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Einleitung

1 Einleitung

Organismen mussen, im Gegensatz zu teleologisch konstruierten Maschinen, schon
wahrend ihrer Entwicklung funktionieren, i.e. leben. Daher ist die Ausbildung eines
Gefallsystems zum Zweck eines gerichteten, tUber einfache Diffusion
hinausgehenden Nahrstoff- und Atemgastransports flr den heranwachsenden
Huhnerembryo eine frihzeitige Notwendigkeit.

Dementsprechend lassen sich bereits zu Beginn des zweiten Bebritungstag im
Stadium acht nach Hamburger und Hamilton (8 HH, Hamburger & Hamilton 1951)
Blutinseln in der Area opaca des Blastoderms nachweisen (Bellairs & Osmond
1998), Blut- und Gefallzellen gehdren zu den ersten ausdifferenzierten Zellen, sowie
das Herz zum ersten funktionellen Organ des Embryos.

Gemal dem zentralen Dogma des biologischen Informationsflusses von der DNA
uber die RNA zum Protein (Crick 1970), sollten solche phanotypisch beobachteten
Merkmale ihre proximaten Ursachen in einer differentiellen Genexpression haben
und sich also in Qualitat und Quantitat des mMRNA-Gehalts der verschiedenen
embryonalen Gewebe und Organe nachweisen lassen. Das sog. Transkriptom, also
die Transkription von Genen einer bestimmten Auswahl des Genoms nach einem
raumlichen und zeitlichen Muster und mit einer bestimmten Intensitat, und deren
darauffolgende Translation zum Proteom als Gesamtheit der zellularen Proteine,
stellen den zentralen Aspekt der Zelldifferenzierung in der Ontogenese dar, wie dies
schon 1928 von T.H. Morgan in seiner Theorie der differentiellen Genaktivitat
beschrieben wurde. Die Moglichkeit ein solches Transkriptionslevel der Menge nach,
also quantitativ, zu erfassen, ist ein zentraler Ansatz bei der Frage nach der
Genfunktion (Zamorano et al. 7996).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es eine molekularbiologische Beschreibung des
Transkriptionsprofils (Shih et al. 2002) verschiedener bekannter vaskulo- und
angiogener Botenstoffe in den Geweben der extraembryonalen Vaskulo- und
Angiogenese des Huhnerembryos zu geben, wodurch sich proliferative und evtl.
auch differenzierende Ablaufe der Blutzell- und Blutgefalientwicklung erfassen und
zeitlich eingrenzen lassen sollten. Hierzu wurde auf die Methode der quantitativen
real-time RT-PCR zurlckgegriffen, mittels derer die Menge eines bestimmten

Transkripts in einer zuvor entsprechend prozessierten Gewebeprobe bestimmt
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werden kann (Bustin 2000). Im Verlauf der ersten sieben Entwicklungstage (EO-E7)
wurden Gewebeproben von den primitiven, extraembryonalen blutbildenden
Organen, dem Dottersack und der Allantois bzw. der Chorioallantois (Caprioli et al.
1998, 2001), genommen und anhand der oben erwahnten molekularbiologischen
Methode auf ihren mRNA- und rRNA-Gehalt hin untersucht. Diese Daten
ermaoglichten eine vergleichende Quantifizierung, so dass die transkriptionelle
Aktivitat und somit naherungsweise auch der zeitliche Verlauf der Genexpression der
untersuchten Botenstoffe beschrieben werden konnte. Auf diese Weise sollte ein
Genexpressionsprofil von vaskulo- bzw. angiogeneseassoziierten Cytokinen fur die
primitive Hamangiopoese des Hihnerembryos erstellt werden, wie dies auch schon
fur andere Modelle unternommen wurde (Shih et al. 2002). Die deskriptiven
Erkenntnisse dieser Arbeit kdnnten sich in weiteren Untersuchungen zur Aufklarung
von Kausalzusammenhangen zwischen molekulargenetischen Ursachen und
phanotypischen Auswirkungen als hilfreich erweisen, was nicht zuletzt das

Verstandnis pathologischer Vaskulo- und Angiogeneseprozesse verbessern kdnnte.
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2 Literaturubersicht

2.1 Das Huhnerei als Modellsystem in der

Entwicklungsbiologie

211 Allgemeines zum Modellsystem

Seine weite Verbreitung als landwirtschaftliches Nutztier, die extrauterine
Entwicklung des Keims auf einer grolen Dottermasse und die einfache
Charakterisierung der Entwicklungsstadien innerhalb der raschen, dreiwochigen
Ontogenese pradestinierten das Huhnerei als Objekt der ersten embryologischen
Studien in der Antike.

Seit den Untersuchungen von Aristoteles im 4. Jahrhundert v. Chr. stellt das
Huhnerei somit eines der am besten charakterisierten Systeme zur Erforschung der
tierischen Ontogenese dar. 1651 war es William Harvey, der als erster das
Blastoderm des Hihnerembryos als solches ansprechen konnte und in seinem Werk
"On the Generation of Living Creatures" mit dem Leitspruch "Ex ovo omnia " die
Urzeugung von Leben aus unbelebter Materie ausschloss. Schlie3lich unternahm
Marcello Malpighi 1672 die erste mikroskopische Untersuchung der Entwicklung des
Huhnerembryos und identifizierte erstmalig die Neuralfurche, die Somiten sowie die
Dottersackgefalie. Auch in der Diskussion zwischen den Anhangern der Epigenesis
und der Praformationslehre stellte das Huhnerei ein beliebtes Modellsystem dar und
1767 war es Kaspar Friedrich Wolff, der mit seinen Beobachtungen zur Entwicklung
des Darmrohrs und Herzens die de novo Entwicklung von Organen aus ungeformtem
Gewebe beweisen konnte. In der ersten Halfte des 19. Jahrhunderts zeigte sich
anhand der Arbeiten von Christian Pander, Karl Ernst von Baer und Heinrich Rathke,
dass die Praeformationstheorie nicht mehr haltbar war, nicht zuletzt da Pander als
erster die drei Keimblatter des Hihnerembryos als solche erkannte und auch ihr
organogenetisches Potential realisierte. Auch von Baer arbeitete mit
Huhnerembryonen, welche er mit den Embryonen anderer Wirbeltiere verglich. Als
Ergebnis seiner Studien formulierte er vier Prinzipien, die auf ein gemeinsames

Grundmuster der Wirbeltierontogenese hinweisen.
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Auf Grund seiner einfachen Handhabung ist das Huhnerei somit zu einem der
Modellsysteme der Wirbeltierembryologie geworden. Auch zum Studium des
Entwicklungsschicksals von Zellen und Geweben erwies sich das System
Huhnerembryo als sehr geeignet. Die enge phylogenetische Verwandtschaft zur
japanischen Wachtel (Coturnix coturnix japonica) und die damit sehr ahnliche
Embryonalentwicklung ermoglichte die Erzeugung von interspezifischen
Mischwesen, sog. chimaren Embryonen, bei denen eine Gewebeprobe eines
Wachtelembryos in einen Hihnerembryo substitutiv in ovo transplantiert wird. Das
Entwicklungsschicksal der Wachtelzellen im Huhnerembryo Iasst sich anhand des
einzelnen dunklen Nucleolus dieser Zellen selektiv verfolgen. Bei der Erforschung
der ontogenetischen Zellmigration als einem der wichtigsten Prinzipien der
Embryonalentwicklung der Metazoa, spielte das Modellsystem Huhn ebenfalls eine
wichtige Rolle und die ersten Erkenntnisse Uber die Auswanderung von Melanozyten
aus der Neuralleiste wurden am Huhnerembryo gewonnen (Rawles 1940, Ris 1941).
Das oben erwahnte Grundmuster der Vertebratenentwicklung ermdglicht es, diese
Erkenntnisse, welche an Modellorganismen anderer Wirbeltierklassen, wie z. B. dem
Zebrafisch (Danio rerio) als Vertreter der Knochenfische oder dem Huhn (Gallus
gallus domesticus) als Vertreter der Sauropsiden, gewonnen wurden, in die
medizinisch-pharmazeutische Forschung einzubringen und letztlich neben dem

reinen Erkenntnisgewinn einen therapeutischen Nutzen zu erzielen.

21.2 Die fruhe Embryonalentwicklung

Die paraphyletische Wirbeltierklasse der Vogel (Aves) wird zusammen mit den
Kriechtieren (Reptilia) in der monophyletischen Gruppe der Sauropsiden gefuhrt, die
wiederum zusammen mit den Saugetieren (Mammalia) die Gruppe der Amnioten
bildet. Diesem engen phylogenetischen Zusammenhang entsprechend weisen diese
systematischen Klassen eine ahnliche Ontogenese im Hinblick auf die Gastrulation
auf, die durch das Auftreten des Primitivstreifens gekennzeichnet ist. Im Unterschied
zum sekundar dotterarmen Ei der Sauger handelt es sich beim Sauropsidenei um ein
polytelolecithales Ei, welches discoidal und meroblastisch gefurcht wird. Die ersten
Furchungsteilungen unterteilen die Keimscheibe in ein einschichtiges Blastoderm, in
dem die Zellen auf Grund der unvollstandigen Natur der Teilungen untereinander und

mit dem Dotterzytoplasma ein Kontinuum bilden. Hierauf bewirken aquatoriale und
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vertikale Furchungen die Umbildung des Blastoderms in ein funf- bis
sechsschichtiges Gewebe, in welchem die Zellen durch Verschlusskontakte (Zonulae
occludentes) ionendicht miteinander verbunden werden (Bellairs et al. 1975, Eyal-
Giladi 1991). Die Zellen des Blastoderms absorbieren hierauf Wasser vom
umgebenden Eiweil (Albumen) und sezernieren dieses zwischen sich und die
Dottermasse, wodurch die sog. Subgerminalhdhle entsteht. Durch apoptotischen
Zelltod entsteht aus dem mehrschichtigen Blastoderm die einschichtige Area
pellucida, welche spater den grofiten Anteil des eigentlichen Embryos bilden wird
und von der mehrschichtigen, mit intrazellularen Dottervesikeln angefullte und daher
trib erscheinenden Area opaca umgeben wird. Zwischen diesen beiden Abschnitten
befindet sich die sog. Marginalzone (Eyal-Giladi 1997, Arendt & Nubler-Jung 1999).
Diese ersten Furchungsteilungen erfolgen nach der Befruchtung bereits im Eileiter,
sodass die Keimscheibe nach ihrer ca. 24-stindigen Passage durch den Genitaltrakt
des Huhns aus ca. 20 000 Zellen besteht. Das entspricht im Mittel ca. einer Mitose
alle 1,6 Stunden und somit einem flr eine eukaryontische Zelle aul3erst raschen
Zellzyklus. Die an der Oberflache verbleibenden Zellen der Area pellucida bilden den
Epiblasten, wahrend andere Zellen delaminieren und in die Subgerminalhdhle
wandern, um dort den Hypoblasten auszubilden. Somit ist ein zweischichtiges, aus
Epi- und Hypoblast bestehendes und das Blastocoel umschlieRendes Blastoderm
entstanden. Die drei Keimblatter des Vogelembryonen werden dabei ausschliellich
vom Epiblasten gebildet (Rosenquist 1972). Die Zellen des Hypoblasten haben
lediglich Anteil an der Ausbildung der extraembryonalen Membranen, v.a. des
Dottersacks. Der Beginn der Gastrulation ist gekennzeichnet durch das Auftreten des
Primitivstreifens, einer als Verdickung des Epiblasten im Bereich der posterioren
Marginalzone in Erscheinung tretenden Struktur, die sich durch einen Prozess, der
als konvergente Extension bezeichnet wird, nach anterior ausbreitet. Dabei wird die
Primitivfurche gebildet und an deren anteriorem Ende als Verdickung der
Primitivknoten (Hensen Knoten), durch dessen trichterférmige Einsenkung
migrierende Zellen in das Blastocoel migrieren konnen und dabei eine Epithel-zu-
Mesenchymtransformation durchmachen. Die Primitivfurche ist somit das funktionelle
Aquivalent zum Urmund der Amphibiengastrula und der Primitivknoten zu deren
dorsaler Urmundlippe. Durch den Primitivstreifen werden die Achsen des Embryos
festgelegt. Er breitet sich von posterior nach anterior aus, Zellen durchwandern ihn

von dorsal nach ventral und er stellt die bilateralsymmetrische Kérperachse dar.
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Zellen des Epiblasten |0sen ihre Basallamina auf, I6sen sich aus dem Epithelverband
und wandern im Rahmen einer Epithel-zu-Mesenchymtransformation durch den
Primitivstreifen in das Innere des Embryonen um dort die entodermalem und
mesodermalen Gewebe zu bilden.

Zu diesen interkalierend wandernden Zellen gehort auch eine Zellpopulation, welche
sich, nachdem sie in das Blastocoel eingewandert ist, in zwei Schichten anordnet.
Die Zellen der unteren Schicht verdrangen den Hypoblasten zur Seite und bilden
schliel3lich samtliche entodermalen Organe des Embryos, sowie zusammen mit dem
Hypoblasten die extraembryonalen Membranen. Von der oberen, lockeren
Zellschicht gehen die mesodermalen Organe des Embryos aus, sowie das, den
extraembryonalen Membranen entweder am Ektoderm als Somatopleura oder am
Entoderm als Splanchnopleura anliegende Mesoderm. Das Somatopleura beteiligt
sich in der Folge am Aufbau von Amnion und Chorion, das Splanchnopleura am
Aufbau von Allantois und Dottersack. Der Primitivstreifen wandert nunmehr,
nachdem er ca. 24 h nach der Fertilisation seine maximale anteriore Ausdehnung
erreicht hat, nach posterior und legt auf seinem Weg die Chorda dorsalis an. Die
Einwanderung von zukunftigen entodermalen und mesodermalen Zellen ist nun
abgeschlossen und der Epiblast besteht jetzt vollstandig aus zuklnftig ektodermalen
Zellen. Diese beginnen unter starker Proliferation und anschlieRender Migration, in
einem Epibolie genannten Prozess, die Dottermasse zu umschlielien. Nach
vollzogener Gastrulation haben sich die drei Keimblatter aus dem Epiblasten
differenziert und sich solchermal3en zueinander angeordnet, dass sie ihr
organogenetisches Potential entfalten konnen: Das Entoderm hat sich, indem es den
Hypoblasten nach lateral verdrangt hat, auf die Dottermasse gelegt und beginnt
ebenfalls diese zu umwachsen. Das Ektoderm ist, als einzige nicht dber den
Primitivstreifen eingewanderte Zellpopulation, an der Oberflache des Embryo
verblieben, wo es den epidermalen Anteil des Integument bilden wird und Uber die
Neurulation die Nervenzellen und die diversen Neuralleistenderivate. Zwischen
diesen beiden, in erster Linie epitheliale Anteile ausbildenden Keimblattern, kommt
das Mesoderm mit seinen beiden Anteilen, den Somiten samt Somitenstielen und
dem Seitenplattenmesoderm zu liegen. Die Somiten, in deren Anlage die
ursprungliche Metamerie der Wirbeltiere deutlich zum Ausdruck kommt,
differenzieren sich zu Dermatom, Myotom und Sklerotom und bewirken so die

Ausbildung der Dermis, der Skelettmuskulatur und des knorpeligen Primordialskeletts
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respektive. Das Seitenplattenmesoderm spaltet sich in zwei Schichten, das
somatische (parietale) und das splanchnische (viszerale) Mesoderm und umschlief3t
so das Coelom. Wahrend sich das somatische Blatt von innen an das Ektoderm
anlegt und so das Somatopleura entsteht, welches die mesodermalen Anteile der
Korperwand exklusive Dermis und Skelettmuskulatur bildet, legt sich das
splanchnische Blatt von aul3en dem Entoderm an und bildet als Splanchnopleura

Herz, Blut- und LymphgefalRe sowie die Blutzellen.

21.3 Die Ontogenese der amniotischen Fruchthullen

Da Biomoleklle, allen voran die Proteine, zur Ausbildung ihrer nativen Struktur
Wasser bendtigen, ist das Leben ein Prozess, der ausschlielich in wassriger
Ldsung beobachtet werden kann.

Die evolutive Neuerung der ersten Amnioten, der Reptilien, kalzifizierte Eier
auszubilden, in welchen neben dem Embryo ein Satz von vier extraembryonalen
Hullen die metabolischen Bedurfnisse der heranwachsenden Frucht befriedigt,
ermdglichte eine vom abiotischen Umweltfaktor Wasser weitgehend unabhangige
Eroberung terrestrischer 6kologischer Nischen.

Der Hypoblast und Anteile des Epiblasten stellen dabei das Zellmaterial zum Aufbau
dieser Hullen und beim E2-Huhnerembryo Iasst sich bereits eine, durch die ungleiche
Teilung von Epithelien bewirkte (Miller et al. 1994, 1999), Abfaltung des Embryos
vom zukulnftigen extraembryonalen Anteil erkennen. Es handelt sich dabei um
Erweiterungen von entodermalen bzw. ektodermalen Epithelien, welche von
Seitenplattenmesoderm unterlagert sind. Die epithelialen Anteile stellen hierbei die
funktionalen Oberflachen, wahrend der mesodermale Anteil die Kreislaufanbindung
bewerkstelligt. Der epitheliale Anteil von Amnion und Chorion wird vom Ektoderm
gestellt, wobei die Faltungsprozesse, die zu Beginn des dritten Entwicklungstages
starten, bewirken, dass das Ektoderm im Amnion dem Embryo zugekehrt ist und im
Chorion von ihm abgewendet liegt. Das Amnion mit der Amnionhdhle dient dem
Embryo als unmittelbare Entwicklungsumgebung, wobei die vom Epithel sezernierte
amniotische Flussigkeit (Liquor amnii) einer Austrocknung vorbeugt und
mechanischem Stress eine trage, bremsende Masse entgegensetzt. Das Amnion

weist als einzige der vier Fruchthillen keine BlutgefaRe auf, was auf den fehlenden
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Entodermkontakt in der Ausbildungsphase zuruckgefuhrt wird (Pardanaud &
Dieterlen-Lievre 1993).

Die auBerste Fruchthulle, das Chorion, welches in der Phylogenese der Sauger zur
Pars fetalis der Plazenta umfunktioniert wurde, entwickelt sich aus den auf3eren
Schichten der Amnionfalte. Seine mesodermalen und ektodermalen Anteile breiten
sich Uber den gesamten Embryo und die Dotterkugel aus und umschliel3en diese
zuletzt, sodass sie in der Chorionhdhle (extraembryonales Coelom) zu liegen
kommen. Das Chorion liegt bei den Sauropsiden den Eihauten und der Kalkschale
an und dient, beim Huhn in enger struktureller wie auch funktioneller Verknupfung mit
der gut vaskularisierten Allantois, dem respiratorischen Gasaustausch (Romanoff
1960).

Der Dottersack, welcher sich aus der Area opaca ableitet, wird gebildet durch die
Umwachsung der Dottermasse durch das Entoderm und letztlich auch durch das
splanchnische Mesoderm. Mit dem Dottersackstiel bzw. —gang (Ductus
omphalomesentericus) besitzt er ein Verbindung zum Darm. Er ist die erste
funktionsfahige Fruchthulle und dient den Sauropsiden der in ovo-Ernahrung, wobei
zu Aminosauren verdautes Dotterprotein, bestehend v.a. aus Lipovitellinen und
Phosvitin, Gber den Blutstrom in der Vena omphalomesenterica zum Embryo
transportiert wird. Ein Transport von Dotter GUber den Dottersackgang findet nicht
statt. Um E2 ist der Dottersack auRerdem Bildungsstatte von Blutinseln im Rahmen
der extraembryonalen Vaskulogenese und ca. 48 h nach der Eiablage haben sich
diese Blutinseln zu einem primaren Kapillarplexus organisiert, der bereits Anschluss
an das embryonale Gefalisystem besitzt (Bellairs & Osmond 1998). Dieser
vaskularisierte, proximale Anteil des Dottersacks wird als Area vasculosa bezeichnet.
Der Sinus terminalis trennt als deutliches Randgefal diesen Bereich von der
gefaldfreien Area vitellina und zeigt gleichzeitig die maximale distale Ausdehnung des

Seitenplattenmesoderms an (s. Abb. 1).
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Allantois

Chorion - L Yﬁ
Ao

Embryo

Area vasculosa

. )
Area vitellina
Sinus terminalis
Albumen

Abbildung 1: HUhnerembryo um den Entwicklungszeitpunkt
E4 samt seiner vier Fruchthdllen (modifiziert

nach http.//chickscope.beckman.uiuc.eduy/)

Die Allantois, die ihren Namen von dem griechischen Wort allantoeid
(schlauchférmig) hat, bildet sich, beim Huhn um E3 (18 HH), als entodermale
Ausstulpung mit Mesodermuberzug aus dem embryonalen Enddarm (engl.: posterior
intestinal portal, PIP) und wachst als Blaschen in das extraembryonale Coelom der
Chorionhohle aus, um schliel3lich zwischen den Entwicklungszeitpunkten E4 und E5
herum mit dem Chorion zur Chorioallantois zu verschmelzen (Sethi & Brookes 1970).
Diese Fusion findet in den folgenden Entwicklungstagen in vollem Umfang des Eies
statt und um E16 bedeckt die Chorioallantois auch den groften Teil des Dottersacks
und verschmilzt auch teilweise mit ihm (Romanoff 1960). Bei der Ausbildung der
Chorioallantois kommt es zur Assoziation des splanchnischen Mesoderms der
Allantois mit dem parietalen Mesoderm des Chorion unter lokaler Rickbildung des
extraembryonalen Coeloms. Somit besteht die Chorioallantois aus Anteilen aller drei
Keimblatter. Neben ihrer Funktion als Auffangorgan fur die toxischen Endprodukte

des N-Stoffwechsels, dient sie im Verbund mit dem Chorion als Chorioallantois
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(Allantochorion) als respiratorische Oberflache und auch der Mobilisierung von Ca?*
aus der Kalkschale zum Zwecke der Biomineralisation beim Aufbau des definitiven
Knochenskeletts (Tuan 1987, Simkiss 1991).

21.4 Die embryonale Hamatopoiese

Die ontogenetische Ausbildung des BlutgefalRsystems sowie der Blutzellen steht
ganz im Zeichen des Zusammenspiels von Seitenplattenmesoderm und Entoderm,
welche zusammen das Splanchnopleura darstellen. Man geht von einer
gemeinsamen Vorlauferzelle der Endothel- und Blutzellen aus, dem
Hamangioblasten. Dieser entstammt dem Mesoderm, kann allerdings lediglich vom
Entoderm induziert werden (Pardanaud & Dieterlen-Lievre 1993). Auf das
Vorkommen einer solchen Vorlauferzelle mit einem zweifachen Entwicklungspotential
weisen mehrere Untersuchungsergebnisse hin. Zum einen exprimieren Angioblasten
und hamatopoetische Stammzellen (HSZ) eine Reihe gemeinsamer
Oberflachenantigene und Transkriptionsfaktoren wie etwa SCL/tal-1 (Kallianpur et al.
1994; Sanchez et al. 1999), GATA-2 (Yamamoto et al. 1990; Dorfman et al. 1992),
VEGFR-2/flk-1 und Tie-2 (Shalaby et al.1997; Hamaguchi et al. 1999) und CD34
(Young et al. 1995; Tavian et al. 1996; Wood et al. 1997). Die eingeschrankte
Entwicklung sowohl der HSZ als auch der Angioblasten in Fisch-, Amphibien und
Saugetierembryonen mit einer einzelnen Mutation (Orkin & Zon 1997) ist ein weiterer
Hinweis auf den Ursprung aus einer gemeinsamen Zelllinie. In vitro konnte au3erdem
gezeigt werden, dass eine einzelne Zellinie sich sowohl zu Endothelzellen als auch
zu hamatopoetischen Stammzellen differenzieren kann (Choi et al. 1998). Auch die
in vivo Produktion von HSZ aus Endothelzellen konnte beim Vogel nachgewiesen
werden (Jaffredo et al. 1998, 2000). Wahrend Hamangioblasten, intraembryonalen
sowie extraembryonalen Ursprungs, generell dem entodermassoziierten Mesoderm,
also dem Splanchnopleura, entstammen und samtliche HSZ sowie das Endothel der
visceralen Organe ausbilden, bilden die den Somiten entsprungenen Angioblasten
die Endothelauskleidung der Kérperwand samt Extremitaten (Pardanaud & Dieterlen-
Lievre 1993, 1999; Pardanaud et al. 1996).

Lediglich das ektodermassoziierte Mesoderm des Somatopleura besitzt kein
hamangiogenetisches Potential, woflr das avaskulare Amnion als Beispiel dienen

kann.
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Prinzipiell werden zwei Arten der Blutgefal3bildung voneinander unterschieden, die
Vaskulogenese, bei der Blutgefalle de novo und in situ aus mesodermalem Gewebe
entstehen und die Angiogenese, bei der es sich um die Erweiterung und Modifikation
eines bereits vorhandenen Gefallsystems handelt. Zu Beginn der Vaskulogenese,
wenn der Primitivstreifen seine maximale Ausdehnung erfahren hat (Pardanaud et al.
1987), differenzieren sich Zellen des splanchnischen Mesoderms, durch das
Entoderm induziert, zu Hamangioblasten (Shalaby et al, 1997), welche sich daraufhin
zu Zellaggregaten verdichten, den sog. Blutinseln. Die inneren, rundlichen Zellen
dieser Blutinseln werden zu den HSZ, aus welchen die lymphatischen Stammzellen
und Uber die Blutstammzellen auch samtliche zellulare Bestandteile des Blutes
hervorgehen. Die aul3eren, spindelférmigen Zellen differenzieren sich zu den
Angioblasten, welche sich in der zweiten Phase der Vaskulogenese zu den
definitiven Endothelzellen (EZ) weiterentwickeln. In der abschlieRenden dritten
Phase bilden die EZ Gefaldrohren, welche sich zu einem Gefalinetzwerk
zusammenschlieen, dem sog. primaren Kapillarplexus (engl.: primary capillary
plexus).

Bei den Amnioten, also den drei Wirbeltierklassen mit extraembryonalen
Fruchthdllen, bilden sich solche primaren Kapillargeflechte sowohl extraembryonal
als auch intraembryonal unabhangig voneinander. In den extraembryonalen
Blutinseln des Dottersacks fuhrt die Aggregation der Hamangioblasten, die
Differenzierung zu den zentralen, rundlichen HSZ und den peripheren,
langgestreckten Angioblasten und schlieBlich die Assoziation mehrerer solcher
Blutinseln zur Ausbildung der Dottersackvenen (Venae vitellinae). Hierbei kommt es
durch Proliferation, Migration und Endothelzellinteraktion zur Ausbildung von
GefalRrohren mit umliegender Basallamina (Hanahan 1997, Risau 1997). Fur das
Erlangen eines hamangiopoetischen Potentials scheint der zumindest transiente
Kontakt zum Entoderm, wie er im Dottersack gegeben ist, notwendig (Miura & Wilt
1969; Wilt 1965). Bei der Maus konnten durch den Kontakt mit Entoderm sowohl
HSZ als auch Endothelzellen induziert werden (Belaoussoff et al. 1998) und im
Vogelmodell bewirkte der voribergehende Kontakt von parietalem Mesoderm oder
Somiten mit Entoderm ebenfalls einen hamangiopoetischen Stimulus (Pardanaud &
Dieterlen-Lievre 1999). Die Natur dieser, vom Entoderm ausgehenden Induktion ist
Gegenstand aktueller Forschung und mit dem diffusiblen Protein VEGF (Vascular

Endothelial Growth Factor) ist ein Botenstoff identifiziert worden, der zum einen vom
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visceralen Entoderm produziert wird (Dumont et al. 1995; Flamme et al. 1995; Wilting
et al. 1997; Miquerol et al. 1999), zum anderen schon bei heterozygoten Mutanten zu
einem totalen Ausfall der Hamangiopoiese im Dottersack fihrt (Carmeliet et al. 1996;
Ferrara et al.1996). Ebenso wie beim Dottersack handelt es sich bei der Allantois um
eine entodermale Ausstulpung des embryonalen Darmrohrs, welche von visceralem
Seitenplattenmesoderm Uberzogen ist. Die Allantois genugt also von ihrem
Keimblattaufbau her der prinzipiellen Voraussetzung um ein hamangiopoetisches
Potenzial zu besitzen und dieses konnte im Experiment sowohl fir die Maus (Downs
& Harmann 1997,) als auch fur die Wachtel gezeigt werden (Caprioli et al. 1998,
Caprioli et al. 2001). Die Gruppe um Caprioli entfernte dazu die Allantoisanlage von
Wachtelembryonen bevor die Allantois vaskularisiert worden war und verpflanzte
diese in das Coelom von Hihnerembryonen. Im Knochenmark der Hihner konnte
daraufhin sowohl HSZ als auch Endothelzellen von Wachteln nachgewiesen werden,
was auf eine Produktion von Hamangioblasten durch die Allantois hinweist (Caprioli
et al. 1998). Es zeigte sich, dass sich das Gefalisystem der Allantois aus
intrinsischen Vorlauferzellen, also durch Vaskulogenese, entwickelt (Caprioli et al.
1998). Ebenso konnte die Produktion von HSZ nachgewiesen werden (Capirioli et al.
1998) und auch Blutinseln bzw. blutinselahnliche Strukturen konnten identifiziert
werden (Caprioli et al.2001). Das Mesoderm der Allantois bringt also ebenfalls
Endothelzellen wie auch HSZ hervor und die Allantois ist somit, mit einer
Verzbgerung von ca. zwei Tagen, neben dem Dottersack der zweite Ort der
extraembryonalen Hamangiopoese (Caprioli et al. 1998, 2001). Diese Population von
embryonalen HSZ hat jedoch wahrend der Ontogenese nur vortibergehenden
Bestand. Die definitiven HSZ des Adulten entwickeln sich aus mesodermalem
Gewebe im Bereich der Aorta und in der Aortenwand (Dieterlen-Lievre & Martin
1981, Cormier & Dieterlen-Lievre 1988). Studien an Wirbeltieren aus verschiedenen
Klassen, wie etwa den Saugetieren (Kubai & Auerbach 1983, Godin et al. 1993,
Medvinsky et al. 1993), haben dies bestatigt und man spricht in diesem
Zusammenhang von der sog. Aorta-Gonaden-Mesonephros Region (AGM). Das
intraembryonale GefalRsystem entsteht aus einzelnen, nicht mit der Bildung von HSZ
assoziierten Angioblastenvorlaufern, welche sich im splanchnischen Mesoderm eines
sich entwickelnden Organs aus Mesenchym differenzieren oder dem paraxialen

Mesoderm entstammen (Pardanaud et al. 1996).
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Auf die Vaskulogenese folgt eine Phase des modifizierenden Wachstums bereits
bestehender Gefalisysteme, die Angiogenese. Der primare Kapillarplexus wird dabei
aus- und umgebaut und es vollzieht sich eine funktionelle Differenzierung in
arterielle, kapillare und venose Gefalle, die ihr morphologisches Aquivalent in
unterschiedlichem Durchmesser, Wandaufbau und Grad der dichotomen
Verzweigung der Gefalde aufweisen. Der zentrale molekulare Mechanismus der
transmembranen Informationsvermittlung der Angiogenese besteht im VEGF/VEGF-
Rezeptor-System (s. Kap. 2.2.). VEGF bewirkt eine Lockerung der interzellularen
Kontakte der juvenilen Endothelzellen des primaren Kapillarplexus und einen
enzymatischen Abbau der extrazellularen Matrix. Dies ermoglicht den Endothelzellen
unter proliferativen und migratorischen Prozessen neue Gefalle auszubilden. Eine
bestehende Kapillare kann aufierdem durch Einwachsen von Endothelzellen in das
Lumen, dem Einziehen einer Trennwand entsprechend, in zwei Gefal3e getrennt
werden. Dieser Vorgang wird intussuszeptives Kapillarwachstum genannt (Caduff et
al. 1986, Burri et al. 1990). Die Auflockerung des Endothelzellverbands ermoglicht
aulRerdem die Assoziation mehrerer Kapillaren unter Fusion der einzelnen Lumina
und so die Ausbildung von arteriellen und venosen Gefalien groRReren

Durchmessers.

2.2 Ausgewahlte Botenstoffe der Blut- und GefaBbildung

221 Allgemeines

Auf molekularer Ebene spielt sich das Leben als diffusionslimitierte Kollision und
Interaktion von Biomolekulen in wassriger Losung ab. Die Partner dieser
Wechselwirkung sind z.B. Enzym und Substrat, wobei es zu einer spezifischen
Reaktion kommen kann, oder auch Rezeptor und Ligand, wobei die Bindung des
adaquaten Liganden letztlich eine Konformationsanderung von zytoplasmatischen
Domanen transmembraner Rezeptoren bzw. zytosolisch geldsten und daher
diffusiblen Rezeptoren bewirkt. Auf diese Weise kdnnen Signale aus dem
extrazellularen Raum Uber die Diffusionsbarriere Plasmamembran ins Zellinnere
gelangen. Man spricht in diesem Zusammenhang von transmembraner
Signaltransduktion und es handelt sich hierbei um ein Grundprinzip der biologischen

Informationsvermittlung, das im Verband mit den beiden grof3en Leitungssystemen
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der Vertebraten, dem Kreislaufsystem und dem Nervensystem, eine generalisierte
Koordination des Stoffwechsels der verschiedenen Organsysteme auf aul3ere Reize
und wechselnde Umweltbedingungen ermdglicht (in Wehner &.Gehring: Zoologie)
In den Kapiteln 2.2.2 bis 2.2.7 werden solche Rezeptoren bzw. deren Liganden, die
eine starke Korrelation mit der Neubildung von BlutgefaRen und Blutzellen bzw. der
Differenzierung von Endothelzellen aufweisen in ihrer biologischen Wirkung kurz
charakterisiert. Lediglich bei VE-Cadherin handelt es sich nicht um einen Rezeptor
bzw. Liganden, sondern um ein endothelzellspezifisches, interzellulares

Adhéasionsmolekiil.

2.2.2 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und seine
Rezeptoren Flk-1 und Flt-1

Das Protein Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) samt seiner beiden
Rezeptoren Flt-1 (VEGFR-1) und KDR/Flk-1 (VEGFR-2) ist einer der wichtigsten
Induktoren des GefalRwachstums, sowohl im physiologischen Zusammenhang als
auch in der Tumorangiogenese (Ferrara & Davis-Smyth 1997, Shibuya et al. 1999,
Mustonen & Alitalo 1995), indem es fur Endothelzellen eine mitogene (Ferrara &
Davis-Smyth 1997) sowie, sowohl in vivo als auch in vitro, eine antiapoptotische
Wirkung ausubt (Gerber et al. 1998 a, Gerber et al. 1998 b, Benjamin et al. 1999,
Yuan et al. 1996). VEGF wird von mesenchymalen Zellen in der Umgebung der
Blutinseln sezerniert und die Hamangioblasten und Angioblasten besitzen je zwei
Rezeptortypen fur VEGF, FIk-1 und Flt-1 (Millauer et al. 1993). Flk-1 besitzt eine
starke Tyrosinkinaseaktivitat nach VEGF-Bindung und in den VEGF-Allelen
homozygot mutante Mause sterben in der Embryonalentwicklung aufgrund der
Abwesenheit von Blutinseln (Ferrara et al. 1996) und folglich auch von
Endothelzellen und nur sehr geringer Hamatopoese ab (Millauer et al. 1993, Sawano
et al. 1996, Shalaby et al. 1995). FIt-1 hingegen besitzt zwar eine ca. zehnfach
starkere Affinitat fur VEGF, die VEGF-induzierte Tyrosinkinaseaktivitat ist jedoch um
eine Grollenordnung schwacher (Waltenberger et al. 1994, Seetharam 1995).
Wahrend die fur das Flt-1-Gen homozygot mutanten Mause aufgrund eines
uberschiellenden Wachstums von EZ und einem unregulierten Wachstum von
Blutgefallen embryonal absterben (Fong et al. 1995), zeigen solche mit lediglich

deletierter Tyrosinkinaseaktivitat eine beinahe physiologische Blutgefalientwicklung
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(Hiratsuka et al. 1998). Der extrazellularen Domane des Flt-1 Rezeptor wird somit
eine Abfangfunktion fur VEGF zugesprochen (Hiratsuka et al. 1998) und im Flk-1
Rezeptor der eigentliche positive Signaltransduktor fur VEGF gesehen. Das Flt-1
Gen kodiert fur zwei Transkripte, den membranstandigen Rezeptor und eine kirzere
cytosolisch Form des Rezeptors, sFlt-1 (soluble Flt-1), welche auch bei der Maus
vorkommt und eine wichtige Rolle als antiangiogenetisches Molekul zur negativen
Regulation des VEGF-Rezeptorsystems in der Plazenta spielt (He et al. 1999,
Yamaguchi et al. 2002). Auch fur das Huhn konnten eine membrangebundene und
eine losliche Form des Flt-1 Rezeptors nachgewiesen werden, wobei die
Aminosauresequenz eine ahnlich schwache Tyrosinkinaseaktivitat vermuten lasst
und also eine ahnliche Abfangfunktion fir VEGF (Yamaguchi et al. 2002).

2.2.3 Stem Cell Factor (SCF) und sein Rezeptor c-kit

Die Typ Il Rezeptortyrosinkinase und ihr Ligand Stem Cell Factor spielen eine
wichtige Rolle in der Melanogenese, Fruchtbarkeit und der Hamatopoese (Ashman
1999). Das Rezeptor-Liganden System wirkt wachstumsférdernd fur primitive
hamatopoetische Zellen und der c-kit Rezeptor ist typisch fir hamatopoetische Zellen
(Broudy 1997).

Es konnte gezeigt werden, dass SCF durch seine antiapoptotische Wirkung ein
Uberlebensfaktor fiir primitive (Li & Johnson 1994), nicht jedoch fiir weiter
differenzierte hamatopoetische Zellen ist (Borge et al. 1997). SCF bewirkt auRerdem
eine Differenzierung von unreifen hamatopoetischen Zellen zu Mastzellen (Valent et
al. 1992, Irani et al. 1992) und eine Steigerung der Erythroidzellkoloniebildung
(Ashman 1999, Lyman & Jacobsen 1998). Die c-kit Expression wird mit der Reifung
aller hamtopoetischen Zellen mit Ausnahme der Mastzellen herunterreguliert und
periphere Blutzellen sind bis auf die CD34+ zirkulierenden Stamm- oder

Vorlauferzellen c-kit negativ (To et al. 1994).

2.2.4 Vascular Endothelial Cadherin (VE-Cadherin)

Die Cadherine stellen eine Superfamilie von Ca?*-bindenden transmembranen
Proteinen dar, welche eine Verbindung der extrazellularen Matrix (EZM) zum
Cytoskelett vermitteln (Angst et al. 2001). VE-Cadherin ist dabei als
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endothelzellspezifisches Cadherin (Petzelbauer et al. 2000, Dejana et al. 2000) an
den Zonulae adhaerentes lokalisiert (Dejana et al. 2001) und stabilisiert so den
Endothelzellverband. Durch Bindung von VEGF an seine Rezeptoren kommt es zur
Phosphorylierung der cadherinassozierten Catenine, wodurch der Zellverband
destabilisiert wird und Zellteilung sowie GefalRwachstum maoglich werden (Ukropec et
al. 2000). Nachdem die Zellen Konfluenz erreicht haben und unter dem Einfluss der
Kontaktinhibition stehen, nimmt der Phosphorylierungsgrad der Catenine stark ab
und der einschichtige Zellverband wird wieder durch VE-Cadherin gefestigt. Auf
diese Weise wird das, fur die innere Gefallwand so typische, einschichtige
Plattenepithel u. a. durch die Wirkung von VE-Cadherin aufrechterhalten (Caveda et
al. 1996). Endothelzellen ohne funktionelles VE-Cadherin zeigen aulierdem eine
verminderte Reaktion auf die antiapoptotische Wirkung von VEGF (Carmeliet et al.
1999), sodass VE-Cadherin mittelbar auch als Uberlebensfaktor fiir Endothelzellen

gelten kann.

2.2.5 Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2)

Die Familie der FGFs stellt eine Ansammlung von 20 parakrin wirkenden
Wachstumsfaktoren dar, welche ihre Wirkung durch die Bindung an einen bzw.
mehrere der vier Rezeptortyrosinkinasen FGF-Rezeptor 1-4 (FGFR 1-4) entfalten
(Powers et al. 2000). FGF-2, der auch basic FGF (bFGF) genannt wird, bindet an alle
vier der RTKs und ist u.a. fur Endothelzellen und Fibroblasten mitogen und
chemotaktisch (Gospodarowicz et al. 1989), erhoht die Genexpression von
VEGF(Gualandris & Presta 1995), Integrinen und anderen Adhasionsmolekuilen auf
Endothelzellen (Brooks 1996) und induziert die Ausbildung von réhrenférmigen
Strukturen aus Endothelzellen in einer Kollagenmatrix (Montesano et al. 1986).
Ebenso ist FGF-2 notwendig fur die Entwicklung blutinselbildender Hamangioblasten
aus dem splanchnischen Mesoderm, wie dies an Zellen der Vogelkeimscheibe
gezeigt werden konnte (Flamme & Risau 1992). Die Bildung von FGF-2 in der
Chorioallantois des Huhns und die Bedeutung fir die Vaskularisierung dieses
Organs konnte ebenfalls experimentell ermittelt werden (Ribatti et al.1995).
Genknockout-Versuche an Mausen weisen auf eine Rolle von FGF-2 bei der
Regulation der Aussprossung von Gefalden nach Gewebsverletzungen hin (Miller et
al. 2000).
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2.2.6 Angiopoietin-1 (Ang-1)

Angiopoietin-1 ist ein weiterer parakriner Botenstoff, der von periendothelialen Zellen
abgegeben wird, Uber die Rezeptortyrosinkinase Tie-2 spezifisch auf Endothelzellen
wirkt und so deren Aussprossen bewirkt (Davis et al. 1996). Ang-1 bzw. Tie-2
defiziente Mause entwickeln embryonal zwar ein primares Gefallsystem, eine
Reifung und Stabilisierung dieser Gefalde durch Rekrutierung von Perizyten tritt
jedoch nicht ein was am Tag 12,5 zum intrauterinen Tod fuhrt (Suri et al. 1996). Eine
Uberexpression von Ang-1 in transgenen Mausen verursacht starke
Hypervaskularisation (Suri et al. 1998), was die Bedeutung dieses Proteins flr die
Gefallentwicklung unterstreicht. Im Vogelembryo konnte eine Expression von Ang-1
im umliegenden Mesenchym von vendsem Endothel nachgewiesen werden (Moyon
et al. 2001).

2.2.7 Bone Morphogenetic Protein 2 (BMP2) und Bone
Morphogenetic Protein 4 (BMP4)

Die Mitglieder der Familie der BMP wurden ursprtinglich auf Grund ihrer Fahigkeit,
Knochenwachstum zu induzieren, entdeckt und gehoren der in struktureller
Verwandtschaft stehenden TGF-B Superfamilie an. Vom Rest dieser Superfamilie
unterscheiden sie sich jedoch durch das Vorhandensein von sieben und nicht neun
konservierten Cysteinen im reifen Protein. BMP2 und BMP4 stehen in enger
Verwandschaft zu dem Drosophila-Protein Decapentaplegic. Humanes BMP4 kann
das Drosophila-Homologon substituieren.

Im Krallenfrosch Xenopus laevis wirkt BMP4 als Induktor der Ausbildung epidermaler
Strukturen aus Ektoderm (Wilson & Hemmati-Brivanlou 1995) und Ubt einen
ventralisierenden Effekt auf das Mesoderm aus, sodass sich Blutzellen und
Bindegewebe ausbilden (Hemmati-Brivanlou & Thomsen 1995, Dosch et al. 1997).
Gleichzeitig ist es ein Supressor von Genen, welche die Differenzierung neuraler
Strukturen aus Ektoderm einleiten (Suzuki et al. 1997, Yamamoto et al. 2000). Die
wirksame Dosis von BMP4 ist dabei eine Funktion der Konzentration von BMP4 und
seiner Antagonisten Chordin, Noggin und Follistatin, welche vom Organisator |
sezerniert werden. BMP2 und BMP4 sind essentiell bei der Differenzierung von

Hamangioblasten aus Seitenplattenmesoderm (Maeno et al. 1996, Davidson et al.
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2000). Ektopisch appliziert konnen diese Morphogene in Xenopus die Bildung von
Gefallen und Blutzellen initiieren und die Storung der BMP-Signalkaskade, welche
uber sich autophosphorylierende Membranrezeptoren und die cytoplasmatischen
Proteine SMAD1, SMAD4 und SMADS lauft, verhindert die Ausbildung von Blutzellen
(Maeno et al. 1994, Hemmati-Brivanlou & Thomsen 1995). Uber eine regulierende
Wirkung auf die Stammzellniesche besitzen die BMP tUber den BMP-Rezeptor Typ IA
auch im Adulten einen Einfluss auf die Anzahl an hamatopoetischen Stammzellen
(Zhang et al. 2003).

2.3 Transkriptom und Proteom

Die Gesamtheit der genetischen Information eines Organismus stellt dessen Genom
dar, wobei sich dieses im eukaryontischen System aus nuklearer und mitochondrialer
DNA zusammensetzt. Der in Genen organisierte Bruchteil des Genoms wird durch
RNA-Polymerasen in ein RNA-Korrelat, in erster Linie die mRNA, Ubersetzt, welches
als Makromolekul entlang seines Konzentrationsgradienten aus dem Zellkern tUber
die Kernporen ins Zytosol an die Ribosomen diffundieren kann. Die mRNA ist somit
die nach einem exakten Programm ausgewahlte Transportform der Erbinformation
auf dem ontogenetischen Weg vom Genotyp zum Phanotyp (Gilbert SF 2003).

Die Gesamtheit all dieser mMRNA-Molekile einer Zelle bzw. eines Gewebes zu einem
diskreten Entwicklungszeitpunkt stellt dessen Transkriptom dar. Dieses dient als
Matrize zur Proteinbiosynthese an den Ribosomen, wodurch das Proteom als
Gesamtheit aller Proteine einer Zelle bzw. eines Gewebes entsteht. Die Proteine
stellen die biologische Exekutive dar, unter deren Regie auch andere biologische
Molekulgruppen wie Lipide, Kohlenhydrate und Nukleinsduren synthetisiert und im
Rahmen der biologischen Selbstorganisation den Phanotyp des Organismus
entstehen lassen, so dass dieser mit seiner Umwelt in Wechselwirkung treten kann
um seinen Lebensreproduktionserfolg zu maximieren (Dawkins R 1999).

In erster Naherung kann man davon ausgehen, dass die mRNA eines Gens, welches
transkribiert worden ist, auch translatiert wird und in einer Studie zur Beziehung von
Transkriptom und Proteom zeigte sich dass zwischen den korrespondierenden
MRNA- und Proteingehalten eines Gewebes ein Korrelationskoeffizient von r = 0,6
besteht (Ideker et al. 2001).
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Bei dieser vereinfachenden Darstellung wird jedoch auf3er acht gelassen, dass es
neben den translationell aktiven, an eine Vielzahl von Ribosomen, den sog.
Polysomen gebundenen mRNAs auch solche im Cytosol vorkommen, welche an
einzelne Ribosomen, den sog. Monosomen, gebunden vorliegen und nicht
translatiert werden. Ein standiger Wechsel zwischen diesen beiden
Aktivitatszustanden stellt den wichtigsten Kontrollmechanismus der Translation dar
(Hegde et al. 2003). Wahrend die Regulation der mRNA-Halbwertszeit als Reaktion
auf verschiedene Stimuli (Ross 1995, Guhaniyogi und Brewer 2001) ein
Regulationsparameter ist, der sich im RNA Gehalt der Zelle widerspiegelt, lassen
sich die posttranskriptionellen Regulationen der Genexpression nicht mehr auf der
Ebene der Nukleotide erfassen. Die Tatsache der unvollstandigen Korrelation von
Nukleotid- und Proteinexpressionsdaten Iasst sich teilweise auch durch methodische
Unzulanglichkeiten erklaren. So konnten nur ca. 80% der Ergebnissen aus
microarray-Experimenten mittels der quantitativen real-time RT-PCR bestatigt
werden (Jenson et al. 2003) und dies obwohl beide Methoden auf Ebene der
Nukleotidquantifizierung arbeiten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Transkription oftmals der limitierende
Schritt auf dem Weg vom Gen zum Protein ist (aus Wehner & Gehring 1995) was
auch in deren komplexer Regulation Uber eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren
zum Ausdruck kommt, so dass die transkriptionelle Aktivitat eines Gens bzw. des
Genoms als notwendige, nicht jedoch hinreichende Bedingung, einen guten
Anhaltspunkt fur die Proteinzusammensetzung im Gewebe darstellt.
Dementsprechend ist es in der Literatur durchaus ublich, wenn auch nicht ganz
prazise, bei Untersuchungen auf Ebene der mRNA von einer Genexpressionsstudie
zu sprechen, wobei die Translation Ubergangen wird. Sensu strictu handelt es sich
bei Untersuchungen der mRNA-Zusammensetzung eines Gewebes, wie dies auch in

der vorliegenden Arbeit unternommen wurde, um Gentranskriptionsanalysen.
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2.4 Die quantitative real-time Reverse Transcriptase-

Polymerase Chain Reaction (real-time RT-PCR)

241 Allgemeines zur Methode

Bei der quantitativen real-time RT-PCR (rt-RT-PCR), bisweilen auch quantitative
kinetische PCR genannt, handelt es sich um eine molekularbiologische Methode,
mittels derer die Anzahl an Nukleotidmatrizen in einer wassrigen Losung bestimmt
wird. So kann die rt-RT-PCR u.a. zur Quantifizierung der transkriptionellen Aktivitat
eines ausgewahlten Gens in einem bestimmten Gewebe zu einem diskreten
Zeitpunkt eingesetzt werden und stellt so eine Methode zur quantitativen Analyse der
Gentranskription sensu stricu und der Genexpression sensu lato dar.

Die Methode stellt eine Weiterentwicklung der konventionellen PCR dar, anhand
derer eine Nukleotidmatrize Uber eine enzymkatalysierte Reaktion in einem
periodischen Temperaturprogramm exponentiell vervielfaltigt werden kann. Die
beiden Strange einer DNA-Doppelhelix werden dabei einer Serie von Erhitzungs-
und Abkuhlungsschritten unterzogen, welche sequentiell zu Strangtrennung,
sequenzspezifischer Oligonukleotidanlagerung und enzymabhangiger
Oligonukleotidverlangerung fuhren. So dient jeder der beiden Einzelstrange als
Matrize zur Synthese des Komplementarstrangs und mit jedem Temperaturzyklus
kommt es zu einer Verdoppelung der Einzelstrangsequenz innerhalb der
Oligonukleotidbindungsstellen.

Diese Reaktion wurde von dem amerikanischen Chemiker Kary Mullis entwickelt
(Mullis et al.1986) und brachte ihm 1993 den Nobelpreis fur Chemie ein. Durch
Verwendung eines thermostabilen Enzyms aus dem Eubakterium Thermus aquaticus
(Saiki et al. 1988) konnte das Amplifikationspotential der PCR voll ausgeschopft
werden, so dass die Verflugbarkeit spezifischer DNA-Sequenzen keinen limitierenden
Faktor mehr in der molekularbiologischen Praxis darstellt.

Etwa funf Jahre nach der Entwicklung der konventionellen PCR wurden
Mdglichkeiten entwickelt, das PCR-Produkt direkt im eigentlichen Reaktionsgefal®
nachzuweisen (Holland et al. 1991; Higuchi et al. 1992), so dass ein grolierer
Probendurchsatz moglich wurde. In einer Weiterfuhrung ihres Ansatzes gelang es
Higuchi et al. mittels einer CCD-Kamera den Fluoreszenzanstieg, der sich mittels des

dsDNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoffs Ethidiumbromid proportional zur Anhaufung
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des PCR-Produkt verhielt, Uber den Verlauf einer PCR kontinuierlich zu messen
(Higuchi et al. 1993). Auf diese Weise war es moglich, den stetigen Zuwachs an
Reaktionsprodukt mit fortschreitenden Thermozyklen zu messen und es zeigte sich,
dass eine benutzerdefinierte Fluoreszenzintensitat, der sog. Schwellenwert (engl.:
threshold), nach umso weniger Zyklen erreicht wurde, umso hoher die
Matrizenanzahl im anfanglichen Reaktionansatz war. Die Fluoreszenzintensitat einer
solchen Reaktion kann also, unter Vernachlassigung der variablen
Amplifikationseffizienz, als Funktion der anfanglichen Matrizenkonzentration und der
Zyklusanzahl beschrieben werden und die Zyklusanzahl bis zum Erreichen des
Schwellenwerts ermdglicht es, die anfangliche Matrizenanzahl zu berechnen. Der
Amplifikationszyklus bei dem die Fluoreszenz den Schwellenwert erreicht, bezeichnet
man als Schwellenwertzyklus (SWZ, engl.: threshold cycle).

Higuchi et al. nannten diese Methode aufgrund der Eigenschaft Gber den
Fluoreszenzanstieg die Produktanhaufung mit der Zeit, also die Reakionskinetik der
PCR, aufzeichnen zu kdnnen, "kinetic PCR ". Da diese Aufzeichnung zeitgleich mit
dem Ablauf der Amplifikationsreaktion stattfindet, also in Echtzeit, wurde die Methode
auch unter dem Namen "real-time PCR " bekannt. Im Bereich der
Fluoreszenzdetektion sind inzwischen mehrere, voneinander unabhangige Systeme
entwickelt worden, wobei man prinzipiell eine indirekte von einer direkten Detektion
unterscheiden kann.

Von indirekter Detektion spricht man, wenn der Anstieg der Fluoreszenzintensitat
nicht unmittelbar durch den Zuwachs an dsDNA verursacht wird, sondern durch eine
dazu gekoppelte Reaktion. Die gangigsten indirekten Detektionssysteme sind
TaqmanT"’I (Holland et al. 1991; Gibson et al. 1996, Heid et al. 1996), Molecular
Beacons (Tyagi & Kramer 1996), Scorpions (Whitcombe et al. 1999) und
Hybridisation Probes (Wittwer et al. 1997).

Bei der direkten Methode handelt es sich um dsDNA-bindende Fluoreszenzfarbstoffe
wie den dsDNA-Interkalator Ethidiumbromid und den asymetrischen Cyaninfarbstoff
SYBR Green | ® (Molecular Probes Europe BV , Leiden, Niederlande) (Schneeberger
et al. 1996, Morrison et al. 1998), die erst nach Bindung an dsDNA zu starken
Fluorophoren werden. Auf Grund der besseren Fluoreszenzeigenschaften und der
geringeren Mutagenitat (Singer et al. 1999) wird vom kommerziellen Anbieter
inzwischen ausschlieRlich SYBR Green | ¥ in den vorgefertigten Reaktionslosungen

verwendet. Die Fluoreszenzintensitat dieser Fluorophore, die im Fall von SYBR
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Green | ®an die kleine Furche der dsDNA binden und daraufhin ihre
Fluoreszenzaktivitat ca. 100-fach steigern, ist somit proportional zur Konzentration an
dsDNA im Reaktionsansatz. Da diese Farbstoffe sequenzunabhangig an dsDNA
binden wird die Spezifitat der PCR bei der direkten Detektion lediglich durch das
verwendete Oligonukleotidpaar vermittelt. Eine Uberpriifung der Spezifitat der
direkten Methode wird durch die sog. Schmelzpunktbestimmung bzw.
Schmelzkurvenanalyse des PCR-Produkts erreicht (Ririe et al. 1997), mittels derer
die fur ein bestimmtes Amplicon charakteristische Schmelztemperatur bestimmt
werden kann. Auf diese Weise konnen unspezifische Nebenprodukte der PCR,
welche als dsDNA ebenfalls ein Fluoreszenzsignal geben, vom spezifischen
Reaktionsprodukt unterschieden werden. Die real-time RT-PCR wird daher auch als
eine Methode zur gelfreien mRNA-Detektion (Muller et al. 2002) bezeichnet, womit
gemeint ist, dass die Spezifitat der Amplifikatiosprodukte auch ohne die
elektrophoretische Auftrennung mittels einer Agarosegelelektrophorese zu
uberprufen ist. Verglichen mit der TagMan-gestutzten real-time RT-PCR ist die SYBR
Green | R—gestiitze real-time RT-PCR wesentlich einfacher und vielseitiger in der
Anwendung. Hinsichtlich der Sensitivitat sind sich die beiden Detektionssysteme
ebenburtig und bezogen auf die Prazision der ermittelten Daten ist die SYBR-Green-
Methode Uberlegen (Schmittgen ret al. 2000 a). Ein weiterer Vorzug der real-time RT-
PCR im allgemeinen ist die Tatsache, dass die Methode mit den
Schwellenwertzyklen (SWZ) diskrete Werte als Ergebnisse hervorbringt, die sich
einer statistischen Auswertung unterziehen lassen (Livak & Schmittgen 2001, Muller
et al. 2002, Simon 2003) und so die Prazision der Untersuchung zu bestimmen ist.
Die grolie Bedeutung der Nukleotidquantifizierung fur die biomedizinische
Grundlagenforschung sowie fur die molekulare Diagnostik (Schweitzer & Kingsmore
2001) hat zur Entwicklung einer Reihe verschiedener Techniken gefuhrt, wobei die
real-time RT-PCR sich durch die hdchste Sensitivitat und die hochste Flexibilitat
unter allen quantitativen Methoden auszeichnet (Wang & Brown 1999). lhr
Einsatzgebiet ist sehr vielfaltig und reicht von der Untersuchung gewebespezifischer
Genexpression (Bustin et al. 2000) Uber die Detektion bakterieller (Goerke et al.
2001) und viraler RNA (Greijer et al. 2002, Mackay et al. 2002) in klinischen
Gewebeproben bis hin zur Identifikation von Mikrometastasen (Bustin et al .1999),
Neuroblastomen (Cheung & Cheung 2001), Prostatakrebs (Gelmini et a/ . 2001) und

Leukamie (Buonamici et al. 2002) sowie zur klinischen Tumorcharakterisierung
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(Bustin & Dorudi 1998, Mocellin et al. 2003). Ein Uberblick (iber Einsatzgebiete,
Moglichkeiten und kritische Aspekte der real-time RT-PCR findet sich in den beiden
Ubersichtsarbeiten von Bustin (Bustin 2000, Bustin 2002).

2.4.2 Der experimentelle Aufbau der Nukleotidquantifizierung

Der methodische Weg der Nukleotidquantifizierung aus tierischem Gewebe mittels
real-time RT-PCR umfasst eine Sequenz von Einzelschritten, wobei die Prazision
und Validitat der endgultigen Ergebnisse durch die vorgeschalteten Arbeitschritte
limitiert wird. Somit ist angefangen bei der Probengewinnung Uber die Isolation der
zellularen RNA bis hin zur Umschreibung dieser in Erststrang-cDNA und deren
Quantifizierung in der real-time RT-PCR besondere Sorgfalt erforderlich. Im
Folgenden sollen diese Methoden in ihrem Zusammenhang kurz geschildert werden,
um darauf in den nachsten Kapiteln im Einzelnen genauer auf sie einzugehen.

Bei der molekularbiologischen Arbeit mit tierischem Probenmaterial steht die Haltung
und evtl. auch die Totung des Tieres am Anfang der Probengewinnung und
besonders bei der Tétung ist darauf zu achten, dass diese sich nicht in irgendeiner
undefinierten Weise auf den Stoffwechsel des Tieres auswirkt und so die Gewinnung
einer reprasentativen Probe erschwert. Aus einer solchen Probe in Form eines
definierten Gewebestlckes ist zunachst die gesamte zellulare RNA zu isolieren,
wobei die Probe unmittelbar nach der Excision in ein konservierendes Milieu wie
etwa eine hochkonzentrierte chaotrope Salzlésung zu verbringen ist. Die Gesamtheit
der mRNA, die nur einen Bruchteil von wenigen Prozent der zellularen Gesamt-RNA
ausmacht (Axel et al. 1976), stellt sowohl in Qualitat wie auch in Quantitat das sog.
Transkriptom des betrachteten Gewebes bzw. Organs dar und ist als der
transkriptionell aktive Anteil des Genoms zu einem bestimmten
Entwicklungszeitpunkt zu betrachten. Die darauf folgende enzymkatalysierte
Umschreibung (Reverse Transkription, RT) der RNA in eine komplementare DNA-
Kopie (Erststrang-cDNA) ist notwendig, da das in der PCR verwendete Enzym
lediglich DNA, nicht jedoch RNA, als Matrize akzeptiert. Aulerdem zeichnet sich
DNA gegenuber RNA durch eine viel hohere Stabilitat gegentuber Abbauprozessen
aus, was die Notwendigkeit in Systemen mit Temperaturen im Bereich von 0 °C zu
arbeiten stark verringert. Eine solchermaflRen gewonnene DNS-Sequenz dient hierauf

in der PCR als Matrize fur die Amplifikation, wobei die streng exponentielle Natur der
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Vervielfaltigung unter Berucksichtigung der durchlaufenen Amplifikationszyklen
Ruckschlusse auf die anfangliche Anzahl an cDNA-Matrizen im Reaktionsansatz
ermdglicht. Da im Idealfall in der Reversen Transkription fur jedes mRNA-Molekdl
genau ein cDNA Molekul synthetisiert worden ist, entspricht dies einer mittelbaren
Quantifizierung der mRNA in der untersuchten Gewebeprobe. Die gewonnenen
Daten, welche in Wiederholungsansatzen erhoben werden und somit immer
Mittelwerte mit ihrer entsprechenden Standardabweichung darstellen, sind hierauf

noch mittels statistischer Verfahren auf ihre Prazision hin zu prifen.

243 Nukleotidisolation aus tierischem Gewebe

Die Isolation von DNA- und proteinfreier, unverdauter RNA stellt den ersten
molekularbiologischen Arbeitsschritt auf dem Weg zur Quantifizierung dar, Dieser
Schritt bedarf auf Grund der Labilitat der RNA besonderer Sorgfalt. Zum einen
ermoglicht die gegenuber der DNS zusatzlich vorhandene 2°OH-Gruppe der RNA
eine autokatalytische Hydrolyse im alkalischen Milieu. Zum anderen sind RNA-
hydrolysierende Enzyme, sog. RNasen, ubiquitar vorhanden.

Nachdem aus dem zu untersuchenden Gewebe eine reprasentative Probe unter
sterilen und RNase-freien Bedingungen gewonnen worden ist, besteht zum einen die
Moglichkeit, diese direkt im Anschluss einer RNA-Isolation zu unterziehen oder die
Probe zur Lagerung in ein konservierendes Milieu zu verbringen. Dies bietet den
Vorteil eine Vielzahl von Proben gewinnen zu konnen, bevor man diese simultan
einer RNA-Isolation unterzieht. Dadurch wird eine identische Probenverarbeitung
gewahrleistet.

Tierisches Gewebe wird zur Konservierung Ublicherweise in flissigen Stickstoff
verbracht und so schockgefroren um jegliche Abbauprozesse zu unterbinden.
Alternativ besteht die Moglichkeit die Gewebeproben in eine hochkonzentrierte
chaotrope Salzl6ésung zu verbringen, wodurch degradative Enzyme in diesem extrem
unphysiologischen Milieu denaturiert und somit inaktiv vorliegen. Der Vorteil dieser
Methode besteht darin, dass eine solchermal3en gelagerte Probe ihre native
Konsistenz weitestgehend beibehalt. Unabhangig von der gewahlten
Konservierungsmethode werden die Proben zur Langzeitlagerung bei -80 °C

aufbewahrt.

24



Literaturtibersicht

Eine Einschrankung vieler quantitativer Methoden ist die mangelnde raumliche
Auflésung der gewonnen Daten, i.e. es konnen keine Ruckschlusse auf die
Lokalisation der untersuchten Nukleotide im Gewebe bzw. Organ gemacht werden.
Lediglich die in situ-Hybridisierung liefert diese Positionsinformation und erlaubt
zugleich eine, wenn auch nur grobe, quantitative Abschatzung (Bustin 2000).

Es ist daher bei der Probenexzision besonderes Augenmerk darauf zu richten, dass
das verwendete Gewebestlck, welches aus methodischen Grinden eine max.
Masse von 100 mg haben darf, sowohl klar definiert im Bezug auf seinen
strukturellen Kontext im Gewebe bzw. Organ ist, als auch exemplarisch fur das
betrachtete Gewebe bzw. Organ ist. Andernfalls besteht die Gefahr eines
Stichprobenfehlers, der den gewonnen Daten allerdings kaum anzusehen ist und
sich nur bei mehrfacher Wiederholung des Experiments in einer starken Streuung
der Daten auf3ern wurde.

Diesem kann durch die Kombination mehrer Einzelproben zu einer Gesamtprobe
entgegengewirkt werden, wodurch eine gegenseitige Mittelung der einzelnen
Stichprobenfehler angestrebt wird. Da in der vorliegenden Arbeit RNA-Extraktionen
aus Gesamtgewebeproben von Embryo, Dottersack und Allantois bzw.
Chorioallantois durchgefuhrt wurden, welche aus einer Vielzahl unterschiedlich
differenzierter Zelltypen bestehen, kann es sich bei den in der real-time RT-PCR
gewonnen Daten nur um die vereinigten und zum Organenexpressionsprofil
gemittelten Genexpressionsprofile dieser Zelltypen handeln (Bustin 2002). Einen
Ausweg aus dieser Beschrankung stellt die ,Laser Capture Microdissection® (LCM,
Emmert-Buck et al. 1996) dar, mittels derer einzelne und definierte Zellen aus dem
Gewebeverband unbeschadigt herausgeldst und der Genexpressionsanalyse
zugefuhrt werden konnen (Walch et al. 2001).

Bei den in der molekularbiologischen Praxis angewandten Methoden zur RNA-
Extraktion aus Gesamtgewebeproben handelt es sich um die Essigsaure/Ethanol-
Fallung (Chirgwin et al. 1979), bei der chaotrope Salze und anionische Detergentien
zur Lyse der Zellen und Solubilisierung der Nukleinsauren verwendet werden, die
selektive RNA-Fallung mit Lithiumchlorid (Cathala et al. 1983), bei der die RNA in ein
Lithiumsalz Uberfuhrt wird, die Guanidiniumsothiocyanat/Saure/Phenol-Extraktionen
(Chomczynski & Sacchi 1987), welche eine wenig arbeitsintensive
Einzelschrittmethode darstellt und die Silicagelmembran-Technik wie sie z.B. im

RNeasy-Kit angewendet wird (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland). In einer
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vergleichenden Studie der ersten vier Methoden (Gruffat et al. 1996) zeigte sich die
Uberlegenheit der Methode nach Chirgwin et al. hinsichtlich Ausbeute und Integritat
der RNA. Neben diesen beiden Parametern muss die Reinheit einer Isolation kritisch
betrachtet werden, wobei sich v.a. die Kontamination mit genomischer DNA (gDNA)
als problematisch erweist. Eine Kontamination mit genomischer DNA verfalscht zum
einen die Resultate der photometrischen RNA-Konzentrationsbestimmung, zum
anderen stellen die betreffenden Gensequenzen eine Matrize fur die Primer dar,
welche die Ergebnisse der mRNA-Quantifizierung verfalschen. In der Praxis zeigt
sich, dass keine der Isolationsmethoden eine vollstandige Trennscharfe im Hinblick
auf Desoxy- und Oxyribonukleinsauren besitzt, so dass sich in der RT-PCR immer
auch gDNA nachweisen lasst (Bustin 2002). Ein sich an die eigentliche
Isolationsprozedur anschlieRender bzw. zwischengeschalteter Verdau mit DNase |
hat sich hierbei bewahrt (Bustin 2002), wobei der Verdau auf der Silicagelmembran
nicht absolut quantitativ erfolgt. Dies wird auch vom Hersteller eingeraumt (Qiagen
GmbH, Hilden, Deutschland, persénliche Kommunikation) und liegt v.a. an der im
Vergleich zu einer wassrigen Losung eingeschrankten Diffussion von Enzym und

Substrat auf der Silicagelmatrix.

244 Reverse Transkription (RT) von Nukleotiden zur cDNA-
Erststrangsynthese

Da die in der PCR verwendete DNA-Polymerase ein DNA-abhangiges Enzym ist,
also eine DNA—Matrize zur Ausubung ihrer Polymeraseaktivitat bendtigt, ist es im
Rahmen einer PCR-gestiitzten Genexpressionsanalyse notwendig die isolierten
RNA-Sequenzen in eine komplementare, einzelstrangige DNA-Kopie (Erststrang-
cDNA, first-strand cDNA) umzuschreiben. Diese enzymkatalysierte Reaktion nennt
man auf Grund der Umkehrung des gemaf dem zentralen Dogma der
Molekularbiologie von der RNA zur DNA gerichteten Informationsflusses Reverse
Transkription (RT). Dabei bedient man sich einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase,
einer Reversen Transkriptase, wie sie in Retroviren vorkommt. Die Existenz eines
solchen Enzyms wurde Mitte der 1960er Jahre postuliert (Temin 1964) und Ende der
1980er Jahre wurde die RT mit der PCR zur RT-PCR kombiniert um zellulare RNA
zu amplifizieren (Veres et al. 1987). verwendet. Den beiden kommerziell erhaltlichen

Enzymen Omniscript™ —bzw. Sensiscript™ (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)
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wird dabei eine Uuberdurchschnittliche Sensitivitat und Prozessivitat nachgesagt
(Bosch et al. 2000) und sie besitzen zudem eine RNase H-Aktivitat, wodurch die
RNA-Sequenz des im Lauf der RT gebildeten RNA/DNA-Hybriden hydrolysiert wird.
Dies bewirkt, dass von jeder RNA-Sequenz maximal eine DNA-Kopie gebildet
werden kann und es nicht zu einer das Genexpressionsmuster verzerrenden
Vervielfaltigung einzelner Sequenzen kommt. Eine eins-zu-eins Umschreibung
samtlicher RNA-Sequenzen im Reaktionsansatz ware wunschenswert, in der
molekularbiologischen Praxis hat sich allerdings gezeigt, dass die Enzyme lediglich
mit einer Effizienz im Bereich von 20 % arbeiten (Curry et al. 2002). Die RT steuert
somit die grodten Schwankungen im experimentellen Aufbau der real-time RT-PCR
bei (Ovstebo et al. 2003).

245 Relative Nukleotidquantifizierung mittels real-time RT-PCR

Die RT-PCR ist die gangigste Methode zur Charakterisierung zellularer
Genexpressionsmuster (Orlando et al. 1998) und die real-time RT-PCR als eine in
der Praxis gut handhabbare (Wall & Edwards 2002) und hinsichtlich Sensitivitat und
Reproduzierbarkeit unibertroffene (Mouillesseaux et al. 2003) Weiterentwicklung der
RT-PCR stellt momentan die gebrauchlichste ihrer Varianten dar (Bustin 2002). Die
real-time RT-PCR basiert auf der fluoreszenzlichtvermittelten Detektion der
Produktakkumulation wahrend der logarithmischen Amplifikationsphase der PCR. Zur
Erzeugung und Auswertung der Ergebnisse der quantitativen real-time RT-PCR gibt
es prinzipiell zwei unterschiedliche Ansatze, die absolute und die relative
Quantifizierung. In der absoluten Quantifizierung wird die genaue Anzahl an
Transkripten im Reaktionsansatz ermittelt, indem man mittels einer
Verdinnungsreihe bekannter Transkriptkonzentrationen eine Standardkurve erstellt
und sie mit der betrachteten Probe in Bezug setzt (Bustin 2000). Die relative
Quantifizierung hingegen ermittelt die mengenmafige Veranderung der Transkription
eines ausgewahlten Zielgens im Verhaltnis zu einer benutzerdefinierten Kontrolle,
z.B. zu einer unbehandelte Kontrollgruppe oder zu einer Probe zum Zeitpunkt tg
(Livak & Schmittgen 2001). Die Ergebnisse aus der relativen Quantifizierung stellen
daher immer ein einheitsloses Vielfaches bzw. einen Bruchteil (engl. fold change) der
Referenzprobe dar. Zwar beinhalten diese Ergebnisse einen geringeren

Informationsgehalt als die exakt ermittelten Transkriptzahlen aus der absoluten
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Quantifizierung, erweisen sich jedoch fur die meisten Fragestellungen als
hinreichend (Livak & Schmittgen 2001, Pfaffl 2001), zumal die absolute
Quantifizierung mit einigen methodischen Schwierigkeiten behaftet ist (Ferre 1992,
Souaze et al. 1996, Overbergh et al. 1999, Ramakers et al. 2003). Bei der relativen
Quantifizierung wird das Expressionsverhaltnis von Probe und Kontrolle eines
Zielgens (ZG) ermittelt, indem die Differenz der Anzahl ihrer Schwellenwertzyklen als
Potenz zu ihrer Amplifikationseffizienz (AE), welche im Idealfall gleich zwei ist,
genommen wird. Dieser Wert wird zu einem Referenzgen (RG) ins Verhaltniss
gestellt, fur welches ganz analog das Expressionsverhaltnis von Probe und Kontrolle
errechnet wurde (s. Tabelle 1, Livak & Schmittgen 2001, Pfaffl 2001). Das
Referenzgen sollte ein von der zellularen Konzentration her stabiles Transkript
liefern, also im Idealfall transkriptionell absolut unreguliert sein (Pfaffl 2001), wodurch
eine Normalisierung von evtl. in unterschiedlichen Mengen zur RNA-Isolation
eingesetzter Zellanzahlen in Kontroll- und Probeansatz bzw. eine Kompensation von
RT- und PCR-spezifischen Effizienzschwankungen in Kontrolle und Probe oder von
Pipettierungenauigkeiten erreicht wird. Letztlich sollen durch die Normalisierung die
methodischen Unzulanglichkeiten ausgeschaltet werden, so dass lediglich
biologische Effekte, i.e. transkriptionelle Regulation, einen Einfluss auf die
quantifizierten Mengen der Zielgen-mRNA, i.e. PCR-Matrize, haben. Man spricht in
diesem Zusammenhang auch von einer normalisierten Genexpression (Muller et al.
2002)

Bezeichnung der

Formel Mathematische Formulierung

Relatives

Expressionsverhéiltnis (AEZG)ASWZZG(KontroIIe — Probe) /(AERG)ASWZRG(KontroIIe — Probe)

Tabelle 1:  Formel zur Berechnung der normalisierten Genexpression (nach Pfaffl 2001)
Inzwischen sind verschiedene Computerprogramme zur Auswertung der SWZ-Daten

einer real-time RT-PCR und deren Weiterverarbeitung in einer relativen
Quantifizierung entwickelt worden (Muller et al. 2002, Pfaffl et al. 2002, Simon 2003).
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24.6 Rechnergestiutze Datenauswertung

2.4.6.1 Amplifikationseffizienz

Die exponentielle Natur der PCR-Amplifikation lasst sich mit der Formel Nz = N *
(AE)? beschreiben, wobei es sich bei Nz um die Matrizenanzahl nach Z Zyklen
handelt und bei No um die initiale Matrizenanzahl. Unter der AE versteht man den
Wirkungsgrad der Amplifikationsreaktion. Eine exakte Verdoppelung der dsDNA
Matrize mit jedem Zyklus entsprache einer AE von 2 (100%) und stellt einen
theoretischen Wert dar. Bei der relativen Quantifizierung, in der hinsichtlich cDNA
und Primer verschiedene Proben miteinander verrechnet werden, geht man, unter
Berucksichtigung einiger Kriterien, von einer identischen und konstanten AE von Ziel-
und Referenzgenamplicon aus (Livak 2001). In der Literatur wird eine Diskrepanz der
AE der beiden Amplicons von bis zu 20% beschrieben (Kamphuis et al. 2001),
welche sich v.a auf die unterschiedlichen Eigenschaften der Oligonukleotide
zuruckfuhren lasst. Doch schon wesentlich geringere Unterschiede in der AE wirken
sich in der relativen Quantifizierung deutlich aus und verfalschen die Ergebnisse
(Ramakers et al. 2003). Alternativ lassen sich durch die Erstellung einer parallel zu
den eigentlichen Probenreaktionen ablaufenden Standarkurve die AE der Ziel- und
Referenzgenampliconvervielfaltigung aus der Steigung einer Eichgerade bestimmen
(s. Tab. 2, Formel 1) (Kamphuis et al. 2001, Meijerink et al. 2001). Da auch dieser
Ansatz von einer konstanten AE im Verlauf der PCR ausgeht und Kontaminationen
von inhibitorischen Substanzen in den eigentlichen Probenreaktionen nicht
aufdecken kann, erweist er sich als problematisch. Ramakers et al. (Ramakers et al.
2003) haben eine Methode entwickelt anhand derer sich die AE einer individuellen
Reaktion anhand der Fluoreszenzdaten, als eigentlich gemessenen Rohdaten,
ermitteln Iasst. Die Methode, welche mittels einer linearen Regressionsanalyse die
Steigung der PCR-Amplifikationskurve in ihrer logarithmischen Phase bestimmt und
daraus die AE ableitet (s. Tab. 2, Formel 2), kommt ohne unbewiesene Annahmen

aus und stellt somit eine gute Moglichkeit zur Bestimmung der AE dar.
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Name der Formel Mathematische Formel

Formel1: Amplifikationseffizienz aus Standarkurve
(Livak 2001, Meijerink et al. 2001) AE = 10 (exp —1/Steigung)

Formel 2: Amplifikationseffizienz aus der linearen

Regressionsanalyse (Ramakers et al. 2003) AE = 10 (exp Steigung)

Tabelle 2:  Formeln zur Berechnung der PCR-Amplifikationseffizienz

2.4.7 Normalisierung

Um die Transkriptionslevel von Proben verschiedenen Ursprungs miteinander
vergleichen zu kénnen, bedarf es einer Standardisierung der eingesetzten
Gewebemenge (letztlich der eingesetzten Anzahl an Zellen) aus welcher die
quantifizierte mMRNA des Zielgens ursprunglich stammt (Tricarico et al. 2002). Dieser
Bezug ist fur experimentelle Ansatze, die aus der Zellkultur kommen, durchaus
sinnvoll. Stammen die Proben allerdings direkt aus einem Organismus, lasst sich die
verwendete Zellanzahl nur schwer ermitteln. Die Proportionalitat der Zellanzahl zur
Gewebemasse ist aufgrund des variablen Anteils an extrazellularer Matrix und
interstitieller Flissigkeit nur schwach. Die aus dem Gewebe isolierte Masse an RNA,
welche zu ca. 90% von der ribosomalen RNA stammt (Bustin 2000), weist eine
bessere Korrelation zur Zellanzahl auf und wird in der Praxis durchaus zur
Normalisierung eingesetzt (Bustin 2000). Die Methode der Wahl ist eine zum Zielgen
parallel geschaltete Quantifizierung einer zellularen mRNA oder rRNA, bzw. deren
cDNA, welche optimalerweise in samtlichen Geweben des untersuchten Organismus
mit einer konstanten, gegentber Umwelteinflissen invarianten Intensitat transkribiert
wird, also eine absolute Proportionalitat zur Zellanzahl besitzt. Auf ein solches
internes Referenzgen lielden sich samtliche Zielgene beziehen (Karge et al. 1998).
Zahlreiche Untersuchungen der letzten Jahre zeigten allerdings, dass es ein solches
optimales internes Referenzgen nicht gibt. Am haufigsten wurden in den letzten
Jahren zu diesem Zweck das Gen fur Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase
(GAPDH), B-Actin und 18S rRNA bzw. 28S rRNA benutzt, wobei sich v.a. bei ersten
beiden Genen zeigte, dass sie ihre Transkriptionsintensitat durchaus variiert (Oliveira
et al.1999, Thellin et al.1999, Zhong et al. 1999, Hamalainen et al. 2001, Selvey et al.
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2001, Deindl et al. 2002, Glare et al. 2002) und sie somit den Anspriuchen an ein
internes Referenzgen nicht gentugen. Ribosomale RNA (rRNA), wird nicht von der
samtliche mRNAs transkribierenden RNA-Polymerase Il, sondern von der RNA-
Polymerase | umgeschrieben (Paule & White 2000) und ihre Transkriptionsintensitat
bzw. zellulare Konzentration scheint invarianter gegenuber Umwelteinflissen zu sein
als die der mRNA (Barbu & Dautry 1998). In verschiedenen Untersuchungen konnte
die Uberlegenheit der rRNA gegeniiber den beiden anderen Kandidaten fiir ein
endogenes Referenzgen gezeigt werden (de Leeuw et al. 1989, Mansur et al. 1993,
Bathia et al. 1994, Zhong & Simmons 1999) und rRNA wird in vielen Arbeiten als
Referenzgen verwendet (Blanquicett et al. 2002, Thellin et al. 1999, Bond et al. 2002,
Schmittgen et al. 2000 b). In anderen Studien wurde allerdings auch fur die rRNA
eine gewisse transkriptionelle Regulation festgestellt (Solanas et al. 2001,
Raaijmakers et al. 2002) und rRNA stoft in der Literatur somit auch auf Ablehnung in
ihrer Funktion als bevorzugtes endogenes Referenzgen (Tricarico et al. 2002,
Radonic et al. 2003). In dem Bestreben ein quantitativ stabil transkribiertes Gen
aufzufinden wurden zahlreiche weitere Genloci wie etwa Hypoxanthin-
Guaninphosphoribosyltransferase, Peptidyl-Prolylisomerase, Glucose-6-
Phosphatdehydrogenase, TATA-boxbindendes Protein, a-Tubulin oder (32-
Mikroglobulin untersucht, doch zeigte sich, dass alle diese Gene in gewissem
Ausmal reguliert sind (Thellin et al. 1999, Vandesompele et al. 2002, Blanquicett et
al. 2002, Tricarico et al. 2002). Unter der Annahme, dass es nicht das optimale
endogene Referenzgen flr alle Modellsysteme gibt, wurden Methoden entworfen
mittels derer man innerhalb einer Reihe potenzieller Referenzgene diejenigen mit der
stabilsten Transkriptionsintensitat ermitteln kann (Vandesompele et al. 2002,
Radonic et al. 2003). Im Rahmen der Arbeit von Radonic et al. 2003 zeigte sich, dass
die RNA-Polymerase Il sowohl hinsichtlich ihrer Pravalenz in den untersuchten
Geweben, als auch bezulglich der Stabilitat der Transkriptionsintensitat gegentber
regulativen Einflussen den Ansprichen an ein endogenes Referenzgen hinreichend

genugt.
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3 Material und Methoden

3.1 Probengewinnung

3.1.1  Untersuchungsmaterial

Die Gewebeproben wurden von Huhnerembryonen (Gallus gallus domesticus) Rasse
LSL (Lohmann selected Leghorn) genommen. Die befruchteten Eier wurden vom
Institut fur Geflugelkrankheiten der Tierarztlichen Fakultat der LMU Munchen zur
Verfugung gestellt. Bebriutet wurden die Eier in einem automatischen Brutgerat
(Sicherheitsbriter Compact S 84, Ehret GmbH & Co.KG, Emmendingen,
Deutschland)) des Instituts fur Physiologie der Tierarztlichen Fakultat der LMU
Mianchen. Um den Einfluss individueller Schwankungen zu reduzieren wurden fur
jeden Gewebetyp, je nach Entwicklungszeitpunkt Embryo, Allantois bzw.
Chorioallantois oder Dottersack, im Folgenden auch Zielorgane genannt, Proben von

drei Embryonen eines Alters zur weiteren Verarbeitung vereinigt.

Gewebe Embryo Dottersack Allantois bzw.

Alter Chorioallantois

EO
E1

E2

X| X| X| X

E3
E4

ES5

E6
E7

X| X| X| X| X| X

X| X| X| X

Tabelle 3: Ubersicht {iber die zur RNA-Isolation und anschlieRender

Genexpressionsanalyse verwendeten Gewebeproben aus Hihnerembryonen

Proben vom Dottersack konnten erst ab dem EZP E2 gewonnen werden, solche von
der Allantois/ Chorioallantois erst ab dem EZP E4. Entsprechend dienten Proben von

in toto homogenisierten Embryonen als Ersatz.
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3.1.2 Probenexzision und Probenkonservierung

Die Probenentnahme zum Zweck der RNA-Gewinnung hatte generell nicht nur unter
sterilen, sondern auch RNase-freien bzw. RNase-inaktivierenden Bedingungen zu
erfolgen. Entsprechend wurden die benutzten Arbeitsoberflachen mit einer RNase-
inaktivierenden Losung behandelt (RNaseZap®, Ambion, Huntingdon,
Cambridgeshire, England), metallische Arbeitswerkzeuge wie Pinzetten, Spatel,
Skalpell usw. wurden mit 96 %igem Ethanol benetzt und dber dem Bunsenbrenner
abgeflammt. Nichtfeuerfeste Werkzeuge wie Kunstoffbehaltnisse, wurden
ausschlieflich als werksseitig sterilisierte Einmalerzeugnisse benutzt.

Die Huhnereier wurden, nachdem sie zu den definierten Zeitpunkten aus dem
Brutkasten enthommen worden waren, mit einem ethanolgetranktem Zellstofftuch
abgerieben und der auf dem Ei verbliebene Alkohol durch Entflammung entfernt.
Zur Eréffnung der Kalkschale wurde das Ei in der Transversalen, etwa auf halber
Hohe, angeschlagen und der Embryo samt Dotter und Weildei in eine, mit bis zur
vollstandigen Benetzung der Bodenflache mit sterilem PBS-Puffer (s. Tab. 4) gefullte

Petrischale entleert.

Bestandteil Menge
NaCl 42,59
NaHPO4 6,359
NaH;PO4 1,959
Aqua bidest. ad 5000 ml, pH7,2-7,4

Tabelle 4: Zusammensetzung des PBS-Puffers

Hierauf wurden, mit dem unbewaffneten Auge bzw. unter dem Binokular, die
Zielorgane identifiziert und unter Zuhilfenahme von Pinzette und Augenschere
Gewebeproben mit einer Masse von ca. 30-100 mg genommen. Diese wurden
zweimalig mit sterilem PBS-Puffer gewaschen und in ein 2 ml-Reaktionsgefal},
welches zuvor mit 1ml einer RNase-inaktivirenden Salzlosung (RNAlater®, Ambion,
Huntingdon, Cambridgeshire, England) versehen worden war, verbracht. Dabei war
darauf zu achten, dass die Proben in mindestens einer Dimension eine Ausdehnung
von 5 mm nicht Uberschritten und dass das Volumen der Salzldsung mindestens das

zehnfache des Probenvolumens betrug. Diese beiden Kriterien waren zu erfullen um

33




Material und Methoden

eine optimale Diffusion der Salzlésung in das Probengewebe und damit eine
Konservierung der Probe zu gewahrleisten. Um den Gewebeproben mdglichst wenig
Zeit fur Prozesse wie Enzyminduktion oder RNA-Degradation zu geben, die zu einer
artifiziellen Veranderungen des Genexpressionsmusters fihren wirden, wurden die
Arbeitsschritte bis zur Verbringung in die RNAlater®-Losung moglichst rasch
durchgefuhrt. Zur Langzeitlagerung wurden die Proben im Gefrierschrank bei —80°C
aufbewahrt. Gemal den Herstellerangaben konnte bei einer solchen Lagerung von
der Konservierung intakter und undegradierter RNA ausgegangen werden, was eine

Grundvoraussetzung fur eine valide Genexpressionsanalyse darstellt.

3.2 RNA-Isolation, DNase-Verdau und Spektrophotometrie

Die Gewebeproben von Allantois und Dottersack eines bestimmten
Entwicklungszeitpunkts wurden, nachdem sie auf Eis aufgetaut worden waren, mit
dem Skalpell bzw. einer Augenschere in Portionen von 5-10 mg geschnitten. Diese
Portionen dreier verschiedener Embryonen eines bestimmten Gewebes und
Entwicklungszeitpunkts wurden zu einer Gesamtprobe von max. 30 mg vereinigt
Diese Obergrenze fur die Gesamtprobenmasse war notwendig um die RNA-
Isolationskapazitat der gewahlten Methode (RNeasy®, Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland) von 100 ug nicht zu Uberschreiten. Auf diese Weise sollten
Schwankungen sowohl des Entwicklungszustands der einzelnen Eier, als auch
Schwankungen bezlglich der Probenentnahme aus den topologisch nicht
vollkommen homogenen Zielorganen ausgeglichen werden. Anschlie3end wurden
die 30 mg-Gesamtproben jeweils in ein 2 mI-Reaktionsgefal3, das bereits mit 600 mi
RLT-Puffer (RNeasy®, Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) beflllt worden war,
verbracht und mittels eines Rotor-Stator Homogenisatorsystems disruptiert und
homogenisiert. Bei der Antriebseinheit diese Systems handelte es sich dabei um den
Ultra Turrax T25 (IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland). Als Dispergierwerkzeuge
wurden Kunststoffwerkzeuge (Omni Tip Disposable Rotor-Stator Generator Probes ,
Omni International, Inc., Marietta, USA) benutzt, wobei jede Gewebeprobe mit einem
separaten Werkzeug bearbeitet wurde. Die Gefahr einer Kreuzkontamination
zwischen den Proben konnte somit in diesem Arbeitsschritt ausgeschlossen werden.
Unter Disruption versteht man die vollstandige mechanische Denaturierung des

Plasmamembranverbands sowie der Kern- und Organellenmembranen. Da auf diese
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Weise die gesamte zellulare RNA der Isolationsmethode erst zuganglich gemacht
wird, ist dies ebenfalls eine Grundvoraussetzung flr die Probenprozession im
Rahmen einer zuverlassigen Genexpressionsanalyse. Unter Homogenisierung
versteht man die Ausibung von mechanischen Scherkraften auf die genomische
DNA und andere hochmolekulare Biomolekule zur Verringerung der Viskositat des
durch die Disruption entstandenen Zelllysats. Die Proben wurden diesem
Zellaufschlussverfahren jeweils dreimal ca. 15 s bei 30 000 Umdrehungen/s
unterzogen bis makroskopisch keine Gewebestlicke mehr zu erkennen waren und
der Puffer gleichmalig getrubt war. Des weiteren wurde gemal} den
Herstellerangaben zur Isolation von zellularer Gesamt-RNA aus tierischem Gewebe
verfahren (RNeasy® Mini Handbook, Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland), wobei die
RNeasy-Silicagelsaule in Schritt acht fir finf min mit dem Puffer RW1 bei
Raumtemperatur inkubiert wurde, wie dies vom Hersteller bei potenzielle Problemen
mit DNA-Kontaminationen vorgeschlagen wird. Da sich in den ersten Isolationen eine
erhebliche Kontamination des Isolats mit genomischer DNA zeigte, wurde der im
Protokoll optional vorgesehen DNase-Verdau mit DNase | (RNase-Free DNase Set,
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) wie vom Hersteller vorgesehen (RNeasy® Mini
Handbook, Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) durchgefuhrt. Die Elution der RNA
von der Gelmatrix wurde mit sterilem und RNase-freiem Wasser vom kommerziellen
Anbieter (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Minchen, Deutschland) durchgefuhrt, wobei
jeweils 50 pl eingesetzt wurden und mit diesem Volumen nach der ersten Elution
eine zweite Elution zur Erhéhung der Ausbeute durchgefihrt wurde. Zur Bestimmung
von Quantitat und Qualitat der gewonnen RNA wurde die UV-
Absorptionsspektrophotometrie angewandt. Dabei wird die Eigenschaft von
Nukleotidsequenzen Licht der Wellenlange im Bereich um 260 nm zu absorbieren
ausgenutzt. Mittels eines Umrechnungsfaktors wurde der Absorptionswert in eine
RNA- bzw. DNA-Konzentration uberfuhrt. Die RNA-Eluate wurden dafur 1/25 in TE-
Puffer verdinnt (3 ul RNA-Eluat in 72 ul RNase-freies Wasser) und in der daflr
vorgesehenen Kiivette in einem Spektrophotometer (SmartSpec™ 3000, BIO-RAD
Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) der Messung unterzogen, wobei jeder
ermittelte Wert dem Mittelwert einer Dreifachbestimmung entsprach. Zur Bestimmung
der Reinheit der RNA-Isolate wurde der Quotient der UV-Absorption bei 260 nm und
280 nm bestimmt. Eine Verunreinigung der Isolate, v. a. mit Protein wirde sich in

einer hoheren Absorption bei 280 nm auswirken und somit den Wert des Quotienten
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erniedrigen. Bei Werten um 1,9 ist von einem weitgehend proteinfreien RNA-Isolat
auszugehen. Da die Bestimmung dieses Absorptionsquotienten auch stark vom pH
der Losung abhangt (Wilfinger et al. 1997) wurde wie bereits oben erwahnt in einem
gepufferten System gearbeitet. Die RNA-haltigen wassrigen Eluate wurden zur
Langzeitlagerung im Gefrierschrank bei —80 °C aufbewahrt.

Die konservierenden Eigenschaften der verwendeten Puffer ermdglichten es die

Probenprozession bei Raumtemperatur durchzuflhren.

3.3 Reverse Transkription (cDNA-Erststrangsynthese)

Zur Umschreibung der zellularen RNA in ihr komplementares Einzelstrang-DNA-
Korrelat (Erststrang-cDNA, im weiteren cDNA genannt) wurde auf das Omniscript™
bzw. das Sensiscript™ RT-System (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)
zuruckgegriffen. Die Systeme, bestehend aus Reverser Transkriptase, zehnfach
konzentrierter Reaktionspuffer, ANTP-Mischung (5 mM) und RNase-freiem Wasser,
wurden auf Trockeneis angeliefert und umgehend in einen Gefrierschrank bei —20°C
eingelagert.

Die RT-Reaktionen wurden als 20 ul-Reaktionen auf Eis angesetzt, wodurch
unkontrollierte cDNA-Synthese und RNA-Abbau verhindert werden sollten. Um eine
moglichst homogene Verteilung der verschiedenen Reaktionskomponenten und
damit vergleichbare RT-Effizienzen in den verschiedenen Reaktionsansatzen zu
erreichen, wurden alle Reaktionskomponenten mit Ausnahme der RNA-LGOsung als
einzige gewebe- und entwicklungszeitpunktspezifischer Komponente als
Stammldsung angesetzt. Dabei wurde gemaf den Angaben des Herstellers
verfahren (Handbuch fiir den Omniscript™ RT-Kit, 10/2000, Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland) und pro Reaktionsansatz 2 ul Oligonukleotide (Random Decamere 50
uM, MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland), 2 ul zehnfach konzentrierter
Reaktionspuffer, 2 ul ANTPs (5 mM) und 0,5 ul RNase-Inhibitor (40 Units/ul, Ambion,
Huntingdon, Cambridgeshire, England) und 1 ul des hitzeempfindliche RT-Enzyms
eingesetzt. Pro Reaktionansatz wurden hierauf 7,5 ul der zuvor homogenisierten
Stammldsung in ein 0,2 ml PCR-Reaktionsgefal® verbracht und als letzte
Reaktionskomponente 12,5 ul der gewebe- und entwicklungszeitpunktspezifischen,

auf Eis aufgetauten, RNA-L6sung hinzugeflgt. Die RNA-LOsungen waren vorher auf
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64 ng RNA/ul verdiinnt worden, so dass im endgultigen Reaktionsansatz 800 ng
RNA vorhanden waren. Das endgultige 20 ul Reaktionsvolumen wurde durch
mehrmaliges Aufnehmen mit der Pipette homogenisiert und in der Tischzentrifuge

kurz auf den Grund des Reaktionsgefalles abzentrifugiert.

Reaktionskomponente | Volumen (ul) Konzentration

in der Reaktion
Oligonukleotide (50 uM) 2,0 5,0 uM
10x Reaktionspuffer 2,0 1x
dNTPs (5 mM) 2,0 0,5 mM
RNase-Inhibitor (40 U/ul) 0,5 1 U/ul
RT-Enzym 1,0 --
RNA-L6sung (64 ng/ul) 12,5 40 ng/ul
Gesamtvolumen 20,0

Tabelle 5: RT-Pipettierschema

Die Reaktionsldsungen wurde hierauf in einem Thermocycler (iCycler™, BIO-RAD
Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) flr 60 min auf die optimale
Reaktionstemperatur der Reversen Transkriptase von 37 °C erwarmt und
abschlie3end fur 5 min auf 93 °C erhitzt. Diese terminale Denaturierung des RT-
Enzyms verhindert, dass das Enzym, welches als Bestandteil des RT-
Reaktionsansatzes auch ein Bestandteil des PCR-Reaktionsansatz werden wird, in
seinem nativen Zustand mit der Tag-Polymerase in Kontakt kommt, wodurch es
inhibitorische Auswirkungen auf die PCR hatte (Chandler et al. 1998). Nachdem die
Proben im Thermocycler auf 4 °C heruntergekihlt worden waren, wurden sie bei —20
°C im Gefrierschrank gelagert. Parallel zu jedem Reaktionsansatz wurde ein sog.
RT-Minus Kontrolle durchgefluhrt, in welcher anstelle des RT-Enzyms das
entsprechende Volumen steriles und RNase-freies Wasser (Sigma-Aldrich Chemie
Gmbh, Muanchen, Deutschland) verwendet wurde. In Abwesenheit des
katalysierenden Enzyms konnte es nicht zur Synthese von ssDNA kommen. Sollte
sich in der anschliefenden PCR doch eine Matrize fur eine Amplifikationsreaktion
finden, wies dies auf eine, den DNase-Verdau Uberstanden habende, Verunreinigung

mit genomischer DNA hin. Generell wurde das Omniscript™-Enzym (Qiagen GmbH,
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Hilden, Deutschland) verwendet, lediglich bei der Reversen Transkription der RNA
der Embryonen vom Entwicklungszeitpunkt EO von der, auf Grund der geringen
RNA-Extraktionseffizienz fur diese Proben, nur ca. 40 ng RNA eingesetzt werden
konnten, sollte sich laut Hersteller das Sensiscript™ RT-System (Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland) besser eignen und wurde entsprechend analog zum

Omniscript™—

Enzym verwendet.

Zum Einsatz als Einzelstrang-DNA-Matrize in der real-time RT-PCR wurden die RT-
Reaktionsansatze 1/40 mit sterilem Wasser (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Miinchen,
Deutschland) verdunnt, so dass eine Konzentration von 1 ng RNA bzw. cDNA-

Korrelat/ /ul zustande kam.

3.4 Oligonukleotidkonstruktion

Samtliche in der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonukleotidpaare wurden
eigens entworfen und beim kommerziellen Anbieter (MWG Biotech AG, Ebersberg,
Deutschland) zur Synthese in Auftrag gegeben. Die Nukleotidsequenzen der
jeweiligen Zielgene wurde der NCBI-Nukleotiddatenbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi) entnommen und die entsprechenden,
uber eine Teilsequenz von ca. 20 bp identischen bzw. komplementaren
Oligonukleotide mittels eines frei verfligbaren Computerprogramms (Primer3:
http.//frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cqi), welches in der Literatur
empfohlen wird (Bustin 2002), entworfen (s. Tab. 6).

Die Oligonukleotidsequenzen fur das Zielgen VEGF wurden dabei so gewahlt, dass

sie in Konsensussequenzen aller Isoformen banden und somit alle Splicevarianten
von VEGF in der real-time RT-PCR erfasst wurden. Die Sequenzen des Flt-1_cons
Oligonukleotidpaars waren so gewahlt, dass sowohl das flr das l6sliche, wie flr das
membranstandige Protein kodierende Transkript erfasst wurde, also ebenfalls an
einer Konsensussequenz band. Ein geeignetes Oligonukleotidpaar, welches lediglich
die I6sliche Form von Flt-1 erfasst hatte, ware wunschenswert gewesen, lief3 sich
jedoch auf Grund der geringen Sequenzunterschiede zur Konsensussequenz nicht
finden. Die benutzerdefinierten Parameter des Primer3-Computerprogramms
wurden dabei so eingestellt, dass das zu amplifizierende Amplicon ein Gréfze von

300 bp nicht Uberschreiten wirde. Dies war vorteilhaft, da sich ein zu grof3es
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Amplifikationsprodukt mindernd auf die Amplifikationseffizienz auswirkt (Bustin 2000,

Ginzinger 2002).
Zielgen Nukleotidsequenz Amplicongrof3e (bp) | Accession-Nr.
Flk-1_v ggagtttcccagagaccgac 89 AB066660
Flk-1_r caatcccaaaggcatcagc
Flt-cons_v tcgcectctectgecgtete 166 AB065372
Flt-cons_r tgtctgccattcacgctca
Flt-ms-v cgaggaaatacagcaagaatcag 244 AB065372
Flt-ms_r gaagagggtcagcaggagc
VEGF _v agaatgtgtccctgtggatgtg 80 AB011078
VEGF_r gcgctatgtgctgactctgatg
c-kit_v gacaggaggagggttgcttac 208 D13225
c-kit_r agatgaaatgacttgtgggagg
SCF_v accaacactgaattgaacaacaaga 87 D13516
SCF-r accccaaatgccacacaaag
VE-Cad. v tctcatcctgtgctgctttcate 78 AF522067
VE-Cad._r ctttcccactgccaccaaac
FGF2_v agcgatccgcacatcaaac 110 M95707
FGF2_r agcaatctgccatcctccttc
Ang1_v gaagtcaatggaggaggatgga 110 AJ539549
Ang1 r tcacctgatgggctaccaaaac
BMP2_v tggatttgtggtggaggtg 195 NM_204358
BMP2_r cgctgtttgtgtttcgcettg
BMP4 v ccgaccacctcaactccac 177 X75915
BMP4 _r acccctccaccaccatctc
18S rRNA v ctcaacacgggaaacctcac 265 M59389
18S rRNA r cggacatctaagggcatcac

Tabelle 6: Samtliche in der real-time RT-PCR verwendete Oligonukleotide (_v: vorwarts, _|:

rickwarts) einschlieRlich der Lange des jeweiligen Amplifikationsprodukts (bp)

und der NCBI-ldentifikationsnummer des Zielgens (Accession-Nr.)
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Der Parameter Schmelztemperatur (Primer Tm) wurde dem Programm mit 61 bis 63
°C vorgegeben, was ein in der Literatur etabliertes Zweischritt-
Amplifikationsprogramm mit einem kombinierten Anlagerungs- und Elongationsschritt
bei 60°C fur 60 s ermdglichte (Hamalainen et al. 2001, Kipar et al. 2001, Chu et al.
2002, Liu & Saint 2002 a & b, Menne et al. 2002, Tricarico et al. 2002). Bei diesem
Zweischrittthermoprotokoll kommt es nach einer kurzen thermischen Denaturierung
der dsDNA in ihre Einzelstrange zu einem einmindtigen kombinierten Anlagerungs-
und Amplifikationszyklus bei 60°C. Der GC-Gehalt (Primer GC%) der Oligonukleotide
wurde mit 20 bis 80 % vorgegeben und eine Oligonukleotidlange im Bereich von ca.
20 Basen angestrebt. Die beiden Komplementaritatsparameter (Max Self
Complementarity, Max 3' Self Complementarity) wurden dahingehend optimiert, dass
sie moglichst geringe Zahlenwerte aufwiesen. Dies sollte die Amplifikation
unerwunschter Nebenreaktionsprodukte, sog. Primer-Dimere, weniger
wahrscheinlich machen. Solche Nebenreaktionen verringern ganz allgemein die
Amplifikationseffizienz der PCR. In der SYBR Green I-gestitzten real-time RT-PCR
ist die Amplifikation von unspezifischen Produkten besonders kritisch zu bewerten,
da dieses rein dsDNA spezifische Fluorophor keine Unterscheidung von
spezifischem und unspezifischem Amplifikationsprodukt in der PCR selber zulasst.
Die Oligonukleotide wurden in gefriergetrocknetem Zustand geliefert, mit sterilem
Wasser (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Minchen, Deutschland) zu einer
Konzentration von 100 uM aufgenommen und bei —20°C aufbewahrt. Von diesen
Stammldsungen wurden Aliquots der jeweiligen Oligonukleotidpaare in ein steriles
1,5 ml Reaktionsgefald verbracht und mit sterilem Wasser (Sigma-Aldrich Chemie
Gmbh, Mdnchen, Deutschland) auf 1,2 uM verdunnt, so dass die
zusammengehorigen Vorwarts- und Ruckwartsoligonukleotide eines Zielgens bereits
in einer Lésung kombiniert vorlagen. Diese Aliquots wurden zur taglichen real-time
RT-PCR-Routine eingesetzt und maximal 6 Wochen lang bei 4°C gelagert, wonach

sie erneut aus der StammlOosung angesetzt wurden.

3.5 Qualitative PCR und Agarosegelelektrophorese

Zur Uberpriifung der Spezifitat der Oligonukleotide fiir die entsprechenden Zielgene

wurden die Amplifikationsprodukte der entworfenen Oligonukleotide aus einer
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konventionellen PCR einer Agarosegelelektrophorese unterzogen. Die PCR-
Reaktionsansatze setzten sich aus 25 ul eines zweifachkonzentrierten Master-Mixes
(2x Thermo-Start® PCR Master Mix, Abgene, Hamburg, Deutschland), bestehend
aus Reaktionspuffer samt 5 mM MgCl,, Thermo-Start® DNA-Polymerase sowie den
vier Deoxynukleotidtriphosphaten zu je 0,4 mM, 12,5 ul cDNA und 12,5 ul der

1,2 mM Ldsung des spezifischen Oligonukleotidpaares zusammen. Das
Dreikomponentengemisch zu 50 ul wurde homogenisiert, auf den Boden des PCR-
ReaktionsgefaRes zentrifugiert und in einen Thermocycler (iCycler™, BIO-RAD
Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) verbracht. Dort wurde die im Reaktionsansatz
enthaltene Thermo-Start® DNA-Polymerase fiir 15 min bei 95 °C hitzeaktiviert und
daraufhin fur 40 Zyklen einem Zweischrittprogramm von 15 s bei 95 °C und 60 s bei
60 °C ausgesetzt. Nach Beendigung des letzten Amplifikationszyklus wurden die
Reaktionsansatze vom Thermocycler auf 4°C heruntergekuihlt und bis zur weiteren
Verwendung im Kuhlschrank gelagert.

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Amplifikationsprodukte nach ihrer Grolze
wurde ein 2%iges-Agarosegel (Metaphor Agarose, FMC Bioproducts, Rockland,
USA) mit 16 Probentaschen hergestellt und in eine DNA Pocket bloc-
Elektrophoresekammer (Biozym Diagnostics, Hess. Oldendorf, Deutschland)
gegossen. Nachdem das Gel ausgehartet war wurde es mit 60 ml TBE-Puffer (s.
Tab. 7) uberschichtet, 15 ul des PCR-Reaktionsansatzes mit 2 ul Blaupuffer (s. Tab.
8) vermischt und in eine der Probentaschen des Gels pipettiert. In eine der Taschen
wurden 2 ul ein dsDNA-GroRenstandard (578 bp-Marker Roche V, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) vermischt mit 10 ul Aqua bidest. und 2

ul Blaupuffer gegeben.
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Bestandteil Menge
Tris (Merck Eurolab GmbH, Darmstadt, 108 g
Deutschland)
Borsaure (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, 559
Muanchen, Deutschland)
EDTA (Merck Eurolab GmbH, Darmstadt, 9g¢g
Deutschland)
Aqua bidest. ad 1000 ml,

pH 8 mit Essigsaure eingestellt

Tabelle 7: Zusammensetzung des 10fach TBE-Puffers

Bestandteil Menge
Ficoll-400 (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, 1,59
Muanchen, Deutschland)
EDTA (Merck Eurolab GmbH, Darmstadt, 0,3722 g
Deutschland)
SDS (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, 0149
Muanchen, Deutschland)
Bromphenolblau (Sigma-Aldrich Chemie 0,025 ¢
Gmbh, Minchen, Deutschland)
Aqua bidest. ad 10 ml

Tabelle 8: Zusammensetzung des 10fach Blaupuffers

Nachdem das Gel mit allen Proben beladen worden war, wurde eine Spannung an
die Elektrophoresekammer angelegt und zwar so dass sich die Probentaschen
kathodenwarts befanden, die DNA-Proben im elektrischen Feld also zur Anode
wandern wirden. Nachdem die ersten 10 min eine Spannung von 15 V angelegt
worden war, wurde die Spannung auf 35 V (Power Supply Modell 1000/500, BIO-
RAD Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) erhoht und solange beibehalten bis die

Front des Blaupuffers am gegentberliegenden, anodenwarts gelegenen Ende des
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Gels angekommen war. Dem TBE-Puffer in der Gelkammer wurden nun 15 ul einer
0,5 %igen Lésung mit Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Minchen,
Deutschland) hinzugegeben. Dieses Molekul lagert sich als interkalierendes
Fluorophor zwischen die Basenpaare der dsDNA ein, worauf sich seine
Fluoreszenzausbeute ca. 20-30fach steigert und es mit einem Absorptionsmaximum
bei 302 nm und 366 nm und einem Emissionsmaximum bei 590 nm, also innerhalb
des sichtbaren Spektrums, zu fluoreszieren beginnt (Sambrook & Russell 2001). Die
Auswertung des Gels erfolgte unter UV-Licht mittels des Transilluminators TFX-20M
(Vilbert Lourmat, Marne-LaVallée, Frankreich). Fur die Dokumentation wurde das
Instant Camera System Polaroid MP 4+ (Polaroid, Cambridge, USA) und Polaroid
Schwarz-Weil3-Filme vom Typ 667 (Polaroid, Cambridge, USA) verwendet.

3.6 Quantitative real-time RT-PCR

Der real-time RT-PCR Pipettieransatz bestand aus drei Komponenten, der gewebe-
und entwicklungszeitpunktspezifischen cDNA, dem ziel- bzw.
referenzgenspezifischen Oligonukleotidpaar und dem unspezifischen,
zweifachkonzentrierten SYBR Green | Master-Mix (SYBR-MM) (QuantiTect SYBR
Green PCR Kit, Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland), welcher die attenuierteTag-
Polymerase in ihrem Reaktionspuffer samt der vier Oligonukleotidtriphosphate, 2,5
mM Mg?*und den dsDNA-abhangigen Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green |
beinhaltete. Der SYBR-MM wurde in tiefgefrorenem Zustand vom Hersteller geliefert,
vor der Verwendung aufgetaut und mit dem passiven Referenzfarbstoff Fluorescein
(BIO-RAD Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) in einer Verdinnung von 1/50 000
versehen, sodass es in der endgultigen Reaktionslésung 1/100 000 vorlag.
Fluorescein dient dem real-time Thermocycler als passiver Referenzfarbstoff zur
Bestimmung der sog. well factors (engl.), welche vom iCycler-Programm vor jedem
PCR-Lauf bestimmt werden mussten und zur Kompensierung von
systemintrinsischen Fehlern und Pipettierfehlern dienten. Einmal aufgetaut wurde der
SYBR-MM bei 4 °C im Kihlschrank aufbewahrt. Wie schon in der RT wurden die
Reaktionskomponenten des PCR-Laufs eines Entwicklungstages als Stammldsung
angesetzt um die Reaktionsbedingungen maoglichst identisch zu halten. Dabei wurde

pro Reaktionansatz 3,75 pul verdunnter RT-Reaktionsansatz, welcher der PCR als
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Matrize diente, zu einer Konzentration von 1 ng mRNA bzw. cDNA-Korrelat/ /ul eines
bestimmten Gewebes und Alters, z.B. Allantoisisolat vom Entwicklungszeitpunkt E5,
mit 7,5 ul SYBR-MM pro Reaktionsansatz homogen vermischt und Aliquots von
12,15 ul in sterile1,5 ml Reaktionsgefalle gegeben. Diesen Aliquots wurde 3,75 pl
des genspezifischen Oligonukleotidpaares hinzugefiigt, so dass sich ein endgultiges
Reaktionsvolumen von 15 ul ergab. Die 1/4-Verdlinnung, welche der RT-
Reaktionsansatz im PCR-Reaktionsansatz erfuhr ergab in Kombination mit der 1/40-
Verdunnung der RT-Anséatze (s.0.) eine Verdunnung von 1/160, so dass der storende
Einfluss des RT-Reaktionsmilieus mit seinem andersartigen Reaktionspuffer zu
vernachlassigen war. Da im Verlauf des Pipettierens Volumen v.a. durch Adsorption
der Reaktionslosung an den Einmalspitzen der Pipetten verloren ging, war es
notwendig ein groReres Volumen fur die drei Komponenten der Stammlésung zu
verwenden als es der Summe der einzelnen 15 ul -Reaktionsansatze entsprochen
hatte. So wurden in praxi pro Reaktionsansatz 8,5 ul SYBR-MM mit 4,25 ul cDNA
homogen vermischt und von diesen theoretisch vorhandenen 12,75 ul lediglich 12,15
ul mit 4,05 ul genspezifischem Oligonukleotidpaar homogen vermischt. Von den
daraus resultierenden theoretisch vorhandenen 16,20 ul wurde das endguiltige
Reaktionsvolumen von 15,00 pl in ein Reaktionsgefal® einer 96-Lochplatte (BIO-RAD
Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) verbracht. Da die Reaktionen als Triplikate
angesetzt wurden, wurde jeweils das Dreifache des angegebenen Volumens
pipettiert. Das geringe Reaktionsvolumen von 15 ul mit seinem grof3en Oberflachen-
Volumen Verhaltnis ermdglichte eine rasche und homogene Temperaturanderung

im Verlauf der PCR innerhalb des Reaktionsansatzes und hielt auf3erdem den

Verbrauch der teilweise limitierten Reagenzien (v.a. cDNA) gering.

Reaktioskomponente Pipettiertes Volumen in der | Konzentration in
(Konzentration) Volumen (ul) Reaktion (pl) der Reaktion
cDNA-L6sung (1 ng/ul) 4,25 3,75 0,25 ng/ul
SYBR-MM (2x) 8,50 7,50 1x
Oligonukl.paar (1,2 uM) 4,05 3,75 0,3 uM
- - = 15,00 - -

Tabelle 9: real-time RT-PCR-Pipettierschema
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Nachdem die Lochplatte mit allen Reaktionsansatzen beschickt worden war, wurde
sie mit einer transparenten Klebefolie (iCycler iQ Optical Qual Tape, BIO-RAD
Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) abgeschlossen, wodurch einerseits ein
Verdunsten der Reaktionsansatze vermieden wurde, andererseits aber der Austritt
von Fluoreszenzlicht zur Detektion im optischen Modul des real-time Thermocyclers
(iCycler, BIO-RAD Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) gewahrleistet war. Die
Lochplatte wurde daraufhin in die dafiir vorgesehen Aussparung des real-time
Thermocyclers (iCycler, BIO-RAD Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) verbracht.
Die Anordnung der Reaktionen auf der Lochplatte, sowie das Reaktionsvolumen von
15 ul, waren bereits vor Beginn der Pipettierarbeiten in die entsprechende Maske der
iCycler-software (iCycler™ iQ, Optical System Software, Version 3.0a, BIO-RAD
Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA ) eingegeben, so dass dem PCR-Lauf nur
noch ein Dateiname zugeordnet werden musste und das zuvor entworfene
Temperaturprogramm (s. Tab. 10) damit gestartet werden konnte. Die sog. well
factors (engl.) wurden dynamisch bestimmt, also anhand der
Probenreaktionsansatze auf der experimentellen Lochplatte selbst (iCycler-

Programmparameter: Select well factor source: Experimental Plate).

Abbildung 2: iCycler iQ Real-Time PCR Detektionssystem (BIO-RAD Laboratories, Inc.,
Hercules, CA, USA) bestehend aus Thermocycler (unter Halfte) und

optischem Modul (obere Halfte).

Da es sich bei der verwendeten Tag-Polymerase (HotStarTag DNA Polymerase,
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) um ein attenuiertes Enzym handelte, welches

erst thermisch zu aktivieren ist, startete das Temperaturprofil mit einem einmaligen
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Erhitzen der Reaktionen auf 95 °C fur insgesamt knapp 15 min (s. Tab. 10). Darauf
begann das eigentliche, aus zwei, fur 40 Zyklen wiederholten, Schritten bestehende
Amplifikationsprogramm. Einem 15 s langen Schritt bei 95 °C , in welchem die,
erstmalig im zweiten Zyklus vorliegende dsDNA thermisch denaturiert, i.e.
aufgeschmolzen wurde, folgte ein 60 s langer Schritt bei 60 °C, in welchem sich
zuerst die Oligonukleotide an die komplementaren Teilsequenzen ihrer Zielgen-cDNA
anlagern sollten, i.e. hybridisieren, und darauf die dsDNA-abhangige Tag-
Polymerase die Elongation einleitete. Die sich von Zyklus zu Zyklus theoretisch
genau verdoppelnde dsDNA stellte vermittels ihrer kleinen Furche den
Bindungspartner fur das SYBR-Green | dar, welches daraufhin mit einem
Excitationsmaximum bei 494 nm und einem Emissionsmaximum bei 521 nm zu
fluoreszieren begann. Dieses, der vorhandenen Menge an dsDNA proportionale
Signal wurde von dem, mit einer CCD-Kamera versehenen, optischem Modul des
real-time Thermocycler (iCycler™ iQ, Optical System Software, Version 3.0a, BIO-
RAD Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) gemessen und Uber einen PC auf einem
Monitor als relative Fluoreszenzintensitat gegen die Zyklusanzahl (Background
Subtracted RFU/Cycle) abgebildet (s. Abb. 3).
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Abbildung 3: Zweifach lineare Abbildung der Amplifikationsreaktion eines Dreifachansatzes
einer Probe (grin) und einer Negativkontrolle (braun) ohne
Basislinienkorrektur (y-Achse: relative Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: PCR-
Zyklusanzahl). (iCycler™ iQ, Optical System Software, Version 3.0a, BIO-RAD
Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)

Abschnitt | Wieder- | Schritt| Dauer | Temp.- endpunkt | Schmelz- | Temp.abfall
holungen (min:sec) (°C) kurve (°C)
1 1 1 14:45 95.0
2 40 1 00:15 95.0
2 01:00 60.0
3 1 1 00:30 95.0 +
4 150 1 00:10 95.0 + 0.2
5 1 1

Tabelle 10: Temperaturprogramm der real-time RT-PCR mit anschlieRender

Schmelzkurvenanalyse (iCycler™ iQ, Optical System Software, Version 3.0a,
BIO-RAD Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)
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Nach Beendigung des PCR-Laufs und der direkt daran angeschlossenen
Schmelzkurvenanalyse wurden die Fluoreszenzdaten aus dem
hintergrundsfluoreszenzkorrigierten in den basislinienkorrigierten Modus (iCycler-
Programmparameter: Select Analysis Mode: PCR Base Line Subtracted) Uberfuhrt, in
dem sie dermalden verrechnet wurden, dass die Basislinie samtlicher RFU/Zyklus-
Graphen der ersten Zyklen, vor dem Auftreten messbarer Fluoreszenz, der Nulllinie
der RFU-Achse (y-Achse) entsprach (s. Abb. 4).
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Abbildung 4: Zweifach lineare Abbildung der Amplifikationsreaktion eines Dreifachansatzes
(grin) und einer Negativkontrolle (braun) mit Basislinienkorrektur.
Schwellenwert (oranger Balken) auf 100 RFU eingestellt (y-Achse: relative
Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: PCR-Zyklusanzahl). (iCycler™ iQ, Optical
System Software, Version 3.0a, BIO-RAD Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA)

Die dafur notwendige Basislinienkorrektur wurde entsprechend der
Herstellerempfehlung (BIO-RAD Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) im
automatischen Modus vom Programm durchgefihrt (iCycler-Programmparameter:
Baseline Cycles: Auto Calculated). Der RFU-Schwellenwert wurde als
benutzerdefinierter Parameter (iCycler-Programmparameter: Threshold Position:

User Defined) so gewahlt, dass er mitten in die logarithmische Phase (log-Phase) der
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Amplifikation fiel. Diese log-Phase kennzeichnete sich durch einen linearen Anstieg
in der Betrachtung mit logarithmisch aufgetragenen RFU-Werten auf der y-Achse (s.
Abb. 5).

10001 T 1000

PCR Base Line Subtracked RFL

1001 F100
10 —+—— F10
0D 2 4 6 8 101214 16 158 20 22 24 26 25 30 32 34 36 35 40 42 44 46 45 50 52 54
Cwcle
Abbildung 5: : Einfach logarithmische Darstellung der Amplifikationsreaktion eines

Dreifachansatzes einer Probe mit Basislinienkorrektur; Schwellenwert auf 100
RFU eingestellt (y-Achse: log10 relative Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: PCR-
Zyklusanzahl). (iCycler™ iQ, Optical System Software, Version 3.0a, BIO-RAD
Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)

Als Negativkontrollen wurden in jedem PCR-Lauf sog. Wasserkontrollen (engl.: No
Template Controls) fir jedes der 12 verwendeten Oligonukleeotidpaare und RT-
Minus-Kontrollen fir jeden im Lauf verwendeten RT-Reaktionsansatz durchgefihrt.
In den Wasserkontrollen wurde dem Reaktionsansatz an Stelle des RT-
Reaktionsansatzes steriles Wasser (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Munchen,
Deutschland) hinzugefugt. Ohne DNA-Matrize konnte es nicht zur Amplifikation des
spezifischen Produkts kommen, so dass die Entstehung von Amplifikationsprodukten
auf eine unspezifische Hybridisierung der Oligonukleotide durch partielle
Selbstkomplementaritat bzw. eine Kontamination des Reaktionsansatzes mit DNA
hinwies. Eine negative RT-Minus Kontrolle stellte sicher, dass es sich bei einer

Amplifikation nicht um genomische DNA aus der RNA-Isolation als Matrize handelte.
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Zur Normalisierung gegen Abweichungen der verschiedenen cDNA-
Reaktionsansatze hinsichtlich der Effizienz in RNA-Isolation und Reverser
Transkription sowie zur Normalisierung von Schwankungen hinsichtlich des
Pipettierens, also der in der PCR eingesetzten Menge an cDNA-Matrize, wurde das
Referenzgen 18S rRNA verwendet.

Da die real-time RT-PCR mit den Schwellenwertzyklen diskrete Werte als Ergebnisse
hervorbringt, sind diese Ergebnisse auch einer statistischen Auswertung zuganglich.
Samtliche Reaktionsansatze der real-time RT-PCR wurden dreifach als sog.
Triplikate angesetzt und dem iCycler-Programm als solche deklariert. Somit konnten
von der iCycler-software die Mittelwerte sowie die Standardabweichung der

Schwellenwertzyklen als Mal flr ihre Prazision errechnet werden.

3.7 Schmelzkurvenanalyse

Unmittelbar im Anschluss an eine real-time RT-PCR wurde eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt mittels derer sich der Schmelzpunkt der
Amplifikationsprodukte bestimmen lies. Der spezifische Schmelzpunkt eines
Amplicons ist dabei definiert als diejenige Temperatur, bei der die Anderung der
Fluoreszenzintensitat mit der Anderung der Temperatur (-dRFU/ dT) maximal ist.
Durch Auftragen des Wertes -dRFU/ dT auf der y-Achse gegen die Temperatur auf
der x-Achse ergibt sich die Schmelzkurve als ein zweidimensionales Profil (s. Abb.
6).
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Abbildung 6: Schmelzkurvenprofil far die Amplifikationsprodukte eines

Dreifachreaktionsansatz des 18S rRNA Oligonukleotidpaares. Der
Schmelzpunkt liegt bei knapp 84 °C. (y-Achse: -dRFU/dT x-Achse:
Temperatur in °C). (iCycler™ iQ, Optical System Software, Version 3.0a, BIO-
RAD Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)

Da der rein dsDNA-spezifische Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green |
Amplifikationsprodukte aller Art unabhangig von ihrer Sequenz bindet und daraufhin
ein Fluoreszenzsignal gibt, war dies notwendig um spezifische
Amplifikationsprodukte von maglicherweise gebildeten, unspezifischen anhand von
Schmelzpunkt und Profil der Schmelzkurve unterscheiden zu kdnnen. Hierzu wurden
die Reaktionsansatze nach dem letzten Amplifikationszyklus flr 1 min auf 95 °C
erhitzt und darauf die Temperatur alle 10 s in 0,2 °C-Schritten auf 65 °C abgesenkt
(s.Tab. 10). Die konstant sinkende Temperatur erlaubte es den DNA-Einzelstrangen
sich mit ihren komplementaren Strange zum doppelstrangigen Amplifikationsprodukt
zusammenzulagern und zwar abhangig von Gréf3e und GC-Gehalt des Amplicons,
wobei groRere und solche mit einem hoheren GC-Gehalt bereits bei einer hoheren
Temperatur assoziierten. Die schrittweise Renaturierung zum doppelstrangigen
Amplicon konnte Uber einen kontinuierlichen Fluoreszenzanstieg beobachtet werden
und nach Beendigung des Schmelzkurvenprogramms bildete die iCycler-software die
Daten als -dRFU/dTemperatur gegen Temperatur ab, wodurch die Kurven zu

Graphen mit Gipfeln transformiert wurden. Das Maximum eines solchen Gipfels stellt
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die Temperatur der maximalen Fluoreszenzanderung dar und wird als Schmelzpunkt
des Amplicons bezeichnet.

Zur Bearbeitung wurden die Schmelzkurvendaten des iCycler-Programms in
Microsoft? Excel® importiert, so dass die Mittelwerte und Standardabweichungen der
Reaktionsansatze einer Triplikatgruppe als Mal} fur die Prazision der Schmelzpunkte

gebildet werden konnten.

3.8 Rechnergestitzte Datenauswertung

3.8.1 Normalisierung, relative Quantifizierung und statistische
Auswertung mittels des Q-Gene Computerprogramms

Zur Berechnung der Expressionslevel der Zielgene relativ zum Referenzgen 18S
rRNA, i.e. zur Normalisierung gegen das Referenzgen (Pfaffl 2001), sowie zur
Relation der Expressionslevel der unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkte
zueinander und zur statistischen Bearbeitung der Daten wurde auf das
Computerprogramm Q-Gene (Muller et al. 2002) zuruckgegriffen. Die Werte der
Schwellenwertzyklen der Ziel- und Referenzgene wurden aus der iCycler-software in
eine Microsoft® Excel®-Tabelle importiert, so umgestellt, dass jedem Zielgen das
Referenzgen aus dem entsprechenden PCR-Lauf zugeordnet war und hierauf in das
Q-Gene Core Module des Q-Gene Programms eingefugt. Somit war es maoglich die
Mittlere Normalisierte Expression (MNE, engl.: Mean Normalized Expression) des
betrachteten Gens zu errechnen, indem die SWZ-Werte eines Dreifachansatzes von
Ziel- bzw. Referenzgen gemittelt wurden und der Quotient von Referenz- und

Zielgenexpressionslevel gebildet wurde (s. Tab. 11, Muller et al. 2002)

Name der Formel Mathematische Formel
Mittlere
Normalisierte
Expression (MNE)

(AErc)* "R, Mittel / (AEz6) *V26 mittel

Tabelle 11: Formel zur Berechnung der Mittleren Normalisierten Expression (Muller et al.
2002)
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Zur relativen Quantifizierung, also zur Relation der verschiedenen Entwicklungstage
zueinander und der verschiedenen Gewebe zueinander, wurden die MNE-Werte
zweier aufeinanderfolgender Entwicklungstage bzw. zweier verschiedener Gewebe

in das Q-Gene Database Module (s. Tab. 12, Muller et al. 2002) eingefugt, wobei die
Werte des spateren Entwicklungszeitpunkts E als Gruppe A ausgewiesen wurden,
und im Zahler zu stehen kamen und die des friheren Entwicklungszeitpunkts Ex.1 als
Gruppe B und im Nenner des Quotienten zu stehen kamen. Das Ergebnis einer
solchen Relation war ein einheitsloser Wert, der die MNE des Entwicklungszeitpunkts

Ex als Vielfaches bzw. Bruchteil der MNE des Entwicklungszeitpunkts E,.1 auswies.

EZP Gewebe | Zielgen MNE SA A/B SA VK (%)
E1 Embryo |Flt-1_cons| 3,62E-05 2,93E-06 5 61 1 51 26,84
EO Embryo |Flt-1_cons| 6,45E-06 1,65E-06 , ’

E1 Embryo VEGF 1,17E-04 8,22E-06 12,60
3,18 0,40

EO Embryo VEGF 3,69E-05 3,87E-06

E1 Embryo SCF 2,04E-05 2,17E-06 16,24
1,85 0,30

EO Embryo SCF 1,10E-05 1,35E-06

Tabelle 12: Beispiel flr die Bearbeitung und Darstellung der Expressionsdaten mittels des

Q-Gene Database Module des Q-Gene-Computerprogramms (Muller et al. 2002)

Als Mal fur die Prazision der SWZ wurde die Standardabweichung der MNE
bestimmt, wobei die Fehlerfortpflanzung im Verlauf der verschiedenen Verrechnung
der SWZ nach der Gausschen Differentialgleichung zur Berechnung der
Fehlerfortpflanzung vom Q-Gene Programm berucksichtigt wurde (Tabelle 2,
Gleichungen 4-6 in Muller et al. 2002). Im Q-Gene Database Module wurde vom
Benutzer noch eine Spalte angelegt, in welcher die Standardabweichung (SA) des
Expressionsverhaltnisses A/B zum Quotienten A/B in Bezug gesetzt und mit 100
multipliziert wurde. Dies entsprach dem Variationskoeffizienten (VK) der relativen

Quantifizierung und ein Wert von unter 20 % wurde dabei angestrebt.
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3.8.2 Ermittelung der Amplifikationseffizienz mittels des

LinRegPCR-Computerprogramms

Zur Berechnung der Amplifikationseffizienz der einzelnen Reaktionen wurde das PC-
Programm LinRegPCR (Ramakers et al. 2003) verwendet. Mit diesem lasst sich eine
lineare Regressionsanalyse der Fluoreszenzdaten der einzelnen Amplifikationszyklen
einer Reaktion durchfihren. Die Fluoreszenzrohdaten pro Zyklus wurden dazu aus
dem iCycler-Programm in eine Microsoft® Excel?-Tabelle eingefiigt und von dort in
das LinRegPCR Programm importiert. Mittels des im Programm standardmafRig
verfugbaren Anpassungsalgorithmus ,bester Korrelationskoeffizient mit mindestens
drei Datenpunkten® wurde eine lineare Regressionsgerade durch die RFU-
Datenpunkte gelegt und vom Benutzer unter BerUcksichtigung des
Korrelationskoeffizient und der AE durch Hinzufugen bzw. Herausnehmen von
Datenpunkten optimiert. Die Steigung dieser Geraden wurde vom Programm anhand
von Formel 2 aus Tabelle 2 nach Ramakers et al. 2003 in die Amplifikationseffizienz
umgerechnet. Hierauf wurden die erzeugten Daten in eine Microsoft® Excel®-Tabelle
importiert, der Mittelwert und die Standardabweichung fur den Dreifachansatz eines
einzelnen Ziel- bzw. Referenzgens berechnet und die Daten in dieser Form
abgespeichert. Nachdem diese Auswertungen fur samtliche Reaktionen aller
Entwicklungszeitpunkte EO-E7 durchgeflihrt worden waren, wurden anhand einer
Microsoft® Excel®-Tabelle die AE-Werte jedes einzelnen Oligonukleotidpaares aller

PCR-Laufe gemittelt und die Standardabweichung bestimmit.

3.9 Ampliconaufreinigung und Ampliconansequenzierung

Um die Identitat der Amplifikationsprodukte zu bestimmen und somit die Spezifitat
der Oligonukleotide nachzuweisen, wurden die Nukleotidsequenzen der Amplicons
vom kommerziellen Anbieter durch Ansequenzierung bestimmt. Dazu war es
notwendig die dsDNA-Amplicons aus dem PCR-Reaktionsansatz zu isolieren. Dies
wurde mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)
vorgenommen. Dabei wurde gemaf den Angaben des Herstellers verfahren
(QIAquick PCR Purification Kit Protocol) und der PCR-Reaktionansatz mit dem 5 x
Volumen PB-Puffer vermischt und 60 s in einem QlAquick Spin-Saulchen

abzentrifugiert, wodurch die Silicagelmatrix mit der DNA beladen wurde. Der
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Durchfluss wurde verworfen und auf das Saulchen 0,75 ml PE-Puffer, welcher zuvor
mit Ethanol versetzt worden war, pipettiert. Dieser Waschpuffer wurde fur 60 s durch
das Saulchen abzentrifugiert, der Durchfluss verworfen und das Saulchen flr 60 s
trockenzentrifugiert. Hierauf wurde das Saulchen in eine steriles 1,5 ml
Reaktionsgefal® gesteckt, 50 ul steriles Aqua bidest. zentral auf das Saulchen
pipettiert und nach einminutiger Inkubationszeit fir 60 s abzentrifugiert. Samtliche
Zentrifugationen wurden bei einer Beschleunigung von ca. 10 000 x g durchgefuhrt.
Hierauf wurde die Konzentration und Reinheit der Eluate photometrisch bestimmt.
Die Eluate wurden bis zur weiteren Verwendung im Sequenzieransatz bei —20 °C im
Gefrierschrank aufbewahrt. Zur Ansequenzierung wurden 30 ul der Eluate zum
kommerziellen Anbieter GATC BIOTECH (GATC BIOTECH, Konstanz, Deutschland)
verschickt, bei welchem sie nach dem Run24 Supreme Modus ansequenziert
wurden. Die Spezifitat der auf diese Weise ermittelten Ampliconsequenzen wurden
durch einen Abgleich mit den Sequenzen der NCBI-Nukleotiddatenbank (NCBI
BLAST: Nucleotide-nucleotide BLAST (blastn)) ermittelt.
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4 Ergebnisse

4.1 RNA-Isolation, Reverse Transkription und qualitative
PCR

Als Ausgangsmaterial fur die Genexpressionanalyse mittels real-time RT-PCR wurde
aus den Geweben der Embryonen die zellulare Gesamt-RNA gewonnen.

Durch die Amplifkation von spezifischen dsDNA-Amplicons in den RT-Minus-
Kontrollen der real-time RT-PCR, in denen es aufgrund der Abwesenheit der
Reversen Transkriptase im RT-Reaktionsansatz nicht zur Synthese von cDNA
kommen konnte, zeigte sich, dass die verwendete Methode zur Isolation von RNA
keine absolute Trennscharfe in Bezug auf DNA und RNA besitzt. Erst unter
Einschaltung eines spezifischen Verdaus der Desoxyribonukleinsaure mit DNase |
(RNase-Free DNase Set, Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) konnte die
genomische DNA durch enzymkatalysierte Hydrolyse grofdtenteils aus der RNA-
Praparation entfernt werden. In den Reaktionsansatzen fur das Referenzgen 18S
rRNA, dessen Genlocus mehrfach im haploiden Genom vorkommt, konnten noch
immer DNA-Matrizen in den RT-Minus-Kontrollen nachgewiesen werden. Der SWZ
fur diese RT-Minus-Kontrollen lag im Bereich von Zyklus 25 bis 35, also mindestens
15 Zyklen nach dem SWZ der 18S rRNA Probe. Bei einer angenommenen AE von
95 % entspricht dies weniger als dem 22 000sten Teil der Matrizenanzahl in der RT-
Minus-Kontrolle verglichen mit der Probe. Genomische DNA war als ein mRNA-
Anzahl verzerrender Storfaktor nach dem DNase |-Verdau also zu vernachlassigen.

tTM

Der Einsatz des Omniscript™ bzw. Sensiscript™ RT-Systems (Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland) erwies sich durch die fehlende Notwendigkeit, die RNA-
Sekundarstruktur in einem gesonderten Zyklus in Abwesenheit der thermolabilen RT
thermisch zu denaturieren, als sehr benutzerfreundlich und erlaubte ein
unkompliziertes Ansetzen der Reaktionen. Vor ihrem Einsatz in der komplexeren
real-time RT-PCR wurden die 12 Oligonukloeotidpaare (s. Tab. 6) in der qualitativen
PCR auf Spezifitat hinsichtlich ihrer Zielgensequenzen Uberprift.

In der anschlieRenden Agarose-Gelelektrophorese zeigten die in der qualitativen
PCR verwendeten Oligonukleotidpaare einzelne Amplifikationsprodukte der

erwarteten Grolde, was ihren Einsatz in der real-time RT-PCR rechtfertigte.
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4.2 real-time RT-PCR

421 Quantifizierungsreaktion

Die verdunnten cDNA-Reaktionsansatze wurden als Matrizen in der quantitativen
real-time RT-PCR eingesetzt und der Verlauf der Reaktion konnte mittels eines PC’s
und des iCycler-Programms (iCycler™ iQ, Optical System Software, Version 3.0a,
BIO-RAD Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) auf einem Monitor verfolgt werden.
Es zeigten sich dabei bei einer zweifach linearen Abbildung der relativen
Fluoreszenzstarke (y-Achse: PCR Base Line Subtracted RFU) gegen die
Zyklusanzahl (x-Achse: Cycle) die typischen sigmoidalen Amplifikationskurven (s.
Abb. 7)
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Abbildung 7: Zweifach lineare basislinienkorrigierte Abbildung der Amplifikationsreaktionen
der Proben und Negativkontrollen vom Entwicklungszeitpunkt EZ2;
Schwellenwert  auf 100 RFU eingestellt (y-Achse: relative
Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: PCR-Zyklusanzahl). (iCycler™ iQ, Optical
System Software, Version 3.0a, BIO-RAD Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA)
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In den ersten Amplifikationszyklen war vom optischen Modul des iCycler kein
Fluoreszenzanstieg zu detektieren, da dieser von der Hintergrundsfluoreszenz im
Reaktionsansatz maskiert wurde. Erst nach ca. 8 Zyklen fir das Referenzgen 18S
rRNA bzw. ca. 20 — 30 Zyklen fur die verschiedenen Zielgene (s. Abb. 7) wurde der
mit der exponentiellen Amplifikation gekoppelte Anstieg der Fluoreszenz fur das
optische Modul messbar indem er aus der Hintergrundsfluoreszenz heraustrat. In der
linearen Abbildung der Amplifikationskurve auf3erte sich dies durch einen
parabelhaften Anstieg Uber die von Anfang an bestehende Hintergrundsfluoreszenz.
Schon ca. 3 - 6 Zyklen nach diesem initialen Anstieg wies die Amplifikationskurve nur
noch einen linearen Anstieg auf, was in der Reaktionskinetik dem Ende der
exponentiellen Phase und dem Beginn der linearen Phase entsprach. Diese fiel
kontinuierlich bis auf eine Steigung von null ca. 15 -20 Zyklen nach dem initialen
Anstieg ab, was das Ende der Amplifikation aufzeigte. Eine diskrete Abtrennung der
einzelnen Phasen voneinander ist auf Grund des flieRenden Ubergangs nicht
mdglich. Unabhangig vom Beginn der spezifischen Fluoreszenzdetektion, also von
der anfanglichen Matrizenanzahl im Reaktionsansatz und von der GroR3e des
Amplicons befand sich dieser Sattigungsbereich fur die verschiedenen Amplicons in
einem weiten Bereich von ca. 200 — 800 RFU. In der halblogarithmischen Darstellung
log10 RFU gegen Zyklusanzahl stellte sich der Bereich der exponentielle
Amplifikation als Gerade dar (s. Abb. 7) und lies sich entsprechend leichter
eingrenzen. Es zeigte sich, dass ein Schwellenwert von 100 RFU fur die PCR-Laufe
der Entwicklungstage EO — E5 die Amplifikationskurven in ihrer exponentiellen Phase
schnitt. Lediglich fur die Entwicklungstage E6 und E7 wurde der
Fluoreszenzschwellenwert bei 50 bzw. 20 RFU angesetzt da in diesen beiden PCR-
Laufen die Fluoreszenz generell geringer war.

Samtliche Reaktionen wurden als Dreifachansatze durchgefuhrt und so konnten vom
iCycler-Programm die Mittelwerte und die Standardabweichung der
Schwellenwertzyklen bestimmt werden. Die Standardabweichungen lagen in einem
Bereich von ca. 0,05 bis 1 Schwellenwertzyklus, wobei Reaktionen deren
Amplifikationskurven erst nach ca. 30 Zyklen anstiegen, generell eine hdhere
Standardabweichung aufwiesen und bestimmte Oligonukleotidpaare (v.a. Flt-1_ms)

auch durch eine weitere Streuung der Schwellenwertzyklen auffielen (s. Anhang).
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4.2.2 Schmelzkurvenanalyse

Zur Ermittelung der Spezifitat der Amplifikationsprodukte wurde direkt im Anschluss
an jeden real-time RT-PCR Lauf ein Thermoprotokoll zur Schmelzkurvenanalyse
samtlicher Reaktionsansatze durchgefuhrt. Dabei ergaben sich Schmelzkurvenprofile
wie in Abb. 8 beispielhaft dargestellt.
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Abbildung 8: Schmelzkurvenprofil der Reaktionsansatze vom Entwicklungszeitpunkt E3 (y-
Achse: -dRFU/ dT, x-Achse: Temperatur in °C). (iCycler™ iQ, Optical System
Software, Version 3.0a, BIO-RAD Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)

Alle Fluoreszenzanstiege Uberhalb eines benutzerdefiniert eingestellten RFU-
Schwellenwerts, dargestellt durch den horizontalen blauen Balken in Abbildung 8
wurden dabei vom iCycler-Programm als Gipfel (engl.: peak) identifiziert und
bekamen eine numerische Kennzeichnung (/D) zur eindeutigen Identifizierung.
Neben der Schmelztemperatur, welche unabhangig von dem vom Benutzer
eingestellten y-Achsen-Schwellenwert war, wurde ein Gipfel von einer
Anfangstemperatur, einer Endtemperatur und der Uber der x-Achse bzw. dem y-
Achsen-Schwellenwert eingeschlossenen Flache charakterisiert. Zusatzlich wurde
anhand der Tabellenkalkulation das arithmetische Mittel (AM) und die
Standardabweichungen (SA) fur die Schmelztemperatur der einzelnen
Triplikatgruppen gebildet. Die Standardabweichung innerhalb der einzelnen

Triplikatgruppen lag in einem Bereich von ca. 0,0 bis 0,3 °C. Die
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Schmelztemperaturmittelwerte der Triplikate gleicher Oligonukleotidpaare aus den
unterschiedlichen PCR-Laufen zeigten, wie zu erwarten war, ahnliche Werte. Die
Mittelwerte der Schmelztemperaturen samtlicher Triplikatansatze wurden in einer
Tabelle (s. Tab. 13) zusammengefasst und wiederum das arithmetische Mittel sowie
die Standardabweichung identischer Oligonukleotidpaare aus den verschiedenen
Laufen gebildet. Es zeigte sich, dass die Schmelztemperatur flr einige Amplicons
(FIk-1, FIt-1_cons, Flt-1_ms, c-kit, VE-Cad) in den verschiedenen Laufen sehr ahnlich
war, was sich in einer geringen Standardabweichung von ca. 0,2 °C aul3erte.
Generell lag die Standardabweichung im Bereich von 0,2 bis 0,8 °C. Lediglich fur die
Oligonukleotidpaare FGF-2, BMP2 und BMP4 zeigte sich in den Laufen vom
Entwicklungszeitpunkt E5, E6 und E7 eine um ca. 2 bis 3 °C tiefere
Schmelztemperatur als in den vorhergehenden Laufen und somit eine hohere

Standardabweichung bezogen auf dem Mittelwert aus allen Laufen.

EO-Emb. |[E1-Emb. |[E2-Emb.| E2-DS |E3-Emb.| E3-DS | E4-Alla. | E4-DS
Oligonukl.

Flk-1 n.d. 79,8 79,4 79,7 79,7 79,9 79,5 79,8
Flt-1_cons| n.d. 87,7 87,6 87,4 87,7 87,6 87,6 87,6
Fit-1_ms n.d. 82,6 82,2 82,3 82,3 82,5 82,3 82,5

VEGF 80,5 78,5 78,1 78,1 78,3 78,3 78,3 78,1

c-kit n.d. 80,5 80 80,2 80,1 80,3 80,1 80,4

SCF 76,8 74,6 74,5 74,3 74,7 74,5 74,5 74,5
VE-Cad n.d. 81,2 80,5 80,7 80,9 81,1 80,7 80,8

FGF-2 79,7 81,2 79,8 79,9 79,5 79,7 79,7 79,7

Ang-1 n.d. 78 78,1 78,3 78,3 78,3 78 78,3

BMP2 84,2 84,8 84,3 84,3 84,8 84,6 84,5 84,7

BMP4 87,4 87,3 87,3 87,2 87,5 87,6 87,6 87,3
18SrRNA | 86,3 84,1 83,9 83,9 84,3 84,3 84,2 84,1

Tabelle 13
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E5-Alla. | E5-DS | E6-Alla. | E6-DS | E7-Alla. | E7-DS | AM | SA

Flk-1 79,2 79,4 79,3 79,3 79,2 794 79702
Flt-cons 87,4 87,2 87,2 87,1 87,3 87,2 87601
Flt-ms 81,9 82,2 82 82,2 81,9 82,1 82,4 | 0,1
VEGF 77,9 78 77,9 77,9 78,2 78 78,5 0,8
c-kit 79,8 80 79,8 80,1 79,7 79,9 ]80,2|0,2
SCF 74,2 74,1 74,2 74 74 74,1 74,8 10,8
VE-Cad 80,5 80,7 80,4 80,7 80,5 80,7 |80,80,2
FGF2 78,1 78,1 78 78 77,9 77,7 1799105
Ang1 79,1 79,4 79,2 79,4 79 79,3 78201
BMP2 81,7 82 81,7 82 81,6 81,7 84502
BMP4 85 84,9 85,1 85,1 84,9 84,9 1874101
18S rRNA 83,8 83,8 83,8 83,8 83,7 83,7 |844 0,7

Tabelle 13: Aus den Triplikatansatzen gemittelte Schmelzpunkte (°C) der
Amplifikationsprodukte aus den durchgefihrten PCR-Laufen. Arithmetisches
Mittel (AM) und Standardabweichung (SA) der Schmelzpunkte eines bestimmten
Amplifikats samtlicher Laufe (Alla: Allantois, DS: Dottersack, n.d.: nicht
detektierbar).

Wahrend die Schmelztemperatur der Amplifikationsprodukte gleicher
Oligonukleotidpaare in den Laufen zu den verschiedenen Entwicklungstagen
gewissen Schwankungen unterlag, wies das Profil und hier v.a. die Héhe der
einzelnen Schmelzkurven auf die Erzeugung spezifischer Amplifikationsprodukte in

samtlichen zur Auswertung verwendeten Reaktionen hin.

4.2.3 Rechnergestutzte Datenauswertung

4.2.3.1 Relative Quantifizierung

Mittels des Computerprogramms Q-Gene (Muller et al. 2002) wurden die
Schwellenwertzyklusdaten aus der real-time RT-PCR dermalden verrechnet, dass die
zum Referenzgen 18S rRNA normalisierten Expressionswerte (Mittlere Normalisierte
Expression: MNE) eines Oligonukleotidpaares, Entwicklungstages und Gewebes,
also z.B. BMP2 in der Allantois vom Entwicklungszeitpunkt E4, als Vielfaches bzw.

Bruchteil der Expressionswerte des vorhergehenden Entwicklungstages des gleichen
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Gewebes und Zielgens zum Ausdruck kamen. Aulderdem wurden ab dem
Entwicklungszeitpunkt E2, ab welchem frihestens zwei Gewebe untersucht wurden,
die Expressionswerte der verschiedenen Gewebe eines einzelnen
Entwicklungstages und Oligonukleotidpaares miteinander verglichen, also die MNE
des Embryos zu der MNE des Dottersacks (Entwicklungszeitpunkte E2-E3) bzw. die
MNE aus der Allantois zu der MNE aus dem Dottersack (Entwicklungszeitpunkte E4-
E7) in Relation gesetzt.

Fir die Datenverarbeitung mittels Q-Gene wurde fur alle Oligonukleotidpaare eine
AE von 95 % angenommen. Dieser Wert ergab sich anhand der Amplifikation
mehreren Standardkurven (Kamphuis et al. 2001, Meijerink et al. 2001) fur
verschiede Oligonukleotidpaare unter der Bedingung einer Schmelzkurve mit
lediglich einem Gipfel und einer einzelnen Bande der erwarteten Grofde in der
Agarosegelelektrophorese.

Die zum Referenzgen 18S rRNA normalisierten Expressionswerte (MNE) der
einzelnen Zielgene stellten sich dabei als einheitsloser Quotient dar und lagen im
Bereich von 5,5 x 10™ bis 2,8 x 10®. Dieser bei einem Bruchteil von eins liegende
Zahlenwert spiegelt den sehr hohen Anteil der ribosomalen RNA im Verhaltnis zur
betrachteten mMRNA-Spezies wider. Die mittleren normalisierten Expressionswerte
der einzelnen Oligonukleotidpaare aus den verschiedenen PCR-Laufen sind im
folgenden in tabellarischer Form wie diese vom Computerprogramms Q-Gene erstellt
wurde wiedergegeben (s. Tab. 14-26). Lediglich die rechte Spalte zur Berechnung
des Variationskoefffizienten (VK) wurde vom Benutzer hinzugefugt. Die zwei Spalten
mit den Standardabweichungen (SA) beziehen sich dabei auf die jeweils eine Spalte
weiter links liegenden Spalten. In der Spalte mit der Bezeichnung A/B bzw. X/Y wird
jeweils der Quotient der beiden mittleren normalisierten Expressionswerte der beiden
betrachteten Entwicklungszeitpunkte Ex und E4.1 eines Gewebetyps (A/B) bzw. der
beiden betrachteten Gewebetypen eines Entwicklungszeitpunkts (X/Y) gebildet, also
die eigentliche Berechnung zur relative Quantifizierung durchgefuhrt. Dieser Wert
entspricht dem relativen Expressionsverhaltnis nach Pfaffl (Pfaffl 2001) und stellt das
Ergebnis der relativen Quantifizierung dar. Als solches ist dieser Wert durch

Fettdruck hervorgehoben.

62



Ergebnisse

4.2.3.1.1 Relative Quantifizierung zweier Entwicklungszeitpunkte eines

Zielgewebes zueinander

Es wurden die Transkriptionslevel der Entwicklungszeitpunkte EO bis E7 miteinander
verglichen. Dazu wurden die MNE-Werte zweier aufeinanderfolgender
Entwicklungszeitpunkte Ey , z.B. E3, und Ex.1, z.B. E2, eines Zielgewebes dermalien
in Bezug zueinander gesetzt, dass der MNE-Wert des spateren EZP (A in den
Tabellen 14 -20) im Zahler zu stehen kam und der des friheren EZP (B in den
Tabellen 14 - 20) im Nenner.

4.2.3.1.1.1 Entwicklungszeitpunkt E1 zu EQ
Von den Entwicklungszeitpunkten (EZP) EO und E1 standen lediglich Proben von in

toto-homogenisierten Embryonen zur Verfligung, deren MNE-Werte zum Zweck der

relativen Quantifizierung zueinander in Bezug gesetzt wurden.

EZP Gewebe | Zielgen MNE SA A/B SA VK (%)
E1 Embryo |FIt-1_cons 3,62E-05 2,93E-06
5,61 1,51 26,84
EO Embryo |Flt-1_cons| 6,45E-06 1,65E-06
E1 Embryo VEGF 1,17E-04 8,22E-06
3,18 0,40 12,60
EO Embryo VEGF 3,69E-05 3,87E-06
E1 Embryo SCF 2,04E-05 2,17E-06
1,85 0,30 16,24
EO Embryo SCF 1,10E-05 1,35E-06
E1 Embryo FGF2 1,80E-06 1,82E-07
0,55 0,24 43,58
EO Embryo FGF2 3,28E-06 1,39E-06
E1 Embryo BMP2 1,47E-04 1,05E-05
2,18 0,87 39,99
EO Embryo BMP2 6,73E-05 2,65E-05
E1 Embryo BMP4 2,86E-05 1,13E-06 0.44
EO Embryo BMP4 6,51E-05 - ’

Tabelle 14: Q-Gene Expressionsdaten der relativen Quantifizierung der

Entwicklungszeitpunkte EO und E1.

Da die Ausbeute der RNA-Isolation vom Entwicklungszeitpunkt EO um ca. eine

Zehnerpotenz geringer war als die der ubrigen Entwicklungszeitpunkte, lieen sich
einige der Zielgene (Flk-1, FIt-1_ms, c-kit, VE-Cad, Ang-1) in der real-time RT-PCR

nicht nachweisen. Auch solche Zielgene die sich nachweisen lie3en, zeigten grol3ere

Werte fur die Schwellenwertzyklen (s. Anhang) und wiesen z.T. eine grof3e Streuung
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Ergebnisse

hinsichtlich der Schwellenwertzyklen innerhalb der Triplikatgruppen auf, was in der

hohen Standardabweichung und einem Variationskoeffizienten von Gber 20% zum

Ausdruck kommt. Der Dreifachansatz fir das Zielgen BMP 4 wies lediglich eine

positive Reaktion auf, sodass keine Standardabweichung zu bestimmen war.

4.2.3.1.1.2Entwicklungszeitpunkt E2 zu E1

Vom Entwicklungszeitpunkt E2 standen Proben vom Embryo und vom Dottersack zur

Verfigung. Da vom EZP E1 keine entsprechende Dottersackprobe vorlag wurden

beide Proben zu der E1-Embryoprobe in Bezug gesetzt,.

EZP Gewebe | Zielgen MNE SA A/B SA VK (%)
E2 Embryo Flk-1 3,47E-05 3,16E-06
0,46 0,05 11,64
E1 Embryo 7,61E-05 5,51E-06
E2 Dottersack Flk-1 3,81E-05 2,93E-06
0,50 0,05 10,56
E1 Embryo 7,61E-05 5,51E-06
E2 Embryo |Flt-1_cons| 8,25E-05 7,42E-06
2,28 0,28 12,11
E1 Embryo 3,62E-05 2,93E-06
E2 Dottersack | Flt-1_cons 8,87E-05 2,10E-06
- 2,45 0,21 8,44
E1 Embryo 3,62E-05 2,93E-06
E2 Embryo | Flt-1_ms 7,62E-07 1,28E-07 29,17
— 1,59 0,46
E1 Embryo 4,80E-07 1,14E-07
E2 Dottersack| FIt-1_ms 9,38E-07 9,40E-08 25,86
1,95 0,51
E1 Embryo 4,80E-07 1,14E-07
E2 Embryo VEGF 2,04E-04 9,22E-06 8,33
1,74 0,14
E1 Embryo 1,17E-04 8,22E-06
E2 Dottersack| VEGF 1,89E-04 6,75E-06 7,85
1,61 0,13
E1 Embryo 1,17E-04 8,22E-06
E2 Embryo c-kit 2,19E-06 1,92E-07 15,37
0,46 0,07
E1 Embryo 4,79E-06 6,05E-07
E2 Dottersack c-kit 4,11E-06 5,47E-07 18,35
0,86 0,16
E1 Embryo 4,79E-06 6,05E-07
E2 Embryo SCF 2,19E-05 1,63E-06 13,00
1,07 0,14
E1 Embryo 2,04E-05 2,17E-06
E2 Dottersack SCF 2,32E-05 4,88E-07 10,86
1,14 0,12
E1 Embryo 2,04E-05 2,17E-06
Tabelle 15
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E2 Embryo VE-Cad 8,95E-05 3,70E-06 163 013 8,13
E1 Embryo 5,50E-05 3,85E-06 ’ ’
E2 Dottersack VE-Cad 9,05E-05 4,13E-06 8,36
1,65 0,14
E1 Embryo 5,50E-05 3,85E-06
E2 Embryo FGF-2 3,73E-06 2,35E-07 11,95
2,08 0,25
E1 Embryo 1,80E-06 1,82E-07
E2 Dottersack FGF-2 3,93E-06 1,13E-07 10,54
2,19 0,23
E1 Embryo 1,80E-06 1,82E-07
E2 Embryo Ang-1 1,16E-06 1,02E-07 16,00
42,19 6,75
E1 Embryo 2,75E-08 3,68E-09
E2 Dottersack Ang-1 3,43E-06 1,55E-07 14,10
124,74 17,59
E1 Embryo 2,75E-08 3,68E-09
E2 Embryo BMP2 4,01E-05 1,11E-06 7,67
0,27 0,02
E1 Embryo 1,47E-04 1,05E-05
E2 Dottersack BMP2 3,64E-05 4,97E-06 15,41
0,25 0,04
E1 Embryo 1,47E-04 1,05E-05
E2 Embryo BMP4 1,84E-05 9,15E-07 6,36
0,64 0,04
E1 Embryo 2,86E-05 1,13E-06
E2 Dottersack BMP4 1,79E-05 1,13E-06 7,43
0,63 0,05
E1 Embryo 2,86E-05 1,13E-06

Tabelle 15: Q-Gene Expressionsdaten der relativen Quantifizierung der

Entwicklungszeitpunkte E1 und E2.

Der Anstieg des Zielgens Ang-1 in beiden Proben vom Entwicklungszeitpunkt E2
gegenuber der E1-Probe stellte den starksten Wechsel des Transkriptionslevels aller
in der Arbeit untersuchten Proben dar, wobei zu beachten ist, dass mit dem
Dottersack und dem Embryo zwei heterologe Gewebe verglichen wurden

Die Standardabweichung der Genexpressionswerte zeigte sich gegenuber der
E1/E0-Quantifizierung wesentlich niedriger. Lediglich die beiden Dreifachansatze des

Zielgens Flt-1_ms zeigten einen Variationskoeffizienten von tber 20%.
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4.2.3.1.1.3Entwicklungszeitpunkt E3 zu E2

Ergebnisse

Von den Entwicklungszeitpunkten E2 und E3 wurden Proben vom Embryo und vom

Dottersack jeweils zueinander in Bezug gesetzt.

EZP Gewebe Zielgen MNE SA A/B SA VK (%)
E3 Embryo Flk-1 5,08E-05 2,81E-06 10,67
1,46 0,16
E2 Embryo 3,47E-05 3,16E-06
E3 Dottersack Flk-1 3,41E-05 3,53E-06 12,88
0,90 0,12
E2 Dottersack 3,81E-05 2,93E-06
E3 Embryo |FIt-1_cons 7,14E-05 4,16E-06 10,72
0,87 0,09
E2 Embryo 8,25E-05 7,42E-06
E3 Dottersack |Flt-1_cons 7,06E-05 4,33E-06 6,58
0,80 0,05
E2 Dottersack 8,87E-05 2,10E-06
E3 Embryo | Flt-1_ms 2,37E-06 2,75E-07 20,45
3,11 0,64
E2 Embryo 7,62E-07 1,28E-07
E3 Dottersack | Fit-1_ms 2,37E-06 4,72E-07 22,29
2,53 0,56
E2 Dottersack 9,38E-07 9,40E-08
E3 Embryo VEGF 1,24E-04 6,67E-06 7,03
0,61 0,04
E2 Embryo 2,04E-04 9,22E-06
E3 Dottersack| VEGF 1,77E-04 1,17E-05 7,54
0,94 0,07
E2 Dottersack 1,89E-04 6,75E-06
E3 Embryo c-kit 5,91E-06 7,55E-07 15,49
2,70 0,42
E2 Embryo 2,19E-06 1,92E-07
E3 Dottersack c-kit 9,03E-07 2,18E-07 27,53
0,22 0,06
E2 Dottersack 4,11E-06 5,47E-07
E3 Embryo SCF 4,81E-05 4, 97E-06 12,73
2,20 0,28
E2 Embryo 2,19E-05 1,63E-06
E3 Dottersack SCF 5,11E-05 3,21E-06 6,62
2,20 0,15
E2 Dottersack 2,32E-05 4,88E-07
E3 Embryo VE-Cad 7,07E-05 3,23E-06 6,16
0,79 0,05
E2 Embryo 8,95E-05 3,70E-06
E3 Dottersack| VE-Cad 6,57E-05 4,06E-06 8,67
0,73 0,06
E2 Dottersack 9,05E-05 5,51E-06
E3 Embryo FGF-2 9,68E-06 3,82E-07 7,45
2,60 0,19
E2 Embryo 3,73E-06 2,35E-07
Tabelle16
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E3 Dottersack FGF-2 3,28E-06 3,58E-07 11,28
0,84 0,09
E2 Dottersack 3,93E-06 1,13E-07
E3 Embryo Ang-1 2,48E-05 2,03E-06 12,04
21,35 2,57
E2 Embryo 1,16E-06 1,02E-07
E3 Dottersack Ang-1 1,33E-05 1,19E-06 10,02
3,87 0,39
E2 Dottersack 3,43E-06 1,55E-07
E3 Embryo BMP2 9,59E-05 5,38E-06 6,26
2,39 0,15
E2 Embryo 4,01E-05 1,11E-06
E3 Dottersack BMP2 6,50E-05 3,10E-06 14,46
1,78 0,26
E2 Dottersack 3,64E-05 4,97E-06
E3 Embryo BMP4 2,44E-05 1,87E-06 9,15
1,33 0,12
E2 Embryo 1,84E-05 9,15E-07
E3 Dottersack BMP4 1,88E-05 4.14E-06 22,92
1,05 0,24
E2 Dottersack 1,79E-05 1,13E-06

Tabelle 16: Q-Gene Expressionsdaten der relativen Quantifizierung der

Entwicklungszeitpunkte E2 und E3.
Das Zielgen Ang-1 zeigte in der Probe vom Embryo abermals eine starke

Hochregulation im Vergleich zum Vortag.

Der Variationskoeffizient der meisten Proben blieb unter 20%.
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4.2.3.1.1.4Entwicklungszeitpunkt E4 zu E3

Ergebnisse

Vom Entwicklungszeitpunkt E4 stand erstmals neben einer Probe vom Dottersack

eine Probe von der Allantois zur Verfugung. Da eine entsprechende Allantoisprobe

vom Entwicklungszeitpunkt E3 nicht vorhanden war, wurde diese zur E3-

Embryoprobe in Bezug gesetzt.

EZP Gewebe | Zielgen MNE SA A/B SA VK (%)
E4 Allantois Flk-1 6,64E-05 4,42E-06 8,66
1,31 0,11
E3 Embryo 5,08E-05 2,81E-06
E4 Dottersack Flk-1 4,03E-05 3,15E-06 12,96
1,18 0,15
E3 Dottersack 3,41E-05 3,53E-06
E4 Allantois |FIt-1_cons 5,79E-05 1,50E-06 6,38
0,81 0,05
E3 Embryo 7,14E-05 4,16E-06
E4 Dottersack |FIt-1_cons| 7,30E-05 5,07E-06 9,27
1,03 0,10
E3 Dottersack 7,06E-05 4,33E-06
E4 Allantois | FIt-1_ms 7,30E-07 9,79E-08 17,74
0,31 0,05
E3 Embryo 2,37E-06 2,75E-07
E4 Dottersack| Flt-1_ms 8,33E-07 1,32E-07 25,43
- 0,35 0,09
E3 Dottersack 2,37E-06 4, 72E-07
E4 Allantois VEGF 2,53E-04 8,94E-06 6,44
2,04 0,13
E3 Embryo 1,24E-04 6,67E-06
E4 Dottersack| VEGF 2,28E-04 1,42E-05 9,12
1,29 0,12
E3 Dottersack 1,77E-04 1,17E-05
E4 Allantois c-kit 1,26E-06 1,41E-07 16,96
0,21 0,04
E3 Embryo 5,91E-06 7,55E-07
E4 Dottersack c-kit 4,14E-06 5,25E-07 27,23
4,58 1,25
E3 Dottersack 9,03E-07 2,18E-07
E4 Allantois SCF 1,38E-05 6,89E-07 11,47
0,29 0,03
E3 Embryo 4.81E-05 4. 97E-06
E4 Dottersack SCF 2,85E-05 2,09E-06 9,66
0,56 0,05
E3 Dottersack 5,11E-05 3,21E-06
E4 Allantois | VE-Cad 9,48E-05 1,53E-05 16,79
1,34 0,22
E3 Embryo 7,07E-05 3,23E-06
Tabelle 17
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E4 Dottersack VE-Cad 6,61E-05 5,42E-06 1.01 0.10 10,26
E3 Dottersack 6,57E-05 4,06E-06 ’ ’
E4 Allantois FGF-2 9,17E-06 5,38E-07 7,07
0,95 | 0,07
E3 Embryo 9,68E-06 3,82E-07
E4 Dottersack FGF-2 1,47E-06 1,34E-07 14,19
0,45 | 0,06
E3 Dottersack 3,28E-06 3,58E-07
E4 Allantois Ang-1 2,44E-06 2,70E-07 13,75
0,10 | 0,01
E3 Embryo 2,48E-05 2,03E-06
E4 Dottersack Ang-1 6,59E-06 6,67E-07 13,51
0,50 | 0,07
E3 Dottersack 1,33E-05 1,19E-06
E4 Allantois BMP2 3,16E-04 1,06E-04 34,09
3,30 | 1,12
E3 Embryo 9,59E-05 5,38E-06
E4 Dottersack BMP2 4,54E-05 7,62E-06 17,44
0,70 | 0,12
E3 Dottersack 6,50E-05 3,10E-06
E4 Allantois BMP4 5,03E-05 1,82E-05 36,98
2,06 | 0,76
E3 Embryo 2,44E-05 1,87E-06
E4 Dottersack BMP4 1,36E-05 2,05E-06 26,71
0,72 | 0,19
E3 Dottersack 1,88E-05 4,14E-06

Tabelle 17: Q-Gene Expressionsdaten der relativen Quantifizierung der

Entwicklungszeitpunkte E3 und E4

Die beiden Dreifachansatze des Zielgens BMP4 und der Ansatz des Zielgens BMP2

aus der Allantois wiesen einen Variationskoeffizienten von tber 30% auf.
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4.2.3.1.1.5Entwicklungszeitpunkt E5 zu E4

Ergebnisse

Zu den Entwicklungszeitpunkten E4 und ES wurden Proben von der Allantois bzw.

Chorioallantois und Proben vom Dottersack zueinander in Bezug gesetzt.

EZP Gewebe | Zielgen MNE SA A/B SA VK (%)
E5 Allantois Flk-1 9,77E-05 1,09E-05 13,00
1,47 0,19
E4 Allantois 6,64E-05 4,42E-06
E5 Dottersack Flk-1 3,71E-05 3,56E-06 12,39
0,92 0,11
E4 Dottersack 4,03E-05 3,15E-06
ES Allantois |FIt-1_cons 1,04E-04 1,15E-05 11,40
1,79 0,20
E4 Allantois 5,79E-05 1,50E-06
E5 Dottersack |Flt-1_cons 5,84E-05 8,31E-06 15,84
0,80 0,13
E4 Dottersack 7,30E-05 5,07E-06
E5 Allantois | Flt-1_ms 1,48E-06 1,62E-07 17,31
2,02 0,35
E4 Allantois 7,30E-07 9,79E-08
E5 Dottersack| Flt-1_ms 8,33E-07 9,66E-08 19,62
1,00 0,20
E4 Dottersack 8,33E-07 1,32E-07
E5 Allantois VEGF 4,99E-04 5,44E-05 11,45
1,97 0,23
E4 Allantois 2,53E-04 8,94E-06
E5 Dottersack| VEGF 2,65E-04 1,67E-05 116 0.10 8,88
E4 Dottersack 2,28E-04 | 1,42E-05 ’ ’
E5 Allantois c-kit 6,30E-06 6,89E-07 15,61
4,98 0,78
E4 Allantois 1,26E-06 1,41E-07
E5 Dottersack c-kit 1,40E-05 1,11E-06 14,98
3,37 0,51
E4 Dottersack 4. 14E-06 5,25E-07
E5 Allantois SCF 5,32E-05 6,08E-06 12,47
3,86 0,48
E4 Allantois 1,38E-05 6,89E-07
E5 Dottersack SCF 3,72E-05 2,77E-06 131 014 10,46
E4 Dottersack 2,85E-05 | 2,09E-06 ’ ’
E5 Allantois | VE-Cad 3,79E-04 4,44E-05 19,96
4,00 0,80
E4 Allantois 9,48E-05 1,53E-05
E5 Dottersack| VE-Cad 9,40E-05 1,58E-05 18,69
1,42 0,27
E4 Dottersack 6,61E-05 5,42E-06
E5 Allantois FGF-2 1,77E-05 1,93E-06 12,37
1,93 0,24
E4 Allantois 9,17E-06 5,38E-07
Tabelle 18
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E5 Dottersack FGF-2 1,03E-05 9,24E-07 12,79
6,97 | 0,89
E4 Dottersack 1,47E-06 1,34E-07
E5 Allantois Ang-1 1,67E-05 2,02E-06 16,38
6,82 1,12
E4 Allantois 2,44E-06 2,70E-07
ES Dottersack Ang-1 4,23E-06 1,05E-06 26,79
0,64 | 0,17
E4 Dottersack 6,59E-06 6,67E-07
E5 Allantois BMP2 5,61E-04 7,29E-05 36,05
1,77 | 0,64
E4 Allantois 3,16E-04 1,06E-04
E5 Dottersack BMP2 1,25E-04 8,65E-06 18,14
2,76 | 0,50
E4 Dottersack 4,54E-05 7,62E-06
E5 Allantois BMP4 1,53E-04 1,68E-05 37,80
3,04 1,15
E4 Allantois 5,03E-05 1,82E-05
E5 Dottersack BMP4 3,37E-05 2,08E-06 16,31
2,48 | 0,40
E4 Dottersack 1,36E-05 2,05E-06

Tabelle 18: Q-Gene Expressionsdaten der relativen Quantifizierung der

Entwicklungszeitpunkte E4 und E5.

Far die Dreifachansatze der Zielgene BMP2 und BMP4 aus der Allantois ergaben

sich Variationskoeffizienten von tber 30 %.
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4.2.3.1.1.6 Entwicklungszeitpunkt E6 zu E5

Ergebnisse

Von den Entwicklungszeitpunkten ES und E6 wurden Proben von der Allantois bzw.

Chorioallantois und Proben vom Dottersack jeweils zueinander in Relation gesetzt.

EZP Gewebe Zielgen MNE SA A/B SA VK (%)
E6 Allantois Flk-1 8,56E-05 8,66E-06 15,06
0,88 0,13
E5 Allantois 9,77E-05 1,09E-05
E6 Dottersack Flk-1 4,47E-05 2,33E-06 10,93
1,21 0,13
E5 Dottersack 3,71E-05 3,56E-06
E6 Allantois |FIt-1_cons 9,30E-05 6,70E-06 13,24
0,89 0,12
E5 Allantois 1,04E-04 1,15E-05
E6 Dottersack |Flt-1_cons 5,56E-05 3,82E-06 15,81
— 0,95 0,15
E5 Dottersack 5,84E-05 8,31E-06
E6 Allantois | Flt-1_ms 3,62E-06 2,74E-07 13,30
— 2,45 0,33
E5 Allantois 1,48E-06 1,62E-07
E6 Dottersack | Flit-1_ms 2,70E-06 1,88E-07 13,53
3,24 0,44
E5 Dottersack 8,33E-07 9,66E-08
E6 Allantois VEGF 3,87E-04 2,76E-05 13,03
0,77 0,10
E5 Allantois 4,99E-04 5,44E-05
E6 Dottersack| VEGF 2,50E-04 1,42E-05 8,49
0,94 0,08
E5 Dottersack 2,65E-04 1,67E-05
E6 Allantois c-kit 1,20E-05 1,08E-06 14,14
1,91 0,27
E5 Allantois 6,30E-06 6,89E-07
E6 Dottersack c-kit 2,02E-05 1,28E-06 10,19
1,45 0,15
E5 Dottersack 1,40E-05 1,11E-06
E6 Allantois SCF 5,75E-05 4,05E-06 13,43
1,08 0,15
E5 Allantois 5,32E-05 6,08E-06
E6 Dottersack SCF 4,72E-05 1,69E-06 8,26
1,27 0,10
E5 Dottersack 3,72E-05 2,77E-06
E6 Allantois | VE-Cad 4,21E-04 3,83E-05 111 016 14,84
E5 Allantois 3,79E-04 4,44E-05 ’ ’
E6 Dottersack| VE-Cad 5,85E-05 9,96E-06 23,91
0,62 0,15
E5 Dottersack 9,40E-05 1,58E-05
E6 Allantois FGF-2 1,89E-05 3,32E-06 20,68
1,07 0,22
E5 Allantois 1,77E-05 1,93E-06
Tabelle 19
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E6 Dottersack FGF-2 1,48E-05 9,42E-07 144 | 016 11,03
E5 Dottersack 1,03E-05 9,24E-07 ’ ’
E6 Allantois Ang-1 3,72E-05 3,37E-06 15,12
2,23 | 0,34
E5 Allantois 1,67E-05 2,02E-06
E6 Dottersack Ang-1 7,01E-06 6,03E-07 26,26
1,66 | 0,44
E5 Dottersack 4,23E-06 1,05E-06
E6 Allantois BMP2 4.17E-04 3,17E-05 15,07
0,74 | 0,11
E5 Allantois 5,61E-04 7,29E-05
E6 Dottersack BMP2 6,38E-05 6,03E-06 11,70
0,51 0,06
E5 Dottersack 1,25E-04 8,65E-06
E6 Allantois BMP4 1,23E-04 1,28E-05 15,12
0,80 0,12
E5 Allantois 1,53E-04 1,68E-05
E6 Dottersack BMP4 3,55E-05 1,53E-06 7,53
1,05 | 0,08
E5 Dottersack 3,37E-05 2,08E-06

Tabelle 19: Q-Gene Expressionsdaten der relativen Quantifizierung der

Entwicklungszeitpunkte ES und EG.

Der Variationskoeffizient einiger Zielgene (VE-Cad aus Dottersack, FGF-2 aus

Allantois, Ang-1 aus Dottersack) lag uber 20 %.
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4.2.3.1.1.7 Entwicklungszeitpunkt E7 zu E6

Ergebnisse

Zu den Entwicklungszeitpunkten E6 und E7 wurden Proben von der Allantois bzw.

Chorioallantois und Proben vom Dottersack jeweils miteinander verglichen.

EZP Gewebe | Zielgen MNE SA A/B SA VK (%)
E7 Allantois Flk-1 1,14E-04 9,75E-06 13,22
1,34 0,18
E6 Allantois 8,56E-05 8,66E-06
E7 Dottersack| Flk-1 3,73E-05 7,39E-06 20,47
0,84 0,17
E6 Dottersack 4. 47E-05 2,33E-06
E7 Allantois [FIt-1_cons 1,48E-04 1,41E-05 11,95
- 1,59 0,19
E6 Allantois 9,30E-05 6,70E-06
E7 Dottersack |Flt-1_cons| 5,77E-05 1,04E-05 19,27
1,04 0,20
E6 Dottersack 5,56E-05 3,82E-06
E7 Allantois | FIt-1_ms 5,24E-06 1,30E-06 25,90
1,45 0,37
E6 Allantois 3,62E-06 2,74E-07
E7 Dottersack| Flt-1_ms 1,79E-06 8,67E-07 48,96
0,66 0,32
E6 Dottersack 2,70E-06 1,88E-07
E7 Allantois VEGF 6,20E-04 4,66E-05 10,38
1,60 0,17
E6 Allantois 3,87E-04 2,76E-05
E7 Dottersack| VEGF 2,82E-04 5,14E-05 19,11
1,13 0,22
E6 Dottersack 2,50E-04 1,42E-05
E7 Allantois c-kit 1,04E-05 5,95E-07 10,65
0,87 0,09
E6 Allantois 1,20E-05 1,08E-06
E7 Dottersack c-kit 2,76E-05 5,08E-06 19,44
1,37 0,27
E6 Dottersack 2,02E-05 1,28E-06
E7 Allantois SCF 1,99E-05 1,47E-06 10,20
0,35 0,04
E6 Allantois 5,75E-05 4,05E-06
E7 Dottersack SCF 2,64E-05 4,82E-06 18,58
0,56 0,10
E6 Dottersack 4, 72E-05 1,69E-06
E7 Allantois | VE-Cad 3,74E-04 3,06E-05 12,24
0,89 0,11
E6 Allantois 4.21E-04 3,83E-05
E7 Dottersack| VE-Cad 7,07E-05 2,04E-05 191 0.41 33,53
E6 Dottersack 5,85E-05 9,96E-06 ’ ’
E7 Allantois FGF-2 1,15E-05 7,05E-07 061 011 18,62
E6 Allantois 1,89E-05 | 3,32E-06 ’ ’
E7 Dottersack| FGF-2 1,14E-05 2,49E-06 22,81
0,77 0,18
E6 Dottersack 1,48E-05 9,42E-07
Tabelle 20
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E7 Allantois Ang-1 1,22E-05 1,25E-06 13,68
0,33 | 0,05
E6 Allantois 3,72E-05 3,37E-06
E7 Dottersack Ang-1 4,86E-06 9,13E-07 20,66
0,69 | 0,14
E6 Dottersack 7,01E-06 6,03E-07
E7 Allantois BMP2 3,40E-04 2,08E-05 9,76
0,81 0,08
E6 Allantois 4 17E-04 3,17E-05
E7 Dottersack BMP2 4,79E-05 8,99E-06 21,01
0,75 | 0,16
E6 Dottersack 6,38E-05 6,03E-06
E7 Allantois BMP4 1,22E-04 1,45E-05 15,79
0,99 | 0,16
E6 Allantois 1,23E-04 1,28E-05
E7 Dottersack BMP4 2,48E-05 4,64E-06 070 | 013 19,23
E6 Dottersack 3,55E-05 1,53E-06 ’ ’

Tabelle 20: Q-Gene Expressionsdaten der relativen Quantifizierung der

Entwicklungszeitpunkte E6 und E7.

Der Variationskoeffizient der Proben einiger Zielgene (FIk-1 aus Dottersack, FIt-1_ms
aus Allantois, FGF-2 aus Dottersack, Ang-1 aus Dottersack, BMP2 aus Dottersack)
lag knapp Uber 20 %. Die Proben der Zielgene Flt-1_ms aus Dottersack und VE-Cad
aus Dottersack lagen mit ihrem Variationkoeffizienten deutlich tber 40 bzw. 30 %.
Uber die Entwicklungszeitpunkte E2 bis E7 betrachtet, wiesen die relativen
Expressionswerte A/B aus dem Gewebetyp Dottersack ca. zweimal 6fter einen
Variationskoeffizienten von Uber 20 % auf als die relativen Expressionswerte aus den

ubrigen Gewebetypen.

4.2.3.1.2 Relative Quantifizierung zweier Zielgewebe eines

Entwicklungszeitpunkts zueinander

Vom Entwicklungszeitpunkt E2 an lagen zwei unterschiedliche Gewebetypen zur
Untersuchung der Genexpression vor. Somit konnten die MNE-Werte der
verschiedenen Gewebe eines Entwicklungsstadiums und Oligonukleotidpaares
zueinander in Bezug gesetzt werden. Entgegengesetzt zu den Berechnungen in
4.2.3.1.1 wurde der Parameter Zielgewebe also variiert, wahrend der Parameter
Entwicklungszeitpunkt fixiert wurde. Die MNE-Werte flir den Embryo (EZP E2 —E3)
bzw. die Allantois/Chorioallantois (EZP E4-E7) kamen dabei im Zahler (X in den
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Tabellen 21 -26) zu stehen und die MNE-Werte fur den Dottersack im Nenner (Y in
den Tabellen 21 -26).

4.2.3.1.2.1 Entwicklungszeitpunkt E2: Embryo zu Dottersack

Vom EZP E2 standen Proben vom Embryo und vom Dottersack zur Verfligung,

welche zueinander in Bezug gesetzt wurden.

EZP Gewebe Zielgen MNE SA XY SA VK (%)
E2 Embryo Flk-1 3,47E-05 | 3,16E-06 11,92
0,91 0,11
E2 Dottersack 3,81E-05 | 2,93E-06
E2 Embryo Flt-1_cons 8,25E-05 | 7,42E-06 9,30
0,93 0,09
E2 Dottersack 8,87E-05 | 2,10E-06
E2 Embryo Flt-1_ms 7,62E-07 | 1,28E-07 19,59
0,81 0,16
E2 Dottersack 9,38E-07 | 9,40E-08
E2 Embryo VEGF 2,04E-04 | 9,22E-06 5,76
1,08 0,06
E2 Dottersack 1,89E-04 | 6,75E-06
E2 Embryo c-kit 2,19E-06 | 1,92E-07 15,93
0,53 0,08
E2 Dottersack 4,11E-06 | 5,47E-07
E2 Embryo SCF 2,19E-05 | 1,63E-06 7,74
0,94 0,07
E2 Dottersack 2,32E-05 | 4,88E-07
E2 Embryo VE-Cadherin | 8,95E-05 | 3,70E-06 7,35
0,99 0,07
E2 Dottersack 9,05E-05 | 5,51E-06
E2 Embryo FGF-2 3,73E-06 | 2,35E-07 6,94
0,95 0,07
E2 Dottersack 3,93E-06 | 1,13E-07
E2 Embryo Ang-1 1,16E-06 | 1,02E-07 9,89
0,34 0,03
E2 Dottersack 3,43E-06 | 1,55E-07
E2 Embryo BMP2 4,01E-05 | 1,11E-06 13,93
1,10 0,15
E2 Dottersack 3,64E-05 | 4,97E-06
E2 Embryo BMP4 1,84E-05 | 9,15E-07 8,01
1,02 0,08
E2 Dottersack 1,79E-05 | 1,13E-06

Tabelle 21: Q-Gene Expressionsdaten der relativen Quantifizierung der beiden

Gewebetypen Embryo und Dottersack vom Entwicklungszeitpunkt E2
Mit Ausnahme der Zielgene c-kit und Ang-1 fallen die sehr ahnlichen MNE-Werte in

Embryo und Dottersack auf, was sich in einem MNE-Quotienten X/Y um den Wert 1

ausdriickt.
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4.2.3.1.2.2 Entwicklungszeitpunkt E3: Embryo zu Dottersack

Vom EZP E3 standen Proben vom Embryo und vom Dottersack zur Verfugung,

welche zueinander in Bezug gesetzt wurden.

EZP Gewebe Zielgen MNE SA XY SA VK (%)
E3 Embryo Flk-1 5,08E-05 | 2,81E-06 11,70
1,49 0,17
E3 Dottersack 3,41E-05 | 3,53E-06
E3 Embryo Fit-1_cons 7,14E-05 | 4,16E-06 8,50
1,01 0,09
E3 Dottersack 7,06E-05 | 4,33E-06
E3 Embryo Flt-1_ms 2,37E-06 | 2,75E-07 23,10
1,00 0,23
E3 Dottersack 2,37E-06 | 4,72E-07
E3 Embryo VEGF 1,24E-04 | 6,67E-06 8,50
0,70 0,06
E3 Dottersack 1,77E-04 1,17E-05
E3 Embryo c-kit 5,91E-06 | 7,55E-07 27,30
6,55 1,79
E3 Dottersack 9,03E-07 | 2,18E-07
E3 Embryo SCF 4,81E-05 | 4,97E-06 12,10
0,94 0,11
E3 Dottersack 5,11E-05 | 3,21E-06
E3 Embryo VE-Cadherin 7,07E-05 | 3,23E-06 7,70
1,08 0,08
E3 Dottersack 6,57E-05 | 4,06E-06
E3 Embryo FGF-2 9,68E-06 | 3,82E-07 11,60
2,95 0,34
E3 Dottersack 3,28E-06 | 3,58E-07
E3 Embryo Ang-1 2,48E-05 | 2,03E-06 12,10
1,87 0,23
E3 Dottersack 1,33E-05 1,19E-06
E3 Embryo BMP2 9,59E-05 | 5,38E-06 148 011 7,40
E3 Dottersack 6,50E-05 | 3,10E-06 ’ '
E3 Embryo BMP4 2,44E-05 | 1,87E-06 23,30
1,30 0,30
E3 Dottersack 1,88E-05 | 4,14E-06

Tabelle 22: Q-Gene Expressionsdaten der relativen Quantifizierung der beiden

Gewebetypen Embryo und Dottersack vom Entwicklungszeitpunkt E3.

Der Variationskoeffizient der Zielgene Flt-1_ms, c-kit und BMP4 lag Uber 20%.

77




Ergebnisse

4.2.3.1.2.3 Entwicklungszeitpunkt E4: Allantois zu Dottersack

Ab dem Entwicklungszeitpunkt E4 lagen Proben von der Allantois vor, deren MNE-

Werte zu denen aus dem Dottersack in Bezug gesetzt wurden.

EZP Gewebe Zielgen MNE SA XIY SA VK (%)
E4 Allantois Flk-1 6,64E-05 | 4,42E-06 10,26
1,65 0,17
E4 Dottersack 4,03E-05 3,15E-06
E4 Allantois Flt-1_cons 5,79E-05 1,50E-06 7,41
0,79 0,06
E4 Dottersack 7,30E-05 5,07E-06
E4 Allantois Flt-1_ms 7,30E-07 | 9,79E-08 20,74
0,88 0,18
E4 Dottersack 8,33E-07 1,32E-07
E4 Allantois VEGF 2,53E-04 | 8,94E-06 7,19
1,11 0,08
E4 Dottersack 2,28E-04 1,42E-05
E4 Allantois c-kit 1,26E-06 1,41E-07 16,88
0,31 0,05
E4 Dottersack 4 14E-06 | 5,25E-07
E4 Allantois SCF 1,38E-05 | 6,89E-07 8,88
0,48 0,04
E4 Dottersack 2,85E-05 | 2,09E-06
E4 Allantois VE-Cadherin 9,48E-05 1,53E-05 18,11
1,43 0,26
E4 Dottersack 6,61E-05 | 5,42E-06
E4 Allantois FGF-2 9,17E-06 | 5,38E-07 10,81
6,23 0,67
E4 Dottersack 1,47E-06 1,34E-07
E4 Allantois Ang-1 2,44E-06 | 2,70E-07 14,97
0,37 0,06
E4 Dottersack 6,59E-06 6,67E-07
E4 Allantois BMP2 3,16E-04 1,06E-04 37,58
6,97 2,62
E4 Dottersack 4,54E-05 7,62E-06
E4 Allantois BMP4 5,03E-05 1,82E-05 39,20
3,70 1,45
E4 Dottersack 1,36E-05 2,05E-06

Tabelle 23: Q-Gene Expressionsdaten der relativen Quantifizierung der beiden

Gewebetypen Allantois und Dottersack vom Entwicklungszeitpunkt E4.

Die Zielgene BMP2 und BMP4 fielen durch einen hohen Variationskoeffizienten von

knapp 40% auf.
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4.2.3.1.2.4Entwicklungszeitpunkt E5: Allantois zu Dottersack

Vom EZP E5 standen Proben von der Allantois und vom Dottersack zur Verfugung,

welche zueinander in Bezug gesetzt wurden.

EZP Gewebe Zielgen MNE SA XY SA VK (%)
E5 Allantois Flk-1 9,77E-05 | 1,09E-05 14,73
2,63 0,39
E5 Dottersack 3,71E-05 | 3,56E-06
E5 Allantois Flt-1_cons 1,04E-04 | 1,15E-05 18,06
- 1,78 0,32
E5 Dottersack 5,84E-05 | 8,31E-06
E5 Allantois Flt-1_ms 1,48E-06 | 1,62E-07 15,94
1,77 0,28
E5 Dottersack 8,33E-07 | 9,66E-08
E5 Allantois VEGF 4,99E-04 | 5,44E-05 12,58
1,89 0,24
E5 Dottersack 2,65E-04 | 1,67E-05
E5 Allantois c-kit 6,30E-06 | 6,89E-07 13,53
0,45 0,06
E5 Dottersack 1,40E-05 | 1,11E-06
E5 Allantois SCF 5,32E-05 | 6,08E-06 13,64
1,43 0,19
E5 Dottersack 3,72E-05 | 2,77E-06
E5 Allantois VE-Cadherin | 3,79E-04 | 4,44E-05 20,48
4,03 0,83
E5 Dottersack 9,40E-05 | 1,58E-05
E5 Allantois FGF-2 1,77E-05 | 1,93E-06 14,14
1,73 0,24
E5 Dottersack 1,03E-05 | 9,24E-07
E5 Allantois Ang-1 1,67E-05 | 2,02E-06 27,61
3,94 1,09
E5 Dottersack 4,23E-06 | 1,05E-06
E5 Allantois BMP2 5,61E-04 | 7,29E-05 14,73
4,47 0,66
E5 Dottersack 1,25E-04 | 8,65E-06
E5 Allantois BMP4 1,53E-04 | 1,68E-05 12,57
4,54 0,57
E5 Dottersack 3,37E-05 | 2,08E-06

Tabelle 24: Q-Gene Expressionsdaten der relativen Quantifizierung der beiden

Gewebetypen Allantois und Dottersack vom Entwicklungszeitpunkt E5.

Die Zielgene VE-Cadherin und Ang-1 wiesen einen Variationskoeffizienten von Gber
20% auf.
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4.2.3.1.2.5Entwicklungszeitpunkt E6: Allantois zu Dottersack

Vom EZP EG6 standen Proben von der Allantois und vom Dottersack zur Verfugung,

welche zueinander in Bezug gesetzt wurden.

EZzP Gewebe Zielgen MNE SA XY SA VK (%)
E6 Allantois Flk-1 1,07E-04 | 1,02E-05 15,60
2,11 0,33
E6 Dottersack 5,04E-05 | 6,19E-06
E6 Allantois Flt-1_cons 1,11E-04 | 8,18E-06 10,98
- 1,65 0,18
E6 Dottersack 6,73E-05 | 5,50E-06
E6 Allantois Flt-1_ms 4.86E-06 | 4,59E-07 19,98
- 2,03 0,41
E6 Dottersack 2,39E-06 | 4,20E-07
E6 Allantois VEGF 5,02E-04 | 3,60E-05 10,73
1,62 0,17
E6 Dottersack 3,09E-04 | 2,47E-05
E6 Allantois c-kit 1,54E-05 | 1,58E-06 12,63
0,63 0,08
E6 Dottersack 2,43E-05 1,79E-06
E6 Allantois SCF 7,66E-05 | 5,65E-06 10,27
1,46 0,15
E6 Dottersack 5,26E-05 | 3,76E-06
E6 Allantois VE-Cadherin 4 84E-04 | 6,05E-05 22,63
7,08 1,60
E6 Dottersack 6,84E-05 | 1,29E-05
E6 Allantois FGF-2 2,40E-05 | 3,13E-06 15,90
1,29 0,20
E6 Dottersack 1,86E-05 | 1,69E-06
E6 Allantois Ang-1 4 20E-05 | 4,18E-06 13,19
5,33 0,70
E6 Dottersack 7,88E-06 | 6,82E-07
E6 Allantois BMP2 5,20E-04 | 3,76E-05 12,02
6,62 0,80
E6 Dottersack 7,85E-05 | 7,53E-06
E6 Allantois BMP4 1,48E-04 | 1,29E-05 12,64
3,80 0,48
E6 Dottersack 3,89E-05 | 3,56E-06

Tabelle 25: Q-Gene Expressionsdaten der relativen Quantifizierung der beiden

Gewebetypen Allantois und Dottersack vom Entwicklungszeitpunkt E6.

Lediglich das Zielgen VE-Cadherin zeigte einen Variationskoeffizienten von Gber
20%.
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4.2.3.1.2.6 Entwicklungszeitpunkt E7: Allantois zu Dottersack

Vom EZP E7 standen Proben von der Allantois und vom Dottersack zur Verfugung,

welche zueinander in Bezug gesetzt wurden.

EZzP Gewebe Zielgen MNE SA XY SA VK (%)
E7 Allantois Flk-1 1,14E-04 | 9,75E-06 21,55
3,06 0,66
E7 Dottersack 3,73E-05 | 7,39E-06
E7 Allantois Fit-1_cons 1,48E-04 | 1,41E-05 20,37
2,56 0,52
E7 Dottersack 5,77E-05 1,04E-05
E7 Allantois Flt-1_ms 5,24E-06 | 1,30E-06 54,43
2,93 1,60
E7 Dottersack 1,79E-06 | 8,67E-07
E7 Allantois VEGF 6,20E-04 | 4,66E-05 19,73
2,20 0,43
E7 Dottersack 2,82E-04 | 5,14E-05
E7 Allantois c-kit 1,04E-05 | 5,95E-07 19,25
0,38 0,07
E7 Dottersack 2,76E-05 | 5,08E-06
E7 Allantois SCF 1,99E-05 | 1,47E-06 19,67
0,75 0,15
E7 Dottersack 2,64E-05 | 4,82E-06
E7 Allantois VE-Cadherin 3,74E-04 | 3,06E-05 30,03
5,29 1,59
E7 Dottersack 7,07E-05 | 2,04E-05
E7 Allantois FGF-2 1,15E-05 | 7,05E-07 22,75
1,01 0,23
E7 Dottersack 1,14E-05 | 2,49E-06
E7 Allantois Ang-1 1,22E-05 | 1,25E-06 21,40
2,52 0,54
E7 Dottersack 4,86E-06 | 9,13E-07
E7 Allantois BMP2 3,40E-04 | 2,08E-05 19,74
7,09 1,40
E7 Dottersack 4,79E-05 | 8,99E-06
E7 Allantois BMP4 1,22E-04 | 1,45E-05 22,17
4,92 1,09
E7 Dottersack 2,48E-05 | 4,64E-06

Tabelle 26: Q-Gene Expressionsdaten der relativen Quantifizierung der beiden

Gewebetypen Allantois und Dottersack vom Entwicklungszeitpunkt E7.

4.2.3.1.3 Ubersicht iiber die Ergebnisse aus der relativen Quantifizierung

Anhand zweier Tabellen sollen die Resultate aus der Quantifizierung zweier EZPs
eines Gewebetyps zueinander (s. Tab.27) bzw. eines EZPs zweier Gewebe

zueinander (s. Tab. 28) anschaulich dargestellt werden.
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Gewebe EzZP EO E1 E2 E3
Zielgen
Embryo bzw. Allantois|  Flk-1 n.d. 7,60E-05 3,50E-05 »| 5,10E-05
Dottersack Flk-1 - 3,80E-05 »| 3,40E-05
Embryo bzw. Allantois| Fit-1_cons | 6.50E-06 3,60E-05 8,30E-05 5| 7,10E-05
Dottersack Flt-1_cons -- 8,90E-05 »| 7,10E-05
Embryo bzw. Allantois| Flt-1_ms n.d. 4,80E-07 N 7,60E-07 2,40E-06
Dottersack Flt-1_ms -- S 9,40E-07 2,40E-06
Embryo bzw. Allantois| VEGF | 3:70E-05 1,20E-04 2,00E-04 |___,| 1,20E-04
Dottersack VEGF - »| 1,90E-04 »| 1,80E-04
Embryo bzw. Allantois|  c-kit n.d. 4,80E-06 2,20E-06 5,90E-06
Dottersack c-kit - »| 4,10E-06 9,00E-07
Embryo bzw. Allantois SCF 1,10E-05 »| 2,00E-05 »| 2,20E-05 4,80E-05
Dottersack SCF - »| 2,30E-05 5,10E-05
Embryo bzw. Allantois| VE-Cad n.d. 5,50E-05 _»| 9,00E-05 »| 7,10E-05
Dottersack VE-Cad - » 9,00E-05 »| 6,60E-05
Embryo bzw. Allantois| FGF-2 | 3,30E-06 |___, | 1,80E-06 3,70E-06 o 9,70E-06
Dottersack FGF-2 - 3,90E-06 |— | 3,30E-06
Embryo bzw. Allantois| Ang-1 n.d. 280E-08| 1 |120E-06| t |250E-05
Dottersack Ang-1 -- 1 3,40E-06 1,30E-05
Embryo bzw. Allantois| BMP2 6,70E-05 / 1,50E-04 4,00E-05 9,60E-05
Dottersack BMP2 - 3,60E-05| | 6,50E-05
Embryo bzw. Allantois| BMP4 | 6,50E-05 2,90E-05 » 1,80E-05 | | 2,40E-05
Dottersack BMP4 - 1,80E-05 |~ | 1,80E-05
Tabelle 27
Legende: nd.: nicht detektierbar

A/B = ca. 1, Variationskoeffizient < 20 % (Fettdruck)
A/B = 2 - 5, Variationskoeffizient < 20 % (Fettdruck)

—]
L
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E3 E4 ES E6 E7
5,10E-05 »| 6,60E-05 »| 980E-05 || 860E-05 »| 1,70E-04
3,40E-05 »| 4,00E-05 | 3,70E-05 »| 4.50E-05 S 3,70E-05
7,10E-05 »| 980E-05 | 1,00E-04 »| 930E-05 »| 1,50E-04
7,10E-05 5| 7,30E-05 »| 580E-05 »| 5,60E-05 »| 5.80E-05
2,40E-06 7,30E-07 1,60E-06 3,60E-06 S 5,20E-06
2,40E-06 8,30E-07 » 8,30E-07 2,70E-06 S 1,80E-06
1,20E-04 2,50E-04 5,00E-04 »| 3,90E-04 »| 06,20E-04
1,80E-04 _»| 2,30E-04 | 2,70E-04 »| 2,50E-04 »| 2,80E-04
5,90E-06 1,30E-06 / 6,30E-06 1,20E-05 »| 1,00E-05
9,00E-07 4,10E-06 1,40E-05 » 2,00E-05 »| 2,80E-05
4,80E-05 1,40E-05 530E-05 | _, | 580E-05 2,00E-05
5,10E-05 » 2,90E-05 »| 3,70E-05 | 4,70E-05 »| 2,60E-05
7,10E-05 »| 9,50E-05 3,80E-04 »| 4,20E-04 »| 3,70E-04
6,60E-05 » 6,60E-05 »| 940E-05 || 590E-05 | 5| 7,10E-05
9,70E-06 »| 9,20E-06 y| 1,80E-05 S 1,90E-05 »| 1,20E-05
3,30E-06 1,50E-06 / 1,00E-05 » 150E-05 |__ 5| 1,10E-05
2,50E-05 2,40E-06 1,70E-05 3,70E-05 1,20E-05
1,30E-05 \A 6,60E-06 | | 4,20E-06 | | 7,00E-06 | | 4,90E-06
9,60E-05 3,20E-04 || 560E-04 | — | 4,20E-04 »| 340E-04
6,50E-05 _»| 4,50E-05 / 1,30E-04 »| 6,40E-05 S 4,80E-05
2,40E-05 5,00E-05 1,50E-04 »| 1,20E-04 »| 1,20E-04
1,80E-05 || 1,40E-05 340E-05 | | 360E-05 | | 250E-05

Tabelle 27: Ergebnisse der relativen Quantifizierung zweier EZPs eines Gewebes.

Pl
(1]

A/B =5 - 10, Variationskoeffizient < 20 % (Fettdruck)
A/B > 10, Variationskoeffizient > 20 % (Normaldruck)
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EZP
Zielgon E2 E3 E4 E5 E6 E7
Flk-1 D=~E D~E A=~D A>D A>D A>D
Flt-1_cons D=E D~E A~ D D=A D=A A>D
Flt-1_ms D~E D~E D~A A=~D A>D A>D
VEGF D=E D~E D=A D~A D~A A>D
c-kit D~E E>>D D>A D>A DA D>A
SCF D=E D=~E D>A DxA DxA D~A
VE-Cad D=E D~E D~A A>D A>>D A>>D
FGF-2 D~E E>D A>>D D=A D=A D~A
Ang-1 D>E D~E D>A A>D A>>D A>D
BMP2 D~E D~E A>>D A>D A>>D A>>D
BMP4 D~E D~E A>D A>D A>D A>D

Tabelle 28: Ergebnisse der relativen Quantifizierung zweier Gewebe eines EZPs
(A: Allantois, D: Dottersack, E: Embryo).

Legende:

D~E: D/E = ca. 1, Variationskoeffizient < 20 % (Fettdruck)
D> E: D/E = 2-5, Variationskoeffizient < 20 % (Fettdruck)
D>>A! D/A > 5, Variationskoeffizient > 20 % (Normaldruck)

4.2.3.2 Berechnung der Amplifikationseffizienz

Zur Bestimmung der AE aus den iCycler-Fluoreszenzrohdaten RFU/ Zyklus wurde
eine lineare Regressionsanalyse mit dem PC-Programm LinRegPCR (Ramakers et
al. 2003) durchgefuhrt (s. Abb. 9-14). Die Qualitat einer solchen Regressionsgerade
wurde bestimmt durch ihren Korrelationskoeffizienten, welcher méglichst bei eins
liegen sollte, ihre Steigung, i.e. AE (s. Tab.2, Formel 2), und die Anzahl an
Datenpunkten durch welche sie lief (s. Abb. 12, Abb.14). Nachdem die Geraden von
dem Programm nach dem Kriterium ,, bester Korrelationskoeffizient mit mindestens
drei Datenpunkten“(engl.: best correlation coefficient, with a minimum of 3 points)
durch die RFU-Datenpunkte gelegt worden war, wurden sie noch manuell vom
Benutzer dahingehend optimiert, i.e. Datenpunkte in die Regressionsgerade
einbezogen bzw. ausgeschlossen, dass ihre Steigung eine AE im zu erwartenden
Bereich zwischen ca. 70% und knapp 100% ergab wobei ein KK von min. 0,999

angestrebt wurde. Die Geraden liefen dabei zumeist durch drei bis vier (s. Abb. 12,
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Abb. 14), in Ausnahmefallen nur zwei und optimalerweise (Ramakers et al. 2003) vier
bis sechs RFU-Datenpunkte. Mehr als sechs Datenpunkte liel3en sich in keiner
Amplifikationskurve der logarithmischen Amplifikationsphase zuordnen, da die PCR
nach der exponentiellen Uber eine lineare Amplifikationsphase in eine
Sattigungsphase Ubergeht, in welcher die Amplifikationseffizienz auf 0% abfallt
(Kains 2000). Entsprechend sucht keiner der Optimierungsalgorithmen des
Programms nach Regressionsgeraden durch mehr als sechs Datenpunkte und von
den Autoren wird dies auch als maximal zu verwendende Anzahl an Datenpunkten
angegeben (Ramakers et al. 2003). In der Regressionsanalyse machte sich die
Einbeziehung solcher Datenpunkte der linearen bzw. Sattigungsphase, i.e.
postlogarithmischen Phasen, durch ein Absenken der Amplifikationseffizienz
bemerkbar und war also zu vermeiden. Da der Fluoreszenzschwellenwert zur
Ermittelung der SWZ ebenfalls ausschlieRlich in den logarithmischen Bereich zu
legen war, der postlogarithmische Bereich also nicht zur Erzeugung von SWZ-Daten
herangezogen wurde, konnte dieses Absinken der AE vernachlassigt werden. Neben
der Bestimmung der AE der einzelnen Reaktionen eines PCR-Laufs konnte also
mittels der Regressionsanalyse der gemeinsame Bereich der exponentiellen
Amplifikation aller Reaktionen eines Laufs bestimmt werden. Dies ermdglichte eine
gezielte Einstellung des Fluoreszenzschwellenwerts. Fur die in dieser Arbeit
verwendeten Materialien und Gerate erwies sich die Lage der oberen Grenze der
exponentiellen Amplifikation im Bereich von ca. 100 bis 150 relativen

Fluoreszenzeinheiten.
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Abbildung 9:

real-time RT-PCR Amplifikationskurven in der zweifach linearen Darstellung
nach dem LinRegPCR-Computerprogramm (Ramakers et al. 2003).
Fluoreszenzdatenpunkte sind durch farbige Kreise gekennzeichnet. Der
horizontale blaue Balken bei 100 Fluoreszenzeinheiten kennzeichnet die
ungefahre obere Grenze der exponentiellen Amplifikation (y-Achse: relative

Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: PCR-Zyklusanzahl).

Log(Fluorescence)

hy-r------ -

Abbildung 10:

Einfach logarithmische Darstellung der Abbildung 9 nach dem LinRegPCR-
Computerprogramm (Ramakers et al. 2003). Der Bereich der detektierbaren
exponentiellen Amplifikation ist durch die beiden horizontalen blauen Balken
eingegrenzt (y-Achse: log10 relative Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: PCR-

Zyklusanzahl).
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Abbildung 11: Lineare Darstellung einer beispielhaften Amplifikationskurve. Die vier gelben
Fluoreszenzdatenpunkte liegen im Bereich der exponentiellen Amplifikation
und wurden zur Ermittlung der AE mittels der linearen Regressionsanalyse
herangezogen Amplifikation (y-Achse: relative Fluoreszenzeinheiten; x-Achse:
PCR-Zyklusanzahl) (aus LinRegPCR, Ramakers et al. 2003).
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Abbildung 12: Einfach logarithmische Darstellung der Abbildung 11. Die rote
Regressionsgerade geht durch vier gelben Fluoreszenzdatenpunkte und
besitzt einen Korrelationskoeffizienten von R= 0,99966. Die Steigung von
0,2951 ergibt nach der Formel 2 aus Tabelle 2 eine AE von 1,973 bzw. 97,3 %
(y-Achse: log10 relative Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: PCR-Zyklusanzahl)
(aus LinRegPCR, Ramakers et al. 2003).

Auch bei der Verwendung der RFU-Datenpunkte der ersten, von der Optik Gber
einen deutlichen Fluoreszenzanstieg messbaren Amplifikationszyklen kam es zu
unbrauchbaren Ergebnissen. Es zeigte sich, dass sich diese ersten RFU-
Datenpunkte von Zyklus zu Zyklus weit uber 100% anstiegen, was dem therotischen
Optimum der Replikation entsprochen hatte. Eine Verdrei- bis Verfierfachung der
ersten detektierbaren Fluoreszenzdatenpunkte konnte nicht selten beobachtet
werden (s. Abb. 13, Abb. 14). In der Regressionsanalyse wirkte sich dies in einem
Anstieg der AE auf unrealistisch hohe Werte uber 2,0, i.e. Uber 100 %, aus (s. Abb.
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13, Abb. 14). Somit konnten also die ersten ein bis ca. vier RFU-Datenpunkte der
initial detektierbaren log-Phase nicht in die lineare Regressionsanalyse
miteinbezogen werden, was die Anzahl der zur Ermittlung einer Regressiongeraden

geeigneten Datenpunkte fur die meisten Reaktionen auf drei bis vier reduzierte.
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Abbildung 13: Zweifach lineare Darstellung einer Amplifikationskurve mit Gberexponentiellem
Fluoreszenzanstieg der gelben Datenpunkte innerhalb der beiden horizontalen
Balken von 14 auf 47 und 113 Fluoreszenzeinheiten Amplifikation (y-Achse:
relative Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: PCR-Zyklusanzahl) (aus LinRegPCR,
Ramakers et al. 2003).
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Abbildung 14: Einfach logarithmische Darstellung der Abbildung 13. Die rote

Regressionsgerade geht durch die drei gelben Fluoreszenzdatenpunkte. Bei

einer Steigung der Regressionsgeraden von 0,4552 ergibt sich nach der

Formel 2 aus Tabelle 2 eine Amplifikationseffizienz von 2,852 bzw. 185,2 %.

Die Gerade weist einen Korrelationskoeffizienten von 0,99431 auf (y-Achse:

log10 relative Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: PCR-Zyklusanzahl) (aus
LinRegPCR, Ramakers et al. 2003).
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4.3 Ampliconansequenzierung

Die Sequenz der Amplifikationsprodukte aller 12 Oligonukleotidpaare wurde durch
Ansequenzierung vom kommerziellen Anbieter (GATC BIOTECH, Konstanz,
Deutschland) bestimmt. Ein Abgleich der solchermalien ermittelten Sequenzen mit
den Sequenzen der NCBI-Nukleotiddatenbank (NCBI BLAST: Nucleotide-nucleotide
BLAST (blastn)) zeigte eine Sequenzidentitat der Amplicons mit der Zielgensequenz
von mindestens 21 Nukleotiden (VE-Cadherin) bis hin zu 217 Nukleotiden (18S
rRNA). Diese Ansequenzierung wurde fur jedes Oligonukleotidpaar nur von einer
Stichprobe der Gesamtheit der Reaktionen fir die Entwicklungszeitpunkte EO bis E7
unternommen. Durch analoge Profile in der Schmelzkurvenanalyse lie3en sich die
Spezifitat der ansequenzierten Amplifkationsprodukte auf die Ubrigen
Amplifkationsprodukte Ubertragen. Die Spezifitat der 12 Oligonukleotidpaare fir ihre
jeweiligen Zielgensequenzen samtlicher Reaktionen der verschiedenen

Entwicklungstage und Gewebe war somit bestatigt.
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5 Diskussion

Die drei zur Genexpressionsanalyse mittels real-time RT-PCR herangezogenen
Gewebetypen Embryo, Dottersack und Allantois/Chorioallantois zeigten Uber den
betrachteten Entwicklungszeitraum von EO bis E7 vielfache Anderungen des
Trankriptionslevels der betrachteten Zielgene, die sich in ihrer Gesamtheit als ein
Expressionsmuster beschreiben lassen (Latil et al. 2003, Sirisuma et al. 2003,
Yamamoto et al. 2004). Fur den Entwicklungszeitraum EO bis E1 konnten lediglich
Proben von in toto homogenisierten Embryonen bearbeitet werden, wobei die MNE-
Werte vom EZP EO durch eine hohe Streuung auffielen und die relative
Quantifizierung von den EZP E1 zu EO (s. Tab. 14) entsprechend kritisch zu
betrachten ist. Des weiteren ist zu beachten, dass bei der Quantifizierung der
aufeinanderfolgender EZP E1 und E2 mit den Gewebetypen Embryo und Dottersack
(s. Tab. 15) und der EZP E3 und E4 mit Embryo und Allantois/Chorioallantois (s.
Tab. 17) zwei unterschiedliche Gewebe zu zwei unterschiedlichen EZPs miteinander
verglichen wurden, also nicht nur ein Parameter (EZP) sondern zwei (EZP und
Gewebetyp) variiert wurden. Anderungen des Transkriptionslevels zu diesen EZPs
konnen also neben der von einem Tag zum nachsten fortschreitenden Entwicklung
auch den Wechsel von einem Gewebe zu einem anderen Gewebe als Ursache
haben, bzw. eine Kombination dieser beiden Faktoren. Da zum EZP E1 noch keine
Probe vom Dottersack vorlag bzw. zum EZP E3 noch keine Probe von der Allantois,
konnten diese Proben nur zu einem heterologen Gewebetyp (Embryo) verglichen
werden. Unterschiedliche Transkriptionslevel zu diesen beiden EZPs liel3en sich also
auf Anderungen mit der Zeit, also von einem EZP zum folgenden EZP, aber auch auf
Unterschiede aufgrund der unterschiedlichen Herkunft der isolierten RNA
zuruckfuhren.

Fur das Zielgen Flk-1 ergab sich Uber den betrachteten Entwicklungszeitraum von EO
bis E7 in allen Gewebetypen ein stabiles Transkriptionslevel. Es konnte keine
Regulation Uber eine differentielle Gentranskription festgestellt werden. Ab dem EZP
E5 lag das Transkriptionslevel in der Allantois/Chorioallantois um das ca. 2-3fache
uber dem Transkriptionslevel im Dottersack. Dies kann im Zusammenhang mit den

intensiven Vaskularisierungsprozessen der Allantois gesehen werden, die um diesen
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Zeitpunkt mit dem Chorion zur Chorioallantois verschmilzt (Sethi & Brookes 1970).
Die MNE lag mit 10°-10 im oberen Bereich der betrachteten Zielgene.

Die relative Quantifizierung des Zielgens Flt-1_cons, welches sowohl die
membranstandige wie auch die |6sliche Form des Rezeptors erfasste, zeigte von EO
auf E1 ca. eine Verfunffachung des MNE-Werts. Dieser frihe Anstieg ist allerdings
aufgrund der geringen Prazision der Daten vom EZP EO kritisch zu betrachten. Es
folgt sowohl in Embryo wie auch im Dottersack von E1 auf E2 eine Verdoppelung
des MNE-Werts, woraufhin das Transkriptionslevel sich bis einschliel3lich E7 im
Bereich von 6 x 10°— 1 x 10 bewegt, so dass man ebenfalls von einem stabilen
Transkriptionsprofil sprechen kann. Im Vergleich der heterologen Gewebe
zueinander zeigten sich ahnliche MNE-Werte. Lediglich zu E7 konnte in der
Allantois/Chorioallantois ein ca. 2,5fach héherer Wert nachgewiesen werden.

Das Zielgen Flt-1_ms konnte erstmals zum EZP E1 nachgewiesen werden, wobei
MNE-Werte um 10”7 eine Quantifizierung am oberen Ende der Nachweisgrenze der
real-time RT-PCR bedeuten und eine entsprechend kritische Bewertung der Daten
bedarf. Das Zielgen zeigte in den drei untersuchten Geweben zwischen E1 und E7
ein leichtes auf und ab des Transkriptionslevels, wobei die MNE letztlich in einem
Bereich von 10 verblieb. Entsprechend waren die MNE-Werte im Vergleich der
Gewebe zueinander ahnlich. Nur zu den EZPs E5 und E7 wies die
Allantois/Chorioallantois eine zweifach- bzw. dreifach hdheren MNE-Wert als der
Dottersack auf. Die MNE-Werte fiir FIt-1_ms lagen mit 107 - 10 bei ca. 1/100 — 1/10
der MNE-Werte des Zielgens Flt-1_cons, setzt man eine ahnliche AE der beiden
Oligonukleotidpaare voraus. Somit macht die I6sliche Form des Rezeptors den
uberwiegenden Anteil der beiden Formen aus. Im Zusammenhang mit der hohen
Affinitat fur VEGF (Waltenberger et al. 1994, Seetharam 1995) erscheint eine im
Vergleich zu Flk-1 geringere Konzentration biologisch aktiven, also
membranstandigen, Flt-1-Proteinrezeptors durchaus maéglich. Das Transkript des
VEGF-Zielgens konnte erstmals zum EZP EO nachgewiesen werden. Von EO auf E1
zeigte sich ca. eine Verdreifachung der MNE, woraufhin das Transkriptionslevel in
der Allantois/Chorioallantois noch leicht anstieg, im Dottersack stabil blieb und im
Bereich einer MNE von 10™ zu liegen kam. Im Vergleich der verschiedenen Gewebe
zueinander ergaben sich abermals Quotienten von ca. 1. Lediglich zum EZP E7
zeigte die Allantois einen gut doppelt so hohen MNE-Wert wie der Dottersack, was

den bisherigen Beobachtungen entsprach.
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Im VEGF-Rezeptor-Ligandensystem mit seinen vier untersuchten Zielgenen lieRen
sich somit mit Ausnahme des Zielgens FIt-1_cons zwischen EO und E1 keine
transkriptionellen Regulationen der Grof3enordnung 10 und héher ermitteln. Eine
Regulation der Genexpression Uber differentielle Transkription findet also nur in
beschranktem Rahmen statt. Im Vergleich der Gewebe zueinander fiel auf, dass die
Allantois/Chorioallantois v.a. gegen Ende des betrachteten Entwicklungszeitraums
generell hdhere MNE-Werte aufwies als der Dottersack, wahrend Dottersack und
Embryo sehr ahnliche Werte aufwiesen.

Als weiteres Rezeptor-Ligandensystem wurden die Transkripte zu den beiden
Proteinen c-kit und SCF quantifiziert, wobei die Anderungen der MNE von einem
EZP zum nachsten in einer Grélienordnung von 0,2 bis 5 und sich somit ebenfalls
nur eine transkriptionelle Regulation in der GréRenordnung von 10" zeigte. c-kit
konnte erstmals zum EZP E1 nachgewiesen werden. Anfanglich sowohl im Embryo
als auch im Dottersack leicht auf- und abpendelnde MNE-Werte stiegen im
Dottersack ab dem EZP E3 leicht an, um sich bei einem MNE-Wert von ca. 2 x 10°
zu stabilisieren. In der Allantois konnte von der ersten Probe von E4 an ein Anstieg
des Transkriptionslevels nachgewiesen werden. Ein MNE-Wert von 1 x 10° zum EZP
E7 stellte ca. eine zehnfache Steigerung gegenuber dem Wert zum EZP E4 dar. Das
Transkript des Liganden SCF wurde bereits zum EZP EOQ nachgewiesen. Im Embryo
ergab sich von EO nach E3 eine Steigerung des MNE-Werts um knapp das fuinffache
auf 4,8 x 10 °. In der Allantois ergab sich anfinglich eine dhnlich hohe Steigerung
der Transkription, welche dann jedoch von E6 nach E7 wieder fast auf den MNE-
Wert von E4 abfiel. Das Transkriptionslevel im Dottersack erwies sich als stabil,
sodass der MNE-Wert von E7 dem ersten MNE-Wert von E2 sehr ahnlich war.
Inwieweit ein Uber mehrere EZPs leicht auf- und abpendelndes Transkriptionslevel
das Ergebnis biologischer Regulation ist oder ein methodisches Artefakt lasst sich
eventuell durch mehrfache Wiederholung der Versuche ermitteln, konnte allerdings
im Rahmen dieser Arbeit nicht Gberpruft werden.

Die mRNA des interzellularen Adhasionsproteins VE-Cadherin konnte erstmals zum
EZP E1 nachgewiesen werden und zeichnete sich generell durch ein stabiles
Transkriptionsniveau aus. Im Dottersack bewegte sich die MNE Uber den
betrachteten Entwicklungszeitraum von E2 bis E7 zwischen 9 x 10°und 6 x 10 und

kann somit als kaum differentiell reguliert betrachtet werden. Im Embryo verhielt sich

94



Diskussion

die Transkription ganz ahnlich und lediglich in der Allantois/Chorioallantois zeigte
sich von E4 auf E5 ein ca. vierfacher Anstieg auf einen MNE-Wert von knapp

4 x 10™*. Wahrend sich die Expressionslevel von VE-Cadherin in Embryo und
Dottersack in derselben GréRenordnung bewegten, zeigte die
Allantois/Chorioallantois ab E5 einen MNE-Wert der knapp eine GroRenordnung Uber
dem des Dottersacks lag. Da VE-Cadherin ein endothelzellspezifisches
Adhasionsmolekll ist (Petzelbauer et al. 2000, Dejana et al. 2000), weist dies auf
einen hoheren Anteil an Endothelzellen im Gewebe der Allantois/Chorioallantois hin
als im Gewebe des Dottersacks. Die zum EZP E7 gegenuber dem Dottersack
erhdhten Transkriptionswerte fur VEGF und VE-Cadherin in der
Allantois/Chorioallantois kdnnen im Zusammenhang mit einer gegentber dem
Dottersack gesteigerten mitogenen und antiapoptotischen Aktivitat gesehen werden.
Das Transkript zum FGF-2-Protein konnte bereits zum EZP EO nachgewiesen
werden, der MNE-Wert befand sich allerdings mit ca. 3 x 10 an der
Detektionsschwelle der real-time RT-PCR. Im Gewebe des Embryos verdreifachte
sich das Transkriptionslevel bis hin zu E3 und auch in der Allantois/Chorioallantois
zeigte von E4 an ganz dhnliche MNE-Werte, welche zu E7 bei ca. 1 x 10° lagen.

Im Dottersack halbierte sich die MNE von E2 bis zu E4 von ca. 4 x 10 auf ca.

2 x 10°®, um sich dann von E4 auf E5 um das Siebenfache zu steigern und bis hin zu
E7 auf einem Niveau von ca. 1 x 10”° zu verbleiben. Im Dottersack zeigte sich also
vom EZP E4 auf E5 ein im Rahmen der Arbeit aul3ergewohnlich starker Anstieg des
Transkriptionslevels, wodurch das Transkriptionsniveau des Dottersacks auf das der
Allantois/Chorioallantois angehoben wurde. Wahrend der frihe Anstieg des
Transkriptionslevels im Embryo mit der essentiellen Rolle von FGF-2 bei der
Differenzierung von Hamangioblasten in der initialen Phase der Vaskulogenese
(Flamme & Risau 1992) im Einklang steht, scheint der starke Anstieg im Dottersack
von E4 auf E5, also erst 2 bis 3 Tage nach den ersten morphologisch beobachtbaren
Vaskulogeneseprozessen, relativ spat zu erfolgen. Das FGF-2-Transkript stellte
eines der wenigen Transkripte dar, dessen MNE-Wert zum EZP E7 annahernd die
gleiche Grolie des Wertes der Allantois/Chorioallantois zeigte. Fur die Ubrigen
Transkripte zeigte sich, dass sie in der Allantois/Chorioallantois zum EZP E7 ca. drei-
bis zehnfach starker transkribiert wurden als im Dottersack. Lediglich c-kit stellte
hierbei eine Ausnahme dar, dessen MNE-Wert zum EZP E7 im Dottersack ungefahr

das dreifache dessen der Allantois/Chorioallantois betrug. Im gemeinsam
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betrachteten Entwicklungszeitraum von Allantois/Chorioallantois und Dottersack von
E4 bis hin zu E7 wies die Allantois/Chorioallantois 25 mal eine hdheres
Transkriptionslevel auf als der Dottersack, wahrend der Dottersack lediglich funfmal
einen hoheren MNE-Wert zeigte. Insgesamt kann man also von einer starkeren
transkriptionellen Aktivitat in der Allantois/Chorioallantois im Vergleich zum
Dottersack sprechen, welche im Verlauf des betrachteten Entwicklungszeitpunkts
relativ zum Dottersack auch noch stetig zunimmt (s. Tab. 28).

Das Transkript des Angiopoietin-1-Gens konnte erstmals zum EZP E1 nachgewiesen
werden, allerdings mit einem Transkriptionslevel in der GroRenordnung von 10
MNE, also ca. eine Zehnerpotenz unterhalb des Bereichs einer prazisen
Quantifizierung. Ausgehend von diesem kritisch zu betrachtenden Wert kommt es zu
einer ungefahr einhundertfachen Steigerung zum EZP E2 in beiden untersuchten
Geweben. Im embryonalen Gewebe folgt eine Steigerung um das zwanzigfache zum
EZP E3, wahrend sich das Transkriptionslevel im Dottersack lediglich um das
vierfache erhéht. Zum EZP E3 hat die Transkriptionsintensitat des Ang-1-Zielgens ihr
Maximum erreicht und fallt in der Folge zum EZP E4 im Dottersack auf ca. die Halfte
ab um bis zum EZP E7 auf einem Transkriptionslevel von ca. 5 x 10 zu verbleiben.
In der ersten Allantois/Chorioallantois zum EZP E4 zeigt sich ein geringeres
Transkriptionslevel als in den bisher betrachteten Proben, zum EZP E5 steigt dieses
allerdings um ca. das siebenfache an und erreicht somit das Niveau der
Embryoprobe von E3. Das Angiopoietin-1-Gen erreicht somit in Embryo und
Dottersack zum EZP E3 sein Maximum, wahrend sich in der Allantois/Chorioallantois
erst zum EZP EG6 die hochste Transkriptionsintensitat zeigt. Diese verzogerte
Transkription eines Botenstoffs, welcher eine wichtige Rolle bei der stabilisierend
wirkenden Interaktion von EZ und Perizyten spielt (Suri et al. 1996) Uberrascht
aufgrund der morphologischen Verhaltnisse nicht und kann mit der, im Laufe der
Embryonalentwicklung zunehmenden Bedeutung der Allantois/Chorioallantois flr die
Stoffwechselbedurfnisse des Embryos gesehen werden, welche sich im
fortlaufenden GrofRenwachstum und in der Vaskularisierung dieses
extraembryonalen Organs manifestiert (Hamburger & Hamilton 1992). Das
Transkriptionslevel von Ang-1 lag vom EZP E5 an bis E7 in der
Allantois/Chorioallantois entsprechend Gber dem Level im Dottersack.

Die Transkripte zu den Wachstumsfaktor BMP2 und BMP4 konnten im Embryo

bereits zum EZP EO nachgewiesen werden und stellten mit einem MNE-Wert von ca.
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7 x10° die in diesem Entwicklungsstadium am starksten transkribierten Faktoren dar.
BMP2 zeigte im Embryo daraufhin ein auf und ab des Transkriptionslevels um
schlieRlich auf ein Niveau von ca. 10 zum EZP E3 zu gelangen. Das BMP2-
Transkriptionslevel in der Allantois verhielt sich vom EZP E4 bis zum letzten
betrachteten EZP E7 stabil und lag im Bereich von ca. 5 x 10 MNE-Einheiten. Im
Dottersack zeigte BMP2 ebenso eine recht stabile Transkriptionsintensitat und lag im
Bereich von ca. 5 x 10> MNE-Einheiten. Lediglich zum EZP E5 zeigte die
Transkription einen Anstieg auf Gber den zweifachen Wert, um dann zum EZP E6 hin
wieder auf den urspruanglichen Wert abzufallen. Im Vergleich der Gewebe zueinander
zeigten sich in Embryo und Dottersack ganz ahnliche Transkriptionslevel,
wohingegen die Allantois/Chorioallantois zu den verschiedenen EZPs E4 bis E7
knapp den zehnfachen MNE-Wert des Dottersacks aufwies. Der, wie oben bereits
erwahnt, vergleichsweise hohe MNE-Wert fur BMP4 zum EZP EO im Embryo fallt
zum EZP E1 auf knapp die Halfte ab und verbleibt in der Folge bei ca. 2 x 10°. In
der Allantois/Chorioallantois zeigte sich in den ersten beiden betrachteten
Entwicklungstagen ein Anstieg auf ca. 10* MNE-Einheiten wobei dieser Wert bis hin
zu E7 stabil blieb. Im Dottersack ergab sich zum ersten betrachteten EZP ein Wert
von ca. 2 x 10 der sich ohne gréRere Anderungen bis zu EZP E7 fortsetzte. Analog
zu den Verhaltnissen bei BMP2 zeigten sich bei BMP4 ganz ahnliche
Transkriptionswerte in Embryo und Dottersack, wahrend die Allantois einen ca.
funffach hoheren MNE-Wert aufwies. Diese Tatsachen gliedern sich in das bisher
beobachtete Schema einer, mit einer generell hdheren transkriptionellen Aktivitat
assoziierten, verzogerten Vasculo- und Hamatopoiese in der Allantois/Chorioallantois
ein, deren Voraussetzung eine BMP-gesteuerte Differenzierung von Blutinseln aus
mesodermalen Gewebe ist (Hemmati-Brivanlou & Thomsen 1995, Maeno et al. 1996,
Dosch et al. 1997, Davidson et al. 2000).

Bei samtlichen durchgeflihrten Berechnungen zur relativen Quantifizierung wurden
ausschlieRlich Reaktionsansatze gleicher Oligonukleotidpaare verglichen, i.e. es
wurde z.B. kein MNE-Wert des Zielgens Flk-1 mit einem MNE-Wert des Zielgens
BMP2 in Bezug gesetzt. Auf diese Weise konnten die evtl. unterschiedlichen AE der
verschiedenen Oligonukleotidpaare vernachlassigt werden. Eine Variation der AE
eines Oligonukleotidpaares in Abhangigkeit von der durchlaufenen Zykluszahl kénnte
jedoch zu einer Verfalschung der Ergebnisse fihren und ware mit den angewandten

Methoden kaum zu erfassen gewesen. Mittels der linearen Regressionsanalyse (s.
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4.2.3.2 ) sollte eine solche zyklusabhangige AE nachzuweisen sein, allerdings lieRen
die Unzulanglichkeiten der computergestiutzten Regressionsanalyse, i.e. der Mangel
an validen RFU-Datenpunkten, eine solche Uberpriifung nicht zu. Wahrend der
Ubergang von der exponentiellen in eine lineare Amplifikation und schlieRlich das
Ausbleiben jeglicher Vervielfaltigung ein PCR-intrinsisches Faktum darstellt
(Morrison & Gannon 1994), scheint die Ubermalige Vervielfachung der initialen RFU-
Datenpunkte ein bisher kaum beachtetes Problem darzustellen. Auch eine
Rucksprache mit dem Hersteller des verwendeten Thermocyclers bzw. optischen
Moduls (BIO-RAD Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA, personliche Mitteilung)
ergab diesbezuglich keine Klarung. Ein Aul3endienstmitarbeiter der Roche
Diagnostics GmbH (Roche Diagnostics GmbH, AuRendienst Forschungslabor,
Vertrieb Deutschland), bei welcher dieses Phanomen ebenfalls beobachtet wurde,
wies auf die Mdglichkeit hin, dass es nach dem Massenwirkungsgesetz bei einem
starken Uberschuss an Oligonukleotiden, dNTPs und Enzym im Verhaltnis zu den
Matrizenmolekulen auch bei der Elongationstemperatur von 60°C zu einer
Denaturierung zumindest eines Bruchteils der dsDNA mit anschlielender
spezifischer Oligonukleotidanlagerung und erneuter Amplifikation kommen konnte.
So wurden innerhalb eines Temperaturzyklusses mehr als ein Amplifikationszyklus
ablaufen, wodurch sich mehrere AEs < 2 zu einer scheinbar einzigen AE > 2
aufsummieren wirden. Da in den allerersten Zyklen, vor dem Auftreten eines
messbaren Fluoreszenzanstiegs, die Reaktionskomponenten in noch grof3erem
Uberschuss gegeniiber den ssDNA-Matrizenmolekiilen vorliegen, ist mit diesem
Effekt der Aufsummierung von einzelnen Amplifikationszyklen innerhalb eines
Temperaturzyklusses vom ersten Zyklus an zu rechnen. Die Verwendung eines
PCR-Thermoprotokolls mit einer kombinierten Oligonukleotidanlagerung und —
verlangerung bei lediglich 60°C sollte geeignet sein diesen Effekt noch
abzuschwachen, da bei der sonst Ublichen Elongationstemperatur von 72°C ein noch
grolierer Anteil der Amplifikationsprodukte zu Einzelstrangen denaturiert werden
wurde. In der Literatur wird zwar von einer dynamischen AE gesprochen (Rutledge
2004), Uber das Phanomen einer frihen uberexponentiellen Amplifikation konnten
jedoch keine Beitrage gefunden werden. Eine weitere Ursache flr eine
uberexponentielle AE ware die parallele Amplifikation alternativer Matrizenmolekiile,
i.e. genomischer DNA. Dies ist jedoch auf Grund der Ergebnisse aus den RT-Minus-

Kontrollen sowie den Sequenzierungsergebnissen auszuschliel3en.
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Far die Ermittlung der AE vieler Reaktionen konnten nur drei RFU-Datenpunkte der
logarithmischen Phase zugeordnet und somit herangezogen werden, obwohl von
Ramakers et al. eine Verwendung von vier bis sechs Punkten empfohlen wird
(Ramakers et al. 2003). Dies war unumganglich, da frihere Datenpunkte die oben
erwahnte unrealistische RFU-Vervielfachung weit Uber eine Verdoppelung zeigten
und spatere RFU-Datenpunkte bereits in die Sattigungsphase fielen. Die Tatsache,
dass einer der drei im LinRegPCR-Programm verfligbaren Anpassungsalgorithmen
die Regressionsgerade durch mindestens drei Datenpunkte mit optimalem
Korrelationskoeffizienten aufstellte, was den eigenen Empfehlungen der Autoren
zuwiderlauft, zeigt, dass die Autoren um das Problem mangelnder Datenpunkte aus
der logarithmischen Phase wissen. Obwohl die obere Grenze der exponentiellen
Amplifikation fur die durchgeflihrten Reaktionsansatze bei ca. 150 RFU lag, wurden
fur die Regressionsanalyse z.T. Datenpunkte Uber dieser Grenze herangezogen.
Dies war fur einen Teil der Reaktionsansatze notwendig um auf eine
Datenpunktanzahl von mindestens 3 zu gelangen. Die Verwendung solcher
Datenpunkte der linearen Amplifikationsphase konnte auflerdem den Gbermaliigen
Anstieg der initialen Datenpunkte kompensieren, was zu realistischen Werten fur die
AE im Bereich von ca. 1,8 — 2,0 fuhrte. Da eine solche Kompensation zweier
voneinander unabhangiger Fehlerquellen abzulehnen ist, wurden die Uber das
LinReg-Computerprogramm ermittelten AE der einzelnen Oligonukleotidpaare nicht
fur die relative Quantifizierung mittels Q-Gene herangezogen und stattdessen eine
AE von 1,95 (95%) fur samtliche Oligonukleotidpaare postuliert. Aus der Bestimmung
der AE Uber die simultane Amplifikation von Verdlinnungsreihen zur Erstellung einer
Standardkurve (Kamphuis et al. 2001, Meijerink et al. 2001) zeigte sich in praxi fir
verschieden Oligonukleotidpaare unter der Bedingung einer Schmelzkurve mit
lediglich einem Gipfel und einer einzelnen Bande der erwarteten Grofde in der
Agarosegelelektrophorese etwa dieser Wert. Eine exakte, vorannahmenfreie
Bestimmung der individuellen AE einer jeden Reaktion anhand der linearen
Regressionsanalyse ware dem sicher vorzuziehen gewesen, erwies sich allerdings
aufgrund des Phanomens der fruhen Uberexponentialen RFU-Vervielfachung als

nicht praktikabel.
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6 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es, im Rahmen einer ersten Orientierungsstudie, eine
molekularbiologischen Beschreibung des Transkriptionsprofils verschiedener
vasculo-, angio-, und hamatogener Botenstoffe (Flk-1, Flt-1, VEGF, c-kit, SCF, VE-
Cadherin, FGF-2, Ang-1, BMP2, BMP4) in den Geweben der frihen Gefal3- und
Blutzellbildung des Hihnerembryos zu geben. Hierzu wurde auf die Methode der
quantitativen real-time RT-PCR zuruckgegriffen, mittels derer die Menge definierter
Transkripte in zuvor entsprechend prozessierten Gewebeproben bestimmt werden
kann.

Im Verlauf der ersten sieben Entwicklungstage (EO-E7) wurden Gewebeproben von
den beiden extraembryonalen hamangiopoetischen Organen, dem Dottersack und
der Allantois bzw. der Chorioallantois, sowie vom Embryo selbst genommen und
anhand der oben erwahnten molekularbiologischen Methode auf ihren mMRNA-Gehalt
hin untersucht. Die solchermalien gewonnenen Daten ermdglichten eine relative,
also das Transkriptionslevel verschiedener Proben miteinander vergleichende,
Quantifizierung, so dass die transkriptionelle Aktivitat und somit naherungsweise
auch der zeitliche Verlauf der Genexpression der untersuchten Botenstoffe im ersten
Drittel der Embryonalentwicklung des Huhns beschrieben werden konnte.

Es konnte gezeigt werden, dass die Intensitat der Transkription der betrachteten
Gene in der Allantois/Chorioallantois generell hoher war als im Dottersack und dieses
Ungleichgewicht vom EZP E4 zum EZP E7 noch stetig zunahm. Somit ist in der
Allantois/Chorioallantois in diesem Zeitraum von einem starkeren vaskulo- und
angiogenetischen Geschehen auszugehen als im Dottersack und der hohere Gehalt
an VE-Cadherin-mRNA weist dementsprechend auch auf einen vergleichsweise
héheren Anteil an Endothelzellen im Gewebe der Allantois/Chorioallantois hin.

Fir die Zielgene Flk-1, Flt-1_cons, VEGF und VE-Cadherin konnten lediglich geringe
Schwankungen im zellularen mRNA-Gehalt der betrachteten Organe uber den
untersuchten Entwicklungszeitraum beobachtet werden, sodass man insgesamt von
einer stabilen Transkriptionsintensitat dieser Faktoren sprechen kann.

Fir die Zielgene Flt-1_ms, c-kit, SCF, BMP2 und BMP4 zeigten sich sowohl geringe
Steigerungen sowie Verminderungen des mRNA-Gehalts Uber den

Entwicklungszeitraum, die von einem Entwicklungstag zum darauf folgenden im
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Bereich vom 0,2 bis 5fachen des Transkriptionslevels vom Vortag lagen.
Differentielle Transkriptionsintensitaten die sich von einem EZP zum nachsten um
den Faktor 5 und mehr unterschieden konnte lediglich fur die Zielgene FGF-2 und
Ang-1 festgestellt werden. So ergab sich flir FGF-2 im Dottersack bzw. fur Ang-1 in
der Allantois/Chorioallantois vom EZP E4 auf den EZP ES5 ein ca. 700 %iger Anstieg
des Transkriptionslevels, was die Bedeutung der korrelierenden, vasculogenese- und
angiogeneseférdernden Proteine fur die Ontogenese v.a. des Gefallsystems dieser
Organe zu genau diesem Entwicklungszeitpunkt zum Ausdruck bringt. Im Embryo
konnte vom EZP E1 auf den EZP E2 eine ca. 40fache Steigerung des zellularen
MRNA-Gehalts von Ang-1 festgestellt werden, welcher zum EZP E3 hin noch eine
ca. 20fache Steigerung folgte. Vom EZP E1 auf den EZP E3 ergibt sich somit ein
Anstieg um einen Faktor von knapp 10%, was der bei weitem stérksten beobachteten
Regulation der in der Arbeit betrachteten Gene entspricht. Im Dottersack zeigte sich
ein vergleichbar hoher mRNA-Gehalt fur Ang-1, so dass, unter der Annahme einer
effizienten Translation, eine aul3erordentlich wichtige Funktion des entsprechenden
Proteins fur die Reifung des primaren Kapillarplexus im Embryo wie auch im
Dottersack, nach 3 Tagen der extrauterinen Entwicklung postuliert werden kann.

Die Bestimmung der individuellen Amplifikationseffizienz einer jeden Reaktion der
real-time RT-PCR anhand der rechnergestitzten linearen Regressionsanalyse ergab
fur die ersten Zyklen mit detektierbarer Amplifikation und entsprechendem
Fluoreszenzlichtanstieg Uber die Hintergrundsfluoreszenz oftmals eine
Vervielfachung auf weit Uber den doppelten bis hin zum vierfachen RFU-Wert. Dies
widerspricht dem theoretischen Maximum einer exponentiellen Amplifikation zur
Basis zwei und kdnnte der Effekt eines starken mengenmaRigen Ungleichgewichts
der limitierten Matrizenmolekule zu den Ubrigen, v.a zu Beginn der Reaktion im
Uberschuss vorliegenden, PCR-Edukten der Reaktion sein. Eine genauere
Betrachtung der Reaktionskinetik in der exponentialen Phase der PCR erscheint fur

eine noch exaktere Nukleotidquantifizierung sinnvoll.
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7 Summary

Relative quantification of vasculo- and angiogenesis associated growth
factors in the early embryologic development of the chick (Gallus gallus

domesticus) by real-time RT-PCR.

Aim of the study was the description of the transcriptional profile of different
vasculogenic, angiogenic and haematogenic growth factors (FIk-1, Fit-1, VEGF, c-kit,
SCF, VE-Cadherin, FGF-2, Ang-1, BMP2, BMP4) in the tissues of early vessel- and
blood cell formation of the chick embryo. For this purpose the quantitative real-time
RT-PCR was used, with which the amount of defined transcripts in previously
processed tissue samples can be determined.

In the course of the first seven days (EO — E7) of embryologic development tissue
samples of the two extraembryonic haemangiopoetic organs, the yolk sac and the
allantois/chorioallantois, as well as of the embryo itself were taken and the mRNA-
quantity of the numbered factors determined as mentioned above. By this means a
comparison of the transcriptional levels in the different samples was achieved and
enabled relative quantification. So the transcriptional activity and the approximate
time course of gene expression of the investigated growth factors in the first third of
chick development could be determined.

It was shown that the transcriptional activity of the genes of interest was generally
higher in the allantois/chorioallantois compared to the yolk sac. This imbalance even
grew constantly from embryonic age E4 to E7. Thus in the allantois/chorioallantois a
more intense vasculogenesis/angiogenesis compared to the yolk sac was taking
place and according to that the higher amount of VE-Cadherin suggested a higher
fraction of endothelial cells in the tissues of the allantois/chorioallantois. The target
genes Flk-1, FIt-1_cons, VEGF und VE-Cadherin showed only small fluctuations of
the cellular mRNA content over the course of the observed development, i.e. they
were transcribed with a quite stable intensity. For the target genes Flt-1_ms, c-kit,
SCF, BMP2 und BMP4 minor increases as well as minor decreases of the cellular
MRNA content were observed, which varied from one day of embryologic
development to the next with a factor in the range of 0,2 to 5. Differential

transcriptional intensities higher than that were only observed for FGF-2 and Ang-1.
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For FGF-2 in the yolk sac, respectively Ang-1 in the allantois/chorioallantois, an
approximate sevenfold increase of the transcriptional level from E4 to E5 could be
shown. This may underline the importance of the correlated proteins for the
ontogenesis of these organs at that point of time. In the embryo from E1 to E2 an
approximate 40fold increase of the cellular mRNA content of Ang-1 was observed,
which was followed by an about 20fold increase up to E3. From E1 to E3 these
increases summed up to an almost 1000fold increase, which was by far the strongest
regulational activity observed in this study. In the yolk sac a similarly high amount of
Ang-1 mRNA was detected, suggesting an effective translation, great importance of
the correlating angiogenic proteins for the maturation of the primary capillary
plexuses in the embryo as well as in the yolk sac after three days of extrauterine
development can be postulated.

The determination of the individual amplification efficiency of each reaction of the
real-time RT-PCR with the help of computer-based linear regression analysis
resulted for the first cycles with detectable amplification and according increase in
fluorescence-intensity in a multiplication to far over the double up to the fourfold
RFU-value from one cycle to the next. This contradicts the theoretical maximum of an
exponential amplification to the base of two and could be the result of a quantitative
imbalance in the limited matrix-molecules compared to the other, prominent at the
beginning of the reaction in extense present, PCR-educts. An intense observation of
the reaction kinetics of exponential phase PCR-amplification seems helpful for an

even more exact nucleotide-quantification.
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9 Anhang

9.1 Verwendete Oligonukleotide

Die in der Arbeit verwendeten Oligonukleotide werden im Folgenden dargestellt wie

sie vom Computerprogramm Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cqi-

bin/primer3/primer3_www.cqi) erstellt und spezifiziert wurden. Die

Nukleotidsequenzen sind durch Fettdruck hervorgehoben.

Flk-1

start len tm gc% any 3 seq
LEFT PRIMER 12 20 61.03 60.00 3.00 1.00 ggagtttcccagagaccgac
RIGHT PRIMER 100 19 61.55 52.63 3.00 2.00 caatcccaaaggcatcagc
PRODUCT SIZE: 89, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 0.00

Fit-1_cons

start len tm gc% any 3' seq
LEFT PRIMER 214 18 62.89 66.67 2.00 0.00 tcgcctctctgeccgtcete
RIGHT PRIMER 379 19 62.68 52.63 3.00 1.00 tgtctgccattcacgctca
PRODUCT SIZE: 166, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 0.00

Fit-1_ms
start len tm gc% any 3 seq
LEFT PRIMER 2330 23 60.26 43.48 3.00 1.00
cgaggaaatacagcaagaatcag
RIGHT PRIMER 2573 19 60.09 63.16 2.00 2.00

gaagagggtcagcaggagc
PRODUCT SIZE: 244, PAIR ANY COMPL.: 2.00, PAIR 3' COMPL: 1.00
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VEGF

start len tm gc% any 3 seq
LEFT PRIMER 281 22 62.18 50.00 3.00 0.00 agaatgtgtccctgtggatgtg
RIGHT PRIMER 360 22 63.33 54.55 4.00 1.00 gcgctatgtgctgactctgatg
PRODUCT SIZE: 80, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 0.00

c-kit
start len tm gc% any 3 seq
LEFT PRIMER 3721 21 60.12 57.14 2.00 0.00
gacaggaggagggttgcttac
RIGHT PRIMER 3928 22 60.36 45.45 3.00 0.00
agatgaaatgacttgtgggagg
PRODUCT SIZE: 208, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

SCF
start len tm gc% any 3' seq
LEFT PRIMER 1254 25 62.00 36.00 4.00 0.00
accaacactgaattgaacaacaaga
RIGHT PRIMER 1340 20 63.02 50.00 3.00 0.00
accccaaatgccacacaaag
PRODUCT SIZE: 87, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 0.00

VE-Cad

start len tm gc% any 3 seq
LEFT PRIMER 2777 23 63.95 47.83 3.00 0.00 tctcatcctgtgctgctttcate
RIGHT PRIMER 2854 20 62.77 55.00 3.00 0.00 ctttcccactgccaccaaac
PRODUCT SIZE: 78, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL.: 0.00
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FGF-2

start len tm gc% any 3 seq
LEFT PRIM 272 19 62.19 52.63 4.00 0.00 agcgatccgcacatcaaac
RIGHT PRIM 381 21 62.89 52.38 4.00 0.00 agcaatctgccatcctccttc

PRODUCT SIZE: 110, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 0.00

Ang-1

start len tm gc% any 3 seq
LEFT PRIM 92 22 62.62 50.00 4.00 0.00 gaagtcaatggaggaggatgga
RIGHT PRIM 201 22 63.35 50.00 4.00 0.00 tcacctgatgggctaccaaaac

PRODUCT SIZE: 110, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 0.00

BMP2

start len tm gc% any 3 seq
LEFT PRIMER 660 19 62.87 57.89 1.00 0.00 tgggtttgtggtggaggtg
RIGHT PRIMER 854 20 62.86 50.00 2.00 0.00 cgctgtttgtgtttcgcttg
PRODUCT SIZE: 195, PAIR ANY COMPL: 2.00, PAIR 3' COMPL.: 0.00

BMP4

start len tm gc% any 3 seq
LEFT PRIMER 1028 19 61.57 63.16 2.00 0.00 ccgaccacctcaactccac
RIGHT PRIMER 1204 19 62.18 63.16 2.00 0.00 acccctccaccaccatctc
PRODUCT SIZE: 177, PAIR ANY COMPL: 2.00, PAIR 3' COMPL: 0.00

18S rRNA

start len tm gc% any 3 seq
LEFT PRIMER 1164 20 60.55 55.00 2.00 0.00 ctcaacacgggaaacctcac
RIGHT PRIMER 1428 20 60.48 55.00 3.00 0.00 cggacatctaagggcatcac
PRODUCT SIZE: 265, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 0.00
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9.2 real-time RT-PCR Daten

Im Folgenden sind die Daten der in der Arbeit durchgeflhrten real-time RT-PCR-
Laufe aufgefiihrt wie sie das iCycler-Programm (iCycler™ iQ, Optical System
Software, Version 3.0a, BIO-RAD Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) geliefert
hat. Die Reaktionsansatze eines EZPs sind jeweils in einer Tabelle gemeinsam als
Triplikate aufgefuhrt. Nicht zur Auswertung herangezogene Reaktionsansatze sind
nicht aufgefihrt. Durch eine Leerzeile voneinander getrennte Reaktionsansatze

wurden in separaten PCR-Laufen durchgefuhrt.

Entwicklungszeitpunkt EO

Position | Tissue Identifier Replicate # | Threshold Cycle (Ct) | Ct Mean | Ct Std. Dev.
B5 Embryo | Flt-1_cons 2 32,58 32,49 1,34E-01
B6 Embryo | Flt-1_cons 2 32,39 32,49 1,34E-01

B10 Embryo VEGF 4 30,2 30,22 1,20E-01
B11 Embryo VEGF 4 30,35 30,22 1,20E-01
B12 Embryo VEGF 4 30,12 30,22 1,20E-01
C4 Embryo scf 6 32,11 32,03 2,03E-01
C5 Embryo scf 6 31,8 32,03 2,03E-01
C6 Embryo scf 6 32,18 32,03 2,03E-01
C10 Embryo | 18S rRNA 8 15,15 14,94 2,51E-01
C11 Embryo | 18S rRNA 8 14,67 14,94 2,51E-01
C12 Embryo | 18S rRNA 8 15 14,94 2,51E-01
A1 Embryo BMP2 1 33,67 33,43 1,01E+00
A2 Embryo BMP2 1 32,32 33,43 1,01E+00
A3 Embryo BMP2 1 34,3 33,43 1,01E+00
A8 Embryo BMP4 3 33,48 33,48 N/A

B4 Embryo | 18S rRNA 5 19,2 19,05 1,33E-01
B5 Embryo | 18S rRNA 5 18,99 19,05 1,33E-01
B6 Embryo | 18S rRNA 5 18,95 19,05 1,33E-01
A1 Embryo FGF-2 1 34,11 33,35 1,10E+00
A2 Embryo FGF-2 1 32,09 33,35 1,10E+00
A3 Embryo FGF-2 1 33,85 33,35 1,10E+00
B7 Embryo | 18S rRNA 7 14,44 14,44 2,99E-02
B8 Embryo | 18S rRNA 7 14,41 14,44 2,99E-02
B9 Embryo | 18S rRNA 7 14,47 14,44 2,99E-02

Tabelle 29: real-time RT-PCR-Daten des PCR-Laufes zum Entwicklungstag EO.
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Entwicklungszeitpunkt E1

Anhang

Position | Tissue Identifier Replicate # | Threshold Cycle (Ct) | Ct Mean | Ct Std. Dev.
D1 Embryo Flk-1 1 25,79 25,71 9,82E-02
D2 Embryo Flk-1 1 25,74 25,71 9,82E-02
D3 Embryo Flk-1 1 25,6 25,71 9,82E-02
D4 Embryo Flt-1 _cons 2 26,93 26,82 1,33E-01
D5 Embryo Flt-1_cons 2 26,87 26,82 1,33E-01
D6 Embryo Flt-1_cons 2 26,67 26,82 1,33E-01
D7 Embryo Flt-1_ms 3 33,92 33,3 5,95E-01
D8 Embryo Flt-1_ms 3 33,24 33,3 5,95E-01
D9 Embryo Flt-1_ms 3 32,73 33,3 5,95E-01

D10 Embryo VEGF 4 25,07 25,06 8,43E-02
D11 Embryo VEGF 4 24,97 25,06 8,43E-02
D12 Embryo VEGF 4 25,14 25,06 8,43E-02
E1 Embryo c-kit 5 30,17 29,85 2,86E-01
E2 Embryo c-kit 5 29,76 29,85 2,86E-01
E3 Embryo c-kit 5 29,62 29,85 2,86E-01
E5 Embryo SCF 6 27,55 27,68 1,87E-01
E6 Embryo SCF 6 27,81 27,68 1,87E-01
E7 Embryo VE-Cad 7 26,18 26,2 8,68E-02
E8 Embryo VE-Cad 7 26,12 26,2 8,68E-02
E9 Embryo VE-Cad 7 26,29 26,2 8,68E-02
E10 Embryo FGF-2 8 31,56 31,32 2,08E-01
E11 Embryo FGF-2 8 31,18 31,32 2,08E-01
E12 Embryo FGF-2 8 31,22 31,32 2,08E-01
F1 Embryo Ang-1 9 37,43 37,58 3,03E-01
F2 Embryo Ang-1 9 37,37 37,58 3,03E-01
F3 Embryo Ang-1 9 37,93 37,58 3,03E-01
F4 Embryo 18S rRNA 10 11,67 11,51 1,58E-01
F5 Embryo 18S rRNA 10 11,51 11,51 1,58E-01
F6 Embryo 18S rRNA 10 11,35 11,51 1,58E-01
A4 Embryo BMP2 2 22,93 23,03 1,84E-01
A5 Embryo BMP2 2 23,24 23,03 1,84E-01
A6 Embryo BMP2 2 22,92 23,03 1,84E-01
A10 Embryo BMP4 4 25,37 25,48 9,52E-02
A11 Embryo BMP4 4 25,52 25,48 9,52E-02
A12 Embryo BMP4 4 25,55 25,48 9,52E-02
B7 Embryo 18S rRNA 6 9,81 9,82 3,23E-02
B8 Embryo 18S rRNA 6 9,85 9,82 3,23E-02
B9 Embryo 18S rRNA 6 9,78 9,82 3,23E-02

Tabelle 30: real-time RT-PCR-Daten des PCR-Laufes zum Entwicklungstag E1.

139




Entwicklungszeitpunkt E2

Anhang

Position | Tissue Identifier Replicate # | Threshold Cycle (Ct) | Ct Mean | Ct Std. Dev.
B1 Embryo Flk-1 1 26,35 26,32 2,10E-01
B2 Embryo Flk-1 1 26,1 26,32 2,10E-01
B3 Embryo Flk-1 1 26,52 26,32 2,10E-01
B7 Yolk sac Flk-1 11 26,33 26,12 1,93E-01
B8 Yolk sac Flk-1 11 25,96 26,12 1,93E-01
B9 Yolk sac Flk-1 11 26,05 26,12 1,93E-01
B4 Embryo Flt-1_cons 2 25,18 25,03 2,08E-01
B5 Embryo Flt-1_cons 2 25,11 25,03 2,08E-01
B6 Embryo Flt-1_cons 2 24,79 25,03 2,08E-01

B10 Yolk sac Flt-1_cons 12 24,81 24,85 3,53E-02
B11 Yolk sac Flt-1_cons 12 24,88 24,85 3,53E-02
B12 Yolk sac | FIlt-1_cons 12 24,85 24,85 3,53E-02
C7 Embryo Flt-1_ms 13 31,85 31,66 2,53E-01
C8 Embryo Flt-1_ms 13 31,76 31,66 2,53E-01
C9 Embryo Flt-1_ms 13 31,37 31,66 2,53E-01
C1 Yolk sac Flt-1_ms 3 31,72 32,04 4,24E-01
Cc2 Yolk sac Flt-1_ms 3 31,88 32,04 4,24E-01
C3 Yolk sac Fit-1_ms 3 32,52 32,04 4,24E-01
C4 Embryo VEGF 4 23,62 23,67 5,07E-02
C5 Embryo VEGF 4 23,67 23,67 5,07E-02
C6 Embryo VEGF 4 23,72 23,67 5,07E-02
C10 Yolk sac VEGF 14 23,65 23,71 8,07E-02
C11 Yolk sac VEGF 14 23,69 23,71 8,07E-02
C12 Yolk sac VEGF 14 23,8 23,71 8,07E-02
E7 Embryo c-kit 15 29,82 29,45 3,38E-01
E8 Embryo c-kit 15 29,37 29,45 3,38E-01
E9 Embryo c-kit 15 29,15 29,45 3,38E-01
E1 Yolk sac c-kit 5 30,23 30,46 2,03E-01
E2 Yolk sac c-kit 5 30,55 30,46 2,03E-01
E3 Yolk sac c-kit 5 30,6 30,46 2,03E-01
E4 Embryo SCF 6 27,2 27,02 1,62E-01
E5 Embryo SCF 6 26,92 27,02 1,62E-01
E6 Embryo SCF 6 26,92 27,02 1,62E-01
E10 Yolk sac SCF 16 26,83 26,85 1,90E-02
E11 Yolk sac SCF 16 26,86 26,85 1,90E-02
E12 Yolk sac SCF 16 26,87 26,85 1,90E-02
F7 Embryo VE-Cad 17 24,76 24,82 1,09E-01
F8 Embryo VE-Cad 17 24,94 24,82 1,09E-01
F9 Embryo VE-Cad 17 24,75 24,82 1,09E-01
F1 Yolk sac VE-Cad 7 24,92 24,91 1,35E-02
F2 Yolk sac VE-Cad 7 24,89 24,91 1,35E-02
F3 Yolk sac VE-Cad 7 24,9 24,91 1,35E-02
F4 Embryo 18S 8 10,85 10,95 1,04E-01
F5 Embryo 18S 8 10,93 10,95 1,04E-01
F6 Embryo 18S 8 11,06 10,95 1,04E-01
F10 Yolk sac 18S 18 10,93 10,88 5,34E-02
F11 Yolk sac 18S 18 10,83 10,88 5,34E-02
F12 Yolk sac 18S 18 10,87 10,88 5,34E-02
Tabelle 31
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Position | Tissue Identifier Replicate # | Threshold Cycle (Ct) | Ct Mean | Ct Std. Dev.
C1 Embryo BMP2 1 24,7 24,65 5,47E-02
C2 Embryo BMP2 1 24,59 24,65 5,47E-02
C3 Embryo BMP2 1 24,66 24,65 5,47E-02

C10 Yolk sac BMP2 4 24,24 24,6 3,19E-01
C11 Yolk sac BMP2 4 24,71 24,6 3,19E-01
C12 Yolk sac BMP2 4 24,84 24,6 3,19E-01
C4 Embryo BMP4 2 25,83 25,82 1,19E-01
C5 Embryo BMP4 2 25,93 25,82 1,19E-01
C6 Embryo BMP4 2 25,69 25,82 1,19E-01
D1 Yolk sac BMP4 5 25,64 25,66 2,80E-02
D2 Yolk sac BMP4 5 25,69 25,66 2,80E-02
D3 Yolk sac BMP4 5 25,64 25,66 2,80E-02
Cc7 Embryo 18S 3 9,48 9,49 4,49E-02
C8 Embryo 18S 3 9,45 9,49 4,49E-02
C9 Embryo 18S 3 9,54 9,49 4,49E-02
D4 Yolk sac 18S 6 9,46 9,29 1,60E-01
D5 Yolk sac 18S 6 9,28 9,29 1,60E-01
D6 Yolk sac 18S 6 9,14 9,29 1,60E-01
A4 Embryo FGF-2 2 27,89 27,73 3,38E-01
A5 Embryo FGF-2 2 27,97 27,73 3,38E-01
A6 Embryo FGF-2 2 27,35 27,73 3,38E-01
A7 Yolk sac FGF-2 3 26,94 27 6,17E-02
A8 Yolk sac FGF-2 3 27,07 27 6,17E-02
A9 Yolk sac FGF-2 3 27 27 6,17E-02
B1 Embryo Ang-1 5 28,8 28,95 1,85E-01
B2 Embryo Ang-1 5 29,16 28,95 1,85E-01
B3 Embryo Ang-1 5 28,9 28,95 1,85E-01
B4 Yolk sac Ang-1 6 27,03 27,17 1,50E-01
B5 Yolk sac Ang-1 6 27,16 27,17 1,50E-01
B6 Yolk sac Ang-1 6 27,33 27,17 1,50E-01
B10 Embryo 18S 8 8,94 8,98 4,32E-02
B11 Embryo 18S 8 8,96 8,98 4,32E-02
B12 Embryo 18S 8 9,03 8,98 4,32E-02
C1 Yolk sac 18S 9 8,72 8,68 3,66E-02
C2 Yolk sac 18S 9 8,65 8,68 3,66E-02
C3 Yolk sac 18S 9 8,66 8,68 3,66E-02

Tabelle 31: real-time RT-PCR-Daten des PCR-Laufes zum Entwicklungstag E2.

141




Entwicklungszeitpunkt E3
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Position | Tissue | Identifier Replicate # | Threshold Cycle (Ct) | Ct Mean | Ct Std. Dev.
B1 Embryo | Flk-1 1 26,13 26,04 1,10E-01
B2 Embryo | Flk-1 1 26,08 26,04 1,10E-01
B3 Embryo | Flk-1 1 25,92 26,04 1,10E-01
B4 Yolk sac | Flk-1 2 27,15 26,89 2,31E-01
B5 Yolk sac | Flk-1 2 26,8 26,89 2,31E-01
B6 Yolk sac | Flk-1 2 26,72 26,89 2,31E-01
B7 Embryo | Flt-1_cons 3 25,63 25,53 1,19E-01
B8 Embryo | Flt-1_cons 3 25,4 25,53 1,19E-01
B9 Embryo | Flt-1_cons 3 25,57 25,53 1,19E-01

B10 Yolk sac | Flt-1_cons 4 25,89 25,8 7,75E-02
B11 Yolk sac |FIt-1_cons 4 25,75 25,8 7,75E-02
B12 Yolk sac | Flt-1_cons 4 25,77 25,8 7,75E-02
C1 Embryo | Flt-1_ms 5 30,33 30,63 2,87E-01
C2 Embryo |Flt-1_ms 5 30,9 30,63 2,87E-01
C3 Embryo |Flt-1_ms 5 30,67 30,63 2,87E-01
C4 Yolk sac |FIt-1_ms 6 31,26 30,88 5,01E-01
C5 Yolk sac | Flt-1_ms 6 30,32 30,88 5,01E-01
C6 Yolk sac | Flt-1_ms 6 31,07 30,88 5,01E-01
c7 Embryo VEGF 7 24,74 24,71 1,05E-01
Cc8 Embryo VEGF 7 24,59 24,71 1,05E-01
C9 Embryo VEGF 7 24,79 24,71 1,05E-01
C10 Yolk sac VEGF 8 24,54 24,42 9,95E-02
C11 Yolk sac VEGF 8 24,35 24,42 9,95E-02
C12 Yolk sac VEGF 8 24,39 24,42 9,95E-02
D1 Embryo c-kit 9 29,63 29,26 3,18E-01
D2 Embryo c-kit 9 29,06 29,26 3,18E-01
D3 Embryo c-kit 9 29,1 29,26 3,18E-01
D4 Yolk sac c-kit 10 32,04 32,33 6,11E-01
D5 Yolk sac c-kit 10 31,92 32,33 6,11E-01
D6 Yolk sac c-kit 10 33,03 32,33 6,11E-01
D7 Embryo SCF 11 26,15 26,12 2,51E-01
D8 Embryo SCF 11 25,86 26,12 2,51E-01
D9 Embryo SCF 11 26,36 26,12 2,51E-01
D10 Yolk sac SCF 12 26,26 26,29 8,12E-02
D11 Yolk sac SCF 12 26,22 26,29 8,12E-02
D12 Yolk sac SCF 12 26,38 26,29 8,12E-02
F1 Embryo VE-Cad 13 25,63 25,54 7,34E-02
F2 Embryo VE-Cad 13 25,49 25,54 7,34E-02
F3 Embryo VE-Cad 13 25,52 25,54 7,34E-02
F4 Yolk sac VE-Cad 14 25,86 25,91 7,84E-02
F5 Yolk sac VE-Cad 14 26 25,91 7,84E-02
F6 Yolk sac VE-Cad 14 25,87 25,91 7,84E-02
F8 Embryo FGF-2 15 28,55 28,53 3,14E-02
F9 Embryo FGF-2 15 28,5 28,53 3,14E-02
F10 Yolk sac FGF-2 16 30,68 30,4 2,45E-01
F11 Yolk sac FGF-2 16 30,24 30,4 2,45E-01
F12 Yolk sac FGF-2 16 30,27 30,4 2,45E-01
Tabelle 32
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Position | Tissue | Identifier Replicate # | Threshold Cycle (Ct) | Ct Mean | Ct Std. Dev.
G1 Embryo Ang-1 17 27,33 27,12 1,92E-01
G2 Embryo Ang-1 17 26,96 27,12 1,92E-01
G3 Embryo Ang-1 17 27,06 27,12 1,92E-01
G4 Yolk sac Ang-1 18 28,42 28,31 1,87E-01
G5 Yolk sac Ang-1 18 28,09 28,31 1,87E-01
G6 Yolk sac Ang-1 18 28,4 28,31 1,87E-01
G7 Embryo 18S rRNA 19 11,34 11,23 9,32E-02
G8 Embryo 18S rRNA 19 11,16 11,23 9,32E-02
G9 Embryo 18S rRNA 19 11,21 11,23 9,32E-02
G10 Yolk sac 18S rRNA 20 11,55 11,49 1,39E-01
G11 Yolk sac 18S rRNA 20 11,33 11,49 1,39E-01
G12 Yolk sac 18S rRNA 20 11,59 11,49 1,39E-01
D7 Embryo BMP2 7 23,41 23,39 2,32E-02
D8 Embryo BMP2 7 23,37 23,39 2,32E-02
D9 Embryo BMP2 7 23,41 23,39 2,32E-02
E4 Yolk sac BMP2 10 24,45 24,42 4,61E-02
E5 Yolk sac BMP2 10 24,44 24,42 4,61E-02
E6 Yolk sac BMP2 10 24,37 24,42 4,61E-02
D10 Embryo BMP4 8 25,29 25,44 1,41E-01
D11 Embryo BMP4 8 25,5 25,44 1,41E-01
D12 Embryo BMP4 8 25,55 25,44 1,41E-01
E7 Yolk sac BMP4 11 26,72 26,28 5,56E-01
E8 Yolk sac BMP4 11 26,47 26,28 5,56E-01
E9 Yolk sac BMP4 11 25,65 26,28 5,56E-01
E1 Embryo 18S rRNA 9 9,6 9,54 1,47E-01
E2 Embryo 18S rRNA 9 9,65 9,54 1,47E-01
E3 Embryo 18S rRNA 9 9,38 9,54 1,47E-01
E10 Yolk sac 18S rRNA 12 9,85 9,98 1,16E-01
E11 Yolk sac 18S rRNA 12 10,06 9,98 1,16E-01
E12 Yolk sac 18S rRNA 12 10,04 9,98 1,16E-01

Tabelle 32: real-time RT-PCR-Daten des PCR-Laufes zum Entwicklungstag E3.

143




Entwicklungszeitpunkt E4

Anhang

Position | Tissue Identifier Replicate # | Threshold Cycle (Ct) | Ct Mean | Ct Std. Dev.
B1 Allantois Flk-1 1 26,8 26,65 1,72E-01
B2 Allantois Flk-1 1 26,68 26,65 1,72E-01
B3 Allantois Flk-1 1 26,47 26,65 1,72E-01
B4 Yolk sac Flk-1 2 27,4 27,26 1,24E-01
B5 Yolk sac Flk-1 2 27,2 27,26 1,24E-01
B6 Yolk sac Flk-1 2 27,17 27,26 1,24E-01
B7 Allantois Flt-1_cons 3 26,91 26,85 4,80E-02
B8 Allantois Flt-1_cons 3 26,81 26,85 4,80E-02
B9 Allantois Flt-1_cons 3 26,84 26,85 4,80E-02

B10 Yolk sac Flt-1_cons 4 26,42 26,37 8,72E-02
B11 Yolk sac Flt-1_cons 4 26,27 26,37 8,72E-02
B12 Yolk sac Flt-1_cons 4 26,41 26,37 8,72E-02
C1 Allantois Flt-1_ms 5 33,06 334 3,46E-01
C2 Allantois Flt-1 ms 5 33,4 33,4 3,46E-01
C3 Allantois Flt-1_ms 5 33,75 33,4 3,46E-01
C4 Yolk sac Flt-1_ms 6 33,12 33,06 3,77E-01
C5 Yolk sac Flt-1_ms 6 32,66 33,06 3,77E-01
C6 Yolk sac Fit-1_ms 6 33,41 33,06 3,77E-01
C7 Allantois VEGF 7 24,74 24,65 8,13E-02
C8 Allantois VEGF 7 24,6 24,65 8,13E-02
C9 Allantois VEGF 7 24,6 24,65 8,13E-02
C10 Yolk sac VEGF 8 24,69 24,67 2,89E-02
C11 Yolk sac VEGF 8 24,63 24,67 2,89E-02
C12 Yolk sac VEGF 8 24,67 24,67 2,89E-02
D1 Allantois c-kit 9 32,41 32,58 2,87E-01
D2 Allantois c-kit 9 32,42 32,58 2,87E-01
D3 Allantois c-kit 9 32,91 32,58 2,87E-01
D4 Yolk sac c-kit 10 30,97 30,66 2,88E-01
D5 Yolk sac c-kit 10 30,4 30,66 2,88E-01
D6 Yolk sac c-kit 10 30,62 30,66 2,88E-01
D7 Allantois SCF 11 29,03 29 1,19E-01
D8 Allantois SCF 11 29,11 29 1,19E-01
D9 Allantois SCF 11 28,87 29 1,19E-01
D10 Yolk sac SCF 12 27,86 27,77 1,05E-01
D11 Yolk sac SCF 12 27,66 27,77 1,05E-01
D12 Yolk sac SCF 12 27,81 27,77 1,05E-01
F1 Allantois VE-Cad 13 26,51 26,12 4,14E-01
F2 Allantois VE-Cad 13 26,16 26,12 4,14E-01
F3 Allantois VE-Cad 13 25,68 26,12 4,14E-01
F4 Yolk sac VE-Cad 14 26,66 26,52 1,37E-01
F5 Yolk sac VE-Cad 14 26,38 26,52 1,37E-01
F6 Yolk sac VE-Cad 14 26,5 26,52 1,37E-01
F7 Allantois FGF-2 15 29,78 29,61 1,45E-01
F8 Allantois FGF-2 15 29,51 29,61 1,45E-01
F9 Allantois FGF-2 15 29,55 29,61 1,45E-01
F10 Yolk sac FGF-2 16 32,31 31,96 4,42E-01
F11 Yolk sac FGF-2 16 31,46 31,96 4,42E-01
F12 Yolk sac FGF-2 16 32,11 31,96 4,42E-01
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Position | Tissue Identifier Replicate # | Threshold Cycle (Ct) | Ct Mean | Ct Std. Dev.
G1 Allantois Ang-1 17 31,64 31,59 2,85E-01
G2 Allantois Ang-1 17 31,29 31,59 2,85E-01
G3 Allantois Ang-1 17 31,85 31,59 2,85E-01
G4 Yolk sac Ang-1 18 30,15 29,97 2,09E-01
G5 Yolk sac Ang-1 18 30,01 29,97 2,09E-01
G6 Yolk sac Ang-1 18 29,74 29,97 2,09E-01
G8 Allantois 18S rRNA 19 12,22 12,24 3,71E-02
G9 Allantois 18S rRNA 19 12,27 12,24 3,71E-02
G10 Yolk sac 18S rRNA 20 12,28 12,1 1,58E-01
G11 Yolk sac 18S rRNA 20 11,97 12,1 1,58E-01
G12 Yolk sac 18S rRNA 20 12,06 12,1 1,58E-01
F1 Allantois BMP2 13 21,91 21,61 2,61E-01
F2 Allantois BMP2 13 21,44 21,61 2,61E-01
F3 Allantois BMP2 13 21,47 21,61 2,61E-01
F10 Yolk sac BMP2 16 24,04 24,53 4,32E-01
F11 Yolk sac BMP2 16 24,87 24,53 4,32E-01
F12 Yolk sac BMP2 16 24,67 24,53 4,32E-01
F4 Allantois BMP4 14 23,86 24,36 4,33E-01
F5 Allantois BMP4 14 24,65 24,36 4,33E-01
F6 Allantois BMP4 14 24,57 24,36 4,33E-01
G1 Yolk sac BMP4 17 26,49 26,33 3,89E-01
G2 Yolk sac BMP4 17 26,62 26,33 3,89E-01
G3 Yolk sac BMP4 17 25,89 26,33 3,89E-01
F7 Allantois 18S rRNA 15 10,02 9,54 6,75E-01
F9 Allantois 18S rRNA 15 9,06 9,54 6,75E-01
G4 Yolk sac 18S rRNA 18 9,51 9,55 3,89E-02
G5 Yolk sac 18S rRNA 18 9,59 9,55 3,89E-02
G6 Yolk sac 18S rRNA 18 9,56 9,55 3,89E-02

Tabelle 33: real-time RT-PCR-Daten des PCR-Laufes zum Entwicklungstag E4.
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Entwicklungszeitpunkt ES

Anhang

Position | Tissue Identifier Replicate # | Threshold Cycle (Ct) | Ct Mean | Ct Std. Dev.
B1 Allantois Flk-1 1 26,39 26,35 7,26E-02
B2 Allantois Flk-1 1 26,27 26,35 7,26E-02
B3 Allantois Flk-1 1 26,4 26,35 7,26E-02
B4 Yolk sac Flk-1 2 27,86 27,61 2,32E-01
B5 Yolk sac Flk-1 2 27,56 27,61 2,32E-01
B6 Yolk sac Flk-1 2 27,41 27,61 2,32E-01
B7 Allantois Flt-1_cons 3 26,33 26,26 6,24E-02
B8 Allantois Flt-1_cons 3 26,25 26,26 6,24E-02
B9 Allantois Flt-1_cons 3 26,2 26,26 6,24E-02

B10 Yolk sac | Flt-1_cons 4 27,11 26,93 3,54E-01
B11 Yolk sac Flt-1_cons 4 26,52 26,93 3,54E-01
B12 Yolk sac | Flt-1_cons 4 27,16 26,93 3,54E-01
C1 Allantois Flt-1_ms 5 32,66 32,63 4,45E-02
C2 Allantois Flt-1 ms 5 32,58 32,63 4,45E-02
C3 Allantois Fit-1_ms 5 32,65 32,63 4,45E-02
C4 Yolk sac Flt-1_ms 6 33,61 33,29 2,84E-01
C5 Yolk sac Flt-1_ms 6 33,21 33,29 2,84E-01
Cc6 Yolk sac Fit-1_ms 6 33,06 33,29 2,84E-01
c7 Allantois VEGF 7 23,87 23,91 3,47E-02
C8 Allantois VEGF 7 23,93 23,91 3,47E-02
C9 Allantois VEGF 7 23,93 23,91 3,47E-02
C10 Yolk sac VEGF 8 24,79 24,67 1,29E-01
C11 Yolk sac VEGF 8 24,53 24,67 1,29E-01
C12 Yolk sac VEGF 8 24,68 24,67 1,29E-01
D1 Allantois c-kit 9 30,5 30,46 3,93E-02
D2 Allantois c-kit 9 30,42 30,46 3,93E-02
D3 Allantois c-kit 9 30,45 30,46 3,93E-02
D4 Yolk sac c-kit 10 29,27 29,07 1,80E-01
D5 Yolk sac c-kit 10 28,91 29,07 1,80E-01
D6 Yolk sac c-kit 10 29,04 29,07 1,80E-01
D7 Allantois SCF 11 27,28 27,26 9,27E-02
D8 Allantois SCF 11 27,16 27,26 9,27E-02
D9 Allantois SCF 11 27,35 27,26 9,27E-02
D10 Yolk sac SCF 12 27,58 27,6 1,68E-01
D11 Yolk sac SCF 12 27,45 27,6 1,68E-01
D12 Yolk sac SCF 12 27,78 27,6 1,68E-01
E1 Allantois VE-Cad 21 24,41 24,32 1,13E-01
E2 Allantois VE-Cad 21 24,37 24,32 1,13E-01
E3 Allantois VE-Cad 21 24,19 24,32 1,13E-01
E4 Yolk sac VE-Cad 22 26,41 26,22 4,23E-01
E5 Yolk sac VE-Cad 22 26,51 26,22 4,23E-01
E6 Yolk sac VE-Cad 22 25,73 26,22 4,23E-01
E7 Allantois FGF-2 23 28,95 28,91 3,26E-02
E8 Allantois FGF-2 23 28,89 28,91 3,26E-02
E9 Allantois FGF-2 23 28,89 28,91 3,26E-02
E10 Yolk sac FGF-2 24 29,34 29,53 2,11E-01
E11 Yolk sac FGF-2 24 29,76 29,53 2,11E-01
E12 Yolk sac FGF-2 24 29,5 29,53 2,11E-01
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Position | Tissue Identifier Replicate # | Threshold Cycle (Ct) | Ct Mean | Ct Std. Dev.
F1 Allantois Ang-1 25 29,15 29 1,42E-01
F2 Allantois Ang-1 25 28,98 29 1,42E-01
F3 Allantois Ang-1 25 28,87 29 1,42E-01
F4 Yolk sac Ang-1 26 30,96 30,86 6,34E-01
F5 Yolk sac Ang-1 26 31,44 30,86 6,34E-01
F6 Yolk sac Ang-1 26 30,18 30,86 6,34E-01
F7 Allantois 18S rRNA 27 12,77 12,52 2,80E-01
F8 Allantois 18S rRNA 27 12,59 12,52 2,80E-01
F9 Allantois 18S rRNA 27 12,22 12,52 2,80E-01

F10 Yolk sac 18S rRNA 28 12,22 12,33 9,85E-02
F11 Yolk sac 18S rRNA 28 12,39 12,33 9,85E-02
F12 Yolk sac 18S rRNA 28 12,39 12,33 9,85E-02
G1 Allantois BMP2 29 23,7 23,74 1,87E-01
G2 Allantois BMP2 29 23,57 23,74 1,87E-01
G3 Allantois BMP2 29 23,94 23,74 1,87E-01
G4 Yolk sac BMP2 30 25,83 25,79 1,50E-01
G5 Yolk sac BMP2 30 25,91 25,79 1,50E-01
G6 Yolk sac BMP2 30 25,62 25,79 1,50E-01
G7 Allantois BMP4 31 25,7 25,68 4,27E-02
G8 Allantois BMP4 31 25,71 25,68 4,27E-02
G9 Allantois BMP4 31 25,63 25,68 4,27E-02
G10 Yolk sac BMP4 32 27,85 27,75 1,28E-01
G11 Yolk sac BMP4 32 27,61 27,75 1,28E-01
G12 Yolk sac BMP4 32 27,8 27,75 1,28E-01

Tabelle 34: real-time RT-PCR-Daten des PCR-Laufes zum Entwicklungstag ES5.
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Entwicklungszeitpunkt E6

Anhang

Position | Tissue Identifier Replicate # | Threshold Cycle (Ct) | Ct Mean | Ct Std. Dev.
B1 Allantois Flk-1 1 26,19 25,97 1,87E-01
B2 Allantois Flk-1 1 25,85 25,97 1,87E-01
B3 Allantois Flk-1 1 25,88 25,97 1,87E-01
B4 Yolk sac Flk-1 2 27,03 26,9 1,17E-01
B5 Yolk sac Flk-1 2 26,83 26,9 1,17E-01
B6 Yolk sac Flk-1 2 26,83 26,9 1,17E-01
B7 Allantois Flt-1_cons 3 25,85 25,85 3,97E-02
B8 Allantois Flt-1_cons 3 25,89 25,85 3,97E-02
B9 Allantois Flt-1_cons 3 25,81 25,85 3,97E-02

B10 Yolk sac FIt-1_cons 4 26,39 26,57 1,60E-01
B11 Yolk sac Flt-1_cons 4 26,71 26,57 1,60E-01
B12 Yolk sac Flt-1_cons 4 26,61 26,57 1,60E-01
C1 Allantois Flit-1_ms 5 30,79 30,71 7,07E-02
C2 Allantois Flt-1 ms 5 30,69 30,71 7,07E-02
C3 Allantois Flt-1_ms 5 30,65 30,71 7,07E-02
C4 Yolk sac Flt-1_ms 6 31,22 31,1 1,64E-01
C5 Yolk sac Fit-1_ms 6 31,17 31,1 1,64E-01
C6 Yolk sac Flt-1_ms 6 30,91 31,1 1,64E-01
C7 Allantois VEGF 7 23,73 23,72 3,43E-02
C8 Allantois VEGF 7 23,74 23,72 3,43E-02
C9 Allantois VEGF 7 23,68 23,72 3,43E-02
C10 Yolk sac VEGF 8 24,39 24,32 1,31E-01
C11 Yolk sac VEGF 8 2417 24,32 1,31E-01
C12 Yolk sac VEGF 8 24 4 24,32 1,31E-01
D1 Allantois c-kit 9 28,84 28,92 1,44E-01
D2 Allantois c-kit 9 29,08 28,92 1,44E-01
D3 Allantois c-kit 9 28,82 28,92 1,44E-01
D4 Yolk sac c-kit 10 28,21 28,08 1,50E-01
D5 Yolk sac c-kit 10 28,12 28,08 1,50E-01
D6 Yolk sac c-kit 10 27,92 28,08 1,50E-01
D7 Allantois SCF 11 26,58 26,57 1,25E-02
D8 Allantois SCF 11 26,56 26,57 1,25E-02
D9 Allantois SCF 11 26,57 26,57 1,25E-02
D10 Yolk sac SCF 12 26,83 26,82 6,19E-02
D11 Yolk sac SCF 12 26,87 26,82 6,19E-02
D12 Yolk sac SCF 12 26,75 26,82 6,19E-02
E1 Allantois VE-Cad 21 23,74 23,59 1,50E-01
E2 Allantois VE-Cad 21 23,59 23,59 1,50E-01
E3 Allantois VE-Cad 21 23,44 23,59 1,50E-01
E4 Yolk sac VE-Cad 22 26,98 26,49 4,34E-01
E5 Yolk sac VE-Cad 22 26,14 26,49 4,34E-01
E6 Yolk sac VE-Cad 22 26,36 26,49 4,34E-01
E7 Allantois FGF-2 23 28,71 28,24 4,15E-01
E8 Allantois FGF-2 23 27,92 28,24 4,15E-01
E9 Allantois FGF-2 23 28,08 28,24 4,15E-01
E10 Yolk sac FGF-2 24 28,38 28,55 1,46E-01
E11 Yolk sac FGF-2 24 28,66 28,55 1,46E-01
E12 Yolk sac FGF-2 24 28,61 28,55 1,46E-01
Tabelle 35
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Position | Tissue Identifier Replicate # | Threshold Cycle (Ct) | Ct Mean | Ct Std. Dev.
F1 Allantois Ang-1 25 27,06 27,22 1,51E-01
F2 Allantois Ang-1 25 27,26 27,22 1,51E-01
F3 Allantois Ang-1 25 27,35 27,22 1,51E-01
F4 Yolk sac Ang-1 26 29,75 29,67 2,13E-01
F5 Yolk sac Ang-1 26 29,83 29,67 2,13E-01
F6 Yolk sac Ang-1 26 29,43 29,67 2,13E-01
F7 Allantois 18S rRNA 27 12,16 11,95 1,83E-01
F8 Allantois 18S rRNA 27 11,86 11,95 1,83E-01
F9 Allantois 18S rRNA 27 11,83 11,95 1,83E-01

F10 Yolk sac 18S rRNA 28 11,87 11,9 7,18E-02
F11 Yolk sac 18S rRNA 28 11,85 11,9 7,18E-02
F12 Yolk sac 18S rRNA 28 11,98 11,9 7,18E-02
G1 Allantois BMP2 29 23,56 23,6 7,43E-02
G2 Allantois BMP2 29 23,69 23,6 7,43E-02
G3 Allantois BMP2 29 23,56 23,6 7,43E-02
G4 Yolk sac BMP2 30 26,62 26,36 2,36E-01
G5 Yolk sac BMP2 30 26,31 26,36 2,36E-01
G6 Yolk sac BMP2 30 26,16 26,36 2,36E-01
G7 Allantois BMP4 31 25,65 25,43 1,99E-01
G8 Allantois BMP4 31 25,26 25,43 1,99E-01
G9 Allantois BMP4 31 25,38 25,43 1,99E-01
G10 Yolk sac BMP4 32 27,3 27,24 8,48E-02
G11 Yolk sac BMP4 32 27,28 27,24 8,48E-02
G12 Yolk sac BMP4 32 27,14 27,24 8,48E-02

Tabelle 35: real-time RT-PCR-Daten des PCR-Laufes zum Entwicklungstag E6.
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Anhang

Position | Tissue Identifier Replicate # | Threshold Cycle (Ct) | Ct Mean | Ct Std. Dev.
B1 Allantois Flk-1 1 23,5 23,87 8,19E-01
B2 Allantois Flk-1 1 23,3 23,87 8,19E-01
B3 Allantois Flk-1 1 24,81 23,87 8,19E-01
B4 Yolk sac Flk-1 2 26,07 25,82 2,19E-01
B5 Yolk sac Flk-1 2 25,68 25,82 2,19E-01
B6 Yolk sac Flk-1 2 25,71 25,82 2,19E-01
B7 Allantois Flt-1_cons 3 23,25 23,01 2,03E-01
B8 Allantois Flt-1_cons 3 22,91 23,01 2,03E-01
B9 Allantois Flt-1_cons 3 22,88 23,01 2,03E-01

B10 Yolk sac Flt-1_cons 4 25,19 25,17 4,26E-02
B11 Yolk sac Flt-1_cons 4 25,19 25,17 4,26E-02
B12 Yolk sac Flt-1_cons 4 25,12 2517 4,26E-02
C1 Allantois Fit-1_ms 5 28,61 28,02 6,27E-01
Cc2 Allantois Fit-1_ms 5 28,08 28,02 6,27E-01
C3 Allantois Flt-1_ms 5 27,36 28,02 6,27E-01
C4 Yolk sac Flt-1_ms 6 30,71 30,37 1,17E+00
C5 Yolk sac Flt-1_ms 6 31,33 30,37 1,17E+00
C6 Yolk sac Flt-1 ms 6 29,07 30,37 1,17E+00
C7 Allantois VEGF 7 21,03 20,87 1,40E-01
C8 Allantois VEGF 7 20,79 20,87 1,40E-01
C9 Allantois VEGF 7 20,79 20,87 1,40E-01
C10 Yolk sac VEGF 8 22,81 22,79 8,81E-02
C11 Yolk sac VEGF 8 22,87 22,79 8,81E-02
C12 Yolk sac VEGF 8 22,7 22,79 8,81E-02
D1 Allantois c-kit 9 26,93 26,99 5,76E-02
D2 Allantois c-kit 9 27,04 26,99 5,76E-02
D3 Allantois c-kit 9 27 26,99 5,76E-02
D4 Yolk sac c-kit 10 26,15 26,27 1,05E-01
D5 Yolk sac c-kit 10 26,32 26,27 1,05E-01
D6 Yolk sac c-kit 10 26,34 26,27 1,05E-01
D7 Allantois SCF 11 25,94 26,02 1,33E-01
D8 Allantois SCF 11 25,94 26,02 1,33E-01
D9 Allantois SCF 11 26,17 26,02 1,33E-01
D10 Yolk sac SCF 12 26,42 26,34 8,08E-02
D11 Yolk sac SCF 12 26,25 26,34 8,08E-02
D12 Yolk sac SCF 12 26,34 26,34 8,08E-02
E1 Allantois VE-Cad 21 21,8 21,63 1,64E-01
E2 Allantois VE-Cad 21 21,6 21,63 1,64E-01
E3 Allantois VE-Cad 21 21,48 21,63 1,64E-01
E4 Yolk sac VE-Cad 22 25,39 24,86 5,87E-01
E5 Yolk sac VE-Cad 22 24,23 24,86 5,87E-01
E6 Yolk sac VE-Cad 22 24,97 24,86 5,87E-01
E7 Allantois FGF-2 23 26,89 26,84 8,22E-02
E8 Allantois FGF-2 23 26,89 26,84 8,22E-02
E9 Allantois FGF-2 23 26,75 26,84 8,22E-02
E10 Yolk sac FGF-2 24 27,57 27,6 3,24E-01
E11 Yolk sac FGF-2 24 27,94 27,6 3,24E-01
E12 Yolk sac FGF-2 24 27,29 27,6 3,24E-01
Tabelle 36
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Position | Tissue Identifier Replicate # | Threshold Cycle (Ct) | Ct Mean | Ct Std. Dev.
F1 Allantois Ang-1 25 26,99 26,75 2,29E-01
F2 Allantois Ang-1 25 26,71 26,75 2,29E-01
F3 Allantois Ang-1 25 26,54 26,75 2,29E-01
F4 Yolk sac Ang-1 26 28,8 28,87 1,46E-01
F5 Yolk sac Ang-1 26 29,04 28,87 1,46E-01
F6 Yolk sac Ang-1 26 28,78 28,87 1,46E-01
G1 Allantois BMP2 29 21,71 21,77 7,88E-02
G2 Allantois BMP2 29 21,74 21,77 7,88E-02
G3 Allantois BMP2 29 21,86 21,77 7,88E-02
G4 Yolk sac BMP2 30 25,57 25,45 1,44E-01
G5 Yolk sac BMP2 30 25,48 25,45 1,44E-01
G6 Yolk sac BMP2 30 25,29 25,45 1,44E-01
G7 Allantois BMP4 31 23,58 23,3 2,72E-01
G8 Allantois BMP4 31 23,03 23,3 2,72E-01
G9 Allantois BMP4 31 23,3 23,3 2,72E-01

G10 Yolk sac BMP4 32 26,58 26,44 1,41E-01
G11 Yolk sac BMP4 32 26,3 26,44 1,41E-01
G12 Yolk sac BMP4 32 26,42 26,44 1,41E-01
F7 Allantois 18S rRNA 27 9,84 9,81 1,35E-01
F8 Allantois 18S rRNA 27 9,93 9,81 1,35E-01
F9 Allantois 18S rRNA 27 9,66 9,81 1,35E-01
F10 Yolk sac 18S rRNA 28 10,57 10,55 4,68E-01
F11 Yolk sac 18S rRNA 28 10,08 10,55 4,68E-01
F12 Yolk sac 18S rRNA 28 11,01 10,55 4,68E-01

Tabelle 36: real-time RT-PCR-Daten des PCR-Laufes zum Entwicklungstag E7.
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9.3 PCR-Fragment-Ansequenzierungsdaten

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Nukleotidsequenzbestimmung durch den
kommerziellen Anbieter (GATC BIOTECH, Konstanz, Deutschland) dargestellt. Die
ermittelten Sequenzen sind durch Fettdruck hervorgehoben. Aul3erdem sind die
Ergebnisse des Abgleichs der solchermalien gewonnenen Sequenzen mit den
Sequenzen der NCBI-Nukleotiddatenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

widergegeben.

Sequenzieransatz 1 ( Flk-1 Amplifikationsprodukt):

nagataacctntgtggcgntggagcttttggccagncatagaagctgatgcctttgggat

>gi|50746980|ref|XM_420704.1| LocusLink info PREDICTED: Gallus gallus flk-1
receptor (LOC395323), mRNA
Length = 4131
Score = 61.9 bits (31), Expect = 1e-07
Identities = 40/42 (95%), Gaps = 1/42 (2%)
Strand = Plus / Plus
Query: 20
tggagcttttggcca-gncatagaagctgatgcctttgggat 60
Sbjct: 2646
tggagcttttggccaagtcatagaagctgatgcectttgggat 2687
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Sequenzieransatz 2 (Flt-1 cons Amplifikationsprodukt):

tgCCCCGCCgCTGCTCTCAGGGACCGTGCTGCTGGGAGCCGCCTTCCTGCTCG
CAGGATCGACTTCAGGATCAAAATTGAAAGTTCCTGTGCTGAGCGTGAATGGC
AGAc

gi|18652862|dbj|AB065373.1| LocusLink infoUniGene info Gallus gallus mRNA for
soluble vascular endothelial growth factor
receptor-1, complete cds
Length = 2344
Score = 204 bits (103), Expect = 3e-50
Identities = 110/111 (99%), Gaps = 1/111 (0%)
Strand = Plus / Plus
Query: 1
tgccecgecgcetgetctcagggaccgtgetgetgggagecgcecttecctgetcgcaggat 59
Sbjct: 268
tgccecegecagcetgcetctcagggaccgtgcetgetgggagcecgcecttectgetcgcaggat 327

Query: 60

cgacttcaggatcaaaattgaaagttcctgtgctgagcgtgaatggcagac 110
Sbjct: 328

cgacttcaggatcaaaattgaaagttcctgtgctgagcgtgaatggcagac 378
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Sequenzieransatz 3 (Flt-1 ms):

AAGAGGAGGACGAAGGACTTTATCAGTGCATAGCCACCAACTTGAAGGGGTC
TGTGGAGAGCACAGCGTATGTCACAGTACAAGGCACAGTGGAGAGATCGAAC
CTGGAGCTGATAACCCTGACCTGTACCTGTGTGGCTGCAACGCTTTTCTGGCT

CCTGCTGACCCTCTTCaa

>@i|18652860|dbj|AB065372.1| LocusLink infoUniGene info Gallus gallus mRNA for
vascular endothelial growth factor receptor-1,
complete cds

Length = 4272
Score = 345 bits (174), Expect = 2e-92
Identities = 174/174 (100%)
Strand = Plus / Plus
Query: 1

aagaggaggacgaaggactttatcagtgcatagccaccaacttgaaggggtctgtggaga 60
Sbjct: 2401

aagaggaggacgaaggactttatcagtgcatagccaccaacttgaaggggtctgtggaga 2460

Query: 61

gcacagcgtatgtcacagtacaaggcacagtggagagatcgaacctggagctgataaccc 120
Sbjct: 2461

gcacagcgtatgtcacagtacaaggcacagtggagagatcgaacctggagctgataaccc 2520

Query: 121

tgacctgtacctgtgtggctgcaacgcttttctggcetectgetgaccctcttica 174
Sbjct: 2521

tgacctgtacctgtgtggctgcaacgcttttctggctcctgctgaccctctica 2574
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Sequenzieransatz 4 (VEGF Amplifikationsprodukt):

nnnnnccgttccagtngnatgcagnnattaaccccatcagagtcagcaca

>@i|27368067|gb|AY168004.1| LocusLink infoUniGene info Gallus gallus vascular
endothelial growth factor mRNA, complete
cds, alternatively spliced
Length = 579
Score = 42.1 bits (21), Expect = 0.072
Identities = 21/21 (100%)
Strand = Plus / Plus
Query: 30
aaccccatcagagtcagcaca 50
Sbjct: 329
aaccccatcagagtcagcaca 349
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Sequenzieransatz 5 (c-kit Amplifikationsprodukt):

gaGACATCTTATCTTGGCAGGAGCAGAAGCAAAAAATTCTATCCTGAGGGCCC
TTTGCTTATCTTATGATATGCAGGTGAATATTTCCCACAGGCTGGCTTGGATAA
TGCTCTCAGGAAAGGGCTCTTCCTCCCACAAGTCATTTCATCTACTGTAAGCA
ACCCTCCTCCTGt

>gi|303532|dbj|D13225.1|CHKCKITP LocusLink infoUniGene info Gallus gallus

mRNA for c-kit protein, complete cds
Length = 5044

Score = 297 bits (150), Expect = 4e-78

Identities = 150/150 (100%)

Strand = Plus / Plus

Query: 1

gagacatcttatcttggcaggagcagaagcaaaaaattctatcctgagggccctttgett 60
Sbjct: 3779

Gagacatcttatcttggcaggagcagaagcaaaaaattctatcctgagggccctttge

tt 3838

Query: 61
Atcttatgatatgcaggtgaatatttcccacaggctggcttggataatgctctcagga
aa 120

Sbjct: 3839
Atcttatgatatgcaggtgaatatttcccacaggctggcttggataatgctctcagga
aa 3898

Query: 121

gggctcttcctcccacaagtcatttcatet 150
Sbjct: 3899

gggctcttcctcccacaagtcatttcatct 3928

Score = 48.1 bits (24), Expect = 0.006

Identities = 24/24 (100%)
Strand = Plus / Minus
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Query: 150

tactgtaagcaaccctcctcctgt 173

Sbjct: 3745
tactgtaagcaaccctcctcctgt 3722
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Sequenzieransatz 6 (SCF Amplifikationsprodukt):

gaggcttacagactattcttatgtgaatatctactttgtgtggcatttggggtacannnn

>@i|391648|dbj|D13516.1|CHKSTCF LocusLink infoUniGene info Gallus gallus
MRNA for stem cell factor, complete cds
Length = 1489
Score = 73.8 bits (37), Expect = 3e-11
Identities = 37/37 (100%)
Strand = Plus / Plus
Query: 17
tcttatgtgaatatctactttgtgtggcatttggggt 53
Sbjct: 1304
tcttatgtgaatatctactttgtgtggcatttggggt 1340

158



Anhang

Sequenzieransatz 7 (VE-Cad Amplifikationsprodukt):

ngacctcgatacgctggaccacaggtttggtggcagtggggaaagaannn

>@i|23452344|gb|AF522067.1| LocusLink infoUniGene info Gallus gallus vascular
endothelial cadherin precursor, mMRNA, complete
cds
Length = 4565
Score = 42.1 bits (21), Expect = 0.066
Identities = 21/21 (100%)
Strand = Plus / Plus
Query: 19
cacaggtttggtggcagtggg 39
Sbjct: 2830
cacaggtttggtggcagtggg 2850
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Sequenzieransatz 8 (FGF-2 Amplifikationsprodukt):

AtcaatnaaGGCGTAAGTGCAAAcnnnctTTCTGGCTATGAAGGAGGATGGCAGAT
TGc

>@i|45382174|refINM_205433.1| LocusLink infoUniGene info Gallus gallus fibroblast
growth factor (BFGF), mRNA
Length = 574
Score = 75.8 bits (38), Expect = 7e-12
Identities = 49/52 (94%), Gaps = 1/52 (1%)
Strand = Plus / Plus
Query: 8 aaggcgtaagtgcaaacnnnctttctggctatgaaggaggatggcagattge 59
Sbjct: 330  aaggcgtaagtgcaaaccgctttctggctatgaaggaggatggcagattge 380

160



Anhang

Sequenzieransatz 9 (Ang-1 Amplifikationsprodukt):

nccatcacacgaaagaggcagcctagatttcagaaaggctggaaagaatacaaaatgggttttggtagccc
atcaggtga

>gi|37496539|emb|AJ539549.1|GGA539549 LocusLink infoUniGene info Gallus
gallus partial mMRNA for Angiopoietin-1 (ANG-1 gene)
Length = 478
Score = 113 bits (57), Expect = 5e-23
Identities = 64/65 (98%), Gaps = 1/65 (1%)
Strand = Plus / Plus
Query: 17
ggcagcctagatttcagaaaggctggaaagaatacaaaatgggttttggtagcccatca 75
Sbjct: 137
Ggcagcctagatttccagaaaggctggaaagaatacaaaatgggttttggtagcccaca 196

Query: 76
ggtga 80
Sbjct: 197
ggtga 201

161



Anhang

Sequenzieransatz 10 (18S rRNA Amplifikationsprodukt):

GaTTGAGAGCTCTTTCTCGATTCCGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTT
GGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGACTCTGGCATGCT
AACTAGTTACGCGACCCCCGAGCGGTCGGCGTCCAACTTCTTAGAGGGACAA
GTGGCGTTCAGCCACCCGAGATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGA
TGTCc

>@i|7262899|gb|AF173612.1|AF173612 Gallus gallus 18S ribosomal RNA gene,
complete sequence
Length = 1737
Score = 430 bits (217), Expect = e-118
Identities = 217/217 (100%)
Strand = Plus / Plus
Query: 1
gattgagagctctttctcgattccgtgggtggtggtgcatggcecgttcttagtiggtgga 60
Sbjct: 1211
gattgagagctctttctcgattccgtgggtggtggtgcatggecgttcttagtiggtgga 1270

Query: 61

gcgatttgtctggttaattccgataacgaacgagactctggcatgctaactagttacgeg 120
Sbjct: 1271

gcgatttgtctggttaattccgataacgaacgagactctggcatgctaactagttacgeg 1330

Query: 121

acccccgagceggtcggcegtccaacttcttagagggacaagtggcegttcagccacccgaga 180
Sbjct: 1331

acccccgagceggtcggcegteccaacttcttagagggacaagtggegttcagccacccgaga 1390

Query: 181

ttgagcaataacaggtctgtgatgcccttagatgtcc 217
Sbjct: 1391

ttgagcaataacaggtctgtgatgcccttagatgtcc 1427
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Sequenzieransatz 11 (BMP2 Amplifikationsprodukt):

CAGGTCTTTACATCAGGATGAAGATAGCTGGTCTCAGCTCAGGCCGTTGTTAG
TGACGTTTGGGCATGATGGCAAGGGACACCCGCTCCACAAAAGAGAAAAGCG
TCAAGCGAAACACAAACAGc

>@i|34556453|gb|AY237249.1| LocusLink infoUniGene info Gallus gallus bone
morphogenetic protein 2 mRNA, complete cds
Length = 1179
Score = 248 bits (125), Expect = 2e-63
Identities = 125/125 (100%)
Strand = Plus / Plus
Query: 1 caggtctttacatcaggatgaagatagctggtctcagctcaggcecgttgttagtgacgtt 60
Sbjct: 729 caggtctttacatcaggatgaagatagctggtctcagctcaggcecgttgttagtgacgtt 788

Query: 61 tgggcatgatggcaagggacacccgctccacaaaagagaaaagcgtcaagcgaaacacaa
120
Sbjct: 789 tgggcatgatggcaagggacacccgctccacaaaagagaaaagcgtcaagcgaaacacaa
848

Query: 121 acagc 125
Sbjct: 849 acagc 853
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Sequenzieransatz 12 (BMP4 Amplifikationsprodukt):

GTCACTCcgCATCCccaGGCCTGCTGCGTGCCCACGGAGCTGAGCGCCATCTC
CATGCTCTACCTGGATGAGTATGACAAGGTGGTGCTGAAAAACTACCAGGAG
ATGGTGGTGGAGGGGTa

>gi|45384537|ref[NM_205237.1| LocusLink infoUniGene info Gallus gallus bone
morphogenetic protein 4 (BMP-4), mRNA
Length = 1243
Score = 210 bits (106), Expect = 5e-52
Identities = 113/114 (99%), Gaps = 1/114 (0%)
Strand = Plus / Plus
Query: 9  gcatccccaggcectgetgegtgecccacggagcetgagegcecatctccatgcetctacctgg 67
Sbjct: 1091 gcatccccaaggcectgetgegtgeccacggagcetgagegcecatcteccatgcetctacctgg 1150

Query: 68 atgagtatgacaaggtggtgctgaaaaactaccaggagatggtggtggaggggt 121
Sbjct: 1151 atgagtatgacaaggtggtgctgaaaaactaccaggagatggtggtggaggggt 1204
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9.4 Abkurzungsverzeichnis

Abb.
AE
AGM
Alla.
AM
bp
CCD
DNA
dNTP
DS
dsDNA

EDTA
Emb.
EZ
EZM
EZP
gDNA

HH
HSZ

MNE
MRNA

Abbildung

Amplifikationseffizienz
Aorta-Gonaden-Mesonephros

Allantois

Arithmetisches Mittel

base pairs (engl.)

Charge Coupled Device (engl.)
Desoxyribonucleic Acid (engl.)
Desoxynukleotidtriphosphat
Dottersack

double stranded Desoxyribonucleic Acid (engl.)
embryonales Alter in Tagen
Ethylendiamintetraacetat

Embryo

Endothelzelle

Extrazellulare Matrix
Entwicklungszeitpunkt

genomic Desoxyribonucleic Acid (engl.)
Stunden

Entwicklungsstadium nach Hamburger & Hamilton
Hamatopoetische Stammzelle
Korrelationskoeffizient

Mikrogramm

Mikromolar

Mikroliter

Minuten

Milliliter

Millimolar

Mittlere Normalisierte Expression

messenger Ribonucleic Acid (engl.)
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NCBI
n.d.

ng
PBS
PC
PCR
PIP
RFU
RG
rRNA
RT

SA
SDS
ssDNA
SWZ
Tab.
TGF-B

ZG

National Centre for Biotechnology Information (engl.)
nicht detektierbar

Nanogramm

phosphatgepufferte Saline

Personal Computer (engl.)

Polymerase Chain Reaction (engl.)

posterior intestinal portal (engl.)

Relative Fluorescence Units (engl.)
Referenzgen

ribosomal Ribonucleic Acid (engl.)

Reverse Transkription

Standardabweichung

Sodiumdodecylsulfat

single stranded Desoxyribonucleic Acid (engl.)
Schwellenwertzyklus

Tabelle

Transforming Growth Factor- (engl.)

Unit (engl.)

Zielgen
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