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Abkurzungen
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1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung assistierter Reproduktionstechniken

Durch die Anwendung reproduktionsbiologischer Techniken in der Tierzucht ist es
mdglich, die Eigenschaften von Nutztieren gezielt zu verbessern. Eine der
wichtigsten Methoden ist die in vitro Produktion (IVP) von Embryonen mit
anschlieendem Embryo Transfer (ET). Diese Technik wurde im Jahre 1981 beim
Rind zum ersten Mal mit Erfolg angewendet [1]. Bei dieser Technik werden Oozyten
in vitro maturiert, befruchtet und kultiviert. In Kultur entwickelt sich die befruchtete
Eizelle zur Blastozyste und wird dann einer Leihmutter Ubertragen (ET) [2]. Neben
der Erforschung der fruihen Embryonalentwicklung haben diese Techniken, allgemein
bezeichnet als assistierte Reproduktionstechniken (ART), heute einen wichtigen
kommerziellen Nutzen. So wurden alleine im Jahr 2003 weltweit tber 100.000 bovine
Embryonen in vitro produziert und transferiert [3]. Diese Zahl verdeutlicht, welche
wachsende wirtschaftliche Bedeutung diesen reproduktionsbiologischen Techniken
heute in der Tierzucht zukommt.

Nur etwa 50% aller ETs beim Rind fuhren zu einer erfolgreichen Trachtigkeit. Haufig
kommt es zu einem erhdhten Geburtsgewicht der Kalber (Large Offspring
Syndrome), einer erhdhten Rate an Missbildungen und perinatalen Todesfallen [4, 5].
Diese Veranderungen werden nach einer kiunstlichen Befruchtung nicht beobachtet,
wenn der Embryo zu Beginn der Entwicklung durch den Ovidukt wandert [6]. Beim
ET konnte der fehlende Kontakt zum Oviduktepithel und somit die fehlende
Interaktion zwischen Embryo und Muttertier zu der erhohten Rate pathologischer
Veranderungen wahrend der Graviditat fuhren. Ein detaillierteres Verstandnis der
involvierten Signale bei der embryo-maternalen Kommunikation kann zur
Optimierung der in vitro Kultursysteme fur Embryonen und so zur Verringerung
pathologischer Veranderungen wahrend der Embryonalentwicklung beitragen. Des
Weiteren konnten die Untersuchungen der embryo-maternalen Kommunikation
wichtige Informationen Uber die Biologie der fruhen Embryonalentwicklung liefern.
Von den molekularen Signalen, die bei der Interaktion zwischen Embryo und Mutter

eine Rolle spielen, sind bis heute nur einige wenige bekannt.
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1.2 Molekulare Signale der embryo-maternalen Kommunikation

Interferon tau

Das bekannteste embryonale Trachtigkeitserkennungssignal bei Wiederkauern ist
das Ende der 80er Jahre erstmals beschriebene Interferon tau (IFNT) [7]. Dieses
parakrine Hormon gehort zu funf verwandten Typ | Interferonen (alpha, beta, delta,
omega, tau). IFNT ist das Signal flir die maternale Erkennung der Trachtigkeit in
Wiederkauern und wird von den Trophoblastenzellen der Blastozyste exprimiert [8].
Das vom Embryo sezernierte IFNT inhibiert die endometriale Expression von
Oxytocin-Rezeptoren und die endometriale Freisetzung von Prostaglandin Faq
(PGF24) wird reprimiert. Diese IFNT-vermittelte Inhibition der PGF,, Ausschittung
fuhrt zur Erhaltung des Corpus luteum (CL) [9]. Das CL ist eine temporar
inkretorische DruUse, die Progesteron produziert, ein essentielles Hormon fur die
Entstehung und Erhaltung der Trachtigkeit [10].

Bei der Kultur in vitro produzierter boviner Blastozysten konnen sich umweltbedingte
Faktoren, wie beispielsweise oxidativer Stress auf die Menge des exprimierten IFNT
auswirken [11]. Die Rate erfolgreicher Trachtigkeiten nach einem ET hangt wiederum
von der Menge an sezerniertem IFNT ab [12, 13, 14]. Eine Fehlregulation der IFNT
Expression durch innere oder aulRere Einflisse oder eine inadaquate Reaktion des
Endometriums auf dieses Schlusselhormon konnen die Ursache fur einen verfruhten
Verlust des Embryos sein. Neben diesem trachtigkeitsspezifischen Hormon von
Wiederkauerembryonen ist eine Reihe von multifunktionalen Signalen bekannt, die
artibergreifend bei der Entstehung und Aufrechterhaltung der Trachtigkeit eine Rolle

spielen.

Das Insulin-like Growth Factor-System

Das Insulin-like Growth Factor-System (IGF-System) ist ein komplexes
Hormonsystem, das wichtige Funktionen bei Apoptose, Zellwachstum und
-differenzierung sowie der Entstehung der Trachtigkeit spielt [15]. Zum IGF-System
gehdren die Liganden IGF-I und —lIlI, die Rezeptoren IGF-IR und IGF-IIR sowie die
IGF-Bindungsproteine IGFBP-1 bis -6. Letztere binden IGF-I und —Il und modulieren
so deren Aktivitdt. Bereits in reifenden Oozyten wurde der Effekt einiger
Komponenten des IGF-Systems gezeigt. Die Behandlung von Xenopus laevis
Oozyten mit Insulin/IGF-I fuhrte zur Aktivierung der Mitogen Activated Protein Kinase

(MAPK) sowie des Maturation Promoting Factors (MPF) und damit zur Initiierung der
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Eizellreifung [16]. Die mMRNA-Expression flr die IGF, deren Rezeptoren sowie flr die
IGFBP-2 bis -5 wurde in praimplantativen Embryonen von Maus, Rind und
Wasserbuffel nachgewiesen [17, 18, 19]. Die mRNA einiger Komponenten des IGF-
Systems (IGF-I, -ll, IGF-IR und IGFBP-3) werden im Ovidukt exprimiert, wahrend der
Embryo hindurch wandert [20]. Die maternale Umgebung reagiert so auf die
Anwesenheit des Embryos. Durch das Fehlen dieser Interaktion konnte die
Regulation des embryonalen Wachstums durch das IGF-System bei in vitro
produzierten (IVP) Embryonen gestort sein und die Entstehung des Large Offspring
Syndrome begunstigt werden [21].

Das Fibroblast Growth Factor-System

Wie das IGF-System gehort auch das Fibroblast Growth Factor-System (FGF-
System) zu den Wachstumsfaktoren. Das FGF-System ist ein komplexes Netzwerk
aus autokrinen und parakrinen Faktoren. Die bislang 22 Komponenten des FGF-
Systems sind in Vertebraten hoch konserviert. Das FGF-System spielt eine Rolle bei
der Kanzerogenese, der Regulation der Zellproliferation, —migration und —differen-
zierung [22]. FGF-4 und der Rezeptor FGFR-2 sind essentiell fir die
Embryonalentwicklung in verschiedenen Spezies. In der Maus konnte gezeigt
werden, dass durch die Zerstorung der embryonal exprimierten Gene Fgf4 und Fgfr2
die Entwicklung des Embryos bis zur Implantation normal verlauft. Nach der
Implantation kommt es jedoch zu letalen Fehlbildungen [23, 24]. FGF-4, das vom
murinen Embryoblasten sezerniert wird, interagiert mit FGF-Rezeptoren (FGFR-2)
des Trophektoderms. Diese Interaktion kontrolliert den Wechsel zwischen
Proliferation und Differenzierung muraler Trophektodermzellen und plazentaler
Zellen [25]. In Kultur-Experimenten mit bovinen Embryonen verbessert basic
Fibroblast Growth Factor (bFGF) in Kombination mit Transforming Growth Factor
beta (TGF beta) deren Entwicklung bis zur Blastozyste [26, 27]. Michael et al. [28]
postulieren, dass im Rind eine erhdhte Ostrogen-Konzentration wahrend des Ostrus
zu einer erhdohten Expression von bFGF im Endometrium fihrt. Uterines bFGF
erhoht wahrend der frihen Trachtigkeit die Abundanz der IFNT-mRNA sowie des
IFNT-Proteins im bovinen Trophektoderm. Diese Daten zeigen nur einen kleinen
Ausschnitt der embryo-maternalen Interaktion, machen jedoch die Relevanz des

FGF-Systems fur einen koordinierten Ablauf der Trachtigkeit deutlich.
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Die Homeobox Gene

Neben einer perfekten Kommunikation zwischen Embryo und Mutter ist auch der
Verlauf der frihen Embryonalentwicklung an sich ausschlaggebend fur den Erfolg
einer Trachtigkeit. So ist die Bildung embryonaler Achsen von grundlegender
Wichtigkeit. Die Homeobox (Hox)-Gene kodieren flir Transkriptionsfaktoren, welche
die Hauptregulatoren bei der Ausbildung einer anterior-posterioren Achse des
Embryos sind. Hox-Gene wurden erstmals bei Drosophila melanogaster beschrieben
und sind in den meisten Metazoen hoch konserviert [29]. Expressionsstudien von
Mitgliedern der Hox-Genfamilie verschiedener pra- und postimplantativer
Entwicklungsstadien beim Rind (ungereifte Oozyte bis zur Blastozyste) haben
gezeigt, dass diverse Hox-Gen-Transkripte zwischen den untersuchten Stadien
unterschiedlich stark exprimiert werden [30]. CDX2-Transkripte zeigten die hdchste
Abundanz im Stadium der ungereiften Oozyte. Zum Stadium der gereiften Oozyte
wurde eine Erniedrigung ihrer Abundanz gemessen. Suh et al. [31] haben in der
Maus gezeigt, dass der Promotor des Clusterin-Gens durch den Transkriptionsfaktor
CDX-2 aktiviert wird. Auf maternaler Seite spielen die Hox-Gene aulierdem eine
wichtige Rolle bei der Vorbereitung des Endometriums auf die Implantation [32].
Dabei erfolgt die Regulation der Hox-Gene unter anderem Uber endokrine Faktoren,

wie Ostrogen und Progesteron [33].

1.3 Holistische Analysen

Ein Grolteil der Befunde Uber bereits bekannte Signale der embryo-maternalen
Kommunikation basiert auf der Durchfuhrung hypothesengetriebener Ansatze. Dabei
wird eine Hypothese, wie z.B. die Interaktion zweier Proteine betreffend, durch
entsprechende Experimente Uberpruft. Dieser Fokus auf die Hypothese lasst jedoch
andere, parallel zu dieser Interaktion ablaufende Prozesse, die gleichermallen am
untersuchten Phanomen beteiligt sein konnen, aufler Acht. Doch gerade eine
Analyse komplexer Netzwerke, wie der embryo-maternalen Kommunikation, erfordert
ein paralleles Erfassen moglichst vieler Komponenten eines untersuchten
Phanomens. Diesen Vorteil bieten holistische Analysen gegenlber den
hypothesengetriebenen Strategien. Man unterscheidet zwei Arten holistischer
Analysen. Die qualitative Analyse identifiziert moglichst viele Komponenten der

jeweils untersuchten Substanzklasse (MRNA, Proteine) eines biologischen Systems.
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Die differentielle Analyse, bei der zwei oder mehr biologische Zustande miteinander
verglichen werden, liefert quantitative Unterschiede von Molekulen, die ein Indiz fur
deren indirekte oder direkte Beteiligung am untersuchten Phanomen sind. Die Starke
der differentiellen Analyse liegt in ihrem Potential zur Identifizierung von
Kandidatenmolekilen, die mit dem untersuchten Phanomen bis dahin noch nicht in
Verbindung gebracht wurden, so dass neue Hypothesen formuliert werden konnen.
Interessante Gene oder Proteine konnen so als Grundlage fur vertiefende, nunmehr

hypothesengetriebene Analysen dienen.

RNA- und DNA-basierte Analyseverfahren werden seit Jahrzehnten entwickelt und
haben mittlerweile hohe technische Reife erlangt. So ist man heute beispielsweise
mit cDNA-Arrays in der Lage, die Expressionsprofile von mehreren tausend Genen
gleichzeitig zu analysieren [34]. Mittels dieser Techniken wurden in der
Vergangenheit zahlreiche holistische Analysen im Zusammenhang mit der embryo-
maternalen Kommunikation auf mRNA-Ebene durchgefuhrt. In der Ratte wurden
Veranderungen der Genexpression im Ovar untersucht, um Gene zu identifizieren,
die wahrend der periovulatorischen Phase eine Rolle spielen [35]. Die in der Analyse
ermittelten Gene waren in den Lipid- und Steroidmetabolismus sowie die
Degradation der extrazellularen Matrix involviert. Es konnten drei Kandidatengene
identifiziert werden, deren Expression im Ovar bis dahin unbekannt war: Fabp5, Il4r
und Pnoc. In bovinen Oozyten wurde die Genexpression vor und nach der In-vitro-
Maturation (IVM) mittels cDNA-Arrays gemessen [36]. Die Expression von etwa 300
verschiedenen Genen konnte gezeigt werden. 70 Gene waren differentiell reguliert,
darunter Gene im Zusammenhang mit Apoptose (DAD1, CASP4, FASTK, BCL2L1),
Zellzyklusregulation (CDC2, CCNB1) und oxidativem Stress (PRDX1, PRDX2,
GSTM1, GSTT1).

Auf maternaler Seite wurden differentielle Analysen der Genexpression ipsi- und
contralateraler Oviduktepithelzellen nach der Ovulation beim Rind mittels subtraktiver
cDNA-Banken durchgefuhrt. Es konnten 35 verschiedene cDNAs detektiert werden,
davon funf mit unbekannter Funktion [37]. Die Genprodukte umfassten verschiedene
funktionelle Klassen: Enzyme, Oberflachenproteine, Proteine fur Zell-Zell-
Interaktionen sowie Proteine, die an Signaltransduktions- und Immunprozessen
beteiligt waren. Durch differentielle Untersuchungen der Periimplantationsphase am

bovinen Endometrium konnten 87 differentiell exprimierte Gene ermittelt werden [38].
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Annahernd die Halfte dieser Gene wurde durch Typ | Interferone stimuliert, zu denen
auch das embryo-spezifische IFNT gehort. Letzteres induziert im Endometrium die
Produktion des so genannten interferon-stimulated gene product 15 (ISG15) [39]. Die
Bindung von ISG15 an Proteine wird als |1SG15ylierung bezeichnet. Diese
Modifikation spielt eine wichtige Rolle bei IFNT-vermittelten Signalkaskaden. Vier
Komponenten dieses Systems (IFITM1, IFITM3, HSXIAPAF1, DTX3L) zeigten eine
erhohte Expression in trachtigen, im Vergleich zu nicht trachtigen Kontrolltieren. Des
Weiteren konnten  Gene identifiziert werden, die bei Zelladhasion,
Umstrukturierungen des Endometriums sowie an der Modulation des maternalen
Immunsystems eine Rolle spielen konnten. Diese Prozesse sind vermutlich fir die
Anhaftung und Implantation des Embryos essentiell. Holistische Analysen auf
MRNA-Ebene stellen eine schnelle und effektive Moglichkeit dar, um Ruckschlusse
zwischen der Aktivitat von Genen und komplexen biologischen Phanomenen wie der

embryo-maternalen Kommunikation zu ziehen.

Ein direkter Zusammenhang zwischen der Abundanz einer mRNA-Spezies und des
korrespondierenden Proteins besteht jedoch nur begrenzt [40]. So ist die Menge
eines individuellen Proteins in einer Zelle oder Korperflissigkeit neben der mRNA-
Menge von einer Vielzahl weiterer biochemischer Parameter abhangig, wie der
korrekten mRNA-Prozessierung, der Rate ribosomaler Proteinsynthese und der
folgenden Prozessierung des primaren Translationsproduktes. Das Insulin z.B. kann
sehr kurzfristig im Koérper in Abhangigkeit des Blutzuckerspiegels und unabhangig
von der Biosynthese freigesetzt werden. Es entsteht zunachst als inaktive Einzelkette
(Pra-Proinsulin) in den B-Zellen der Langerhansschen Inseln des Pankreas [41]. In
den sekretorischen Granula der [(-Zellen wird das so genannte C-Peptid vom
Proinsulin abgespalten. Es entstehen zwei aktive Ketten, die durch zwei Disulphid-
bricken verbunden sind. Dieses funktionelle Insulin wird in den sekretorischen
Granula gespeichert und bei Bedarf durch Exozytose sekretiert. Die Menge eines
Proteins ist also auch von Sekretions- sowie Degradationsereignissen abhangig. Auf
der Ebene der Proteine spielt die grole Zahl posttranslationaler Modifikationen
(PTM) eine wichtige Rolle, darunter insbesondere die kovalente Bindung von
Phosphatgruppen an die Aminosauren Serin, Threonin oder Tyrosin [42].
Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen durch Kinasen bzw. Phosphatasen

sind essentielle Steuerungsmechanismen von Signalkaskaden [43]. All diese
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Informationen sind prinzipiell nicht aus mRNA-Abundanzanderungen ableitbar,

sondern nur uber die Analyse der Proteine selbst moglich.

1.4 Die Proteomanalyse

Versuche holistischer Analysen von Proteinen reichen zurick bis in die 70er Jahre,
als die ersten Protein-Datenbanken etabliert wurden [44]. Eines der wichtigsten
analytischen Werkzeuge dieser Zeit, aber auch der Gegenwart, war die von O’Farrell
und Klose unabhangig voneinander entwickelte hochauflosende 2D-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (2D-PAGE) [45, 46]. Mit der 2D-PAGE werden Proteine in der
ersten Dimension nach ihrem isoelektrischen Punkt, in der zweiten Dimension nach
ihrem Molekulargewicht getrennt. Die einzige Moglichkeit zu dieser Zeit Proteine zu
identifizieren war die N-terminale Sequenzierung nach Edman [47]. Bei dieser sehr
aufwandigen Prozedur wird durch eine zyklische Reaktion eine Aminosaure nach der
anderen vom N-Terminus der Peptidkette abgespalten und identifiziert. 1976 wurden
noch etwa 500 pmol eines Peptids (heute genlugen einige 100 fmol) fur eine
Aminosauresequenzanalyse bendtigt [48]. Aufgrund der geringen Sensitivitat der
Edman-Sequenzierung war eine Identifizierung der mittels 2D-PAGE analysierten
Proteine sehr schwierig.

GroRe Fortschritte bezuglich der ldentifizierung von Proteinen erbrachten zwei
lonisierungsverfahren in der Massenspektrometrie (MS), die von Koichi Tanaka 1985
entwickelte Matrix-assistierte Laser Desorptions lonisation (MALDI) [49] und die von
John B. Fenn 1988 entwickelte Elektrospray lonisation (ESI) [50]. Beide Forscher
haben dafur im Jahr 2002 den Nobelpreis fur Chemie erhalten. Der routinemafige
Einsatz der beiden Verfahren ist etwa seit Ende der 90er Jahre maoglich. Eine MS-
basierte Methode zur Identifizierung von Proteinen ist der so genannte Peptidmassen
Fingerabdruck (PMF). Dabei werden die Massen tryptisch gespaltener Peptide
mittels MALDI-MS bestimmt. Die Identifizierung des korrespondierenden Proteins
basiert auf dem Vergleich dieser Massen mit den Massen theoretischer Spaltungen
aller in Frage kommenden Proteine einer Datenbank. Dieser Vergleich erfolgt mit
speziell daflr entwickelten Programmen (Suchmaschinen). Aufgrund der sehr
aufwandigen und teuren Sequenzierung von Proteinen nach Edman basieren diese
Proteindatenbanken meist auf in silico Translationen aus cDNA-Sequenzen oder

Sequenzen genomischer DNA. Aus diesem Grund war die Etablierung von DNA-
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Sequenzen kompletter Genome verschiedener Organismen [51, 52] eine essentielle
Voraussetzung fur die grof3en Fortschritte in der Proteomforschung. Diese fuhrten in
den letzten Jahren zur Grindung verschiedener, grol3 angelegter Proteomprojekte,
wie z.B. das Leber-Proteom-Projekt, das Plasma-Proteom-Projekt oder das Gehirn-
Proteom-Projekt beim Menschen [53, 54, 55].

Verglichen mit einigen Chip-basierten Technologien, mit denen sich mehr als 20.000
Gene analysieren lassen [56], ist die Zahl der Proteine, die sich mit modernen gel-
und MS-basierten Verfahren der Proteomanalyse erfassen lassen, verhaltnismafig
klein. Eine der leistungsfahigsten Techniken zur Trennung von Proteinen ist noch
heute die 2D-PAGE, mit der routinemalig etwa 2.000 verschiedene Proteine
aufgetrennt werden kénnen [57]. Der Grund flr diese experimentelle Einschrankung
bei der Analyse von Proteinen ist deren aullerordentliche Heterogenitat in einem
komplexen Proteingemisch. Je nach Analyseverfahren kann immer nur einem Teil
der Eigenschaften der Proteine Rechnung getragen werden, wie z.B.
Hydrophobizitat, Loslichkeit, isoelektrischer Punkt und Molekulargewicht. Dabei sind
hydrophobe Proteine generell schwer zu analysieren. Membranproteinkomplexe
lassen sich beispielsweise nur durch den Einsatz spezieller Analyseverfahren, wie
der so genannten Blue Native Gelelektrophorese untersuchen [58].

Weitere experimentelle Einschrankungen der Proteomanalyse birgt der grolke
dynamische Konzentrationsbereich in Zellen von bis zu 10", in Plasma sogar von bis
zu 10'? [59]. Ausgehend von der seltensten Proteinspezies in einer Zelle oder im
Plasma mit nur einem Molekill, so ist also das héchstabundante Protein in 10" bzw.
10"? Kopien vorhanden. Die gangigen Detektionsverfahren umfassen hingegen nur
einen dynamischen Bereich von maximal 10* [60]. Die Proteine mit niedriger
Abundanz, die bis zu 80% des Gesamtproteoms ausmachen [61], kbnnen mit diesen
Verfahren nicht erfasst werden. Eine Analyse dieser Proteine ist nur durch
Anreicherung oder Vorfraktionierung einer entsprechend grof3en Ausgangsmenge
biologischen Materials (z.B. Zellen aus Kultur) maoglich. Sollen beispielsweise
Proteine durch Vorfraktionierung mittels MS-basierter Techniken analysiert werden,
die in zehn Kopien pro Zelle vorliegen, so wurden 6 x 10° Zellen bendtigt, um die
Nachweisgrenze moderner Massenspektrometer von etwa 100 fmol in komplexen
Proteingemischen zu erreichen (diese Beispielrechnung geht davon aus, dass durch

die experimentellen Schritte keine Verluste auftreten) [62]. Die Kultivierung einer so
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grolen Zellzahl ist nicht praktikabel. Antikorper-basierte Techniken sind sensitiv
genug, um Proteine niedriger Abundanz zu analysieren. Die Sensitivitat reicht bis in
den Attomol-Bereich [63]. Solche hochspezifischen Antikdrper sind jedoch nur fur

wenige Proteine erhaltlich.

1.5 Proteomanalysen der embryo-maternalen Kommunikation

Die Etablierung der 2D-PAGE in den 70er Jahren machte die holistische Analyse von
Proteinen moglich. Obwohl zu dieser Zeit die Identifizierung der analysierten Proteine
aulerst schwierig war und daher meist nicht durchgefiuhrt werden konnte, wurden
Proteinexpressionsprofile auch im Zusammenhang mit den Mechanismen der

embryo-maternalen Kommunikation untersucht.

Analysen der maternalen Seite

Roberts et al. [64] haben beim Schaf Proteine und Glykosidasen in der
Luminalflissigkeit des Genitaltraktes zu verschiedenen Zeitpunkten des Zyklus und
der frihen Trachtigkeit untersucht. Mittels 2D-PAGE konnte gezeigt werden, dass die
Zahl der Proteine in der uterinen FlUssigkeit in Abhangigkeit der untersuchten
Zeitpunkte der Trachtigkeit variierte. Aulierdem konnte gezeigt werden, dass
Cervicalmucus beim Schaf ein epitheliales Glykoprotein enthielt, das in seiner
Zusammensetzung einem Glykoprotein entsprach, das auch bei Mensch und Rind
isoliert werden konnte.

Mitte der 80er Jahre wurden beim Schaf Epithelzellen des Endometriums von nicht
trachtigen und trachtigen Tieren (Tag 13) in Abwesenheit und Anwesenheit von
Tag 15 Blastozystenmedium kultiviert [65]. Die von den Zellen sekretierten Proteine
wurden durch die Inkorporation von 3°S-Methionin markiert, mittels 2D-PAGE
getrennt und autoradiographisch nachgewiesen. Funf der sekretierten Proteine (74 —
120 kDa) von den Zellen trachtiger Tiere waren in Anwesenheit des
Blastozystenmediums in ihrer Abundanz erhoht. Man vermutete, dass die
Endometriumzellen trachtiger Tiere metabolisch aktiver sind als die Zellen nicht
trachtiger Tiere. Die hier beobachtete Blastozysten-vermittelte Sekretion ist Teil der
Interaktion zwischen Embryo und Mutter.

Bei der Ziege wurden die zeitlichen Veranderungen der Sekretion radioaktiv

markierter Proteine endometrialer Zellen in Zellkultur mittels 1D- und 2D-PAGE
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untersucht [66]. An den Tagen 18 und 21 der Trachtigkeit konnte eine Erhohung der
Zahl und Intensitat der Proteine mit einem Molekulargewicht zwischen 18 und 22 kDa
(pl = 6,2 — 7,2) ermittelt werden, verglichen mit Zellen von Tieren am Tag 18 des
Zyklus. Bei einem 14 kDa Protein konnten zwei oder mehr Varianten mit
verschiedenen isoelektrischen Punkten detektiert werden. Ein weiteres 14 kDa
Protein und ein 15 kDa Protein wurden als Antwort auf einen Embryo produziert. Die
Autoren schlie3en aus ihren Beobachtungen, dass die detektierten Proteine an dem
Prozess der maternalen Erkennung der Trachtigkeit beteiligt sind.

Im Rind wurde die IFNT-vermittelte Proteinsekretion endometrialer Zellen in Kultur
mittels 2D-PAGE untersucht [67]. Die Proteine wurden radioaktiv markiert, indem die
Zellen in Medium mit [°H]-Leucin kultiviert wurden. In 1D- und 2D-basierten
Experimenten wurden die von Endometriumzellen sekretierten Proteine analysiert.
Verglichen wurden Proben aus der frihen Phase der Trachtigkeit (Tag 16 — 21) mit
Proben aus ostrischen Tieren (Tag 16 — 19). Es konnten IFNT-vermittelte
Abundanzerhdhungen (bis Faktor 5) im Bereich 12 — 28 kDa der sekretierten
Proteine ermittelt werden. In der 2D-PAGE wurden fur ein Protein verschiedene
Formen unterschiedlicher isoelektrischer Punkte nachgewiesen, was auf PTM
hindeutete. Die Funktion dieser sekretorischen Proteine war nicht bekannt.

In den hier beschriebenen Arbeiten zur Analyse der Proteinexpressionsprofile im
Zusammenhang mit der frihen Trachtigkeit verschiedener Spezies, die zwischen
1976 und 1993 durchgefuhrt wurden, konnten aufgrund der damaligen Mdglichkeiten

die detektierten Proteine nicht identifiziert werden.

Analysen der embryonalen Seite

Fir ein detaillierteres Verstandnis der Vorgange, die zur Entstehung und Aufrecht-
erhaltung der Trachtigkeit fihren, ist neben der Analyse maternaler Vorgange auch
die Beleuchtung der embryonalen Seite n6tig. Dabei ist die Eizellmaturation einer der
ersten in vitro analysierbaren Prozesse vor der Fertilisation. Als Eizellreifung wird das
Fortschreiten der Meiose von der Prophase | bis zur Metaphase Il bezeichnet. In den
vergangenen Jahren wurde eine Reihe von Analysen der Oozytenmaturation in
verschiedenen Organismen durchgefuhrt.

Bei der Maus wurde im Jahr 2006 die in vivo Eizellreifung auf Proteomebene mittels
2D-PAGE analysiert [68]. Pro Gel wurde hier Gesamtproteinlysat von 500 Oozyten

aufgetragen und die Proteine mittels Silberfarbung visualisiert. In der Analyse wurde
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das Proteinmuster eines Gels ungereifter mit dem Proteinmuster eines Gels gereifter
Oozyten verglichen. 12 Proteine differentieller Abundanz konnten mit Hilfe der
Massenspektrometrie identifiziert werden. Neben anderen konnten das
Translationally-controlled Tumor Protein (TCTP) und das ausschliel3lich in Oozyten
vorkommende Nucleoplasmin-2 identifiziert werden. Mittels eindimensionaler
Western Blot Analyse konnten verschiedene Formen des Nucleoplasmin-2 wahrend
der Eizellreifung und der frihen Embryonalentwicklung nachgewiesen werden. Diese
verschiedenen Formen unterschieden sich in ihrer elektrophoretischen Mobilitat.
Beim Schwein wurden ungereifte mit in vitro gereiften Oozyten mittels 2D-PAGE
anhand dreier biologischer Replikate verglichen [69]. Pro Gel wurde in dieser Studie
Gesamtproteinlysat von 200 Oozyten aufgetragen und die Protein-Spots wurden
mittels Silberfarbung visualisiert. Es konnten sechs Protein-Spots differentieller
Abundanz (mind. Faktor 2) detektiert werden. In vier Spots wurden zwei oder mehr
Proteinspezies identifiziert. Die zwei Ubrigen wurden eindeutig als Protein Disulfid
Isomerase ER60 bzw. Antiquitin identifiziert.

Coenen et al. [70] analysierten bovine Oozyten wahrend der In-vitro-Maturation
(IVM). Dazu wurden die Oozyten in Anwesenheit von **S-Methionin kultiviert, um neu
synthetisierte Proteine zu markieren. Acht Zeitpunkte wurden wahrend der IVM
mittels 2D-PAGE analysiert. Mit dieser aullerst empfindlichen Methode wurden nur
10 Oozyten pro Gel bendtigt. Pro Zeitintervall wurden drei Gele angefertigt. Die
Visualisierung erfolgte durch Autoradiographie. Es konnte gezeigt werden, dass die
Neusyntheserate zu Beginn der Maturation am hochsten ist und ab der Metaphase |
abfallt. Uber die Kulturdauer von 28 Std. konnten drei verschiedene Muster der
Proteinsynthese gezeigt werden. Eines der synthetisierten Proteine konnte als
Tubulin identifiziert werden.

Die hier durchgefuhrten Techniken, die auf der Detektion radioaktiv-markierter
Proteine basieren, sind sehr sensitiv und gut quantifizierbar. Daher sind sie
besonders fur die Analyse limitierter Proben wie Oozyten und Embryonen geeignet.
Mit diesen Techniken werden Proteine detektiert und analysiert, die wahrend des

untersuchten Prozesses neu synthetisiert werden.
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1.6 Neue fluoreszenzbasierte 2D-Analyseverfahren

Im Gegensatz zu neu synthetisierten Proteinen, die mittels radioaktiv markierter
Aminosauren erfasst werden konnen, sollten in der vorliegenden Arbeit bereits
bestehende Komponenten des Gesamtproteoms untersucht werden. Mit der so
genannten 2D-Differenz-Gelelektrophorese (2D-DIGE) kénnen alle in einem
komplexen Gemisch vorhandenen Proteine markiert werden, die mindestens einen
Lysinrest (Minimalmarkierung) bzw. einen Cysteinrest (Sattigungsmarkierung)
aufweisen. Der Fluoreszenzfarbstoff wird kovalent an die Lysine/Cysteine der
Proteine gebunden [71, 72]. Durch die Verwendung verschiedener Farbstoffe kdnnen
Proteingemische verschiedener Proben gleichzeitig in einem einzigen 2D-Gel
getrennt werden. Das Laufverhalten der unterschiedlich markierten Proben ist dabei
identisch. Durch eine Normalisierung Uber den so genannten Internal Pooled
Standard (IPS) wird der qualitative und quantitative Vergleich innerhalb der Gele
einer Analyse stark verbessert. Die 2D-DIGE Methode zeichnet sich im Vergleich zu
klassischen Farbetechniken (Silber-, Coomassie-Farbung) durch einen grof3en
dynamischen Bereich aus. Obwohl vom Hersteller hier ein theoretischer Wert von bis
zu 10° angegeben wird, so liegt der tatsdchlich nutzbare Bereich in der Praxis bei
etwa 103 [73]. Beziglich ihrer Sensitivitat ist die Minimalmarkierung in etwa mit den
klassischen Farbetechniken vergleichbar. Im Gegensatz dazu ist die Sattigungs-
markierung jedoch um einen Faktor von 100 — 200 sensitiver [74]. Mit dieser Technik
sind erstmals differentielle holistische Proteomanalysen extrem limitierter Proben
durchfihrbar.

Die beiden 2D-DIGE Techniken, die Minimal- und die Sattigungsmarkierung, gehdren
zurzeit zu den modernsten 2D-basierten Methoden. Mit diesen Techniken ist es
moglich, eine groRe Zahl bereits vorhandener Proteine eines biologischen Systems
sehr reproduzierbar zu analysieren und zu quantifizieren. Die Techniken eignen sich
daher sehr gut fur die Analyse komplexer biologischer Netzwerke. In den hier
durchgefuhrten Analysen der embryo-maternalen Kommunikation beim Rind waren
die beiden 2D-DIGE Techniken die Methoden der Wahl.

1.7 2D-DIGE Analyse der embryo-maternalen Kommunikation

Fiar ein detaillierteres Verstandnis der embryo-maternalen Kommunikation ist es

notig, sowohl die embryonale, wie auch die maternale Seite zu untersuchen. Fur die
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ultra-sensitive, differentielle Analyse der embryonalen Seite bei der Interaktion
zwischen Embryo und Mutter wurde in der vorliegenden Arbeit als Machbarkeits-
studie die IVM boviner Oozyten auf Proteomebene analysiert. Eine Analyse in vivo
gereifter Oozyten ware beim Rind nicht moglich, da Oozyten nicht in exakt
definiertem Zustand praparierbar waren und die fur eine Analyse notwendige Zahl an
Versuchstieren zu hoch ware. Die IVM ist aulRerdem der erste und limitierende
Schritt zur erfolgreichen Anwendung assistierter Reproduktionstechniken (ART)
sowohl in der Tierzucht wie auch in der humanen Reproduktionsmedizin [75]. Von
der Untersuchung der IVM erhofft man sich wesentliche Erkenntnisse zur
Verbesserung von in vitro Kulturbedingungen sowie zum Verstandnis der frihen

Embryonalentwicklung.

1.8 Zielsetzung

Zur Analyse der maternalen Seite wurden in der hier vorgestellten Arbeit embryo-
induzierte Veranderungen des Endometriums nicht trachtiger und trachtiger
monozygoter Zwillinge am Tag 18 der Graviditat (Periimplantationsphase) auf 2D-
Ebene untersucht. Zu diesem Zeitpunkt herrscht ein intensiver Austausch
molekularer Signale zwischen Embryo und Mutter [76]. Durch die Verwendung von
monozygoten Zwillingen war es durch einen genetisch identischen Hintergrund
moglich, variable genetische Einflisse zu eliminieren [77], die bei nicht verwandten
Tieren aus Rekombinationsereignissen (Crossing over) sowie genetischen
Polymorphismen resultieren.

Die differentiellen holistischen Proteomanalysen in dieser Arbeit waren bewusst
darauf ausgerichtet, die majoren Proteine zu erfassen, die bei der Eizellreifung in
vitro und der Vorbereitung des Endometriums auf die Implantation eine Rolle spielen.
Proteine niedriger Abundanz wurden durch die Analyse von Gesamtproteinlysaten
ohne Vorfraktionierung (z.B. Organellen-, Membranfraktionen) nicht erfasst. Die hier
durchgefuhrten Analysen waren als Pilotstudie ausgerichtet, als erster Schritt in der
systematischen Analyse der Mechanismen der embryo-maternalen Kommunikation
beim Rind.
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2 Material & Methoden

2.1 Chemikalien

Substanz Firma
Acetonitril (ACN) Roth
Acrylamid-Losung

Serva
(Acrylamid:Bisacrylamid 37,5:1)
Agarose Serva

Ammoniumhydrogencarbonat (NH4sHCO3)

Riedel-de-Haén

Ammoniumperoxidisulfat (APS) Merck
Bromphenolblau Merck
Bovine Serum Albumine (BSA) Sigma
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1- .
Sigma
propanesulfonat (CHAPS)
Coomassie Brilliant G-250 Sigma
Coomassie Brilliant R-250 Sigma

a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure (CHCA)

Applied Biosystems

CyDye DIGE Fluor, Cy2 minimal dye

GE Healthcare Bio Sciences

CyDye DIGE Fluor, Cy3 minimal dye

GE Healthcare Bio Sciences

CyDye DIGE Fluor, Cy5 minimal dye

GE Healthcare Bio Sciences

CyDye DIGE Fluor, Cy3 saturation dye

GE Healthcare Bio Sciences

CyDye DIGE Fluor, Cy5 saturation dye

GE Healthcare Bio Sciences

Cloprostenol

Essex Tierarznei

Dalton Mark VII-L

Sigma

DeStreak Reagent

GE Healthcare Bio Sciences

2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB)

Sigma

Dithioerythritol (DTE)

Roth

Follikel-stimulierendes Hormon (FSH)

Sioux Biochemicals Inc.

Eisessig Roth
Ethanol Roth
Formaldehyd (37%) Riedel-de-Haén
Glycerin Roth
Glycin Roth
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2-Hydroxy-5-Methoxy- Benzoesaure (HMB) Sigma
lodacetamid Sigma
Kaliumchlorid (KClI) Merck
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck

Luteinisierendes Hormon (LH)

Sioux Biochemicals Inc.

L-Lysin-monohydrochlorid Sigma
3-Mercaptoethanol Sigma
Methanol Methanol
Natriumcarbonat (Na,CO3) Roth
Natriumchlorid (NaCl) Merck
Natriumhydrogenphosphat Dihydrat .
(NazHPO4*2H,0) Sigma
Natriumlaurylsulfat (SDS) Serva
Natriumthiosulfat Pentahydrat (Na,S,03*5H,0) | Sigma
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat

(NaH2PO4*H20) Merck
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck
N,N-Dimethylformamid (DMF) Roth
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth
Pharmalyte 3-10 GE Healthcare Bio Sciences
Phosphorsaure (85%) Merck
Roti®-Blue Roth
Salzsaure HCI (25%) Merck
Tissue Culture Medium (TCM)-199 Biochrom AG
Trypsin Promega
Thiourea Sigma

Trichloressigsaure (TCA)

Riedel-de-Haén

Trifluoressigsaure (TFA) Fluka

Tris-(2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride .
Sigma

(TCEP)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Roth

Wasserstoffperoxid (H20>) Roth

Urea Roth
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2.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Firma

Gefrierrohrchen 2 ml

Simport

DryStrip Cover Fluid

GE Healthcare Bio Sciences

Electrode Strips

GE Healthcare Bio Sciences

Falcon Rohrchen (15 ml und 50 ml)

TPP

Filterpapier (g 240 mm)

Schleicher & Schuell

Gel-Blotting Papier (46 x 57 cm)

Schleicher & Schuell

Gel Drying Film (25,5 x 28 cm)

Promega

Immobiline DryStrips (pH 3 — 10, 18cm)

GE Healthcare Bio Sciences

Immobiline DryStrips (pH 4 — 7, 18cm)

GE Healthcare Bio Sciences

Immobiline DryStrips (pH 6 — 9, 18cm)

GE Healthcare Bio Sciences

ZipTip U-C18 Pipettenspitzen Millipore

OMX-S OMX-GmbH

Pipettenspitzen 0,5 — 10 pl Gilson

Pipettenspitzen 2 — 200 pl Brand

Pipettenspitzen 50 — 1000 pl Brand

QlAshredder QIAGEN

Sample Cups GE Healthcare Bio Sciences

Safe-Lock Tubes Eppendorf

Skalpelle Cutfix Braun

2.3 Puffer und Losungen

Puffer/Losung Zusammensetzung
6 M Urea

Aquilibrierungspuffer 30% viv Glycerin
2% wiv SDS

50 mM Tris-HCI pH 6,8

Bradford-Losung

0,01% Coomassie G-250
5% Ethanol
10% H3PO4 (85%iQg)
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Coomassie Entfarbeldsung

5% v/v Methanol

7% vlIv Essigsaure

Coomassie Farbelosung

50% v/v Methanol
10% v/v Essigsaure
0,05% w/v Coomassie R-250

Heparin-Waschpuffer

0,4 M Naz;HPO,4

0,1 M NaH,PO4* H,O
0,5 M NaCl

10 IU/ml Heparin

Konservierungslosung (fur alle 2D Gele)

30% v/v Methanol
3% vlv Glycerin

Lysepuffer pH 8,0

30 mM Tris

7 M Urea

2 M Thiourea
4% (w/v) CHAPS

pH 8,0 mit 25% HCI eingestellt.

Lysepuffer pH 8,5

8 M Urea
4 % w/v CHAPS
40 mM Tris

pH 8,5 mit 25% HCI eingestellt.

Maturationsmedium Oozyten

TCM-199 mit Earle Salzen
22 ug/ml FSH

8 ug/ml LH

5% (v/v) OCS (Oestrous cow

serum)

PBS

1 mM KH,PO,4
2 mM KCI

8 mM NayHPO,4
0,9 mM CaCl,
0,49 mM MgCl;
0,8% (w/v) NaCl
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Probenpuffer (2x, Minimalmarkierung)

8 M Urea

4 % w/v CHAPS

2% v/v Pharmalyte pH 3 — 10
130 mM DTE

Probenpuffer (2x, Sattigungsmarkierung)

7 M Urea

2 M Thiourea

4% w/v CHAPS

2% v/v Pharmalyte pH 3 — 10
130 mM DTE

Probenpuffer (10x, Sattigungsmarkierung)

7 M Urea

2 M Thiourea

4% w/v CHAPS

10% v/v Pharmalyte pH 3 — 10
650 mM DTE

Rehydratisierungspuffer 1
(Minimalmarkierung, pH 4 — 7)

8 M Urea

2% wiv CHAPS

10 mM DTE

2% Pharmalyte pH 3 - 10
0,8% gesattigte BPB-Ldsung

Rehydratisierungspuffer 2
(Minimalmarkierung, pH 6 — 9)

8 M Urea

2% w/v CHAPS

2% Pharmalyte pH 3 - 10
1,2% v/v DeStreak

0,8% gesattigte BPB-Losung

Rehydratisierungspuffer 3
(Sattigungsmarkierung, pH 4 - 7)

7 M Urea

2 M Thiourea

4% w/v CHAPS

1% v/v Pharmalyte pH 3 — 10
13 mM DTE

0,8% gesattigte BPB-Losung
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Rehydratisierungspuffer 4
(Sattigungsmarkierung, pH 6 — 9)

7 M Urea

2 M Thiourea

4% w/v CHAPS

1% v/v Pharmalyte pH 3 — 10
1,2% DeStreak

0,8% gesattigte BPB-Ldsung

Sammelgel-Losung (4%)

0,5 M Tris-HCI pH 6,8

4% T™ Acrylamid/Bisacrylamid
0,1% w/v SDS

0,05 % w/v APS

0,1% viv TEMED

SDS Laufpuffer (1x)

25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% w/v SDS

Trenngel-Losung (12%)

1,5 M Tris-HCI pH 8,8

12% T*) Acrylamid/Bisacrylamid
0,1% w/v SDS

0,05 % w/v APS

0,05% v/v TEMED

(*)T=(a+b)x100/V [%]; a = Masse Acrylamid [g]; b = Masse Bisacrylamid [g]; V = Volumen [ml]

24 Gerate

Gerat Firma

Acernote light Acer

BP61 Sartorius

C18 PepMap100 LC Packings Dionex
Certomat U Braun

DigestPro MS Intavis

Direct Q 5 Millipore

Distal coated SilicaTips (FS-360-50-15-D-20) New Objectiv

Ettan MDLC

GE Healthcare Bio Sciences

GS-15R

Beckman

HFU 686 Top (-80°C)

Heraeus
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IKA-VIBRAX-VXR Janke & Kunkel
Kuhlschrank (+4°C) Liebherr

LNC 6000-10 Kndrr-Heinzinger
Lyophylle Alpha 2-4 Christ

LTQ linear ion trap

Thermo Electron

MALDI-TOF/TOF 4700

Applied Biosystems

MALDI-TOF/TOF 4800

Applied Biosystems

MR 3000 K Omnilab

Multiphor Il GE Healthcare Bio Sciences
pH-Meter 761 Calimatic Knick

Powerlook 1000 UMAX

Powerpac 3000 BioRad

Protean Il xi Cell BioRad

Rehydratisierungskassette

GE Healthcare Bio Sciences

RS232-C

Knuarr-Heinzinger

SK 25/90 Hettich

Sonorex RK 100 Bandelin
Spectrophotometer DU-65 Bedckman
SpeedVac Bachhofer
Spotpicker Proteineer spll Bruker Daltonics
SX 25/90 Hettich
Thermomixer 5436 Eppendorf
Thermostat (f. Protean Il xi Cell) Eppendorf
TiefkUhlschrank (-20°C) Liebherr

Typhoon 9400

GE Healthcare Bio Sciences

Vacuum Concentrator

Bachhofer

Vortex Genie 2

Scientific Industries

Voyager DE MALDI-TOF

Applied Biosystems

Waage 2357

Sartorius
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2.5 Software

Software Firma

DeCyder 5.0, 6.0 und 6.5 GE Healthcare Bio Sciences
ImageQuant 5.2 GE Healthcare Bio Sciences
Magic Scan UMAX

MASCOT MS/MS search engine Matrix Science

Profound Proteometrix
ProteomWeaver 2.2 Definfiens

2.6 Versuchstiere

Monozygote Zwillinge (Simmental Fleckvieh, 4 — 6 Jahre) wurden wie beschrieben
durch Embryo-Splitting generiert [77]. Untersuchung und Vorbereitung der Tiere
wurde von der Arbeitsgruppe Wolf (Institut fur molekulare Tierzucht und
Biotechnologie, Moorversuchsgut, Oberschleilheim) durchgefihrt. Die Tiere
stammten aus offener Laufstallhaltung. Das Futter bestand aus Heu und Grassilage.
Die Synchronisation des Zyklus der Versuchstiere erfolgte durch die einmalige
intramuskulare Applikation von 500 pg Cloprostenol (Estrumate®) im Didstrus. Die in
vitro Produktion der Embryonen flr den Embryo Transfer wurde mit geringen
Modifikationen nach Stojkovic et al. [78] durchgefihrt. Sieben Tage nach Beginn der
Hochbrunst wurden auf je einen der korrespondierenden Zwillinge zwei in vitro
produzierte Blastozysten (Tag 7 nach der Befruchtung) transferiert. Die Blastozysten
wurden in Kulturmedium in das ipsilaterale Uterushorn (bezogen auf die Seite der
Ovulation) Ubertragen. Der korrespondierende Zwilling bekam einen Schein-Transfer
mit Kulturmedium. Ab einem Zeitpunkt vier Tage vor der Schlachtung wurden viermal
taglich Blutproben genommen, die Ovarien mittels Ultraschall charakterisiert, der
Uterustonus beurteilt und das Sexualverhalten der Tiere dokumentiert. Die Tiere
wurden am Tag 18 der Trachtigkeit geschlachtet. Alle im Rahmen dieser Arbeit

durchgefuihrten Tierversuche wurden vom ortlichen Veterinaramt genehmigt.

2.7 Probennahme

Die Schlachtung der Tiere wurde in gemeldeten Schlachthdausern oder Metzgereien

durchgefuhrt. Der Uterus mit Ovarien der Tiere wurde direkt nach dem Bolzenschuss
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und dem Ausbluten der Tiere zur Probengewinnung entnommen. Fur die Entnahme
der Endometriumproben wurden die Uterushorner sowie der Corpus uteri longitudinal
mit einer Schere gedffnet. Endometrium wurde aus sieben verschiedenen Bereichen
entnommen, in die der Uterus eingeteilt wurde (Abb. 1). Die Proben wurden zur
Minimierung von Blut- bzw. Serumproteinen 10 min in 15 ml Heparin-Waschpuffer
bei Raumtemperatur in einem Schuttler gewaschen. Die Endometriumproben wurden
anschlieBend in Gefrierrohrchen auf Trockeneis gefroren, in flissigem Stickstoff
transportiert und bei -80°C gelagert.

ipsi (i) contra (c)
: Abb. 1: Einteilung der Uteri fir
} Vorne (V) die Entnahme der Endo-
metriumproben der monozy-
™ goten Zwillinge. Uteri wurden in
sieben Abschnitte unterteilt.
= Mitte (M) Den Corpus uteri (K); die
beiden Uterushérner wurden
jeweils in einen vorderen (V),
mittleren (M) und hinteren (H)
Abschnitt unterteilt. Die Seite,
auf der die Ovulation statt-
gefunden hat, wurde als
> Hinten (H) ipsilateral (i) bezeichnet. Der
weille Stern makiert die Region
des Uterus, aus dem die
Proben fir die hier beschrie-
bene Analyse entnommen
---------------------------------- N wurden.

_____________________________________

A

» Corpus (K)

Praparation und In-vitro-Maturation (IVM) der Oozyten wurde von der Arbeitsgruppe
Wolf (Institut fir molekulare Tierzucht und Biotechnologie, Moorversuchsgut,
Oberschleil3heim) durchgefuhrt. Ovarien wurden von Schlachthoftieren enthommen
und bei 25 — 30°C in PBS gewaschen. Kumulus-Oozyten-Komplexe (KOK) wurden
durch Aufsaugen mit einer Kanule aus 2 — 8 mm Follikeln gewonnen. Dazu wurde ein
Vakuum von etwa 100 mm Hg angelegt. KOK mit mindestens einer kompakten

Schicht an Kumuluszellen wurden zweimal in Maturationsmedium gewaschen und in
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zwei Gruppen geteilt. Die erste Gruppe der KOK wurde direkt nach der Entnahme
aus den Ovarien von den Kumuluszellen getrennt. Denudierte, ungereifte Oozyten
wurden lichtmikroskopisch charakterisiert (Zona pellucida frei von Rissen).
Anschlie®end wurden die Oozyten in PBS gewaschen, auf Trockeneis gefroren und
bei -80°C gelagert. Die zweite Gruppe der praparierten KOK wurde in vitro maturiert.
Die IVM wurde fur 22 Std. bei 39°C in 5% (v/v) CO; in 4-Well-Plates durchgefuhrt.
Nach der IVM wurden die gereiften Oozyten von den Kumuluszellen getrennt,
lichtmikroskopisch charakterisiert und dreimal in PBS mit 1 mg/ml Polyvinylpyrrolidon
gewaschen. Nur gereifte Oozyten bester Qualitat wurden verwendet, auf Trockeneis

gefroren und bei -80°C gelagert.

2.8 Probenvorbereitung

Alle verwendeten Werkzeuge wurden vor der Verwendung gewaschen und mit
Ethanol gereinigt. Die tiefgefrorenen Gewebeproben wurden mit Mdérser und Pistill
(mind. 1 min mit flussigem Stickstoff gekunhlt) pulverisiert und bis zur weiteren
Verarbeitung in Gefrierrohrchen bei -80°C gelagert. Das Gewebepulver wurde in
gefrorenem Zustand in Lysepuffer pH 8,5 gegeben. Das Lysat wurde 5 min in einem
Sonorex RK 100 sonifiziert und anschlielend Uber eine QIAshredder-Saule
zentrifugiert (1 min, 6000 rpm, Hettich SK 25/90). Die Proteinkonzentration wurde
mittels Bradford-Assay bestimmt [79]. Die Proben wurden bei -80°C gelagert.

Die Lyse der Oozyten erfolgte durch die Zugabe von Lysepuffer pH 8,0. Die Oozyten
wurden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren grob lysiert. Anschlieiend wurde
jeder Ansatz 5 min in Eiswasser sonifiziert und dann auf Trockeneis gefroren. Dieser
Vorgang von Sonifikation und Frieren auf Trockeneis wurde insgesamt dreimal pro
Probe wiederholt. AnschlieRend wurden die Proben zentrifugiert (4°C/10
min/12000 g) und jeweils der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfihrt. Die
Proteinkonzentration wurde nach Bradford bestimmt. Die Proben wurden bei -80°C

gelagert.

2.9 Markierung der Proteine mit Fluoreszenzfarbstoffen

Lyophillisierte Fluoreszenzfarbstoffe (CyDyes) wurden nach Herstellerprotokoll mit
Dimethylformamid (DMF) rekonstituiert und bei -20°C gelagert. Die CyDyes wurden

unverdinnt aus der 1 mM Stammldsung verwendet. Die Markierungsreaktion wurde
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fur die Minimalmarkierung (Minimal Labeling) entsprechend dem Protokoll des
Herstellers durchgefuhrt. Die Optimierung der Sattigungsmarkierung (Saturation
Labeling) sowie die Sattigungsmarkierung selbst wurde nach Herstellerprotokoll
bewerkstelligt. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die markierten Proben bei
-80°C gelagert.

210 2D-Polyacrylamid Gelelektrophorese
Gelstreifen (Immobiline DryStrips pH 4 — 7 und 6 — 9, 18 cm) wurden Uber Nacht in

Rehydratisierungspuffer in der dafir vorgesehenen Kassette (Reswelling Tray)
gequollen. Isoelektrische Fokusierungen (IEF) wurden mit der Multiphor I
durchgefuhrt. Die Gelstreifen wurden wie vom Hersteller empfohlen in die Apparatur
eingelegt und mit Mineraldl (Dry Strip Cover Fluid) uberschichtet. Die Proben wurden
mittels Cup-Loading auf der anodischen Seite der Gelstreifen aufgetragen und mit
einigen Tropfen Mineraldl Uberschichtet. Die Proben wurden je nach Experiment mit
34,2 — 61,1 kVh fokusiert. Nach der IEF wurden die Gelstreifen mit der Gelseite nach
innen in eine Kunststoff-Petrischale (Durchmesser 8,5 cm) gelegt und bei -80°C
gelagert.

Das Trenngel (GréRe 18 cm x 16 cm x 1 mm) wurde mit Reinstwasser (Millipore)
uberschichtet und uber Nacht bei Raumtemperatur auspolymerisiert. Vor der
Gelelektrophorese wurde das Sammelgel (3 cm x 16 cm x 1 mm) auf das Trenngel
gegossen und fur 1 Std. polymerisiert. Gelstreifen mit Minimalfarbstoff-markierten
Proben, sowie Gelstreifen fur praparative Gele, die nach dem gleichen Protokoll
angefertigt wurden, wurden 15 min in 15 ml Aquilibrierungspuffer mit 1% DTE und
anschlieRend 15 min in 15 ml Aquilibrierungspuffer mit 2,5% lodacetamid (+200
gesattigter Bromphenolblau-Lésung) in den Petrischalen auf einem Schuttler
(100 rpm) aquilibriert. Gelstreifen mit Sattigungsfarbstoff-markierten Proben fir
analytische Gele wurden 10 min in 15 ml Aquilibrierungspuffer mit 1% DTE (+300 pl
gesattigter Bromphenolblau-Losung) in Petrischalen auf einem Schattler (100 rpm)
aquilibriert. Gelstreifen mit Sattigungsfarbstoff-markierten Proben flur praparative
Gele wurden 15 min in 15 ml Aquilibrierungspuffer mit 1% DTE (+200 ul geséattigter
Bromphenolblau-Lésung) in Petrischalen auf einem Schuttler (100 rpm) aquilibriert.
Nach dem Aquilibrieren wurden die Gelstreifen einmal in 1x Laufpuffer gewaschen

und mit einer Schere auf 14,5 cm gekurzt, auf das Sammelgel aufgelegt und mit
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0,5% Agarose in 1x Laufpuffer fixiert. Der Elektrophoreselauf wurde mit zwei 2D-
Gelen in einer Protean Il xi cell mit 1x Laufpuffer bei 9°C mit 30 mA/Gel fir 30 min
und dann mit 40 mA/Gel fur 3 Std. durchgefuhrt.

2.11 Scannen und Auswerten der 2D-Gele

2D-Gele mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten Proben wurden mit einem Laser-
Fluoreszenz-Scanner Typhoon 9400 gescannt. Dabei wurden die vom Hersteller
empfohlenen Parameter verwendet. Die 2D-Gele mit den Minimalfarbstoff-markierten
Proben wurden mit der DeCyder™ Version 5.0 ausgewertet. Bei der Detektion der
Protein-Spots der 2D-Gele im DIA-Modul (Differentielle In-Gel Analyse) wurde der
Parameter Estimated number of Spots im pH-Bereich von 4 — 7 auf 2000 und im pH-
Bereich 6 — 9 auf 1500 eingestellt. 2D-Gele mit Sattigungsfarbstoff-markierten
Proben wurden mit der DeCyder Version 6.5 ausgewertet. FUr die Spot-Detektion
wurde im DIA-Modul fir den pH-Bereich 4 — 7 eine Estimated number of Spots von
2500, im pH-Bereich 6 — 9 von 1500 eingestellt. Nach der Detektion der Spots
wurden die korrespondierenden DIA-Dateien einer Analyse in das BVA-Modul
(Biologische Varianz Analyse) importiert und ausgewertet. Die statistische
Auswertung mit der Berechnung der p-Werte des Student’s t-Test erfolgte

automatisch durch das Programm DeCyder™.

212 Ausstechen der 2D-Spots und tryptische Hydrolyse

Praparative Gele wurden nach dem Lauf der 2. Dimension uUber Nacht mittels
Coomassie gefarbt. Nach dem Entfarben wurden die Gele bis zur weiteren
Verarbeitung in Konservierungslésung bei 4°C gelagert. Praparative, Coomassie-
gefarbte Gele wurden mit dem Programm Magic Scan mit einem PowerLook 1000
gescannt.

Kandidaten-Spots wurden aus praparativen 2D-Gelen manuell mit einer 200 ul
Pipette mit abgeschnittener Spitze (Jd 1 — 2 mm) ausgestanzt oder mit einem Skalpell
ausgeschnitten. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Spots bei 4°C in 500 pl
Reinstwasser gelagert. Die Spots wurden zweimal 15 min bei Raumtemperatur mit je
500 ul Reinstwasser geschuttelt, gefolgt von zwei Waschschritten mit je 500 pl
50 mM NH4HCOs-Losung fur jeweils 15 min. Das Gelstuck wurde mit einer
Pipettenspitze (200 ul) zerkleinert und knapp mit der NH4HCOs;-Losung
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uberschichtet. Nach Zugabe von 70 ng Trypsin wurde Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Die NH4HCOs-Losung wurde ohne Gelsticke abpipettiert, in ein frisches
Reaktionsgefal® dberfuhrt und auf Eis weiter verarbeitet. Die Gelstliicke wurden
erneut mit 40 pl der 50 mM NH4HCOs-Lésung (iberschichtet, der Uberstand wurde
nochmals abpipettiert und mit der Losung in dem frischen Reaktionsgefal} vereinigt.
AnschlieRend wurden die Gelsticke mit 40 yl 70% Acetonitril fur 15 min geschuttelt.
Die Losung wurde frei von Gelstlcken abpipettiert und wieder mit der Losung in dem
frischen Reaktionsgefall vereinigt. Diese Peptidlosung wurde in einer
Vakuumzentrifuge bis zur Trockene eingeengt und bis zur weiteren Verarbeitung bei
-80°C gelagert.

Die tryptische Hydrolyse wurde unter Verwendung der so genannten OMX-S®-
Vorrichtung durchgefiihrt. OMX-S® besteht aus einem Picker, Reactor und Sampler.
Protein-Spots wurden mit dem Picker ausgestochen. Durch Abzentrifugieren (2 min,
13000 xg) in den Reactor wurde das Gelstlick zerkleinert. Nach Zugabe von 20 pl
Trypsin-Losung (10 ng/pl in 50 mM NH4HCO3) wurde erneut abzentrifugiert (1 min,
3800 xg). Fur die Hydrolyse wurde bei 50°C fur 60 min in einem Thermoschuttler
inkubiert. Die Peptidlosung wurde in den Sampler abzentrifugiert (1 min, 1000 xg)
und in ein Reaktionsgefald Uberfuhrt. Die Peptidlésung (20 ul) wurde in einer
Vakuumzentrifuge auf ein Volumen von ca. 10 pl eingeengt. Die Probe wurde bis zur
weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.

Mittels MALDI-MS zu messende Peptide wurden nach der tryptischen Hydrolyse
entsalzt. Die ZipTip U-C18 Pipettenspitzen wurden durch zweimaliges Einsaugen
und wieder AusstoRen von 10 pl 70% Acetonitril (ACN)/ 0,1% Trifluoressigsaure
(TFA) gewaschen. Dann wurden die ZipTips auf die gleiche Weise zweimal mit je
10 pl 5% ACN/ 0,1% TFA aquilibriert. Anschliel3end wurde die Probe (in 10 pl 0,1%
TFA geldst) von oben auf die Saule pipettiert und die Flussigkeit mit der Pipette
durch die Saule gedruckt. Die an der Saule gebundenen Peptide wurden zweimal mit
10 pl 5% ACN/ 0,1% TFA gewaschen und mit 10 pl 70% ACN/ 0,1% TFA eluiert. Die
Proben wurden vollstandig in der Vakuumzentrifuge eingeengt und bis zur weiteren

Verarbeitung bei -80°C gelagert.
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2.13 Identifizierung der Proteine

Peptidmassen Fingerabdruck

Peptidmassen Fingerabdruck (Peptide mass fingerprint; PMF) Analysen wurden mit
einem Voyager DE MALDI-TOF-Gerat durchgefuhrt, welches von der Fa. Toplab
(Martinsried) zur Verfugung gestellt wurde. Die entsalzten und lyophilisierten Peptide
wurden in 30% ACN/ 0,1% TFA geldst. 0,5 pl dieser Losung wurde mit 0,5 pl Matrix-
Losung (20 mg/ml 2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB)/ 2-Hydroxy-5-Methoxy-
benzoesaure (HMB) (DHB/HMB 9:1) in 30% ACN/ 0,1% TFA) gemischt und auf eine
MALDI-Target-Platte aufgetragen. Die Messung wurde mit mindestens 100 Laser-
Schissen (Nz-Laser: 337 nm) durchgefuhrt. Die Datenbank-Suche (Datenbank:
Mammalian NCBInr Datenbank; 221796 Sequenzen, Datum 11.05.2004) erfolgte mit

dem Programm ProFound.

Tandem-Massenspektrometrie Analysen

FUr Matrix assistierte Laser Desorptions lonisations Tandem-Massenspektrometrie
(MALDI-TOF/TOF) Analysen mit einem 4700 Proteomics Discovery Systems wurden
die lyophilisierten Peptide in 10 pyl 50% ACN/ 0,1% TFA geldst. 0,5 ul dieser Peptid-
Lésung wurden 1:1 mit a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure (CHCA; 5 mg/ml in 50%
ACN/0,1% TFA, 5 mM NH4H,PO,4) auf der MALDI-Target-Platte gemischt. MS und
MS/MS Spektren wurden mit 2500 Laser-Schussen (Nd:YAG Laser, 355 nm, N
collision in MS/MS mode) durchgefuhrt. Zur Proteinidentifizierung wurden die MS/MS
Spektren gegen die Swiss-Prot Datenbank (158337 Sequenzen, Datum 10.08.2004)
mit dem Programm MASCOT gesucht.

Far MALDI-TOF/TOF Analysen mit einem 4800 MALDI-TOF/TOF Analyzer wurden
die lyophilisierten Peptide nach dem Entsalzen von der ZipTip-Saule mit 2ul Matrix-
Lésung (4 mg/ml CHCA in 50% ACN/ 0,1% TFA) direkt auf das MALDI-Target-Platte
eluiert. Die PMF-Analyse wurde mit 1600 Laser-Schissen (Nd:YAG Laser, 355 nm)
durchgefuhrt. Die MS/MS Analyse erfolgte mit 500 Laser-Schussen (Nd:YAG Laser,
355 nm, MS/MS Kollisionsgas: Luft). Die MS/MS Spektren wurden gegen die bovine
IPI-Datenbank (33699 Sequenzen, Datum 25.04.2006) mit dem Programm MASCOT

gesucht.
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Flussigkeitschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie Analysen

Flussigkeitschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) Analysen
wurden mit einer nano-LC-Anlage (Ettan MDLC) gekoppelt mit einem linearen
lonenfallen-Massenspektrometer (LTQ) durchgefuhrt. Nach der tryptischen
Hydrolyse mit OMX-S wurden 40 pl 0,1% Ameisensaure zur Peptid-Losung gegeben
und far 15 min bei einer Flussrate von 10 pl/min mit 0,1% Ameisensaure auf eine
C18-Trapping-Séule (C18 PepMap100, PartikelgroRe: 5 uym, 100A, Saulengréfe:
300 ym x 5 mm) injiziert. Die Peptide wurden mittels reversed-phase (RP)
Chromatographie auf einer nano-LC Saule (C18 PepMap100, Partikelgrof3e: 3 um,
100A, SéaulengroRe: 75 ym x 150 mm) bei einer Flussrate von 240 nl/min getrennt.
Als mobile Phase A wurde H;0O, als mobile Phase B 84% ACN eingesetzt, mit jeweils
0,1% Ameisensaure. Der Chromatographielauf erfolgte mit einem Gradienten von
0% mobiler Phase A bis 30% mobiler Phase B in 70 min. Danach folgte eine Rampe
bis 60% mobiler Phase B in 20 min und schlie3lich bis 100% mobiler Phase B in
10 min. Die Elektrospray lonisation (ESI) wurde mit distal coated SilicaTips bei einer
Nadelspannung von 1,4 kV durchgefuhrt. Die MS- und MS/MS-Analysen wurden mit
einem MS-Scan (Massenbereich m/z 400-1600) und drei folgenden daten-
abhangigen MS/MS-Scans (dynamic exclusion™ aktiviert, Kollisionsenergie 35%)
durchgefuhrt. Die MS/MS-Daten wurden mit MASCOT Version 2.1.03 gegen die IPI-
Datenbank sowie gegen die SwissProt Datenbank gesucht. Folgende Such-
Parameter wurden angewendet: (i) Enzyme: Trypsin; (ii) Variable Modifikation:
Oxidation (M); (iii) Peptidtoleranz: 2 Da; (iv) MS/MS Tol.: 0.8 Da; (v) Peptidladung:

1+, 2+, 3+; (vi) Instrument: ESI-Trap; (vii) Zwei miss cleavages wurden zugelassen.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der Endometriumproben monozygoter Zwillinge

Die 2D-basierten  Untersuchungen embryo-induzierter Unterschiede von
Endometriumproben auf Proteinebene wurden mit monozygoten Zwillingen
durchgefuhrt. Fir den Embryotransfer (ET) standen insgesamt 13 monozygote
Zwillingspaare zur Verfugung. Jeweils einer der beiden korrespondierenden Zwillinge
erhielt zwei Embryonen (in vitro produzierte Blastozysten, ca. 150 Zellen). Das
zugehorige Geschwistertier erhielt einen Scheintransfer mit Transfermedium und
diente als nicht trachtige Kontrolle. Bei sechs der 13 Zwillingspaare wurde nach der
Schlachtung und Offnung des Uterus ein ca. 10 — 20 cm langer Embryo gefunden.
Drei dieser sechs Paare wurden aufgrund makroskopischer Abnormalitaten wie
Endometritis oder Prasenz von Urin im Uterus nicht fur die Analyse verwendet. Fur
die Analyse der Periimplantationsphase standen somit drei Zwillingspaare zur
Verfugung (Tiernummern der Zwillingspaare: 416/417, 418/419, 429/430). In der
Analyse der Endometriumproben der monozygoten Zwillinge wurde der hintere Teil
der ipsilateralen Uterushoérner untersucht. Man nimmt an, dass der Embryo hier den
intensivsten Kontakt mit dem Endometrium hat.

In 2D-basierten Vorversuchen mit zueinander nicht verwandten Farsen wurde
gezeigt, dass Serumproteine in groRen Mengen in den Endometriumproben
vorhanden sind. Um den Einfluss von Serumproteinen auf die Analyse zu
minimieren, wurden die Endometriumproben nach der Entnahme grundlich in
Waschpuffer gewaschen. Die Optimierung des Waschvorgangs wurde mit
Endometriumproben von Farsen am Tag 18 der Trachtigkeit durchgefuhrt. Die
quantitative Auswertung der Albumin-Spots mit ungewaschenen und gewaschenen
Proben erfolgte mit dem Programm ProteomWeaver. Durch das Waschen der
Proben konnte eine Reduktion des Albumins um den Faktor 2,8 erreicht werden
(Abb. 2, Seite 30). Eine signifikante Reduktion zellularer Proteine durch den
Waschvorgang wurde nicht beobachtet. Die Waschprozedur wurde auf alle in dieser

Analyse untersuchten Endometriumproben der monozygoten Zwillinge angewendet.
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Abb. 2: Albumingehalt vor und nach dem Waschvorgang. Gezeigt sind die Ausschnitte zweier 2D-
Gele im pH-Bereich von 5,4 bis 6,5 von Cy2-markierten Endometriumproben (je 50 pg). Durch
Waschen der Endometriumsproben konnte der Gehalt an Albumin signifikant (Faktor 2,8) erniedrigt
werden. Die Gelbilder zeigen eine ungewaschene Endometriumsprobe (A) und eine fir 10 min in
Heparin-Waschpuffer mittels eines Schuttlers gewaschene Probe (B). Die umkreiste Region markiert
die Albumin-Spots, welche mittels Peptidmassen Fingerabdruck (Peptide Mass Fingerprint; PMF)
eindeutig als bovines Serumalbumin (BSA) identifiziert werden konnten (Daten nicht gezeigt). Reihen
nebeneinander liegender Spots ein und desselben Proteins, wie hier beim BSA, resultieren aus
unterschiedlichen Modifikationen.

Die Masse der entnommenen Gewebestlcke lag zwischen 300 und 500 mg. Die
Endometriumproben wurden in flissigem Stickstoff pulverisiert. Pro Probe wurden
zwei unabhangige Lysate mit jeweils 20 — 30 mg Gewebepulver angefertigt. Das
Gewebepulver wurde direkt in 100 pl Lysepuffer pH 8,5 gegeben, um ein Antauen
der Proben zu verhindern. Die Proteinkonzentration wurde mittels Bradford-Assay
bestimmt. Zur Kontrolle wurde bei jeder Messung zusatzlich eine definierte BSA-
Lésung (5 mg/ml) mittels Bradford-Assay quantifiziert. Die Proteinausbeute lag im

Durchschnitt bei etwa 30 pug geldostem Gesamtprotein pro 1 mg Gewebepulver.

Die Analyse der monozygoten Zwillinge wurde mit der 2D-Differenz-Gelelektro-
phorese (2D-DIGE Minimalmarkierung) Technik durchgefuhrt. Jeweils 50 pug
Gesamtprotein wurden mit 400 pmol CyDye markiert. Pro Zwillingspaar resultierten
vier Lysatkombinationen, jeweils bestehend aus einem Aliquot des nicht trachtigen
Tieres und des trachtigen Tieres, markiert mit Cy3 und Cy5 bzw. umgekehrt (so
genanntes Cross Labeling). Jede Lysatkombination beinhaltete zusatzlich den
Internal Pooled Standard (IPS), ein Cy2-markiertes 1:1-Gemisch der Proben beider
Tiere (Abb. 3, Seite 31). Pro Gel wurden insgesamt 150 ug Proteinlysat aufgetragen,
was einem Probenvolumen von 55 — 74 pl entsprach. Insgesamt wurden 24 Gele in
der Analyse der drei Zwillingspaare angefertigt (3 Zwillingspaare x 2 pH-Bereiche x 4

analytische Replikate).
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Abb. 3: Experimentelles Design anhand eines
Zwillingspaares zum Nachweis von embryo-
induzierten Abundanzénderungen von Endometrium-
proteinen am Tag 18 der Trachtigkeit.
pH 6.5 7.0 T g0 85 pH 6.5 7.0 75 g0 85
MY \ MY
koal A B [kDa]
66 | dem— _;;-;", - - - 66
. —— e -~ PSS
| i - - T = - . ——
45 - ey T ww
...-:%:‘ ; - “;.. s . N " e e
| r e e e - . *a - -
-  — __a.'._", - . - .3:-
. i T o - -
36 P e L o T :..o*‘} 36
-& e F sl e z -
. 1_.‘- - " _e % .. -
L ~ .7 -
- ] B e .
29 D5 T "' " 29
v . ey . ek - & of -
- % / . g :
20 . o 20
-
- - -
-~ . ]
14— st " R — e SRR S

Abb. 4: Verbesserung der Auftrennung wahrend der isoelektrischen Fokusierung durch DeStreak. 2D-
Muster ohne (A) und mit (B) DeStreak im Rehydratisierungspuffer. Beide Gele sind silbergefarbt mit je

100 yg Gesamtprotein.
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Im pH-Bereich 6 — 9 mussten die Bedingungen wahrend der isoelektrischen
Fokusierung (IEF) aufgrund der Bildung von Horizontalstreifen optimiert werden. Die
Optimierung wurde mit weniger limitierten Endometriumproben von Farsen aus
Vorversuchen durchgefihrt. Die Optimierungsgele wurden nach Blum [80]
silbergefarbt. Durch Substitution von DTE im Rehydratisierungspuffer durch
DeStreak™, welches Hydroxyethyldisulphid enthalt [81], konnte die Auflésung der
Protein-Spots im pH-Bereich von 7,0 bis 8,5 so verbessert werden, dass die 2D-Gele
uber den gesamten Bereich gut auswertbar waren (Abb. 4, Seite 31). Fir die
Analyse der Endometriumproben der monozygoten Zwillinge wurden im pH-Bereich
6 — 9 12 2D-Gele angefertigt, vier Gele pro Zwillingspaar aus jeweils zwei
unabhangigen Lysaten. Die 2D-DIGE Gele wurden fur jeden der drei CyDye-
Farbstoffe (Cy2, Cy3 und Cy5) mit drei verschiedenen Wellenlangen (488 nm, 532
nm und 633 nm) angeregt und ausgelesen. Daraus resultierten fur jedes analytische
Gel drei Gelbilder. Die Gelbilder wurden mit dem Programm DeCyder™ 5.0
ausgewertet. Mit Hilfe des DIA-Moduls (Differentielle In-Gel Analyse) dieses
Programms wurde die Detektion der Spots in den drei Gelbildern eines
physikalischen Gels durchgefihrt. Im pH-Bereich 6 — 9 konnten im Mittel 947 Spots
(x 159) detektiert werden. Aullerdem erfolgten im DIA die automatische
Quantifizierung der Spots, die Berechnung der Abundanzfaktoren (trachtig versus
nicht trachtig) sowie die Normalisierung gegen den IPS. Im BVA-Modul (Biologische
Varianz Analyse) erfolgte die automatische Zuordnung aller korrespondierender
Spots (Matching) innerhalb der 12 2D-Gele eines pH-Gradienten. Etwa 10% der
Spots mussten manuell nachgearbeitet werden, d.h. dass falsch zugeordnete Spots
korrigiert werden mussten. Es folgte die statistische Auswertung der Analyse des
Endometriums der monozygoten Zwillinge, dabei wurden die p-Werte mit dem
gepaarten Student’s t-Test berechnet. Die statistischen Berechnungen wurden unter
Einbeziehung des IPS vom DeCyder™-Programm automatisch durchgefiihrt. Die
Unterschiede auf Proteinebene zwischen nicht trachtigen und trachtigen Tieren
wurden als signifikant erachtet, wenn folgende Kriterien erfullt wurden: (i) der
jeweilige Spot in allen der 12 physikalischen Gele (36 Gelbilder) eines pH-Bereiches
vorhanden ist; (ii) das Abundanzverhaltnis eines Proteins von Kontrolle zu Probe
bzw. von Probe zu Kontrolle einem Faktor von = 2 entspricht; (iii) der p-Wert des
Student’s t-Test < 0,01 ist.
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Kein Protein-Spot erflillte diese Parameter der Auswertung. Vier Proteine lagen
knapp unter dem Faktor von 2 (Abb. 5). Drei dieser Proteine zeigten eine erhdhte
Abundanz in den Proben der nicht trachtigen Tiere. Die Abundanz des vierten
Proteins war in den Proben der trachtigen Tiere erhdoht (Abb. 6 und 7; Seite 34). Die
Spots waren in 12 von 12 Gelen vorhanden. Die Abundanzfaktoren der differentiellen
Analyse lagen zwischen 1,90 und 1,94 (Tab. 1, Seite 35). Die vom Programm
DeCyder™ automatisch berechneten Werte des Student’s t-Test lagen bei den vier
Proteinen zwischen 2,0 x 10° und 2,2 x 10™"°. Die Abbildungen und die Tabelle der
Seiten 34 und 35 enthalten zur besseren Ubersichtlichkeit bereits die Namen der
Proteine aus den unten beschriebenen massenspektrometrischen Analysen (ab
Seite 38).

pH
6.3 70 75 a0 87

Abb. 5: 2D-DIGE Gel im
pH-Bereich 6,3 — 8,7.
Hier wurde ein Cy2-
Gelbild gewahlt, da
dieses aus 50 pg eines
1:1-Gemischs der
Lysate (IPS) zweier kor-
respondierender  Zwil-
linge (Tiernummern
416/417) bestand und
so beide Zusténde
reprasentiert. Die
weillen Pfeile markieren
die differentiellen Prote-
ine. Die Spots konnten
wie ab S. 38
beschrieben identifiziert
werden als: Transferrin
(1), Fibrinogen Beta
Chain (2 und 3),
heterogeneous nuclear
Ribonucleoprotein A2
/B1 (4). Die Abun-
danzanderungen der
Proteine sind in Abb. 6
und 7 graphisch dar-
gestellt.
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Spot 1: Transferrin Spot 2: Fibrinogen beta chain Abb. 6: Graphische
0.25 .. 015 o Darstellung der differen-

02 01 . . .
20,15 2005 tiellen Proteine im pH-
£ 0 3 Bereich 6 - 9
2% Zops (standardisiert,  logarith-
gn,ns e g0 misch). Jeder blaue/rote
%"01-; e g0.5 Punkt bezeichnet einen
202 N4 LR L Intensitatswert des
$0.25 ] e *‘EE jeweiligen Proteins fir die
o o» ;;: Proben der nicht
. o o ® trachtigen/trachtigen Tiere.
Nicht tréchtig Tréchtig Nicht tréchtig Trachtig  pje zusammengehdrigen
Werte eines bestimmten
Spot 3:.Fibrinogen beta chain analytischen Replikats
o X e sind durch eine
8 s Soas gestrichelte Linie mitein-
g o g 0,1 ander verbunden. Drei
s Thfs Proteine (Transferrin, 2x
J-04 ® 3002 Fibrinogen Beta Chain)
go1s . &0 haben eine erniedrigte
2 B £os Abundanz in den Proben
- 3 %02 der  trachtigen  Tiere,
03 . "o hnRNP  A2/B1  eine

Nicht trachtig Trichtig Nicht trachtig Trachtig  e'hohte Abundanz.

Tier Tier Tier
416 vs. 417 418 vs. 419 429 vs. 430

Spot 1: Transferrin

Spot 2: Fibrinogen Beta Chain

Abb. 7: 3D-Darstellung
_ der Protein-Spots (pH 6 —
i" ! 9). Fur jedes Zwillingspaar
sind zu jedem Protein die
Spot-Volumina der nicht

trachtigen (links) und der
trachtigen (rechts) Tiere

, - A gezeigt. Die violetten
;fh e ¢ Linien begrenzen die
Flache der Spots und

werden vom Programm
DeCyder errechnet. Eine
L Veranderung der Spot-

| :I=_ I .i |
| '. L | ¥ : Flachen  durch  den
$ % ¢ ' : g Anwender  ist  nicht
mdglich. Die  z-Achse

entspricht der Intensitat.

Spot 3: Fibrinogen Beta Chain

Spotd: Heterogeneous Muclear Ribonucleoprotein AZ/E1
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Tab. 1: Daten der differentiellen und identifizierten Protein-Spots im pH-Bereich 6 — 9. Die
Berechnung der normalisierten Abunddanzfaktoren sowie der p-Werte des Student’s t-Test wurden
vom Programm DeCyder™ automatisch berechnet.

Nr. Proteinname Vorkommen Faktor p-Wert
1 Transferrin 12 von 12 1,90V 2,0x10°
2 Fibrinogen Beta Chain 12 von 12 1,92 ¥ 22x107
3 Fibrinogen Beta Chain 12 von 12 1,94 v 2,0x107°
4 Heterogeneous Nuclear .

12 von 12 1,91 A 2,6 x10

Ribonucleoprotein (hnRNP A2/B1)
V¥ : Abundanz in den Proben trachtiger Tiere erniedrigt. A : Abundanz in den Proben trachtiger Tiere erhéht.

Im pH-Bereich 4 — 7 sind insgesamt 12 Gele angefertigt worden, vier Gele pro
Zwillingspaar aus jeweils zwei unabhangigen Lysaten. Die Gelbilder wurden
entsprechend dem pH-Bereich 6 — 9 ausgelesen und prozessiert. Im DIA wurden im
pH-Bereich 4 — 7 durchschnittlich 1180 Spots (£ 120) detektiert. Die statistische
Auswertung wurde gemaly dem pH-Bereich 6 — 9 im BVA mit den gleichen
Parametern durchgefihrt (Spot in 12 von 12 Gelen vorhanden; Faktor der
Abundanzanderung eines Proteins = 2; p-Wert des Student’s t-Test < 0,01). Im pH-
Bereich 4 — 7 konnten drei Proteine ermittelt werden, die diese Kriterien erflllten
(Abb. 8, Seite 36). Protein Nr. 7 lag mit einem Faktor von 1,99 knapp unter dem
Parameter von 2. Im Falle von Spot Nr. 7 war ein Doppel-Spot sichtbar. Dieser wurde
in der Auswertung als ein Spot behandelt, da aufgrund des Algorithmus der Software
hier die beiden Spots nicht als zwei getrennte aufgeldost werden konnten. Die
Abundanzfaktoren der Proteine lagen zwischen 1,99 und 2,56. Die Abundanz jedes
dieser Proteine war in den Endometriumproben der trachtigen Tiere erhoht
verglichen mit den nicht trachtigen Tieren (Abb. 9 und 10, Seite 36 und 37). Die p-
Werte des Student’s t-Test lagen zwischen 1,9 x 10"° und 2,6 x 10" (Tab. 2, Seite
37).
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Abb. 8: Cy2-Gelbild des
IPS im pH-Bereich 4,3 —
6,7. Es wurde ein Cy2-
Gelbild gewahlt, da dieses
aus 50 pg eines 1:1-
Gemischs (IPS) der Lysate
zweier korrespondierender
Zwillinge (Tiernummern
416/417) bestand und so
beide Zustande repra-
sentiert. Die weilRen Pfeile
kennzeichnen die Spots
der Proteine mit
veranderter Abundanz. Wie
unten beschrieben (ab S.
38) konnten die Spots
identifiziert werden als:
Acyl-CoA-Binding Protein
(ACBP, 5), Rho GDP
Dissociation Inhibitor (Rho
GDI, 6), 20 a-Hydroxy-
steroid-Dehydrogenase (20
a-HSD, 7), Isocitrate
Dehydrogenase (ICD, 8).
Die Abundanzanderungen
der Proteine sind in Abb. 9

und 10 graphisch dar-
gestellt.

Abb. 9: Graphische
Darstellung der vier

abundanzveranderten Pro-
teine im pH-Bereich 4 — 7.
Die Identifizierungen der
Proteine sind aus Grinden
der Ubersichtlichkeit vor-
weggenommen. Jeder
blaue (nicht trachtig) und
jeder rote (trachtig) Punkt
reprasentieren einen Inten-
sitdtswert eines Gelbildes.
Die jeweils roten und blauen
Punkte, die durch eine
gestrichelte Linie verbunden
sind, stammen aus einem
analytischen Replikat.
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Tier Tier Tier
416 vs. 417 418 vs. 419 429 vs. 430

Spot & Acyl-CoA-binding Protein

od od od

Spot 6: Rho GDP Dissociation Inhibitor beta

Abb. 10: 3D-Darstellung der
Protein-Spots im pH-
Bereich 4 — 7. Zu jedem
Zwillingspaar und zu jedem
Protein sind reprasentativ
ZwWei korrespondierende

, . Spot-Volumen  der nicht

k trachtigen (links) und der
d W & Jﬁ‘ ,ﬂg trachtigen (rechts) Tiere
abgebildet. Die violetten

Linien makieren die Flachen
der Spots. Diese werden

vom Programm DeCyder
errechnet. Eine Ver-
& & & anderung der Spot-Flachen
durch den Anwender ist

nicht moglich. Die z-Achse
entspricht der Intensitat.

Spot 7. 20 g-Hydroxysteroid Dehydrogenase

Spot & |socitrate Dehydrogenase 1 (NADP+), soluble

Tab. 2: Daten der differentiellen und identifizierten Proteine im pH-Bereich 4 — 7. Die Berechnung der
normaI|S|erten Abunddanzfaktoren sowie der p-Werte des Student’s t-Test wurden vom Programm
DeCyder™ automatisch berechnet.

Nr. Proteinname Vorkommen Faktor p-Wert
Acyl-CoA-Binding Protein 10
5 12 von 12 2,12 A 1,9 x 10
(ACBP)
Rho GDP Dissociation Inhibitor 13
6 12 von 12 2,56 A 2,6 x10

Beta (Rho GDI)
20 a-Hydroxysteroid- 10
7 12 von 12 1,99 A 1,4 x10°
Dehydrogenase (20 a-HSD)
8 Isocitrate Dehydrogenase 1
(NADP"), soluble (ICD)

¥ : Abundanz in den Proben trachtiger Tiere erniedrigt. A : Abundanz in den Proben trachtiger Tiere erhéht.

12 von 12 2,38 A 1,9 x 10"
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Fir die Identifizierung der vier Proteine aus der 2D-DIGE Analyse des Endometriums
im pH-Bereich 6 — 9 wurden praparative Gele angefertigt, auf denen 250 ug Protein
der Endometriumproben der monozygoten Zwillinge aufgetragen wurden. Die Gele
wurden mit Coomassie gefarbt, die vier Proteine ausgestochen, tryptisch hydrolysiert
und entsalzt. Die Identifizierung von Spot 1, 2 und 3 erfolgte mittels PMF Analyse.
Die Datenbanksuche wurde mit MASCOT gegen den Mammalia-Teil der SwissProt-
Datenbank durchgefuhrt. Spot 1 wurde eindeutig als Transferrin identifiziert
(Abb. 11). Spot 2 und 3 wurden beide als Fibrinogen Beta Chain identifiziert
(Abb. 12 und Abb. 13, Seite 39). Die Protein Scores lagen fur Transferrin und die
beiden Fibrinogen Spots jeweils bei 205, 84 und 177 (> 58 entspricht p < 0,05). Die
Sequenzabdeckungen lagen jeweils bei 47%, 53% und 58% (Tab. 3).

Tab. 3: Ergebnisse der PMF Analyse der Protein-Spots 1, 2 und 3 im pH-Bereich 6 — 9.

Accession Prot. Sequenz- Gefundene
Nr. Protein Name
SwissProt Score Abdeckung Peptide
1 Transferrin Q29443 205 47% 33
Fibrinogen Beta
2 _ P02676 84 53% 29
Chain
Fibrinogen Beta
3 _ P02676 177 58% 30
Chain

4700 Reflector Spec #1[BP = 842.4, 3480]

Mass (m/z)

Abb. 11: Peptidmassen Fingerabdruck (PMF) des Proteins Transferrin (Spot Nr. 1).
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4700 Reflector Spec #1[BP = 1049.4, 8636]

1049.37
100 e . 8636.4
Fibrinogen Beta Chain
%
80
70
60
50
40
844,38
30
1793.47
034.37
2
1245.44 1978.71
128730 1488.54 2234.87 2417.69
10 191270 77
i i 1A1qL?msWM 340 J"“ J Mw
Roo 1239.2 1679.4 2119.6 2550.8 3000.0
Mass (m/z)
Abb. 12: Peptidmassen Fingerabdruck (PMF) des Proteins Fibrinogen Beta Chain (Spot Nr. 2).
4700 Reflector Spec #1[BP = 1049.4, 9848]
100 104938 . . . 0.8E+3
Fibrinogen Beta Chain
m,
80!
70!
m,
866.94
50!
40,
30/ 1793.49
L 1978.73 2417.70
1748, ' 72
10 1912]72 2*2“0680 67 992.78
7 b ﬁ,lk Jal Jlu.hl 2439,68 239679
7%9.0 1239.2 1679.4 2119.6 2559.8 3000.0
Mass (m/z)

Abb. 13: Peptidmassen Fingerabdruck (PMF) des Proteins Fibrinogen Beta Chain (Spot Nr. 3).
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Eine Identifizierung von Spot 4 war durch eine PMF Analyse alleine nicht moéglich
(Abb. 14). Das Protein konnte jedoch durch eine MALDI-TOF/TOF Analyse eindeutig
als heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein (hnnRNP A2/B1) identifiziert werden.
Der Protein Score betrug 100, die Sequenzabdeckung 11%. Drei Peptide des
Proteins konnten mit einem MASCOT lon Score zwischen 30 und 38 detektiert
werden (Tab. 4 und Abb. 15 - 17, Seiten 41 und 42). lon Score Werte > 30
entsprechen einem p-Wert < 0,05. Protein Score und lon Score Werte wurden von

dem Programm MASCOT automatisch errechnet.

Tab. 4: Ergebnis der MALDI-MS/MS Analyse von hnRNP A2/B1 (Spot Nr. 4, pH 6 — 9).

Protein Accession Prot. Nominale | Seq. lon Peptid

Nr. 4 SwissProt | Score | Masse (M,) P Abd. Score Sequenz
hnRNP
Y IPI00691167 | 100 37407 8,97 11% 31 GGNFGFGDSR

30 GGGGNFGPGPGSNFR
38 GFGFVTFDDHDPVDK

4700 Reflector Spec #1[BP = 2212.1, 1604]
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Abb. 14: Peptidmassen Fingerabdruck (PMF) des Proteins hnRNP A2/B1 (Spot Nr. 4). Die roten
Sterne markieren die drei Vorlaufer-lonen der Tandem Massenspektrometrie Analyse (Abb. 15 — 17).
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100,

4700 MS/MS Precursor 1013.42 Spec #1[BP = 262.1, 5071]

120.0663

87.0914

175.0788

262.0885

229.0647

0632
I ? '?4-17& mm
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621.1298

564\1024J‘
A\ b el

L.Mgum m L LJH b siuadkadal M;\J‘N\Ln\
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646.2

5071.4

Abb. 15: MS/MS-Spektrum des Vorlaufer-lons mit der Masse 1013.42 Da des Proteins hnRNP A2/B1.
Das detektierte Peptid hatte die Sequenz GGNFGFGDSR.
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4700 MS/MS Precursor 1377.61 Spec #1[BP = 70.0, 1565]
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Abb 16: MS/MS-Spektrum des Vorlaufer-lons mit der Masse 1377.61 Da des Proteins hnRNP A2/B1.
Das detektierte Peptid hatte die Sequenz GGGGNFGPGPGSNFR.
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100

4700 MS/MS Precursor 1695.73 Spec #1[BP = 710.3, 388]
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Abb. 17: MS/MS-Spektrum des Vorlaufer-lons mit der Masse 1695.73 Da des Proteins hnRNP A2/B1.
Das detektierte Peptid hatte die Sequenz GFGFVTFDDHDPVDK.

Im pH-Bereich 4 — 7 wurden fir die massenspektrometrische Analyse der vier
Protein-Spots aus den 2D-DIGE Experimenten des Endometriums praparative,
Coomassie-gefarbte Gele angefertigt. Pro Gel wurden 500 ug Gesamtprotein
aufgetragen. Die Protein-Spots wurden aus den praparativen Gelen ausgestochen,
tryptisch hydrolysiert und entsalzt. Drei der Proteine Spot 6, 7 und 8 wurden mittels
PMF Analyse identifiziert: Spot 6 wurde als Rho GDP Dissociation Inhibitor Beta
(Rho GDI) identifiziert, Spot 7 als 20 a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (20 a-HSD)
und Spot 8 als Isocitrate Dehydrogenase 1 (NADP"), soluble (ICD) (Abb. 18 — 20,
Seiten 43 und 44). Die Datenbanksuche wurde mit ProFound gegen den Mammalia-
Teil der NCBInr Datenbank durchgefiuhrt. Die z-Werte lagen jeweils zwischen 2,37
und 2,39. Ein z-Wert von = 1,645 entspricht p < 0,05. Die z-Werte wurden von dem
Programm ProfFound automatisch errechnet. Die Sequenzabdeckungen lagen flr
Rho GDI bei 78%, fur 20 a-HSD bei 71% und fur ICD bei 55% (Tab. 5, Seite 43). Der
Doppel-Spot der 20 a-HSD im Fluoreszenz-Gelbild erschien durch das geringe
Auflosungsvermogen Coomassie-gefarbter, praparativer 2D-Gel nur als ein einzelner
Spot. Bei der PMF Analyse dieses Proteins konnte ausschlieBlich die 20 a-HSD
identifiziert werden, d.h. der Doppel-Spot kdnnte durch zwei verschiedene Isoformen

der 20 a-HSD entstanden sein.

388.2
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Tab. 5: Ergebnisse der PMF-Analyse der Spots 6, 7 und 8 im pH-Bereich 4 — 7.

Accession Sequenz- | Gefundene
Nr. | Protein Name z-Wert
NCBInr Abdeckung Peptide
6 Rho GDI gi/28461215 2,37 78% 15
7 20 a-HSD gi/265404 2,37 71% 21
8 ICD gi/30794318 2,39 55% 29
Voyager Spec #1=>BC=>BC=>NF0.7=>MC[BP = 842.6, 10929]
100 g 1.1E+4
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Abb. 18: Peptidmassen Fingerabdruck (PMF) des Proteins Rho-GDI (Spot Nr. 6).
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Abb. 19: Peptidmassen Fingerabdruck (PMF) des Proteins 20 a-HSD (Spot Nr. 7).
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Abb. 20: Peptidmassen Fingerabdruck (PMF) des Proteins ICD (Spot Nr. 8).
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Spot 5 wurde durch eine MALDI-TOF/TOF Analyse eindeutig als Acyl-CoA-Binding
Protein (ACBP) identifiziert (Abb. 21 — 25, Seiten 45 — 47). Die MS/MS-Spektren
wurden mit MASCOT gegen die Swiss-Prot Datenbank gesucht. Der Protein Score

betrug 219, die Sequenzabdeckung 38%. Vier Peptide des Proteins konnten mit

einem lon Score zwischen 51 und 87 detektiert werden (Tab. 6). lon Score Werte

> 30 entsprechen einem p-Wert < 0,05. Protein Score und lon Score Werte wurden

von dem Programm MASCOT automatisch errechnet.

Tab. 6: Ergebnis der MALDI-MS/MS Analyse vom Acyl-CoA-binding Protein.

Protein | Accession Prot. Nominale | Seq. lon Peptid
. P
Nr.5 SwissProt Score | Masse (M, Abd. Score Sequenz
ACBP P0O7107 219 9913 6,11 38% 87 SQAEFDKAAEEVK
86 AYIDKVEELK
61 AKWDAWNELK
51 WDAWNELK
4700 Reflector Spec #1[BP = 1988.9, 7051]
100 7050.7
AC B P 1987.9474
90
& 1061.4799 * 2007.979
70
60 1990.9551
50
1493.7025 *
40 1260.6205 *
30
1J71 9536
1207.6372 %
20
1077.4739 J7
848.2366 1335.7357 14174.9587
10 864.1893 991.283 1292]6112 3.9491
2480 ﬁafﬁz 5 Lh l i . ‘15156934 1871, hﬁjﬁm »
7%9.0 1079.2 1359.4 1639.6 1919.8 2200.0

Mass (m/z)

Abb. 21: Spektrum des Peptidmassen Fingerabdrucks (PMF) des Proteins ACBP (Spot Nr. 5). Im
Spektrum sind die vier Vorlaufer-lonen der MS/MS-Analyse (Abb. 22 — 25) mit roten Sternen markiert.
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4700 MS/MS Precursor 1061.48 Spec #1[BP = 159.1, 19053]
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Abb. 22: MS/MS-Spektrum des Vorlaufer-lons mit der Masse 1061.48 Da des Proteins ACBP. Das
detektierte Peptid hatte die Sequenz WDAWNELK.
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Abb. 23: MS/MS-Spektrum des Vorlaufer-lons mit der Masse 1207.64 Da des Proteins ACBP. Das
detektierte Peptid hatte die Sequenz AYIDKVEELK.
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Abb. 24: MS/MS-Spektrum des Vorlaufer-lons mit der Masse 1260.62 Da des Proteins ACBP. Das
detektierte Peptid hatte die Sequenz AKWDAWNELK.
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Abb. 25: MS/MS-Spektrum des Vorldufer-lons mit der Masse 1493.70 Da des Proteins ACBP. Das
detektierte Peptid hatte die Sequenz SQAEFDKAAEEVK.
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3.2 Analyse ungereifter versus in vitro gereifter boviner Oozyten

Fir den Vergleich ungereifter mit in vitro gereiften bovinen Oozyten mit der 2D-DIGE
Technik (Sattigungsmarkierung) wurden Kumulus-Oozyten-Komplexe (KOK) aus
Ovarien von Schlachthoftieren gewonnen. Von jedem Ovar konnten 10 — 15 KOK
entnommen werden. Eine Halfte der KOK wurde in vitro maturiert (IVM), die andere
Halfte diente als ungereifte Kontrolle. Die KOK wurden mittels Stereomikroskopie
morphologisch charakterisiert. Die Oozyten wurden von den Kumuluszellen getrennt
(Denudation). Insgesamt standen sechs biologische Replikate zur Verfigung, d.h.
sechs Ansatze ungereifter Oozyten und sechs Ansatze in vitro gereifter Oozyten.
Jeder Ansatz enthielt 150 Oozyten, fur die differentielle Analyse wurden somit 1800
Oozyten prapariert. Jede der Proben wurde unabhangig voneinander lysiert. Die
Proteinkonzentrationen, bestimmt mittels Bradford, lagen zwischen 0,74 mg/ml und
1,08 mg/ml. Pro Probe lag die Proteinausbeute zwischen 11,1 ug und 16,2 pg. Die
Gesamtausbeute aller Ansatze betrug 163 ug (Abb. 26). Der Gesamtproteingehalt
einer Oozyte lag nach der in dieser Arbeit durchgefuhrten Proteinbestimmung somit

bei einem Durchschnittswert von etwa 90 ng.

Tag der Praparation 1 2 3 4 5 6
Charakterisierung der KOK l l l l l l
Anzahl KOK/Tag 300 300 300 300 300 300
1:1-Aufteilung jedes Pools / \ / \ / \ / \ / \ / \
Anzahl KOK 150 150|150 150|150 150 |150 150 [150 150|150 150
IVM fiir jeweils 150 KOK | l l l l ! l l l N l
Reifungszustand/KOK | U G|U G|U G|U G |U G| U G
Denudation/Charakt./Lagerung l l l l l l l l
Reifungszustand/Oozyten | U G|U G|U G|U G |U G| U G
Unabhéngiges Lysieren jeder Probe l l l l l l l l
12 unabhangige Lysate (L) | L1 L2 (L3 L4 |L5 L6|L7 L8|L9 L10(L11 L12

7

——
Proteingehalt @ 13,6 ug pro Probe (= 163 ug Gesamtprotein)

Abb. 26: Schematische Darstellung der Probenvorbereitung fir die Analyse ungereifter versus in vitro
gereifter boviner Oozyten. Pro Praparationstag resultierten etwa 300 KOK. 150 KOK eines jeden
Ansatzes blieben ungereift (U), die jeweils Ubrigen 150 KOK wurden in vitro gereift (G). Nach der
Denudation wurde jeder der 12 Ansatze unabhangig voneinander lysiert. Im Durchschnitt resultierte
pro Probe ein Proteingehalt von 13,6 pg, d.h. alle 12 Proben (= 1800 Oozyten) ergaben ein
Gesamtproteingehalt von 163 pg.
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Die Markierungsreaktion mittels der Sattigungsfarbstoffe Cy3 und Cy5 wurde vor der
Analyse optimiert, um das exakte Verhaltnis zwischen Protein- und Farbstoffmenge
zu ermitteln. Diese Optimierung wurde aufgrund der stark limitierten Probenmenge
der Oozyten mit bovinen Oviduktzellen durchgefuhrt. Fir die Optimierung wurden
sechs Gele angefertigt, auf denen jeweils 5 ug Oviduktzell-Lysat mit Cy3 und 5 ug
mit Cy5 markiert wurden (Tab. 7).

Oozytenproteine konnte durch die Verwendung der Oviduktizellen im Voraus

Das Verhaltnis fur die Markierung der

abgeschatzt werden. Fur die Markierungsreaktion des Proteinlysats der Oozyten
musste das Verhaltnis um einen weiteren Schritt erhdht werden. Folgendes
Verhaltnis konnte als optimal fir die Oozytenproteine ermittelt werden: Fur die
vollstandige Markierung von 5 pg Protein mit CyDye wurden 2,5 ul einer 2 mM
TCEP-L6sung und 5 pl einer 2 mM CyDye-L6sung bendtigt. Das Gesamtvolumen der
Markierungsreaktion betrug 16,5 ul und wurde vor der IEF mit dem entsprechenden
Volumen 2x Probenpuffer (2x SB) versetzt. Durch das optimale Verhaltnis von
Protein- zu Farbstoffmenge konnte eine sehr gute Auflosung der Proteine erreicht

werden (Abb. 27, Seite 50).

Tab. 7: Eingesetzte Volumina fir die Optimierung der Markierungsreaktion mit Sattigungsfarbstoff.
Aufgrund der limitierten Oozytenproben wurde die Optimierung mit Oviduktzellen (Gele 1 — 6)
durchgefiihrt. Gel 7 zeigt die letztendlich eingesetzten Volumina fir die Markierung der
Oozytenproben. Nach der Markierungsreaktion wurden die Proben mit dem entsprechenden Volumen
2x Probenpuffer (2x SB) gemischt.

Gel | Material Proteinmenge Probenvol. 2mM TCEP | 2 mM CyDye Vol. 2x SB

() (ki) (ki) (ul) (wi)

1 Ovidukt 5 9 0,5 1 10,5

2 Ovidukt 5 9 0,75 1,5 11,25

3 Ovidukt 5 9 1 2 12

4 Ovidukt 5 9 1,25 2,5 12,75

5 Ovidukt 5 9 1,5 13,5

6 Ovidukt 5 9 2 15

7 | Oozyten 5 9 2,5 16,5




Ergebnisse 50

.;. i | __.i '::"1 - b |
] 4"'--. _.*",'**‘I"ﬁ o oty :.&'E',"!I‘;'h

“ sle b : ot @ 'r . : '
. e o i"" e s v
w2 b L) T .

RPN I AROAN

i i S .4 =

o ¥ ! | W ‘e !-'

Abb. 27: Optimierung der Markierungsreaktion mit Sattigungsfarbstoff an Oviduktzellen. Gezeigt sind
zwei einander entsprechende Gelausschnitte aus einem Optimierungsexperiment. (A) entspricht
einem Ausschnitt des Gels Nr. 1, (B) entspricht einem Ausschnitt des Gels Nr. 6 in Tab. 7. In (A) ist
das Verhaltnis zwischen Farbstoff und Protein zu niedrig. In (B) ist das optimale Verhaltnis von Protein
zu Farbstoff gegeben. Die eingekreiste Region zeigt deutlich den Unterschied bezliglich der Bildung
von Doppelspots. Die gesamte Auflésung ist durch die Optimierung verbessert (B).

1. Gel 2. Gel
Ungereifte Oozyten (Cyd) + IPS (Cy3) Gereifte Oozyten (Cy5) + IPS (Cy3)
633 nm (Cy5) und 532 nm (Cy3) 633 nm (Cy5) und 532 nm (Cy3)
Kontrolle IPS Probe IPS

}

Vergleich Kontrolle/Probe und Normalisierung tUber IPS

Abb. 28: Aufbau eines analytischen Replikats. Aufgrund der Verfligbarkeit von zwei verschiedenen
Farbstoffen (Cy3 und Cy5) setzt sich ein analytisches Replikat aus zwei 2D-Gelen zusammen. Im
ersten Gel wird die Kontrolle (Ungereifte Oozyten, Cy5) plus IPS (Cy3), im zweiten Gel die Probe
(Gereifte Oozyten, Cy5) plus IPS (Cy3) aufgetragen. Beide Gele werden jeweils bei zwei
verschiedenen Wellenlangen eingelesen. Pro 2D-Gel resultieren zwei digitale Gelbilder. Die Gelbilder
von Kontrolle und Probe werden tber das Programm DeCyder miteinander verglichen und tber den
IPS normalisiert.
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Entsprechend der durchgefiihrten Optimierung wurden fir die Analyse der Oozyten
von jedem der 12 unabhangigen Lysate insgesamt 1,25 yg mit Cy5 markiert. Der IPS
setzte sich in dieser Analyse zu gleichen Mengenanteilen aus allen 12 Einzelproben
zusammen. Vom IPS wurden 10 yg mit Cy3 markiert. Da im Gegensatz zur
Markierung mit Minimalfarbstoff bei der Sattigungsmarkierung nur zwei Farbstoffe
erhaltlich sind, war es notig zwei Gele pro Experiment anzufertigen (Abb. 28,
Seite 50). Auf dem ersten Gel wurden 0,25 ug Cy5-markierter Kontrolle (ungereifte
Oozyten) zusammen mit 0,25 ug des Cy3-markierten IPS aufgetrennt (0,5 ug Protein
pro 2D-Gel insgesamt). Durch die Anregung mit zwei verschiedenen Wellenlangen
(633 und 532 nm) resultierten zwei Gelbilder. Auf dem zweiten Gel wurden 0,25 ug
Cy5-markierte Probe (gereifte Oozyten) zusammen mit 0,25 yug Cy3-markiertem IPS
aufgetrennt. Es resultierten ebenfalls zwei Gelbilder. Pro biologischem Replikat und
pH-Bereich 4 — 7 und 6 — 9 wurden zwei Gele angefertigt. Die Analyse der Oozyten
umfasste damit insgesamt 24 Gele (48 Gelbilder). Die Auswertung der Experimente
erfolgte mittels des Programms DeCyder™ 6.5. In der so genannten ,Differentiellen
In-Gel Analyse” (DIA) wurden die Spots detektiert. In den Gelbildern des pH-
Bereiches 4 — 7 wurden im Durchschnitt 2244 (+ 100) Spots detektiert, im pH 6 — 9
konnten 1291 (x 65) Spots detektiert werden. Mit der Biologischen Varianz Analyse
(BVA) erfolgte die automatische Zuordnung aller korrespondierender Spots
(Matching) innerhalb der Gelbilder eines pH-Gradienten. Etwa 10% der Spots
wurden manuell nachgearbeitet. Es folgte die statistische Auswertung. In jedem der
beiden pH-Bereiche der differentiellen Analyse mussten die Proteine folgende
Kriterien erfullen, um als signifikant verandert zu gelten: Abundanzverhaltnis eines
Proteins von Kontrolle zu Probe bzw. von Probe zu Kontrolle Faktor = 2; Spot in 12
von 12 Gelen vorhanden; p < 0,01 (Student’s t-Test). Es wurde der p-Wert des
gepaarten Student’s t-Test unter Anwendung der False Discovery Rate (FDR)
berechnet. Zwei Protein-Spots erfullten die Kriterien im pH-Bereich 6 — 9 (Abb. 29,
Seite 53), 36 Proteine im pH-Bereich 4 — 7 (Abb. 30, Seite 53). Von den insgesamt
38 veranderten Protein-Spots waren 21 in ihrer Abundanz in gereiften Oozyten
erniedrigt, 17 waren in gereiften Oozyten erhoht.

Die relativen Abundanzanderungen der beiden Spots (Nr. 1 und 2) im pH-Bereich
6 - 9 waren in den Proben der gereiften Oozyten erniedrigt und betrugen 2,81 und
3,28. Die beiden Spots waren in 12 von 12 Gelen vorhanden. Die p-Werte des
Student’s t-Test lagen bei 2,0 x 10 bzw. 4,5 x 10® (Tab. 8, Seite 52). Spot Nr. 26
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lag im Uberlappungsbereich der beiden verwendeten pH-Gradienten und war im pH-
Bereich 6 — 9 in 9 von 12 Gelen vorhanden. Der Abundanzfaktor lag bei 2,15 (in
gereiften Oozyten erniedrigt) im pH 6 — 9. Der p-Wert des Student’s t-Test lag bei
0,19. Der Spot Nr. 26 erfullte die angesetzten Kriterien im pH-Bereich 4 — 7. Die
Abundanzanderungen der 36 Proteine im pH 4 - 7 lagen zwischen 2,02 und 10,34
(Tab. 9, Seite 54). Die p-Werte des Student’s t-Test lagen zwischen 8,8 x 107 und
1,3x 10™. Von den 13 Proteinen, die spater identifiziert werden konnten (Siehe ab
S. 57), waren vier in ihrer Abundanz in den gereiften Oozyten erhoht, neun waren
erniedrigt (Abb. 31, Seiten 55 und 56).

Bei der Sattigungsmarkierung ist nicht auszuschlieRen, dass sich die beiden
Farbstoffe durch Interferenz gegenseitig beeinflussen [82]. Dies konnte zu falsch
positiven oder falsch negativen Ergebnissen fuhren. Um dies zu prufen, wurde in
jedem der zwei pH-Bereiche ein Same-Same-Experiment (SSE) durchgeflhrt. Dazu
wurden 3,5 ug eines Pools aller 12 Oozytenproben mit Cy3 markiert. Ein weiteres
Aliquot von 3,5 pg wurde mit Cy5 markiert. Im pH-Bereich 4 — 7 als auch 6 — 9
wurden je zwei technische Replikate angefertigt. Pro 2D-Gel wurden 0,25 pug Cy3-
markiertes sowie 0,25 ug Cy5-markiertes Probengemisch aufgetragen. Erfolgt keine
relevante Interferenz, so sollten die Verhaltnisse der Intensitatswerte 1 betragen. Die
Faktoren der beiden Spots aus dem SSE im pH-Bereich 6 — 9 betrugen 1,03 und
1,04 (Tab. 8). Die Faktoren der Spots aus dem SSE im pH-Bereich 4 — 7 lagen
zwischen 1,00 und 1,35 (Tab. 9, Seite 54).

Tab. 8: Daten der Protein-Spots mit veranderter Abundanz der 2D-DIGE Analyse der Oozyten im pH-
Bereich 6 — 9.

Nr. Proteinname Vorkommen Faktor p-Wert I:glétg)r
1 - 12 von 12 3,28V 4,5x10° 1,03 V¥
2 - 12 von 12 281V 2,0x 10 1,04 V
26 - 9 von 12 215V 0,19 1.08 A

V: Abundanz in den gereiften Oozyten erniedrigt. A : Abundanz in den gereiften Oozyten erhoht.
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Abb. 29: Gelbild
eines Cy3-markierten
IPS (0,25 pg) im pH-
Bereich 6,2 — 8,6. Die
Pfeile kennzeichnen
die abundanzveran-
derten Kanditdaten-
proteine. Proteine 1
und 2 erfillen die
angesetzten Kriterien
und sind in ihrer
Abundanz in den ge-
reiften Oozyten ernie-
drigt (Siehe Tab. 8).
Protein Nr. 26 erfiillt
die Kriterien im pH 4
— 7, nicht jedoch im
pH 6 — 9, was auf
Proteinprazipitationen
in diesem Bereich
zurlick zu fihren ist.

Abb. 30: Cy3-Gelbild
des IPS (0,25 pg) im
pH-Bereich 4,4 bis
6,8. Nummern und
Pfeile markieren die
36  abundanzveran-
derten Protein-Spots.
17 Proteine sind in
gereiften Oozyten
erhoht. 19 Proteine
sind in  gereiften
Oozyten  erniedrigt.
Alle Daten der 36
Protein-Spots sind in
Tab. 9 aufgelistet.
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Tab. 9: Daten der 36 Protein-Spots im pH-Bereich 4 — 7 der 2D-DIGE Analyse ungereifter versus in vitro
gereifter boviner Oozyten. Zur Identifizierung der Proteine mittels Massenspektrometrie siehe ab S. 57.

Nr. Proteinname Vorkommen Faktor p-Wert Fakto*r

(SSE*)
3 GSTM5 12 von 12 10,34 A | 55x107 | 1,04 A
4 - 12 von 12 9,08 A 3,4x107 | 1,05 A
5 - 12 von 12 7,33 A 34x107 | 1,02 A
6 - 12 von 12 6,78 A 44x10°| 1,19V
7 - 12 von 12 539 A 53x107 | 1,17 A
8 - 12 von 12 4,18 A 8,8x107 | 1,03 ¥
9 - 12 von 12 3,72 A 57x107 | 1,04 ¥
10 - 12 von 12 3,11 A 57x107 | 1,04 ¥
11 Mischpopulation 12 von 12 3,08 A 1,5x 10 1,22 A
12 - 12 von 12 2,87 A 2,0x10% | 1,01 A
13 - 12 von 12 2,85 A 55x10° | 1,23 A
14 - 12 von 12 2,84 A 8,3x10° | 1,11 A
15 - 12 von 12 2,71 A 1,4x 10 | 1,00 A
16 GSTM5 12 von 12 2,65 A 41x10°| 1,06 A
17 - 12 von 12 2,36 A 20x10% | 1,17 A
18 - 12 von 12 2,08 A 23x10% | 1,08 A
19 E2 12 von 12 2,08 A 2,7x10° | 1,02 A
20 Clusterin 12 von 12 2,02V 1,3x10% | 1,14 ¥
21 - 12 von 12 2,06 ¥ 49x10%| 1,05V
22 Peroxiredoxin-3 12 von 12 225V 1,0x10° | 1,09 A
23 TCTP 12 von 12 229V 1,3x10° | 1,03 A
24 - 12 von 12 2,40 V 9,1x10°| 1,10 A
25 - 12 von 12 2,46 ¥ 26x10°| 1,02 A
26 - 12 von 12 2,50 V¥ 9,8x10° | 1,19 ¥
27 - 12 von 12 310 V¥ 3,8x10° | 1,35 A
28 14-3-3 ¢ 12 von 12 345V 2,0x10° | 1,02 A
29 - 12 von 12 365V 3,8x10° | 1,01V
30 - 12 von 12 400V 1,8x10° | 1,02 ¥
31 GSTM5 12 von 12 410 Vv 41x10°| 1,04V
32 6PGL 12 von 12 425V 44x10°| 1,13 A
33 - 12 von 12 6,09 V¥ 1,4x10° | 1,07 A
34 EF1y 12 von 12 6,55 V¥ 42x10°| 1,09 A
35 Mischpopulation 12 von 12 751V 5,3 x 10”7 1,02 A
36 Mischpopulation 12 von 12 860V 55x107 | 1,06 A
37 - 12 von 12 8,86 ¥ 57x107 | 1,05 A
38 - 12 von 12 9,65 ¥ 57x107 | 1,09 A

V: Abundanz in den gereiften Oozyten erniedrigt.
*) SSE: Same-Same-Experiment (Siehe S. 52)

A : Abundanz in den gereiften Oozyten erhoht.
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Abb. 31: Graphen und 3D-Darstellungen abundanzveranderter
Proteine. Dargestellt sind die Daten der 13 Proteine, die spater
identifiziert werden konnten (Siehe ab S. 57). Fir jedes Protein sind
die  Abkirzungen der Proteinnamen (aus Grinden der
Ubersichtlichkeit) vorweggenommen, dahinter stehen in Klammern die
Nummern der zugehdrigen  Spots, aulerdem sind die
Abundanzfaktoren (AF) und die p-Werte des Student’s t-Test
angegeben. Jeder Punkt in den Graphen (oben) kennzeichnet einen
Intensitatswert des jeweiligen Proteins flr die Proben der ungereiften
(links) und gereiften (rechts) Oozyten. Die zusammengehorigen Werte
eines biologischen Replikats sind durch eine gestrichelte Linie
miteinander verbunden. Unter den Graphen sind fUr jedes der sechs
biologischen Replikate die korrespondierenden Spots als 3D-
lllustration gezeigt. Einige der 3D-Darstellungen innerhalb eines
Probensatzes unterscheiden sich scheinbar deutlich zueinander (z.B.
6PGL). Ursache dafir ist die automatische Einstellung des Malstabs
der z-Achse (Signalintensitat) durch das Programm DeCyder auf der
Basis der grofdten Spot-Intensitat, die innerhalb des dargestellten
Ausschnitts liegt.
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Fir die Identifizierung der Proteine wurden praparative 2D-Gele angefertigt. Flr
diesen Zweck wurden 5176 ungereifte Oozyten gesammelt, was einer Proteinmenge
von 466 ug entsprach. Da die Sattigungsmarkierung das Laufverhalten der Proteine
verandert, mussten die Proteinlysate fur die praparativen Gele mit Cy3 markiert
werden. Dadurch wurde das Spot-Muster der praparativen mit den analytischen
Gelen vergleichbar. Fur das Ausstechen und die Identifizierung der Spots mit
veranderter Abundanz wurden praparative 2D-Gele im pH-Bereich 4 — 7 mit 100 bzw.
200 pg Gesamtprotein (entsprechend 1100 bzw. 2200 Oozyten) angefertigt.
Aufgrund der Limitation der Oozyten konnten keine praparativen Gele im pH-Bereich
6 — 9 hergestellt werden. Die praparativen pH 4 — 7 Gele wurden zur Visualisierung
der Spots Coomassie gefarbt (Abb. 32). Den 36 veranderten Spots der analytischen
Gele im pH-Bereich 4 — 7 konnten 18 Spots auf den praparativen Gelen eindeutig
zugeordnet werden. Spot Nr. 34 war in dem hier abgebildeten 200 ug Gel nicht
vorhanden, konnte aber auf einem weiteren 100 pg Gel zugeordnet und
ausgestochen werden. Eine Zuordnung der ubrigen 18 Spots war aufgrund der
geringeren Sensitivitat der Coomassie-Farbung im Vergleich zur Sattigungs-

markierung nicht moglich.
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Abb. 32: Praparatives Gel aus Cy3-gelabeltem Oozyten-Lysat (200 ug). A) Cy3-Gelbild nach dem
Einlesen mit 532 nm. B) Nachtragliche Farbung des Gels mit kolloidalem Coomassie. Der Stern
markiert in beiden Gelbildern den Bereich mit Proteinprazipitation im sauren pH-Bereich. Es fallen
leichte Abweichungen der beiden Spot-Muster in Abhangigkeit der Visualisierungsmethode auf
(Cy3 versus Coomassie), aullerdem die geringere Sensitivitdt der Coomassie-Farbung. Die Pfeile
markieren die 18 ausgestochenen Spots. Spot Nr. 34 war in dem hier dargestellten praparativen
Gel nicht sichtbar (unterer Rahmen), jedoch in einem 100 ug praparativen Gel (oberer Rahmen).
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Nach dem Ausstechen und der tryptischen Hydrolyse der Spots wurden die daraus
resultierenden Peptide massenspektrometrisch analysiert. Zuerst sollten die Cy3-
markierten Peptide mittels MALDI-TOF/TOF analysiert werden. Es hat sich gezeigt,
dass diese Methode nicht fur eine Identifizierung der markierten Proteine geeignet
war — moglicherweise aufgrund hoher Energieabsorption durch die kovalent
gebundenen Farbstoffmolekile beim Laser-Beschuss. Die Proteine konnten
schlieBlich erfolgreich mit Hilfe der wesentlich schonenderen ESI-MS/MS analysiert
werden. Die Peptide wurden zuerst durch nano-Flussigkeitschromatographie
aufgetrennt und anschlieRend deren Masse-Ladungs-Verhaltnis mittels ESI-MS/MS
Analyse bestimmt. Die Daten der Analyse wurden gegen die Swiss-Prot R48
Datenbank (Mammalia) sowie gegen die IPl Datenbank (cow V3.07) mit dem
MASCOT Algorithmus gesucht. Als Suchparameter wurde die Cy3-
Sattigungsmarkierung als feste Modifikation angegeben. Die Suchergebnisse wurden
mit einem p-Wert < 0,05 und einem MASCOT lon Score Ausschluss > 30 gefiltert.
Identifizierungen wurden akzeptiert, wenn mindestens zwei Peptide diese Werte
erfullten. 12 der 18 ausgestochenen Spots konnten unter Anwendung dieser Kriterien
identifiziert werden. Die Protein Scores lagen zwischen 58 und 422. Die
Sequenzabdeckungen zwischen 4 und 33%, die lon Scores zwischen 30 und 93
(Tab. 10a, b, c; Seite 60 — 62). Ein Protein (Spot Nr. 28, Tab. 10b) wurde Uber ein
Peptid identifiziert und manuell ausgewertet. Der MASCOT lon Score dieses Peptids
lag bei 70. Das MS/MS-Spektrum dieses Peptids zeigte sieben b-lonen und zehn y-
lonen (Abb. 33).
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Abb. 33: MS/MS-Spektrum des Proteins 14-3-3 €. A) Das Peptid ist 13 Aminosauren lang, eine MS/MS-
Analyse wurde die gezeigten charakteristischen b- und y-lonen erzeugen. B) Erhaltenes MS/MS-
Spektrum des Peptids. Die Peaks der gemessenen b- und y-lonen sind mit den zugehdrigen m/z-Werten
annotiert.
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Bei drei der 13 identifizierten Proteine enthielt der Spot mehr als eine Proteinspezies.
Im Falle von Spot 11 wurden vier verschiedene Spezies identifiziert. Im Falle von
Spot 35 und 36 wurden jeweils zwei Spezies identifiziert. Um falsch positive
Identifizierungen durch die Kontamination durch benachbarte Spots auszuschliel3en,
wurden sieben der nachstgelegenen Spots zu den 18 differentiellen zusatzlich
ausgestochen. Funf dieser Spots konnten identifiziert werden (Abb. 34), Spot Nr.
11b mit mehr als einem Protein (Tab. 11a, b, Seite 63 und 64). Die benachbarten
Spots Nr. 3 und 3a konnten als Glutathion S-Transferase Mu5 bzw. als Ubiquitin
Carboxyl-terminal Hydrolase Isoenzym L1 identifiziert werden. In Spot Nr. 11 konnten
vier Spezies identifiziert werden: Tubulin beta, Tubulin alpha, Protein Disulfide
Isomerase Precursor (PDI) und UV Excision Repair Protein RAD23 homolog B. In
den benachbarten Spots Nr. 11a und 11b konnten die PDI und Tubulin beta
identifiziert werden. Spot Nr. 32 wurde als 6-Phosphogluconolactonase identifiziert.
Spot Nr. 32a als Endoplasmic Reticulum Protein 29V. Spot Nr. 34 wurde als
Eucaryotic Elongation Factor 1 gamma identifiziert. Spot Nr. 34a als Alpha Enolase.

pH
4.4 5.0 55 6.0 6.8
FITWY "'}' ornd Abb 34: Cy3-Gelbild
; des IPS im pH-Bereich
4 — 7 mit zusatzlich

identifizierten Spots.
Die funf markierten
Spots konnten identi-
fiziert werden (Tab.
11a, b). Die Identifi-
zierungen dieser Spots
sollten Aufschluss dari-
ber geben, ob Identifi-
zierungen der differen-
tiellen Proteine durch
Diffusion von Proteinen
nahe liegender Spots
beeinflusst worden sind.
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Tab. 10a: Daten der mittels LC-MS/MS identifizierten abundanzveranderten Proteine (1).

N Proteinname IPI _ Prot. Nominale ol Seq. lon Peptid
Accession Score Masse (M,) Abd. Score Sequenz
3 Similar to glutathione-S-Transferase, IPIO0702950 208 30860 6,83 24% 31 K.YSWFAGEK.L
Mu 5 (GSTMS5) 53 R.VDIMENQIMDFR.M
69 R.MLLEFTDTSYEEK.R
39 R.MLLEFTDTSYEEKR.Y
37 R.IRVDIMENQIMDFR.M
11 Tubulin Beta IPI00697107 147 54604 4,78 7% 36 R.FPGQLNADLR.K
61 R.ISEQFTAMFR.R
53 R.AILVDLEPGTMDSVR.S
Similar to Tubulin Alpha 1 IPI00700865 87 57754 5,01 5% 43 K.EIIDLVLDR.I
51 R.AVFVDLEPTVIDEVR.T
Protein Disulfide Isomerase Precursor IPI00709465 74 61929 4,80 7% 30 R.EADDIVNWLK.K
(PDI) 43 K.NFEEVAFDEK.K
56 K.VDATEESDLAQQYGVR.G
UV Excision Repair Protein RAD23 IP100690790 54 42709 4,81 13% 42 K.IDIDPDETVR.A
homolog B 35 K.ILNDDTALKEYKIDEK.N
37 K.QEKPAERPVETPVATTPTSTDSTSGDSSR.S
16 Similar to Glutathione-S-Transferase IPI00702950 254 30860 6,83 21% 32 R.YLEQLPGQLK.Q
Mu 5 (GSTM5) 62 K.SMVLGYWDIR.G
44 R.VDIMENQIMDFR.M
64 R.MLLEFTDTSYEEK.R
55 R.MLLEFTDTSYEEKR.Y
41 R.IRVDIMENQIMDFR.M
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Tab. 10b: Daten der mittels LC-MS/MS identifizierten abundanzveranderten Proteine (11).

N Proteinname IPI . Prot. Nominale ol Seq. lon Peptid
Accession Score Masse (M,) Abd. Score Sequenz
19 PREDICTED: similar to Dihydrolipoamide  IPI00686747 422 52899 8,73 11% 42 R.VLLLDL.-
S-Succinyltransferase (E2) 37 K.VEGGTPLFTLR.K
70 R.NVETMNYADIER.T
93 K.TPAFAESVTEGDVR.W
65 K. TPAFAESVTEGDVRWEK.A
20 Clusterin Precursor IP100694304 63 57794 5,73 4% 41 R.GSLFFNPK.S
51 K.LLLSSLEEAK.K
44 R.KLLLSSLEEAK.K
22 Thioredoxin-dependent Peroxide IPI00696824 268 30863 7,15 12% 34 K.EISLDDFK.G
Reductase (Peroxiredoxin-3) 56 K.HLSVNDLPVGR.S
98 R.DYGVLLEGPGLALR.G
23 Translationally-controlled Tumor Protein  IPI00705660 404 20911 4,84 33% 57 R.EDGVTPYMIFFK.D
(TCTP) 71 R.DLISHDEMFSDIYK.I
33 -.MIIlYRDLISHDEMFSDIYK.I
28 14-3-3 ¢ IPI00696435 133 31169 4,63 5% 70 K.VAGMDVELTVEER.N
31 Similar to Glutathione-S-Transferase, IP100702950 58 30866 6,83 9% 49 K.SMVLGYWDIR.G
Mu 5 (GSTM5) 34 R.VDIMENQIMDFR.M
32 Similar to 6-Phosphogluconolactonase IPI00706234 80 27514 5,57 10% 63 R.TVIFVATGEGK.A
(6PGL) 41 R.ELPAAAAPAGPASLAR.W
34 E“ka,?gf:;?g‘:ﬁf;”(E',S{‘?)aﬁon IPI00706632 111 50346 615 8% 31 K.STFVLDEFK.R
55 K.STFVLDEFKR.K
73 R.KLDPGSEETQTLVR.E
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Tab. 10c: Daten der mittels LC-MS/MS identifizierten abundanzveranderten Proteine (lll).

NI Proteinname IPI - Prot. Nominale ol Seq. lon Peptid
Accession Score Masse (M,) Abd. Score Sequenz

35 Thioredoxin-dependent Peroxide IP100696824 67 30867 7,15 8% 52 K.HLSVNDLPVGR.S

Reductase (Peroxiredoxin-3) 48 R.GLFIIDPNGVIK.H

Cofilin-1 IP100699700 65 21737 8,21 15% 38 R.YALYDATYETK.E
48 K.LGGSAVISLEGKPL .-

36 Similar to Glutathione-S-Transferase, IPIO0702950 119 30866 6,83 12% 56 R.VDIMENQIMDFR.M
Mu 5 (GSTM5) 53 R.MLLEFTDTSYEEK.R
33 R.IRVDIMENQIMDFR.M
NADH-Ubiquinone Oxidoreductase 550586077 78 32283 6,54 1% 64 R.VVAEPVELAQEFR K

30 kDa Subunit, mitochondrial precursor
42 K.TYTDELTPIESSVPVYK.A
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Tab. 11a: Daten der mittels LC-MS/MS zusatzlich identifizierten Proteine (1).
Nr. Proteinname IPI _ Prot. Nominale pl Seq. lon Peptid
Accession Score Masse (M,) Abd. Score Sequenz
3a Ubiq“itli;‘ogra];z?;‘é"ﬁmgﬂ_wfro'ase IPI00701112 38 28905 507  15% 34 K QFLSETEKLSPEDR A
37 R.MPFPVNHGTSSEDSLLQDAAK.V
11a Protein Disulfide Isomerase Precursor IP100709465 655 61929 4.80 14% 48 R.EADDIVNWLK.K
(PDI) 61 R.LITLEEEMTK.Y
42 K.NFEEVAFDEK.K
86 K.VDATEESDLAQQYGVR.G
99 R.LAKVDATEESDLAQQYGVR.G
45 K.MDSTANEVEAVKVHSFPTLK.F
103 K.VDATEESDLAQQYGVRGYPTIK.F
11b Protein Disulfide Isomerase Precursor IPI00709465 1004 61929 4.80 25% 48 R.EADDIVNWLK.K
(PDI) 48 K.NFEEVAFDEK K
45 K.SVSDYEGKLSNFK.K
59 K.VLVGKNFEEVAFDEK.K
84 K.VDATEESDLAQQYGVR.G
46 K.EYTAGREADDIVNWLK.K
95 R.LAKVDATEESDLAQQYGVR.G
43 K.MDSTANEVEAVKVHSFPTLK.F
100 K.VDATEESDLAQQYGVRGYPTIK.F
35 R.LITLEEEMTKYKPESDELTAEK.I
Tubulin Beta IP100697107 114 54604 4.78 7% 51 K.LAVNMVPFPR.L
56 R.ISEQFTAMFR.R

60

R.AILVDLEPGTMDSVR.S




Ergebnisse

64

Tab. 11b: Daten der mittels LC-MS/MS zusatzlich identifizierten Proteine (II).

Nr. Proteinname IPI Prot. Nominale I Seq. lon Peptid
Accession Score Masse (M,) P Abd. Score Sequenz
32a Similar to: Endoplasmic Reticulum Protein 29 V IP100709407 260 29558 5.64 18% 77 K.ILDQGEDFPASEMTR.|
63 R.LAENSASSDDLLVAEVGISDYGDKL
NMELSEK.Y
34a Alpha-Enolase IPI00707095 523 51144 6.43 22% 102 K.VVIGMDVAASEFYR.S
50 K.YNQILRIEEELGSK.A
86 R.AAVPSGASTGIYEALELR.D
61 R.EIFDSRGNPTVEVDLFTAK.G
47 K.AGYSDKVVIGMDVAASEFYR.S
K.DATNVGDEGGFAPNILENKEALELL
67 KN
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4 Diskussion

4.1 Allgemeine Aspekte

Die embryo-maternale Kommunikation ist ein komplexes Regelwerk molekularer
Signale, deren perfekte raumliche und zeitliche Koordination fir die Entstehung und
Erhaltung der Trachtigkeit essentiell ist. Untersuchungen dieser Interaktionen auf
MRNA-Ebene haben zur Aufklarung der Mechanismen in verschiedenen Spezies
beigetragen. Beim Rind wurde beispielsweise gezeigt, dass durch das embryonale
Interferon tau (IFNT) trachtigkeitsrelevante Gene stimuliert werden, deren Produkte
das Endometrium auf die Implantation vorbereiten [83]. Transkriptomstudien des
bovinen Endometriums am Tag 18 der Trachtigkeit mit monozygoten Zwillingen
lieferten zahlreiche Gene, von denen fast die Halfte von Typ | Interferonen stimuliert
wird [38]. Microarray-Analysen der Implantationsstellen bei der Maus deuteten auf
die Relevanz zahlreicher Gene bei der Regulation der uterinen Umgebung flur die
Implantation der Blastozyste hin [84]. Eine Vielzahl solcher Arbeiten auf diesem
Gebiet wurde auch beim Menschen durchgefuhrt. So wurde die Genexpression
wahrend des Zeitpunktes der Implantation an gut charakterisierten Biopsieproben
humanen Endometriums untersucht [85]. Die regulierten Gene kodierten flr
implantationsrelevante Produkte, wie Insulin Like Growth Factor binding Proteins
(IGFBPs), fur Proteine die an der Prostaglandinsynthese beteiligt sind, sowie fur
Prostaglandinrezeptoren.

Nachteil der Transkriptomanalysen ist, dass sie keine direkte Information Uber die
Abundanzen der aus den erfassten Genen translatierten Proteine liefern [40]. Der
Riickschluss, dass eine bestimmte Anderung auf der Ebene der mRNA die gleiche
Anderung auf Proteinebene hervorruft, ist nicht mdglich. Degradationsprozesse der
MRNA, die Stabilitdt der synthetisierten Proteine und deren Abbau kdnnen nicht
erfasst werden. Direkte Untersuchungen von Koérperflissigkeiten oder den kernlosen
Thrombozyten bleiben der Transkriptomanalyse generell verschlossen [86]. Eine

Analyse von Proteinen ist nur mittels einer Proteomanalyse moglich.
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4.2 Analyse des Endometriums monozygoter Zwillinge

Das Proteom einer Zelle, eines Gewebes oder eines Organismus ist ein sich schnell
anderndes und empfindliches System. Werden in einer Proteomanalyse zwei
Zustande miteinander verglichen, so ist es ausgesprochen wichtig, moglichst
identische Ausgangsbedingungen fur den Versuchsaufbau zu wahlen. Des Weiteren
muss die Zahl veranderter Parameter zwischen den beiden Zustanden so gering wie
moglich gehalten werden. Bei der Bewertung differentieller Proteinmuster spielt auch
die genetische Heterogenitat untersuchter Individuen eine grof3e Rolle. Optimale
Untersuchungsobjekte flr eine Proteomanalyse stellen daher genetisch identische
Organismen dar. Aus diesem Grund wurden in der hier vorgestellten Arbeit zur
Analyse der embryo-maternalen Kommunikation embryo-induzierte Veranderungen
des Endometriums auf Proteomebene bei monozygoten Rinderzwillingen untersucht.
Die Zwillinge wurden durch Embryo Splitting generiert und sind durch identische
nukleare und mitochondrielle DNA charakterisiert [77]. Neben der Verfigbarkeit
genetisch identischer Individuen stellt das Rind ein sehr gutes Modell fur
Untersuchungen der Interaktionen zwischen Embryo und Mutter dar. Gewebeproben
kénnen in ausreichenden Mengen von gut definierten Versuchstieren entnommen
werden. Um moglichst vergleichbares Probenmaterial zu erhalten, wurden alle
Zwillingstiere in der gleichen Umgebung gehalten und die Tiere wurden
zyklussynchronisiert. Eines der Zwillingstiere erhielt einen Embryo Transfer (ET) mit
zwei Blastozysten aus einem gut etablierten und definierten in vitro System [78]. Der
korrespondierende Zwilling erhielt einen Scheintransfer mit Transfermedium ohne
Embryonen.

Aus logistischen Grinden wurden in dieser Arbeit in vitro produzierte Embryonen auf
die Empfangertiere Ubertragen. Diese Strategie hat den Vorteil, dass zum Zeitpunkt
des Experiments eine genlgend groRe Zahl an Embryonen einer definierten
Entwicklungsstufe zur Verfigung steht. Die Embryonen kdénnen morphologisch
selektiert werden, um die Wahrscheinlichkeit einer Trachtigkeit zu erhohen. Im
Vergleich zur kunstlichen Befruchtung ist die Rate embryonaler Verluste bei in vitro
produzierten und transferierten Embryonen jedoch erhéht [87]. Um dieses Defizit
auszugleichen, wurden in den hier beschriebenen Experimenten pro Empfangertier

zwei Embryonen transferiert.
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Weiterhin wurden alle geschlachteten Tiere nach strengen Kriterien selektiert, um
eine gute Charakterisierung des Probenmaterials zu gewahrleisten. So gingen
ausschlieBlich Proben solcher Zwillingspaare in die Proteomanalyse ein, bei denen
beim entsprechenden Tier eindeutig eine Trachtigkeit festgestellt werden konnte.
Aulerdem wurden Tierpaare, bei denen eines der Tiere pathologische
Veranderungen des Uterus, wie Endometritis und Urometra aufwies, nicht fur die
Analyse verwendet [88]. Unter Anwendung dieser Kriterien erwiesen sich drei

Zwillingspaare als geeignet fur die Analyse.

Minimierung von Serumproteinen und das experimentelle Design

In Vorversuchen hat sich gezeigt, dass Serumproteine in veranderlichen Mengen in
den Endometriumproben vorhanden sind (Abb 2, Seite 30). Eine Abreicherung
dieser Serumproteine musste daher vor der Analyse durchgefuhrt werden. Dafur
stehen flir humane Proben verschiedene Systeme zur Verfugung. So wurden
beispielsweise Systeme entwickelt, die auf Immunoaffinitat basieren [89, 90].
Spezifische Antikorper kdnnen dabei an das Saulenmaterial eines Chromatographie-
Systems gebunden werden. Lauft eine Probe Uber diese Saule, so werden die
hochabundanten Proteine Uber die Bindung an ihre korrespodierenden Antikorper
aus der Probe entfernt. Da es keine Erfahrungen bezuglich der Abreicherungs-
Effektivitat beim Rind gibt, wurde in dieser Arbeit nicht auf solche Systeme
zuruckgegriffen. Aufgrund der hohen Bindungskapazitat des bovinen Serumalbumins
(BSA) flr zellulare Proteine kénnten diese nach der Lyse zusammen mit dem BSA
abgereichert werden. Zur Reduzierung der Serumproteine wurden die Endometrium-
proben der monozygoten Zwillinge fur die hier durchgefihrten Experimente
unmittelbar nach der Entnahme gewaschen. Es konnte gezeigt werden, dass der
Gehalt an Serumproteinen dadurch signifikant reduziert werden kann. Der Vergleich
der Intensitaten der Albumin-Spots ungewaschener versus gewaschener Proben
ergab eine Reduktion um den Faktor 2,8. Eine Abreicherung zelluldrer Proteine
wurde nicht beobachtet.

Die verschiedenen Schritte der Lyse komplexer Gewebe wie Endometrium kénnen
die Ursache fur experimentelle Variationen im Proteingehalt des Lysats sein. Um
dieser Tatsache Rechnung zu tragen, wurden in dieser Analyse zwei unabhangige
Lysate jeder Probe angefertigt (Abb. 3, Seite 31). Aufgrund der hohen Komplexitat

der lysierten Endometriumproben wurden so genannte Uberlappende pH-Gradienten
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4 — 7 und 6 — 9 verwendet. Diese liefern eine verbesserte Auflésung gegeniber den
haufig verwendeten Gradienten pH 3 — 10 [91], vorausgesetzt der pH-Bereich 6 — 9
ist so optimiert, dass Proteine mit einem isoelektrischen Punkt ab etwa 7 gut
aufgeldst sind (Abb. 4, Seite 31). Durch die Verwendung Uberlappender pH-
Gradienten werden die Spots deutlicher voneinander separiert. Dadurch werden die
Quantifizierung der Spots sowie die Massenspektrometrie-basierte ldentifizierung der
Proteine verbessert, da die Zahl der Spots, die mehr als eine Proteinspezies
enthalten, abnimmt. Nachteil dieser Strategie ist die Verdoppelung des
experimentellen Aufwands bezuglich Probenmenge, Verbrauchsmaterialien und
Arbeit. Die Auflésung und die Anzahl der detektierten Spots kdnnten mit ultra-engen
pH-Gradienten (z.B. pH 4,0 — 5,0 und pH 4,5 — 5,5 usw.) noch weiter erhoht werden.
Hier wurde aber der hohe materielle und experimentelle Aufwand bei weitem die
Vorteile GUberwiegen. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit auf ultra-

enge pH-Gradienten verzichtet.

Die 2D-DIGE Technik — Minimalmarkierung

Nachteil der 2D-PAGE ist die Variation innerhalb verschiedener Gele einer Analyse.
In klassischen Ansatzen wie z.B. mit SYPRO-Ruby®-gefarbten Gelen muss diese
Variation Uber eine genugend grof3e Zahl technischer Replikate (n = 5) kompensiert
werden [92]. Sowohl die Quantifizierbarkeit wie auch die Reproduzierbarkeit der 2D-
PAGE wurden durch die Entwicklung einer Technik, der 2D-Differenz-
Gelelektrophorese (2D-DIGE), signifikant verbessert [93]. Bei der Minimalmarkierung
werden die Fluoreszenzfarbstoffe vor der 2D-PAGE Uber einen NHS-Ester kovalent
an Lysinreste der Proteine gebunden. Es wird ein Lysinrest pro Protein sowie 1 — 2%
aller Molekule markiert. Die Markierungschemie dieser Technik ist ausgesprochen
robust. Es konnen insgesamt drei verschiedene Proteingemische mit
unterschiedlichen Farbstoffen (Cy3, Cy5 und Cy2) markiert und innerhalb eines Gels
separiert werden. In der Regel werden in einem 2D-Gel die Probe, die Kontrolle und
ein Cy2-markierter Internal Pooled Standard (IPS) aufgetrennt — ein Proteingemisch,
welches beide biologischen Zustande reprasentiert. Aufgrund identischer Massen
(0,5 kDa) der drei Fluorophore (CyDyes) komigrieren die korrespondierenden
Proteine der drei Gemische. AuRerdem erfolgt durch eine Ladungskompensation der
Farbstoffe am Lysin keine Veranderung der Position der Spots im Vergleich zu

unmarkierten Proteinen. Durch die Mdglichkeit, zwei biologische Zustande innerhalb
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eines Gels aufzutrennen, kann die Anzahl nétiger Replikate flr eine Analyse
gegenuber klassischen Ansatzen halbiert werden.

Bei der (Computer-basierten) Auswertung der Gele erfolgt eine automatische
Normalisierung jedes einzelnen Spots auf dessen korrespondierenden Spot des IPS.
Dadurch ist es méglich, Variationen zwischen den Gelen exakt zu ermitteln und in die
Quantifizierung korrigierend einzubeziehen [94]. Der IPS bestand in dieser Analyse
aus einem Gemisch zu gleichen Proteinmengen beider Tiere eines Zwillingspaares,
um dem identischen genetischen Hintergrund der korrespondierenden Tiere
Rechnung zu tragen. Um bei der Quantifizierung mit der 2D-DIGE Technik
systematische Fehler auszuschlielRen, die auf der Markierung mit Cy5 bzw. Cy3
beruhen, wurde jedes Lysat unabhangig voneinander mit Cy5 und Cy3 markiert
(Abb. 3, Seite 31).

Fir den Vergleich der Endometriumproben nicht trachtiger und trachtiger
monozygoter Zwillinge wurden pro pH-Bereich 4 — 7 und 6 — 9 mit der DIGE Technik
12 2D-Gele angefertigt und mit dem Programm DeCyder™ Version 5.0 ausgewertet,
24 in dieser Analyse insgesamt. Da die automatische Zuordnung der Spots mittels
DeCyder™ zwischen den einzelnen Gelen (das so genannte Matching) haufig
unzuverlassig war, mussten alle Gele in der Analyse manuell kontrolliert und
nachgearbeitet werden. Aufgrund technisch bedingter Schwankungen, die bei der
Quantifizierung 2D-basierter Analysen bis zu 35% ausmachen kdnnen [95], ist es
wichtig, strenge Selektionskriterien fur die Proteine anzulegen. Die Zahl der Proteine,
die diese Kriterien erfiillen, ist nach der Auswertung mit dem Programm DeCyder™
maldgeblich von den festgelegten Selektionsparametern des Anwenders abhangig
[96]. Je strikter die Kriterien, desto geringer ist die Zahl der Proteine mit veranderter
Abundanz, aber umso valider sind die Ergebnisse. Initiativen zur Entwicklung
allgemein gultiger Richtlinien in der Proteomik gibt es erst seit wenigen Jahren wie
beispielsweise die Human Proteome Organisation’s Proteomics Standards Initiative
(HUPO PSI) [97]. In den hier beschriebenen Analysen musste die Abundanz eines
Proteins zwischen Proben nicht trachtiger und trachtiger Tiere mindestens um den
Faktor 2 verandert sein. Protein-Spots wurden des Weiteren nur akzeptiert, wenn sie
in jedem der 12 Gele eines pH-Bereiches vorhanden waren, mit einem Student’s t-
Test p <0,01. In diesen Analysen wurde der gepaarte Student’s t-Test angewendet,
da Kontrolle und Probe durch den identischen genetischen Hintergrund eine Einheit
bildeten.
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Die identifizierten Proteine im pH- Bereich 6 — 9

Im pH-Bereich 6 — 9 konnten keine Proteine detektiert werden, die diese strengen
Kriterien erflllten. Vier Protein-Spots lagen jedoch sehr knapp unter dem
Abundanzfaktor von 2 (Abb. 5, Seite 33 und Tab. 1, Seite 35) und wurden daher
identifiziert. Drei dieser Proteine waren in den Proben der trachtigen Tiere erniedrigt,
eines war in den trachtigen erhoht (Abb. 6 und 7, Seite 34). Eines der vier Proteine
konnte durch eine Peptide Mass Fingerprint (PMF) Analyse als Transferrin, zwei als
Fibrinogen Beta Chain identifiziert werden. Die Protein Scores lagen bei jeweils 205,
84 und 177. Der Protein Score ist ein Wahrscheinlichkeitswert, der vom Programm
MASCOT fir einen PMF errechnet wird [98]. In diesem Fall entspricht ein Wert > 58
einem p-Wert < 0,05. Die Sequenzabdeckungen lagen zwischen 47 und 58%, es
wurden 33, 29 bzw. 30 Peptide gefunden (Tab. 3, Seite 38).

Fibrinogen beta Chain konnte in zwei Spots identifiziert werden. Die beiden
Fibrinogen beta Chain Spots lagen in etwa bei pH 7,5 und 8,0 (Abb. 5, Seite 33).
Diese Differenz konnte aus unterschiedlichen Modifikationen resultieren. Humble et
al. [99] haben beispielsweise die Phosphorylierung von Fibrinogen in vitro bei Hase,
Hund und Mensch gezeigt.

Transferrin und Fibrinogen beta Chain sind Serumproteine. Beide waren in den
Proben trachtiger Tiere erniedrigt. Man nimmt an, dass Transferrin im Schwein
maternales und fetales Gewebe vor Lipid-Peroxidation schutzt [100]. Dieser Prozess
ist eine mdgliche Folge des Eisentransports Uber die endometriale Sekretion des
Uteroferrins. Fibrinogen ist essentiell fur die Erhaltung der friihen Schwangerschaft
beim Menschen, es spielt eine Rolle bei der Implantation [101]. Die veranderte
Abundanz dieser beiden Serumproteine kann jedoch trotz intensiven Waschens die
Folge von unterschiedlichem Serumgehalt in den Endometriumproben sein.

Das vierte abundanzveranderte Protein im pH-Bereich 6 — 9 wurde mittels PMF und
Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) Analyse eindeutig als heterogeneous
nuclear Ribonucleoprotein A2/B1 (hnRNP A2/B1) identifiziert. Der Protein Score des
PMF lag bei 100, es wurden drei Peptide mit lon Scores von 30 bis 38 detektiert
(Tab. 4, Seite 40). Der Jlon Score ist ein von MASCOT errechneter
Wabhrscheinlichkeitswert jedes Peptids der MS/MS-Analyse. Ein lon Score > 30
entspricht einem p-Wert < 0,05. Fir eine eindeutige Identifizierung werden von vielen
Proteom-Arbeitsgruppen mindestens zwei Peptide mit einem Jlon Score > 30

gefordert. Diese Kriterien wurden auch hier zugrunde gelegt.
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Das RNA-assoziierte Protein hnRNP A2/B1 war in Proben trachtiger Tiere um den
Faktor 1,91 erhoht. Es gehort zu einer Gruppe von Proteinen, den so genannten
heterogeneous nuclear Ribonucleoproteins (hnRNP). Diese Proteine sind in die
MRNA-Prozessierung involviert [102]. Pollard et al. [103] haben die raumliche und
zeitliche Expression von hnRNP A1/A18 in Myometrium, der uterinen Gewebsschicht
unter dem Endometrium, schwangerer Frauen untersucht. Sie haben gezeigt, dass
hnRNPA1/A1® die Expression myometrialer Proteinspezies reguliert, die bei der

Kontrolle der uterinen Aktivitat wahrend der Schwangerschaft eine Rolle spielen.

Die identifizierten Proteine im pH- Bereich 4 - 7

Im pH-Bereich 4 — 7 wurden vier Proteine detektiert, welche die festgelegten Kriterien
erfullten. Alle vier waren in ihrer Abundanz in den Proben trachtiger Tiere erhoht
(Abb. 9 und 10 Seite 36 und 37, Tab. 2, Seite 37). Eines dieser Proteine lag zwar mit
einem Faktor von 1,99 knapp unter 2, konnte jedoch in unabhangigen MS-basierten
Experimenten bestatigt werden [104]. Drei der Proteine aus dem pH-Bereich 4 — 7
wurden eindeutig Uber eine PMF Analyse identifiziert. Die z-Werte lagen zwischen
2,37 und 2,39. Der z-Wert ist ein spezifisch vom Programm ProFound errechneter
Wahrscheinlichkeitswert. Ein z-Wert von 1,645 entspricht einem p-Wert von 0,05, ein
z-Wert von 2,326 entspricht einem p-Wert von 0,01 [105]. Die Sequenzabdeckungen
lagen zwischen 55 und 78% (Tab. 5, Seite 43). Diese drei Proteine wurden
identifiziert als Rho GDP Dissociation Inhibitor (Rho GDI), 20 a-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase (20 a-HSD) und soluble NADP*-dependent Isocitrate
Dehydrogenase 1 (ICD). Das vierte Protein, Acyl-CoA-binding Protein (ACBP),
konnte aufgrund seiner geringen GroRe von etwa 10 kDa und der daraus
resultierenden geringen Zahl tryptischer Peptide nur Uber eine MS/MS Analyse
identifiziert werden. Der Protein Score lag beim ACBP bei 219, es wurden vier
Peptide mit lon Scores von 51 bis 87 detektiert (Tab. 6, Seite 45). Das Protein 20 o-
HSD (Spot Nr. 7) war in den analytischen 2D-DIGE Gelen als Doppelspot
detektierbar (Abb. 8, Seite 36). Die Intensitdten der beiden Spots waren in den
Proben trachtiger Tiere gleichermallen erhdoht (Abb. 10, Seite 37). In der PMF
Analyse konnte keine weitere Proteinspezies aufler 20 a-HSD nachgewiesen
werden. Das legt den Schluss nahe, dass das Protein in zwei Isoformen mit leicht

unterschiedlichem Molekulargewicht vorlag. Die Abundanzen dieser Isoformen



Diskussion 72

wurden durch den Kontakt des Endometriums zum Embryo in gleicher Richtung
beeinflusst.

Die Validitat der Abundanzanderung der 20 a-HSD konnte in einem gel-
unabhangigen Verfahren, der so genannten LC-MS Analyse bestatigt werden [104].
LC-MS basierte Methoden arbeiten auf Peptidebene, wodurch die Komplexitat eines
untersuchten Proteoms stark erhoht wird. Fur die Reduktion dieser Komplexitat wird
das Peptidgemisch vor der Massenspektrometrie Uber Flussigkeitschromatographie
(LC) aufgetrennt. Die Signalintensitaten in der Massenspektrometrie korrelieren nicht
hinreichend mit den Konzentrationen der entsprechenden Peptide. Dafur ist unter
anderem die so genannte lonensuppression verantwortlich. Dabei werden die
Signale von lonen niedriger Abundanz von denen hochabundanter lonen unterdruckt
[106]. Eine Quantifizierung auf MS-Ebene wird aber durch den Einsatz spezieller
Markierungstechniken moglich. Dabei werden die beiden biologischen Zustande mit
zwei funktionellen Gruppen markiert, die sich durch ihre Isotopenzusammensetzung
in der Masse unterscheiden (z.B. '?C-haltige versus '*C-haltige Markierungsgruppe).
Die korrespondierenden Peptide werden als charakteristisches Massenpaar
detektiert, dessen Signalintensitatsverhaltnis dem Konzentrationsunterschied des
jeweiligen Proteins in den beiden biologischen Zustanden entspricht. Gel- und MS-
basierte Methoden erfassen jeweils unterschiedliche Satze an Proteinen und sind
daher als komplementare Methoden zu betrachten. Haufig kommt es zwischen
beiden Techniken zu Schnittmengen bei der Detektion abundanzveranderter
Proteine.

Die Abundanzanderung der 20 a-HSD konnte mit der so genannten isotope Coded
Affinity Tag (iCAT) Technik [107] in den drei Zwillingspaaren auf der Basis von je
zwei Peptiden identifiziert und quantifiziert werden. Das Protein war entsprechend
dieser Messung in den Proben der trachtigen Tiere um den Faktor 1,8 (+ 0,3) in ihrer
Abundanz erhoht (Faktor 2D-DIGE Analyse = 1,99). Die Quantifizierungen der
beiden unabhangigen Techniken 2D-DIGE und iCAT stimmen sehr genau Uberein

und zeigen die hohe Validitat der Quantifizierung.

Die Analyse von Endometriumproben nicht trachtiger versus trachtiger monozygoter
Zwillinge (Tag 18) auf Proteomebene lieferte somit insgesamt vier differentiell
abundante Proteine. In die Prozesse der embryo-maternalen Kommunikation sind mit

Sicherheit deutlich mehr Proteine involviert [76]. Aufgrund der Limitationen, die
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holistischen Proteomanalysen im Allgemeinen anhaften, kann in derartigen
Experimenten nur ein Teil aller endometrialen Proteine analysiert werden. Eine
wesentliche Limitation ist der grolRe dynamische Bereich verschiedener
Molekulspezies, die in einer Zelle, einem Gewebe oder einer Korperflissigkeit
vorhanden sind. In Zellen liegen beispielsweise hoch abundante Proteine (z.B. Aktin)
mit 10® Kopien pro Zelle vor. Einige Transkriptionsfaktoren sind nur mit 100 — 1000
Molekulen pro Zelle vertreten. Der dynamische Bereich liegt hier bei 10° - 10°. Keine
der modernen Methoden fur Proteomanalysen kann diesen dynamischen Bereich
abdecken.

Mit der 2D-PAGE, wie sie fur die Analysen der Endometriumproben monozygoter
Zwillinge in dieser Arbeit verwendet wurde (zwei pH-Gradienten), konnen etwa 2000
Protein-Spots gleichzeitig quantifiziert werden. Diese Eigenschaft der 2D-PAGE
ubertrifft die Leistung anderer Quantifizierungsmethoden holistischer Ansatze um ein
Vielfaches. Mit der hier verwendeten 2D-DIGE Technik ist aullerdem eine sehr
genaue Quantifizierung in einem dynamischen Bereich von bis zu 10° méglich.
Dieser Bereich umfasst zwar nur einen Bruchteil des dynamischen Bereiches
biologischer Systeme, stellt jedoch das derzeit erreichte Optimum dar. So haben die
Eigenschaften der 2D-DIGE Technik die Quantifizierung der hier beschriebenen vier

trachtigkeitsrelevanten Proteine erst ermoglicht.

Bekannte Funktionen der Proteine im Kontext der Graviditat

Die ICD war in ihrer Abundanz in trachtigen Tieren erhoht (Faktor 2,38). Byrjalsen et
al. [108] haben mittels 2D-PAGE [**S]-Methionin-markierte Proteine von gesunden
Frauen wahrend der Menstruation untersucht. Es wurde gezeigt, dass die ICD in der
sekretorischen Phase am starksten exprimiert wird. Die sekretorische Phase beginnt
nach der Ovulation. In dieser Phase erfolgt durch Progesteron die Differenzierung
des Endometriums zum so genannten sekretorischen Endometrium. Diese Phase
erreicht ihr Maximum zwischen dem 19. und 22. Tag des Zyklus. In dieser Zeit wird
das Endometrium fur die Implantation der Blastozyste vorbereitet. Studien aus den
70er und 80er Jahren stellen einen Zusammenhang zwischen der Progesteron-
Synthese in Mitochondrien humaner Plazenta und ICD her [109, 110]. Eine weitere
Moglichkeit ist, dass die erhohte Adundanz von ICD in den Proben der trachtigen
Tiere auf einen durch die Trachtigkeit erhdhten Metabolismus der endometrialen

Zellen zurtck zu fiihren ist.



Diskussion 74

ACBP (Faktor 2,12) wird auch Endozepine oder Diazepam Binding Inhibitor genannt
[111]. Dieses 10 kDa Protein ist der natiurliche Ligand fur den peripheren
Benzodiazepin Rezeptor (PBR). Die Interaktion zwischen ACBP und PBR konnte in
verschiedenen experimentellen Ansatzen nachgewiesen werden [112]. PBR st
hauptsachlich in der aulieren Mitochondrienmembran lokalisiert und wird in grof3en
Mengen in steroidogenen Zellen exprimiert [113]. ACBP und PBR sind wichtige
Elemente des Steroidmetabolismus. Sie sind am Transport von Cholesterin aus dem
Zytoplasma zur inneren Membran der Mitochondrien beteiligt [112, 114]. Hier wird
Cholesterin durch das Enzym Cytochrome P450 Side Chain Cleavage (P450scc) in
Pregnenolon umgewandelt. Letzteres ist der Vorlaufer vieler Steroidhormone, unter
anderem des Progesterons, welches das Endometrium auf die Implantation
vorbereitet. Bei der Implantation bilden sich im Trophoblasten zwei- oder
mehrkernige Riesenzellen. Diese so genannten binuklearen Zellen fusionieren mit
den einkernigen endometrialen Zellen. Es wurde gezeigt, dass Progesteron von den
binuklearen Zellen dieses so genannten feto-maternalen Hybridepithels synthetisiert
wird [115, 116].

Rho GDI (Faktor 2,56) inhibiert den Austausch von GDP/GTP bei Proteinen der Rho
Familie. Rho Proteine sind an verschiedenen zellularen Prozessen beteiligt wie z.B.
Wachstum, Differenzierung, Genexpression und Regulation des Zytoskeletts [117,
118]. Es wurde gezeigt, dass nahezu alle Proteine der Rho Familie mit Rho GDI
interagieren [119]. Rho A ist ein wichtiger Faktor wahrend der Implantation beim
Mensch, speziell im Zusammenhang mit der Anheftung und Penetration des
Trophoblasten [120]. In Rho GDI Knock-out Mausen wurde gezeigt, dass es beim
Phanotyp u.a. zur fehlerhaften Embryonalentwicklung nach der Implantation kommt
[121].

20 a-HSD (Faktor 1,99) katalysiert die Umwandlung von Progesteron in dessen
inaktive Form 20 a-Dihydroprogesteron. Progesteron spielt bei der Entstehung einer
Trachtigkeit eine wichtige Rolle. Es bereitet das Endometrium auf die Implantation
vor und inhibiert uterine Kontraktionen bis zur Geburt. 20 a-HSD wird in der Plazenta
von Ratte, Maus, Ziege und Mensch exprimiert, wobei dessen genaue Funktion dort
noch nicht geklart ist [122]. Obwohl Progesteron ein Schlisselenzym vieler Prozesse
vor und wahrend der Trachtigkeit ist, kann eine zu hohe Konzentration toxisch auf
den Embryo wirken [123]. Moglicherweise tragt 20 a-HSD zur Reduktion des

embryotoxischen Effektes wahrend der Periimplantationsphase bei.
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Die Abundanzanderungen dieser vier identifizierten Proteine deuten auf deren
indirekte oder direkte Beteiligung an den Mechanismen der embryo-maternalen
Kommunikation hin. Das Bild dieser Proteine wird im Kontext der Entstehung der
Trachtigkeit beim Rind in zuklnftigen Experimenten weiter vervollstandigt. So
wurden bereits Antikdrper gegen 20 a-HSD, Rho GDI und ACBP generiert, welche in
immunhistochemischen Lokalisationsstudien Anwendung finden werden. Diese
Studien sollen die Verteilung der Proteine innerhalb des Endometriums insbesondere
in Bezug auf die Implantationsstelle des Embryos wiedergeben. Aus der Gesamtheit
dieser Ergebnisse soll ein Bild entstehen, das maligeblich zur weiteren Aufklarung

der Mechanismen der embryo-maternalen Kommunikation beitragen kann.
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4.3 Analyse ungereifter versus in vitro gereifter Oozyten

Vom Embryo sezernierte Signale wie z.B. das Interferon tau (IFNT) sind ein wichtiger
Bestandteil der embryo-maternalen Kommunikation. Die Sekretion dieser Signale ist
eine Reaktion des Embryos auf die uterine Umgebung wahrend der Entstehung und
Aufrechterhaltung der Trachtigkeit. Der erste Schritt zu einer adaquaten embryonalen
Antwort und damit zu einer erfolgreichen Graviditat ist die prazise Entwicklung
mannlicher und weiblicher Gameten.

Wahrend der ersten Reifeteilung treten Saugeroozyten in der ersten Prophase in
eine Ruhephase ein, die bis zur Pubertat andauert (beim Rind im Alter von 15 — 18
Monaten) [124]. Die folgende postpuberale Phase, in der der Zellzyklus fortgesetzt
wird, wird als Reifung bezeichnet. Diese Phase beginnt mit der Aufldsung der
Kernmembran (Germinalvesikel-Break Down) und endet beim zweiten Arrest der
Oozyte in der Metaphase II. Schllsselfaktoren wahrend der Oozytenreifung sind der
Maturation Promoting Factor (MPF) und der Mitogen Activated Protein Kinase
(MAPK) [125, 126].

Bei der In-vitro-Maturation (IVM) nehmen die noch ungereiften und von den
Kumuluszellen umgebenen Oozyten (Kumulus-Oozyten-Komplex) in einem
geeigneten Medium die Meiose spontan wieder auf [127]. Die IVM ist der erste
wichtige Schritt zur erfolgreichen Anwendung moderner assistierter Reproduktions-
techniken (ART). Die Reifung der Oozyte, sowohl in vivo als auch in vitro, hangt von
der akkuraten Transkription und Translation reifungsrelevanter Gene in die
korrespondierenden Proteine ab [128]. Die IVM bietet die Moglichkeit, die ersten
analysierbaren Prozesse wahrend der Entwicklung der Eizelle beim Rind zu

untersuchen.

Die Praparation ungereifter und in vitro gereifter boviner Oozyten

Fir ein besseres Verstandnis dieser molekularen Mechanismen bei der Oozyten-
maturation wurden im zweiten Teil dieser Arbeit ungereifte mit in vitro gereiften
bovinen Oozyten auf Proteomebene verglichen. Fur diese Analyse wurden
insgesamt fast 7000 Oozyten gesammelt. Der personelle wie auch finanzielle
Aufwand mit gut charakterisierten Tieren ware nicht durchfihrbar gewesen.
Ausgehend von etwa 10 — 15 Kumulus-Oozyten-Komplexen (KOK) pro Ovar waren

etwa 250 — 350 Rinder fur diese Analyse bendtigt worden. Aus diesem Grund
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wurden Ovarien von Schlachthoftieren fir die Praparation der KOK enthommen. Aus
dieser Strategie ergab sich der Nachteil, dass Alter, Zykluszeitpunkt, pathologische
Veranderungen sowie die genetische Variation zwischen den Tieren nicht in Betracht
gezogen werden konnten. Um die biologische Variation durch dieses heterogene
Probenmaterial zu minimieren, wurden alle flr die Analyse verwendeten KOK
morphologisch charakterisiert und selektiert. So wurden nur KOK verwendet, die von
mindestens einer Schicht kompakter Kumuluszellen umgeben waren. Nach
Entfernung der Kumuluszellen (der so genannten Denudation) wurden die Oozyten
lichtmikroskopisch auf Risse der Zona pellucida gepruft. Es gingen ausschlieflich
intakte Oozyten in die Analyse ein. Insgesamt standen sechs biologische Replikate
zu jeweils 150 ungereiften und 150 gereiften Oozyten zur Verfugung (Abb. 26,
Seite 48). Jedem Ansatz von 150 Oozyten lagen also mindesten funf bis acht Tiere
zugrunde. Durch die Vereinigung (Pooling) von Oozyten unterschiedlicher Tiere
konnte eine Kompensation potentiell inhomogener Proben bewirkt werden.
Angesichts des geringen Proteingehalts einer Oozyte von 90 ng lieferte jeder der 12
Ansatze Gesamtprotein von durchschnittlich 13,5 pg. Diese Limitation bezuglich der

Probenmenge erforderte ein besonders sensitives Analyseverfahren.

Die 2D-DIGE Technik — Sattigungsmarkierung

Der Vergleich ungereifter versus in vitro gereifter Oozyten auf Proteomebene wurde
mit der ultra-sensitiven Sattigungsmarkierung durchgefihrt [129]. Bei dieser
Fluoreszenzmarkierung wird die reaktive Gruppe des Farbstoffs (Maleimid) Uber eine
Thioetherbindung kovalent an die Thiolgruppe der Cysteinreste gebunden. Dabei
wird eine moglichst vollstandige Markierung aller Cysteinreste angestrebt. Diese
Sattigung der Proteine mit Fluoreszenzfarbstoff fihrt zu der hohen Sensitivitat dieser
Technik. Eine Sattigung der Cysteinreste ohne gleichzeitiges Markieren von
Lysingruppen durch einen Farbstoffuberschuss ist jedoch nur mit einem fur jedes
Probenmaterial spezifischen Verhaltnis zwischen Farbstoff- und Proteinmenge zu
erreichen, d.h. die Markierungsreaktion muss optimiert werden. Sind nicht alle
Cysteine mit Farbstoff markiert, so kann daraus eine Massendifferenz innerhalb einer
Proteinspezies resultieren. In der zweiten Dimension der 2D-PAGE flhrt dies zur
Bildung von Doppel-Spots (Abb. 27, Seite 50). Ein zu hohes Verhaltnis von
Farbstoff- zu Proteinmenge fihrt wiederum zur unspezifischen Markierung der

Lysinreste und zur Bildung von Horizontalstreifen. Eine exakt durchgeflhrte
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Optimierungsreaktion entscheidet daher mafigeblich Uber die Qualitat der Gele und
damit Uber die Quantifizierbarkeit der Protein-Spots. Der geringe durchschnittliche
Cysteingehalt der Proteine von 1,5% (http://expasy.org/sprot/relnotes/) hat zur Folge,
dass Proteine, die kein Cystein enthalten, nicht detektierbar sind.

Durch Anwendung der Sattigungsmarkierung waren nur 0,5 uyg Gesamtprotein fir ein
analytisches 2D-Gel no6tig, was dem Proteingehalt von etwa funf Oozyten entsprach.
Da bei der Sattigungsmarkierung (im Gegensatz zur Minimalmarkierung) nur zwei
verschiedene Fluorophore zur Verfugung stehen (Cy3 und Cy5), bestand jedes
Einzelexperiment in der Analyse der Oozyten aus zwei Gelen (Abb. 28, Seite 50).
Auf dem ersten Gel wurde die Kontrolle (ungereifte Oozyten) und der IPS
aufgetragen, auf dem zweiten Gel die Probe (gereifte Oozyten) und der IPS. Der IPS
bestand hier aus einem Gemisch aller 12 Proben zu gleichen Proteinanteilen. Die
Reprasentation aller Proben im IPS ermdglichte eine Normalisierung jedes Spots in

einem Gel mit seinen Pendants auf allen anderen Gelen.

Wie fur die Analyse der Endometriumproben wurden auch fur die Oozyten zwei
uberlappende pH-Bereiche 4 — 7 und 6 — 9 verwendet. Des Weiteren wurden in
dieser Analyse die gleichen stringenten Kriterien angelegt (Abundanzfaktor = 2; Spot
in 12 von 12 Gelen vorhanden; Student’s t-Test p < 0,01). Da die jeweils ungereiften
und gereiften Oozyten eines Probensatzes aus derselben Praparation stammten,
wurde der gepaarte Student’s t-Test angewendet. In der hier verwendeten
DeCyder™ Version 6.5 war eine Korrektur mit der so genannten False Discovery
Rate (FDR) mdoglich. Dabei handelt es sich um eine Korrekturmethode fur multiple
Tests [130], die die Werte des Student’s t-Tests fur jeden Protein-Spot anpasst, um
die allgemeine Fehlerrate so niedrig wie moglich zu halten.

Im pH-Bereich 6 — 9 wurden zwei Spots detektiert, die in ihrer Abundanz in gereiften
Oozyten erniedrigt waren (Tab. 8, Seite 52 und Abb. 29, Seite 53). Im pH-Bereich
4 - 7 konnten 36 Proteine mit veranderter Abundanz detektiert werden, 19 waren in
den gereiften Oozyten erniedrigt und 17 erhoht (Abb. 30, Seite 53 und Tab. 9, Seite
54). Ein Spot (Nr. 26) lag im Uberlappungsbereich der beiden pH-Gradienten. Der
Spot erflllte die Kriterien im pH 4 — 7 (Abundanzfaktor 2,50, Spot in 12 von 12 Gelen
vorhanden, p = 9,8 x 10), nicht jedoch im pH 6 — 9 (Abundanzfaktor 2,15, Spot in 9

von 12 Gelen vorhanden, p = 0,19). Aufgrund von Prazipitationserscheinungen im
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sauren Bereich dreier pH 6 - 9 Gele sowie Verzerrungen der Gele im Randbereich

konnte dieser Spot nur innerhalb von neun Gelen zugeordnet werden.

Die beiden Fluoreszenzfarbstoffe der Sattigungsmarkierung konnen sich beim
Einlesen der 2D-Gele durch die Anregung mittels Laser gegenseitig beeinflussen.
Dieser Effekt wird Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET) genannt. Dabei
wird die Energie von einem angeregten Fluorophor strahlungslos durch Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen auf ein zweites Fluorophor Ubertragen. Der Effekt fuhrt zur
Verstarkung oder Abschwachung des Signals eines Farbstoffes durch den
anderen [82]. Um sicher zu stellen, dass die detektierten Unterschiede nicht auf
diesem Phanomen beruhen, sondern biologischen Ursprungs sind, wurden in der
Analyse der Oozyten zusatzlich Same-Same-Experimente (SSE) durchgefuhrt. Dazu
wurden zwei Aliquots ein und derselben Probe (hier ein Gemisch aller 12 Ansatze)
mit Cy3 bzw. Cy5 markiert. Es wurden je zwei Gele im pH-Bereich 4 — 7 und 6 — 9
angefertigt und mit DeCyder 6.5 ausgewertet. Die ,Abundanzfaktoren“ der SSEs
(max. Faktor = 1,35, Tab. 9, Seite 54) lagen innerhalb der technischen Variation [95].
Die ermittelten Unterschiede der differentiellen Analyse konnten daher nicht auf

interferierenden Farbstoffen basieren.

Die praparativen Gele

Fir die Identifizierung der abundanzveranderten Proteine der Analyse der Oozyten
wurden praparative Gele angefertigt. Da alle relevanten Spots in analytischen Gelen
ungereifter und gereifter Oozyten vorhanden waren, wurden fur die Anfertigung der
praparativen Gele ausschlieBlich ungereifte Oozyten (5176 Stlick) gesammelt.
Aufgrund der starken Limitierung der Proben konnten nur im pH-Bereich 4 — 7
praparative Gele angefertigt werden. Im Gegensatz zu den Fluoreszenzfarbstoffen
bei der Minimalmarkierung verandern die Farbstoffe bei der Sattigungsmarkierung
das Laufverhalten der Proteine [131]. Es war daher notwendig, die Proteine fur
praparative Gele mit Farbstoff (Cy3) zu markieren, um ein mit den analytischen
Gelen vergleichbares Muster zu erhalten. Nur so war eine eindeutige Zuordnung
einander entsprechender Spots zwischen den analytischen und den praparativen
Gelen maglich. Bei der Auftrennung des Cy3-markierten Proteinlysats der Oozyten
kam es zu Proteinprazipitation im sauren, hochmolekularen Bereich der praparativen
Gele (Abb. 32, Seite 57). Durch die kovalente Bindung der Farbstoffmolekile wurden
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die Proteine hydrophober, was zur verstarkten Prazipitation der Proteine wahrend
der IEF gefuhrt hat. Shaw et al. [72] haben gezeigt, dass der Verlust durch
markierungsbedingte Prazipitation im Durchschnitt 25% betragt, bei grol3en
Proteinen sogar bis zu 40%. Diese Prazipitationen wurden in den analytischen Gelen
aufgrund der sehr geringen Proteinmengen (0,5 pg) nicht beobachtet.

18 der 36 als differentiell abundant detektierten Protein-Spots konnten in den
pH 4 - 7 Coomassie-gefarbten (CBB) Gelen zugeordnet und ausgestochen werden
(Abb. 32, Seite 57). Die Ubrigen 18 Proteinspots blieben aufgrund der geringen
Sensitivitat der CBB-Farbung verglichen mit der hohen Sensitivitat der
Sattigungsmarkierung verborgen. Von diesen 18 Proteinen waren 13 in den
ungereiften Oozyten erhoht, funf waren in den gereiften Oozyten erhoht. Dieses
Verhaltnis spiegelt die Tatsachen wider, dass fur die Herstellung der praparativen
Gele ausschlieRlich ungereifte Oozyten verwendet werden konnten. Die In-Vitro-
Maturation einer derart hohen Zahl an Oozyten (ca. 2500) fur die Herstellung
praparativer Gele ware aufgrund des experimentellen Aufwands nicht durchfuhrbar

gewesen.

Die Identifizierung der Proteine

Zunachst sollten die ausgestochenen und hydrolysierten Proteine mittels MALDI-
TOF/TOF Analyse identifiziert werden. Diese Technik ist Ublicherweise sehr gut fur
die ldentifizierung von 2D-Spots geeignet. Bei dieser Methode werden die Peptide
zusammen mit einer Matrix auf einem festen Trager (MALDI Target) kristallisiert. Die
Matrix bewirkt bei Beschuss durch einen Laser die Verdampfung und lonisation der
Peptide [49]. Uber die Bestimmung der Flugzeit in einem elektrischen Feld kann die
Masse der Peptide errechnet werden. Der Computer-basierte Vergleich der
beobachteten Massen mit den theoretischen Peptidmassen, die aus einer Datenbank
errechnet werden, setzt definierte Peptidgrolien voraus. Diese werden beim PMF
durch die enzymatische Spaltung von Proteinen an Peptidbindungen bestimmt, so
spaltet z.B. Trypsin regioselektiv nach den Aminosauren Lysin und Arginin.
Vermutlich flhrte die Cy3-Markierung der Peptide zu einer so hohen Absorption von
Laser-Energie, dass dadurch die Peptide auch an anderen Stellen des
Kohlenstoffgerusts brachen. Eine Zuordnung der beobachteten und theoretischen
Fragmentmassen und damit die ldentifizierung des urspringlichen Proteins waren

somit nicht mehr maoglich.
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Bei der nano-LC-MS/MS Analyse erfolgt die lonisation der Peptide durch das
wesentlich schonendere so genannte Elektrospray (ESI) Verfahren [132]. Dabei
werden die Peptide nach der Trennung durch eine nano-Chromatographie durch eine
dinne Hohinadel, deren Oberflache unter Hochspannung steht, geleitet und Uber
eine Strecke mit hoher Potentialdifferenz gespriht. Die elektrostatisch geladenen
Tropfchen verdampfen im Gasstrom und die anwachsende Ladungsdichte fuhrt zur
Explosion des Tropfchens (Coulomb Explosion). Dadurch resultieren vorrangig
mehrfach positiv geladene Peptidionen. Mit diesem erheblich aufwendigeren
Verfahren konnten schlieRlich 13 der ausgestochenen Proteine identifiziert werden
(Tab 10a, b, und ¢, Seiten 60 — 62). Die Cy3-Markierung wurde den Suchparametern
des MASCOT-Programms als ,Feste Modifikation® hinzugefugt. Trotzdem konnten
keine Cystein-haltigen Peptide detektiert werden. Mdglicherweise verhindert die Cy3-
Markierung die lonisierung der Peptide, oder das Farbstoffmolekul zerbricht wahrend

der lonisation oder der MS/MS-Analyse in undefinierte Fragmente [133].

Die Identifizierungen der Proteine waren aufgrund der Eigenschaften der
Fluorophore (CyDyes) bei der lonisierung sowie der Limitierung der Oozytenproben
ausgesprochen schwierig. Es stellt sich die Frage, ob ein gelfreier, rein auf LC-
MS/MS basierender Ansatz fur die Analyse der Oozyten besser geeignet gewesen
ware. Eine der jungsten MS-basierten Entwicklungen ist die isobaric Tags for
Relative and Absolute Quantitation (iTRAQ) Technik [134]. Hier kdnnen vier
verschiedene Proteingemische gleichzeitig analysiert werden. Die Markierungs-
reaktion erfolgt auf Peptidebene. Die vier erhaltlichen iTRAQ-Reagenzien
unterscheiden sich wahrend der PMF Analyse in ihrer Masse nicht. Bei der MS/MS-
Analyse fragmentiert jedes der Reagenzien auf eine spezifische Art und Weise,
sodass die Proteine anhand ihrer MS/MS-Signale identifiziert und quantifiziert
werden konnen. Diese allgemein als Stable Isotope Labeling (SIL) bezeichneten
Techniken sind jedoch durchweg nicht sensitiv genug, um so geringe Mengen, wie in
dieser Analyse beschrieben, zu analysieren. In dieser Analyse wurden 0,5 ug pro 2D-
Gel aufgetragen. Ausgehend von etwa 2 x 10° verschiedenen tryptischen Peptiden,
die aus einem eukaryontischen Zelllysat resultieren [60], liegen im Durchschnitt nur
260 amol einer Peptidspezies vor (bei durchschnittlich 962 Da pro Peptid). Die
Nachweisgrenze einer linearen lonenfalle, wie sie hier verwendet wurde, liegt im

unteren Femtomol-Bereich [62]. Des Weiteren ist eine Quantifizierung auf
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Peptidebene schwieriger als auf Proteinebene, da zwei Peptide des gleichen
Proteins fur eine eindeutige Quantifizierung und ldentifizierung notig sind. Die
Abundanzanderung des Proteins wird aus dem Mittelwert der Abundanzen aller
gefundenen Peptide errechnet. Eine differentielle Analyse der Oozyten in dieser
Sensitivitat und Quantifizierungsgenauigkeit war ausschlie3lich mit der 2D-PAGE in
Kombination mit der Sattigungsmarkierung und der Identifizierung der Spots mittels
nano-LC-MS/MS moglich.

12 der Proteine wurden mit mindestens zwei Peptiden mit MASCOT lon Scores > 30
identifiziert (Tab 10a, b, und ¢, Seiten 60 — 62), was einem p-Wert < 0,05 entspricht.
Eines der Proteine (14-3-3 €) konnte mittels der nano-LC-MS/MS Analyse nur mit
einem Peptid detektiert werden. In solchen Fallen ist es mdglich, eine manuelle
Auswertung des MS/MS-Spektrums vorzunehmen, um die Validitat dieser
Identifizierung zu prifen. MaRgeblich fur die Validitat einer Identifizierung Uber ein
Peptid ist die Qualitat des MS/MS Spektrums. Das MS/MS Spektrum des Peptids mit
der Sequenz VAGMDVELTVEER in dieser Analyse zeigte eine Reihe von zehn
Aminosauren (Abb 33, Seite 58), die Suche dieser Sequenz gegen bovine
Datenbanken (IPl und SwissProt) zeigte die eindeutige Diskriminierung fir 14-3-3 €.
Zusammen mit dem hohen MASCOT lon Score des Peptids von 70 kann das Protein
als eindeutig identifiziert angesehen werden.

Um zu klaren, ob die Identifizierungen der Proteine durch Diffusion aus benachbarten
Spots beeinflusst worden sein kdnnten, wurden zusatzlich Spots ausgestochen, die
sehr nah an den abundanzveranderten Spots lagen. Funf dieser Nachbar-Spots
konnten identifiziert werden (Tab 11a und b, Seite 63 und 64). Die Identifizierungen
der beiden benachbarten Spofts Nr. 3 und 3a ergaben unterschiedliche
Proteinspezies. Ebenso die Protein-Spots 32 und 32a bzw. 34 und 34a. Damit
konnte fur die drei Spots Nr. 3, 32 und 34 gezeigt werden, dass kein Einfluss
benachbarter Spots bei der Identifizierung bestand.

Im Falle der Spots Nr. 11, 35 und 36 wurden zwei oder mehr Proteinspezies
identifiziert. In Spot 11 wurden identifiziert: Tubulin beta, Tubulin alpha 1, Protein
Disulfide Isomerase Precursor (PDI), UV excision repair protein RAD23 homolog B.
In den benachbarten Spots Nr. 11a und 11b konnten PDI bzw. PDI und Tubulin beta
identifiziert werden. Diese beiden Proteine sind madglicherweise in Spot 11

eindiffundiert. Das in Spot 11 identifizierte UV excision repair protein RAD23
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homolog B hatte eine theoretische Masse von 43 kDa und einen pl von 4,79. Der pl
hat mit dem im 2D-Gel beobachteten Ubereingestimmt, es wurde jedoch eine Masse
von 65 kDa beobachtet. Im Falle von Mehrfachidentifizierungen ist keine eindeutige
Aussage moglich, da nicht eindeutig geklart werden kann, welches der Proteine in
seiner Abundanz verandert ist. Hierzu ware es nétig, einen sehr engen pH-Bereich
zu verwenden wie beispielsweise 4,5 — 5,5 fur Spot Nr. 11. Die Protein-Spots
konnten so klarer voneinander getrennt werden. Dazu waren zusatzliche Analysen in
den jeweiligen pH-Bereichen notig gewesen, was aufgrund der Limitation der Proben

jedoch nicht moglich gewesen ware.

Bekannte Funktionen der Proteine im Kontext der Eizellreifung

In der Analyse ungereifter versus in vitro gereifter Oozyten konnten zehn der
abundanzveranderten Protein-Spots eindeutig identifiziert werden. Dihydrolipoamide
S-Succinyltransferase (E2) wurde in gereiften bovinen Oozyten mit 2-fach erhdhter
Abundanz detektiert (Faktor 2,08). 6-Phosphogluconolactonase (6PGL) wurde mit 4-
fach erniedrigter Abundanz detektiert (Faktor 4,25). E2 und 6PGL sind beides
Enzyme des Energiemetabolismus. E2 bildet eine Untereinheit des 2-Oxoglutarat
Dehydrogenase Komplexes, welcher ein regulatorisches Enzym des Krebszyklus ist
[135]. Der Krebszyklus ist essentiell wahrend der Eizellreifung [136]. 6PGL ist in den
Pentose-Phosphat-Weg involviert [137]. Tsutsumi et al. [138] haben bei der in vivo
und in vitro Reifung von Oozyten der Ratte gezeigt, dass die Aktivitdt des
Krebszyklus wahrend der Reifung erhoht ist, wahrend die Aktivitat der Enzyme des
Pentose-Phosphat-Weges erniedrigt ist. Die Ergebnisse von Tsutsumi et al. decken
sich mit den Ergebnissen der hier durchgefuhrten Abundanzmessungen von E2 und
6PGL. Diese Ubereinstimmungen zeigen die hohe Validitdt der Daten der
vorliegenden Arbeit.

Das Translationally-controlled Tumor Protein (TCTP) wurde mit erniedrigter
Abundanz (Faktor 2,29) in gereiften Oozyten gemessen. TCTP ist als Mikrotubulus-
und Ca?*-bindendes Protein bekannt. Schwankungen der Ca?*-Konzentration spielen
eine Rolle bei der Reifung boviner Oozyten [139]. Niedrige Ca®*-Konzentrationen in
der Oozyte beglnstigen das Fortschreiten der Meiose. TCTP kdnnte durch seine
erhohte Konzentration in ungereiften Oozyten einen Teil der Ca**-lonen abpuffern
und so die Meiose beglnstigen. Taft et al. [140] haben u.a. das Gen Tpt1

beschrieben, welches flir TCTP kodiert und im Ovar der Maus ausschlief3lich in der
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Oozyte exprimiert wird. TCTP wurde aullerdem als Interaktionspartner fir Myeloid
Leukemia Cell Differentiation Protein (MCL1) beschrieben, welches in die
Keimzellreifung sowie in die Interaktion zwischen Keimzellen und somatischen Zellen
wahrend der Bildung der Primordialfollikel beim Menschen involviert ist [141, 142]. In
einem kurzlich erschienenen Artikel der Eizellreifung bei der Maus wurde beobachtet,
dass die Abundanz von TCTP in gereiften Oozyten erhoht war [68]. In der hier
vorliegenden Arbeit konnte eine erniedrigte Abundanz des Proteins in gereiften
Oozyten beschrieben werden. Dieser Unterschied zwischen den beiden Arbeiten
konnte auf die Detektion zweier verschiedener Isoformen zurlckzufuhren sein.
Clusterin wurde in ungereiften Oozyten mit 2-fach erhéhter Abundanz im Vergleich
zu gereiften detektiert (Faktor 2,02). Clusterin ist ein hoch konserviertes Protein und
in der Literatur mit 18 Synonymen beschrieben [143]. Ostermeier et al. [144] haben
mittels eines zona-free hamster egg’/human sperm penetration assays gezeigt, dass
die Spermien zusatzlich zum haploiden vaterlichen Genom auch paternale mRNA an
die Eizelle Ubertragen. Sie konnten die Transkripte von Clusterin in den Spermien
nachweisen, nicht aber in unbefruchteten Oozyten. In der vorliegenden Arbeit konnte
das Protein Clusterin jedoch in ungereiften und gereiften bovinen Oozyten
nachgewiesen werden. Da die hier verwendeten Oozyten mit Zona Pellucida (ZP)
untersucht wurden, kdnnte Clusterin von den Kumuluszellen synthetisiert und bei der
Eizellentwicklung in die ZP eingelagert werden. Der Promotor des Clusterin-Gens ist
Ziel des Transkiptionsfaktors CDX-2 [31], welcher ein Hox-Gen-Transkript ist und die
héochste Abundanz im Stadium der ungereiften Oozyte zeigt [30]. Der
Transkriptionsfaktor CDX-2 konnte von der Oozyte an die Kumuluszellen abgegeben
werden und dort die Translation des Clusterins initiieren. Microarray-Analysen haben
gezeigt, dass das Clusterin-Gen in humanen Kumuluszellen stark Uberexprimiert ist
[145]. Clusterin interagiert mit Komponenten des Komplementsystems [146]. Das von
den Kumuluszellen in die ZP eingelagerte Clusterin konnte die Oozyte durch
sukzessive Freisetzung bei ihrer Wanderung durch den Eileiter vor Komplement-
vermittelter Lyse schutzen [147]. Diese Hypothese wird durch die in dieser Arbeit
gemessene Abundanzerniedrigung untermauert.

Peroxiredoxin-3 (PRDX) oder Thioredoxin-dependent Peroxid Reductase ist in das
Redox-System involviert [148]. In der vorliegenden Arbeit wurde Peroxiredoxin-3 mit
erniedrigter Abundanz in gereiften verglichen mit ungereiften Oozyten detektiert

(Faktor 2.25). Bhojwani et al. [149] konnten wahrend der IVM boviner Oozyten eine
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Erniedrigung des Proteins Peroxiredoxin-2 zeigen. Maoglicherweise erflllen die
beiden Proteine Peroxiredoxin-2 und Peroxiredoxin-3 ahnliche Funktionen wahrend
der IVM. Leyens et al. [150] konnten auf mRNA-Ebene in Abhangigkeit vom
Entwicklungsstadium der Oozyten und Embryonen verschiedene Expressionsmuster
der sechs PRDX-Isoformen detektieren. PRDX2-, PRDX3- und PRDX6-Transkripte
wurden in Oozyten vor und nach der IVM detektiert. Im 9- bis 16-Zellstadium der
Embryonen waren diese Transkripte nicht messbar. Diese mRNA-Daten zusammen
mit der unabhangigen ldentifizierung zweier verschiedener Proteine dieser Familie —
Peroxiredoxin-2 von Bhojwani et al. und Peroxiredoxin-3 in der vorliegenden Arbeit —
zeigen eindeutig deren Beteiligung an der Oozyten-Reifung.

Glutathion S-Transferasen (GST) schutzen die Zelle vor oxidativem Stress oder so
genannten Reactive Oxygen Species (ROS) wie Oy, H,O, und HO-. Vom Bakterium
bis zum Sauger wurde gezeigt, dass GST durch oxidativen Stress hoch reguliert
werden [151]. Oxidativer Stress spielt eine Rolle in der Physiologie und Patho-
physiologie der Reproduktion sowie bei der Eizellreifung. In Oozyten der Ratte wurde
gezeigt, dass Antioxidantien die spontane Wiederaufnahme der Meiose blockieren.
ROS hingegen induzieren die Reifung der Eizellen in den Follikeln [152]. In den hier
durchgefuihrten Experimenten konnten drei verschiedene Protein-Spots (Spot Nr. 3,
16 und 31) mit veranderter Abundanz eindeutig als Glutathion S-Transferase Mu5
(GSTMS) identifiziert werden, eine von 7 Mu-Klassen bei Saugern [153]. Die drei
GSTM5 Spots sind im 2D-Gel bei einem Molekulargewicht von etwa 25 kDa auf
gleicher Hohe lokalisiert. Die GSTM5 Spots wiesen jedoch unterschiedliche
isoelektrische Punkte zwischen pH 5,4 und 6,3 auf. Der Abundanzfaktor der drei
Spots lag zwischen 4,10 und 10,34. Der Sequenzvergleich (Sequence Alignment)
aller Mu-Varianten der GST aus der bovinen IPI Datenbank zeigte, dass alle hier
gemessenen Peptide ausschliel3lich mit GSTMS5 Ubereinstimmen (Abb 35, Seite 86).
Diese Ergebnisse lassen folgende Ruckschlisse zu: (i) Die drei verschiedenen
Protein-Spots resultieren aus verschiedenen Modifikationen ein und derselben
GSTMS5-Form. Die Abundanzen der unterschiedlich modifizierten GSTM5-Varianten
werden in Abhangigkeit des Reifungszustandes der Oozyten in der IVM reguliert.
Obwohl diese Ergebnisse keine Aussagen Uuber die Art und Position der
Modifikationen zulassen, liefern sie dennoch wichtige Informationen fir weitere

Untersuchungen. So ware eine genauere Analyse der Art der Modifikationen mdglich
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IPINONG96766.1 --——MPMILGYWDIRGLAHAIHLLLEY TDTNYEERQY SVGDAPDYDRSQWLDEKFKLGLD
IpIopn70zls51.z2 @ --—-—- PMILGYWDIRGLAHAIRLLLEYTDTNYEERQY SVGDAPDYDREQWLNEKFKLGLD
|IPID0D702950. 1 MASSKSMVLGYWDIRGLAHAIRMLLEE TDT SYEEKRY TCGEAPDYDKSQWLDVKFKLDLD|
IPIOO703422.1 —=—-MIMILGYWDIRGLAHAIRLLLEYTDSNYKEKKYTMGDAPDYDRSQWLNEKSKLGLD
IPIONO704200.1 -—-—--MAMTLGYWDIRGLAHAIRLLLEY TDSNYEEKKY TMGDAPDYDRSQWLNEKFKLGLD
IPIN0715624.1 = W —=————f—————————f—— e —————— -—-MGDAPDYDREQWLNEKSKLGLD
IPINO720621.1 -—-—-MPMILGYWDIRGLAHAIRLLLEYTDSNYEEKKYTMGDAPDYDRSQWLSEKFTLGLD
IPIONOD727371.1 ————MPMILGYWDIRGLAHAIRLLLEYTDTNYEERQY SVGDAPDYDRSQWLDEKFELGLD
IPIOO732762.1 ————MPMILGYWDIRGLAHATIRLLLEYTDSNYEEKKYTMGDAPDYDRSQWLSEKFTLGLD

. . : I R R X N Y

IPIDDGE96766. 1 FPNLPYLIDGTHELTOSNATILRYIARKHNMCGETEEEMIRVDILENQVMDVRFAMARICY
IPINO702151.2 FPNLPYLIDGTHKLTQSNAILRYIARKHNLCGETEEEMIRVDILENQVMDVQLAMARICY
IPIN0702950. 1 FPNLPYLMDGKNRLTQSNAI LRY TARKHNMCGDTEEER
IPID0D703422.1 FPNLPYLIDGTHKLTQSNAI LRHIARKHNMCGETEEENI RVDLLENQVMDVRLHMARICY
IPIN0704200.1 FPNLPYLIDGAHRLTQSKAILRYIARKHNMCGETEEEKIRVDVLENQTMDTANELAILCY
IPIN0715624.1 FPNLPYLIDGTHKLTQSNAI LRHIARKHNMCGETEEEN[IRVDLLENQVMDVRHLHMARICY
IPIN0720621.1 FPNLPYLIDGAHKLTQSNATILRY TARKHNMCGETEEEKIRVDI LENQTMDVHLHMARICY
IPIN0D727371.1 FPNLPYLIDGTHKLTQSNATI LRYTARKHNMCGETEEEMIRVDI LENQVMDVHFAMARICY
IPINON732762.1 FPNLPYLIDGAHEKLTQSNAILRYTIARKHNMCGETEEEKIRVDILENQTMDVRLHMARICY
*******:** ::****:****:******:**:**** ****::*** * & .. « kk
IPIN0G96766. 1 sPDFEKLKPﬂFEﬁET?EETELFSEELGKﬁﬁﬁ?EEBﬁLSYVDFLVYDVLDMHRIFEPKCLD
IPIOOD702151.2 SPDFEELEPEFLEKEIPEKIKILF SEFLGHRPWFAGDKILTYVDFLYVYDVLDMHRIFE PKCLD
|IPIDU?DZ9SD.1 NPDHEKLKPRYLEQLDGQLKQFSLFLGKYSWFAGEKLTEVDFLTYDVLDQNRMFEPKCLD]
IPIN0D703422.1 SPDFEKLKPGY LKEI PGRME[LF SVF LGHRCWF AGNKLTYVDF LAYDILDLQRVFE PRCLD
IPIN0704200.1 NPEFEKLKSQYLKEI PGKMEK[LY SEF LGRR PWF AGDKILTFVDF LVYDVLDIHRIFE PKCLD
IPIN0715624. 1 SPDFEKLKPEYLKEI PGRMKLF S$VF LGKHRCWEFAGNKLTYVDF LAYDILDLQRVFE PRCLD
IPIN0720621.1 SPDFETLKPGEFLKEI PEKMKILF S DF LAKR PWF AGDKLTYVDF LAYDVLDRHRIFE PTCLD
IPIN0727371.1 SPDFEKLKPGFLKEI PEKIK[LF SEF LGHRPWF AGDKG- - ————=———————==————————
IPIO0N732762.1 o] e e e Ettt DF[LTYVDFLAYDVLDRHRIFEPTCLD
* .. . . - .. .. - .
IPIDDA9ATAG. 1 AFPNLEKDFISRFE--GLEEISAYMEKSSRFLPGPLFLELAVHGNE--—
IPINO702151.2 AFPNLEKDFISRFE--GLEEISAYMEKSSRFLPGPLFMELAVHGNE—---—
[TpI00702950.1 EF PNLKAFMCRFEA--LEKIATYMQSDRF LKMEPVNNKMAQWGNRRIC
IPIN0703422.1 EFPNLKDFLTRFE--GLKKISAYMKSSHF LPGPLF LELAVWGNK-—-~
IPIN0704200.1 AFPNLKDFISHFEPQGLKRI SAYMKSSRFLPHPVY SKMAVIWGNK—-—
IPID0N715624.1 EFPNLKDFLTRFE--GLKKI SAYMKSSHF LPGPLF LKLAVWGNEKTIC
IPIN0720621.1 EFPNLKDFITRFE--GLKRI SAYMKSSRFHPNPMF LELAVIWGNE--—
IPIN0727371.1 = ——mmmmmmmm— - LEKKISAYMKSSRFLPGEPLF LELAVWGNK--—
IPIN0N732762.1

EFPNLKDFITRFE--GLKRISAYMKSSRFHPNPMF LELAVWIGNK-——

ek okkaek ok * . ek kEkk.

Abb. 35: Sequenzvergleich (Alignment) der neun in der bovinen IPI-Datenbank vorhandenen GST-
Mu-Formen. Innerhalb der Mu-Varianten wird zwischen verschiedenen Isoformen unterschieden
(Siehe unten). Der rote Rahmen markiert die in unseren Experimenten identifizierte Mu5-Form. Die
blauen Rahmen markieren die Peptide, die zur ldentifizierung der GST Mu5 gefiihrt haben. Im
Vergleich mit den anderen acht Mu-Formen in diesem Alignment fallt auf, dass alle detektierten
Peptide eindeutig fir die Mu5-Form (IP100702950.1) sind. In der folgenden Tabelle sind die Namen
zu den Accession-Nummern aufgelistet, wie sie in der Datenbank vorliegen:

Accession-Nr.
IP100696766.1

Proteinname |IPl-Datenbank
Predicted: Similar to Glutathione S-Transferase Mu 1 Isoform 1

IP100702151.2
IP100702950.1
IP100703422.1
IP100704200.1
IP100715624.1
IP100720621.1
IP100727371.1
IP100732762.1

Glutathione S-Transferase Mu 1

Similar to Glutathione S-Transferase Mu 5

26 kDa Protein

Predicted: Similar to Glutathione S-Transferase Mu1 Isoform 2 Isoform 3
22 kDa Protein

Predicted: Similar to Glutathione S-Transferase Mu 1 Isoform 1
Predicted: Similar to Glutathione S-Transferase Mu 1 Isoform 2 Isoform 2
Predicted: Similar to Glutathione S-Transferase Mu 4 Isoform 2
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beispielsweise durch Antikorper-basierte Techniken (z.B. Antikdrper gegen Phospho-
Tyrosin) [154]. (ii)) Die gemessenen Peptide stimmen mit den Sequenzen
polymorpher GST-Varianten Uberein, die noch nicht in der Literatur bzw. den
Datenbanken beschrieben sind. Es ware moglich die drei detektierten GST-Formen
zu sequenzieren. Die Kombination von 2D-PAGE, Western-Blotting und Edman-
Sequenzierung stellt eine geeignete Methode fur die Determination der Sequenz
eines Proteins dar [155]. Diese Erkenntnisse uber Modifikationen der GSTM5 bzw.
polymorpher GST-Formen im Kontext der IVM waren mit einer gelfreien LC-MS/MS
Analyse verborgen geblieben. Nur durch den 2D-basierten Ansatz in Kombination mit
der genauen Quantifizierungsmadglichkeit Uber die 2D-DIGE Technik konnten diese
Informationen erlangt werden.

Peroxiredoxin-3 und GSTM5 sind mit oxidativem Stress assoziiert. Die IVM der
Oozyten findet unter normalen, atmospharischen Bedingungen statt. Dabei liegt eine
Sauerstoffkonzentration von ca. 20% vor, verglichen mit etwa 7% der in vivo
Situation im Ovidukt [150]. Hohe Sauerstoffkonzentrationen wahrend der IVM fluhren
zu erhohten Mengen an ROS, die modglicherweise Schutzmechanismen gegen
oxidativen Stress aktivieren. Diese Mechanismen konnten die Ursache flur die hier
gemessenen Anderungen sein. Andererseits sind ROS wichtige Mediatoren bei
vielen reproduktionsbiologischen Prozessen wie Eizellreifung, Steroidogenese,
Ovulation, Implantation, Entstehung der Blastozyste, Luteolyse, sowie bei der
Aufrechterhaltung der Trachtigkeit [156]. In zukilnftigen Experimenten soll die
Eizellreifung unter verschiedenen Sauerstoffbedingungen (z.B. bei 7% und 20% O)
untersucht werden, um deren moglichen Einfluss auf die IVM zu klaren. Diese
Experimente konnten wichtige Erkenntnisse bezuglich der Optimierung der
Kultursysteme fur die IVM liefern. Kann beispielsweise die hohe Oz-Konzentration
wahrend der IVM als Ursache fir die Abundanzanderung der Redox-assoziierten
Proteine bestatigt werden, konnten im nachsten Schritt die Bedingungen wahrend
der Kultur so angepasst werden, dass der Redox-Status der Oozyten wahrend der
Kultur den in vivo Bedingungen entspricht. AuBerdem kann die Funktion Redox-
assoziierter Proteine wahrend des Prozesses der Eizellreifung genauer untersucht
werden.

Die drei Proteine E2, Peroxiredoxin-3 und GSTM5, die in der vorliegenden Arbeit mit
veranderter Abundanz detektiert werden konnten, zeigten in einer differentiellen

Proteomstudie der IVM mit Oozyten vom Schwein keine Veranderung [69]. Dies
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konnte auf artspezifischen Unterschieden beruhen. Wahrscheinlicher sind jedoch die
Unterschiede aufgrund verschiedener Detektionsmethoden fir Proteine. Die
differentielle Analyse der porcinen Oozyten wurde mit Silber-gefarbten 2D-Gelen
durchgefiuhrt. Die Silberfarbung hat einen sehr geringen dynamischen Bereich von
nur einer GroRenordnung und ist zudem sehr schwierig zu reproduzieren. Die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten CyDyes haben in der Praxis einen dynamischen
Bereich von 10° und einen sehr hohen Grad an Reproduzierbarkeit und exakter
Quantifizierbarkeit. Es ware denkbar, dass sich die Abundanzanderungen der drei
Proteine aulierhalb des messbaren Bereichs der Silberfarbung befanden, mit der
DIGE-Technik jedoch erfasst werden konnten.

In der 2D-DIGE Analyse der ungereiften versus der in vitro gereiften bovinen
Oozyten konnte eine mehr als 6-fache Abundanzabnahme des Elongation Factor 1
gamma (EF-1y, Faktor 6,55) und eine mehr als 3-fache Abundanzabnahme des
Proteins 14-3-3 ¢ (Faktor 3,45) ermittelt werden. Beide Proteine sind in den
Regulationsmechanismus des Maturation Promoting Factors (MPF) involviert
(Abb. 36, Seite 89), welcher ein Schlisselenzym der Zellzykluskontrolle sowohl bei
der Mitose als auch der Meiose ist [125]. MPF besteht aus zwei Untereinheiten, Cell
Division Control Protein 2 (Cdc2) und Cyclin B. Die Aktivitat des MPF wird wahrend
des Zellzyklus durch verschiedene Mechanismen reguliert. Die Phosphorylierung der
Cdc2-Untereinheit durch Myt1/Wee1 fuhrt zur Inaktivierung von MPF. Myt1/Wee1
wird durch eine cAMP-abhangige Kaskade gesteuert [157]. MPF-Aktivierung erfolgt
durch Cdc25, welches die Cdc2-Untereinheit dephosphoryliert. Cdc25 ist durch die
Bindung an 14-3-3 ¢ inaktiviert [158]. Cdk2 bewirkt die Dissoziation von 14-3-3 € und
somit die Aktivierung von Cdc25. Cdc25 dephosphoryliert Cdc2, und MPF wird
aktiviert. In den hier durchgefuhrten Experimenten konnte eine Abnahme von
14-3-3 ¢ in gereiften Oozyten gemessen werden. Das Protein kénnte nach der
Maturation degradiert werden, da keine Inaktivierung des Cdc25 mehr ndtig ist.

In Oozyten von Xenopus laevis und Goldfisch wurde gezeigt, dass EF-1y durch MPF
phosphoryliert wird [159, 160]. Tokumoto et al. haben postuliert [161, 162], dass
durch die Phosphorylierung von EF-1y dessen Bindung an 26S-Proteasomen
verstarkt wird, und dass sich wahrend der Reifung von Xenopus Oozyten die
Abundanz von EF-1y signifikant erniedrigt. AuRerdem zeigten sie, dass Cyclin B
durch das 26S-Proteasom degradiert und MPF inaktiviert wird. Mdglicherweise liegt

hier ein zusatzlicher Autoregulationsmechanismus von MPF vor, der von der Bindung
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von EF-1y an das 26S-Proteasom abhangt. Vor der Reifung wird EF-1y vom
aktivierten MPF phosphoryliert. EF-1y bindet verstarkt an 26S-Proteasomen,
wodurch der Abbau des Cyclin B verhindert wird. Diese Hypothese wird durch die
erhdohte Abundanz des EF-1y in den ungereiften Oozyten gestutzt. Nach der Reifung
wird die Aktivitadt des MPF gehemmt, indem EF-1y von den 26S-Proteasomen
dissoziiert und Cyclin B in erhohtem Male degradiert wird. Da EF-1y in diesem
Zusammenhang nicht mehr bendtigt wird, kann es ebenfalls degradiert werden. Die
Abundanz von EF-1y ware demzufolge in gereiften Oozyten erniedrigt, was sich mit

den hier ermittelten Daten deckt.

26S-Proteasome
26S-Proteasome

EF-1y EF-1y
®
Protein kinase A ) s
Inactive MPF Active MPF
.
Inactive Cdk2 Active

@ Multiple phosphorylation/ @
& dephosphorylation events

Abb. 36: Regulation des Maturation Promoting Factor (MPF). Die Aktivitat der Proteinkinase A (PKA)
ist von der intrazelluldaren cAMP-Konzentration abhangig. Hohe cAMP-Konzentration fihrt zur
Aktivierung von PKA. PKA wiederum aktiviert Myt1/Wee1, welches die Phosphorylierung von Cdc2
katalysiert und MPF inaktiviert. Gleichzeitig blockiert PKA die Kinase Cdk2. Dadurch bleibt Cdc25
inaktiv. MPF liegt in seiner inaktiven Form vor. EF-1y wird nicht phosphoryliert. 26S-Proteasomen
bauen vermehrt Cyclin B ab. Niedrige cAMP-Konzentrationen fihren zur Inaktivierung von PKA und
damit von Myt1/Wee1. Die Blockierung von Cdk2 wird aufgehoben. Durch Phosphorylierung- bzw.
Dephosphorylierungsreaktionen dissoziiert 14-3-3 € von Cdc25. Das aktivierte Cdc25 katalysiert die
Dephosphorylierung von Cdc2, was zur Aktivierung von MPF fihrt. MPF phosphoryliert EF-1y,
wodurch dessen Bindung zu 26S-Proteasomen verstarkt und so der Abbau von Cyclin B inhibiert wird.
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2D-DIGE weist eine bis heute unter den 2D-basierten Techniken unerreichte
Quantifizierbarkeit und Reproduzierbarkeit auf. In Kombination mit der ultra-
sensitiven Sattigungsmarkierung hat man die Moglichkeit, diese Eigenschaften auf
stark limitierte Proben anzuwenden, mit denen bis vor kurzem noch keine
differentielle Proteomanalyse maoglich gewesen ware wie die hier untersuchte In-
vitro-Maturation boviner Oozyten.

Einige der identifizierten Proteine wie z.B. E2 und 6PGL sind bekannt fur ihre
Aktivitatsanderung wahrend der Eizellreifung. Die in dieser Arbeit ermittelten
Abundanzfaktoren decken sich mit den Erkenntnissen friherer Arbeiten, was die
Zuverlassigkeit des experimentellen Ansatzes verdeutlicht. Das Protein Clusterin
wurde im Zusammenhang mit den Prozessen wahrend der Eizellreifung noch nicht
beschrieben. Tiefer gehende Untersuchungen des Clusterins werden weitere
wichtige Informationen Uber dessen mogliche Funktion wahrend der Oozyten-
maturation liefern. Des Weiteren konnten drei verschiedene GSTM5-Spots detektiert
werden. Genauere Untersuchungen dieses Phanomens kdnnten neue, noch nicht
beschriebene Formen der GST hervorbringen, die unterschiedliche Funktionen
wahrend der Reifungsprozesse erfillen. EF-1y und 14-3-3 € sind Interaktionspartner
des MPF, ein essentielles Enzym der Zellzyklusregulation. Die Abundanz-
erniedrigung des 14-3-3 € konnte erstmals im Zusammenhang mit der
Oozytenmaturation gezeigt werden.

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten stellen eine wichtige Grundlage fur weitere
Untersuchungen dar. Ein detaillierteres Verstandnis der Funktion einiger der hier
ermittelten Oozytenproteine kann zur Aufklarung noch unbekannter, an der Reifung
beteiligter Mechanismen beitragen. Des Weiteren konnten Folgeuntersuchungen, die
auf dieser Arbeit basieren, zur Entwicklung besserer Bedingungen wahrend der In-
vitro-Maturation fihren und so die Rate erfolgreich angewendeter, moderner

assistierter Reproduktionstechniken beim Rind und anderen Saugern erhohen.
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5 Zusammenfassung

Der Erfolg einer Graviditat hangt von einem komplexen Zusammenspiel molekularer
Faktoren von Gameten, Embryonen und Feten mit ihrer maternalen Umgebung ab.
Eine intakte embryo-maternale Kommunikation ist die Voraussetzung fir die
Entstehung und Aufrechterhaltung der Trachtigkeit. Von den molekularen Signalen,
die an dieser Interaktion beteiligt sind, sind bis heute nur wenige bekannt.

Flr ein besseres Verstandnis dieser molekularen Faktoren beim Rind wurden auf
maternaler Seite embryo-induzierte Veranderungen des Endometriums am 18. Tag
der Trachtigkeit auf Proteomebene untersucht. Diese so genannte Periim-
plantationsphase wurde anhand monozygoter Zwillinge analysiert. Jeweils einer der
beiden Zwillinge erhielt einen Transfer zweier in vitro produzierter Blastozysten, der
korrespondierende Zwilling bekam einen Scheintransfer und diente als nicht trachtige
Kontrolle. Endometriumproben dreier Zwillingspaare wurden mit der zwei-
dimensionalen Differenz-Gelelektrophorese (2D-DIGE) in Kombination mit der
Minimalmarkierung untersucht. Um als biologisch relevant angesehen zu werden,
mussten die Protein-Spots die folgenden strengen Kriterien erfullen: Abundanz-
faktor 2 2; Spots in allen Gelen vorhanden; Student’s t-Test p < 0,01. Vier
abundanzveranderte Protein-Spots konnten detektiert und mittels PMF und MALDI-
TOF/TOF Analyse identifiziert werden: Die Isocitrate Dehydrogenase 1 (NADP®,
soluble) spielt eine Rolle bei der Vorbereitung des Endometriums auf die
Implantation. Acyl-CoA-binding Protein ist ein wichtiges Element des Steroid-
metabolismus. Rho GDP Dissociation Inhibitor beta interagiert mit Proteinen der
Rho-Familie, wobei Rho A an der Implantation beteiligt ist. 20 a-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase ist am Progesteron-Metabolismus beteiligt. Die vier trachtigkeits-
relevanten Proteine lieferten interessante Kandidaten fiur weiterfihrende
Untersuchungen. Die erfolgreiche Entstehung der Trachtigkeit basiert jedoch nicht
nur auf der Vorbereitung der maternalen Umgebung, ebenso essentiell ist die prazise
Entwicklung mannlicher und weiblicher Gameten.

Eine korrekte Eizellreifung stellt die Grundlage flr eine erfolgreiche Befruchtung und
die darauf folgende Embryonalentwicklung dar. Da in vivo eine Analyse der
Oozytenmaturation nicht durchfuhrbar ist, wurde auf der embryonalen Seite die In-
vitro-Maturation (IVM) boviner Oozyten auf Proteomebene untersucht. Die IVM ist

beim Rind eine routinemaRig durchgefuhrte Prozedur und der erste und limitierende
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Schritt fur assistierte Reproduktionstechniken (ART) wie die In-vitro-Produktion (IVP)
von Embryonen. Die Eizellreifung ist definiert als die Phase von der Vollendung der
ersten Reifeteilung bis zur Metaphase der Meiose Il. Oozyten wurden aus Ovarien
prapariert und in vitro maturiert. Auf Proteomebene wurden ungereifte mit in vitro
gereiften bovinen Oozyten verglichen. Aufgrund der Limitierung der Probenmenge
(10 — 20 Oozyten pro Ovar = 0,9 — 1,8 ug Protein) wurde eine 2D-DIGE-basierte
Analyse mit der ultra-sensitiven Sattigungsmarkierung durchgefuhrt. So konnten die
quantitativen Analysen mit nur 0,5 yug Gesamtprotein pro 2D-Gel durchgefuhrt
werden. Sechs unabhangige biologische Replikate von ungereiften bzw. gereiften
Oozyten wurden analysiert. Die Auswertung der Analyse nach den oben genannten
Kriterien ergab die Detektion von 38 abundanzveranderten Proteinen, von denen
zehn mittels nano-LC-MS/MS Analyse eindeutig identifiziert werden konnten:
Dihydrolipoamide S-Succinyltransferase und 6-Phosphogluconolactonase sind
Enzyme des Energiemetabolismus. Translationally-controlled Tumor Protein konnte
bei der Wiederaufnahme der Meiose eine Rolle spielen. Clusterin interagiert mit
Komponenten des Komplementsystems und koénnte eine Schutzfunktion vor
Komplement-vermittelten Abbauprozessen haben. Peroxiredoxin-3 und Glutathion S-
Transferase Mu5 sind in das Redox-System involviert. Durch den 2D-Gel-basierten
Ansatz war es moglich, drei Formen der Glutathion S-Transferase zu detektieren.
Elongation Factor 1 gamma und das Protein 14-3-3 ¢ sind in den Regulations-
mechanismus des Maturation Promoting Factor (MPF) involviert. MPF ist ein
Schlisselenzym der Zellzykluskontrolle. Einige dieser abundanzveranderten
Proteine, die wahrend der IVM boviner Oozyten detektiert wurden, konnten wichtige
Hinweise zur Optimierung bestehender in vitro Kultursysteme geben.

Die abundanzveranderten Proteine, die in den hier durchgeflihrten 2D-basierten
Analysen detektierten werden konnten, sind interessante Kandidaten fur weitere,
tiefer gehende Analysen im Zusammenhang mit der embryo-maternalen

Kommunikation.
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