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1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung des extraembryonalen Gewebes

Am Tag 3.5dpc der Mausentwicklung kommt es nach der Kompaktion der Morula zur Bildung der Blastozyste. Hier erfolgt die erste Differenzierung der Zellen in zwei

Kompartimente, den Embryoblasten und den Trophoblasten (Cross et al., 1994).

Die Blastozyste bildet am embryonalen Pol die innere Zellmasse (ICM) aus, die von einem einschichtigen Epithel, den Trophoblastzellen umgeben wird. 

Der Anteil des Trophoblasten, der die ICM direkt umgibt nennt man polares Trophektoderm und die Anteile des Trophoblasten, die der ICM gegenüberliegen und das Blastozoel umgeben, werden als murales Trophektoderm bezeichnet.

Am Tag 4.5 pc erfolgt die Implantation der Blastozyste in das Endometrium. Hierzu tritt das murale Trophektoderm mit dem Uterusepithel in Kontakt. Nachdem der Trophoblast invasiv in das Endometrium vorgedrungen ist, wird er vom Uterusgewebe, der Implantationskammer, umschlossen. Neben seinen invasiven Eigenschaften, die streng durch ein endogenes Differenzierungsprogramm kontrolliert werden und durch die Dezidualisierung, produziert der Trophoblast Wachstumsfaktoren und Hormone (Rinkenberger et al., 1997).

Zur Ernährung des Embryos wird eine Plazenta benötigt. Diese gewährleistet bei den Säugetieren den Nährstoff- und Sauerstofftransport vom mütterlichen Blutkreislauf zu dem des Embryos, wobei eine strenge Trennung der beiden Kreisläufe durch die Plazentaschranke eingehalten wird. Weiterhin ist sie für die Produktion von Hormonen zur Erhaltung der Schwangerschaft verantwortlich. Bei der murinen Plazenta proliferieren die Zellen des polaren Trophoblasten und bilden das extraembryonale Ektoderm und den Ektoplazentarkonus (EPC), während die muralen Trophoblastzellen sich zu primären Trophoblastriesenzellen differenzieren, die sich um die Implantationskammer herum anordnen (Cross et al., 1994). Die Trophoblastriesenzellen dringen weiterhin invasiv in das maternale Stromagewebe vor und arrodieren die mütterlichen Blutgefäße. Es entsteht die hämochoriale Plazenta, bei der die Trophoblastzellen im direkten Kontakt mit dem mütterlichen Blut stehen (Cross et al., 1994).

In der frühen Phase der Mausentwicklung wird der Embryo durch den Dottersack ernährt, dessen Aufgabe ab Tag 9.5 pc von der Plazenta übernommen wird.

Der Dottersack besteht aus einem viszeralen und einem parietalen Anteil. Der parietale Anteil setzt sich aus den Trophoblastriesenzellen und dem parietalen Endoderm, einem Derivat der ICM, zusammen. Die beiden Anteile des parietalen Dottersacks werden durch die Reichert´sche Membran getrennt (Rugh, 1990).

Der viszerale Dottersack besteht aus dem extraembryonalen Mesoderm und dem viszeralen Endoderm. Beide Anteile entspringen der ICM-Zellinie. Die Zellen des Mesoderms differenzieren sich zu Hämangioblasten, die das erste primitive Zirkulationssystem zur Ernährung des Embryos bilden (Cross et al., 1994). 
Im weiteren Verlauf der Entwicklung kommt es um den Tag 8,5 dpc zur Bildung der chorioallantoiden Plazenta. Diese entsteht durch die Fusion der Allantois mit der Chorionplatte, die sich aus dem extraembryonalen Ektoderm und dem EPC zusammensetzt (Müntener und Hsu, 1977). Ab Tag 10 pc sind die Plazentastrukturen erkennbar. Die Plazenta besteht aus dem chorioallantoiden Anteil, der Labyrinthschicht, dem Spongiotrophoblasten und einer Zone Trophoblastriesenzellen.

Das Labyrinth setzt sich aus embryonalen Trophoblastzellsträngen mit einem stromalen Kern zusammen, in deren Zwischenräumen mütterliches Blut fließt. Hier findet der Austausch von Nährstoffen zwischen der Mutter und dem Embryo statt. Der Spongiotrophoblast, sowie die Riesenzellen sind für die Produktion von Hormonen wie z.B. insulin-like-growth-factor-II (IGF-II) und Prolaktin verantwortlich, die das Wachstum des Fetus und die maternal-fetale Adaptation an die Schwangerschaft kontrollieren (Redline et al., 1993; Muller er al., 1998).

1.2 Connexine

1.2.1 Aufbau der Connexine

Bei den Connexinen handelt es sich um integrale Membranproteine, die die Bausteine von interzellulären Kanälen zweier benachbarter Zellen sind. Diese Kanäle nennt man gap junctions. Durch Röntgenstrukturanalyse und Elektronenmikroskopie hat man herausgefunden, dass die gap junctions aus zwei Halbkanälen, den Connexonen aufgebaut sind.

Diese Connexone sind wiederum aus jeweils sechs Proteinuntereinheiten, den Connexinen aufgebaut (Makowski et al., 1977). Die Connexine gehören zu einer Genfamilie aus bisher 19 identifizierten Mitgliedern (Willecke et al., 2002). Unterschiede zwischen den einzelnen Mitgliedern lassen sich im Molekulargewicht und der Aminosäuresequenz finden; so richtet sich die Nomenklatur der Connexine nach dem Molekulargewicht, das aus der cDNA-Sequenz errechnet werden kann (Beyer et al., 1990). Weiterhin sind die Connexine durch Unterschiede in ihren elektrophysiologischen Eigenschaften charakterisiert (Veenstra, 1996).

Die Anordnung der Connexine erfolgt so, dass in ihrer Mitte eine Kanalpore entsteht. 

Auf diese Weise wird ein interzellulärer Spalt zwischen zwei aneinandergrenzenden Zellen von ca. 1.5nm überbrückt, so dass ein Austausch von Ionen, z.B. Natrium, Kalium, Chlorid und Molekülen bis zu 1000 Dalton, wie Glucose, IP3, Kalzium oder zyklisches AMP stattfinden kann (Dermietzel, 1993). 
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Abb. 1: Struktur der Connexine (Makowski et al., 1977)

Es ist weiter bekannt, dass ein Connexinprotein aus vier hydrophoben und fünf hydrophilen Anteilen besteht. Die hydrophoben Anteile werden von transmembranen Domänen gebildet, die hydrophilen Anteile aus zwei extrazellulären Domänen und aus dem intrazellulärer gelegenen Carboxyl-Terminus, dem Amino-Terminus und der zytoplasmatischen Schleife. Die Verbindung der Connexone erfolgt mittels nicht kovalenter Wechselwirkungen zwischen den extrazellulären Schleifen zweier benachbarter Connexone (Willecke et al., 1991).
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Abb. 2: Domänenstruktur der Connexine. A-E = hydrophile Anteile: A = intrazellulär gelegener Amino-Terminus, B und D = extrazelluläre Domänen, C = zytoplasmatische Schleife, E = intrazellulär gelegener Carboxyl-Terminus. 1-4 = hydrophobe transmembrane Domänen.

(Nicholson and Zhang, 1988)

1.2.2 Expression und Funktion der Connexine

Die für die Connexine codierenden Gene sind größtenteils nach einem einheitlichen Muster aufgebaut. Auf eine Promotorregion folgen zwei Exone, die durch ein Intron variabler Länge voneinander getrennt sind. Die für das Connexin codierende Region befindet sich hierbei ausschließlich im Abschnitt des Exon 2.

Bei Untersuchungen von Cx32 bei der Ratte und der Maus sowie beim Menschen, fand man heraus, dass Cx32 drei Exone besitzt und von zwei Promotoren aus transkribiert werden kann, so dass alternative Transkripte entstehen (Neuhaus et al., 1996; Sohl et al., 1996).

O´Brien et al. (1996) fanden des Weiteren für das Cx35 in der Retina des Rochen heraus, dass dieses Connexin ein Intron innerhalb der codierenden Region besitzt.

Connexine werden in unterschiedlichen Geweben, in adulten und embryonalen exprimiert. Die Zellen eines Gewebeverbandes können unterschiedliche Isoformen von Connexinen exprimieren, so dass es zum Teil zu einem überlappenden Expressionsmuster der Connexine kommt. Beispielsweise findet man Cx26 zusammen mit Cx32 in Hepatozyten und an Tag 12pc auch in Rattenhirn (Nicholson et al., 1987).
Connexine übernehmen wichtige biologische Funktionen innerhalb eines Zellverbandes. So bilden beispielsweise Cx43, das im Myokard für die Koordination des Kalziumstroms verantwortlich ist, und auch Cx40 elektrische Synapsen im Herzen, um die Reizleitung von den Atrien auf die Ventrikel zu gewährleisten (Suadiconi et al., 2000).

Einige Connexine weisen dabei eine Selektivität in Bezug auf die von ihnen zu transportierenden Ionen auf. So haben Cx43 und Cx40 eine höhere Permeabilität für Chloridionen als für Kaliumionen, wohingegen z.B. Cx32 diese Selektivität nicht aufzuweisen scheint (Elfgang et al., 1995; Veenstra et al., 1996).
Eine weitere wichtige Funktion ist die Ernährung des Mausembryos über das Labyrinth der Plazenta durch Cx26. Dieses wird zwischen dem Syncytiotrophoblast I und II exprimiert und dafür verantwortlich gemacht, dass Glucose von der maternalen zur embryonalen Seite transportiert wird (Takata et al., 1994; Shin et al., 1996).
Für die Cx26-Nullmutante fanden Gabriel et al. (1998), dass der transplazentare Glucosetransport reduziert ist und die Embryonen intrauterin um den zehnten Tag herum versterben.
Cx43-Nullmutante versterben kurz nach der Geburt an einer Dysmorphogenese und Obstruktion des Ausflusstrakts des rechten Herzens (Reaume et al., 1995).
Cx31-Nullmutanten weisen in ihren Plazenten ein reduziertes Labyrinth sowie eine stark reduzierte Spongiotrophoblastschicht auf. Allerdings hat man hier festgestellt, dass ein Fehlen von Cx31 anscheinend durch andere Connexine, z.B. Cx43, sowohl im Embryo als auch in der adulten Maus, zum Teil kompensiert werden kann (Plum et al., 2001).

Der unterschiedliche Phänotyp der verschiedenen Connexin-defizienten Mauslinien belegt, dass den Connexinen eine vielfältige Rolle für die metabolische und regulatorische Eingliederung einer einzelnen Zelle in den Gewebeverband spielen.
1.3. Expression der Connexine in der Embryonalentwicklung bei Nagern.
In der Präimplantationsphase von Maus und Ratte findet man eine Expression von verschiedenen Connexingenen. Die Zellen der Blastozysten der Maus exprimieren Cx30, 30.3, 31, 31.1, 40, 43 und 45 (Davies et al., 1996; Dahl et al., 1996a), sowie Cx36 (Srinivas et al., 1999) und Cx57 (Manthey et al., 1999, Houghton et al., 2002). Interessanterweise sind sämtliche exprimierte Connexine sowohl in der ICM als auch im Trophektoderm ausgeprägt, allerdings werden hier nicht alle Connexine auch auf der Proteinebene exprimiert.

Die Ratte exprimiert zusätzlich zu den bei der Maus gefundenen Connexine Cx26 (Houghton et al., 2002).

Insbesondere die Expression von Cx31 und Cx43 unterliegen einer distinkten Regulation während des Implantationsvorgangs. 

Während der Implantation kommt es zu einer Kompartimentisierung. Dabei wird Cx31 nur noch in Zellen exprimiert, die der Trophektodermzellinie abstammen, also im EPC und im extraembryonalen Ektoderm, wohingegen Cx43 in Zellen der ICM-Zellinie, also dem Embryo und dem viszeralen Endoderm vertreten ist (Dahl et al., 1996 b; Reuss et al., 1996).

In der späteren Entwicklung findet man Cx31 und auch Cx43, dieses allerdings etwas schwächer exprimiert, im Spongiotrophoblasten der Plazenta (Reuss et al., 1996; Plum et al., 2001). Zusätzlich zum Spongiotrophoblasten wird Cx43 bei der Maus in den sekundären Trophoblastriesenzellen und ebenso in der dezidualen Kappe der Plazenta exprimiert (Pauken and Lo, 1995). Cx43 kann in der Cx31-defizienten Maus im Spongiotrophoblasten hochgeregelt werden und anscheinend das Fehlen von Cx31 kompensieren (Plum et al., 2001).

Cx45 wird ebenfalls in Zellen der ICM-Zellinie gefunden. Allerdings wird das Signal nach der Implantation sehr schwach und es zeigt sich nur noch eine minimale Immunreaktion im embryonalen Ektoderm (Houghton et al., 2002).

Cx26 lässt sich nach der Implantation in der Chorionplatte (Reuss et al., 1996), nach Fusion mit der Allantois, und im Labyrinth der Plazenta nachweisen, wobei die Kanäle zwischen den zwei mit Syncythiotrophoblast-Zellschichten ausgebildet werden (Risek and Gilula 1991; Reuss et al., 1996) und für den transplazentaren Glucosetransport notwendig sind (Gabriel et al., 1998).

1.4. Transkriptionelle Regulation der Connexinexpression

Connexine können auf Transkriptionsebene über verschiedene Mechanismen kontrolliert werden, so z.B. durch alternatives splicing wie man es als Regulationsmechanismus bei Cx32 entdeckt hat. Dabei codiert das Exon 1a des Cx32 hauptsächlich für mRNA, die in der Leber nachweisbar ist und Exon 1b für mRNA, die vorzugsweise in Nervengewebe zu finden ist (Neuhaus et al., 1996).

Weiterhin können verschiedene Hormone die Expression der Connexine regulieren. Diese bilden mit einem für sie spezifischen Rezeptor einen Komplex, der dann zwecks der Genregulation an eine Bindungsstelle innerhalb des entsprechenden Gens bindet. Neuere Untersuchungen von Mitchell et al. (2001) zeigten, dass beispielsweise die Cx43-Expression in Osteoblasten möglicherweise durch die Bindung eines Parathormon (PTH)-Rezeptor-Komplexes an die entsprechende Bindungsstelle innerhalb des Promotors, aber auch an die 3´untranslatierte Region der mRNA (3´UTR), steuerbar ist.

Es ist weiterhin bekannt, dass die Regulation von Cx43 mit dem Östrogen-Progesteron-Konzentrationsverhältnis im Plasma assoziiert ist. Eine Suppression des Cx43-Gens wird durch Progesteron und eine Steigerung der Synthese von Östrogen bewirkt, auch Cx26 und Cx32 können unter dem Einfluss von Östradiol positiv reguliert werden (Petrocelli und Lye, 1993; Massas et al., 1998). Bei Cx43 geschieht dies zum einen durch eine direkte Transkriptionsregulation mittels Interaktion zwischen einem Ligand-Rezeptor-Komplex und so genannten Östrogen-response-elements (ERE`s) in der Promoterregion, zum anderen wird eine indirekte Regulation durch Induktion der Transkriptionsfaktorensynthese vermutet (Weisz und Bresciani, 1988; Webb et al., 1990).
Hier stellen somit vor allem Transkriptionsfaktoren eine entscheidende Form der Regulation von Connexinexpression dar.
Für eine Reihe von Connexinen wurden Promotoranalysen durchgeführt, um mögliche Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren, die an der Regulation der Connexinexpression beteiligt sein könnten, zu entdecken. So zeigt sich bei der Sequenzanalyse des Cx43-Gens der Maus im Promotor eine activator-Protein-1-site (AP-1-site), die an die fos/jun- Transkriptionsfaktorendimere binden kann. Weiterhin sind im Promotor, E-Boxen bekannt, die Anbindungsstellen für helix-loop-helix-Transkriptionsfaktoren (bHLH) sein können (Lefebvre et al., 1995).
Dahl et al. (1996 b) diskutierten eine mögliche Regulation von Cx43 durch den Transkriptionsfaktoren Octamer-4 (Oct-4), der zur POU-Familie gehört (Schöler, 1991), da beide ein ähnliches Expressionsmuster während der Mausentwicklung zeigten. Zusätzlich wurde Oct-4 mRNA in der Blastozyste entdeckt und Sequenzanalysen zeigten eine Oct-Bindungsstelle innerhalb des Cx43-Promotors (Lefebvre et al., 1995).

Bei der Analyse des Cx31-Gens der Ratte, das eine 93-prozentige Homologie zu dem des Maus-Connexingens zeigt, fanden Gabriel et al. (2001) unter anderem mögliche Bindungsstellen für die Transkriptionsfaktoren GATA-2 und GATA-3. Im proximalen Promotor und im Intron des Cx31-Gens der Maus, dem sowohl steigernde als auch inhibierende Wirkung auf Expression des Connexins nachgewiesen werden konnte (Plum, persönliche Kommunikation), sind mehrere mögliche Bindungsstellen für mammalian achaete-scute homologous (Mash)-2/E-factor-Dimere nachweisbar (Johnson et al., 1992). Untersuchungen mit cotransfizierten Rcho-1-Zellen der Trophoblastzellinie ergaben allerdings, bei Überexpression von Mash-2 und GATA-3, keine Beeinflussung der Promotor- bzw. der Intronregion von Cx31. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass noch weitere E-Boxen außerhalb der untersuchten Region vorhanden sind, die durch bHLH-Faktoren beeinflusst werden können. Untersuchungen zeigten eine Beeinflussung der Transkription in Hel37 und Rcho-1 Zellen durch das Intron von Cx31, ähnlich wie es auch schon in anderen Studien gezeigt wurde (Gabriel et al., 2001; Brinster et al., 1988).

Von Cx26 der Maus liegen bis dato keine Veröffentlichungen über dessen Promotoranalysen vor, das murine Cx26 zeigt aber eine hohe Homologie mit dem humanen Cx26. Analysen der humanen Cx26-Sequenz zeigten Bindungsstellen für Sp1 und Sp3, sowie eine Oct-Bindungsstelle (Tu und Kiang, 1998). Zur Regulation von Cx40 durch Transkriptionsfaktoren zeigten sich bei Sequenzanalysen multiple putative Bindungsstellen für eine Reihe von Transkriptionsfaktoren (Seul et al., 1997).
1.5. Posttranskriptionelle und posttranslationale Regulation der Connexine
Connexine werden gewebsspezifisch und sogar entwicklungsspezifisch exprimiert.

Die Kontrolle, der durch Connexine vermittelten  physiologischen Gewebe- und Zellfunktionen, aber auch pathologischer Funktionen werden in der Proteinphosphorylierung vermutet (Sáez et al., 1998).

Die Phosphorylierung von Connexinen scheint somit die gap junction Kommunikation in verschiedenen Zellen zu kontrollieren. Fast alle Connexine beinhalten mögliche Phosphorylierungsstellen für verschieden Proteinkinasen, die innerhalb der Connexinfamilie variieren können. Außer Cx26 könnten alle anderen bekannten Connexine phosphoryliert und anscheinend somit in ihrer Funktion reguliert werden (Alves et al., 2000).

Rosenberg et al. (1996) fanden Differenzen in der Cx-mRNA-Expression in Zelllinien, die charakteristisch für verschiedene Differenzierungsstadien der Leber waren. Die Cx43 und Cx26 mRNA-Mengen wurden geringer, im Gegensatz dazu stieg  Cx32 mRNA während der Differenzierung der Hepatozyten an. Es wird vermutet, dass eine basale Menge an posttranslationaler Phosphorylierung an Serinresten von Cx43 für die Aktivierung und Funktion dieses Connexins verantwortlich ist (Musil et al., 1990). Cx43 besitzt drei mitogen-activated Proteinkinase-Bindungsstellen (MAP-Kinase-Bindungsstellen) im C-Terminus (Warn-Cramer et al., 1996). Lau et al. (1996), vermuteten eine Interaktion zwischen Cx43, einer Wachstumsfaktorrezeptor-Tyrosinkinase und der MAP-Kinase bei der Connexinregulation durch Proteinphosphorylierung. Bei einem Anstieg der cAMP-Konzentration und der Phosphorylierung an Serinresten, lässt sich eine Steigerung der gap junction-Kommunikation verzeichnen (Flagg et al., 1981). Eine Unterbrechung der Kommunikation ist mit einem Anstieg der Phosphorylierung an Tyrosin und/oder an Serin assoziiert (Brissette et al., 1991; Swenson et al., 1990). 

Andere Formen der Regulation der Connexine können beispielsweise durch Zytokine, oder Neurotransmitter hervorgerufen werden.

Die Regulation der Connexine scheint auch vom Zelltyp, von dem sie exprimiert werden und ebenso von der Expression anderer Gene abhängig zu sein. Trosko et al., (1993) beschrieben eine Assoziation zwischen der  Regulation von gap junction und der Expression von Tumorsuppressorgenen.

1.6 Transkriptionsfaktoren und deren Bedeutung für die frühe Embryonalentwicklung der Nagern
Transkriptionsfaktoren sind regulatorische Proteine, die die Transkription von Genen beeinflussen können. Diese Proteine können mit einer hohen Affinität an spezifische DNA-Sequenzen binden. 

Dazu bedienen sich die Transkriptionsfaktoren bestimmter Strukturmotive.

Zu den bekanntesten Strukturmotiven zählen die Helix-loop-Helix-Struktur, die Motive der Zinkfingertranskriptionsfaktoren und die der Homöoboxgene.

Die Familie der basic–Helix-loop-helix-(bHLH)-Transkriptionsfaktoren reguliert die Determination und Differenzierung von verschiedenen Zelllinien, so z.B. während der Neurogenese und Myogenese (Atchley und Fitch, 1997).

Auch für die Entwicklung der Plazenta der Maus scheinen diese Faktoren eine wichtige Rolle zu spielen. Hier sind besonders Mash-2 und Hand1 zu erwähnen, die an der Regulation der Trophoblastzelldifferenzierung beteiligt sind. 

Mash-2 wird hierbei im Chorion und zusammen mit Hand1 im EPC exprimiert. Hand1 wird außerdem noch in den Trophoblastriesenzellen (giant cells, (GC)) exprimiert.

In Maus-Mutanten für Mash-2 zeigte sich, dass dieser Transkriptionsfaktor anscheinend für die Aufrechterhaltung des Spongiotrophoblasten benötigt wird. Es traten Missbildungen bei der Plazentabildung auf, diese schlossen ein: ein Fehlen des Spongiotrophoblasten, eine übermäßige Anzahl von GC und ein unterentwickeltes Labyrinth (Guillemot et al., 1994; Tanaka et al., 1997).

Bei den Hand1-Nullmutanten kommt es, an Tag 7.5pc aufgrund einer Blockierung der GC-Differenzierung und einem zu kleinem EPC, zu einem Stillstand der Entwicklung (Riley et al., 1998).

Um die Transkription von Genen steuern zu können bilden Mash-2 und auch Hand1 Heterodimere mit E-Faktoren mittels ihrer bHLH-Domäne. So werden die Basisdomänen befähigt an die DNA zu binden (Voronova et al., 1990).

Mash-2-E-Faktor-Dimere aktivieren die Transkription über eine E-Box mit der Sequenz CANNTG, während Hand1-E-Faktor-Komplexe an die Consensussequenz NNTCTG binden (Hollenberg et al., 1995).

Die Funktion der E-Faktoren kann durch Id-Proteine, bei denen es sich um HLH-Proteine mit fehlender DNA-Bindungsdomäne handelt, inhibiert werden (Cross et al., 2001).

Andere bHLH-Proteine beinhalten ein so genanntes Leucinzipper (LZ)-Dimerizationsmotiv, das durch eine Wiederholung von Leucinresten charakterisiert ist (Atchley and Fitch., 1997).

Eine andere Gruppe regulierender Proteine sind die Zinkfingertranskriptionsfaktoren, die mittels einer hoch konservierten DNA-Bindungsdomäne aus zwei Zinkfingeratomen und zwei benachbarten Aminosäureketten ihre Funktion ausüben (Molkentin, 2000). Hierbei sind besonders GATA-Faktoren und Mitglieder der Snail-Familie zu nennen.

Zu den Aufgaben GATA-Gen-Familie, zu der sechs Mitglieder zählen, die sich in zwei Untergruppen aufteilen lassen, gehört die Beteiligung an diversen Zelldifferenzierungen während der Entwicklung von Geweben (Simon et al., 1995).

Zu der einen Untergruppe zählen GATA-1, -2 und –3. Diese Faktoren spielen besonders eine Rolle bei der Spezifizierung und Differenzierung von hämatopoetischen Zelllinien aber auch bei Regulation von trophoblastspezifischen Genen (Tsai et al., 1994; Ting et al., 1996). Die andere Untergruppe beinhaltet die Faktoren GATA-4, -5 und –6, welche zur Regulation der Entwicklung von Herz und Bauchorganen beitragen (Laverriere et al., 1994). Bedeutend sind die GATA-Faktoren auch für die frühe Entwicklung extraembryonalen Gewebes bei der Maus. GATA-6 konnte in der Blastozyste der Maus und nach der Implantation im parietalen Endoderm sowie im Meso- und Endoderm von Herz und Darm nachgewiesen werden. Eine Inaktivierung dieses Faktors hat den frühen Tod um den Tag 5.5pc zur Folge (Koutsourakis et al., 1999). 

Auch GATA-2 und –3 spielen eine Rolle für das extraembryonale Gewebe. Sie werden in GC exprimiert und regulieren hier die Expression verschiedener plazentarer Hormone, so z.B. 

Prolaktin-I (PL-I). Ebenso haben diese Faktoren einen Einfluss auf die Expression des Proliferingens, wie an einer transfizierten Trophoblastzellinie festgestellt wurde (Ma et al., 1997). Weitere Expression findet sich für beide im EPC sowie in der Plazenta der Maus (Ng et al., 1994).

Die Untergruppe GATA-1, -2, -3 dieser Transkriptionsfaktoren, reguliert die Genexpression hauptsächlich, indem sie an den DNA-Consensus (A/T) GATA (A/G) binden. GATA-2 und GATA-3 sind auch fähig an die Sequenz AGATCTT binden.

Über GATA-1 ist bekannt, dass er mit der den Basenpaaren so interagiert, dass der N-Terminus und der zentrale Anteil der GATA-Bindungsdomäne einen spezifischen Kontakt innerhalb der großen DNA-Furche bilden, während der C-Terminus eine spezifische Bindung in der kleinen DNA-Furche schafft (Omichinski et al., 1993). Wohingegen bei in vitro Versuchen nur der C-Terminus und benachbarte Domänen notwendig für die DNA-Bindung zu sein scheinen (Omichinski et al., 1993; Visvader et al., 1995).

[image: image3.jpg]Zink Finger “H-C Zink Finger

Modul Link”  Modul
= il s =il
hydrophobe
Aminoséure
/

Cystein Histidin
-~

Zink-lon




Abb. 3: Schema einer Zinkfingerdomäne. Ein konservierter H/C-Link verbindet zwei Zinkfinger-Module. Die Koordination der Zinkionen erfolgt über Cystein/Histidin-Seitenketten. Weitere Aminosäuren bilden eine hydrophobe Struktur (nach Romaniuk, 1985)

Eine weitere Gruppe von Transkriptionsfaktoren, die Homöoboxfaktoren oder Homöoboxgene, zu denen auch Pem und Esx1 zählen, spielen eine wichtige Rolle bei embryonalen Entwicklungsprozessen, eingeschlossen sind dabei die Entwicklung der embryonalen Achse und die Organogenese (Lin et al., 1994). Ein Mechanismus, mit dem die homöodomänen beinhaltenden Proteine ihre regulatorischen Einflüsse in der Entwicklung geltend machen können, ist beispielsweise die Modulation der Expression von Zelladhäsionsmolekülen (Goomer et al., 1994; Valarché et al., 1993; Yokouchi et al., 1995). Sie übernehmen aber auch Aufgaben in adulten Geweben, allerdings sind hier die Funktionen noch nicht abschließend geklärt.

Das paired-likeHomöoboxgen Esx1 besteht aus vier Exons, die durch zwei Introns unterbrochen sind. Dabei codieren die letzten drei Exons für die Homöobox (Maiti et al., 1996). Yan et al. (2000) identifizierten im Esx1-Protein ein so genanntes PF/PN-Motiv, dem sie eine inhibierende Wirkung auf die nukleäre Lokalisation und die DNA-Bindungsaktivität von Esx1 zuschrieben. Esx1 ist während der embryonalen Entwicklung der Maus ausschließlich in extraembryonalen Geweben, wie z.B. dem EPC, dem Chorion und der Labyrinthschicht der Plazenta, exprimiert. Im adulten Gewebe wird es in Keimzellen des Hodens gefunden (Li et al., 1997). Die besondere Bedeutung dieses Homöoboxgens für die Ausbildung der extraembryonalen Strukturen während der Entwicklung der Maus zeigten sich bei Versuchen mit „knock out“-Mäusen. Hierbei wurde festgestellt, dass die Plazenten dieser Tiere ödematös und somit größer und schwerer waren, als die Kontrollplazenten vom Wildtyp. Besonders der Spongiotrophoblast und die sekundären GC waren in den Plazenten der Mutanten stärker ausgebildet. Ebenfalls fiel ein Defekt der Vaskularisierung innerhalb der Labyrinthschicht auf. Diese Defekte der Plazenta korrelieren, im Vergleich zum Wildtyp, mit einer Wachstumsretardierung der Feten, die während ihrer Entwicklung über diese Plazenten ernährt wurden. Diese Ergebnisse lassen auf eine Regulation der Morphogenese des Labyrinths und der Differenzierung von Labyrinth und Spongiotrophoblast schließen (Li and Behringer, 1998).
Die Struktur des Pem-Homöoboxgens ist wenig verwandt mit anderen Mitgliedern der  Homöoboxgenfamilie. Es entspricht am ehesten der Struktur der so genannten paired-like Klassifizierung (Lin et al., 1994; Maiti et al., 1996).

Es zeichnet sich durch eine rasche Weiterentwicklung im Aminosäureanteil der Helices I und II und deren Verbindung in der Homöodomäne aus. Während die dritte Helix, die wahrscheinlich wie bei anderen Homöoboxfaktoren, für die Anbindung an die DNA verantwortlich ist, stark konserviert ist (Sutton and Wilkinson, 1997).

Das Pem-Protein kann in pluripotenten embryonalen Stammzellen der Zelllinie D3, in Teratocarcinomzellen der Zelllinie D9 und per Northern blot in immortalisierten und transformierten Zelllinien lymphoiden, mesenchymalen, myeloiden, neuroblastoiden und epithelialen Ursprungs nachgewiesen werden (MacLeod et al., 1990a; Wilkinson et al., 1990).

In adultem Gewebe findet es sich nur in den Sertolizellen des Hodens, den Granulosazellen des Ovars und in Kupfferzellen der Leber.

Während der Entwicklung der Maus wird es zunächst in der ICM und im Trophektoderm der Blastozyste exprimiert. Nach der Implantation konzentriert sich die Expression dann vornehmlich auf das extraembryonale Gewebe. So z.B. im EPC und im parietale bzw. viszerale Ektoderm (Lin et al., 1994). Um die Zeit der Plazentaentwicklung findet man Pem auch im Spongiotrophoblasten, dem Labyrinth und den GCs (Pitman et al., 1998).

Pem-defiziente Mäuse wiesen eine normale Fertilität auf und auch die Funktion der Kupfferzellen der Leber wurde nicht beeinflusst. Es konnte auch kein Unterschied zwischen der Entwicklung der extraembryonalen Strukturen bei Mäusen mit Wildtyp oder mutiertem Pem-Allel feststellt werden, woraus man schloss, dass Pem nicht essentiell für die normale Entwicklung der extraembryonalen Strukturen ist.

1.7 Zielsetzung
Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des räumlichen und zeitlichen Expressionsmusters ausgewählter Transkriptionsfaktoren (GATA-2, GATA-3, Esx1 und Pem) während der frühen Embryonalentwicklung der Maus. Insbesondere sollte das räumliche und zeitliche Muster dieser Transkriptionsfaktoren vor und nach der Implantation des Embryos evaluiert werden. Hierzu wurden mRNA-Sonden der Transkriptionsfaktoren hergestellt, die dann in der, im Rahmen der Doktorarbeit etablierten, nichtradioaktiven in situ Hybridisierung angewendet wurden.

Weiterhin sollte eine mögliche Korrelation zwischen dem Expressionsmuster der Transkriptionsfaktoren und den Mustern der für die in der frühen Entwicklung der Maus exprimierten Connexingene herausgearbeitet werden.

Hierbei stand die Frage nach Transkriptionsfaktoren und deren mögliche Beteiligung an der Regulation von Connexinen, z.B. während des „sorting out“ von Cx31 und Cx43 nach der Implantation, im Vordergrund. Besondere Hinweise auf die Regulation der Connexine durch Transkriptionsfaktoren gaben überlappende Expressionsmuster von Mash-2 und Cx31 während der Präimplantationsphase, im EPC und im Spongiotrophoblasten, (Guillemot et al., 1994; Nakayama et al., 1997; Rossant et al., 1998), in Verbindung mit multiplen Bindungsstellen für Mash-2/E-Faktor-Dimere innerhalb des proximalen Promotors und des Introns im Cx31-Gen (Plum et al., 2001). Auch mögliche Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren in Genen anderer Connexine wie Cx43 und Cx26, die in der frühen Embryonalentwicklung der Maus eine Rolle spielen, lassen eventuell auf eine Beteiligung von Transkriptionsfaktoren an deren Regulation schließen.
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