom, Berlin)
500 mg Glucose (Fa. Sigma, Steinheim)

18 mg Na-Pyruvat (Fa. Serva, Heidelberg)

10 mg Penicillin (Fa. Sigma, Steinheim)

20 mg Streptomycin (Fa. Sigma, Steinheim)

5,6 mg Heparin (Fa. Sigma, Steinheim)

150 mg Bovines Serumalbumin (BSA) (Fa. Sigma, Steinheim)

Die Losung wurde am Morgen vor der Verwendung vorbereitet, im Kiihlschrank gelagert und

vor der Benutzung im Wasserbad auf 35°C erwarmt.

Maturationsmedium (TCM 199)

100 ml Aqua ad injectabilia (Ampuwa®) (Fa. Fresenius, Bad Homburg)
220 mg NaHCO:s; (Fa. Sigma, Steinheim)

5Smg Gentamicin-Sulfat (Fa. Sigma, Steinheim)

2,2 mg Na-Pyruvat (Fa. Serva, Heidelberg)

1510 mg Medium 199 Hepes Modification (Fa. Sigma, Steinheim)

Das Maturationsmedium wurde spétestens alle 4 Wochen frisch hergestellt, auf einen pH-
Wert von 7,4 eingestellt, sterilfiltriert und im Kiihlschrank bei 7°C gelagert.

Der fiir den jeweiligen Ansatz bendtigten Menge an TCM 199 wurde vor der Verwendung
10% ECS zugesetzt (siche Medienzusitze).
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Kapazitationsmedium
Stammlosung

125 ml Aqua ad injectabilia (Ampuwa®) (Fa. Fresenius, Bad Homburg)
725 mg NaCl (Fa. Roth, Karlsruhe)

28,75 mg |KCI (Fa. Sigma, Steinheim)

261,25 mg |NaHCOs; (Fa. Sigma, Steinheim)

4,5 mg NaH,PO, (Fa. Sigma, Steinheim)

297,5mg |Medium 199 Hepes Modification (Fa. Sigma, Steinheim)
460 pl Na-Laktat-Sirup 60% (Fa. Sigma, Steinheim)

38,75 mg | MgCl,x6H,0 (Fa. Sigma, Steinheim)

1,25 mg Phenolrot (Fa. Roth, Karlsruhe)

36 mg CaCl,x2H,0 (Fa. Sigma, Steinheim)

Diese Stammlosung wurde spétestens alle 4 Wochen frisch hergestellt, auf einen pH-Wert von

7,4 eingestellt, sterilfiltriert und im Kiihlschrank bei 7°C gelagert.

Arbeitslosung

10 ml Stamml6sung

60 mg BSA (Fa. Sigma, Steinheim)

2,2 mg Na-Pyruvat (Fa. Serva, Heidelberg)

Die Arbeitslosung wurde am Abend vor der Verwendung vorbereitet und im Brutschrank bei
39°C, 5% CO, und 98% relativer Luftfeuchtigkeit gelagert.
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Befruchtungsmedium
Stammlosung

100 ml Aqua ad injectabilia (Ampuwa®) (Fa. Fresenius, Bad Homburg)
666 mg NaCl (Fa. Roth, Karlsruhe)

23,5 mg KCI (Fa. Sigma, Steinheim)

210 mg NaHCO; (Fa. Sigma, Steinheim)

4 mg NaH,PO, (Fa. Sigma, Steinheim)

186 ul Na-Laktat-Sirup 60% (Fa. Sigma, Steinheim)
10 mg MgCLx6H,0 (Fa. Sigma, Steinheim)

1 mg Phenolrot (Fa. Roth, Karlsruhe)

30 mg CaCl,x2H,0 (Fa. Sigma, Steinheim)

Diese Stammlosung wurde spétestens alle 4 Wochen frisch hergestellt, auf einen pH-Wert von

7,8 eingestellt, sterilfiltriert und im Kiihlschrank bei 7°C gelagert.

Arbeitslosung
10 ml TL-Stock Dieser erste Teil der Arbeitslosung wurde am
60 mg BSA (Fa. Sigma, Steinheim) Abend vor der Verwendung hergestellt Die Lage-

rung erfolgte im Brutschrank bei 39°C, 5% CO,

2,2 mg Na-Pyruvat (Fa. Serva, Hei-| | 1980/ relativer Luftfeuchtigkeit.
delberg)
100 pl Heparin-Losung Der Zusatz der restlichen Zutaten (Herstellung
100 pl Gentamicin-Losung siche Medienzusitze) erfolgte mindestens 3
. . . Stunden vor Gebrauch der Arbeitslosung. Das
360 ul Hypotaurin-Epinephrin-

Losung

nun fertige Befruchtungsmedium wurde sterilfil-
triert und im Brutschrank wie oben beschrieben
gelagert.
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Kultivierungsmedium SOF

Stammlosung

100 ml H,O (0,1 pm gefiltert, Fa. Sigma, Steinheim)
629,2 mg | NaCl (Fa. Roth, Karlsruhe)

53,4 mg KCI (Fa. Sigma, Steinheim)

16,2 mg KH,PO, (Fa. Sigma, Steinheim)

24,8 mg CaCl,x2H,0 (Fa. Sigma, Steinheim)

9,6 mg MgCl,x6H,0 (Fa. Sigma, Steinheim)

210,6 mg |NaHCOs; (Fa. Sigma, Steinheim)

0,14 mg Phenolrot (Fa. Roth, Karlsruhe)

5 mg Gentamicin

47,06 ul Na-Laktat-Sirup 60% (Fa. Sigma, Steinheim)

Diese Stammlosung wurde spitestens alle 4 Wochen frisch hergestellt, auf einen pH-Wert von
7,2 bis 7,3 sowie auf eine Osmolaritit von 270 bis 280 mOsm eingestellt, sterilfiltriert und im
Kiihlschrank bei 7°C gelagert.

Arbeitslosung

9 ml Stammlosung

3,3 mg Na-Pyruvat (Fa. Serva, Heidelberg)

200 wl BME (Fa. Sigma, Steinheim)
100 pl MEM (Fa. Sigma, Steinheim)
1 ml ECS

20 mg BSA (Fa. Sigma, Steinheim)

Das Kultivierungsmedium wurde am Abend vor der Verwendung vorbereitet und im Brut-
schrank in Stickstoffatmosphiare bei 39,0°C, 5% CO,, 5% O, und 98% relativer
Luftfeuchtigkeit gelagert. Am Morgen vor der Verwendung wurde es sterilfiltriert, in die Kul-
tivierungsschalen gefiillt und bis zum endgiiltigen Gebrauch wiederum im Brutschrank

gelagert.
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Medienzusitze

ECS (estrus cow serum) als Zusatz zum Maturationsmedium

Die Herstellung von 6strischem Kuhserum erfolgte nach folgendem Schema:
Blutentnahme bei 4-10 briinstigen Kiihen oder Férsen
Stehenlassen des Blutes zur Gerinnung (mind. 1 Stunde bei Raumtemperatur)
Zentrifugation des Blutes bei 500 x g fiir 20 Minuten
Abgie3en und Poolen des Serumiiberstandes
erneute Zentrifugation bei 500 x g fiir 20 Minuten
AbgieBen des Uberstandes in ein Becherglas

Erhitzen des Serums im Wasserbad bei 56°C fiir eine Stunde zur Inaktivierung des

Komplementsystems
Abkiihlen des Serums bei Raumtemperatur
Abfiillen des Serums in Vacutainer und Tiefgefrieren bei -20°C

Je nach Gebrauch wurde ein Teil der Vacutainer aufgetaut und das ECS in Portionen von 500
bzw. 1000 pl in 1,5 ml Safe-Lock-Tubes (Fa. Eppendorf, Hamburg) abgefiillt und erneut ein-

gefroren.

FSH-Losung als Zusatz zum Maturationsmedium

Die FSH-Losung (Ovagen®, Fa. Bondico, Alkmaar, Holland) wurde entsprechend der Herstel-
lerangaben hergestellt, in Volumina von 120 ul in 0,5 ml Safe-Lock-Tubes (Fa. Eppendorf,
Hamburg) abgefiillt und anschlieBend eingefroren.

Heparin-Losung als Zusatz zum Befruchtungsmedium

5 ml Aqua ad injectabilia (Ampuwa®) (Fa. Fresenius, Bad Homburg)

5 mg Heparin (Fa. Sigma, Steinheim)

Die fertige Losung wurde sterilfiltriert, in Volumina von 100 pl in 0,5 ml Safe-Lock-Tubes
(Fa. Eppendorf, Hamburg) abgefiillt und anschlieend eingefroren.

Gentamicin-Losung als Zusatz zum Befruchtungsmedium

2,5 ml Aqua ad injectabilia (Ampuwa®) (Fa. Fresenius, Bad Homburg)

12,5 mg Gentamicin-Sulfat (Fa. Sigma, Steinheim)
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Die fertige Losung wurde sterilfiltriert, in Volumina von 100 pl in 0,5 ml Safe-Lock-Tubes
(Fa. Eppendorf, Hamburg) abgefiillt und anschlieend eingefroren.

Hypotaurin-Epinephrin-Losung als Zusatz zum Befruchtungsmedium

Losung 1

20 ml NaCl 0,9% (Fa. Braun, Tuttlingen)

2,19 mg Hypotaurin (Fa. Sigma, Steinheim)

Losung 2

50 ml Aqua ad injectabilia (Ampuwa®) (Fa. Fresenius, Bad Homburg)
50 mg Na-Meta-bi-sulfit (Fa. Sigma, Steinheim)

113 pul Na-Laktat-Sirup 60% (Fa. Sigma, Steinheim)

30 pl Konz. HCI (Fa. Roth, Karlsruhe)

Losung 3

40 ml Losung 2

1,83 mg Epinephrin (Fa. Sigma, Steinheim)

Losung 4 (Gebrauchslosung)

10 ml Losung 1
4 ml Losung 3
16 ml NaCl 0,9% (Fa. Braun, Tuttlingen)

Die Herstellung dieser Losung erfolgte unter Lichtschutz. Die fertige Losung wurde sterilfil -
triert, in Volumina von 360 ul in 0,5 ml Safe-Lock-Tubes (Fa. Eppendorf, Hamburg) abgefiillt
und anschlieend eingefroren.

8.2 Medien zum Waschen entnommener Embryonen

Proteinfreie PBS

Zur Herstellung der gebrauchsfahigen Losung wurde gemiB3 der Herstelleranweisung eine
Tablette PBS (Fa. Sigma, Steinheim) in 200 ml destilliertem Wasser (Ampuwa® Fa. Frese-
nius, Bad Homburg) bei Raumtemperatur gelost. Die fertige Losung wurde im Kiithlschrank
bei 7°C autbewahrt.
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Polyvinylalkohol

Zur Herstellung der gebrauchsfidhigen Losung wurden 50 mg Polyvinylalkohol (Fa. Sigma,
Steinheim) in 60 ml proteinfreier PBS gelost und im Kiihlschrank bei 7°C aufbewahrt.

8.3 Medien fiir Gelelektrophorese und Westernblot

Trenngel 10%

10 ml Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8) (Fa. Roth, Karlsruhe)
7,5 ml Tris 1,5 mol/l; pH 8,8 (Fa. Roth, Karlsruhe)

12 ml Bidestilliertes Wasser

0,3 ml SDS 10% (Fa. Roth, Karlsruhe)

0,3 ml APS 10% (Fa. Roth, Karlsruhe)

20 pl TMED (Fa. GE Healthcare)

Nach Mischen dieser Komponenten wurde das Trenngel in die Gelschablone gegossen und
mit geséttigtem Isobutanol tiberschichtet. Nach einer Polymerisationsdauer von mindestens 2
Stunden wurde die Isobutanolschicht entfernt, ein Taschenformer in die Schablone eingelegt
und das frisch zubereitete Sammelgel eingegossen.

Sammelgel 5%

1,25 ml Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8) (Fa. Roth, Karlsruhe)
1,9 ml Tris 0,5 mol/l; pH 6,8 (Fa. Roth, Karlsruhe)

4,25 ml Bidestilliertes Wasser

75 wl SDS 10% (Fa. Roth, Karlsruhe)

150 ul APS 10% (Fa. Roth, Karlsruhe)

10 pl TMED

Die Polymerisationsdauer fiir das gegossene Sammelgel betrug ca. 45 Minuten.

Elektrophoreselaufpuffer nach Laemmli

Stammlosung, zehnfach konzentriert

100 g Glycin (Fa. Roth, Karlsruhe)
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60,5 g

Tris (Fa. Roth, Karlsruhe)

10g

SDS (Fa. Roth, Karlsruhe)

11

Bidestilliertes Wasser

Arbeitslosung, einfach konzentriert

100 ml

Stammlosung

900 ml

Destilliertes Wasser

Transferpuffer nach Towbin

Stammlosung, zehnfach konzentriert

144 g Glycin (Fa. Roth, Karlsruhe)
30g Tris (Fa. Roth, Karlsruhe)
75¢g SDS (Fa. Roth, Karlsruhe)
11 Destilliertes Wasser

Arbeitslosung, einfach konzentriert, 20% Methanol

100 ml Stamml6sung
700 ml Destilliertes Wasser
200 ml Methanol (Fa. Roth, Karlsruhe)

Waschpuffer fiir Westernblots

Stammlosung TBS (Tris Buffered Saline), zehnfach konzentriert

242 ¢

Tris (Fa. Roth, Karlsruhe)

80 g

NaCl (Fa. Roth, Karlsruhe)

HCI, 25%ig, zum Einstellen des pH-Wertes (Fa. Roth, Karlsruhe)

Destilliertes Wasser, in 2 Schritten auf insgesamt 1 Liter auffiillen

Tris und NaCl wurden zunichst mit destilliertem Wasser auf 900 ml aufgefiillt, der pH-Wert

auf 7,5 eingestellt und die Losung anschlieBend nochmals mit destilliertem Wasser auf 1 Liter

aufgefiillt.
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Arbeitslosung TBS-T (Tris Buffered Saline-Tween), einfach konzentriert, 0,1% Tween

100 ml Stammlosung TBS
900 ml Destilliertes Wasser
1 ml Tween (Fa. Serva, Heidelberg)

Blocken der PVDF-Membran und Inkubation mit Antikorpern mit Hilfe des
SNAP i.d.-Systems (Fa. Milipore, USA) - Ubersicht

Befeuchten der Innenseite der Blot-Halterung mit destilliertem Wasser und Einlegen
der mit TBS-T gewaschenen Blot-Membran

Blocken mit 30 ml 0,5% fettfreier Trockenmilch in TBS-T

Inkubation mit 4 ml der 1. Antikorperlosung (AK verdiinnt in TBS-T; AK1 und AK3 je
1:1000, AK2 und AK4 je 1:400) fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur

Dreimaliges Waschen mit je 30 ml TBS-T
Inkubation mit 4 ml der 2. Antikorperlosung (AK verdiinnt in Blockinglosung, 1:2000)

fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur

Dreimaliges Waschen mit je 30 ml TBS-T

ECL-Detektionsreagenz

Solution A
200 ml TRIS-HCL (0,1M, pH 8,6)
50 mg Luminol (Fa. AppliChem, Darmstadt)

Solution A wurde im Kiihlschrank gelagert.

Solution B
11mg Para-Hydroxycoumarinsédure (Fa. Sigma, Steinheim)
10 ml DMSO (Fa. Roth, Karlsruhe)

Solution B wurde bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert.

fertige ECL-Detektionsreagenz

4 ml Solution A
1,2 ul H,0, (30%) (Fa. Roth, Karlsruhe)
400 wl Solution B
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Die Blot-Membran wurde fiir 2 Minuten in 4 ml der fertigen ECL-Losung inkubiert,
anschlieBend erfolgte die Filmexposition.

8.4 Medien fiir die Immunhistochemie

3%iges Paraformaldehyd + 2% Saccharose

Zur Herstellung einer 3%igen Paraformaldehyd-Losung wurden 3 g Paraformaldehyd (Fa.
Roth, Karlsruhe) zu 100 ml proteinfreier PBS gegeben und fiir eine Stunde auf 60°C erwirmt.
AnschlieBend wurde, falls nétig, tropfenweise 1 N Natronlauge (Fa. Roth, Karlsruhe) zuge-
geben, bis die Losung klar war und der pH-Wert gegebenenfalls mit 1 N Salzséure (Fa. Roth,
Karlsruhe) wieder auf 7,4 eingestellt. Nach Einstellen des pH-Wertes wurden 2 g Saccharose
zugegeben. Die fertige Losung wurde bei 7°C im Kiihlschrank aufbewahrt.

2%iges Paraformaldehyd

Zur Herstellung einer 2%igen Paraformaldehyd-Losung wurden 2 g Paraformaldehyd (Fa.
Sigma, Steinheim) zu 100 ml proteinfreier PBS gegeben und fiir eine Stunde auf 60°C
erwirmt. Anschlieend wurde, falls notig, tropfenweise 1 N Natronlauge (Fa. Roth, Karls-
ruhe) zugegeben, bis die Losung klar war und der pH-Wert gegebenenfalls mit 1 N Salzsdure
(Fa. Roth, Karlsruhe) wieder auf 7,4 eingestellt. Die fertige Losung wurde bei 7°C im Kiihl-
schrank aufbewahrt.

Waschpuffer mPBS fiir die Inmunhistochemie

100 ml Proteinfreie PBS (Fa. Sigma, Steinheim)
500 mg BSA (Fa. Sigma, Steinheim)
50 ul Triton x 100 (Fa. Serva, Heidelberg)

Der Waschpuffer mPBS wurde direkt vor Gebrauch frisch hergestellt und bis zum nichsten
Tag im Kiihlschrank aufbewahrt.
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476 mg Hepes (Fa. Serva, Heidelberg)

10270 mg | Saccharose (Fa. Roth, Karlsruhe)

292,2mg |NaCl (Fa. Merck)

60,9 mg MgCl, (Fa. Roth, Karlsruhe)

0,5 ml Triton x 100 (Serva, Heidelberg)

auf 100 ml|Aqua ad injectabilia (Ampuwa®) (Fa. Fresenius, Bad Homburg)
auffiillen

Der Permeabilisierungspuffer wurde im Kiihlschrank bei 7°C gelagert.

Roti®-ImmunoBlock Arbeitslosungen

Zum Blocken|Zum Verdiinnen der Antikorper-

(1:50) und Kernfarbstofflosung (1:100)

10 pl 100 pl Roti®-ImmunoBlock (Fa. Roth, Karls-
ruhe)

490 pl 9,9 ml Aqua dest. (Fa. Sigma, Steinheim)

Die Arbeitslosung zum Blocken (,,Roti 1:50“) wurde direkt vor Gebrauch im Well der ver-
wendeten 4-Wellschale hergestellt.

Die Arbeitslosung zur Verdiinnung der Antikorper- und Kernfarbstofflosung (,,Roti 1:100%)

wurde direkt vor dem ersten Gebrauch hergestellt und bis zum nichsten Tag im Kiihlschrank

gelagert.
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