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1 ZUSAMMENFASSUNG

Eines der Hauptprobleme der Reproduktion beim Rind (und anderen Sdugetier-Spezies) ist
die hohe Rate an Embryoverlusten noch vor der Implantation. Voraussetzung fiir die Entwick-
lung neuer diagnostischer und therapeutischer Ansitze fiir Fruchtbarkeitsstorungen ist ein
besseres Verstidndnis von Schliisselprozessen der frithen Embryonalentwicklung wie die Re-
gulation der ersten Zellteilungen, die Aktivierung des embryonalen Genoms, die Ausbildung
von Zellorganellen und schlie8lich das Auftreten und die Regulation von programmiertem

Zelltod.

Fiir eine Identifizierung und Aufklarung kritischer Entwicklungsschritte und deren Kontroll-
punkte (checkpoints) auf der Ebene einzelner Blastomeren und der Identifizierung von Mar-
kern fiir eine normale bzw. gestorte Entwicklung wurde systematisch die Entwicklung von in
vitro fertilisierten (IVF) und -kultivierten Rinderembryonen bis zum Blastozystenstadium
analysiert. Konfokale Laserscanning-Mikroskopie (CLSM) und Transmissions-Elektronen-
mikroskopie (TEM) wurden kombiniert mit absoluter, quantitativer Real-Time RT-PCR (RT-
qPCR) zur Bestimmung der mRNA-Kopienzahlen ausgewihlter Gene, die bei der Initiation,
Regulation und Exekution von Apoptose vermutlich von entscheidender Bedeutung sind.
Optische Serienschnitte von dreidimensional konservierten ,,whole-mount* Embryonen dien-
ten als Grundlage zur Bestimmung von Anzahl, Grofle und Struktur der Zellkerne sowie zur
Identifizierung und Lokalisierung von Zelluntergingen. Fiir eine bessere Beurteilung der
Relevanz der Ergebnisse an in vitro Embryonen wurden parallel in vivo Embryonen analy-
siert, die nach hormonell induzierter Superovulation am Tag 7 nach kiinstlicher Besamung

durch nicht-invasive Spiilung der Uterushorner aus Spendertieren isoliert wurden.

Der Beginn der embryonalen Entwicklung beim Rind ist gekennzeichnet durch eine enorme
Heterogenitit hinsichtlich der Entwicklung der Zellzahl und dem Auftreten von Zelluntergén-
gen sowohl unter standardisierten Bedingungen in vitro als auch in vivo. Der Teilungsstop und
Verlust von frithen Blastomeren vor bzw. wihrend der Haupt-Genomaktivierung (beim Rind
im vierten Zellzyklus) beeinflusst kritisch den Anstieg der Zellzahl und die weitere Entwick-
lung des Embryos. Die Ursachen fiir die heterogene Entwicklung der einzelnen Embryonen
sind vor allem im unterschiedlichen Entwicklungspotential der Eizellen und Spermien zu su-
chen. Eine hohe Inzidenz von Zelluntergédngen (mit morphologischen Kennzeichen von Apop-
tose) in der inneren Zellmasse (ICM) von Blastozysten in vitro und in vivo bei intaktem
Trophoblast (TB) legt nahe, dass programmierter Zelltod bei der Entwicklung der ICM eine

wichtige physiologische Rolle, etwa im Rahmen eines morphogenetischen ,,cell sorting®,
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spielt. Der elektronemmikroskopische Nachweis sekundidrer Lysosomen mit Chromatin-
Resten ist ein starkes Indiz fiir eine kontrollierte Beseitigung von untergegangenen Zellen

durch Nachbarzellen.

Transkript-spezifische Abundanz-Profile machen deutlich, dass der Abbau maternaler und der
Anstieg embryonaler Transkripte im Verlauf der ersten Zellteilungen graduell und fiir jedes
Gen unterschiedlich ablaufen. Ein Anstieg der Gesamt-Kopienzahl von der Morula zur
schliipfenden Blastozyste beruht vor allem auf einer Zunahme der Zellzahl. Fehlende bzw.
niedrige Transkript-Abundanzen sprechen gegen eine Bedeutung des FAS/FASLG-
Signalweges vor dem Blastozystenstadium. Das schliesst aber nicht aus, dass eine extrinsi-
sche Aktivierung von programmiertem Zelltod durch andere Death-receptor/ligand-Systeme

im frithen Embryo von Bedeutung ist.
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SUMMARY

Preimplantation embryo death is a major reproductive problem in cattle and other mammalian
species. A better understanding of key processes of the early embryonic development such as
the regulation of the first cell divisions, epigenetic reprogramming, embryonic genome activa-
tion, organelle formation and the regulation of programmed cell death is important to improve

fertility in cattle.

Therefore we started a systematic investigation of bovine embryos fertilized and grown in
vitro up to the blastocyst stage. The main objectives were: a) to disclose critical steps and
checkpoints at the blastomere level and b) to learn to distinguish between normal or abnormal
development. Confocal laserscanning microscopy (CLSM) and transmission electron micros-
copy (TEM) were combined with absolute quantitative real-time RT-PCR (RT-qPCR) to de-
termine mRNA copy numbers for a series of genes, which might be critically involved in the
initiation, regulation and execution of apoptosis. Optical serial sections of three-dimensionally
preserved whole-mount specimen provided the basis to assess the developmental status by
analyzing the embryo architecture, number and size of blastomere nuclei as well as the occur-
rence of cells with morphological signs of developmental arrest and/or cell death. To evaluate
the relevance of the in vitro observations, the study was extended to in vivo embryos gener-
ated by superovulation and artificial insemination and recovered by non-invasive uterine

flushing.

Under strictly standardized conditions in vitro and in vivo, the beginning of bovine embryonic
development is characterized by an enormous heterogeneity between individual embryos with
regard to the cell number increase and the incidence of cell death. Early blastomere arrest and
loss prior to/around major genome activation (during the 4th cell cycle) critically affect the
cell number increase and the fate of the embryo. Both in vitro and in vivo blastocysts showed
a high incidence of cell death with morphological signs of apoptosis in the inner cell mass
(ICM), while the cell death rate in the trophoblast was very low. Regularly, secondary ly-
sosomes containing chromatin fragments were found by TEM analysis indicating a controlled
removal of dying/dead cells by neighbouring cells. This raises numerous important questions

about morphogenetic cell sorting and programmed cell death in the ICM at this early stage.

The particular mRNA profiles are characterized by a gradual and transcript-specific degrada-
tion of maternal transcripts and increase of embryonic transcripts up to the hatching blasto-

cyst. Notably, the increase of total transcript copy numbers from the morula to the hatching
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blastocyst is often primarily due to the increase of the cell number. The absence or very low
abundance of transcripts for FAS, FASLG and CASPS8 in vitro and in vivo strongly argues
against a relevant role of this extrinsic apoptosis induction pathway before blastocyst forma-
tion. However, extrinsic activation of programmed cell death might be mediated by other

death-receptor/ligand-systems.
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2 EINLEITUNG

Die hohe Rate an Embryoverlusten noch vor der Implantation zwischen Tag 8. und 17. nach
der Befruchtung beim Rind ist ein wirtschaftlich bedeutsames Phdnomen (Wolf et al., 2003).
Zusitzlich auftretende Fruchtbarkeitsstorungen, v. a. bei Hochleistungs-Milchkiihen, sind fiir
die Reproduktion und Zucht von Nachkommen mit geeigneten Leistungsmerkmalen von gro-
Ber okonomischer Bedeutung. Fiir eine Bewiltigung der Fertilititsstorungen und einer Ver-
besserung der Effizienz der Reproduktion beim Rind werden routinemifig und mit wachsen-
der Bedeutung verschiedene assistierte Reproduktionstechniken (assisted reproductive
technologies, ARTs) angewandt. Dazu zihlen neben der kiinstlichen Besamung (artificial in-
semination, Al) vor allem die in vitro Fertilisation, Superovulation und Embryotransfer (ET)
sowie das Klonieren durch Zellkerntransfer. Niedrige Raten an Gravidititen bzw. gesunder
Nachkommen nach dem Transfer von Embryonen aus verschiedenen ART-Techniken in Emp-
fangertiere beim Rind (und anderen Siugetierspezies) machen jedoch deutlich, dass die ent-
scheidenden Regulationsmechanismen der frithen Embryonalentwicklung noch weitgehend
unverstanden sind. Fiir eine Verbesserung der Therapie-Moglichkeiten von Fruchtbarkeitssto-
rungen und assistierter Reproduktionstechniken ist ein besseres Verstindnis von ablaufenden
Schliisselprozessen der frithen Embryonalentwicklung, wie die Regulation der ersten Zelltei-
lungen, die epigenetische Reprogrammierung, die Aktivierung des embryonalen Genoms, die
Ausbildung von Zellorganellen sowie das Auftreten und die Regulation von programmiertem
Zelltod von Bedeutung. Gleichzeitig miissen geeignete Parameter identifiziert werden, um

eine normale und abnormale Entwicklung von Embryonen sicher zu unterscheiden.

Als Modell fiir die Reproduktionsmedizin beim Menschen gewinnt die bovine Eizell- und
Embryonalentwicklung zunehmend wissenschaftliche Akzeptanz. Die gesteigerte Nachfrage
und Anwendung kiinstlicher Befruchtungstechniken beim Menschen beruhen u. a. auf einem
zunehmenden Anstieg des reproduktiven Alters in Folge kultureller, sozialer und wirtschaftli-
cher Faktoren. Genetische Verianderungen und der Einfluss von Umweltfaktoren sind Ursa-

chen fiir eine abnehmende Fertilitit mit steigendem Alter.

Das Rind hat mit dem Menschen gemeinsam, dass in der Regel nur eine Eizelle pro Zyklus
produziert wird. Zudem findet die Aktivierung des embryonalen Genoms und die Ausbildung
der Blastozyste bei Rind und Mensch zu &dhnlichen Zeitpunkten nach Fertilisation statt

(Baumann et al., 2007; Wrenzycki et al., 2005).
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2.1 Ziele der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit einer systematischen Analyse von Rinderembryonen be-

gonnen. Schwerpunkte der Untersuchung waren:

¢ die Visualisierung der frithen Embryonalentwicklung bis zur Blastozyste.

e die Identifizierung und Aufkldrung kritischer Schritte und Regulationsmechanismen

(checkpoints) auf der Ebene einzelner Blastomeren.
e die Analyse der rdumlichen und zeitlichen Expression von Schliisselgenen und -proteinen.
¢ die Bestimmung absoluter Transkript-Abundanzen pro Zelle.

Langfristiges Ziel ist die Identifizierung von zuverldssigen Parametern fiir eine Unterschei-

dung zwischen normaler und abnormaler Entwicklung von Embryonen.

Dafiir wurden in vitro fertilisierte (IVF) und -kultivierte (IVC) Rinderembryonen an Tag 3 (72
h) bis Tag 7 (168 h) nach Zugabe der Spermien mit einer Kombination aus konfokaler Laser-
scanning-Mikroskopie (CLSM), Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) und quantita-
tiver Real-Time Reverse Transkription (RT)-PCR (RT-qPCR) fiir eine Reihe von Genen mit
Funktionen bei der Initiation, Regulation und Exekution der Apoptose systematisch unter-
sucht. Als zentrale morphologische Parameter zur Bestimmung des Entwicklungspotentials

wurden analysiert:

e die Zellzahl

e das Auftreten von Zelluntergéngen

¢ riumliche und zeitliche Zellteilungsmuster
e ultrastrukturelle Differenzierungen

Fiir eine bessere Beurteilung der Relevanz der Beobachtungen zur embryonalen Entwicklung
in vitro wurden parallel in vivo Embryonen analysiert, die nach hormonell induzierter Super-
ovulation und kiinstliche Besamung am Tag 7 nicht-invasiv durch Spiilung der Uterushdrner

gewonnen wurden.
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2.2 Die friithe Embryonalentwicklung beim Rind

Der Zeitraum von der Befruchtung der gereiften Eizelle bis zur Einnistung der geschliipften
Blastozyste in die Uterusschleimhaut (Endometrium) wird als Praimplantationsentwicklung
bezeichnet. Sie umfasst beim Rind einen Zeitraum von etwa 17 - 18 Tagen. In diesem kurzen
Zeitraum finden grundlegende entwicklungsbiologische Weichenstellungen statt. Dazu zédhlen
u.a. die epigenetische Reprogrammierung und Bildung totipotenter Zellen, die Aktivierung
des embryonalen Genoms, die Ausbildung von Zellkontakten und die Entwicklung von

Embryoblast und Trophoblast.

Im 21-tdgigen Zyklus geschlechtsreifer Rinder kommt es zum periodischen Heranreifen einer
kleinen Gruppe von Priméar-Follikeln mit der Ausbildung eines dominanten Follikels (10 - 15
mm) unter Einfluss von follikelstimulierendem Hormon (FSH) (Fortune, 1994). In diesem
Zeitraum wichst die im Follikel enthaltene Eizelle auf eine Groe von 110 - 140 pm heran
(Fair et al., 1995) und legt ein Reservoir von verschiedenen RNA-Molekiilen und Proteinen
an, die fiir den meiotischen Reifungsprozess und die Entwicklungskompetenz im Falle einer
Befruchtung wichtig sind (Bachvarova, 1992). Ultrastrukturelle Kennzeichen fiir die hohe
metabolische Aktivitit der wachsenden Eizelle sind (1) funktionsfihige Nukleoli im Kern, (2)
eine hohe Anzahl Mitochondrien mit vielen Cristae sowie (3) deutlich entwickelte Golgi-
Felder und Zisternen des glatten endoplasmatischen Retikulums (Hyttel et al., 1986; Motlik et
al., 1984). Die Eizelle ist seit der fetalen Anlage in der Prophase der ersten Reifeteilung arre-
tiert und durch die Ausbildung des Germinalvesikels (GV) als nukledre Struktur charakteri-
siert (Wassarman et al., 1976). Unter dem Einfluss von luteinisierendem Hormon (LH) entwi-
ckelt sich der dominante Follikel zum sprungreifen Follikel, der als ,,Graafscher Follikel*
bezeichnet wird. Um die Eizelle wird die Zona pellucida (ZP), eine transparente schiitzende
Glykoprotein-Hiille, ausgebildet (Abb. 1). Sie spielt eine wichtige Rolle bei der spezifischen
Erkennung und Bindung des Spermiums durch die Eizelle. Gleichzeitig sind Verdnderungen
in der Struktur und Konsistenz der Zona pellucida (,,Zona-Reaktion*) bedeutsam fiir die Ver-

hinderung einer Polyspermie (Riisse and Sinowatz, 1998).
Die Eizellreifung

Vor der Ovulation findet ein meiotischer und zytoplasmatischer Reifeprozess der Eizelle statt.
Die Reifung wird durch eine priovulatorische LH-Ausschiittung eingeleitet (Tsafriri et al.,
1976) und ist Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Befruchtung. Im Prophase I-arretierten

Zellkern der Eizelle kommt es zum Abbau der Nukleoli und zur Auflésung der Kernmembran,



EINLEITUNG 21

dem ,,Germinal-Vesikel Breakdown* (GVB). Die Eizelle beendet die erste Reifeteilung: die
gepaarten homologen Chromosomen kondensieren, ordnen sich in der Metaphase-Ebene an
(Hyttel et al., 1987; Wassarman et al., 1976) und werden getrennt. Ein haploider Satz von
Chromosomen, bestehend aus je zwei Chromatiden, wird als erster Polkorper (PB) in den pe-
rivitellinen Spalt zwischen Eizelle und Zona pellucida abgegeben (Abb. 1). Unmittelbar da-
nach tritt die Eizelle in die zweite Reifeteilung ein und wird in der Metaphase II erneut arre-
tiert. Beim Rind wird die Eizelle im Stadium des Metaphase II-Arrest ovuliert, umgeben von
der Zona pellucida und Zellen des Cumulus oophorus des Follikels. Nur im Falle einer Be-
fruchtung wird die zweite Reifeteilung beendet: die Chromatiden der in der Eizelle verbliebe-
nen Chromosomen werden getrennt und ein zweiter Polkorper wird abgeschniirt (Dekel,
2005). In der befruchteten Eizelle, der Zygote, verbleibt ein haploider Satz maternaler Chro-
mosomen, bestehend aus je einer Chromatide und entwickelt sich zum weiblichen Vorkern.
Im Zuge der zytoplasmatischen Reifung kommt es zur Umverteilung von intrazelluldren
Komponenten sowie zu einem Anstieg von Lipid-Einlagerungen. Die Golgi-Felder werden
reduziert (Hyttel et al., 1986) und die Mitochondrien ins Zentrum der Eizelle verlagert
(Stojkovic et al., 2001). In den Golgi-Feldern gebildete kortikale Granula ordnen sich direkt
unterhalb der Eizellmembran an. Das ist fiir die Ausbildung eines Polyspermie-Blocks bei der
Befruchtung von grofler Bedeutung (Ducibella et al., 1977). Neben einer sekundenschnellen
Depolarisation der Eizell-Oberfliache (,,rapid polyspermy block*) kann das Eindringen weite-
rer Spermien iiber eine Kalzium-abhingige Extrusion des proteolytisch wirkenden Inhaltes
kortikaler Granula in den perivitellinen Raum zwischen Eizelle und Zona pellucida ldngerfris-

tig blockiert werden (Ducibella et al., 1993).
Bildung der diploiden Zygote

Die Befruchtung findet bei Sdugetieren in der Ampulle des Eileiters statt. Voraussetzung fiir
die Befruchtungsfihigkeit der Spermien ist ein Reifeprozess, der in vivo im weiblichen Geni-
taltrakt stattfindet und als Kapazitation bezeichnet wird. Er beinhaltet eine Reihe von Verin-
derungen an der Zelloberfliche und im Inneren der Zelle, durch die das Spermium die Kom-
petenz zur Befruchtung erhilt (Riisse and Sinowatz, 1998). Fiir das Passieren der
Cumuluszell-Schichten und der Zona pellucida besitzt das Spermium ein Arsenal verschiede-
ner Enzyme wie z. B. Akrosin und Hyaluronidase. Diese befinden sich in einer kappenartigen
Struktur am Kopf des Spermiums, die als Akrosom bezeichnet wird. Nur bei spezifischer Er-
kennung und Bindung des Spermiums an die Zona pellucida wird der Inhalt der Akrosomen in

der sogenannten Akrosomenreaktion frei und bereitet dem Spermium den Weg durch die Zona
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pellucida und den perivitellinen Spalt zur Eizelle. Die Bindung und Fusion des Spermiums
mit der Eizelle triggert eine Reihe von komplexen Prozessen. Die Eizelle beendet die zweite
Reifeteilung mit der Ausschleusung eines zweiten Polkorpers (siehe oben). Parallel zur Ent-
wicklung des weiblichen Vorkerns dekondensiert das Chromatin des Spermiums und es ent-
wickelt sich der minnliche Vorkern (Abb. 1). Beide Vorkerne replizieren ihre DNA und ent-
halten schlieBlich jeweils einen haploiden Satz von Chromosomen mit je zwei Chromatiden.
Unmittelbar vor der ersten Furchungsteilung und der Bildung des 2-Zell-Embryos 16sen sich
die Vorkernmembranen auf. Die maternalen und paternalen Chromosomen ordnen sich in der
Metaphase-Ebene der Teilungsspindel an und die Chromatiden werden getrennt (Beier, 1998;

Riisse and Sinowatz, 1998).
Préaimplantations-Entwicklung

Die befruchtete Eizelle wird durch die Furchungsteilungen in immer kleinere Zellen zerlegt.
Das Zytoplasma der Eizelle wird auf die neugebildeten Zellen verteilt, die als Blastomeren
bezeichnet werden. Die GesamtgroBBe des Embryos verdndert sich bis zum frithen Blasto-
zystenstadium nicht (Abb. 1). Die Blastomeren der ersten beiden Teilungsgenerationen sind
unabhingig voneinander und totipotent: sie besitzen die Fihigkeit, einen vollstindigen Orga-
nismus auszubilden. Spitestens im 8-Zellstadium (etwa 3 Tage nach Befruchtung) verlieren
die Blastomeren diese Fihigkeit (Fernandez-Gonzalez et al., 2007). Sie beginnen mit der
Ausbildung spezifischer Zell-Zellkontakte. Wahrend sich der Embryo zur Morula entwickelt
(> 16 Zellen), wandert er im Eileiter von der Ampulle durch den Isthmus in das Uterushorn.
Die auflen liegenden Blastomeren mit Kontakt zur Oberfldche differenzieren sich von den
Zellen ohne Kontakt zur Oberflidche und bilden spezifische Zellverbindungen aus. Dieser Pro-

zess wird als Kompaktierung bezeichnet.

6 bis 8 Tage nach der Befruchtung wird mit dem ZusammenflieBen von Interzellularriumen
und der Ausbildung eines zusammenhiéngenden fliissigkeitsgefiillten Hohlraumes, des Blasto-
zoels, das Stadium der Blastozyste (Abb. 1) erreicht. Der Embryo befindet sich jetzt im mitt-
leren Abschnitt des Uterushornes und stellt ein blasenidhnliches Gebilde dar, das zwei unter-
schiedlich differenzierte Zellkompartimente enthélt. Der Trophoblast formt als einschichtiger
Zellverband eine duBlere Hiille und umschlieB3t das Blastozoel. Er ist Vorldufer des Chorion-
epithels (spiater Amnion), das die d@uBerste Fruchthiille bildet. Das Chorion ist verantwortlich
fiir die Implantation und den Stoffaustausch zwischen Embryo und Mutter. Der Embryoblast
(Synonyme: innere Zellmasse, inner cell mass, ICM) ist zunéchst ein scheinbar ungeordneter

Zellhaufen, der partiell am Trophoblast fixiert, in das Blastozoel ragt (Abb. 1). Daraus entwi-



EINLEITUNG 23

ckelt sich der Fetus. Die Zellen des Embryoblasten werden als pluripotente Stammzellen be-
zeichnet. IThre Nachkommen konnen sich vermutlich zu allen Zelltypen des Organismus diffe-

renzieren (Riisse and Sinowatz, 1998).

Ein Schliisselereignis fiir die weitere Entwicklung und die Voraussetzung fiir die Implantation
ist das Schliipfen der Blastozyste aus der Zona pellucida um Tag 7 bis 9 nach der Befruch-
tung. Die Blastozyste expandiert durch die Vermehrung der Trophoblastzellen und die Auf-
nahme von Fliissigkeit ins Blastozoel (Abb. 1). Die Zona pellucida wird diinner und reif3t. Die
Elongation der geschliipften Blastozyste beginnt um den Tag 13 nach der Befruchtung. Durch
das starke Wachstum des Trophoblasten entsteht ein langes schlauchformiges Gebilde. Im
Verhiltnis zum Trophoblast wichst der Embryoblast nur wenig und entwickelt sich zur Keim-

scheibe (Riisse and Sinowatz, 1998).

Die Erkennung und Aufrechterhaltung der Graviditit erfordert eine intakte Kommunikation
zwischen Embryo und Mutter (embryo-maternale Kommunikation, EMK) (Wolf et al., 2003).
Die Erkennung der Graviditit beginnt beim Rind um den Tag 15 nach der Befruchtung. Ein
zentrales embryonales Triachtigkeitssignal ist das Interferon-Tau (IFNT), das von den
Trophoblastzellen gebildet wird (Robertson I, 1998). IFNT blockiert die Prostaglandin (PG)
F2o-Synthese oder -Ausschiittung im Uterus und verhindert den Abbau des Gelbkorpers. Die
Graviditit bleibt erhalten. Der Transfer eines Embryos ist beim Rind bis zum 16. Tag der
Graviditidt moglich, am 17. Tag nicht mehr. Spitestens zu diesem Zeitpunkt hat das Muttertier
die Graviditit erkannt. Die Implantation beginnt mit der Kontaktaufnahme des Trophoblasten
mit dem Uterusepithel am 18. bis 19. Tag der Graviditidt (Beier, 1998; Riisse and Sinowatz,
1998).
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Fertilization

Priimplantations-Entwicklung

Abbildung 1: Fertilisation und Praimplantations-Entwicklung bis zur Blastozyste beim Rind
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2.3 Die Embryonalentwicklung und -kultur in vitro

Seit den 50iger Jahren des 20. Jahrhunderts ist die Entwicklung von Kultursystemen zur in
vitro Produktion (IVP) von Embryonen bei Sdugern Gegenstand intensiver Forschung
(Austin, 1951; Chang, 1959). 1982 wurde nach Transfer eines in vitro gereiften, in vitro be-
fruchteten und in vitro kultivierten Embryos in eine Empfiangerkuh das erste Kalb geboren
(Brackett et al., 1982). Im Jahre 1989 beschrieben Berg und Brem ein praktisch nutzbares
Verfahren zur in vitro Reifung, -Befruchtung und -Kultur von Rinderembryonen (Berg, 1989).
Seitdem hat die IVP weitere Fortschritte erfahren, um die Bedingungen und Abldufe besser an
die natiirliche Situation in vivo anzupassen. Heute stellt die IVP von Embryonen eine etablier-
te Methode zur Produktion gesunder Nachkommen nach Embryotransfer dar und ist hdufig
die Voraussetzung fiir den Einsatz weiterer Reproduktionstechniken wie dem Klonen durch
somatischen Kerntransfer (Stojkovic et al., 2001) oder der Eizell-Gewinnung durch transvagi-
nale Follikelpunktion (,,ovum pick up®, OPU) (Merton et al., 2003). Nach einer Statistik von
M. Thibier wurden im Jahr 2004 weltweit rund 83.000 in vitro produzierte Rinderembryonen
in Empfingertiere iibertragen (Thibier, 2005). Die Teilungsrate in vitro maturierter und fertili-
sierter Eizellen liegt zwischen 80 und 90 Prozent, die Blastozystenrate am Tag 7 noch bei 25 -
40 Prozent (Heyman, 2005; Wrenzycki, 2007). Nach Transfer von in vitro Blastozysten in
Emféangertiere werden Trichtigkeitsraten von 40 - 60 Prozent und Abortraten von bis zu 12,5
Prozent beschrieben (Farin et al., 1999; Kruip and Den Daas, 1997; Thibier, 2005; Wrenzycki,
2007). Bei einer perinatalen Sterblichkeit von bis zu 14 Prozent schwankt die Geburtenrate

zwischen 5 Prozent und 40 Prozent (Kruip and Den Daas, 1997).

Die niedrigere Trichtigkeits- und Geburtenrate beruht wahrscheinlich auf zwei wesentlichen
Unterschieden zur natiirlichen Entwicklung in vivo: (1) die Selektion der Gameten und (2) die

Bedingungen der in vitro Reifung, -Fertilisation und -Kultivierung der Embryonen.

(1) Unter in vivo Bedingungen erfolgt eine strenge Selektion der Gameten. Pro Zyklus gelan-
gen nur ein bis zwei gereifte Eizellen zur Ovulation und nur wenige Spermien, die das Ovi-
dukt zum Zeitpunkt der Ovulation erreichen, haben die Mdoglichkeit die Eizelle zu befruchten.
In der in vitro Reifung dagegen werden Eizellen eingesetzt, die aus Follikel unterschiedlicher
Grofle (4 - 8 mm) gewonnen wurden. Ein Teil der so isolierten Eizellen befindet sich noch in
der Wachstumsphase bzw. schon in der Regressionsphase und hat ein eingeschrinktes Ent-
wicklungspotential (Merton et al., 2003). Die Auswahl der Spermien unterliegt ebenfalls we-

niger strengen Kriterien (Bavister, 2002), da in vitro wichtige natiirliche Kontrollmechanis-
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men wegfallen, wie beispielsweise eine Selektion iiber transiente Bindungen an Oviduktzellen

(Gualtieri and Talevi, 2003).

(2) Die Kulturmedien und Zusitze der in vitro Produktion von Embryonen konnen die Bedin-
gungen der natiirlichen Entwicklung in vivo nur bedingt nachstellen, was zu vielféltigen und
nachhaltigen Beeintrachtigungen der Entwicklung in vitro fithren kann. Das gilt besonders fiir
die in vitro Kultivierung der Embryonen, die einen Entwicklungszeitraum umfasst, in dem
parallel viele zentrale, weichenstellende Prozesse ablaufen (Farin et al., 2001). Dazu zihlt u.a.
die epigenetische Reprogrammierung des Genoms nach der Befruchtung, bei der Gameten-
spezifische Modifikationen geldscht und durch Embryo-spezifische Modifikationen ersetzt
werden. Eine entscheidende Rolle spielt dabei die Elternteil-spezifische Prigung ("imprin-
ting") wichtiger Gene wie z. B. IGF2 (Insulin like growth factor 2). Von zentraler Bedeutung
ist dabei vermutlich die addquate Methylierung regulatorischer DNA-Sequenzen, deren Me-
chanismen schon lidnger intensiv untersucht werden (Haaf, 2001). Storungen in diesem hoch-
komplexen Prozess sind vermutlich eine wichtige Ursache fiir das Auftreten von embryonalen
und fetalen Entwicklungsstorungen (Fernandez-Gonzalez et al., 2007) und den Verlust von
Embryonen (Haaf, 2001). Bei Rind und Schaf wurde nach Anwendung verschiedener assis-
tierter Reproduktionstechniken ein Large-Offspring-Syndrom (LOS) beschrieben, das in Zu-
sammenhang gebracht wird mit Storungen der Methylierung (van Wagtendonk-de Leeuw et
al., 2000). Nach dem Transfer in vitro produzierter Rinder-Embryonen wurden in geringem
MaBe (3 - 6%) Kilber mit Abnormalititen beobachtet, die dem LOS-Syndrom entsprechen
(Fernandez-Gonzalez et al., 2007). Dazu zihlen erhohte Geburtsgewichte, Abnormalitédten in
der Organentwicklung, angeborene Missbildungen und eine erhohte perinatale Sterblichkeit

der Kilber (Farin et al., 2001).

In einer Reihe von Untersuchungen dienten Rinderembryonen, die in vivo durch hormonell
stimulierte Superovulation und kiinstliche Besamung gewonnen wurden, als Vergleichs-
MabBstab fiir in vitro produzierte Embryonen. Dabei wurden bei in vitro produzierten Embryo-

nen vielfiltige potentiell bedeutsame Abweichungen beobachtet hinsichtlich:

e der Zellzahlen und Grofe der inneren Zellmasse in Blastozysten (van Soom et al., 1997).

e der Morphologie und Kinetik der Entwicklung (Gutierrez-Adan et al., 2004; Holm et al.,
2002).

¢ dem Auftreten von Zelluntergidngen (Gjorret et al., 2003; Lonergan et al., 2006; Pomar et
al., 2005) und Chromosomen-Abnormalitdten (Hyttel et al., 2001; Viuff et al., 2001).
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¢ des Energie- und Glukose-Metabolismus (Khurana and Niemann, 2000).
e der Toleranz gegeniiber Kryokonservierung (Rizos et al., 2003).

e der Expression ausgewihlter Gene (Lonergan et al., 2003; Wrenzycki et al., 2004).

2.4 Der Zelltod

Zellen vielzelliger Organismen konnen ihren eigenen Tod aktiv iiber genetisch determinierte
Programme steuern (programmierter Zelltod). Sie konnen aber auch so schwerwiegend ge-
schidigt werden, dass sie durch einen unregulierten Mechanismus sterben. Diese Form des
Zelltod wird als Nekrose bezeichnet (Blank and Shiloh, 2007). Im Gegensatz zum program-
mierten Zelltod zerfillt die Zelle bei der Nekrose infolge einer Volumenzunahme von Zelle
und Zellorganellen und der Ruptur der zelluliren Membranen. Es kommt zu einer unkontrol-
lierten Freisetzung von zelluldren Komponenten, die benachbarte Zellen eines Gewebes scha-
digen und eine Entziindungsreaktion auslosen konnen. Programmierter Zelltod (Programmed
Cell Death, PCD) lauft streng kontrolliert ab und spielt eine zentrale physiologische Rolle in
der Entwicklung, Morphogenese und Homdéostase von multizelluldren Organismen (Vaux and
Korsmeyer, 1999). Der PCD dient der gezielten Entfernung von einzelnen, nicht mehr beno-
tigten bzw. abnormalen Zellen, ohne das umliegende Gewebe zu schidigen. Eine Klassifizie-
rung des Nomenclature Committee on Cell Death (NCCD) unterscheidet nach morphologi-
schen Kriterien acht verschiedene Formen des Zelltods (Kroemer et al., 2005). Melino und
Kollegen diskutieren bis zu 11 verschiedene Formen, von denen 10 genetisch determiniert
sein konnten (Melino et al., 2005). Apoptose bezeichnet die bekannteste Form des program-

mierten Zelltods und dient héaufig als Synonym fiir den PCD (Kroemer et al., 2005).
2.4.1 Apoptose

Bereits 1842 beschrieb Carl Vogt im Rahmen von Untersuchungen zur Entwicklung der Ge-
burtshelferkréte absterbende Zellen (Vaux and Korsmeyer, 1999). Anfang der 70iger Jahre des
letzten Jahrhunderts wurde das Thema zum wiederholten Male wieder entdeckt und J.F. Kerr
und Kollegen prigten den Begriff Apoptose (griechisch apoptosis = Absterben) (Kerr et al.,
1972). Zu Beginn der 90iger Jahre wuchs mit den Forschungen zur embryonalen Entwicklung
des Fadenwurmes Caenorhabditis elegans (Yuan et al., 1993) das Interesse an der Apoptose
sprunghaft an. Im Jahr 2000 wurden tiber 10.000 Artikel zum Thema Apoptose verdffentlicht
(Melino et al., 2001). Apoptose umfasst komplexe und fiir den Organismus potentiell gefihr-

liche Prozesse, die eine strikte Regulation erfordern. Eine Fehlregulation von Proteinen, die
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an der Induktion und Regulation der Apoptose beteiligt sind, ist mit verschiedenen Krankhei-
ten assoziiert. Ein Beispiel fiir eine Rolle verminderter Apoptose bei der Entwicklung malig-
ner Neoplasien ist das anti-apoptotisch wirkende Bcl2 (B-cell CLL/lymphoma)-Protein. Es ist
in Neoplasien héufig iiberexprimiert und lasst Zellen, die absterben sollten, iiberleben (Reed,
1995). Eine vermehrte Apoptose wurde dagegen mit einer Reihe degenerativer Erkrankungen
des Zentralnervensystems in Verbindung gebracht. So ist eine erhohte Konzentration des pro-
apoptotisch wirkenden FASLG (Synonym: CD95L)-Liganden im Liquor und Serum von Alz-
heimer-Patienten ein ernstzunehmender Hinweis auf eine Fehlregulation des Apoptose-
Systems (de la Monte et al., 1998). Ein Hauptziel der Apoptoseforschung ist eine kontrollierte

Induktion und Inhibition der Apoptose zu therapeutischen Zwecken (Grimm, 2003).

Urspriinglich wurde Apoptose aufgrund rein morphologischer Verdnderungen der Zelle defi-
niert (Kerr et al., 1972). Erste morphologische Zeichen der Apoptose sind ein Abrunden der
Zelle und ein Schrumpfen des zelluldren Volumens (,,Pyknose*). In der Folge ist eine Verdich-
tung des Chromatins und eine Fragmentation des Zellkernes (,,Karyorhexis*) zu beobachten.
Die Integritit der Plasmamembran bleibt bis zum Spitstadium der Apoptose erhalten. Die
Bestandteile der apoptotischen Zelle werden in Ausstiilpungen der Plasmamembran verpackt
und als ,,apoptotische Korperchen* von benachbarten Zellen oder Makrophagen phagozytiert
(Fabian et al., 2005). Ein frithes biochemisches Charakteristikum ist die Verlagerung innerer
Bestandteile der Zellmembran, wie beispielsweise Phosphatidylserin auf die Zelloberflidche,
das vermutlich als Erkennungssignal fiir Makrophagen dient (Martin et al., 1995). Eine oligo-
nukleosomale DNA-Fragmentation im Zellkern (Wyllie, 1980) sowie die Aktivitit spezifi-
scher Proteasen im Zytoplasma sind weitere wichtige Kennzeichen der Apoptose (Melino et

al., 2005).

Die Prozesse der Apoptose sind sehr komplex. Eine grole Anzahl genetischer Komponenten
und Proteine wurden bis heute entdeckt. Man nimmt aber an, dass viele Komponenten apop-
totischer Signalwege noch unbekannt sind (Grimm, 2003). Der Ablauf der Apoptose kann in
eine Induktions- und Regulationsphase sowie eine Exekutionsphase unterteilt werden
(Kroemer et al., 1995). Als Hauptmediatoren der Apoptose werden spezifische, evolutionir
hochkonservierte Proteasen, sogenannte Caspasen, angesehen (Budihardjo et al., 1999; Cikala
et al., 1999; Earnshaw et al., 1999). Sie werden scheinbar bei fast jeder Art der Apoptose-
Induktion aktiviert und sind notwendig, um das Apoptose-Programm durchzufiihren. Inaktive
Caspase-Vorstufen (,,Pro-Caspasen* bzw. ,,Zymogene*) sind wahrscheinlich in jeder Zelle

vorhanden (Earnshaw et al., 1999). Hinsichtlich ihrer Funktion in der Apoptose-Kaskade wer-
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den Initiator (8, 9, 12) - und Effektor-Caspasen (3, 6, 7) unterschieden. Man nimmt an, dass
sich die Initiator-Caspasen durch die Zusammenlagerung mehrerer Procaspase-Molekiile un-
ter Vermittlung von Adaptermolekiilen selbst aktivieren und anschlieend die in der Kaskade
nachfolgenden Caspasen aktivieren (Green, 1998; Hengartner, 2000). Apoptotische Signale
konnen sowohl von benachbarten Zellen gebildet werden als auch in den betroffenen Zellen
selbst entstehen (Grimm, 2003). Eine Vielzahl von Signalen, wie z. B. der Entzug von Wachs-
tumsfaktoren, UV-Strahlung oder DNA-Schidden, kann iiber unterschiedliche Signalwege
Apoptose induzieren. Aktuell werden Signalwege iliber sogenannte Todesrezeptoren an der
Zelloberflache (extrinsischer Weg) und die Mitochondrien (intrinsischer Weg) beschrieben

(Abb. 2).

Fiir den Todesrezeptor-vermittelten Signalweg wird eine Induktion der Apoptose iiber die
Bindung extrazelluldrer Liganden wie FASLG (Fas Ligand) oder TNF (tumor necrosis factor)
an zugehorige Zelloberflichen-Rezeptoren wie FAS oder TNFR1 (TNF rezeptor 1) mit cha-
rakteristischen Todes-Doménen (death domains) beschrieben (Abb. 2). Bezogen auf das
FASLG/FAS-System oligomerisieren die FAS-Rezeptoren in der Membran nach FAS-Ligand-
Bindung und FADD (fas associated death domain)-Adapter-Molekiile lagern sich im Bereich
der Todes-Doménen an. An diesen als DISC (death inducing signaling complex) bezeichneten
Proteinkomplex konnen Procaspase 8-Molekiile rekrutiert werden (Kischkel et al., 1995). Es
wird vermutet, daf} die riumliche Nédhe zwischen den Procaspase 8-Molekiilen eine gegensei-
tige Aktivierung ermoglicht. Aktive Caspase 8-Molekiile aktivieren darauthin direkt die Ef-
fektor-Caspase 3 (Blank and Shiloh, 2007). Es gibt Hinweise, dass eine Induktion der Apop-
tose iiber die Todesrezeptoren durch den Signalweg iiber die Mitochondrien verstirkt werden
kann (Abb. 2). Pro-apoptotische BID (BH3 interacting domain death agonist)-Proteine konn-
ten nach proteolytischer Spaltung zu tBID (truncated BID) in die duBere Mitochondrien-
membran translokalisieren und die Freisetzung von Cytochrom ¢ und die Apoptosom-Bildung

fordern (Luo et al., 1998).

Die Mitochondrien werden als eine zentrale Schaltstelle fiir eingehende Apoptose-Stimuli
beschrieben, die von Proteinen der BCL2 (B-cell lymphoma 2)-Familie kontrolliert werden.
Moglicherweise entscheidet das Verhiltnis von anti-apoptotischen Molekiilen wie BCL2 und
BCL2L1 (Bcl2 like 1) zu pro-apoptotischen Molekiilen wie BAX (Bcl2 associated X protein),
BID (BH3 interacting domain death agonist) und BAK (Bcl2-antagonist/killer) iiber das
Schicksal der Zelle (Wyllie, 1995). Man vermutet, dass eine Verdnderung des Gleichgewich-

tes zugunsten pro-apoptotischer Faktoren verantwortlich ist fiir eine Permeabilisierung der
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Mitochondrienmembran, den Austritt von Cytochrom ¢ und den Verlust des Membranpotenti-
als. Neben Cytochrom c gelangen vermutlich weitere pro-apoptotisch wirkende Molekiile wie
SMAC/Diablo (Du et al., 2000) und AIF (apoptosis inducing factor) ins Zytoplasma der Zelle
(Donovan and Cotter, 2004). Die Bildung von Apoptosomen, Proteinkomplexen aus Cytoch-
rom C, dem Adaptermolekiil APAF-1 (apoptotic peptidase activating factor 1), ATP und Pro-
Caspase 9 kann eine gegenseitige Aktivierung von Pro-Caspase 9-Molekiilen induzieren, die
anschlieBend die Effektor-Caspasen 3,6 und 7 aktivieren konnen (Cory et al., 2003; Green,
1998; Hengartner, 2000).

Der Mechanismus, der zur Permeabilisierung der Mitochondrienmembran fiihrt, ist noch un-
klar. Derzeit werden zwei Modelle diskutiert. Das Erste macht eine Translokalisation des pro-
apoptotisch wirkenden BAX-Protein aus dem Zytosol in die Mitochondrien und die Inter-
aktion mit verwandten pro-apoptotischen Proteinen (tBID, BAK) dafiir verantwortlich. Die
Ausbildung von Poren, die Cytochrom ¢ durchldssig sind, beruht demnach auf einer Konfor-
mationsdnderung und Oligomerisierung von BAX-Molekiilen in der dueren Mitochondrien-
membran. Fraglich ist aber, ob auch groBere Proteine wie SMAC/Diablo oder AIF diese Poren
passieren konnen. Alternativ wird eine Interaktion von BAX-Molekiilen mit dem VDAC (vol-
tage dependend anion channel)-Kanal in der Mitochondrienmembran fiir moglich gehalten,
wodurch ein Austritt von Cytochrom c ins Zytosol stattfinden kann (Kawamura et al., 2003).
Weiterhin wird beschrieben, dass anti-apoptotische Faktoren wie BCL2 und BCL2LI1 die
Freisetzung von Cytochrom c verhindern konnen, indem sie BAX-Molekiile binden bzw. den
VDAC-Kanal blockieren (Kawamura et al., 2003). Das zweite Modell postuliert das direkte
Offnen von sogenanten PTP (permeability transition pore)-Komplexen in der Mitochond-
rienmembran durch pro-apoptotische Molekiile sowie das Schlieen durch anti-apoptotische

Molekiile (Donovan and Cotter, 2004).

Die Induktion der Apoptose iiber beide Signalwege fithrt zur Aktivierung der Effektor-
Caspase 3 und nachfolgend zur Aktivierung der Caspasen 6 und 7 (Abb. 2). Eine Regulierung
der Apoptose wird iiber eine direkte Inaktivierung von Caspasen durch Bindung an IAPs (in-
hibitors of apoptosis) wie z. B. Caspase 3, 7 und 9 Inaktivierung durch BIRC4 (baculoviral
IAP repeat-containing 4) beschrieben (Deveraux and Reed, 1999). Eine Regulierung der IAPs
wiederum scheint moglich iiber pro-apoptotische Molekiile wie SMAC/Diablo, die aus den
Mitochondrien freigesetzt werden (Du et al., 2000). Die aktiven Effektor-Caspasen fithren
direkt oder indirekt {iber andere Proteasen zur selektiven Spaltung von lebenswichtigen zellu-

laren Proteinen mit vielfdltigen, auch morphologisch sichtbaren Konsequenzen. Das Ergebnis
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ist ein kontrollierter Abbau der Zelle, deren Uberreste von benachbarten Zellen durch Phago-

zytose gefahrlos beseitigt werden konnen (Kothakota et al., 1997; Rao et al., 1996).

extrinsisch mtrinsisch
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Abbildung 2: Bedeutsame Apoptose-Signalwege

Induktion der Apoptose iiber die Bindung von Liganden an Todesrezeptoren z. B. iiber den
FAS/FASLG-Signalweg (extrinsischer Weg) bzw. iiber die Mitochondrien durch Interaktion von pro-
apoptotischen (BAX, etc.) und anti-apoptotischen (BCL2, etc.) Molekiilen (intrinsischer Weg). Eine
Inhibition der Apoptose ist auf der Ebene der aktiven Caspasen 3, 7 und 9 durch BIRC4 méglich. Eine
Verbindung beider Signalwege wird iiber die Spaltung pro-apoptotischer BID-Molekiile zu tBID ver-
mutet. Gen-Symbol: schwarz - pro-apoptotisch, blau - anti-apoptotisch
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2.4.2 Zelluntergange im frihen Embryo

Bei Sdugern wird offenbar ein erheblicher Anteil der Embryonen vor der Implantation im
Uterus in der Entwicklung arretiert und geht zugrunde (Betts and King, 2001). Die Ursachen
sind vermutlich vielféltig und unzureichend erforscht. Priimplantations-Embryonen, die bei-
spielsweise fiir den Embryo-Transfer aus dem Uterus isoliert wurden, sind typischerweise
sehr heterogen - sowohl hinsichtlich ihrer morphologischen Eigenschaften als auch hinsicht-
lich ihres Entwicklungspotentials. Morphologische Zeichen des Zelltodes lassen sich in unter-
schiedlichen Anteilen von Zellen sowohl in scheinbar normal entwickelten als auch arretierten
Embryonen beobachten. Daraus ergibt sich der Verdacht, dass Zelluntergiinge in dieser frithen
Phase der Entwicklung eine besondere physiologische Rolle im Rahmen der normalen Ent-
wicklung spielen konnten und gleichzeitig bei einer gestorten Entwicklung bis hin zum Tod

des Embryos von grofler Bedeutung sind.

Die Lebendbeobachtung von Sdugerembryonen in dieser frithen Phase der Entwicklung in
seiner natiirlichen Umgebung im Eileiter und im Uterus ist je nach Spezies ausgesprochen
schwierig bis unmoglich. Folglich miissen die Embryonen fiir die Untersuchung zu bestimm-
ten Zeitpunkten nach Ovulation oder Befruchtung aus dem Eileiter oder dem Uterus isoliert
werden. Je nach Spezies ist die Anzahl der Embryonen, die auf diese Weise gewonnen werden
kann, aber stark limitiert. Einen Ausweg ermoglichte die Entwicklung von Techniken zur in
vitro Fertilisation und Embryokultur. Leider ist auch in vitro die mikroskopische Lebendbeo-
bachtung und Verfolgung von Zelluntergiingen von Sdugerembryonen aufgrund ihrer kugeli-
gen Form und ihrer optischen Eigenschaften nicht so einfach zu bewerkstelligen wie bei-
spielsweise bei dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans. Aus diesem Grund werden
klassischerweise in vivo und in vitro produzierte Embryonen zu bestimmten Entwicklungs-
zeitpunkten gewonnen und fiir mikroskopische und molekulare Analysen fixiert. Ein ent-
scheidender Nachteil ist dabei, dass das Entwicklungspotential der Embryonen nicht mehr -

beispielsweise durch Transfer auf Empfiangertiere - tiberpriift werden kann.

Der wichtigste Ansatz zur Identifizierung und Quantifizierung von Zelluntergéngen ist die
mikroskopische Analyse von Zellkernen und Mitosefiguren nach Anfdrbung mit DNA-
bindenden Farbstoffen wie DAPI (4°6°-Diamidino-2-phenylindol) oder Hoechst 33342. Die
partielle oder vollstindige Kondensation und/oder Fragmentation des Zellkerns sind dabei
typische Merkmale von Apoptose bzw. programmiertem Zelltod. Alleine oder in Kombination

dazu wird hiufig der mikroskopische Nachweis von fragmentierter DNA als Kennzeichen von
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Apoptose bzw. programmiertem Zelltod mit dem TUNEL (TdT mediated dUTP nick end labe-
ling) -Test eingesetzt (Gavrieli et al., 1992).

Bei einer Reihe von Sdugerspezies wurden vom Zwei-Zellstadium bis zur Blastozyste unter-
gehende bzw. tote Zellen beobachtet (Betts and King, 2001). Je nach Spezies - bei der Maus
ab dem 2-Zellstadium, bei Mensch und Schwein ab dem 4 - 8-Zellstadium und beim Rind ab
dem 8 - 16-Zellstadium wurden Zelluntergidnge mit typischen Merkmalen von Apoptose be-
schrieben. In ex vivo aus dem Uterus gespiilten Embryonen vom Rind wurden apoptotische
Zellen in der Hilfte der Morulae und in bis zu 100 Prozent der Blastozysten beobachtet

(Fabian et al., 2005).

Die prognostische Bedeutung von Zelluntergéingen wihrend der Entwicklung der Blastozyste
und die Rolle von Apoptose bzw. programmiertem Zelltod (PCD) sind noch weitgehend un-
klar. Mogliche Funktionen und Ausloser von PCD wihrend der Praimplantations-Entwicklung

sind

¢ die Eliminierung von Zellen mit genomischen Aberrationen. So wurde bei Rind (Viuff et
al., 2000; Viuff et al., 2001) und Mensch (Pellestor, 1995) eine hohe Rate von Embryonen
mit chromosomalen Abnormalititen wie z. B. Multiploidie und Mosaikbildung beobach-

tet.

¢ die Eliminierung von Zellen mit falschem Entwicklungspotential z. B. von Blastomeren in
der inneren Zellmasse mit einer Entwicklungspotenz in Richtung Trophoblastzellen

(Handyside and Hunter, 1986).
¢ cine Regulation der Zellzahl im Stadium der Blastozyste (Fabian et al., 2005).

¢ cine Imbalance von Wachstums-oder Uberlebensfaktoren wie z. B. der IGF (Insulin like

growth factor)-Familie (Byrne et al., 2002a; Byrne et al., 2002b).

e schidigende Agenzien wie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (Yang et al., 1998), UV-
Strahlung oder Hitzeschock (Paula-Lopes and Hansen, 2002).

Zelluntergénge in vitro/in vivo

Eine erhohte Zelltod- bzw. Apoptose-Rate konnte ein Indikator fiir Storungen der frithen
Embryogenese sein. So wurde in einer Reihe von Untersuchungen beim Rind und anderen
Saugerspezies die Apoptose-Rate von in vitro und ex vivo aus dem Uterus gewonnenen (in

vivo entwickelten) Embryonen bestimmt und verglichen [Ubersicht bei (Fabian et al., 2005)].
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Erste apoptotische Verdnderungen im Kern wurden beim Rind bereits in 6-Zell-Embryonen in
vitro und in 8-Zell-Embryonen in vivo identifiziert. Die DNA der Zellkerne war gleichzeitig
auch TUNEL positiv (Gjorret et al., 2003). Insgesamt zeigten 5 - 30 Prozent der 8-16-Zell-
Embryonen in vitro sowie 50 Prozent der Morulae in vivo und 60 - 80 Prozent der Morulae in
vitro Zellkerne mit morphologischen Merkmalen des programmierten Zelltods. Das sind we-
niger als im Blastozystenstadium, wo zwischen 91 und 100 Prozent der Blastozysten in vitro
und in vivo mindestens einen apoptotischen Zellkern enthielten. Gleichzeitig zeigten Blasto-
zysten die hochste Rate an apoptotischen Zellen. Bei vielen Sidugerspezies wurde die Mehr-
zahl der Zelluntergiinge in der inneren Zellmasse beobachtet. Ein Vergleich von in vitro/in
vivo erzeugten Blastozysten beim Rind ergab eine hohere Zelltod-Rate in in vitro Blastozysten
mit 15 Prozent (in vivo: 8,5 Prozent) und bezogen auf die Zellzahl der inneren Zellmasse mit
11,2 Prozent (in vivo: 6,1 Prozent) wogegen die Zelltod-Rate in vitro bezogen auf die Zellzahl
im Trophoblasten mit 3,6 Prozent (in vivo: 2,4 Prozent) gleichbleibend niedrig war (Gjorret et
al., 2003). Die Apoptose-Rate betrug nach der Auswertung des TUNEL-Tests in in vitro pro-
duzierten Blastozysten zwischen 4 und 9 Prozent (Byrne et al., 1999; Gjorret et al., 2003).
Entsprechende Studien bei Schaf, Schwein und Ziege fanden bei in vitro Blastozysten eben-

falls hohere Apoptose-Raten als in vivo (Pomar et al., 2005).
Induktion der Apoptose in vitro

Die experimentelle Induktion von Apoptose mit chemischen Agenzien wie Staurosporin
(STS) konnte wichtige Informationen zur Rolle und Funktion des Apoptose-Systems bei der
Entwicklung von der befruchteten Eizelle bis zur Blastozyste liefern. STS ist ein bakterielles
Alkaloid, das verschiedene Proteinkinasen hemmt (Takahashi et al., 1990) und in mikromola-
rer Konzentration bei einer Vielzahl von Zelltypen iiber einen bis dato noch ungeklidrten Me-
chanismus Apoptose induzieren kann (Jacobson et al., 1997). Weil et al. fithrten umfangreiche
Studien zur Zelltyp-abhéngigen Induzierbarkeit von Apoptose durch STS bei der Maus durch
(Weil et al., 1996). Dabei untersuchten sie neben priméren Zellkulturen von unterschiedlichen
Organen neugeborener und adulter Miuse auch Eizellen und Embryonen bis zum Blasto-
zystenstadium. Die Embryonen wurden 48 h und 72 h nach der Paarung gewonnen. Parallel
wurden Embryonen sowie isolierte Blastomeren fiir 18 - 60 h unter dem Einfluss unterschied-
licher Staurosporin-Konzentrationen kultiviert. In einem Teil der Experimente wurde gleich-
zeitig mit Cycloheximid (CHX) die Proteinsynthese gehemmt. Weil et al. folgerten aus ihren
Untersuchungen: In Maus-Embryonen kann Apoptose von Beginn an induziert werden, auch

bei gleichzeitiger Hemmung der Protein-Synthese mit Cycloheximid. Die erforderlichen Pro-
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teine sind von Beginn an in allen Zellen vorhanden. Bei 1-4-Zell-Embryonen ist eine erheb-
lich hohere STS-Konzentration und eine ldngere Expositionsdauer erforderlich (10 uM {iber
26 - 60 h) als bei Blastozysten (I uM fiir 18 h). Die Autoren spekulierten, dass 1-4-Zell-
Embryonen normalerweise Apoptose unterdriicken und iiber eine gewisse Resistenz gegen-
iber Staurosporin verfiigen. Fiir das Rind liegen dhnliche Beobachtungen vor (Matwee et al.,

2000).

Ob und welche Komponenten der Exekution und Regulation und Apoptose-Systems, d. h.
welche Gene, Transkripte und Proteine wéhrend der frithen Embryogenese beim Rind und
anderen Sdugerspezies tatsidchlich aktiv und von Bedeutung sind, dariiber ist derzeit noch we-

nig bekannt.

2.5 Genexpression im frithen Embryo
2.5.1 Genomaktivierung

Ein Schliisselereignis der frithen Embryogenese ist die Aktivierung des embryonalen Genoms
und die Synthese von embryonalen Transkripten und Proteinen. Der Beginn und Verlauf der
Aktivierung des embryonalen Genoms variiert bei den verschiedenen Siduger-Spezies erheb-
lich (Nothias et al., 1995). Je nach Spezies verlaufen die erste und folgende Furchungsteilun-
gen ohne de novo Synthese von RNA in Abhingigkeit von Transkripten und Proteinen, die
wihrend des Wachstums und der Entwicklung in der Eizelle gebildet wurden (Stitzel and
Seydoux, 2007). Wiederholt wurde gezeigt, dass sich Rinder-Embryonen auch bei vollstindi-
ger Hemmung der mRNA-Synthese durch Hemmung der RNA-Polymerase II mit 50 - 100
pg/ml o-Amanithin im Kulturmedium bis zum 8-16-Zellstadium entwickeln konnen (Barnes
and First, 1991; Memili and First, 1998; Plante et al., 1994). Mit der de novo Synthese von
RNA und Proteinen iibernimmt der Embryo die Steuerung seiner Entwicklung, wihrend ma-
ternale Transkripte und Proteine abgebaut werden. Dieser graduelle Prozess wird als Mater-
nal-Embryonaler Ubergang (maternal-embryonic transition, MET) bezeichnet (Telford et al.,

1990).

Die de novo Synthese von RNA in der Eizelle und im frithen Embryo kann iiber den Einbau
von radioaktiv markiertem Uridin gemessen werden. Beim Rind wurde auf diese Weise in 2-
Zell-Embryonen eine geringe RNA-Synthese entsprechend einer "minor genome activation"
nachgewiesen (Hyttel et al., 1996; Memili and First, 1999; Viuff et al., 1996). Am Ubergang
vom 8- zum 16-Zell-Stadium wurde ein signifikanter Anstieg der RNA-Synthese beobachtet,
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entsprechend der "major genome activation" (Barnes and First, 1991). Die Ausbildung mor-
phologisch funktionsfdhiger Nucleoli war elektronenmikroskopisch am Ende des vierten Zell-
zyklus nachweisbar [reviewed bei (Hyttel et al., 2000)]. In zeitlicher Ubereinstimmung mit
Hyttel et al. wurden ein Anstieg der Protein-Synthese und Verdnderungen im Muster der neu-

synthetisierten Proteine beim Rind beobachtet (Frei et al., 1989).

RNA-Gehalt

Zygote— 2-Zeller — 4-Zeller — 8-Zeller — 16-Zeller— Morula— Blastozyste

»Minor genome activation®  ,Major genome activation (MGA)"

Abbildung 3: RNA-Synthese im frithen Embryo beim Rind
modifiziert nach (Badr et al., 2007)

Uber die Mechanismen der Stilllegung des embryonalen Genoms wihrend der ersten Fur-
chungsteilungen bzw. der Signale zur Initiation der Genomaktivierung kann heute nur speku-
liert werden. Aus Beobachtungen an evolutionédr weit entfernten Modellorganismen wie Dro-
sophila, Xenopus und Maus abgeleitete Erklarungsansitze zur Repression der Transkription
sind: Chromatin-vermittelte Mechanismen, ein Defizit oder die Inaktivierung von Transkripti-
onsfaktoren und spezielle Formen der Zellzyklusregulation mit dem Ergebnis extrem schnel-
ler Zellzyklen (Schier, 2007). Die spezifische Aktivierung einzelner Steuergene und der fol-
gende Prozess der graduellen und Gen-spezifischen Aktivierung des gesamten Genoms liegen

aber noch weitgehend im Dunkeln.
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2.5.2 Zusammensetzung der Transkripte

Das Zytoplasma der Eizelle enthélt einen grolen Vorrat an ,,maternalen‘ Transkripten. Bereits
mit der Wiederaufnahme der Meiose und der Reifung der Eizelle beginnt vermutlich eine
streng regulierte Translation maternaler Transkripte, wéahrend gleichzeitig ein selektiver Ab-
bau nicht mehr bendtigter Transkripte stattfindet. Nach der Befruchtung der gereiften Eizelle
werden parallel zur Aktivierung des embryonalen Genoms und der Synthese embryonaler
Transkripte die verbliebenen maternalen Transkripte abgebaut. Dieser Vorgang ist in Abbil-
dung 4 schematisch dargestellt. Die Synthese embryonaler Transkripte beginnt in geringem
Ausmal bereits im 2-Zell-Stadium (minor genome activation), ein deutlicher Anstieg ist ab
dem 8 - 16-Zell-Stadium (major genome activation) zu beobachten (siehe auch Kapitel 2.5.1).
Es wird vermutet, dass der Abbau maternaler und die Synthese embryonaler Transkripte in
gegenseitiger Abhingigkeit graduell und Transkript-spezifisch erfolgen (Evsikov et al., 2006;
Kanka, 2003; Tadros et al., 2007). Die Mehrzahl der maternalen Transkripte wird vermutlich
bis zum Morula- bzw. Blastozystenstadium abgebaut, um negative Effekte ,falscher*
Transkripte auf die weitere Entwicklung des Embryos auszuschlieBen (Hamatani et al., 2004;

Nothias et al., 1995).
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RNA-Gehalt

—

Eizelle — Zygote —> —*8 - 16 Zell-Stadium — Morula — Blastozyste

MET - maternal-embryonic transition Embryonale Transkripte
s Maternale & Embryonale Transkripte e minor genome activation
Maternale Transkripte major genome activation
(MGA)

Abbildung 4: Abundanz maternaler und embryonaler Transkripte von der Eizelle bis zur
Blastozyste beim Rind

modifiziert nach (Wrenzycki, 2007)

2.5.3 Mechanismen zur Regulation maternaler Transkripte

Eine Reihe von Beobachtungen in letzter Zeit lieferten erste Einblicke in mogliche Mecha-
nismen zur Regulation der Aktivitit maternaler Transkripte in der Eizelle und im frithen Emb-
ryo. Die Beobachtungen stammen v. a. von Untersuchungen an Amphibien (Xenopus laevis,
Krallenfrosch), Echinodermen (Sea urchin, Seeigel) und Insekten (Drosophila melanogaster,
Fruchtfliege) (Tadros and Lipshitz, 2005; Vasudevan et al., 2006). Zu den regulatorischen
Mechanismen zdhlen vermutlich: eine Deadenylierung von Transkripten, die Interaktion mit
RNA-Proteinen und die Bindung an miRNAs (micro RNAs) bzw. siRNAs (small interfering
RNAs) (Bettegowda and Smith, 2007).

Ein Teil der maternalen Transkripte wird nur fiir das Wachstum der Eizelle benétigt. In Xeno-
pus und Maus wurde im Verlauf der Eizell-Reifung eine unspezifische Deadenylierung von
Transkripten beobachtet, die zur Destabilisierung und zum Abbau durch spezifische Exo-

nukleasen fithren konnte. Zu diesen Transkripten zidhlen ,,Housekeeping“-mRNAs, die Protei-
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ne wie Aktin und ribosomale Proteine kodieren (Bachvarova, 1992; Tadros and Lipshitz,
2005). Andere maternale Transkripte werden nur zu bestimmten Zeitpunkten in der Entwick-
lung wie der Reifung, Befruchtung und frithen Entwicklung des Embryos bendtigt. Diese spe-
zifischen Transkripte werden Beobachtungen zufolge mit kurzem Poly (A)-Schwanz und un-
terdriickter Translation im Zytoplasma der Eizelle gelagert. Mit der Reifung der Eizelle
beginnt eine spezifische Aktivierung von maternalen Transkripten, die hdufig mit einer Ver-
langerung des Poly (A)-Schwanzes korreliert ist. Dieser Prozess wird als zytoplasmatische
Polyadenylierung bezeichnet und bendtigt spezifische Sequenzen in der 3 untranslatierten
Region (UTR-Region) der Transkripte. Dazu zihlen ein zytoplasmatisches Polyadenylie-
rungs-Element (CPE) mit der Konsensus-Sequenz UUUUUAAU und ein spezifisches Polya-
denylierungssignal mit der Hexanukleotid-Sequenz AAUAAA (Bachvarova, 1992; Hake and
Richter, 1997). Die Anlagerung von RNA-Bindungsproteinen (CPEB, CPSF) an diese Se-
quenzen fithrt vermutlich zu einer Poly (A)-Polymerase vermittelten Polyadenylierung am
3’Ende der mRNA. Hiufig scheinen sogenannte trans-Faktoren (Maskin, Pumilo) iiber die
Bindung an CPEB zusitzlich in die Regulation involviert zu sein (Bettegowda and Smith,
2007; Richter, 2008). Diese Faktoren fithren vermutlich iiber unterschiedliche Mechanismen
zu einer ,,Maskierung® der mRNA, die zu einer Repression der Translation fiithrt (Vardy and
Orr-Weaver, 2007). Eine Zellzyklus-abhingige Phosphorylierung von CPEB wurde als Auslo-
ser fiir die Entfernung der maskierenden Faktoren bzw. der zytoplasmatischen Polyadenylie-
rung der mRNA beschrieben (Groisman et al., 2002). Das konnte die Bildung eines Translati-
ons-Initiationskomplexes am 5°Ende der mRNA und die Synthese korrespondierender
Proteine ermdoglichen. Eine aktuelle Untersuchung zur translationalen Kontrolle von materna-
len Transkripten in Xenopus postuliert einen kombinatorischen Code, der sowohl den Zeit-
punkt als auch das Ausmal} der Aktivierung eines Transkripts bestimmt (Pique et al., 2008).
Dieser Code soll durch die Art und Anzahl von spezifischen Elementen in der 3" UTR-Region

sowie deren Abstand zueinander definiert sein.
2.5.4 Transkript-Analysen an Eizellen und friihen Embryonen

Wihrend der Entwicklung von der befruchteten Eizelle zur Blastozyste werden Microarray-
Analysen zufolge bei der Maus etwa 15.700 Gene transkribiert (Stanton et al., 2003). Beim
Rind geht man von einer dhnlichen GroBBenordnung aus (Misirlioglu et al., 2006). Vermutlich
ist aber nur eine verhiltnismiBig kleine Zahl von Genen fiir die Steuerung der Entwicklung
relevant (Wrenzycki et al., 2005). Ein wichtiges Ziel der Genexpressions-Analysen in frithen

Embryonen ist die Identifizierung von entwicklungsrelevanten Genen, die als potentielle
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Marker fiir den Entwicklungsstand und das Entwicklungspotential von Embryonen dienen
konnten. Aktuell liegen Daten zur Expression von etwa hundert Genen mit Bedeutung fiir die

Pré- und Postimplantationsentwicklung vor (Wrenzycki et al., 2005).

Technische Limitationen und der Mangel an Ausgangsmaterial beschrianken eine genaue und
umfassende Analyse von Genen mit derzeitigen Methoden. Der Gesamt-RNA-Gehalt wurde
beim Rind auf 1 - 2 ng in der Eizelle und auf 5 ng in der Blastozyste geschitzt (Bilodeau-
Goeseels and Schultz, 1997a). Eine genaue und zuverldssige Messung von so geringen RNA-
Konzentrationen ist bislang aber schwierig. Um eine hohere Ausgangsmenge an RNA zur
Verfiigung zu haben, werden héufig Pools von bis zu 10 Eizellen bzw. Embryonen in die
Transkript-Analysen eingesetzt (Boelhauve et al., 2005; Gutierrez-Adan et al., 2004; Loner-
gan et al., 2003; Rizos et al., 2004; Vigneault et al., 2004).

Die Konzentration spezifischer Transkripte kann mittels reverser Transkription (reverse
transcription, RT) und Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) be-
stimmt werden. Isolierte RNA wird in korrespondierende DNA (cDNA) umgeschrieben und
als Template in einer PCR-Reaktion zur Amplifikation der Targetsequenz mittels spezifischer
Primersequenzen verwendet. In der einfachsten Form einer Quantifizierung wird die Menge
an PCR-Produkt durch Auswertung der Bande im Agarose-Gel im Vergleich zu einer Refe-
renzprobe abgeschitzt. Damit konnen grole Unterschiede zwischen zwei Vergleichsproben
erfasst werden. Eine entscheidende Weiterentwicklung und Verbesserung ist die Real-Time
Reverse Transkription PCR (RT-gPCR), die derzeit die wichtigste Methode zur Quantifizie-
rung spezifischer Transkripte in Eizellen und frithen Embryonen darstellt. Dabei wird die
Menge der amplifizierten Zielsequenz wihrend der PCR-Zyklen (,,Real-Time*) mit Hilfe ei-
nes fluoreszierenden Reporter-Farbstoffes gemessen und daraus die Ausgangskonzentration in
der Probe berechnet (siehe Kapitel 2.6). Schon wenige Kopien eines Transkripts konnen mit

groBBer Genauigkeit quantitiv nachgewiesen werden.

Trotz der Genauigkeit und Sensitivitdt der Methode gibt es technische Einschrinkungen, die
das Ergebnis bei geringen Ausgangsmengen an RNA entscheidend beeinflussen konnen. Dazu
zidhlen Schwankungen in der Effizienz von RNA-Isolierung und Reverser Transkription. Der
am hdufigsten angewandte Weg zum Ausgleich von technisch bedingten Variationen ist eine
Normalisierung der mRNA-Abundanzen spezifischer Transkripte im Verhiltnis (semiquantia-
tiv) zur mRNA-Abundanz einer als ,,endogenen Kontrolle* (Referenzgen) bezeichneten Se-
quenz. Als Referenzgene werden sogenannte ,,Housekeeping-Gene* verwendet, von denen

man annimmt, dass sie in konstanter Menge im Probenmaterial vorhanden sind. Hiufig ver-
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wendete Referenzgene sind B-Aktin, Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
und verschiedene Histone. Der Zeitraum von der Eizelle bis zur Formierung der Blastozyste
ist sehr dynamisch. Es finden viele weichenstellende Prozesse statt wie z. B. die Befruchtung
und Bildung der Zygote, die epigenetische Reprogrammierung, der Abbau maternaler
Transkripte und der Aufbau embryonaler Transkripte infolge der Aktivierung des embryona-
len Genoms (siehe Kapitel 2.2). Das macht die Auswahl von geeigneten Referenzgenen
schwierig. Bislang konnte noch kein Referenzgen identifiziert werden, das wihrend der frii-
hen Embryonalentwicklung konstitutiv exprimiert wird. Im Gegenteil, Untersuchungen bei
Rind und Maus zeigten, dass auch die Expression der ,,Housekeeping-Gene* im frithen Emb-
ryo einer entwicklungsspezifischen Regulation unterliegt (Bettegowda et al., 2006; Bilodeau-
Goeseels and Schultz, 1997b; Goossens et al., 2005; Mamo et al., 2007; Robert et al., 2002).
Die Verwendung variabel exprimierter Referenzgene zur Normalisierung von mRNA-
Abundanzen ist problematisch und kann zu falschen Interpretationen fithren. Das gilt beson-

ders fiir eine Normalisierung mit nur einem Referenzgen.

Mit Hilfe einer Transkript-spezifischen Kalibrierkurve kann die Kopienzahl eines spezifischen
Transkripts in einer Probe sehr genau und zuverlidssig bestimmt werden (absolute Quantifizie-
rung, siehe Kapitel 2.6). Die Erstellung einer Kalibrierkurve basiert auf einem rekombinanten
RNA- oder DNA-Standard. Entscheidender Nachteil ist der erforderliche Aufwand fiir die
Herstellung des Standards. Bislang gibt es kaum Daten zu absoluten Konzentrationen spezifi-
scher Transkripte in Eizellen, frithen Embryonen und Blastomeren sowie somatischen Zellty-

pen.

Die Real-Time RT-PCR ermoglicht eine genaue Quantifizierung spezifischer Transkripte. Mit
Hilfe der sogenannten Microarray-Technik kénnen in einer Probe gleichzeitig mehr als zehn-
tausend unterschiedliche Transkripte spezifisch nachgewiesen und relativ quantifiziert wer-
den. Die DNA-Microarray-Technik ist eine Screening-Methode und verspricht u. a. die Ent-
deckung wichtiger entwicklungsrelevanter Gene z. B. durch einen Vergleich von Expressions-
mustern unterschiedlicher Entwicklungsstadien (Hamatani et al., 2004). Die Expression po-
tentieller Kandidatengene wird anschlieBend mit Methoden wie der Real-Time RT-PCR oder

RNA in situ Hybridisierung noch genauer analysiert.

Die Microarray-Technik basiert auf der spezifischen Hybridisierung komplementidrer Nuk-
leinsdure-Sequenzen: Aus einer Probe isolierte RNA wird in korrespondierende cDNA trans-
kribiert und markiert z. B. mit einem Fluoreszenzfarbstoff. Die markierten cDNA-Fragmente

der Probe werden anschlieBend mit einer Vielzahl Transkript-spezifischer Oligonukleotide
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bzw. cDNA-Fragmente, die strukturiert auf einem Tragersubstrat wie Glas gebunden sind,

stringent hybridisiert.
Einfluss der in vitro Kultur auf Transkript-Abundanzen

In einer Reihe von Untersuchungen wurden Unterschiede in der Transkript-Abundanz einzel-
ner, entwicklungsrelevanter Gene zwischen in vitro und in vivo produzierten Embryonen beo-
bachtet (Corcoran et al., 2006; Knijn et al., 2005; Lazzari et al., 2002; Lequarre et al., 2001;
Lonergan et al., 2003). Es wird vermutet, dass bereits minimale Verdnderungen im in vitro
Kultur-System zu quantitativen Verianderungen von Transkript-Abundanzen spezifischer
Transkripte fithren, die moglicherweise zu einer Beeintrichtigung der Entwicklung fiihren

konnen (Rizos et al., 2002; Wrenzycki et al., 2001).

2.5.4.1 Daten zur Expression Apoptose-assoziierter Gene

Zahlreiche Studien bestitigen die Expression einzelner Komponenten des Apoptose-Systems
in der Eizelle und/oder im frithen Embryo bei Maus, Mensch und Rind (Exley et al., 1999;
Jurisicova et al., 2003; Liu et al., 2000; Metcalfe et al., 2004; Spanos et al., 2002).

Caspasen

Fiir die Caspasen 2, 3, 6, 7 und 12 wurden mRNA-Transkripte von der Eizelle bis zur Blasto-
zyste bei Maus und Mensch nachgewiesen. Keine mRNA-Transkripte konnten fiir die Caspa-
sen 1, 8 und 11 bis zur Blastozyste nachgewiesen werden (Exley et al., 1999; Jurisicova et al.,
2003; Kelkar et al., 2003; Warner et al., 1998). Aktive Caspase 3- und 7-Proteine wurden iiber
die Bindung an einen Fluoreszenz-markierten Caspase-Inhibitor in 2 - 4-Zell-Embryonen bis
zur Blastozyste in vitro beim Rind detektiert (Anguita et al., 2007). In Ubereinstimmung mit
einer apoptotischen Morphologie der Zellkerne wurde mit derselben Methode aktive Caspase

3 erstmals in 8-Zell-Embryonen in vitro beim Rind beobachtet (Gjorret et al., 2007).
Die BCL2-Familie

Fiir zahlreiche pro- und anti-apoptotische Mitglieder der BCL-2-Familie wurde von der Eizel-
le bis zur Blastozysten eine Expression von Transkripten und Proteinen bei Rind, Maus und
Mensch nachgewiesen. Das lédsst eine besondere Bedeutung dieser Genfamilie im Bezug auf
Apoptose im frithen Embryo vermuten (Exley et al., 1999; Jurisicova et al., 1998; Knijn et al.,
2005; Warner et al., 1998; Warzych et al., 2007). BAX (BCL2-associated X-protein) kodiert

ein wichtiges pro-apoptotisches Protein, dessen Transkripte im frithen Embryo vermutlich
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konstitutiv exprimiert sind. mRNA-Transkripte von BAX wurden sowohl in der Eizelle als
auch in verschiedenen Entwicklungsstadien bis zur Blastozyste nachgewiesen (Exley et al.,
1999; Jurisicova et al., 1998; Spanos et al., 2002; Warner et al., 1998; Yang and Rajama-
hendran, 2002). Eine signifikante Zunahme von BAX-Transkripten wurde in in vitro Rinder-
Embryonen in Abhingigkeit vom Kulturmedium und fetalem Kilberserum als Medium-
Zusatz (Rizos et al., 2003) und zytoplasmatischer Fragmentierung beobachtet (Yang and Ra-
jamahendran, 2002). mRNA-Transkripte fiir BCL2 (B-cell CLL/lymphoma 2), einem bedeu-
tenden anti-apoptotischen Gegenspieler von BAX, waren mit unterschiedlichem Erfolg in der
Eizelle und verschiedenen Entwicklungsstadien bis zur Blastozysten nachweisbar (Exley et
al., 1999; Jurisicova et al., 1998; Metcalfe et al., 2004; Spanos et al., 2002; Warner et al.,
1998; Yang and Rajamahendran, 2002). Es wird vermutet, dass die variable Expression von
BCL?2 mit der Qualitéit der Embryonen assoziiert ist. Eine Untersuchung an Einzelblastomeren
von vitalen, arretierten bzw. nicht mehr lebensfahigen 1 - 9-Zell-Embryonen konnte nur ver-
einzelt in Blastomeren von vitalen Embryonen mRNA-Transkripte nachweisen (Liu et al.,

2000).
Der FAS/FASLG-Signalweg

Eine Expression von FAS (TNF receptor superfamily, member 6) und FASLG (Fas ligand)
wurde auf RNA- und Proteinebene ab dem Blastozystenstadium bei Rind, Ratte und Mensch
beobachtet (Kawamura et al., 2001; Kelkar et al., 2003; Pomar et al., 2005). Es wird vermutet,
dass der FAS/FASLG-Signalweg ab dem Schliipfen der Blastozyste in Trophoblastzellen von
Bedeutung ist (Aschkenazi et al., 2002). Weiterhin scheint der FAS/FASLG-Signalweg in den
Eizellen umgebenden Cumulus-Zellen aktiv zu sein (Kelkar et al., 2003; Rubio Pomar et al.,

2004).
Inhibitoren der Apoptose (inhibitors of apoptosis, IAPs)

Transkripte von Mitgliedern der IAP-Familie wurden sowohl in der Eizelle als auch in ver-
schiedenen Teilungsstadien bei der Maus detektiert (Kawamura et al., 2003; Park et al., 2007).
Beim Rind waren sowohl Transkripte fiir BIRC4 [baculoviral IAP repeat containing 4, ehe-
mals XIAP (X-linked Inhibitor of Apoptosis)] als auch BIRCS [baculoviral IAP repeat contai-
ning S(survivin)] von der Eizelle bis zur Blastozyste nachweisbar (Nino-Soto et al., 2007;
Park et al., 2007). Bei Sdugern ist das BIRC4-kodierende Gen auf dem X-Chromosom lokali-
siert (,,X-linked* gene, sieche GenBank). Wéhrend der friilhen Embryonalentwicklung kommt
es bei weiblichen Embryonen zur Inaktivierung von einem X-Chromosom. Beim Rind wur-

den in vitro und in vivo in weiblichen Blastozysten hohere BIRC4-Transkript-Abundanzen
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beobachtet als in ménnlichen Blastozysten (Jimenez et al., 2003). Es wird vermutet, dass die
Inaktivierung eines der beiden X-Chromosome in einigen weiblichen Blastozysten noch nicht

stattgefunden hat.
STAT 3 (signal transducer and activator of transcription 3)

Das STAT3-Gen kodiert einen Transkriptionsfaktor, der vermutlich wihrend der frithen Emb-
ryogenese bedeutsam ist fiir die Regulation von Embryo-Wachstum und Implantation (Maj
and Chelmonska-Soyta, 2007). Die genaue Rolle von STAT3 im Rahmen von Apoptose ist
noch unklar. Es wird vermutet, dass STAT3-Proteine eine wichtige Rolle bei der Regulation
der Expression verschiedener pro- und anti-apoptotisch wirkender Gene spielen (Bromberg,
2000). Eine Expression von STAT3-Transkripten und -Proteinen wurde sowohl in der Eizelle
als auch in verschiedenen Teilungsstadien bei Maus, Mensch und Rind beobachtet (Antczak
and Van Blerkom, 1997; Antczak and Van Blerkom, 1999; Boelhauve et al., 2005). In Meta-
phase II-Eizellen bei Maus und Mensch wurde STAT3-Protein in polarisierter Form nachge-
wiesen. Wihrend der Entwicklung bis zur Blastozyste bei der Maus konnte eine unterschied-
liche Verteilung von STAT3-Protein zwischen den Blastomeren eines Embryos beobachtet
werden. Blastozysten zeigten nach Inkubation mit einem monoklonalen STAT3-Antikorper in
Trophoblastzellen eine starke Fiarbung, in ICM-Zellen nur eine schwache bis keine Fiarbung

(Antczak and Van Blerkom, 1997; Antczak and Van Blerkom, 1999).

2.6 Quantitative Real-Time RT-PCR (RT-qPCR)

Die Grundlage der quantitativen Real-Time RT-PCR (RT-qPCR) ist eine konventionelle Po-
lymerase-Kettenreaktion (Mullis et al., 1986). Ausgehend von zwei Startpunkten (Primern)
kommt es iiber die automatisierte Wiederholung einer zyklischen Abfolge von DNA-
Strangtrennung, Primer-Anlagerung und DNA-Synthese zu einer enzymatischen Amplifikati-
on spezifischer DNA-Fragmente. Neben der Amplifikation von DNA-Fragmenten ist eine
gleichzeitige Quantifizierung der gewonnenen DNA durch die Messung der Fluoreszenz von
DNA-assoziierten Reporter-Farbstoffen im Reaktionsansatz moglich (Higuchi et al., 1992).
Aufgrund der direkten Proportionalitit zwischen gemessener Fluoreszenz und DNA-
Konzentration kann iiber den Fluoreszenz-Anstieg im Verlauf der PCR-Zyklen auf die Aus-
gangsmenge an Template geschlossen werden. Als Reporter-Farbstoffe werden neben DNA-
interkalierenden Substanzen wie SYBR® Green auch Fluoreszenz-markierte Sonden verwen-

det (Bustin, 2000). Die Messung der Fluoreszenz erfolgt am Endes jedes einzelnen PCR-
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Zyklus (real-time). Ein Analyseprogramm bestimmt den Zyklus (threshold cycle, Ct-Wert),
bei dem die gemessene Fluoreszenz erstmals einen festgelegten Schwellenwert (threshold)
tiberschreitet. Die Quantifizierung erfolgt iiber einen Vergleich mit dem Cr-Wert einer Se-
quenz bekannter Konzentration. Dabei unterscheidet man grundsitzlich zwei Methoden. Bei
der am hiufigsten angewandten ,relativen Quantifizierung* wird die Menge der unbekannten
Zielsequenz im Verhiltnis (semiquantitativ) zu einer als ,,endogenen Kontrolle* (Referenz-
Gen) bezeichneten Sequenz mit bekannter Menge angegeben. Als endogene Kontrolle werden
Gene ausgewdhlt, von denen man annimmt, dass sie in konstanter Menge im Probenmaterial
vorhanden sind. Sie werden auch als Haushaltsgene bezeichnet, da sie fiir den Grundstoft-
wechsel der Zelle benotigt werden wie z. B. B-Actin, Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydro-
genase (GAPDH) und Histon 2A (Bustin, 2000; Livak and Schmittgen, 2001). Im Falle einer
absoluten Quantifizierung wird die absolute Kopienzahl der Zielsequenz in der Probe be-
stimmt. Dazu wird eine Verdiinnungsreihe eines Standards mit bekannter Konzentration beno-
tigt. Als Standard dienen linearisierte Plasmide mit der klonierten Zielsequenz (rekombinante
DNA-Standards, recDNA-Standard) oder mit Hilfe eines Plasmids in vitro transkribierte RNA
(rekombinanter RNA-Standard, recRNA-Standard).

2.7 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie (CLSM)

Das Prinzip der konfokalen Laserscanning-Mikroskopie wurde im Jahre 1957 von Marvin Lee
Minsky in den USA zum Patent angemeldet (Minsky, 1961). Erst 30 Jahre spiter ermoglich-
ten die Entwicklung geeigneter Laser und Computersysteme die praktische Anwendung dieser
Technik fiir die dreidimensionale Untersuchung fluoreszierender Objekte (White et al., 1987).
Heute ist die konfokale Laserscanning-Mikroskopie eine wichtige Standardtechnik in der Bio-
logie und Medizin. Zu den Anwendungen zéhlen u. a. die hochauflosende Tomographie ein-
zelner Zellen bzw. Zellorganellen sowie die Identifizierung von Genomverdnderungen mittels

Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH).
CLSM-Prinzip:

Bei der konfokalen Mikroskopie wird ein Objekt Punkt fiir Punkt mit einem fokussierten
Laserstrahl abgerastert. Dadurch werden nur die Fluoreszenz-Molekiile angeregt, die sich im
Lichtweg des Laserstrahls befinden. Eine konfokal zum Laserfokus angeordnete Lochblende
(Pinhole) sorgt dafiir, dass nur die emittierte Strahlung aus der jeweiligen Fokusebene ge-
sammelt wird. Fluoreszenzsignale ober- oder unterhalb der Fokusebene (,,out of focus*) wer-

den ausgeblendet und es kommt zur Schichtaufnahme. Hinter der Lochblende befindet sich
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ein lichtempfindlicher Empfinger (Photomultiplier, PMT), aus dessen Signal dann punktwei-
se ein (Schnitt)-Bild zusammengesetzt wird. Der Durchmesser der Blende bestimmt dabei
zusammen mit dem Mikroskop-Objektiv und dessen numerischer Apertur die Dicke des opti-
schen Schnittes. Zeichnet man mehrere Schnitte in verschiedenen Fokusebenen auf, so erhélt
man eine Schichtung und kann daraus am Computer eine dreidimensionale Rekonstruktion
des abgebildeten Objektes erstellen. Die punktférmige und einheitliche Anregung durch einen
Laser sowie die Verminderung von ,,out of focus* Licht iiber eine verstellbare Lochblende
sind wichtige Unterschiede im Vergleich zu Weitfeldmikroskopen und ermdoglichen die Her-
stellung von schirferen, kontrastreicheren Bildern. Das maximale Auflosungsvermogen liegt
zwischen 250 nm und 330 nm lateral und zwischen 600 nm und 750 nm axial. Die Dicke opti-

scher Schnitte liegt in einem Bereich von 0,8 - 1 um.

Die konfokale Laserscanning-Mikroskopie an Prdimplantations-Embryonen erméglicht u. a.
eine detailiertere Analyse von Anzahl, Grofle und Struktur der Blastomeren-Kerne. Dabei
konnen morphologische Anzeichen von Zelluntergéingen besser identifiziert werden. Die Auf-
nahme optischer Serienschnitte und die Rekonstruktion 3-dimensionaler Bilder an Embryonen
setzt allerdings eine Priparation der Embryonen unter Erhalt ihrer kugeligen Gestalt voraus.
Die Analyse der ,,whole-mount* praparierten Embryonen (Durchmesser: 140 - 200 um) wird
aber durch eine Abnahme des Auflosungsvermégen mit zunehmenden Abstand von Deckglas

(aufgrund der Dicke der Probe) limitiert.
2.8 Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM)

Das erste Transmissions-Elektronenmikroskop (TEM) wurde im Jahr 1931 von E. Ruska und
M. Knoll gebaut (Knoll and Ruska, 1932) und 1987 mit dem Physik-Nobelpreis fiir E. Ruska
gewiirdigt (Ruska, 1987). Im optischen Aufbau dhnelt das TEM den herkdmmlichen Licht-
mikroskopen. Allerdings werden zur Beleuchtung eine Elektronenquelle und zur Strahlen-
fokussierung elektromagnetische Linsen (an Stelle von Glaslinsen) verwendet. Fiir eine aus-
reichende Beschleunigung der Elektronen arbeitet das TEM im Vakuum. Das Bild der Probe
(Dicke 1 - 100 um), das durch Wechselwirkung der einfallenden Elektronen mit den Proben-
atomen entsteht, wird mittels eines elektronenoptischen Systems auf einem Leuchtschirm ab-
gebildet und kann mit einem Negativfilm bzw. mit einer CCD-Kamera aufgezeichnet werden.
Das Auflosungsvermogen herkommlicher Lichtmikroskope wird mit dem Elektronen-
mikroskop um ein Tausendfaches iibertroffen (Auflosung bis 0,2 nm), da beschleunigte Elek-
tronen eine viel kiirzere Wellenlidnge als sichtbares Licht besitzen. Mit der Verbesserung der

Prépariertechniken sowie einer Digitalisierung der Bilddaten hat sich die Elektronen-
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mikroskopie zu einer heute unentbehrlichen Abbildungs- und Analyse-Technik entwickelt. Im
Prinzip ist das TEM universell einsetzbar und wird sowohl in der Biologie/Medizin als auch
den Materialwissenschaften benutzt. Die Transmissions-Elektronenmikroskopie findet in der
Biologie und Medizin u. a. Anwendung in der Aufkldrung der atomaren Strukturen orga-
nischer Molekiile und der Abbildung biologischer Objekte mit hoher Auflosung mit dem Ziel,
die komplexen molekularen Prozesse biologischer Systeme besser zu verstehen. Schwierig-
keiten bei der Beobachtung biologischer Objekte mittels TEM gibt es bei der Herstellung von
gut durchstrahlbaren, vakuum- und einigermaf3en strahlenbestdndiger Praparate mit geniigend
hohem Kontrast. Obwohl das Auflosungsvermégen moderner Elektronenmikroskope im ato-
maren Bereich liegt, wird die Auflosung an biologischen Pridparaten vor allem begrenzt durch
Verdnderungen der Proben infolge der Priparation und Kontrastierung sowie der strahlenbe-

dingten Zerstorung wihrend der Beobachtung.

2.9 Methodischer Ansatz

Fiir die Analyse der friilhen Embryonalentwicklung beim Rind wurden in vitro fertilisierte
(IVF) und -kultivierte (IVC) Rinderembryonen am Tag 3 (72 h), 4 (96 h), 5 (120 h), 6 (144 h)
und 7 (168 h) nach Zugabe der Spermien aus der in vitro Kultur entnommen und nach mor-
phologischer Beurteilung unter dem Stereomikroskop hinsichtlich ihres Entwicklungsstandes
klassifiziert. Die Embryonen jedes Entwicklungsstadiums wurden zufillig fiir die Untersu-
chungen mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie (CLSM), Transmissionselektronen-
Mikroskopie (TEM) und quantitativer Real-Time RT-PCR (RT-qPCR) aufgeteilt (Abb. 5).
Dieser Ansatz erlaubt eine Korrelation von Transkript-Abundanzen der analysierten Gene mit
konfokalen und elektronenmikroskopischen Analysen. Fiir eine Beurteilung der Relevanz der
Ergebnisse an in vitro Embryonen wurden vergleichende Untersuchungen an in vivo Embryo-
nalstadien durchgefiihrt, die 7 Tage nach kiinstlicher Besamung superovulierter Spendertiere

nicht-invasiv durch Spiilung der Uterushorner gewonnen wurden.



EINLEITUNG 48

In vitro Embryonen In vivo Embryonen
Tag 3.4.5,6,7 Tag 6-7

v v

Stereomikroskopische Klaszifizierung der Embryonen

nach ihrem Entwicklungsstand

Y

Zufiillige Aufteilung der Embryonen jedes Entwicklungsstadiums

fiir
v v v
RT-gPCR > CLSM P TEM

Abbildung 5: Experimenteller Ansatz

2.10 Auswahl der Gene

Die mRNA-Expression von ausgewihlten Apoptose-assoziierten Genen wurde mittels quanti-
tativer Real-time RT-PCR (RT-qPCR) analysiert. Die Auswahl der Gene erfolgte nach ihrer
vermuteten Funktion hinsichtlich der Induktion, Regulation oder Exekution der Apoptose.
Analysierte Gene mit pro-apoptotischer Funktion sind: BAX, CASP3, CASPS, CASP9, FASLG
und FAS (Abb. 6, schwarze Schrift). Gene mit anti-apoptotischer Funktion sind: BCL2,
BCL2LI und BIRC4 (Abb. 6, blaue Schrift). FAS, FASLG und CASPS8 sind Komponenten des
extrinsischen Apoptose-Induktionsweges iiber die sogenannten Todes-Rezeptoren. BAX,
BCL2LI, BCL2 und CASP9 sind Komponenten des intrinsischen Induktionsweges iiber die
Mitochondrien. CASP3 kodiert die Effektor-Caspase 3, deren irreversible Aktivierung vermut-
lich den Untergang der betroffenen Zelle auslost. BIRC4 kodiert einen Inhibitor der Apoptose
(inhibitor of apoptosis, IAPs), der aktive Caspase 3 und 9 blockieren kann (Bratton et al.,
2002). STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) kodiert einen Transkriptions-
faktor, der wihrend der frilhen Embryogenese vermutlich bedeutsam ist fiir die Regulation
von Embryo-Wachstum und Implantation (Maj and Chelmonska-Soyta, 2007). Die Rolle von
STAT 3 im Rahmen von Apoptose ist noch weitgehend ungeklart. Es wird vermutet, dass
STAT3 eine wichtige Rolle bei der Regulation der Expression verschiedener pro- und anti-

apoptotisch wirkender Gene spielt. (Bromberg, 2000).
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Zusitzlich wurden 18S rRNA (18S ribosomal RNA) und H2AFZ (histon 2 A family Z mem-
ber)-Transkripte analysiert. Sie dienten als Referenz-Gene und wurden fiir eine nachtrigliche
Normalisierung der mRNA-Kopienzahlen Apoptose-assoziierter Gene verwendet. 18S rRNA
Transkripte werden in eukaryotischen Zellen aus Vorldufer-Transkripten (pre-45S rRNAs)
prozessiert und posttranslational modifiziert. Zusammen mit anderen Proteinen bildet die 18S
rRNA die kleine Unterheit (40S) eukaryotischer Ribosomen (McStay and Grummt, 2008), die
fiir die Proteinsynthese verantwortlich sind. H2AFZ kodiert eine spezifische H2A-Histon-
Variante, die replikationsunabhingig transkribiert wird (Hatch and Bonner, 1990). H2AFZ
spielt eine komplexe, bislang aber weitgehend ungeklirte Rolle bei der epigeneti-
schen/Chromatin-basierten Regulation der Genexpression (Draker and Cheung, 2009; Tham-

birajah et al., 2009).

FASLG
e
. BCL2L1
BAX
FAS BCL2

B
caspg  CASP9
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CASP3— BIRC4

-
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Abbildung 6: Auswahl von Apoptose-assoziierten Genen

Die Auswahl der Gene erfolgte nach der Funktion an der Induktion der Apoptose iiber den extrinsi-
schen (FAS/FASLG/CASPS8) bzw. intrinsischen (BAX/BCL2/BCL2LI/CASP9) Signalweg bzw. der Re-
gulation oder Exekution der Apoptose (CASP3/BIRC4). Gen-Symbol: schwarz - pro-apoptotisch, blau
- anti-apoptotisch, grau - anti- und pro-apoptotische Funktion
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Herstellung boviner Embryonen
3.1.1 In vitro Produktion

Die in vitro Produktion (IVP) von Rinderembryonen erfolgte in Kooperation mit der Arbeits-
gruppe ,,Biologie und Biotechnologie der Reproduktion* am Lehrstuhl fiir Molekulare Tier-
zucht und Biotechnologie der Ludwig-Maximilians-Universitdt (LMU) Miinchen in Ober-
schleiBheim nach einem Standardprotokoll (Berg, 1989). Die IVP umfasst drei Schritte: die
Gewinnung und Reifung (in vitro Maturation, IVM) von Eizellen, die Befruchtung der gereif-
ten Eizellen mit Tiefgefriersperma (in vitro Fertilisation, IVF) sowie die Kultivierung (in vitro

Kultur, IVC) der nach Befruchtung erhaltenen Zygoten.

Material und Gerite:

¢ Rinderserum-Albumin (BSA; Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
e Pyruvat (Sigma): 2,2 mg/ml in Aqua dest., bei - 20 °C gelagert
e Heparin (Sigma): 0,2 mg/ml in Aqua dest., bei - 20 °C gelagert

¢ Luteinisierendes Hormon (LH; Kat.-Nr. 725, Sioux Biochemical, Sioux Center, USA)
2,5 U/ml in 0,9% NaCl,, bei - 20 °C gelagert

e Follikel-stimulierendes Hormon (FSH; Kat.-Nr. 715, Sioux Biochemical, Sioux Center, USA)
5 U/ml in 0,9% NaCl,, bei - 20 °C gelagert

e Ostrogen-Rinderserum (OCS) Eigenproduktion am Institut fiir Tierzucht
¢ 1x Phosphat-Puffer (PBS, Tab. 35, Anhang)

¢ BME-Aminosiuren, 100 x (Gibco, Grand Island, USA)

e MEM- Aminosduren, 100 x (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)

e  Mineraldl (Kat.-Nr. M5310, Sigma, Taufkirchen, Deutschland)

e Transferpettor (Kat.-Nr. 701853, Brand, Wertheim, Deutschland)

¢ CO,/O,-Inkubator BB6060 (Heraeus, Ziirich, Schweiz)

®  CO,-Inkubator Napco (Precision Scientifc, Chicago, USA)

e Tischzentrifuge Rotanda 96 (Hettich, Tuttlingen, Deutschland)

In vitro Maturation (IVM)

Fiir die Gewinnung der Eizellen wurden Ovarien von Rindern aus dem Schlachthof verwen-
det. Die isolierten Ovarien wurden bis zur Weiterverarbeitung im Labor in 20 - 25 °C warmen
Phosphat-Puffer (Isolierkanne) aufbewahrt. Aus 3 - 8 mm groBen Follikeln wurde die Fliissig-

keit unter Verwendung eines Aspirationsgerites (Labotec, Gottingen, Deutschland) mit 80 -



MATERIAL UND METHODEN 51

100 mm Hg Unterdruck mittels einer Kaniile (Sterican® 100/20G/70 mm) abgesaugt und in
einem 50 ml Zentrifugenrohrchen gesammelt. Die unreifen Eizellen mit den umgebenden
Cumuluszellen (cumulus oozyte complexes, COCs) wurden unter einem Stereomikroskop bei
20-facher VergroBerung (M3B, Leica, Wetzlar, Deutschland) aus dem Sediment isoliert und
nach morphologischen Eigenschaften des Eizell-Zytoplasmas sowie der Anzahl umgebener
Cumulus-Zellschichten beurteilt. Die COCs wurden nach den Empfehlungen der L.E.T.S. (In-
ternational Embryo Transfer Society) in vier Qualititsklassen (Tab. 1) selektiert (Berg, 1989;
Leibfried and First, 1979). Nur COCs der Klassen I und II wurden fiir die in vitro Reifung und

Fertilisation verwendet und mehrmals mit frischem Maturationsmedium (Tab. 2) gewaschen.

Tabelle 1: Qualititsklassen der COCs nach LE.T.S.

Klasse Cumulus-Zellschichten Eizell-Zytoplasma

I > 5; liickenlos homogen, nicht granuliert

II 3 —5; luckenlos homogen, (nicht) granuliert

111 < 3; liickenhaft ungleichmiBig, granuliert,

v ohne ungleichmifBig, granuliert, klein

Die aus den Ovarfollikeln gewonnenen Eizellen sind noch nicht befruchtungsfihig. Sie miis-
sen erst die Meiose I mit der Abschniirung des Polkorpers abschlieBen und die Meiose II bis
zur Metaphase fortsetzen. Fiir die meiotische Reifung in vitro wurden die COCs iiber 22 h in
Gruppen zu 30 - 40 Stiick in 400 pul Maturationsmedium (Tab. 2) und einer wasserdampfge-
sattigten Atmosphire mit 5 Prozent CO; bei 39 °C inkubiert.

Tabelle 2: Maturationsmedium

Modifiziertes Parker-Medium 9,50 ml

(MPM; Anhang Tab. 31)

Luteinisierendes Hormon (LH) 0,05 ml (Endkonzentration: 0,0125 IU/ml)
Follikel-stimulierendes Hormon (FSH) 0,05 ml (Endkonzentration: 0,025 IU/ml)
Ostrogen-Rinderserum (OCS) 0,50 ml (Endkonzentration: 5%)
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In vitro Fertilisation (IVF)

Fiir die in vitro Fertilisationen wurde immer Sperma desselben Bullen der Rasse Deutsches
Fleckvieh (DFV) verwendet (Herdbuchnummer: 10/9957197). Im Vorfeld der in vitro Fertili-
sation miissen auch die Spermien einen Reifungsprozess (Kapazitation) durchlaufen, der sie

zur Befruchtung der Eizelle befihigt.
In vitro Kapazitation

Zum Auftauen des in fliissigem Stickstoff gelagerten Tiefgefrierspermas wurde eine Sperma-
Paillette fiir 20 sec in 37 - 39 °C warmes Wasser getaucht. In vorgewédrmten Zentrifugenrohr-
chen wurden 100 pl Sperma (Konzentration: 1 x 10° Spermien/ul) unter 1 ml Kapazitations-
medium (Tab. 3) geschichtet und fiir 1 - 2 h bei 39 °C in wasserdampfgesittigter Atmosphire
mit 5 Prozent CO, inkubiert. Kapazitierte, motile Spermien schwimmen aktiv in das iiberste-
hende Medium und wurden durch Uberfiihrung des Mediums in ein neues Zentrifugenrohr-
chen selektiert. Nach Zentrifugation mit 450 g fiir 10 min und Entfernen des iiberstehenden
Mediums wurde mikroskopisch die Motilitdt der Spermien im Pellet tiberpriift. Die Konzent-

ration der Spermien wurde mittels einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Tabelle 3: Kapazitationsmedium (Sperm-TALP, pH 7,35 - 7,4)

Modifiziertes Tyrode's Medium 10,0 ml

(Anhang, Tab. 32)

Pyruvat 0,5 ml (Endkonzentration: 0,11 mg/ml)
Rinderserum-Albumin 60,0 mg (Endkonzentration: 6 mg/ml)

Inkubation von Eizellen mit Spermien

Die gereiften COCs wurden nach Entnahme aus dem Maturationsmedium wiederholt in Ferti-
lisationsmedium (Tab. 4) gewaschen. Jeweils 20 - 30 COCs wurden anschlie3end in eine Ver-
tiefung einer 4-Loch-Schale (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) mit 400 ul frischem Fertilisati-
onsmedium tiberfithrt. Nach Zugabe von 1 Million in vitro-kapazitierter Spermien pro ml
Medium wurden die COCs iiber 18 h bei 39 °C in wasserdampfgesittigter Atmosphire mit 5

Prozent CO, weiter kultiviert.
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Tabelle 4: Fertilisationmedium (Fert-TALP)

Modifiziertes Tyrode™s Medium 10,0 ml

(Anhang, Tab. 33)

Pyruvat 0,1 ml (Endkonzentration: 0,022 mg/ml)
Heparin 0,5 ml (Endkonzentration: 0,01 mg/ml)
Rinderserum-Albumin 60,0 mg (Endkonzentration: 6 mg/ml)

In vitro Kultur (IVC)

Die in vitro befruchteten Eizellen wurden unter Standardbedingungen im Kulturmedium SOF
(Synthetic oviduct fluid; Tab. 5) kultiviert. Nach Beendigung der Kokultur mit den Spermien
wurden die COCs in einem Zentrifugenr6hrchen mit 1ml SOF-Medium fiir 3 min gevortext
und zur vollstdndigen Entfernung von Cumuluszell-Resten mehrmals mit frischem Kulturme-
dium gewaschen. Je 30 - 40 (potentiell) befruchtete Eizellen wurden in eine Vertiefung einer
4-Loch-Schale mit je 400 ul frischem SOF-Medium iiberfiihrt. Die Kulturen wurden mit 400
pl Mineraldl iiberschichtet, um ein Verdunsten von Wasser aus dem Medium zu verhindern
und bei 39°C in einer sauerstoffreduzierten Atmosphére von 5 Prozent O,, 5 Prozent CO, und

90 Prozent N, inkubiert.

Tabelle 5: Kulturmedium

SOF (Synthetic oviduct fluid; Anhang: Tab. 34) |9,0 ml

BME-Aminosiduren 0,4 ml (Endkonzentration: 4%)
MEM-Aminosduren 0,1 ml (Endkonzentration: 1%)
Ostrogen-Rinderserum (OCS) 0,5 ml (Endkonzentration: 5%)

Beurteilung der IVF-Versuche

Die IVF-Kulturen wurden bis zu 7 Tagen kultiviert und nur zur Bestimmung der Teilungs-
bzw. Blastozystenrate kurzzeitig aus dem Brutschrank genommen. Am Tag 3 nach in vitro
Fertilisation (72 h nach Zugabe der Spermien) wurde unter einem Stereomikroskop die An-
zahl der Eizellen bestimmt, die sich mindestens einmal geteilt hatten (Teilungsrate). Am Tag 7
(168 h) nach in vitro Fertilisation wurde die Anzahl Eizellen bestimmt, die das Blasto-

zystenstadium erreicht haben (Blastozystenrate).
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3.1.2 Ex vivo Gewinnung

Die in vivo Produktion boviner Embryonen erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe
Reproduktionstechniken der Embryo-Entnahmeeinheit Badersfeld des Lehrstuhls fiir Moleku-
lare Tierzucht und Biotechnologie der LMU Miinchen (DE-ETR 006 EWG) und dem Bayeri-
schen Forschungszentrum fiir Fortpflanzungsbiologie (BFZF) in Oberschleifheim nach einem
Standardprotokoll (Reichenbach, 2003). Die in vivo Produktion umfasst drei Schritte: die hor-
monelle Induktion einer Mehrfach-Ovulation (Superovulation), die kiinstliche Besamung (ar-
tificial insemination, AI) mit Tiefgefriersperma und die nicht-invasive Gewinnung der Emb-
ryonen. Beim Rind kénnen Embryonen innerhalb des Zeitraumes von Tag 5 bis Tag 18 nach
Al nicht-invasiv aus dem Uterus (ex vivo) gespiilt werden. In der Praxis fiir kommerzielle

Zwecke erfolgt die ex vivo Gewinnung am Tag 7 nach AL

Material und Gerite:

e 1x Phosphat-Puffer (PBS, Anhang: Tab. 35)

e Vaginalspirale (PRID®, Ceva, Diisseldorf, Deutschland): 1,55 g Progesteron und 0,01 g Estradiol
e 1:1 Mischung (je 50 U/ml) LH/FSH (Pluset®, Laboratorio Callier, Barcelona, Spanien)

e 250 pg/ml Cloprostenol (Estrumate®, Essex, Miinchen, Deutschland)

e 4 ug/ml Buserelin (Receptal®, Intervet, Unterschleiftheim, Deutschland)

e Schwimmfilter (Kat.-Nr. 19010/0000, Minitiib, Tiefenbach, Deutschland)

Als Spendertiere dienten 10 Kalbinnen der Rasse Deutsches Fleckvieh (DFV) im Alter von 15
- 21 Monaten mit 330 - 395 kg Kdorpergewicht. Alle Spendertiere wurden an der Bayerischen
Landesanstalt fiir Landwirtschaft (LfL) in Grub unter identischen Bedingungen gehalten. Ins-
gesamt wurden 2 unabhingige Versuche im Abstand von 7 Wochen an den 10 identischen
Spendertieren durchgefiihrt. Um bei allen Spendertieren am selben Tag eine Superovulation
auszulosen, wurden deren Sexualzyklen synchronisiert. Das Behandlungsschema der Spen-
dertiere ist in Tabelle 6 zusammengefalit. Die Zyklus-Synchronisation erfolgte hormonell mit-
tels einer Vaginalspirale mit 1,55 g Progesteron und 10 mg Estradiol. Fiir die Superovulation
wurde eine 1:1 Mischung von Follikel-stimulierendem Hormon (FSH, 50 IU/ml) und Luteini-
sierendem Hormon (LH, 50 IU/ml) verwendet. Vier Tage nach dem Einsetzen der Vaginalspi-
rale wurden 8 FSH/LH-Injektionen in abfallender Dosierung (100, 75, 75, 50, 50, 25, 25, 25
IU FSH/LH) iiber 4 Tage im zeitlichen Abstand von 12 h intramuskulér verabreicht. Mit der 6.
und 7. FSH/LH-Injektion wurde den Spendertieren zusitzlich 500 ug des synthetischen
Prostaglandin F2a. (PGF2a) Cloprostenol intramuskulér verabreicht. Gleichzeitig mit der 7.
FSH/LH-Applikation wurde die Vaginalspirale entnommen. 22 h, 37 h und 46 h nach der 8.
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FSH/LH-Injektion wurden die Spendertiere mit Tiefgefriersperma eines DFV-Bullen, das
auch bei der in vitro Produktion zum Einsatz kam, dreimal kiinstlich besamt. Gleichzeitig mit
der ersten Besamung wurde 20 pg des synthetischen Gonadotropin-Releasing-Hormon
(GnRH) Buserelin intramuskulir verabreicht. Am Tag 7 (~ 160 h) nach der dritten Besamung
wurden die Embryonen nicht-invasiv durch Spiilung der Uterushorner mit jeweils 250 ml
korperwarmem (~ 37 °C) PBS gewonnen. Nach Reduktion der Spiillosung mit Hilfe eines
Schwimmfilters auf wenige Milliliter wurden die Embryonen unter einem Stereomikroskop
mit Heizplatte (37 °C) bei 20-facher VergroBerung aus der verbliebenen Spiillosung isoliert
und in eine Kulturschale (35/10 mm) mit frischem PBS {iberfiihrt.

Tabelle 6: Behandlungsschema der Spendertiere

Zyklustag Uhrzeit Behandlung
-9 10:00 1,55 g Progesteron/10 mg Estradiol (Vaginalspirale)
-5 07:00 100 IU FSH/100 IU LH
19:00 75 IU FSH/75 TU LH
-4 07:00 75 TU FSH/75 TU LH
19:00 50 IU FSH/50 IU LH
-3 07:00 50 IU FSH/50 TU LH
19:00 25 IU FSH/25 TU LH
500 pg Cloprostenol
-2 07:00 25 IU FSH/25 TU LH
500 pg Cloprostenol + Entnahme der Vaginalspirale
19:00 25 IU FSH/25 TU LH
-1 17:00 kiinstliche Besamung
20 ug Buserelin
0 08:00 kiinstliche Besamung
17:00 kiinstliche Besamung
7 08:00 - 11:00 Gewinnung der Embryonen
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3.2 Stereomikroskopische Klassifizierung der Embryonen

Die Embryonen wurden von einem Mitarbeiter mit langjdhriger Erfahrung in Embryoproduk-
tion und Embryotransfer beim Rind unter einem Stereomikroskop mit Heizplatte (37 °C) bei
20- bis 40-facher Vergroflerung morphologisch beurteilt (Tab. 7) und nach ihrem Entwick-

lungsstand klassifiziert.

Material:

e 1x Phosphatpuffer (PBS; Anhang: Tab. 35)
e 1mg/ml PVP in PBS (Polyvinylpyrrolidon, Kat.-Nr. P5288, Sigma, Taufkirchen, Deutschland)

In vitro Embryonen

Die in vitro Kultur von Embryonen wurde an Tag 3 (72 h), 4 (96 h), 5 (120 h), 6 (144 h) und 7
(168 h) nach in vitro Fertilisation (nach der Zugabe der Spermien) beendet. Die Embryonen
wurden unter dem Stereomikroskop analysiert und hinsichtlich ihres Entwicklungsstandes in
drei Entwicklungsstadien (verzogert, intermedidr und fortgeschritten) pro Untersuchungszeit-
punkt selektiert. Die Definition der Entwicklungsstadien erfolgte im Vorfeld der Versuche und
ist in Tabelle 8 zusammengefasst. Bei fiinf verschiedenen Untersuchungszeitpunkten (Tag 3
bis 7) wurden insgesamt 15 Entwicklungsstadien unterschieden. Die Embryonen aus jedem
Entwicklungsstadium wurden zufillig in 10er Pools fiir die Untersuchungen mittels konfoka-
ler Laserscanning-Mikroskopie (CLSM), Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) und
quantitativer Real-Time RT-PCR (RT-qPCR) aufgeteilt. Unbefruchtete Eizellen (unfertilized
oocytes, UFOs), ungeteilte Zygoten, erheblich entwicklungsverzogerte Embryonen und be-

reits degenerierte Embryonen wurden nicht weitergehend analysiert.
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In vivo Embryonen

Die in vivo entwickelten Embryonen wurden nicht-invasiv durch Spiilung der Uterushorner
gewonnen und nach den Kriterien der LE.T.S. (International Embryo-Transfer Society) unter
einem Stereomikroskop morphologisch beurteilt und klassifiziert (Robertson I, 1998). Nur
Morulae- und Blastozystenstadien der I.LE.T.S.-Klassen 1 und 2 (Tab. 7) wurden fiir die weite-
re Analyse ausgewihlt. Aufgrund der begrenzten Anzahl verfiigbarer in vivo Embryonen wur-
den (kompaktierte) Morulae und frithe Blastozysten sowie Blastozysten und expandierte
Blastozysten in je einem Entwicklungsstadium zusammengefasst (Tab. 8) und zufillig in Ser
Pools fiir die Untersuchungen mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie (CLSM), Trans-
missions-Elektronenmikroskopie (TEM) und quantitativer Real-Time RT-PCR (RT-qPCR)
aufgeteilt.

Tabelle 7: LE.T.S.-Qualititsklassen zur Beurteilung der in vivo Embryonen

Klasse |Bezeichnung Definition

1 sehr gut bis gut | Symmetrischer, runder Embryo mit einzelnen in Dichte, Farbe und
GroBe einheitlichen Blastomeren in Ubereinstimmung mit dem erwar-
teten Entwicklungsstadium. Mindestens 85 Prozent des zelluldren
Materials* sind intakt und lebensfdhig. Die Zona pellucida sollte diinn

sein und keine konkave oder flache Oberfliche besitzen.

2 miBig MaiBige Abweichung in Form des Embryos oder in Grofe, Farbe und
Dichte einzelner Blastomere. Mindestens 50 Prozent des zelluldren

Materials* sollte intakt und lebensféhig sein.

3 schlecht Grofle Abweichungen in Form des Embryos bzw. in Grofe, Farbe und
Dichte einzelner Blastomere. Mindestens 25 Prozent des zelluldren

Materials* sollten intakt und lebensféhig sein.

4 degeneriert bzw. | degenerierte (tote) Embryonen, ungeteilte Zygoten, unbefruchtete FEi-

tot zellen

*bestimmt iiber den Anteil ausgeschleusten Materials in den perivitellinen Spalt
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Tabelle 8: Stereomikroskopische Klassifizierung boviner Embryonen in definierte Entwicklungs-

stadien

In vitro Embryonen

Zeitpunkt nach IVF * | Entwicklungsstadium
Tag (h) ” : :
verzdgert intermedidr fortgeschritten
3(72) 2 -7 Zellen 8 - 12 Zellen > 12 Zellen
4 ( 96) 6 - 12 Zellen 13 - 20 Zellen > 20 Zellen
5 (120) 16 - 20 Zellen nicht-kompaktierte kompaktierte
Morula Morula
6 (144) kompaktierte Morula friithe nicht-expandierte
Blastozyste Blastozyste
7 (168) nicht-expandierte expandierte schliipfende
Blastozyste Blastozyste Blastozyste
In vivo Embryonen
Zeitbereich nach AI* Entwicklungsstadium
Tag (h) , :
verzogert fortgeschritten
6-7 kompaktierte Morula nicht-expandierte Blastozyste
(159/168/183) frithe Blastozyste expandierte Blastozyste

*Zugabe der Spermien zu den Cumulus-Eizell-Komplexen; * nach 3-maliger kiinstliche Besamung
(artificial insemination, Al)
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3.3 Dreidimensionale Analyse mittels konfokaler Mikroskopie
3.3.1 Fixierung der Embryonen

Die Embryonen wurden mit 1,3 Prozent Paraformaldehyd (PFA) fiir 1 h bei Raumtemperatur
(RT) fixiert. Nach dem Waschen mit PBS/PVP fiir 5 min wurden die Embryonen entweder
direkt weiter verwendet oder bis maximal 1 - 2 Wochen bei 2 - 8 °C in PBS/PVP aufbewahrt.

Material und Gerite:

e 1x Phosphatpuffer (PBS; Anhang: Tab. 35)

e PBS/PVP: 1 mg/ml PVP in PBS (Polyvinylpyrrolidon, Kat.-Nr. P5288, Sigma, Taufkirchen,
Deutschland)

¢ 13 mg/ml PFA in PBS (Paraformaldehyd, Kat.-Nr. P6148, Sigma, Taufkirchen, Deutschland):
nach Zugabe weniger Tropfen 2,5 N NaOH unter Riihren bei 55 °C 16sen, pH 7,4 mit 1 M HCI; 1
ml Aliquots bei - 20 °C gelagert

e 4-Loch-Schalen (Nunc, Wiesbaden, Deutschland)

e Transferpettor (Brand, Wertheim, Deutschland)

3.3.2 Nachweis von DNA-Strangbrichen mit TUNEL

DNA-Strangbriiche sind ein Indiz fiir Apoptose. Der Nachweis kann in situ erfolgen, indem
markierte Desoxynukleotide (dUTPs) durch eine Terminale Desoxynucleotidyl-Transferase
(TdT) an die freien 3°-Hydroxyl-Enden der DNA-Strangbriiche angefiigt (Gavrieli et al.,
1992) und mikroskopisch nachgewiesen werden. Die Reaktion wird als TUNEL (TdT-
mediated dUTP nick end labeling) oder ISEL (in situ end labeling) bezeichnet.

Material und Gerite:

¢ [n Situ Cell Detection* Kit, Fluorescin (Roche, Basel,Schweiz)

e 1 mM Staurosporin (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)

e 1x Phosphatpuffer (PBS; Anhang: Tab. 35)

e PBS/PVP: 1 mg/ml PVP in PBS (Polyvinylpyrrolidon, Sigma)

¢ 50 IU/ml DNase I in PBS (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)

* 13 mg/ml PFA in PBS (Paraformaldehyd, Kat.-Nr. P6148, Sigma)

e Objekttrager mit Vertiefung (Kat.-Nr. H884. 1, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
e 4-Loch-Schalen (Nunc, Wiesbaden, Deutschland)

e Transferpettor (Brand, Wertheim, Deutschland)

e Brutschrank (Heraeus, Ziirich, Schweiz)

e Stereomikroskop, SteREO CL1500 ECO (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
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Der TUNEL-Test wurde mit dem ,,/n Situ Cell Detection Kit mit Fluorescein-Isothiocyanat
(FITC)-markiertem dUTP nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die fixierten Emb-
ryonen wurden fiir 1 h bei RT mit 0,5 Prozent (v/v) Triton X-100 in PBS permeabilisiert und
anschlieend wiederholt mit PBS/PVP gewaschen. Jeweils 10 Embryonen wurden in einem
25 ul-Tropfen Reaktionsgemisch (TdT-Enzym, Reaktionspuffer, FITC-markierte dUTP-
Nukleotide) auf einem Objekttriger mit Vertiefung gegeben und fiir 1 h bei 37 °C in einer
feuchten, dunklen Kammer inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir jeweils 5 min mit fri-
schem PBS/PVP wurden die Embryonen mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI (47°6°-
Diamidino-2-phenylindol) gegengefirbt und eingebettet (siche Kapitel 3.3.3 und 3.3.5).

(Technische) Kontrollen wurden wie folgt hergestellt:

Die DNA fixierter Embryonen wurde durch Inkubation mit 50 IU/ml DNase I fiir 30 min bei
37 °C in einer feuchten Kammer partiell verdaut. Nach mehrmaligem Waschen in PBS/PVP
wurde der TUNEL-Test durchgefiihrt. Die Embryonen wurden mit TdT-Enzym (Positivkon-

trolle) bzw. ohne TdT-Enzym (Negativkontrolle) im Reaktionsansatz inkubiert.
Induktion von Apoptose:

In bovinen, fetalen Fibroblasten (Zelllinie: BFF 116, Institut fiir Molekulare Tierzucht und
Biotechnologie, LMU Miinchen) und IVF-Embryonen wurde Apoptose mit Staurosporin in-
duziert. Semikonfluente Fibroblasten-Kulturen wurden 1 h, 2 h bzw. 3 h mit 1 uM Stauro-
sporin im Medium kultiviert und anschlieBend mit 1,3 Prozent PFA fiir 15 min bei RT fixiert.
Tag 4 % IVF-Embryonen (114 h nach Zugabe der Spermien) wurden fiir 30 h mit 10 uM Stau-
rosporin im Medium weiter kultiviert und anschlielend fixiert (Kapitel 3.3.1). Danach wurde
der TUNEL-Test durchgefiihrt. Parallel kultivierte Zellen bzw. Embryonen ohne STS im Me-
dium wurden in einem Reaktionsansatz mit (Positivkontrolle) bzw. ohne TdT-Enzym (Nega-

tivkontrolle) inkubiert.
3.3.3 DNA-Farbung

Die DNA der Zellkerne wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4°6°-Diamidino-2-
phenylindol) gefirbt, der sich bevorzugt in den AT-reichen Regionen an die kleine Furche der
DNA anlagert. Gebunden an doppelstringige (ds) DNA liegt das Absorptionsmaximum von
DAPI bei einer Wellenlidnge von 358 nm, das Emissionsmaximum bei 461 nm. Die DAPI-
Fiarbung erfolgte im Rahmen der Einbettung der Embryonen in Vectashield-DAPI (Kapitel
2.3.5) und diente (a) der Bestimmung der Zellkernzahl, (b) der morphologischen Identifizie-
rung von Zellkernuntergidngen und (c) als Gegenfiarbung fiir TUNEL.
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3.3.4 Indirekte Immunfluoreszenz

Der Nachweis von Proteinen erfolgte tiber unmarkierte (Primér)-Antikorper (Tab. 9). Neben
Apoptose-assoziierten Proteinen (CASP3, BCL2L1, BAX und BIRC4) wurden STAT 3, Ki-67
und Nucleolin analysiert. Fiir die Detektion der spezifischen Protein-Antikdrper-Komplexe
wurden Fluorochrom-gekoppelte (Sekundir)-Antikérper verwendet (Tab. 10). Das Aktin-
Mikrofilament-System der Zellen wurde mit Tetramethylrhodamine-isothiocyanat (TRITC)-

markiertem Phalloidin (1 pg/ml) angefirbt.

Material und Gerite:

e 1x Phosphatpuffer (PBS; Anhang: Tab. 35)

e PBS/PVP: 1 mg/ml PVP in PBS (Polyvinylpyrrolidon, Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
¢ 5 mg/ml Triton X-100 in PBS (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)

¢ 1 pg/ml Phalloidin in PBS (Kat.-Nr. P1951, Sigma, Taufkirchen, Deutschland)

¢ Objekttrager mit Vertiefung (Kat.-Nr. H884.1, Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e 4-Loch-Schalen (Nunc, Wiesbaden, Deutschland)

e Transferpettor (Brand, Wertheim, Deutschland)

e Brutschrank (Heraeus, Ziirich, Schweiz)

e Stereomikroskop, SteREO CL1500 ECO (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)

Fixierte Embryonen (siehe Kapitel 3.3.1) wurden mit 0,5 Prozent (v/v) Triton X-100 in PBS
fiir 1 h bei RT permeabilisiert und anschlieend wiederholt mit PBS/PVP gewaschen. Die
Antikorperfarbungen wurden in einem 50 pl Volumen auf Objekttragern mit Vertiefung in
einer feuchten Kammer bei 37 °C durchgefiihrt. In einem ersten Schritt wurden die (Primér-)
Antikorper in entsprechender Verdiinnung in PBS/PVP und TRITC-markiertes Phalloidin (1
pg/ml) fiir 1 h mit den Embryonen inkubiert. Reste nicht gebundenen (Primér-) Antikorpers
wurden durch wiederholtes Waschen fiir 5 min mit frischem PBS/PVP entfernt. Im zweiten
Schritt wurde der Sekundir-Antikorper in einer Verdiinnung von 1:500 in PBS/PVP zu den
Embryonen gegeben und erneut fiir 1 h bei 37 °C in einer feuchten Kammer bei Dunkelheit
inkubiert. Nach wiederholtem Waschen in PBS/PVP wurde die DNA der Zellkerne mit DAPI
gefarbt (siehe Kapitel 3.3.3) und die Embryonen fiir die Analyse am CLSM eingebettet (siche
Kapitel 3.3.5).

Zur Uberpriifung der Spezifitit der Fiarbung wurden Negativkontrollen durch a) Weglassen
des Primar-Antikorpers und durch b) Ersatz des Primer-Antikorpers durch Gesamt-IgG der
gleichen Spezies (Tab. 11) durchgefiihrt.
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Tabelle 9: Priméar-Antikorper

Protein Typ/Klon | Verdiinnung/ |Hersteller (Kat.-Nr.)

Konzentration

(ng/ml)
BAX p, K 1:250 Biomol, Hamburg, Deutschland (1063-1)
BCL2L1 p,Z 4.0 Santa Cruz Biotechnologies, USA (sc7122)
BIRC4 p, K 1:1000 Biomol, Hamburg, Deutschland (IMG5774)
Activierte CASP3 p, K 1:500 Cell signaling, Beverly, USA (96615s)
Ki-67 m, M 1,6 Dako, Hamburg, Deutschland (M7240)
Nucleolin p, K 10,0 Sigma, Taufkirchen, Deutschland (N2662)
STAT?3 p, K 1:50 Santa Cruz Biotechnologies, USA (sc482)

m - monoklonal, p - polyklonal, K - Kaninchen, Z - Ziege, M - Maus

Tabelle 10: Sekundir-Antikorper (Dianova, Jackson Immuno Research, Hamburg, Deutschland)

Gesamt-IgG Fluorochrom Konzentration (ug/ml) Kat.-Nr.

Esel anti-Ziege FITC 3,0 705095003
Esel anti-Maus Cy5 2,8 715175150
Ziege anti-Kaninchen FITC 3,0 111095003
Ziege anti-Maus Cy5 3,0 115175003

IgG - Immunglobulin G

Tabelle 11: Spezies-spezifisches Gesamt-IgG (Dianova, Jackson Immuno Research)

Gesamt-IgG Konzentration (ug/ml) Kat.-Nr.

Maus 1,5 015-000-002
Ziege 4,0 005-000-003
Kaninchen 10,0 011-000-003

IgG - Immunglobulin G
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3.3.5 Einbettung der Embryonen

Material und Gerite:

e  Vectashield-DAPI (Kat.-Nr. VCHI1200L010, Axxora/Alexis, Lorrach, Deutschland)

e Deckglas, 24 x 76 x 1,7 mm, Firma Hecht (Kat.-Nr. 7996, Schubert & Weif3, Deutschland)
e Deckglas, 22 x 22 mm (Kat.-Nr. 6311336, VWR, Darmstadt, Deutschland)

e Objekttriager (Kat.-Nr. 6310650, VWR)

e Klebefolie, gelocht (Mactac, Stow, USA)

e Transferpettor (Brand, Wertheim, Deutschland)

e Stereomikroskop SteREO CL1500 ECO (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)

Die Embryonen wurden unter Erhaltung ihrer dreidimensionalen Struktur eingebettet. Dafiir
wurde ein Stiick gelochte Klebefolie (Dicke ~ 200 um, Loch-Durchmesser 2 mm) auf ein
Deckglas der Grofle 24 x 76 mm aufgebracht. Die Embryonen wurden einzeln in die Locher
der Folie iiberfiihrt. Nach dem Auffiillen der Locher mit Vectashield-DAPI wurde die Folie
mit einem 22 x 22 mm grofen Deckglas luftblasenfrei abgedeckt und mit Nagellack versiegelt
(Abb. 7 A). Die eingebetteten Embryonen wurden bis zur Analyse am CLSM bei 4 °C in
Dunkelheit aufbewahrt.
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3.3.6 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie (CLSM)

Optische Serienschnitte von Embryonen (Abb. 7 B) wurden mit einem inversen Zeiss LSM
510 Meta Laserscanning-Mikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) und einem 40x PlanApoch-
romat Olimmersions-Objektiv (Numerische Apertur: 1.3) mit der Steuerungssoftware LSM,

Version 3.2 von Zeiss auf einem PC unter Windows 2000 aufgenommen.

(A) (B)

—— DAPI-Vectashield

—— Embryo

A
|
1
1
|
1
1
I

Lochfolie

le— Deckglas
(22 x 22 mm)

Abbildung 7: Einbettung und Analyse der Embryonen mittels CLSM

(A) Die Embryonen wurden unter Erhalt ihrer 3-dimensionalen Struktur eingebettet und (B) mittels
konfokaler Laserscanning-Mikroskopie (CLSM) in optische Serienschnitte zerlegt.

Tabelle 12: Laser-Filter-Farbstoff Kombinationen des Zeiss LSM Meta 510

Laser Wellenldnge (nm) | Emissionsfilter (nm) | Farbstoffe ExXmax/EMpmax
Argon 364 BP: 385 - 470 DAPI 358/461
Argon/Krypton 488 BP: 505 - 530 FITC 492/521
HeNel 543 BP: 560 - 615 TRITC 550/570
HeNe2 633 LP: 650 Cy5 650/670

BP = Bandpass, LP = Langpass; Ex,,x = Extinktionsmaximum; Em,,,, = Emmissionsmaximum



MATERIAL UND METHODEN 65

In jeder Fokusebene wurden nacheinander Bilder fiir die einzelnen Farbkanile aufgenommen.
Fiir jeden Farbkanal wurde die Bildfliche zweimal abgerastert. Die Signalwerte der beiden
Durchginge wurden gemittelt, um das Signal-Rausch-Verhiltnis (signal-to-noise ratio, SNR)
zu erhohen. Fiir jeden Farbstoff wurde ein Stapel von 8 Bit Grauwertbildern aus 512 x 512
Pixeln (PixelgroBe: 350 x 350 nm) aufgenommen. Der Abstand zwischen zwei Schnittebenen
betrug 1 um ebenso wie die optische Schnittdicke einer Schnittebene. Von einzelnen Embryo-

nen wurden Stapel von 8 Bit Grauwertbildern mit hoherer Auflosung aufgenommen.

3.3.7 Quantitative Analyse

Die konfokalen Bildstapel aus bis zu 180 optischen Einzelschnitten wurden mit Hilfe der

Open Source Software ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/) analysiert.

3.3.7.1 Zellzahl

Die Zellzahl wurde iiber die Anzahl der DAPI gefirbten Zellkerne und mitotischen Figuren
bestimmt. Mehrkernige Zellen wurden vernachlissigt. Die optischen Einzelschnitte (1 um)
des im DAPI-Farbkanal erzeugten Bildstapels wurden zu Teilstapeln von je 20 um Dicke zu-
sammengefaBlt (Z-Projektionen, Abb. 8). Nacheinander wurde jede Schnittebene mit der dar-
unter liegenden Nachbarebene verglichen und jeder erstmals auftretende Zellkern gezéhlt. In
Blastozysten wurden Zellen der inneren Zellmasse (ICM) und des Trophoblasten (TB) unter-
schieden und die Zellzahlen getrennt voneinander bestimmt. Die duBerste Zellschicht mit den

typischerweise abgeflachten Zellkernen wurde als Trophoblast definiert.
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expandierte Blastozyste (168 hpi)
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Abbildung 8: Montage der Bildstapel einer Tag 7 expandierten Blastozyste

Die 180 optischen Einzelschnitte wurden zu 9 Bildstapeln (Z-Projektionen) mit jeweils 20 Einzel-
schnitten zusammengefasst. Fiir die Bestimmung der Zellzahl wurde nacheinander jede Schnittebene
mit der darunterliegenden Nachbarebene verglichen und jeder erstmals auftretende DAPI-gefirbte
Zellkern gezihlt. Dabei wurden Zellen der inneren Zellmasse (ICM) und des Trophoblasten (TB) un-
terschieden. Die &duBere Zellschicht mit den typischerweise abgeflachten Zellkernen wurde als
Trophoblast definiert.

3.3.7.2 ZellkerngréBe

Ein Parameter zur Unterscheidung der ersten Zellteilungsgenerationen ist die Grofle von Zell-
kernen. Im Verlauf der ersten Zellteilungen kommt es zu einer Abnahme der Zellkerngrof3e.
Die mittlere Zellkerngrée morphologisch intakter Blastomerenkerne an Tag 3 bis 7 nach IVF
wurde bestimmt, indem ein zentraler Schnitt durch den Zellkern ausgewéhlt und der DAPI-
gefarbte Bereich markiert wurde. Eine automatisierte Statistik berechnete die Schnittfliche
durch Zahlung der vorhandenen Bildpunkte (Pixel) im markierten Bereich (Pixelgrofle: 0,35 x

0,35 um = 0,1225 um?).
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3.3.7.3 Zelluntergénge

Zelluntergidnge wurden nach Analyse der DAPI-gefarbten Zellkerne im CLSM bestimmt.
Sowohl kondensierte, fragmentierte und degradierte Zellkerne als auch die Reste mitotischer

Figuren wurden als untergehende bzw. tote Zellen gewertet.

Zusitzlich wurde das Auftreten von DNA-Strangbriichen in untergehenden Zellen mit
TUNEL analysiert. Zellkerne waren positiv auf DNA-Strangbriiche bei (a) einer mindestens
2-fach erhohten Fluoreszenz-Intensitit gegeniiber der Hintergrundfluoreszenz, (b) Kolokalisa-
tion mit Chromatin des Zellkernes (DAPI-Farbung) sowie (c) gleichzeitiger Beurteilung als

Zelluntergang im DAPI.

3.4 Ultrastrukturelle Analyse mittels TEM

3.4.1 Fixierung und Einbettung der Embryonen

Material und Gerite:

e (0,2 M Natrium-Cacodylatpuffer (Kat.-Nr. 01131, Polyscience, Warrington,USA)
Stammlosung (0,4 M): 8,56 g Na(CHj3),AsO, x 3H,0 in 200 ml Aqua dest., pH 7,2 mit 0,2 M HCl;
1:2 verdiinnt mit Aqua dest.

¢ Fixans nach Karnovsky; Stammlsung:1:2 Mischung aus 0,05 g CaCl, in 10% (v/v) Paraformal-
dehyd und 0,2 M Natrium-Cacodylatpuffer, bei 4 °C gelagert; vor Gebrauch 7 ml Stamml6sung
mit 0,96 ml 25% Glutaraldehyd mischen

e 30 mg/ml Kaliumferrocyanid in 0,1 M Natrium-Cacodylatpuffer (Kat.-Nr. P9387, Sig-
ma, Taufkirchen, Deutschland), 24 h vor Gebrauch herstellen, bei 4°C gelagert

® 2% (v/v) Osmiumtetroxid in 0,1M Natrium-Cacodylatpuffer (Kat.-Nr. 0972A, Polyscience, War-
rington, USA), bei 4 °C gelagert

¢ 0,2 g/ml Rinderserum-Albumin in 0,1 M Natrium-Cacodylatpuffer (Kat.-Nr. A-7906, Sigma), 24 h
vor Gebrauch herstellen, bei 4 °C gelagert

®  25% Glutaraldehydlosung (Kat.-Nr. 01909, Polyscience, Warrington, USA)
e Propylenoxid (Kat.-Nr. 1.12492, Merck, Darmstadt, Deutschland)

e Methylenblau/Azur II-Firbelosung; Losung A: 1mg/ml Azur II in Aqua dest.; Losung B: 1mg/ml
Methylenblau in 1% Borax; 1:1 Mischung von Losung A + B, bei RT gelagert

e Poly/Bed® 812 BDMA Kit (Kat.-Nr. 21844, Polyscience, Warrington, USA)

e FEinbettungsgieBform mit 24 Vertiefungen (Kat.-Nr. G3690, Plano, Wetzlar, Deutschland)
e  Ultramikrotom Ultracut E (Fa. Reichert-Jung, Wien, Osterreich)

e Heizplatte Medax (Nagel KG, Kiel, Deutschland)

e Stereomikroskop (Leitz, Wetzlar, Deutschland)
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Die Embryonen wurden iiber Nacht bei 4 °C in Fixans nach Karnovsky fixiert. Nach dreima-
ligem Waschen fiir 20 min bei RT mit 0,1 M Natrium-Cacodylatpuffer wurden die Embryonen
mit einer 1:1 Mischung aus 2 Prozent (v/v) Osmiumtetroxid und 3 Prozent (m/v) Kaliumfer-
rocyanid fiir 2 h bei 4 °C weiter fixiert und vorkontrastiert (Osmierung). Nach wiederholtem
Waschen fiir jeweils 20 min in 0,1 M Natrium-Cacodylatpuffer wurden die Embryonen in 2 -
3 Tropfen 20-prozentiger (m/v) BSA-Losung fiir 3 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 1
Tropfen 25-prozentiger Glutaraldehydldsung wurden die pelletierten Embryonen mit 0,1 M
Natrium-Cacodylatpuffer gewaschen und in einer aufsteigenden Alkoholreihe (je 30 min in 50
Prozent, 70 Prozent, 90 Prozent Ethanol, 3 x 30 min 100 Prozent Ethanol) dehydriert. Fiir die
Einbettung der Embryonen in Kunstharz (Epon) wurde der Poly/Bed® 812 BDMA Kit nach
Angaben des Herstellers verwendet. Die Proben wurden fiir 2 x 15 min in Propylenoxid iiber-
fiihrt. AnschlieBend wurde das Propylenoxid in drei Schritten durch Epon ersetzt: (a) 1 h in
Propylenoxid:Epon (2:1), (b) 24 h in Propylenoxid:Epon (1:1), (¢) 1 h in Epon. AnschlieBend
wurden die Embryonen in Einbettungsgieformen aus Kunststoff (12,5 mm x 4,5 mm x 3
mm) mit Epon iiberfiihrt. Die Polymerisation des Einbettungsharzes erfolgte bei 60 °C fiir 24
h. Anschlieend wurde das verfestigte Einbettungsharz mit der enthaltenen Probe (Pripara-

teblock) vorsichtig aus der GieB3form gelost.

An einem Ultramikrotom wurden 1 um dicke Semidiinnschnitte von den Prédparateblocken
angefertigt und auf einer Heizplatte fiir 2 - 3 min mit Methylenblau/Azur II-Férbelosung an-
gefarbt. Nach dem Abspiilen der Firbelosung mit Aqua dest. wurden die Schnitte zum Trock-
nen nochmals auf die Heizplatte gelegt. Die Auswertung der Ubersichtsschnitte erfolgte am

Stereomikroskop bei 20 - 40 facher Vergrof3erung.
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3.4.2 Herstellung und Kontrastierung von Ultradinnschnitten

Material und Gerite:

e gesittigte Uranylacetat-Losung in Aqua dest. (Kat.Nr. R1260A, Plano, Wetzlar, Deutschland), bei
4 °C gelagert

e Reynolds Bleicitratlosung: 1,33 g Bleicitrat und 1,76 g Natriumcitrat x 2 H,O in 30 ml frisch
abgekochtem Aqua dest. unter Schiitteln 16sen, nach 30 min Zugabe von 8 ml 1 N NaOH Losung,
auf 50 ml mit Aqua dest., 3 Monate bei 4 °C haltbar

e Drukker Diamantmesser (Kat.Nr. V65860160, Labtec,Gottingen, Deutschland)
e Maxtaform Kupfernetze, Fa. Pyser (Kat. N NHR23C, Plano, Warrington, USA)
e Gridboxen (Kat. Nr. B80100, Plano, Warrington, USA)

e  Ultramikrotom Ultracut E (Fa. Reichert Jung, Wien, Osterreich)

Ultradiinnschnitte fiir die Elektronenmikroskopie wurden an einem Ultramikrotom mit Druk-
ker-Diamantmesser angefertigt. Die 60 - 70 nm dicken Schnitte wurden auf kleine Kupfer-
netze aufgebracht und durch Behandlung mit gesittigter, wassriger Uranylacetatlosung fiir 10
min und mit Reynolds-Bleicitratlosung fiir 3 min nachkontrastiert. Anschliefend wurden die

Kupfernetze mit Aqua dest. gewaschen, luftgetrocknet und in Gridboxen aufbewahrt.

3.4.3 Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM)

Aufnahmen von Ultradiinnschnitten wurden mit dem Elektronenmikroskop EM 902 (Zeiss,
Oberkochen) angefertigt. Als Elektronenquelle diente eine Wolfram-Haarnadelkathode. Die
Beschleunigungsspannung der emittierten Elektronen betrug 80 kV. Die erzeugten Bilder
wurden an einem Leuchtbildschirm angezeigt. Kontrastreiche Bereiche der Probe werden
schwarz, weniger kontrastreiche Bereiche grau bis farblos abgebildet. Nach der Auswahl des
gewiinschten Ausschnittes erfolgte die Bildaufnahme durch Belichtung eines schwarz-weil3-
Films mit dem Format 70 x 60 mm (Kat.-Nr. UO1008, MACO ORT 25¢/ISO25/15°, Maco
Photo Products, Hans O. Mahn & CO., Deutschland). Die Negative wurden nach der Ent-

wicklung mit 600 dpi mit einem Flachbett-Scanner digitalisiert.
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3.5 Analyse der mRNA-Expression Apoptose-assoziierter Gene

Die Expression von ausgewéhlten Apoptose-assoziierten Genen (Kapitel 2.10) in Eizellen und
Praimplantations-Embryonen beim Rind wurde mittels quantitativer Real-Time RT-PCR (RT-
qPCR) analysiert. Mit Hilfe von Transkript-spezifischen Plasmid-DNA-Standards wurde die
absolute Anzahl an Kopien der analysierten Gentranskripte in Eizellen und definierten Pri-
implantationsstadien ermittelt (absolute Quantifizierung). Die DNA-Standards wurden durch

Klonierung amplifizierter PCR-Fragmente in einen Plasmidvektor generiert.

Alle bendtigten Losungen, Verdiinnungen und Reaktionsansidtze wurden unter Verwendung
von steril filtriertem Reinstwasser (Milli-RO Plus 60, Schwalbach, Deutschland) und sterilen
Pipettenspitzen mit Filter (ART®, Molecular BioProducts, San Diego, USA) angesetzt. Die

durchgefiihrten Arbeitsschritte sind in Abbildung 9 schematisch dargestellt.

Primer-Design

|

Herstellung Transkript-spezifischer cDNA-Standards

|

Gesamt-RNA -Tsolierung aus Eizell-/Embryonen-Pools

|

Reverse Transkription mit Random Hexamer (RH)-Primem

|

Quantitative Real-Time RT-PCR mit mRNA -spezifischen Primemn

|

Absolute Quantifizierung {iber Transkript-spezifische Standardkurven

Abbildung 9: Analyse der mRNA-Expression Apoptose-assoziierter Gene
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3.5.1 Primer-Design

Die PCR-Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente benotigt kurze Oligonukleotide (Pri-
mer) als Startpunkte fiir die DNA-Polymerase. Fiir die Auswahl der Primer wurden die aktuel-
len Nukleotidsequenzen (mRNA und genomisch) der zu analysierenden Gene fiir Bos taurus
der Gen-Datenbanken von NCBI (National Center for Biotechnology Information, Washing-
ton, D.C.) und EMBL (European Molecular Biology Laboratory) verwendet. Mit dem BLAST-
Server (Basic Local Alignment Search Tool) des NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.Gov/Blast.
cgi) wurden die Rindersequenzen auf Homologie untereinander und mit anderen Spezies
(Mensch, Maus, Ratte) getestet. Die Primersequenzen wurden mit der Software Primer Ex-

press 2.0 abgeleitet. Dabei wurden folgende Kriterien beriicksichtigt:

e Linge der Primersequenz: 19 - 22 Nukleotide

¢ GC (Guanin/Cytosin)-Gehalt: 40 Prozent - 60 Prozent

e Schmelztemperatur: 61 - 63 °C (max. 1 °C Differenz zwischen sense/antisense Primer)
¢ Vermeidung interner Nukleotid-Wiederholungen bzw. komplementérer Bereiche

e Amplikonlidnge: 100 - 200 Basenpaare (bp)

Um eine Amplifizierung kontaminierender genomischer DNA zu vermeiden, wurden die Pri-
merpaare so gewihlt, dass sie (a) durch ein ldngeres Intron getrennt waren (Abb. 10) oder (b)
mindestens ein Primer eine Exon-Intron-Grenze iiberspannte. Die Spezifitit der Primerse-
quenzen wurde mit einer BLAST-Analyse der verfiigbaren Genomsequenzen von Bos taurus
(NCBI, EMBL) iiberpriift. Fiir jedes der untersuchten Gene wurden drei Primerpaare syntheti-
siert und mittels RT-qPCR an Gesamt-RNA aus Ovargewebe bzw. Gehirn vom Rind getestet
(siehe Kapitel 3.5.2.1). Die PCR-Produkte von ausgewihlten Primerpaaren wurden fiir die
Herstellung der Transkript-spezifischen Plasmid-DNA-Standards verwendet und in einen

Plasmidvektor kloniert (siehe Kapitel 3.5.2.2).
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BCL2L1 3 _ 3
T 2214 / / 5
(BCL2-like 1) 205 bp |- - -1 B __[ 676 bp | - HE2KB_ {1 663 b
.ACC.'ID: .ABE3 8936 EKOI’I 1 Exen 2 EKOI’I 3
Chromosom 13
3 Exons = Primer (s¢) CGT GGA AAG CGT AGA CAA GGA G
Amplikon: 133 bp = Primer (as) GTA GAG TTC CAC AAA AGT GTC CCA G

Abbildung 10: BCL2L1-Sequenz fiir das Rind

Stand 10/2008. Anzahl und Linge der Exon- bzw. Intronsequenzen. Position und Sequenz der sense
(se) und antisense (as) Primer, Amplikon-Linge

3.5.2 Herstellung von Transkript-spezifischen Plasmid-DNA-
Standards

Fiir die Herstellung der Transkript-spezifischen Plasmid-DNA-Standards wurden die in Ab-
bildung 11 dargestellten Arbeitsschritte durchgefiihrt.

PCR-Amplifikation transkript-spezifischer DNA-Fragmente aus cDNA

.

Klonierung der amplifizierten DNA -Fragmente in einen Plasmidvektor

'

Transformation des Plasmidvektors in E. coli Bakterien

|

Selektion rekombinanter Bakterienklone

|

Isolierung der Plasmid-DNA

'

Sequenzierung der klonierten DNA-Fragmente

Abbildung 11: Herstellung von Transkript-spezifischen Plasmid-cDNA-Standards
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3.5.2.1 Amplifikation von Transkript-spezifischen DNA-Fragmenten aus cDNA

Zunichst wurden Transkript-spezifische DNA-Fragmente mittels Polymerase-Kettenreaktion

(PCR) aus cDNA amplifiziert, die aus Gesamt-RNA von Ovargewebe bzw. Gehirn vom Rind

generiert wurde (siehe Kapitel 3.5.3.1 und 3.5.3.3).

Material und Gerite:

e 10 x Reaktionspuffer B (Solis Biodyne, Tartu, Estland)
e 25 mM Magnesiumchlorid (Solis Biodyne, Tartu, Estland)
e 100 mM dNTP-Mischung (Solis Biodyne, Tartu, Estland)

e 5 1U/ul Hot Fire Taq Polymerase (Solis Biodyne, Tartu, Estland e)

e 100 uM Primer (Thermo Fisher, Ulm, Deutschland)
e Thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Die PCR wurde in 25 pl Ansédtzen mit 50 ng cDNA als Template durchgefiihrt (Tab. 13). Die
DNA-Fragmente wurden nach 15 min bei 95 °C in 40 Reaktionszyklen mit 30 sec bei 95 °C,
60 sec bei 60 °C, 60 sec bei 72 °C amplifiziert. AbschlieBend wurde der Ansatz fiir 10 min bei

72 °C inkubiert.

Tabelle 13: Reaktionsansatz zur Amplifikation Transkript-spezifischer DNA-Fragmente

Reagenzien Volumen (ul) Endkonzentration/ul
10 x Reaktionspuffer B 2,5 1,0x

1 mM dNTP's 2,5 0,1 mM

25 mM MgCl, 4,0 4,0 mM

5 uM Primer se 1,5 0,3 uM

5 uM Primer as 1,5 0,3 uM

5U/ul HotFirePol 0,2 1,010

50 ng/ul cDNA 1,0 50,0 ng

H,O 11,8

Gesamtvolumen 25,0




MATERIAL UND METHODEN 74

Zur Uberpriifung der mRNA-Spezifitit der verwendeten Primer wurde gesamt-genomische
DNA von Bos taurus gleicher Konzentration als Template eingesetzt. Die Auswahl geeigneter
Primer fiir die RT-qPCR (Tab. 14) erfolgte nach Uberpriifung der PCR-Produkte im 1,5-pro-

zentigen Agarosegel nach folgenden Kriterien:

e korrekte DNA-Fragmentlinge
e Fehlen von Primer-Artefakten (Primer-Dimere etc.)

¢ kein PCR-Produkt mit DNA als Template
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Tabelle 14: Gene und Primer fiir RT-qPCR

Gen-Symbol Primersequenzen (5°-3%) Referenz Fragment-Linge | Exon
(GenBank) (bp)
18S rRNA sense AAA CGG CTA CCA CAT CCAAGG DQ066896 138 -
antisense GCG GAA GGATTT AAA GTG GACTC
H2AFZ sense CGA AAT GGCTGG CGGTAAG NM_174809 134 1-2
antisense GGC TAG TCG TCC TAG ATT TCA GGT 3
STAT3 sense CTG CAG CAG AAG GTT AGC TAC AAA AJ620655 85 2
antisense TTC TAA ACA GCT CCACGATTCTCT 2
BAX sense GCA GAG GAT GAT CGC AGC TG U92569 197 3-4
antisense CCA ATG TCC AGC CCATGATG 5
CASP3 sense CTG GAAAAC CCAAACTTTTCATTA AY575000 165 4
antisense GCC AGG AAAAGT AAC CAG GTGC 5-6
CASP9 sense CGACGCTTC CACCTG CTG NM_032996 219 3
antisense CAC AAT TCT CTC GAC GGA CAC AG 5
BCL2 sense CTT CGC CGA GAT GTC CAGTC AF515848 96 2
antisense CAC CAC CGT GGC GAA GC 2
BCL2LI sense CGT GGA AAG CGT AGACAAGGAG AB238936 133 2
antisense GTA GAG TTC CAC AAAAGT GTC 3
BIRC4 sense GAA GCA CGG ATC ATT ACATTT GG AF458770 89 1
antisense CCT TCA CCT AAA GCATAAAAT CCA 1-2
FAS sense GCAACT CTG CAG CCT CAAATG U34794 153 3
antisense CAT CTATTT TGG CTT CTT CCATACC 5
FASL sense TCC ACC AGC CAAAGG CAT AC AB035802 126 2
antisense GAT GGA TCT TGA GTTGAG CTT GC 4
CASPS8 sense GGC CAT GTC AGA CTC TCC AGAAC DQ319070 204 5
antisense CGA AAG GTC TTATCC AAA GCGTC 6-7

Referenzen in Gendatenbank: Stand 06/2005, auller BCL2 und BCL2L1: Stand 10/2008
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3.5.2.2 Klonierung der amplifizierten DNA-Fragmente

Fiir die Klonierung der PCR-Fragmente wurde das TOPO TA Cloning® Kit mit dem pCR®II-
TOPO-Vektor nach Anweisungen des Herstellers verwendet. Das Verfahren nutzt die Tatsa-
che, dass die Tag-Polymerase Template-unabhingig an das 3'Ende von PCR-Produkten ein
einzelnes Desoxyadenosin (A) anhingt. Der linearisierte pCR® II-TOPO Vektor besitzt an den
3' Enden einzelne 3' Desoxythymidin (T)-Uberhiinge. Die PCR-Fragmente werden durch die
Ligase-Aktivitdt von kovalent an das Vektor-Plasmid gebundener Topoisomerase-I direkt in

den Vektor ligiert.

Material und Gerite:

e TOPOTA Cloning® Kit (Kat-Nr. K4600-01, Invitrogen, Carlsbad, USA)

¢ Luria-Bertani (LB)-Medium: 10 g Pepton/Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl,, Aqua dest. auf
1000 ml, pH 7,0 mit 0,5 M NaOH, autoklavieren

e [B-Agar: 2,5 g Hefeextrakt, 5,0 g Pepton/Trypton, 2,5 g NaCl,, Aqua dest. auf 500 ml, pH 7,0
mit 0,5 M NaOH, Zugabe von 7,5 g Agar-Agar, autoklavieren, bei 60 °C fliissig halten

e 50 mg/ml Ampicillin (Kat.-Nr. A9393, Sigma, Taufkirchen, Deutschland) in Aqua dest.
e 50 mg/ml X-Gal (Kat.-Nr. 2315.2, Roth, Karlsruhe, Deutschland) in Dimethylformamid
e Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Die Ligation der PCR-Fragmente mit dem Plasmid-Vektor wurde in einem 6 ul Reaktionsan-
satz mit 10 ng Vektor-DNA und einem groBen Uberschuss des zu klonierenden DNA-
Fragments durchgefiihrt (Tab. 15). Nach vorsichtigem Mischen wurde der Ligationsansatz fiir

5 min bei RT inkubiert und anschlieend auf Eis gekiihlt.

Tabelle 15: Ligationsansatz

Reagenzien Volumen Endkonzentration
0,5 ng/ul PCR-Produkt 2ul lug
10 ng/ul pCR®II-TOPO Vektor 1 ul 10 ng

Salzlésung (1,2 M NaCl/0,06 MgCl,) | 1 ul
H,O 2 ul
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Fir die Transformation wurde ein 50 pl Aliquot chemisch kompetenter Escherichia coli
(E.coli)-Bakterien (Stamm: TOP10, im Kit enthalten) auf Eis aufgetaut, vorsichtig mit 2 pl
Ligationslosung gemischt und fiir 20 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz
fiir 30 sec bei 42 °C inkubiert, 5 min auf Eis gestellt und nach Zugabe von 250 ul S.0.C.-
Medium (im Kit enthalten) fiir 60 min bei 37 °C geschiittelt (200 rpm). Nach der Transforma-
tion wurden die Bakterien auf vorgewidrmte Agar-Platten mit 50 pg/ml Ampicillin und 50
pug/ml 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranosid (X-Gal) ausplattiert und fiir 20 - 24
h bei 37 °C inkubiert.

3.5.2.3 Selektion rekombinanter Bakterienklone

Mit der Transformation wurde der Plasmidvektor pCR®II—TOPO in den chemisch kompeten-
ten E.coli-Stamm TOP10 iibertragen. Da nur ein Bruchteil der Bakterien ein rekombiniertes

Plasmid aufnimmt, wurden die Bakterien in zwei Stufen selektiert:

e Selektion Plasmid-tragender Bakterienklone:

Nur Bakterienklone, die den Plasmidvektor aufgenommen haben, exprimieren das vom
Vektor kodierte Ampicillin-abbauende Enzym B-Lactamase und wachsen auf Ampicillin-

haltigen Agarplatten.
¢ Selektion von Klonen, die ein rekombiniertes Plasmid tragen:

Der Plasmid-Vektor enhilt ein lacZ-Reportergen, das fiir B-Galaktosidase kodiert. Dieses
Enzym hydrolysiert farbloses X-Gal zu Galaktose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl, das vom
Luftsauerstoff zum blauen Farbstoff 5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo oxidiert wird. Eine
erfolgreiche Insertion des PCR-Fragmentes in den Vektor unterbricht die fiir B-
Galaktosidase kodierende Sequenz. Das Enzym wird nicht mehr exprimiert und die Bakte-

rienkolonien bleiben in Anwesenheit von X-Gal farblos.

Einzelne, positive (farblose) Klone wurden steril entnommen und in 2 ml Luria-Bertani (LB)-

Medium mit 50 pg/ml Ampicillin auf einem Schiittler fiir 15 - 16 h bei 37 °C inkubiert.
3.5.2.4 Isolierung der Plasmid-DNA

Aus den Fliissigkulturen der rekombinanten Bakterienklone wurde durch alkalische Lyse
(Birnboim, 1983) die Plasmid-DNA isoliert. Dafiir wurde das QIAprep Spin Mini Kit (Qia-

gen, Hilden, Deutschland) nach Angaben des Herstellers verwendet.
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3.5.2.5 Photometrische Quantifizierung von DNA

DNA-Konzentrationen wurden spektrophotometrisch (GeneQuant®, Amersham Biosience,
Freiburg, Deutschland) iiber die Messung der Lichtabsorption (der optischen Dichte, OD) bei
einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt [Berechnung: Formel (1)]. Die Reinheit der DNA-

Préparation wurde iiber das Verhiltnis der OD bei 260 nm zur OD bei 280 nm bestimmt.

(1) Basp-pna (ug/ml) = OD (s260) X S0 (ug/ml)

Basp-ona = Konzentration doppelstringiger (ds) Plasmid (P)-DNA, Ein Absorptionwert OD 260y = 1,0
entspricht 50 ug dsDNA pro ml Losung bei einer Kiivettenschichtdicke von 10 mm.

3.5.2.6 Uberpriifung der klonierten DNA-Fragmente
Agarosegel-Elektrophorese

Fiir eine Uberpriifung der Qualitiit der Plasmid-DNA und die Sequenzierung der klonierten
Fragmente (siehe unten) wurden die isolierten Plasmide mit dem Restriktionsenzym XAol im
Vektorbereich geschnitten und linearisiert (Plasmid-Grofe ~ 4,0 kB). Um die Linge der klo-
nierten DNA-Fragmente (Fragment-Groen: 85 - 219 bp) zu iiberpriifen, wurden sie mit dem

Restriktionsenzym EcoRI aus dem Vektor geschnitten.

Material und Gerite:

e Agarose, Elektrophorese Grad (Kat.-Nr. 15510-027, Invitrogen,Karlsruhe, Deutschland)
6 x Ladepufter (Kat.-Nr. R0611, Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)
¢ 1 mg/ml Ethidiumbromid (Kat.-Nr. E8751, Sigma, Taufkirchen, Deutschland) in Aqua dest.

e 50 x TAE-Puffer: 242 g Tris, 57,1 ml Eisessig, 100 ml 0,5 M EDTA pH 8, auf 1000 ml mit Aqua
dest.

e pUC Mix Marker 8 (Kat.-Nr. SM0301, Fermentas)

e Lambda DNA/EcoRI + HindIlI-Marker (Kat.-Nr. SM0191, Fermentas)

e 10 IU/ul EcoRI (Kat.-Nr. ERO271, Fermentas)

e 10 IU/ul Xhol (Kat.-Nr. ER0691, Fermentas)

¢ Gel-Dokumentationssystem GelDoc2000™/Quantity one 4.2 Software (BioRad, Hercules, USA)

e BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA)
e Thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Jeweils 1ug Plasmid-DNA wurde mit EcoRI bzw. Xhol in getrennten Ansédtzen bei 37 °C in-
kubiert (Tabelle 16). Nach 90 min wurden die Reaktionen durch Inkubation fiir 10 min bei 65
°C (EcoRI) bzw. 80 °C (Xhol) beendet. Der gesamte (EcoRI) bzw. %5 (Xhol) Reaktionsansatz
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wurden mit 1/6 Volumen an Ladepuffer versetzt und auf ein 1,5-prozentiges Agarosegel mit
Ethidiumbromid aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte fiir 90 min bei 5 V/cm in 1 x TAE-
Puffer. Die Groflenbestimmung der DNA-Fragmente erfolgte unter UV-Licht mit Hilfe eines
DNA-Lingenstandards.

Tabelle 16: Reaktionsansatz fiir Plasmid-DNA-Spaltung

Reagenzien Volumen
10 IU/ul Enzym (EcoRI bzw. Xhol) 1 ul
Reaktionspuffer 2 ul
1 pg Plasmid-DNA x ul
H,0O auf 17 pl
Sequenzierung

Die klonierten DNA-Fragmente wurden nach dem von Sanger entwickelten Kettenabbruch-
Prinzip (Sanger et al., 1977) mit Hilfe des BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit
sequenziert. Sequenzierungs-Elektrophorese und Auswertung wurden kommerziell vom Se-
quenzierservice des Helmholtz-Zentrum Miinchen (Deutsches Forschungszentrum fiir Ge-

sundheit und Umwelt) durchgefiihrt.

Die Sequenzierreaktion entspricht einer PCR mit einem Primer, in der einer der beiden DNA-
Stringe abschnittsweise linear amplifiziert wird. Der Reaktionsansatz enthilt neben den fiir
die DNA-Synthese bendtigten Desoxynukleotiden (ANTPs) geringe Anteile fluoreszenzmar-
kierter 2',3'-Didesoxynukleotide (ddNTPs). Jedes der vier ddNTPs ist mit einem unterschied-
lichen Farbstoff markiert. Der zufillige Einbau eines ddNTP anstelle eines dNTP fiihrt auf-
grund der fehlenden 3'-OH-Gruppe zum Kettenabbruch. So erhédlt man ein Gemisch von
DNA-Molekiilen unterschiedlicher Linge, die in Abhingigkeit vom endstindigen Nukleotid
eine unterschiedliche Fluoreszenzmarkierung tragen. Die DNA-Molekiille werden durch
Elektrophorese nach ihrer Grofle aufgetrennt. Dabei kann aus der Abfolge der Fluoreszenz-

markierungen die Basensequenz abgelesen werden.

Es wurden beide Stringe der klonierten DNA-Fragmente sequenziert. Als Startpunkte fiir die
Sequenzierreaktion dienten die vektorspezifischen Primer M13 Reverse (CAG GAA ACA
GCT ATG AC) und 77 (ATT ATG CTG AGT GAT ATC CC), deren Bindungsstellen die Klo-
nierungsstelle flankieren. Die Sequenzierreaktionen wurden in 10 ul Ansédtzen mit jeweils 50

ng linearisierter Plasmid-DNA als Template (Tab. 17) in einem Block-Thermocycler durchge-
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fiihrt. Das PCR-Programm bestand aus einem initialen Zyklus mit 95 °C fiir 60 sec und 40
Zyklen mit der Abfolge: 5 sec 95 °C, 10 sec 50 °C und 240 sec 60 °C.

Tabelle 17: Reaktionsansatz fiir die DNA-Sequenzierung

Reagenzien Volumen
BigDye-Sequenzierpuffer 4 ul
BigDye-Reaktionsmix I ul
1 uM Primer 1 ul
25 ng/ul Plasmid-DNA 2 ul
H,O auf 10 pl

Die PCR-Produkte wurden durch Ethanolfillung aufgereinigt. Die Fillung der DNA erfolgte
nach Zugabe von 2,5 ul 125 mM EDTA und 30 ul 100 Prozent Ethanol auf Eis fiir 15 min.
Nach Zentrifugation bei 4 °C mit 11.900 rpm fiir 30 min wurde die pelletierte DNA mit 50 pl
70 Prozent Ethanol gewaschen und bei 11.900 rpm fiir 2 min abzentrifugiert. Das luftgetrock-
nete Pellet wurde in 30 ul Wasser gelost. Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden bis zur

Sequenzierungs-Elektrophorese bei -20 °C gelagert.
3.5.2.7 Konzentrationsbestimmung der DNA-Standards

Fiir jedes der analysierten Transkripte wurde eine Stammlosung des linearisierten Plasmid-
DNA-Standards mit einer definierten Konzentration von 10° Einzelstrang-Kopien pro ul her-
gestellt. Nach der Linearisierung der Plasmide mit X4ol wurde photometrisch die (Massen-)
Konzentration der doppelstriangigen DNA Bgspna bestimmt (siehe Kapitel 3.5.2.7). Aus der
Linge und der Sequenz von Vektor und Insert wurde die molare Masse des doppelstrangigen
Plasmids Mggp berechnet (Formel 2). Aus Bgspna und Mggp wurde die molare Konzentration
des doppelstringigen Plasmids Cgygp bestimmt (Formel 3). Daraus wurden die Anzahl der dop-
pelstringigen Plasmid-Kopien Nggp (Formel 4) und schlielich die Anzahl der Einzelstrang-
Kopien Ngsp (Formel 5) pro ul Losung berechnet.

(2) Mgep (g/mol) = (a +t) x (Ma + My) + (g + ¢) x (Mg + Mc) + 2 x Mon

Mg = molare Masse des doppelstringigen Plasmids (Vektor + Insert)
a, t, g, ¢ = Anzahl der Basen Adenin (A), Thymin (T), Guanin (G), Cytosin (C)

Ma, M, Mg, M = Molare Massen (g/mol) der monophosphorylierten Nukleotide (unter Beriicksich-
tigung der Phosphordiesterbindungen); M, = 313,21; Mt = 304,63; Mg = 329,21; M = 289,19;

Moy = Molare Masse (g/mol) der 3° OH-Gruppe; Moy = 17,01
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(3) Casp (mol/1) = Baspna (g/1) x Mgsp (g/mol)

(4) Nasp/pul = Cgsp (mol/l) x N (Molekiile/mol) x 10°
N4 = Avogadro-Konstante = 6,022 x 10 Teilchen/mol

(5) NssP/I-ll = NdsP/l.ll x2

Die Stammlosungen wurden in Aliquots bei -80 °C aufbewahrt. Bei der Erstellung einer Ver-
diinnungsreihe fiir eine gPCR-Standardkurve wurde die Stammlosung in sieben Stufen jeweils

1:10 mit Aqua dest. verdiinnt.
3.5.3 Vorbereitung der Proben
3.5.3.1 Gesamt-RNA-Isolierung

Fiir die RNA-Expressionsanalysen wurden Pools von 10 (in vitro) bzw. 5 (in vivo) Embryonen
verwendet. Diese wurden nach stereomikroskopischer Klassifizierung (siehe Kapitel 3.2) in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei - 80 °C gelagert. Zusétzlich wurden Pools von je
10 in vitro gereiften Eizellen mit analysiert. Nach 22 h Kultur im Maturationsmedium (siehe
Kapitel 3.1.1) wurden die Eizellen in 100 ul PBS/PVP durch wiederholtes Auf- und Abpipet-
tieren von den umgebenden Cumuluszellen getrennt, mehrmals mit PBS/PVP gewaschen und

nach kurzer Inkubation in Fliissig-Stickstoff bei - 80°C gelagert.

Beim Umgang mit RNA sind besondere Maflnahmen zu beachten, da ubiquitidr vorkommen-
den RNasen (Ribonucleasen) die RNA sehr schnell abbauen. Zur Minimierung von RNase-
Aktivitdten wurden alle Arbeitsschritte mit Handschuhen an einem separaten Arbeitsplatz mit
extra Pipettensatz durchgefiihrt. Es wurden RNase-freie Spitzen (ART®, Molecular BioPro-
ducts, San Diego, USA) und Reaktionsgefifle verwendet. Alle Losungen wurden mit steril
filtriertem Reinstwasser (Milli-Q Plus PF, Millipore, Cork, Irland) angesetzt. Die verwendeten
Losungen und Reagenzien wurden bei 4 °C aufbewahrt. Die Zentrifugationen erfolgten in

einer Kiihlzentrifuge (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bei 4 °C und 11.900 rpm.

Material:

e Chloroform (Kat.-Nr. 7331.1, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
e FEthanol p.a. (Kat.-Nr. 9065.1, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
e [sopropanol (Kat.-Nr. 1.096.341.000, Merck, Darmstadt, Deutschland)
e Glycogen (Kat.-Nr. 37-1810, Peqlab, Erlangen, Deutschland)

® TriZol® (Guanidin-Thiocyanat/Phenol-Losung, Kat.-Nr. 35-1020, Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland)
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Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte mittels Guanidin-Thiocyanat/Phenol/Chloroform-
Extraktion (Chomczynski and Sacchi, 1987). Die Proben wurden unmittelbar nach dem Auf-
tauen auf Eis mit 500 pl Trizol-Reagenz versetzt und 15 sec gevortext. Nach 10 min Inkuba-
tion bei Raumtemperatur (RT) wurde der Ansatz 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
mit 90 ul Chloroform versetzt, gevortext und fiir 10 min bei RT inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation fiir 15 min wurde die obere Phase in ein neues Reaktionsgefif} iiberfiihrt. Nach
Zugabe von 500 ul Isopropanol und 2 pl Glycogen wurde die RNA durch vorsichtiges Mi-
schen mit der Hand (5 - 6 x schwenken) prazipitiert. Der Féllungsansatz wurde nach 10 min
Inkubation bei RT durch Zentrifugation fiir 20 min sedimentiert. Die pelletierte RNA wurde
mit 500 ul 75 Prozent Ethanol gewaschen und abschliefend 5 min zentrifugiert. Das getrock-
nete RNA-Pellet wurde in 20,2 ul steril filtriertem Reinstwasser bei 55 °C fiir 5 - 10 min ge-

16st und bis zur Reversen Transkription (siehe Kapitel 3.5.3.3) auf Eis inkubiert.
3.5.3.2 Reproduzierbarkeit der RNA-Isolierung

Die Aussagekraft von RT-qPCR-Analysen hingt entscheidend von der Effizienz der RNA-
Isolierung und Reversen Transkription ab. In drei unabhingigen Versuchen an in vitro gereif-
ten Eizellen wurde das verwendete Verfahren iiberpriift. Die Proben wurden vor der Phasen-
trennung mit Chloroform mit einer definierten Menge einer externen Standard-RNA gemischt.
Nach der RNA-Isolierung (siehe Kapitel 3.5.3.1) und der Reversen Transkription (siehe Kapi-
tel 3.5.3.3) wurde die Anzahl der cDNA-Kopien der externen Standard-RNA mit Real-Time
qPCR bestimmt (sieche Kapitel 3.5.4). Die absolute Quantifizierung erfolgte iiber eine Stan-
dardkurve mit Hilfe eines rekombinanten Plasmid-DNA-Standards (siehe Kapitel 3.5.4.1).

Material und Gerite:

e Himoglobin a (HBA)-mRNA, Kaninchen (Kat.-Nr. R1253, Sigma, Taufkirchen, Deutschland):
Lyophilisat in Aqua dest. aufnehmen, mit TriZol auf 0,01 pg/ul verdiinnen, in 10 ul Aliquots bei
- 80 °C gelagert

e 100 uM HBA-Primer (Thermo Fisher, Ulm, Deutschland)

Pro Versuch wurden drei Pools von je 10 Eizellen gebildet. Die Gesamt-RNA wurde an unter-
schiedlichen Tagen aus den Eizell-Pools isoliert. Als externe Standard-RNA diente hochreine
Héamoglobin oo (HBA)-mRNA der Spezies Kaninchen (Acc.-ID: X04751). Fiir die verwende-
ten Primer (sense 5°GCA GCC ACG GTG GCG AGT AT 37 antisense 5’CAG GGC TTC
GGA CAC CTT C 3%) gibt es keine Target-Sequenzen beim Rind. Jede Eizellprobe wurde vor
der Zugabe von Chloroform mit 0,1 pg HBA-mRNA gemischt. Das entsprach 0,01 pg
HBA/Eizelle bzw. 32.100 HBA-Molekiilen/Eizelle. Aus dem Quotienten von in der qPCR
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nachgewiesenen Molekiilen eines 145 bp HBA-Fragmentes und der Anzahl eingesetzter
HBA-Molekiile wurde die Effizienz der RNA-Isolierung und Reversen Transkription ermittelt
[Formel (6)].

(6) E =Ngpcr /N

E = Effizienz
Ngrcr = Anzahl in gPCR detektierter Molekiile eines 145 bp HBA-Fragments
N = Anzahl Molekiile in 0,1 pg HBA-mRNA

3.5.3.3 Reverse Transkription in cDNA

Isolierte RNA wurde in komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben. Die Reverse Trans-
kriptase ist eine RNA-abhingige DNA-Polymerase, die einzelstringige RNA-Molekiile als
Matrize fiir die Synthese komplementirer DNA-Stringe verwendet. Als Startpunkte (Primer)
fiir die Reverse Transkriptase wurde ein Gemisch von Hexamer-Oligonukleotiden aller mog-

lichen Hexamer-Sequenzen [Random Hexamer-(RH)-Primer)] verwendet.

Material und Gerite:

e 1 IU/ul Desoxyribonuclease I (Kat.-Nr. ENO521, Fermentas, St. Leon-Roth, Deutschland)
¢ Random Hexamer (RH)-Primer (Kat.-Nr. 1353078, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

e dANTP-Mischung (Kat.-Nr. 0321, Solis BioDyne, 1artu, Estland): je 100 mM dATP, dCTP, dGTP,
dTTP

¢ Dithiotreitol (DTT; Kat.-Nr. YO0147, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
¢ Ribonuklease-Inhibitor, Rnase OUT™ (Kat.-Nr. 1363301, Invitrogen)
e 5x Transkriptionsspuffer (Kat.-Nr. YO0146, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

e 200 IU/ul Reverse Transkriptase SuperSkript™ II (Kat.-Nr. 18064-014, Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland)

e Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Fiir die Entfernung von Resten genomischer DNA wurde die Gesamt-RNA vor der Reversen
Transkription mit 0,5 ul Desoxyribonuclease (DNase) I (0,5 IU) und 2,3 pul DNase I-Puffer
versetzt. Nach Inkubation fiir 15 min bei 25 °C wurde die DNase I durch Zugabe von 2 ul 25
mM EDTA (2 mM Endkonzentration) und 10 min bei 65 °C inaktiviert.

Das Gesamt-RNA-Isolat jeder Probe wurde nach DNase-Behandlung in einem 50 pl Reakti-
onsvolumen in cDNA umgeschrieben. Das Reaktionsgemisch enthielt 0,15 pg/ul RH-Primer,
0,5 mM dNTP-Mix, 20 mM Dithiotreitol (DTT), 2 IU/ul RNase-Inhibitor (RNaseOUT), 1 x
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Transkriptionspuffer und 1,2 IU/ul Superscript II Reverse Transkriptase (Tab. 18). Die Rever-
se Transkription wurde nach 120 min bei 42 °C durch Inkubation bei 70 °C fiir 15 min been-

dete. Nach Abkiihlung auf Eis wurde die synthetisierte cDNA bei - 80 °C gelagert.

Tabelle 18: Reaktionsansatz fiir die Synthese von cDNA aus Gesamt-RNA

Reagenzien Volumen (ul) Endkonzentration/ul
RNA-L6sung* (nach DNase-Verdau) 25,0

3 ug/ul Random Hexamer (RH)-Primer 2,5 0,15 ug

10 mM dNTP-Mischung 2.5 0,5 mM

0,2 M Dithiotreitol (DTT) 5,0 0,02 M

40 IU/ul RNase-Inhibitor 2,5 21U

5x Trankriptionspuffer 10,0 Ix

200 IU/ul Superscript II Reverse Transkriptase | 0,3 1,2U0

H,O 2,2

gesamt 50,0

*aus Pools von 10 Eizellen bzw. in vitro Embryonen

3.5.4 Quantitative Real-Time RT-PCR (RT-qPCR)

Die qPCR-Analysen wurden mit einem ABI Prism Sequenz-Detektionssystem (SDS) 7000
(Applied Biosystems, USA) und der zugehorigen SDS-Software (Version 1.1) durchgefiihrt.
Als Reporterfarbstoff wurde SYBR Green 1 verwendet, der gebunden an doppelstringige
DNA ein Absorptionsmaximum bei 494 nm und Emissionsmaximum bei 521 nm besitzt. Am
Ende von jedem PCR-Zyklus wurde die Fluoreszenzemission im Bereich von 500 - 600 nm
gemessen. Aufgrund der direkten Proportionalitit zwischen gemessener Fluoreszenz und
DNA-Konzentration kann iiber einen Fluoreszenz-Anstieg im Verlauf der PCR-Zyklen auf die

Ausgangsmenge an Template geschlossen werden.
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Material und Gerite:

¢ 10 x Reaktionspuffer B (Solis Biodyne, Tartu, Estland)

e 25 mM Magnesiumchlorid (Solis Biodyne, Tartu, Estland)

e dNTP-Mischung (Solis Biodyne): je 100 mM dATP, dCTP, dGTP, dUTP
e 100 uM Primer (Thermo Fisher, Ulm, Deutschland).

e 5 IU/ul HotFire TagPolymerase (Solis BioDyne, Tartu, Estland)

e 10.000 x SYBR Green I Stammlosung (Kat.-Nr. S-7567, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
1:1.000 Verdiinnung in 10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA pH 8,0; bei - 20 °C lichtgeschiitzt
lagern

¢ ROX-Referenz-Farbstoff (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

e Uracil-N-Glykosylase(Kat.-Nr. ENO362, Fermentas, St. Leon-Roth, Deutschland)
e Thermo-Fast 96-Lochplatten (Kat.Nr. 82-1100A, Peqglab, Erlangen, Deutschland)
e PCR-Abdeckfolien (Kat.-Nr. 4311971, Applied Biosystems, Foster City, USA)

e Zentrifuge Rotanda 96 (Hettich, Tuttlingen, Deutschland)

Alle Proben wurden in Triplikaten mittels Real-Time qPCR analysiert. Zur Vermeidung von
Kontaminationen mit Amplifikationsprodukten vorangegangener PCR-Reaktionen (,carry
over® Kontaminationen) wurde anstelle von Desoxy-Thymidin-Triphosphat (dTTP) Desoxy-
Uracil-Triphosphat (dUTP) zusammen mit dem Enzym Uracil-N-Glykosylase (UNG) einge-
setzt, das kontaminierende, dUTP-enthaltende PCR-Produkte abbaut.

Ein 25 ul Reaktionsansatz enthielt: 1ul cDNA (entsprechend der cDNA-Menge von 1/10 Em-
bryo bzw. 0,1 Embryo-Aquivalent) bzw. 2 ul des Transkript-spezifischen DNA-Standards (je
nach Verdiinnungsstufe 2 x 10° - 20 Einzelstrang-Kopien, siehe Kapitel 3.5.2.7) als Template,
eine 1:500.000 Verdiinnung von SYBR Green I Stammlosung, 0,5 uM ROX-Referenz-
farbstoff, 1 x Reaktionspuffer B, 0,2 mM dNTPs, 4 mM Magnesiumchlorid, 0,01 TU/ul Ura-
cil-N-Glykosylase, 0,3 uM Primer (sense und antisense) und 0,04 1U/ul HotFire Taqg-Poly-
merase (Tab. 19).

Die einzelnen PCR-Komponenten wurden ohne Template zu einem PCR-Mastermix zusam-
men pipettiert. Davon wurde das entsprechende Volumen zum Template gegeben. Die Proben
wurden in eine 96-Lochplatte pipettiert. Diese wurde mit Folie verschlossen und fiir 30 sec
mit 400 rpm zentrifugiert. Uracil-N-Glykosylase (UNG) wurde vor den Amplifikationszyklen
bei 50 °C fiir 5 min aktiviert und durch eine initiale Denaturierung bei 95 °C fiir 15 min wie-

der vollstindig inaktiviert. AnschlieBend wurden 40 Amplifikationszyklen mit 15 sec bei 95
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°C und 60 sec bei 60 °C durchgefiihrt. Nach Beendigung der Reaktion wurden die PCR-
Platten bei -20 °C aufbewahrt.

Zum Ausschlul von Kontaminationen im PCR-Mastermix wurden Negativkontrollen mit
Wasser anstelle von Template (non-template control, NTC) mitgefiihrt. Aufgrund der mRNA-
Spezifitit der verwendeten Primer wurde auf minus RT-Proben (RNA-Proben ohne Reverse

Transkription) verzichtet.

Tabelle 19: Reaktionsansatz fiir die gPCR-Analysen

Reagenzien Volumen (ul) Endkonzentration/ul
10 x Reaktionspuffer B 2.5 1x

2 mM dNTPs 2,5 0,2 mM
25 mM MgCl, 4,0 4,0 mM
5 uM Primer se 1,5 0,3 uM
5 uM Primer as 1,5 0,3 uM
1 TU/ul Uracil-N-Glykosylase 0,25 0,01 U
10 x SYBR Green I 0,5 0,2x
25 uM ROX 0,5 0,5 UM
5 1U/ul HotFire TagPolymerase | 0,2 0,04 U
H,O 10,55

cDNA 1,0

Gesamtvolumen 25,0

3.5.4.1 Transkript-Quantifizierung

Die Analyse der qPCR-Reaktion erfolgte mit der SDS-Software Version 1.1. Die gemessene
SYBR Green Fluoreszenz (Rs) wurde iiber einen mitgefiithrten passiven Referenzfarbstoff
(ROX, Anregungs-und Emissionsmaximum: 578 bzw. 603 nm) normalisiert (Formel 7). An-
schlieBend wurde die Basislinie definiert, welche der Hintergrund-Fluoreszenz der ersten
PCR-Zyklen entspricht. Hier gemessene Reporter-Fluoreszenzen lassen sich nicht eindeutig
von einer vorhandenen Hintergrund-Fluoreszenz abgrenzen. In der Regel wurden die PCR-
Zyklen 3 - 15 fiir die Berechnung der Hintergrund-Fluoreszenz verwendet (Abb. 12). Fiir
hoch-abundante Targets wie die 18S rRNA, deren Amplifikation oftmals schon in fritheren

PCR-Zyklen zu einem signifikanten Fluoreszenz-Anstieg fiihrte, wurde das Ende der Basis-
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linie 1 - 2 PCR-Zyklen vor Beginn der ersten messbaren Amplifikation gelegt. Das normali-
sierte Fluoreszenz-Signal (Rs,) wurde um die Hintergrund-Fluoreszenz der Basislinie korri-

giert (Formel 8).
(7) RS,n = Rs / RRox

(8) A RS,n = RS,n - RBasislinie

Nach der Basislinie wurde der Schwellenwert (threshold, T) definiert. Er wurde in die expo-
nentielle Phase der qPCR-Reaktion gelegt und entsprach einem A Rg_,-Wert von 0,2 (Abb. 12,
griine Linie). Der ermittelte CT (threshold cycle)-Wert entsprach dem PCR-Zyklus, in dem
der A Rs_,-Wert den Schwellenwert iiberschritt.
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Abbildung 12: Amplifikationsgraphiken des BAX-spezifischen DNA-Standards

Darstellung des normalisierten Fluoreszenzwertes A Rg , auf der y-Achse und der 40 PCR-Zyklen auf
der x-Achse. Kopienzahl des DNA-Standards: @ - 2x 10%, 6 -2x 10, ¢-2x 10", d-2x 10°, e - 2 x
102, f-20 (ABI Prism 7000, Software Version 1.1).

Die mittels qPCR bestimmten CT-Werte der seriellen Verdiinnungen von Transkript-
spezifischen DNA-Standards wurden fiir die Generierung der Standardgeraden verwendet
(Abb. 13). Fiir die Berechnung der Kopienzahl der Transkript-spezifischen Fragmente wurde
der CT-Wert der Probe sowie der y-Achsenabschnitt und die Steigung der Standardgerade in
Formel (9) eingesetzt. Dabei war zu beachten, dass die zu bestimmende Kopienzahl in der

Probe in dem vom Standard abgedeckten Kopienbereich lag.
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(9) Kopienzahl = 10 [(CT-Wert) / Steigung]

Die ermittelte Kopienzahl wurde mit dem Faktor 10 multipliziert, da in eine JqPCR-Reaktion
die cDNA-Menge entsprechend 1/10 Embryo (0,1 Embryo-Aquivalent) als Template einge-
setzt wurde (siehe Kapitel 3.5.4).

40
y = -1,5138Ln(x) + 37,519
R =0,0004
30
i
v
E. 20
[—.
U
10 -
u L L L] L L] T 1
1 10 100 1.000 10.000  100.000 1.000.000 10.000.000

Log Kopienzahl

Abbildung 13: Standardgerade fiir die absolute Quantifizierung BAX-spezifischer Transkripte

Die Cr-Werte der seriellen Verdiinnungsstufen des BAX-DNA-Standards sind auf der y-Achse, die
zugehorigen Konzentrationen (Kopienzahl) logarithmisch auf der x-Achse aufgetragen.

Aus den Kopienzahlen der Triplikate einer Probe wurde die mittlere Kopienzahl bestimmt.
Extreme Einzelwerte (Ausreisser) mit mehr als 10-facher Abweichung wurden ausgeschlos-
sen. Die Kopienzahlen von 3 unabhiéngigen Versuchen wurden zur mittleren Kopienzahl zu-

sammengefasst.
Analyse von Schmelzprodukten

Die entstandenen Amplifikationsprodukte wurden iiber die Schmelzkurven von SYBR-Green
I untersucht. SYBR-Green I bindet unspezifisch an doppelstringige DNA. Mit der Schmelz-
kurvenanalyse wurde das Auftreten von (unerwiinschten) Primer-DNA-Hybridisierungen in
der qPCR-Reaktion iiberpriift. Spezifische Amplikons schmelzen in der Regel bei héheren

Temperaturen als Primer-Dimere (Abb. 14).

Nach Ablauf der gPCR-Reaktion wurden die Amplifikate in einem Dissoziationsprotokoll in

20 min von 60 °C auf 90 °C erhitzt und dabei die emittierte Fluoreszenz gemessen. Die
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Schmelztemperatur ist gekennzeichnet durch eine maximale Abnahme des Fluoreszenz-

Signals aufgrund einer Spaltung der DNA-Doppelstringe in Einzelstringe.

A Dissociation Cure B 024 ===

Amplikons

plikons

e — * -

R 2 W
Non Template Control (NTC) Non Template Control (NTC)

80 66 70 75 £ as 90 8 0 85 70 75 B0 85

Tempsrature {C) Temperalure (C1

Abbildung 14: Dissoziationskurven des BAX-Amplikons

Die amplifizierten PCR-Produkte wurden im Anschluss an qPCR-Reaktion aufgeschmolzen. (A) Dar-
stellung der Abnahme der Fluoreszenz (Raw, y-Achse) bei Erhohung der Temperatur von 60 °C auf 90
°C (x-Achse). (B) Darstellung der Fluoreszenz-Anderung (dF) als Funktion der Temperatur (Derivate,-
dF/dT). Primer-Dimere in der Negativkontrolle (non template control, NTC) haben eine niedrigere
Schmelztemperatur (77 °C) als das BAX-Amplikon (86 °C).

3.6 Bildverarbeitung

Bildtafeln und -montagen wurden mit der Software Adobe Photoshop Version CS2 angefer-

tigt.
3.7 Statistische und graphische Auswertung

Die Auswertung und graphische Darstellung der Daten erfolgte mit Microsoft Exel 2003 und
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) Version 16.0 und 17.

Zum Vergleich von Mittelwerten unabhéngiger Proben wurde der Student’s T-Test bzw. der
Mann-Whitney-U-Test eingesetzt. Unterschiede mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von P <

0,05 wurden als signifikant, von P < 0,005 als hoch-signifikant angesehen.
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4 ERGEBNISSE

4.1 In vitro Fertilisation und Embryokultur

Fir die Herstellung von Rinderembryonen wurden Cumulus-Eizell-Komplexe (cumulus-
oocyte-complexes, COCs) aus insgesamt 1.255 Ovarien geschlachteter Rinder isoliert (siche
Tab. 36, Anhang). Eine Gesamtzahl von 4.606 in vitro gereiften und in vitro fertilisierten Ei-
zellen wurde nach dem Entfernen der Cumuluszellen fiir 3, 4, 5, 6 bzw. 7 Tage in vitro kulti-
viert. Insgesamt wurden 17 unabhéngige in vitro Fertilisationen durchgefiihrt, mindestens drei
pro Untersuchungszeitpunkt (Tab. 20). Die Teilungsrate, d. h. der Anteil der befruchteten und
geteilten Eizellen an Tag 3, betrug 88 + 5 Prozent (Mittelwert + SD von 17 Experimenten),
die Blastozystenrate 25 + 7 Prozent an Tag 6 (3 Experimente) und 37 = 5 Prozent an Tag 7 (4

Experimente).

Tabelle 20: In vitro Produktion boviner Embryonen

Zeitpunkt Experimente Eizellen® Teilungsrate®  Blastozystenrate”
Tag (h) *

3(72) 3 514 807

4 ( 96) 3 843 90 +4

5 (120) 4 1.244 90+2

6 (144) 3 1.006 88+3 257

7 (168) 4 999 0+1 37+5

gesamt 17 4.606 88 +5 32+6

*nach Zugabe der Spermien zu den in vitro maturierten Cumulus-Eizell-Komplexen (COCs, LE.T.S.-
Klassen 1 und 2); “potentiell befruchtete Eizellen fiir die in vitro Kultur; "Prozent befruchtete und ge-
teilte Eizellen an Tag 3; "Prozent Blastozysten an Tag 6 und 7; Mittelwert + Standardabweichung

Nach Beendigung der in vitro Kultur wurden die Embryonen von einem erfahrenen Untersu-
cher unter dem Stereomikroskop nach ihrem Entwicklungsstand klassifiziert und selektiert.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 21 zusammengefalt. An jedem Untersuchungszeitpunkt wur-
den nur die Embryonen analysiert, die eines der im Vorfeld definierten Entwicklungsstadien
erreicht hatten (siehe Kapitel 3.2). Die stereomikroskopische Klassifizierung und Selektion
der Embryonen wurde photographisch dokumentiert. Abbildung 15 zeigt exemplarisch fiir
jedes der insgesamt 15 Entwicklungsstadien von Tag 3 bis 7 die stereomikroskopische Auf-
nahme eines Pools von 10 Embryonen. Unbefruchtete Eizellen (unfertilized oocytes, UFOs)
bzw. nicht geteilte Zygoten, erheblich entwicklungsverzogerte Embryonen und bereits dege-

nerierte Embryonen wurden nicht weitergehend analysiert.
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Tabelle 21: Stereomikroskopische Klassifizierung boviner in vitro Embryonen

Zeitpunkt, Tag (h)* Stereomikroskopische Klassifizierung Embryonen/Eizellen® (%)

3(72) UFOs 109 (21)
2 -7 Zellen 171 (33)
8 - 12 Zellen 162 (32)
> 12 Zellen 72 (14)
gesamt 514
4 ( 96) UFOs 83 (10)
degeneriert 147 (17)
6 - 12 Zellen 222 (26)
13 - 20 Zellen 243 (29)
> 20 Zellen 148 (18)
gesamt 843
5 (120) UFOs 132 (11)
degeneriert 429 (34)
16 - 20 Zellen 274 (22)
nicht-kompaktierte Morula 366 (29)
kompaktierte Morula 47 4)
gesamt 1.248
6 (144) UFOs 119 (12)
degeneriert 425 (42)
kompaktierte Morula 209 (21)
frithe Blastozyste 166 (17)
nicht-expandierte Blastozyste 87 (9)
gesamt 1.006
7 (168) UFOs 89 (9)
degeneriert 550 (55)
nicht-expandierte Blastozyste 139 (14)
expandierte Blastozyste 154 (15)
schliipfende Blastozyste 67 (7)
gesamt 999

*nach Zugabe der Spermien zu den in vifro maturierten Cumulus-Eizell-Komplexen (COCs); “Anzahl
(Anteil) Embryonen/Eizellen aus drei (Tag 3, 4, 6) bzw. vier (Tag 5, 7) biologischen Replikaten; UFOs
- unbefruchtete Eizellen (unfertilized oocytes)
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Abbildung 15: Stereomikroskopische Klassifizierung von Rinderembryonen

Die in vitro fertilisierten und kultivierten Embryonen wurden in 15 vordefinierte Entwicklungsstadien
von Tag 3 bis 7 nach IVF selektiert.
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4.2 Gewinnung von in vivo Embryonen

Fiir eine Beurteilung der Relevanz der Ergebnisse an in vitro Embryonen wurden parallel in
vivo Embryonen analysiert. Fiir die Gewinnung von in vivo Embryonen wurden zwei unab-
hingige Versuche mit 10 Spendertieren durchgefiihrt. Die Zyklus-synchronisierten Spender-
tiere wurden hormonell zur Reifung und Ovulation multipler Eizellen stimuliert (Superovu-
lation). Zur Befruchtung der in vivo gereiften und ovulierten Eizellen wurden die Spendertiere
0, 15 und 24 h nach Induktion der Ovulation kiinstlich besamt (artificial insemination, Al).
Sieben Tage (159 h) nach der dritten AI wurden die Embryonen nicht-invasiv durch Spiilen
der Uterushorner gewonnen. Der Entwicklungsstand der Embryonen wurde von einem er-
fahrenen Untersucher unter dem Stereomikroskop morphologisch beurteilt. Die Ergebnisse
der Klassifizierung sind in Tabelle 22 zusammengefa3t. Insgesamt wurden 218 in vivo Emb-
ryonen und Eizellen gewonnen. 53 kompaktierte Morulae und 78 noch nicht geschliipfte
Blastozysten wurden als Embryotransfer-tauglich klassifiziert und fiir die Analysen mittels
CLSM, TEM und RT-gPCR-Analysen ausgewdhlt. Pro Spendertier und Versuch wurden im
Mittel 6,5 + 1,4 (MW = SD) Transfer-taugliche Embryonen gewonnen (Tab. 37, Anhang).
Unbefruchtete Eizellen (unfertilized oocytes, UFOs) bzw. nicht geteilte Zygoten, erheblich
entwicklungsverzogerte Embryonen und bereits deutlich degenerierte Embryonen wurden

nicht weitergehend analysiert.

Tabelle 22: Gewinnung boviner in vivo Embryonen

Zeitspanne nach AI  Stereomikroskopische Klassifizierung Embryonen/Eizellen (%)°
Tag (h)*
6-7 UFOs 56 (25)
(159/168/183) degeneriert 31 (15)
kompaktierte Morula/frithe Blastozyste 53 (25)
nicht-expandierte/expandierte Blastozysten 78 (35)
gesamt 218

*nach 3-maliger kiinstlicher Besamung (artificial insemination, AI); “Anzahl (Anteil) Embryonen/Ei-
zellen aus 2 Versuchen mit 10 Spendertieren; UFOs - unbefruchtete Eizellen (unfertilized oocytes)
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4.3 Heterogene Entwicklung frither Embryonen
4.3.1 Zellzahlen und Zelluntergange

Fiir die Bestimmung der Zellzahlen und Zelluntergéinge wurden mittels konfokaler Lasers-
canning-Mikroskopie erzeugte 3-Kanal-Bildstapel (Transmission, DAPI, FITC) von optischen
Serienschnitten 3-dimensional préiparierter Embryonen analysiert. Die Transmissionsauf-
nahmen lieferten wichtige strukturelle Informationen iiber die allgemeine Embryo-Architektur
wie z. B. die GroBe und Form der einzelnen Blastomeren, intrazelluldre Vakuolen, zytoplas-

matische Abgrenzungen und interzelluldre Hohlrdume.

Die Zellzahl pro Embryo wurde iiber die Anzahl der DAPI-gefirbten Zellkerne und mi-
totischen Figuren bestimmt. Das Auftreten mehrkerniger Zellen wurde vernachléssigt. Kon-
densierte, fragmentierte und degradierte Zellkerne sowie Reste mitotischer Figuren wurden
als Zellunterginge gewertet. Zusitzlich wurde das Auftreten von DNA-Fragmentation, ein
Indiz fiir Apoptose, in situ mit dem TUNEL-Test (siehe Kapitel 3.3.2) sichtbar gemacht. Die
Auswertung der TUNEL-Bilder (FITC) erfolgte im direkten Vergleich mit den DAPI-Bildern.

In Abbildung 16 ist stellvertretend fiir die 15 stereomikroskopisch definierten Entwicklungs-
stadien von Tag 3 bis 7 jeweils ein repriasentativer Embryo dargestellt. Die Abbildungen zei-
gen jeweils alle DAPI-gefirbten Zellkerne eines Embryos in einer Maximum-Intensitéits-Z-

Projektion.
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Abbildung 16: Prototypen der stereomikroskopisch definierten 15 Entwicklungsstadien von Tag
3 bis 7 nach IVF

Darstellung jeweils aller DAPI-gefdrbten Zellkerne eines Embryos in einer in einer Maximum-
Intensitéts-Z-Projektion.
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4.3.1.1 Der Nachweis von Zelluntergdngen

In Tabelle 23 sind die Ergebnisse der morphologischen Untersuchung an mehr als 25.000
Zellkernen zusammengefasst. Uber die DAPI-Firbung wurden insgesamt 2.399 Zellkerne mit
morphologischen Kennzeichen von programmiertem Zelltod identifziert. 67 Prozent der
DAPI-positiven Zelluntergange waren im TUNEL negativ. Das Problem bei der Auswertung
von TUNEL war, dass hochkondensierte bzw. fragmentierte Zellkerne entweder negativ,
schwach oder intensiv TUNEL gefirbt waren. Gleichzeitig waren morphologisch intakte Zell-
kerne schwach bis deutlich TUNEL geféarbt (Abb. 17). Es war nicht moéglich, einfache und
konsistente Kriterien zu finden, um eine schwache, aber spezifische TUNEL-Fluoreszenz
morphologisch intakter Zellkerne und mitotischer Figuren von unspezifischer Hintergrund-
Fluoreszenz zu trennen. Die Quantifizierung von Zelluntergidngen wurde deshalb allein durch

die morphologische Analyse der DAPI-Bildstapel durchgefiihrt.

Tabelle 23: Zellunterginge nach DNA-Farbung mit DAPI und TUNEL

Zeitpunkt Zellzahl untergehende/tote Zellen
Tag (h)* gesamt DAPI (D+) TUNEL(T+)  D+/T- (%)°
3 (72h) 864 88 38 57
4 (96h) 1.378 147 46 69
5 (120h) 2.346 208 78 62
6 (144h) 8.197 567 216 62
7 (168h) 12.321 1.389 412 70
gesamt” 25.106 2.399 790 67

*nach Zugabe der Spermien zu den in vitro maturierten Cumulus-Eizell-Komplexen (COCs); “Summe
bzw. Mittelwert; (D+) DAPI-positiv: Zellen mit kondensierten, fragmentierten und degradierten Zell-
kernen; (T+) TUNEL-positive Zellen (mit DNA-Fragmentierung), die gleichzeitig DAPI-positiv wa-
ren; “Anteil der DAPI-positiven (D+) Zelluntergéinge, die TUNEL negativ (T-) waren. Abkiirzung:
TUNEL - terminal deoxynucleotidyl-transferase (TdT) mediated dUTP nick end labeling
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Abbildung 17: Nachweis von Zelluntergingen nach DNA-Fiarbung mit DAPI und TUNEL

DNA-Firbung (DAPI, weil}), DNA-Fragmentierung (TUNEL, griin). (a und c¢) Tag 3 IVF-Embryonen
und (b) Tag 5 IVF-Embryo (Z-Projektionen). Im DAPI positive Zellunterginge mit kondensiertem
bzw. fragmentiertem Chromatin waren negativ (aa”: Viereck), schwach positiv (bb™: Pfeile) bzw. inten-
siv (aa’: Pfeil) TUNEL gefirbt. Mitotische Figuren (bb™: Kreis) und Spermien (aa™: Stern) waren hiu-
fig TUNEL positiv. Morphologisch intakte Zellkerne waren teilweise schwach bis deutlich TUNEL
positiv (cc”). Abkiirzung: TUNEL - terminal deoxynucleotidyl-transferase (TdT) mediated dUTP nick
end labelling
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4.3.1.2 Zellzahlen und Zelluntergdnge von Tag 3 bis 7 in vitro

Die in vitro Maturation, Fertilisation und Embryo-Kultur wurden unter strikt standardisierten
und fiir alle Experimente identischen Bedingungen durchgefiihrt. Die Embryonen eines
Kulturansatzes waren aber zu jedem Untersuchungszeitpunkt extrem heterogen. Deshalb wur-
den die Embryonen von einem erfahrenen Untersucher unter dem Stereomikroskop morpho-
logisch hinsichtlich ihres Entwicklungsstandes beurteilt und in definierte Entwicklungsstadien
pro Untersuchungszeitpunkt vorselektiert (sieche Kapitel 3.2). Insgesamt wurden so 15 Ent-

wicklungsstadien von Tag 3 bis 7 nach IVF unterschieden.

Die Heterogenitit der Embryonen war aber auch innerhalb der einzelnen, stereomikros-
kopisch definierten Entwicklungsstadien sehr grof3 - sowohl hinsichtlich der Zellzahl als auch
hinsichtlich der Anzahl an Zelluntergéingen. Das zeigt die Schwierigkeiten auch fiir erfahrene
Untersucher, den Entwicklungsstand und insbesondere die Zellzahl mit dem Stereomikroskop

richtig abzuschitzen.

Die heterogene Entwicklung der Zellzahl von Tag 3 bis 7 mit den 15 stereomikroskopisch
definierten Entwicklungsstadien ist in Abbildung 18 dargestellt. Die Embryonen sind charak-
terisiert durch eine enorme Variabilitidt der Zellzahlen an allen Untersuchungszeitpunkten und
in allen Kulturansitzen, auch bei gleicher stereomikroskopischer Klassifizierung (Abb. 18 A).
Ein reprisentatives Beispiel fiir die groBe Heterogenitit der Entwicklung innerhalb eines
Kulturansatzes ist in Abbildung 18 B gezeigt. Die DAPI-gefidrbten Zellkerne und Mitosefigu-
ren von zwei Tag 5 IVF-Embryonen sind durch eine Maximum-Intensitits-Projektion konfo-
kaler Serienschnitte in einer Ebene dargestellt. Der obere Embryo wurde stereomikroskopisch
als entwicklungsverzogert eingestuft und enthielt nur 15 intakte Zellkerne unterschiedlicher
Grofle. Der untere Embryo wurde stereomikroskopisch als fiir diesen Zeitpunkt weit entwi-

ckelt eingestuft und enthielt 48 Zellkerne verhéltnismifBig einheitlicher GroBe.

Das Auftreten von Zelluntergédngen an Tag 3 bis 7 mit den 15 stereomikroskopisch definierten
Entwicklungsstadien ist in Abbildung 19 dargestellt. Die am weitesten entwickelten Embryo-
nen enthielten an Tag 3 bis 5 die wenigsten, an Tag 7 dann die meisten untergehenden/toten
Zellen (Abb. 19 A). Der Anteil der Embryonen mit mindestens einer untergehenden/toten Zel-
le stieg von Tag 3 bis 7 auf 100 Prozent. Dabei enthielten an Tag 3 bis 5 deutlich mehr Emb-

ryonen mit verzogerter Entwicklung mindestens eine untergehende/tote Zelle (Abb. 19 B).
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Die detailierten Zellzahlen und Zellunterginge der Rinderembryonen aus den 15 stereo-
mikroskopisch unterschiedenen Entwicklungsstadien von Tag 3 bis 7 sind in den Tabellen 24

und 25 aufgefiihrt.

An Tag 3 schwankte die Zellzahl zwischen 2 und 21 Zellen pro Embryo, der Median betrug
10 Zellen. Dabei wurde in 48 Prozent der Embryonen mindestens eine untergehende/tote Zel-
le identifiziert. Tag 4 IVF-Embryonen enthielten im Median 16 Zellen bei einer Spannweite
von 5 bis 35 Zellen. Die Zellzahl kompaktierter Morulae an Tag 5 schwankte von 14 bis 79
Zellen mit einem Median von 41 und einem Mittelwert (MW) von 47 (Standardabweichung,
SD: 19). Von Tag 3 bis 6 stieg der Prozentsatz der Embryonen mit mindestens einer unterge-
henden/toten Zelle von 48 Prozent auf 92 Prozent. An Tag 7 variierte die Zellzahl in Blasto-
zysten zwischen 49 und 288 Zellen, wihrend der Median bei 159 Zellen lag (Tab. 24). Alle
untersuchten Tag 7 Blastozysten wiesen mindestens eine untergehende/tote Zelle auf. Interes-
santerweise wurde dabei in den schliipfenden Blastozysten die hochste Zahl von Zellunter-

gingen beobachtet.
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Abbildung 18: Heterogene Entwicklung der Zellzahl innerhalb der 15 verschiedenen Entwick-
lungsstadien von Tag 3 bis 7 in vitro

(A) Heterogener Anstieg der Zellzahl: An allen Untersuchungszeitpunkten und in allen Kulturansitzen
ist die Zellzahl pro Embryo sehr variabel, auch bei gleicher stereomikroskopischer Klassifizierung.
Whisker-Boxplot-Diagramm: Median (Querstrich) und 25 bzw. 75 Perzentile (Box), 5 und 95 Perzen-
tile (Whisker).

(B) Reprisentatives Beispiel fiir die heterogene Entwicklung innerhalb eines Kulturansatzes: Die
DAPI-gefirbten Zellkerne und Mitosefiguren von zwei Tag 5 IVF-Embryonen sind durch eine Maxi-
mum-Intensitits-Projektion konfokaler Serienschnitte in einer Ebene dargestellt. Der obere Embryo
enthilt insgesamt nur 15 intakte Zellkerne unterschiedlicher Grofle und wird stereomikroskopisch als
entwicklungsverzdgert beurteilt. Der untere Embryo enthilt insgesamt 46 intakte Zellkerne vergleich-
barer GroBe und wird stereomikroskopisch als weit entwickelt beurteilt.

(A) Die stereomikroskopisch an den 5 Untersuchungszeitpunkten jeweils am weitesten entwickelten
Embryonen werden fiir die Generierung von entwicklungstypischen Abundanz-Profilen ausgewihlter
Apoptose-assoziiierter Transkripte verwendet (siehe Kapitel 3.5).
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Abbildung 19: Zellunterginge innerhalb der 15 verschiedenen Entwicklungsstadien von Tag 3
bis 7 in vitro

(A) Anstieg der Zellunterginge. Die am weitesten entwickelten Embryonen zeigen an Tag 3 bis 5 die
wenigsten, an Tag 7 dann die meisten untergehenden/toten Zellen. Whisker-Boxplot-Diagramm:
Median (Querstrich) und 25 bzw. 75 Perzentile (Box), 5 und 95 Perzentile (Whisker).

(B) Anstieg der Embryonen mit Zelluntergéngen. Der Anteil Embryonen mit mindestens einer unter-
gehenden/toten Zelle steigt von Tag 3 bis 7 auf 100 Prozent. Dabei enthalten mehr Embryonen mit
verzogerter Entwickung an Tag 3 bis 5 mindestens eine untergehende/tote Zelle.
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Tabelle 24: Zellzahlen und Zellunterginge in Tag 3 bis 7 Rinderembryonen in vitro

Zeitpunkt/ n* Anzahl Zellen®
Klassifizierung* total untergehend/tot Zelltod-Index (%)
Tag 3 (72 h)
2 -7 Zellen 27 7, T+3;  2-18 2; 2+£2; 0-10|25;33+26;0-88
8 - 12 Zellen 29 9, 9+2; 4-16 0; 1£1; 0-3 0; 5+9; 0-33
> 12 Zellen 26 14; 15+£3; 11-21 0, 1+1; 0-2 0; 3£5; 0-17
gesamt 82 10; 10+x4; 2-21 0; 1£2; 0-10| 0;14+21;0-86
Tag 4 (96 h)
6 - 12 Zellen 28 13; 12+£5; 5-24 2;2+2; 0-7 |17;24+£29;0-90
13 - 20 Zellen 30 17; 17+£5; 6-26 2;2+2; 0O- 12; 14 £16; 0 - 67
> 20 Zellen 25 20; 21+6; 12-35 0; 1£1; 0-5 0; 47, 0-36
gesamt 83 16; 16 +6; 5-35 1; 2+2; 0-7 7;15+23;0-90
Tag 5 (120 h)
6 - 20 Zellen 30 24; 27+15; 5-66 3, 4+4; 0-14]13;21+24;0-85
Morula 24 32; 35+17; 5-77 2; 3+4; 0-14| 4,15+£22;0-73
komp. Morula 15 51; 47+19; 14-79 1; 2+2; 0-9 2; 3+4; 0-13
gesamt 69 31; 34+18; 5-79 2;3+2; 0-14| 5;15+23;0-85
Tag 6 (144 h)
Morula 30 60; 69+34; 21-143 | 7; 7+£5; 0-17| 9;13+14;0-59
frithe Blastozyste | 29 89; 84 +32; 12-139 5;5+4;, 0-15| 7, 7+6; 0-27
Blastozyste"” 27 | 140; 131 £40; 59 -197 6; 8+x6; 0-24| 5; 6+5; 0-21
gesamt 86 | 91; 94+44; 12-197 | 6; 7+£5; 12-21| 6; 9+8; 0-59
Tag 7 (168 h)
Blastozyste"” 27 | 110; 120 £ 44; 54 -215 | 16;15+6; 4-30|12;13+6; 5-27
exp. Blastozyste 30 | 164; 169 £56; 49-284 | 16;17+8; 7-38|10;11+5; 3-25
schl. Blastozyste | 20 | 215;218 £39; 143 -288 | 24;23+10;7-45 | 11;11+4; 4-18
gesamt 77 | 159;162+60; 49-288 | 17;18+9; 4-45 | 11;12+5; 3-27

*Zeitpunkt nach Zugabe der Spermien zu den in vitro maturierten Cumulus-Eizell-Komplexen
(COCs), Klassifizierung der Embryonen unter dem Stereomikroskop; “Anzahl untersuchter Embryo-
nen; “Anzahl Zellen pro Embryo; Werte sind: Median; Mittelwert + Standardabweichung; Spannweite;
“nicht-expandiert; Abkiirzungen: komp. - kompaktiert; exp. - expandiert; schl. - schliipfend
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Tabelle 25: Anteil in vitro produzierter Rinderembryonen mit Zelluntergéingen

Zeitpunkt/ Anzahl Embryonen
Klassifizierung* total® mit mindestens einer untergehenden/toten Zelle (%)
Tag 3 (72 h)
2 -7 Zellen 27 21 (78)
8 - 12 Zellen 29 10 (34)
> 12 Zellen 26 9 (35)
gesamt 82 40 (48)
Tag 4 (96 h)
6 - 12 Zellen 28 19 (68)
13 - 20 Zellen 30 22 (73)
> 20 Zellen 25 11 (44)
gesamt 83 52 (62)
Tag 5 (120 h)
6 - 20 Zellen 30 26 (87)
Morula 24 17 (71)
kompaktierte Morula 15 8 (53)
gesamt 69 51 (74)
Tag 6 (144 h)
kompaktierte Morula 30 28 (93)
frithe Blastozyste 29 27 (93)
Blastozyste"” 27 24 (89)
gesamt 86 79 (92)
Tag 7 (168 h)
Blastozyste” 27 27 (100)
expandierte Blastozyste 30 30 (100)
schliipfende Blastozyste 20 20 (100)
gesamt 77 77 (100)

*Zeitpunkt nach Zugabe der Spermien zu den in vitro maturierten Cumulus-Eizell-Komplexen
(COCs), Klassifizierung der Embryonen unter dem Stereomikroskop; *Anzahl untersuchter Embryo-
nen; “nicht-expandiert
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4.3.1.3 Zellzahlen und Zelluntergdnge in Tag 6 und 7 Blastozysten in vitro

In Blastozysten wurden Zellen der inneren Zellmasse (ICM) und des Trophoblasten (TB) ge-
trennt ausgewertet. In vitro wurden nicht-expandierte Blastozysten an Tag 6 und 7 (144 und
168 h) nach Zugabe der Spermien zu den Eizellen beobachtet, expandierte und schliipfende
Blastozysten nur an Tag 7. Insgesamt wurden 104 Blastozysten in vier stereomikroskopisch
unterschiedenen Stadien analysiert. Die vier Blastozystenstadien wurden hinsichtlich der Ge-
samtzellzahl und Zellzahl in ICM und TB sowie hinsichtlich der Zelluntergiinge verglichen.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 26 dargestellt.

Die an Tag 6 nach IVF am weitesten entwickelten Embryonen hatten das Stadium der nicht-
expandierten Blastozyste erreicht. Sie besalen mehr Zellen und einen hoheren Anteil ICM-
Zellen im Vergleich zu nicht-expandierten Tag 7 Blastozysten. Gleichzeitig wurden in den
nicht-expandierten Tag 6 Blastozysten im Median weniger Zellunterginge (5 Prozent) beo-
bachtet als in den nicht-expandierten Tag 7 Blastozysten (12 Prozent). Der Anteil der unter-
gehenden/toten Zellen in der ICM betrug in nicht-expandierten Tag 6 Blastozysten im Median
6 Prozent und in nicht-expandierten Tag 7 Blastozysten 18 Prozent (Tab. 26). In nicht-
expandierten Tag 6 Blastozysten betrug die Zellzahl im Median 140, in schliipfenden Tag 7
Blastozysten im Median 217 Zellen (Tab. 26). Die hohere Zellzahl in den schliipfenden Tag 7
Blastozysten beruhte in erster Linie auf einer gréeren Zahl von Trophoblastzellen (Abb. 20).
In den expandierten und schliipfenden Tag 7 Blastozysten lag der Anteil untergehender/toter
Zellen in der ICM im Median bei 20 und 27 Prozent und war deutlich hoher als in den nicht-
expandierten Tag 6 Blastozysten mit 6 Prozent (Tab. 26). Gleichzeitig blieb die Zahl der in-
takten ICM-Zellen (Gesamtzellzahl minus untergehende/tote Zellen) konstant (Abb. 20). Sie
lag in den nicht-expandierten Tag 6 Blastozysten und in den schliipfenden Tag 7 Blastozysten
im Median bei 64 (Abb. 20). Dies konnte auf eine Regulation der Zellzahl der ICM durch
programmierten Zelltod hindeuten. Der Anteil untergehender/toter Zellen im TB blieb kon-

stant niedrig (Abb. 20, Tab. 26).

Der Vergleich von sich schnell entwickelnden Blastozysten an Tag 6 (nicht-expandiert) und

Tag 7 (schliipfend, Abb. 20) fiihrte zu folgenden Schlussfolgerungen:

1. Der Anstieg der Zellzahl beruht vor allem auf einer Zunahme der Trophoblastzellen.
2. Der Anstieg der Zellunterginge beschrénkt sich fast ausschlieBlich auf die ICM.

3. Die intakte Zellzahl in der ICM (Gesamtzellzahl minus untergehende/tote Zellen) bleibt

konstant.
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Tabelle 26: Zellzahlen und Zelluntergéinge in der inneren Zellmasse (ICM) und im Trophoblasten (TB) verschiedener Blastozystenstadien

Zeitpunkt/ Stereo- n Zellzahl® Zellunterginge"”
mikroskopische Zellzahl-Index (%) Zelltod-Index (%)
Klassifizierung*
total ICM TB total ICM TB
nicht-expandierte 27 140/ 131 £40 67/65+27 71771 20 6/8+6 3/5+4 3/3£3
Blastozyste (d 6) (59 - 197) (20 - 130) (40 - 120) (1-24) (1-15) (0-13)
47/46+9 53/54+9 5/6+5 6/9+9 4/6+%6
(26 - 62) (38 - 74) 0-21) (0 - 35) (0-23)
nicht-expandierte 27 | 110/120 +44 52/51+27 64 /70 + 24 16/15%6 10/10+6 5/5%4
Blastozyste (d 7) (54 - 215) (22 - 100) (34-117) (4 - 30) (1-24) (0-13)
41/41+10 59/59 + 10 12/12+6 18/21+13 7/8%7
(19 - 59) (41 - 81) (5-27) 0 -67) 0-27)
expandierte 30 | 164/169 +56 66 /73 +31 92 /98 +30 16/17+38 12/12+6 4/5%3
Blastozyste (d 7) (49 - 284) (20 - 139) (35-151) (7 - 38) (4 -24) (0-15)
42/42+38 58/59+8 10/11%5 20/20+ 10 415+4
(19 - 56) (44 - 81) (3-25) (4 - 40) (0 - 20)
schliipfende 20 | 217/210+44 86 /77 +22 123 / 140 + 37 24/25+9 22/21+8 5/4+3
Blastozyste (d 7) (119 - 288) (39 - 106) (98 - 228) (12 - 45) (8-37) (0-10)
39/36+9 61/64+9 11/12+4 27/28+12 4/3+%2
(16 - 46) (54 - 84) (4-18) (12 - 60) (0-8)

*Zeitpunkt nach Zugabe der Spermien zu den in vitro maturierten COCs, Klassifizierung der Embryonen unter dem Stereomikroskop; “pro Embryo; Werte: Median /

Mittelwert + Standardabweichung (Spannweite)
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Abbildung 20: Zellzahlen und Zelluntergiinge in nicht-expandierten Tag 6 Blastozysten und
schliipfenden Tag 7 Blastozysten in vitro

Die hohere Zellzahl in schliipfenden Tag 7 Blastozysten beruht in erster Linie auf einer Zunahme der
Trophoblastzellen (TB). Der Anstieg der Zelluntergiinge beschrinkt sich fast ausschlieBlich auf die
innere Zellmasse (ICM). Gleichzeitig bleibt die Zahl der intakten ICM-Zellen (Gesamtzellzahl minus
untergehende/tote Zellen) konstant. Whisker-Boxplot-Diagramme: Median (Querstrich) und 25 bzw.
75 Perzentile (Box), 5 und 95 Perzentile (Whisker). Abkiirzungen: Bl. - Blastozyste, schl. BI. - schliip-
fende Blastozyste
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4.3.1.4 Zellzahlen und Zelluntergénge in Morulae und Blastozysten in vitro

und in vivo

Fiir eine Beurteilung der Relevanz der Ergebnisse an in vitro Embryonen wurden parallel in
vivo Embryonen analysiert, die aus hormonell superovulierten Spendertieren 6 - 7 Tage (159 -
183 h) nach kiinstlicher Besamung nicht-invasiv durch Spiilen der Uterushorner gewonnen
wurden (siehe Kapitel 3.1.2). Zu diesem Zeitpunkt wurden Embryonen vom Stadium der
kompaktierten Morula bis zur expandierten Blastozyste isoliert, jedoch keine schliipfenden

Blastozysten.

In vivo entwickelte Morulae und Blastozysten wurden mit in vitro produzierten kompaktierten
Morulae und (nicht geschliipften) Blastozysten von Tag 6 (144 h) und 7 (168 h) verglichen -
hinsichtlich der Gesamtzellzahl und der Zellzahl in ICM und TB und hinsichtlich der aufge-
tretenen Zelluntergénge. Aufgrund der geringen Anzahl verfiigbarer in vivo Embryonen wur-

den die Entwicklungsstadien zusammengefasst zu:

1. Morulae: kompaktierte Morulae und beginnende (frithe) Blastozysten mit noch nicht klar

abgrenzbarer ICM.

2. Blastozysten: nicht-expandierte und expandierte Blastozysten

Die Zellzahlen und Zelluntergédnge der untersuchten Morulae und Blastozysten in vitro und in
vivo sind in Tabelle 27 zusammengefal3t. Die in vivo entwickelten Morulae und Blastozysten
waren ebenso heterogen wie die in vitro produzierten Embryonen - sowohl hinsichtlich der
Zellzahlen als auch hinsichtlich der Zahl von Zelluntergidngen. In den untersuchten in vitro
Morulae schwankte die Zellzahl von 22 bis 143 bei einem Median von 76, in vivo von 38 bis
173 bei einem Median von 117. Der Anteil untergehender/toter Zellen lag im Median bei 13
Prozent in vitro und bei 10 Prozent in vivo (Tab. 27). In den untersuchten Blastozysten
schwankte die Zellzahl in vitro von 38 bis 284 bei einem Median von 143 und in vivo von 87
bis 180 bei einem Median von 133. Blastozysten in vitro und in vivo zeigten eine hohe Inzi-
denz an Zelluntergdngen in der ICM: Der Anteil untergehender/toter Zellen in der ICM betrug

im Median 16 Prozent in vitro und 17 Prozent in vivo (Tab. 27).
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Tabelle 27: Zellzahlen und Zellunterginge in Morulae und Blastozysten in vitro und in vivo

Zeitpunkt/ n Zellzahl® Zellunterginge"”
Stereomikroskopische  Klassi- Zellzahl-Index (%) Zelltod-Index (%)
fizierung*
total ICM TB total ICM TB
Invitro (d 6 -7)
kompaktierte Morula/ 59 76176 +34 5/6+4
friihe Blastozyste (22 - 143) 0-17)
13/10£6
(0 - 38)
nicht-expandierte Blastozyste/ | 85 143 /142 £52 61/62+29 79 /80 29 13/13+£8 9/9+6 4/4+3
expandierte Blastozyste (38 - 284) (15 - 139) (23 -151) (0-38) (0-24) 0-9)
42/43+9 58/57+9 10/10+6 16/17+12 5/6+6
(19 - 62) (38 - 81) (0-27) (0-67) (0 - 26)
Invivo (d6-7)
kompaktierte Morula/ 31 1177111 £32 10/12+8
frithe Blastozyste (38-173) (0 -31)
10/10x11
(0-26)
nicht-expandierte Blastozyste/ | 19 133/ 131 £26 59/56+14 727175+ 18 13/14+£9 10/12£8 2/2%2
expandierte Blastozyste (87 - 180) (30-81) (51 -110) 0-34) (0-30) (0-15)
42 /43 +7 58/57+71 11/11x7 17/23£19 3/4+4
(28 - 58) 42-72) (1-26) 0-77) 0-17

*Zeitpunkt nach Zugabe der Spermien zu den in vitro maturierten COCs, Klassifizierung der Embryonen unter dem Stereomikroskop; “pro Embryo; Werte: Median /

Mittelwert + Standardabweichung, (Spannweite)
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4.3.2 Fruher Blastomeren-Arrest

Ein kritischer Faktor fiir den heterogenen Anstieg der Zellzahl ist vermutlich der Entwick-
lungsstop frither Blastomeren vor bzw. wihrend der Haupt-Genomaktivierung, die beim Rind
wihrend des vierten Zellzyklus separat in den einzelnen Blastomeren stattfindet (Memili et
al., 1998). In Abbildung 21 ist ein Tag 5 IVF-Embryo (120 h nach Zugabe der Spermien) dar-
gestellt, der mehrere, in ihrer Entwicklung arretierte Blastomeren enthilt. Diese kénnen iiber
die GroBle des Zytoplasmas im Durchlicht verschiedenen Generationen zugeordnet werden.
Auffillig sind die groen Zellkerne mit peripher kondensiertem Chromatin, das sich nur
schwach mit DAPI anférbt. Bei drei von diesen Kernen ist das Chromatin stark TUNEL posi-

tiv. Nur in einer Blastomere fanden weitere Zellteilungen statt.
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Abbildung 21: Heterogene Entwicklung von Zellen eines Tag 5 (120 h) IVF-Embryos

Entwicklungsstop frither Blastomeren vor bzw. wihrend der Hauptgenomaktivierung im Embryo
(Rind: 4. Zellzyklus). Auffillig sind die groBen Zellkerne mit peripher kondensiertem Chromatin
(Kreise), das sich nur schwach mit DAPI anfédrbt und teilweise TUNEL positiv ist. Nur in einer
Blastomere fanden weitere Zellteilungen statt. Pfeil: Polkdrper, TUNEL positiv. DNA-Firbung mit
DAPI (blau bzw. Grauwert) und TUNEL-Farbung (griin bzw. Grauwert); Z-Projektionen: 150 optische
Serienschnitte wurden in eine Ebene projiziert.

4.3.3 Entwicklung der KerngréBe in vitro

Ein charakteristisches Kennzeichen von entwicklungsverzogerten Embryonen mit einer fiir
den Entwicklungszeitpunkt niedrigen Zellzahl waren auffillige GroBenunterschiede von
DAPI-gefiarbten Zellkernen. Das gab AnlaB3, die Kerngr6en in Tag 3 - 7 IVF-Embryonen zu
messen. Wihrend ihrer Entwicklung zur Blastozyste teilt sich die Zygote in immer kleinere
Zellen. Dabei nimmt neben der Grofle des Zytoplasmas auch die Kerngroe erheblich ab.
Offensichtlich arretierte, frithe Blastomeren (erkennbar an der Groe des Zytoplasmas) ent-
hielten teilweise auffillig grole Zellkerne unterschiedlicher Morphologie. Die Kerngrofie
konnte somit neben bzw. mit morphologischen Merkmalen als Parameter zur Unterscheidung

der ersten Zellgenerationen im Embryo dienen.

Zur Vereinfachung wurde anstelle des Volumens die maximale Fliche der DAPI-gefirbten
Zellkerne im konfokalen Bildstapel als Mal} fiir die Kerngroe bestimmt (siehe Kapitel
3.3.7.2). An Tag 3 bis 5 wurden jeweils alle Zellkerne eines Embryos, an Tag 6 und 7 jeweils
25 - 30 zufillig ausgewihlte Zellkerne gemessen. In Tag 7 Blastozysten wurden Zellkerne von

ICM und Trophoblast getrennt analysiert.

In Tabelle 28 sind die mittleren Zellkerngroen von Embryonen an Tag 3 bis 7 nach IVF zu-
sammengefasst. An allen Untersuchungszeitpunkten waren die Kernflachen innerhalb eines
Embryos extrem heterogen. Mogliche Ursachen dafiir sind die asynchrone Teilung der
Blastomeren und der Entwicklungsstop einzelner Blastomeren in vielen Embryonen. Eine
signifikante Abnahme der Kernfliche wurde erstmals am Tag 5 gemessen. Die mittlere Kern-
fliche sank von 179 + 67 um?” (Standardabweichung, SD) an Tag 3 auf 146 + 50 um? (SD) an
Tag 5 und 118 + 29 um? an Tag 6 (Tab. 28). In Tag 7 Blastozysten war die mittlere Kernfliiche
von TB-Zellen mit 118 + 36 me im Vergleich zu Tag 6 unveridndert, in der ICM mit 98 + 27
pm2 (SD) jedoch signifikant kleiner als im TB (Tab. 28).
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Tabelle 28: Mittlere Kerngrofie in Rinderembryonen an Tag 3 bis 7 in vitro

Zeitpunkt/ n’ KerngroBe (Fliche in um?)
Klassifizierung* total ICM TB
Tag 3 (72 h)
2 -7 Zellen 214 | 193 £90; 32 - 488
8 - 12 Zellen 368 | 183 +£61;45-373
> 12 Zellen 361 | 166 £ 54; 53 - 401
gesamt 943 | 179 £67; 32 -488
Tag 4 (96 h)

6 - 12 Zellen 428 | 198 £79; 38 - 596
13 - 20 Zellen 632 | 188 £62; 53 - 486
> 20 Zellen 504 | 184 £ 60; 45 - 409

gesamt 1564 | 189 + 66; 38 - 596
Tag 5 (120 h)

6 - 20 Zellen 716 | 159 £60; 35-618
Morula 917 | 147 £47;45-392
komp. Morula 716 | 132 +37;43 - 340
gesamt 2349 | 146 +50; 35 - 618°
Tag 6 (144 h)

komp. Morula 621 114 +27; 69 - 340
frithe Blastozyste | 883 | 128 +31; 69 - 275

Blastozyste"” 658 | 110 +23;63-216

gesamt 2162 | 118 £29; 63 - 340°

Tag 7 (168 h)

Blastozyste"” 727 | 107 £35; 44 - 325 92 +24; 50-210 | 112 +37; 44 - 325
(n=212) (n=515)

exp. Blastozyste 377 | 112 +£37;52-270 95 + 30; 52 - 228 121 +37: 56 - 270
(n=127) (n =250)

schl. Blastozyste | 1271 | 114 £33;42-313 102 +27; 42 - 255 121 +35;49 - 313
(n =475) (n =796)

gesamt 2375 | 111 £35;42 - 325 98 +27; 42 -255° | 118 + 36; 44 - 325
(n=3814) (n=1561)

*nach Zugabe der Spermien zu den in vitro maturierten Cumulus-Eizell-Komplexen (COCs), Klassifi-
zierung der Embryonen unter dem Stereomikroskop; “Anzahl untersuchter Zellkerne; nicht-
expandiert; Werte sind: Mittelwert + Standardabweichung; Spannweite; °Signifikanz von P< 0,01 mit
Students ¢ - Test; "nicht-expandiert; Abkiirzungen: komp. - kompaktiert; exp. - expandiert; schl. -
schliipfend
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4.4 mRNA-Expression von Apoptose-assoziierten Genen

Die mRNA-Expression von insgesamt zehn Apoptose-assozierten Genen mit Funktion in der
Initiation, Regulation bzw. Exekution der Apoptose wurde in in vitro gereiften Eizellen und
friihen Embryonen vom Rind analysiert. Fiir die gleichzeitige Quantifizierung aller ausge-
wihlten Transkripte in einer Probe wurde jeweils die Gesamt-RNA von einem Pool von 10
Eizellen/Embryonen mittels Trizol-Chloroform isoliert. Neben 24 h in vitro gereiften Eizellen
wurden in vitro fertilisierte und 3 bis 7 Tage in vitro kultivierte Embryonen analysiert, die
hinsichtlich ihres Entwicklungsstandes unter dem Stereomikroskop in 15 verschiedene Ent-
wicklungsstadien selektiert wurden (siehe Kapitel 3.1.1 und 3.2.). Es wurden mindestens 3
biologische Replikate pro Zeitpunkt und Entwicklungsstadium analysiert. Parallel dazu wur-
den in vivo entwickelte Embryonen untersucht, die 6 bis 7 Tage nach kiinstlicher Besamung
aus superovulierten Spendertieren nicht-invasiv durch Spiilen der Uterushdrner gewonnen
wurden (siehe Kapitel 3.1.2). Fiir die Synthese korrespondierender DNA-Fragmente aus der
isolierten Gesamt-RNA wurden Random-Hexamer (RH)-Primer verwendet. Die Quantifizie-
rung der ausgewihlten Transkripte erfolgte mittels quantitativer Real-Time RT-PCR unter
Verwendung von mRNA-spezifischen Primern. Fiir eine Bestimmung der Kopienzahl pro
Embryo (absolute Quantifizierung) iiber eine Kalibrierkurve wurde fiir jedes untersuchte
Transkript der entsprechende DNA-Standard hergestellt. Dazu wurde das Transkript-
spezifische DNA-Fragment mit Hilfe eines Plasmid-Vektors und kompetenter E.coli-

Bakterien kloniert (siehe Kapitel 3.5.2).
4.4.1 Identifizierung der klonierten DNA-Fragmente

Die klonierten Transkript-spezifischen DNA-Fragmente wurden mit dem Restriktionsenzym
EcoRI aus dem Plasmidvektor isoliert (sieche Kapitel 3.5.2.6). Der Nachweis der korrekten
Fragmentlidnge erfolgte im Agarosegel iiber eine Auftrennung der Plasmid-DNA. Die
Transkript-spezifischen DNA-Fragmente waren 100 bis 250 Basenpaare (bp) grof3 und stellten
im Agarosegel die untere, schwichere Bande dar (Abb. 22). Der linearisierte Plasmidvektor
ohne Insert hatte eine Grofle von 3,9 Kilobasen (kb) und war im Agarosegel als dicke, obere
Bande sichtbar (Abb. 22). Eine eindeutige Identifizierung der klonierten DNA-Fragmente
erfolgte mittels Sequenzierung. Die Ergebnisse der Sequenz-Analyse sind im Anhang aufge-

fiihrt (siehe Kapitel 8.4).
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Abbildung 22: Identifizierung Kklonierter Zielsequenzen im Agarosegel nach Behandlung der
Plasmid-DNA mit EcoRI

Transkript-spezifische DNA-Fragmente (Insertgrof3e): 1 - 3 - FASLG (126 bp), 4 - FAS (153 bp), 5-6
- CASP8 (204 bp), 7 -8 - CASP9 (219 bp)

4.4.2 Bestimmung der absoluten Kopienzahl mittels RT-qPCR

DNA-Standard und Proben wurden mittels quantitativer Real-Time RT-PCR analysiert (siehe
Kapitel 3.5.4). Die CT (threshold cycle)-Werte der verschiedenen Verdiinnungsstufen des
DNA-Standards wurden fiir die Herstellung einer Standardkurve verwendet. Die Bestimmung
der Kopienzahl der spezifischen Transkripte in der Probe erfolgte durch Einsetzen des CT-
Wertes in die zugehorige Standardgleichung. Der durch die Standardkurve bestimmte Messbe-
reich reichte von 2 Mio. Kopien bis zu 200 (H2AFZ) bzw. 20. Fiir 18S rRNA-Transkripte lag
der Messbereich bei 2 x 10”bis 2 x 10’ Kopien (Tab. 29).



ERGEBNISSE 114

Tabelle 29: Standardkurven/CT*-Werte der RT-qPCR

Detektionsbereich

Transkript DNA-Standard Probe”’

CT* Kopienzahl CT*
18S rRNA 5-26 2x10°-2x10° 9-15
H2AFZ 20 - 32 2x10°-2x10° 23-32
STAT3 15-34 2x10%-2x 10! 23-29
BAX 15-33 2x10%-2x 10! 26 - 33
CASP3 16 - 36 2x10%-2x 10! 28 - 36
CASP9 17 - 36 2x10%-2x 10! 31-36
BCL2 17 - 35 2x10%-2x 10! 32-35
BCL2L1 16 - 35 2x10°-2x 10! 27-35
BIRC4 15-32 2x10%-2x 10 25-32
FASLG 16 - 35 2x10%-2x 10! 32-35
FAS 15-33 4x10°-4x 10" 31-33
CASPS 16 - 34 2x10%-2x 10! n.d.

*Schwellenwert (CT - threshold cycle); “Probe: 10 in vitro gereifte Eizellen/in vitro fertilisierte und
kultivierte Tag 3 bis 7 IVF-Embryonen bzw. 5 in vivo entwickelte Morulae bzw. Blastozysten, die am
Tag 7 nach wiederholter, kiinstlicher Besamung nicht-invasiv durch Spiilen der Uterushorner gewon-
nen wurden.

4.4.3 Nachweis der externen Standard-RNA

Effizienz und Reproduzierbarkeit von RNA-Isolierung und Reverser Transkription wurden
mittels einer externen Standard-RNA iiberpriift. Artfremde, hochreine mRNA wurde in defi-
nierter Konzentration vor der Extraktion der RNA zu den Proben gegeben. Nach der Reversen
Transkription wurde die Konzentration des externen Standards mittels qPCR quantifiziert.
Aus der Kopienzahl des externen Standards vor und nach der Behandlung der Probe wurde
die Effizienz von RNA-Isolierung und Reverser Transkription abgeleitet (siehe Kapitel
3.5.3.2). Fiir unsere Analysen wurde 0,1 pg Himoglobin-at (HBA)-mRNA vom Kaninchen zu
jeder Probe gegeben. Dies entsprach 0,01 pg HBA-mRNA bzw. 32.100 HBA-Kopien pro Ei-

zelle. Insgesamt wurden 9 Proben von jeweils 10 in vitro gereiften Eizellen analysiert - 3 bio-
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logische Replikate mit jeweils 3-facher Wiederholung. Die RNA wurde an verschiedenen Ta-

gen isoliert. Jede qPCR wurde als Triplett-Ansatz durchgefiihrt.

Im Mittel wurde fiir den externen RNA-Standard eine Kopienzahl von 8.940 + 1.815 (Stan-
dardabweichung, SD) nach RNA-Isolierung und Reverser Transkription gemessen (Abb. 23)
Bei einer HBA-Ausgangskonzentration von 32.100 Kopien lag die Effizienz der RNA-
Isolierung und Reversen Transkription bei 28 Prozent + 5 Prozent (Mittelwert + Standardab-

weichung). Die Spannweite betrug von 22 Prozent bis 37 Prozent (Tab. 38, Anhang).

18.000 -

[TBA-Kopienzahl

5.000 +

[39]
L¥S]

Replikat 1

Abbildung 23: Nachweis von Himoglobin-o (HBA)-mRNA in Rinder-Eizellen

Dargestellt sind die Kopienzahlen pro Eizelle von 3 biologischen Replikaten mit jeweils 3 Wiederho-
lungen. Jede Probe wurde als Triplett-Ansatz in der qPCR analysiert. Die gestrichelte rote Linie stellt
mit 8.940 + 1.815 (Mittelwert + Standardabweichung) die mittlere Kopienzahl aus den 9 Proben dar.

4.4.4 Transkript-Profile von Apoptose-assoziierten Genen in vitro

Die Transkript-Abundanzen Apoptose-assoziierter Gene wurden in Tag 3 bis 7 Embryonen
und als Bezugspunkt in gereiften Eizellen bestimmt. Als Referenz-Transkripte dienten 18S
rRNA (18S ribosomale RNA)- und H2AFZ-mRNA (Histon 2A, family Z-member). Fiir die

Generierung von Abundanz-Profilen, die vermutlich am ehesten eine ungestorte Entwicklung
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reprasentieren, wurden die Messwerte der Embryonen mit dem stereomikroskopisch jeweils

am weitesten fortgeschrittenen Entwicklungsstand herangezogen (Abb. 25 und 26).

Es wurden teilweise groBe Unterschiede in den Transkript-Abundanzen zwischen den ver-
schiedenen Genen und im Verlauf der Entwicklung von der Eizelle bis zur Blastozyste fiir
einzelne Gene detektiert. Um einen Uberblick iiber die Entwicklung der Transkript-
Abundanzen von der Eizelle bis zur Blastozyste zu erhalten, wurden die Kopienzahlen pro
Eizelle/Embryo von allen untersuchten Transkripten zweidimensional graphisch dargestellt.
Die Visualisierung erfolgte iiber eine Ausgabe der Kopienzahlen als Farbwerte (Heatmap:

Abb. 24).

0 8x102 8x108 2x104 2x105 >2x10°
kopen NN .
Gen Eizelle / d3 d4 ds d6 d7
sesmva [
H2AFZ — B
stars | I .
sorz | [
BAX
BCL2L 1
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BIRC4
FASLG
FAS
CASP8

Abbildung 24: Heatmap von Transkript-Abundanzen in in vitro gereiften Eizellen und Tag 3 bis
7 IVF-Embryonen

Dargestellt sind die Messwerte (mittlere Kopienzahl pro Embryo aus drei biologischen Replikaten) der
Embryonen mit dem stereomikroskopisch jeweils am weitesten fortgeschrittenen Entwicklungsstand.
Dunkelblau kodiert fiir eine Kopienzahl von null bzw. unter der Nachweisgrenze. Fiir BCL2, FAS,
FASLG und CASPS ist kein sicherer Nachweis von mRNA-Kopien in Embryonen vor dem Blasto-
zystenstadium moglich.
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Die Transkript-Abundanz-Profile von STAT3, BAX, BCL2L1, CASP9, CASP3 und BIRC4
waren gekennzeichnet durch einen Abfall der Kopienzahlen von der Eizelle bis Tag 3 oder
Tag 4 und einen Wiederanstieg im Rahmen der weiteren Entwicklung des Embryos. Auffillig
waren die im Vergleich zur Eizelle hohen mRNA-Kopienzahlen fiir H2ZAFZ an Tag 3 und der
Abfall zu Tag 4. Fir FAS, FASLG, CASP8 und BCL2 war kein sicherer Nachweis von
mRNA-Kopien in Embryonen vor dem Blastozystenstadium moglich (Abb. 24).

Im Detail sind die Kopienzahlen der analysierten Transkripte in in vitro Eizellen und Embry-
onen der 15 stereomikroskopisch unterschiedenen Entwicklungsstadien von Tag 3 bis 7 in den
Tabellen 39 bis 42 aufgefiihrt (sieche Kapitel 8.3.2, Anhang). Fiir die Generierung von
Transkript-Abundanz-Profilen, die vermutlich am ehesten einer ungestorten Entwicklung ent-
sprechen, wurden jeweils die Messwerte der Embryonen mit der stereomikroskopisch am wei-
testen fortgeschrittenen Entwicklung herangezogen. Die Kopienzahl pro Zelle wurde als Quo-
tient der Kopienzahl pro Embryo und der mittleren Zellzahl der Embryonen in diesem
Entwicklungsstadium berechnet. Die Abundanz-Profile fiir die beiden Referenz-Transkripte

sind in Abb. 25 dargestellt.

In gereiften Eizellen wurden 1,5 x 10%+ 4,7 x 10" (Mittelwert + Standardabweichung) Kopien
18S rRNA gemessen. In Tag 3 Embryonen (mit mehr als 12 Zellen) waren es 8,5 x 10" + 3,8 x
10" und in Tag 7 Embryonen (schliipfende Blastozysten) 6,5 x 10° + 4,0 x 10* Kopien pro
Embryo (Tab. 39). Die Kopienzahl stieg aber erst zwischen Tag 4 (mehr als 20 Zellen) und
Tag 5 (kompaktierte Morula) steil an. An Tag 5 wurden die hochsten Kopienzahlen pro Zelle
beobachtet. Zwischen Tag 6 und Tag 7 - von der nicht-expandierten zur schliipfenden Blasto-
zyste - stieg die Kopienzahl pro Embryo erneut steil an. Dieser Anstieg resultierte iiberwie-

gend aus dem Anstieg der Zellzahl, weniger aus einem Anstieg der Kopienzahl pro Zelle.

Das Transkript-Profil fir H2AFZ weicht davon dramatisch ab. In gereiften Eizellen wurden
1.100 + 450 Kopien gemessen. Auffillig waren die hohe Transkript-Abundanz an Tag 3 mit
160.000 £+ 84.000 Kopien und der Abfall an Tag 4 auf 38.000 + 31.000 (Tab. 39). Die Ko-
pienzahl pro Zelle war in nicht-expandierten (Tag 6) und schliipfenden Blastozysten (Tag 7)
mit 700 = 290 und 642 + 358 konstant.
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Abbildung 25: Transkript-Abundanz-Profile von 18S rRNA und H2AFZ in gereiften Eizellen
und Embryonen von Tag 3 bis 7 in vitro

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus 3 biologischen Replikaten von Embryonen
mit dem stereomikroskopisch jeweils am weitesten fortgeschrittenen Entwicklungsstand; Kopienzahl
pro Zelle: Quotient aus Kopienzahl pro Zelle und mittlerer Zellzahl. Abkiirzungen: Oo - gereifte Fizel-
len, komp. Mo - kompaktierte Morula, schl. BI. - schliipfende Blastozyste

Transkripte fiir CASP3, der zentralen Effektor-Caspase, und einem ihrer Inhibitoren, BIRC4,
wurden sowohl in gereiften Eizellen als auch in Embryonen an Tag 3 bis 7 nachgewiesen
(Abb. 26). In der Eizelle wurden mit 930 + 650 viel weniger Kopien von CASP3 im Verhilt-
nis zu BIRC4 mit 22.000 + 8.200 gemessen. In den Embryonen lagen die Transkript-
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Abundanzen fiir CASP3 und BIRC4 auf gleichem Niveau (Tab. 40 - 41). So wurden in Tag 4
Embryonen mit mehr als 20 Zellen 760 + 130 Kopien fiir CASP3 und 780 + 390 fiir BIRC4
bestimmt sowie 5.500 + 3.300 Kopien CASP3 und 6.200 + 2.800 Kopien BIRC4 in schliip-
fenden Tag 7 Blastozysten. Die Anzahl von CASP3-Transkripten pro Zelle blieb mit 36 + 6
fiir Tag 4 Embryonen und 26 + 15 fiir Tag 7 Embryonen relativ konstant.

Fiir die Initiator-Caspase 9 wurden sowohl in der gereiften Eizelle als auch in allen Stadien
von Tag 3 bis 7 spezifische Transkripte nachgewiesen (Abb. 26, Tab. 40). Die Anzahl der ge-
messenen Kopien lag in den gereiften Eizellen bei 1.600 + 700, in den Embryonen von Tag 3
(mit mehr als 12 Zellen) bis Tag 6 (kompaktierte Morula) in einer Gro3enordnung von 300 bis
500 Kopien. In schliipfenden Tag 7 Blastozysten wurde ein deutlicher Anstieg auf 2.000 +
1.000 Kopien pro Embryo beobachtet. Dies entsprach einer mittleren Kopienzahl von nur 9 +

5 pro Zelle.

Transkripte fiir BCL2L1, einem anti-apoptotischen Mitglied der BCL2-Familie, waren eben-
falls durchgehend nachweisbar. Dabei fiel die mRNA-Abundanz von 9.300 + 3.500 Kopien in
der gereiften Eizelle auf 1.400 + 1.200 Kopien pro Embryo und 67 + 57 pro Zelle in Tag 4
Embryonen mit mehr als 20 Zellen (Abb. 26, Tab. 41). In den kompaktierten Morulae an Tag
5 zeigte sowohl die Kopienzahl pro Embryo mit 12.000 + 6.000 als auch die Kopienzahl pro
Zelle mit 255 + 128 einen deutlichen Peak. In den geschliipften Tag 7 Blastozysten lag die
Kopienzahl dann bei 14.000 £ 10.000 pro Embryo und nur 64 + 46 pro Zelle.

Fiir das pro-apoptotische und Mitochondrienmembran-assoziierte BAX lag die Kopienzahl in
der gereiften Eizelle bei 4.100 + 3.000 Kopien (Tab.40). An Tag 4 waren BAX-Transkripte in
den stereomikroskopisch weit entwickelten Embryonen (mehr als 20 Zellen) nicht nachweis-
bar (Abb. 26). Die Kopienzahl pro Embryo stieg wieder an auf 17. 000 £ 8.600 in schliipfen-
den Tag 7 Blastozysten. Die hochsten Kopienzahlen pro Zelle wurden in kompaktierten Mo-

rulae an Tag 5 und schliipfenden Blastozysten an Tag 7 mit 72 + 26 bzw. 80 + 40 gefunden.

STAT3-Transkripte waren in der gereiften Eizelle mit hoher Abundanz nachweisbar (Abb.
26). In der gereiften Eizelle wurden mit 170.000 £ 50.000 Kopien die meisten Transkripte fiir
den Transkriptionsfaktor STAT3 bestimmt (Tab. 39). In Tag 4 Embryonen (mehr als 20 Zel-
len) wurden mit 7.100 £ 4.700 die niedrigsten Kopienzahlen pro Embryo gemessen. In den
schliipfenden Tag 7 Blastozysten wurden 32.000 + 14.000 Kopien pro Embryo und 147 £+ 73

pro Zelle bestimmt.
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Fiir BCL2, einen wichtigen anti-apoptotischen Gegenspieler von BAX, war nur in der Eizelle

mit 360 £ 143 Kopien ein sicherer Nachweis moglich (Tab. 41).

Transkripte fiir FASLG waren ebenfalls nur mit einer niedrigen Abundanz von 370 + 140 Ko-
pien in der gereiften Eizelle nachweisbar (Tab. 42). Transkripte fiir den FAS-Rezeptor waren
nur in schliipfenden Blastozysten an Tag 7 nachweisbar, CASP8-Transkripte weder in gereif-

ten Eizellen noch in Embryonen von Tag 3 bis 7 (Tab. 42).
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Abbildung 26: Transkript-Abundanz-Profile Apoptose-assoziierter Gene in gereiften Eizellen
und Embryonen von Tag 3 bis 7 in vitro

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus 3 biologischen Replikaten von Embryonen
mit den stereomikroskopisch jeweils am weitesten fortgeschrittenen Entwicklungsstand; Kopienzahl
pro Zelle: Quotient aus Kopienzahl pro Embryo und mittlerer Zellzahl; Gen-Symbol: schwarz - pro-
apoptotisch, blau - anti-apoptotisch, grau — pro-und anti-apoptotisch; Abkiirzungen: Oo - gereifte Ei-
zellen, komp. Mo. - kompaktierte Morula, schl. Bl. - schliipfende Blastozyste

4.4.5 Vergleich von mRNA-Abundanzen in vitro und in vivo

Um die Relevanz der Ergebnisse an in vitro produzierten Embryonen besser einschitzen zu
konnen, wurden parallel in vivo entwickelte Embryonen analysiert. Die in vivo Embryonen
wurden aus superovulierten Spendertieren 6 - 7 Tage (159 - 183 h) nach wiederholter kiinst-
licher Besamung nicht-invasiv durch Spiilen der Uterushorner gewonnen (siehe Kapitel
3.1.2). Zu diesem Zeitpunkt wurden Embryonen vom Stadium der kompaktierten Morula bis

zur expandierten Blastozyste isoliert, jedoch keine schliipfenden Blastozysten.

Durch die in vitro Fertilisation und -Kultur produzierten Embryonen der Entwicklungsstadien
von kompaktierter Morula bis nicht-expandierter Blastozyste an Tag 6 (144 h) und nicht-
expandierter bis expandierter Blastozyste an Tag 7 (168 h) wurden mit den in vivo entwickel-
ten Stadien von kompaktierter Morula bis expandierter Blastozyste hinsichtlich der Kopien-

zahlen der ausgewihlten Gene verglichen.

Die morphologische Untersuchung (siehe Kapitel 4.3.1.4) offenbarte eine enorme Heterogeni-
tiat sowohl der in vitro als auch der in vivo Morulae und Blastozystenstadien. Um Unterschie-
de hinsichtlich der Zellzahl und dem Auftreten von Zelluntergéingen mit einzubeziehen, wur-
den nicht die Kopienzahlen pro Embryo sondern pro intakte Zelle (mittlere Zellzahl minus
Anzahl untergehender/toter Zellen) verglichen. In den Tabellen 43 und 44 sind die Kopienzah-
len pro Embryo und intakter Zelle in kompaktierten Morulae/frithen Blastozysten und nicht-
expandierten/expandierten Blastozysten in vitro und in vivo aufgefiihrt (sieche Kapitel 8.3.2,

Anhang).

Fiir die Referenz-Transkripte wurden unterschiedliche Kopienzahlen in vivo und in vitro ge-
messen (Tab. 43 und 44). In den in vivo entwickelten nicht-expandierten und expandierten
Blastozysten wurden fiir beide Referenz-Transkripte deutlich hohere Kopienzahlen pro intakte
Zelle gemessen. Fiir den Vergleich in vitro - in vivo wurden die in vivo Werte als "richtiger"
Bezugswert angesehen. Dementsprechend wurden die in vitro gemessenen Werte gegeniiber

dem Referenz-Transkript H2AFZ durch Multiplikation mit einem entsprechenden Korrektur-
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Faktor (Quotient der Kopienzahl pro intakte Zelle in vivo und in vitro) normalisiert. Der
H2AFZ-Korrektur-Faktor betrug 0,65 fiir die Kopienzahlen kompaktierter Morulae und friither
Blastozysten sowie 2,5 fiir die Kopienzahlen nicht-expandierter und expandierter Blasto-

zysten.

Die normalisierten Kopienzahlen in vitro und in vivo sind in Abbildung 27 dargestellt. Fiir in
vivo kompaktierte Morulae und frithe Blastozysten (mit noch nicht abgrenzbarer ICM) wur-
den hohere Kopienzahlen pro intakte Zelle fiir BAX, CASP9, BIRC4 und BCL2L1 bestimmt.
Die Kopienzahlen fiir CASP3 und STAT3 waren dagegen in den in vitro kompaktierten Moru-
lae und frithen Blastozysten hoher, fiir CASP3 signifikant (Abb. 27). Fiir in vivo entwickelte
nicht-expandierte und expandierte Blastozysten wurden mehr Kopien pro intakte Zelle fiir
BAX, CASP9 und BCL2L1 gemessen. Die Kopienzahlen fiir CASP3, STAT3 und BIRC4
waren dagegen in in vitro produzierten nicht-expandierten Tag 6 und nicht-expandierten und
expandierten Tag 7 Blastozysten signifikant hoher als in vivo (Abb. 27). Interessanterweise
waren Transkripte fiir den FAS-Rezeptor in vivo bereits in den kompaktierten Morulae knapp
iiber der Nachweisgrenze nachweisbar, in vitro nur in schliipfenden Blastozysten (Tab. 43 und

44).
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Abbildung 27: Kopienzahlen pro intakte Zelle in Morulae und Blastozysten in vitro und in vivo

Dargestellt sind die Mittelwerte = Standardabweichung von 6 (in vitro)/5 (in vivo) Proben (Morulae)
bzw. 9 (in vitro)/5 (in vivo) Proben (Blastozysten); Kopienzahl pro intakte Zelle: mittlere Kopienzahl
pro Embryo/mittlere Zellzahl minus Anzahl untergehender/toter Zellen; Normalisierung der in vitro
Kopienzahlen mit einen H2AFZ-Korrektur-Faktor von 0,65 (Morulae) bzw. 2,5 (Blastozysten). Test
auf signifikante Unterschiede mit dem Mann-Whitney U-Test (*P < 0,05 bzw. ** P < 0,005); Gen-

Symbol: schwarz - pro-apoptotisch, blau - anti-apoptotisch, grau - pro- und anti-apoptotisch.

4.5 Lokalisation von Proteinen aktiver Apoptose-assoziierter

Gene

Mittels Immunfluoreszenz wurde die Expression und zelluldre Lokalisation von Proteinen
ausgewihlter Apoptose-assoziierter Gene analysiert. Die Proteine wurden nach Bindung an
spezifische Antikorper mittels Fluoreszenz sichtbar gemacht (siehe Kapitel 3.3.4). Fiir die
subzelluldre Lokalisation der Signale wurden das Aktingeriist der Zelle mit Phalloidin-TRITC
und die DNA der Zellkerne mit DAPI angefarbt. Gleichzeitig wurde die Expression von Ki-67
Proteinen in der Zelle dargestellt. Der Nachweis korrespondierender Proteine erfolgte fiir die
auf mRNA-Ebene aktiven Gene STAT3, BIRC4, BAX, CASP3 und BCL2LI. In Abhingigkeit
von der Transkript-spezifischen mRNA-Abundanz wurden Embryonen zu verschiedenen Un-
tersuchungszeitpunkten nach IVF analysiert. STAT3-Protein wurde in Tag 3 (72 h) und 6 (144
h) IVF-Embryonen nachgewiesen. Aktive Caspase 3 war in untergehenden Zellen am Tag 6
(144 h) nach IVF nachweisbar. Fiir BCL2L1, BIRC4 und BAX konnte zu den ausgewihlten

Untersuchungszeitpunkten kein Nachweis auf Proteinebene erfolgen (Tab. 30).

Tabelle 30: Immunfluoreszenz zum Protein-Nachweis transkriptionell aktiver Apoptose-
assoziierter Gene

Zeitpunkt STAT3 CASP3 BAX BIRC4 BCL2LI1
Eizelle +) X X - X
d3( 72 h) + - X X X
d4 ( 96 h) X - X X X
d5 (120 h) X X X X -
dé6 (144 h) + + - - X
d7 (168 h) X X X X X

+ Nachweis von Proteinen, - fehlender Nachweis; (+) fraglich; x - nicht untersucht
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Expression von STAT 3-Protein

Im Zytoplasma von Blastomeren an Tag 3 (72 h) und 6 (144 h) IVF-Embryonen wurden
punktformige STAT3-Signale detektiert. In verschiedenen Zellkernen wurden zudem schwé-
chere Signale mit gleichméfiger Verteilung identifiziert. Diese Zellkerne waren gleichzeitig
Ki-67 positiv (Abb. 28 A). Eine vergroBerte Darstellung der betroffenen Zellkerne mit einer
Uberlagerung der verschiedenen Firbungen [DAPI (weiB), Ki-67 (rot), STAT3 (griin)] ist in
Abbildung 28 B gezeigt. Anhand der Grauwert-Bilder der einzelnen Farbkanile (Abb. 28 B")
erkennt man deutlich eine Kolokalisation der STAT3-Signale mit dem Chromatin (DNA) un-
ter Aussparung der Nukleoli, die intensiv Ki-67-positiv sind (Abb. 28 B"). Die Kontrollen mit
Gesamt-IgG anstelle der Erst-Antikorper (STAT3, Ki-67) zeigten nur geringe unspezifische
Hintergrund-Signale (Abb. 28 C).

Abbildung 28: Nachweis von STAT3-Protein in einer Tag 6 IVF-Blastozyste

[DNA-Firbung (DAPI, weil3), F-Actin (Phalloidin, weil}), Ki-67 (rot), STAT3 (griin)]. (A) Ein opti-
scher Schnitt mit Uberlagerung der verschiedenen Farbkanilen (B) Ausschnitt (weiler Rahmen) aus
(A). Auftreten von punktformigen STAT3-Signalen im Zytoplasma und schwicheren, gleichmiBig
verteilten STAT3-Signalen in Zellkernen von Blastomeren. Die betroffenen Zellkerne waren gleichzei-
tig Ki-67-positiv. (B*) Darstellung der Grauwertbilder der einzelnen Farbkanile. Kolokalisation der
STAT3-Signale mit dem Chromatin (DNA) unter Aussparung der Nukleoli, die intensiv Ki-67-positiv
sind. (C) Kontrolle mit Gesamt-IgG anstelle der Erst-Antikorper (STAT3, Ki-67) zeigt nur geringe,
unspezifische Hintergrund-Signale.
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Expression von aktiver Caspase 3

Schwache Signale von aktiver Caspase 3 wurden im Zytoplasma und Karyoplasma von Zellen
mit beobachtetem Kernuntergang (DAPI) identifiziert. Ein zentraler optischer Schnitt durch
eine frithe Tag 6 (144 h) IVF-Blastozyste zeigt einen Zellkern mit halbmondférmig fragmen-
tiertem Chromatin, der Caspase 3-Signale im Karyoplasma aufwies (Abb 29 A). Die Vergro-
Berung dieses Bereiches ist in Abbildung 29 B dargestellt [DAPI (wei}), aktive CASP3
(griin), Ki-67 (rot)]. Die schwachen Caspase 3-Signale konnen durch eine Falschfarbendar-
stellung der Intensitit verstirkt werden (Abb. 29 C). Aktive Caspase 3 und kondensiertes

Chromatin zeigen keine Kolokalisation.
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Abbildung 29: Nachweis aktiver Caspase 3 in einer Tag 6 IVF-Blastozyste

[DNA-Firbung (DAPI, weil}), F-Actin (Phalloidin, weif}), aktive CASP3 (griin), Ki-67 (rot)]. (A) ein
zentraler, optischer Schnitt mit Uberlagerung der verschiedenen Farbkanilen (B) Ausschnitt (weiBer
Rahmen) aus (A). Ein Zellkern mit halbmondformig, fragmentiertem Chromatin enthélt schwache
Caspase 3 Signale im Karyoplasma. (C) Verstirkung der Signale durch eine Falschfarbendarstellung
der Intensitit.

4.6 Ultrastrukturelle Differenzierung auf der Ebene einzelner

Zellen

Mittels Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) kann die Ultrastruktur der einzelnen
Zellen und ihre Heterogenitét innerhalb eines Embryos analysiert werden. Dabei wurde neben
der zelluliren Differenzierung nach ultrastrukturellen Indizien fiir programmierten Zelltod

gesucht.

Insgesamt wurden 470 in vitro fertilisierte und kultivierte Embryonen in 15 stereomikrosko-
pisch unterschiedenen Entwicklungsstadien von Tag 3 bis 7 fiir TEM-Untersuchungen fixiert
und eingebettet (Tab. 45, Anhang). Die grole Anzahl von Embryonen wurde fiir zukiinftige,
weiterfithrende Untersuchungen gesammelt, die in Bezug zu den schon vorhandenen Ergeb-

nissen ausgewertet werden konnen.

Die Priparation der Embryonen und die Analyse am TEM erfordern einen sehr hohen Arbeits-
und Kosten-Aufwand. Fiir eine orientierende Untersuchung wurden daher zunichst von insge-
samt 37 Embryonen von Tag 3 bis 7 systematisch Serien von Semi- bzw. Ultradiinnschnitten
angefertigt und analysiert. Um die Relevanz der Ergebnisse an in vitro produzierten Embryo-
nen besser einschitzen zu konnen, wurden parallel in vivo entwickelte Embryonen analysiert,
die 6 bis 7 Tage nach wiederholter kiinstlicher Besamung von superovulierten Spendertieren
nicht-invasiv durch Spiilen der Uterushorner isoliert wurden (siehe Kapitel 3.1.2). Insgesamt
wurden 20 in vivo Embryonen von der kompaktierten Morula bis zur expandierten Blasto-
zyste fiir TEM-Analysen fixiert und eingebettet. Von 8 in vivo Embryonen wurden Semi- und
Ultradiinnschnitte angefertigt und analysiert (Tab.45, Anhang). Die bislang gewonnenen Er-
kenntnisse dienen als Ausgangspunkt fiir weiterfithrende qualitative und quantitative Analy-

sen.
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4.6.1 Heterogene Entwicklung in vitro

Die Aufnahmen von Ultradiinnschnitten (60 - 80 nm) bestidtigen die enorme Variabilitit der
Entwicklung von Embryo zu Embryo in vitro. Individuelle Blastomeren unterschieden sich

unter anderem hinsichtlich:

e der Entwicklung von Zellorganellen (Nucleoli, Mitochondrien etc.)
e der Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten

e der Zusammensetzung des Zytoplasma (sekundire Lysosomen, Fett-Dotter-Vakuolen etc.)

4.6.1.1 Entwicklung von Nucleoli und Mitochondrien

Ein Beleg fiir den heterogenen Entwicklungsstand von Blastomeren der ersten Zellgeneratio-
nen an Tag 3 (72 h) bis 4 (98 h) nach Zugabe der Spermien lieferte die Ultrastruktur der Nuc-
leoli im Zellkern. Die Nucleoli werden im Verlauf der ersten Furchungsteilungen iiber inakti-
ve Vorstufen neu gebildet. Sie sind fiir die Synthese der Ribosomen-Untereinheiten
verantwortlich (Hyttel et al., 2000; Riisse and Sinowatz, 1998). Die Ausbildung funktionsfi-
higer Nucleoli markiert den Beginn der Hauptgenom-Aktivierung im Embryo (Laurincik et
al., 2000). In individuellen Blastomeren der ersten Zellgenerationen an Tag 3 bis 4 wurden
unterschiedliche nucleolédre Strukturen beobachtet. Die Mehrzahl der Nucleoli bestand aus
einer wenig bis dicht gepackten, fibrillaren Masse, die einen unterschiedlichen Grad an Vaku-
olisierung aufwies (Abb. 30 a, b, ¢). Diese Strukturen entsprechen vermutlich inaktiven Nuc-
leoli-Vorstufen (Laurincik et al., 2000). Transkriptionell aktive Nucleoli mit fibrillir-
granuldrer Struktur wurden erstmals in Tag 4 Embryonen beobachtet (Abb. 30 d). Die spite-
ren Zellgenerationen in Morulae und Blastozysten enthielten einheitliche Nucleoli mit fibril-

lar-granulédrer Struktur (Abb. 35 und 36, Kapitel 4.6.2).
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Abbildung 30: Nucleoli-Strukturen in Tag 4 Embryonen in vitro

(a - ¢) Inaktive Nucleoli-Vorstufen mit einer wenig bis dicht gepackten, fibrilliren Masse und unter-
schiedlich starker Vakuolisierung. (d) Transkriptionell aktive Nucleoli mit fibrilldr-granulérer Struktur.
Abkiirzungen: L - Fett-Dotter-Vakuolen, Mv - Mikrovilli, N - Nucleus, Nc - Nucleolus, ZP - Zona
pellucida.
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Ein wichtiger Marker fiir die zelluldre Entwicklung und Differenzierung ist die Reifung der
Mitochondrien, die als Energieproduzenten der Zelle bezeichnet werden. Das Vorhandensein
von reifen Mitochondrien im Zytoplasma ist ein Indikator der metabolischen Aktivitdt (Van
Blerkom, 2004). Je nach Entwicklungsstadium wurde eine hohe Zahl von Mitochondrien mit
unterschiedlicher Struktur im gesamten Zytoplasma beobachet. In Blastomeren der ersten
Zellgenerationen in Tag 3 und 4 Embryonen wurden iiberwiegend unreife Mitochondrien be-
obachtet, die folgende Merkmale aufwiesen: eine sphérische Gestalt, eine kontrastreiche Mat-
rix, wenige, vorwiegend kurze Cristae sowie hdufig eine bis mehrere Vakuolen (Abb. 31 a).
Tag 6 und 7 Blastozysten (Abb. 31 b) zeigten iiberwiegend gereifte Mitochondrien. Ihre
Kennzeichen waren: eine ovale bis lidngliche Gestalt, eine weniger kontrastreiche Matrix und
viele, das gesamte Mitochondrium durchquerende Cristae. In Tag 7 Blastozysten wurden in
Trophoblastzellen mehr reife Mitochondrien als in ICM-Zellen beobachtet. Teilungsstadien
von Mitochondrien wurden v. a. in Tag 5 bis 7 Embryonen beobachtet. Ein Merkmal sich tei-
lender Mitochondrien ist dabei eine hantelformige Gestalt. Ein Anschwellen von Mitochond-
rien wird als ultrastrukturelles Merkmal von programmiertem Zelltod beschrieben (Green and

Reed, 1998). In den Mitochondrien der untergehenden Zellen konnten keine signifikanten

morphologischen Verdnderungen beobachtet werden.
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Abbildung 31: Mitochondrien-Strukturen in Tag 3 und 6 Embryonen in vitro

(a) Unreife Mitochondrien (iM-immature mitochondria) mit sphérischer Gestalt, einer dichten Matrix,
wenigen kurzen Cristae und hiufig Vakuolen in einem Tag 3 Embryo (mit mehr als 12 Zellen). (b)
Gereifte Mitochondrien (mM-mature mitochondria) mit ovaler bis linglicher Form, einer weniger
dichten Matrix und vielen das gesamte Mitochondrium durchquerenden Cristae in einer nicht-
expandierten Blastozyste von Tag 6. Abkiirzungen: ICM - innere Zellmasse, L - Fett-Dotter-Vakuolen,
N - Nucleus, Nc - Nucleolus, Tb - Trophoblast, ZP - Zona pellucida.

4.6.1.2 Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten

Im Morulastadium beginnt die unterschiedliche Differenzierung der auflen und der innen lie-
gende Zellen in Trophoblast (TB, dullere Zellschicht) und innere Zellmasse (ICM) und die
Bildung der Blastozyste (Riisse and Sinowatz, 1998). Die Ausbildung von spezifischen Zell-
Zell-Kontakten spielt dabei eine wichtige Rolle.

In Tag 6 und 7 Blastozysten wurden Zellverbindungen beobachtet:

¢ im Trophoblasten
¢ an der Grenze zwischen Trophoblast und innerer Zellmasse
¢ in der inneren Zellmasse

Im Trophoblasten waren die Zell-Zell-Kontakte am deutlichsten ausgebildet. Die benachbar-
ten TB-Zellen waren durch ein dichtes Netz von unterschiedlichen Zell-Zell-Kontakten, die
leistenformig tiber den gesamten Kontaktbereich angeordnet waren, eng miteinander verbun-
den (Abb. 32 a). Auffillig war eine girlandenférmige Verzahnung der benachbarten Zell-
membranen (Abb. 32 a und b). Zu den beobachteten Zell-Zell-Kontakten im Trophoblasten

zéhlten:
e Tight junctions (Zonulae occludentes)
e Giirtel- und Punktdesmosomen (Zonulae adhaerentes, Maculae adhaerentes)

Tight junctions wurden vor allem im apikalen Bereich der Trophoblastzellen beobachtet. Hiu-
fig waren mehrere Tight junctions untereinander ausgebildet. Die Zellmembranen der benach-
barten Trophoblastzellen sind dabei so eng miteinander verschmolzen, dass kein Interzellular-
spalt sichtbar ist (Abb. 32 b). Zonulae adhaerentes wurden ebenfalls im apikalen Bereich der
Zellen beobachtet, hdufig im geringen Abstand unterhalb einer Zonula occludens. Eine Zonula
adherens ist mit Biindeln von Aktinfilamenten im Zytoplasma verankert, wahrend zwischen
den benachbarten Zellen ein schmaler Interzellularspalt erhalten ist (Abb. 32 b). Zell-Zell-

Kontakte vom Typ der Macula adhaerens sind durch einen breiten Interzellulidrspalt und eine
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Verankerung mit weit ins Zytoplasma reichenden Intermedidrfilamenten gekennzeichnet. Die
Zellen in der inneren Zellmasse stehen iiber Gap junctions in Verbindung, die einen Stoff- und
Informations-Austausch zwischen den benachbarten ICM-Zellen ermoglichen (Riisse and

Sinowatz, 1998). Ein Nachweis dieser kanalbildenden Proteinkomplexe war in den untersuch-

ten Blastozysten nicht moglich.

Abbildung 32: Zell-Zell-Kontakte im Trophoblast

Expandierte Tag 7 Blastozyste in vitro. (a) Girlandenférmige Verzahnung und Ausbildung von Zell-
Zell-Kontakten (Pfeile) iiber den gesamten Kontaktbereich benachbarter Zellmembranen. (b) Nach-
weis von Zonula occludens (Zo) und Zonula adhaerens (Za). Abkiirzungen: Bc - Blastocoel, Mv - Mi-
krovilli, N - Nucleus, Za - Zonula adhaerens, Zo - Zonula occludens, ZP - Zona pellucida.
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4.6.1.3 Zelluntergénge

In Tag 3 bis 7 Embryonen wurden Anschnitte geschrumpfter Zellen und zelluldrer Debris im
Interzellularraum und perivitellinen Spalt beobachtet (Abb. 33 a). In vielen Zellen waren hete-
rogene Vesikel und Vakuolen im Zytoplasma nachweisbar, die auf degenerative Verinderun-

gen hinweisen.

In Tag 6 und 7 Morulae und Blastozysten wurde eine hohe Zahl von Zelluntergéngen in der
ICM beobachtet. In Blastozysten waren die Zelluntergiinge vor allem an der Grenzschicht
zum Trophoblasten sowie im Inneren der ICM lokalisiert. Dabei waren folgende morphologi-

sche Merkmale eines programmierten Zelltodes nachweisbar:
¢ Chromatin-Kondensation

o partiell - entlang der Kernhiille (Abb. 33 ¢)

o komplett - zu Kugel-bzw. Sichelformen (Abb. 33 d)
e Schrumpfen und Fragmentation des Zellkerns (Abb. 33 b)

Die morphologisch intakten Nachbarzellen enthielten hiufig sekundédre Lysosomen, die durch
ihren heterogenen Inhalt und die unterschiedlicher Elektronendichte auffielen. Sie enthielten
neben verschiedenen Zellorganellen und Fett-Dotter-Anteilen auch Chromatin (Abb. 33 c¢).
Der Nachweis von Chromatin in sekundidren Lysosomen ist ein wichtiger Hinweis auf die

Phagozytose untergehender Zellen durch Nachbarzellen.
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Abbildung 33: Zelluntergéinge in Tag 3 Embryonen und Tag 6 Blastozyste in vitro

(a) Zellulédrer Debris (Pfeile) im interzelluldren Raum und perivitellinen Spalt (Tag 3 Embryo). (b - d)
Merkmale (Pfeile) von programmiertem Zelltod (Tag 6 Blastozyste). (b) Chromatin-Fragmente im
Zytoplasma, (¢) Chromatin-Kondensation entlang der Kernhiille, (d) Chromatin-Kondensation zu Ku-
gel- bzw. Sichelform, (c¢) sekundéres Lysosom mit Chromatin-Fragmenten. Abkiirzungen: N - Nucleus,
Nc - Nucleolus, L - Fett-Dotter-Vakuolen, Ly - sekundires Lysosom, IR - interzelluldrer Raum, PvS -
perivitelliner Spalt, ZP - Zona pellucida.
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4.6.2 Vergleich der Ultrastruktur in vitro und in vivo

In vivo Embryonen der kompaktierten Morula bis expandierten Blastozyste zeigten eine
enorme ultrastrukturelle Heterogenitit, die mit in vitro Embryonen vergleichbar war. In vivo
und in vitro wurde eine hohe Zahl von Zelluntergingen in der ICM von Blastozysten beo-
bachtet (Abb. 35 und 36, Bildmontagen). In den in vitro Embryonen wurden héufiger grof3e
Fett-Dotter-Vakuolen im Zytoplasma beobachtet. Diese konnte Folge der in vitro Kultur mit
Serum-haltigem Medium sein (Abb. 34 a). In den untersuchten in vivo Blastozysten wurden
zwischen den TB-Zellen mehr und deutlicher ausgeprigte Zell-Zell-Kontakte beobachtet als
in vitro (Abb. 34 b). Auffillig in den in vivo Blastozysten waren grof3e, oft in Kernnihe lie-
gende, sekundidre Lysosomen (Abb. 34 b), die ein wichtiges Indiz fiir die Beseiti-

gung/Phagozytose untergehender Zellen durch Nachbarzellen sind.

L s ‘ LR

Abbildung 34: Ultrastrukturelle Merkmale expandierter Blastozysten in vitro und in vivo

(a) Vermehrtes Auftreten von Fett-Dotter-Vakuolen in vitro. (b) Ein dichteres Netz von leistenformig
angeordneten Zell-Zell-Kontakten im Trophoblast (Pfeile) und grofe, héaufig in Kernnihe liegende,
sekundidre Lysosomen in vivo. Abkiirzungen: Bc - Blastocoel, Ly - sekundires Lysosom, L - Fett-
Dotter-Vakuolen, Mv - Mikrovilli, N - Nucleus, PvS - perivitelliner Spalt, ZP - Zona pellucida.

Um jedoch signifikante Unterschiede zwischen in vitro und in vivo Embryonen nachzuweisen,
miissen mehr Embryonen unter Anwendung von morphometrischen Methoden analysiert
werden. Die Abbildungen 35 und 36 sind Bildmontagen von expandierten Blastozysten in
vitro und in vivo. Sie zeigen groBlere zusammenhingende Areale mit Zona pellucida,

Trophoblast und innerer Zellmasse.
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Abbildung 35: Ultrastrukturelle Heterogenitéit in Blastozysten in vitro

Die Montage einer expandierten Tag 7 Blastozyste zeigt ein zusammenhingendes Areal mit Zona pel-
lucida, Trophoblast und ICM. Hohe Anzahl von Fett-Dotter-Vakuolen (L) und kondensiertem bzw.
fragmentiertem Chromatin (Pfeile) in der ICM. Metaphase-Figur (*). Abkiirzungen: ICM - innere Zell-
masse, L - Fett-Dotter-Vakuolen, Mv - Mikrovilli, N - Nucleus, Tb - Trophoblast, PvS - perivitelliner
Spalt, ZP - Zona pellucida.
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Abbildung 36: Ultrastrukturelle Heterogenitit in Blastozysten in vivo

Die Montage einer expandierten Tag 6-7 Blastozyste zeigt ein zusammenhéngendes Areal mit Zona
pellucida, Trophoblast und ICM. Nachweis von Chromatin-Kondensation und -Fragmentation
(schwarze Pfeile) sowie sekundiren Lysosomen (weiler Pfeil) in der ICM. Abkiirzungen: ICM - inne-
re Zellmasse, L - Fett-Dotter-Vakuolen, Ly - sekundéres Lysosom, Mv - Mikrovilli, N - Nucleus, PvS -
perivitelliner Spalt, Tb - Trophoblast, ZP - Zona pellucida.



DISKUSSION 139

5 DISKUSSION

5.1 Heterogenitat und Variabilitat der Entwicklung individueller

Embryonen - Losungsansatz fiir ein kniffliges Problem

Die frithe embryonale Entwicklung bei Sidugern ist gekennzeichnet durch ein hohes Maf} an
Variabilitdt und Plastizitdt - und (in Abhidngkeit von der Spezies) durch eine hohe Embryo-
mortalitit. Bei der Erforschung grundlegender Mechanismen der frithen embryonalen Ent-
wicklung und der Verbesserung der Therapie-Moglichkeiten von Fruchtbarkeitsstorungen und
assistierten Reproduktionstechniken (ART) stellt sich die Frage, wie eine normale Entwick-
lung, eine verzogerte, aber ansonsten normale Entwicklung, voriibergehende Stérungen und

eine abnorme bzw. abortive Entwicklung von Embryonen unterschieden werden kénnen.
5.1.1 Vorteile und Grenzen der Beobachtung in vitro und in vivo

Fiir die Untersuchung der frithen Embryonalentwicklung beim Rind stehen Embryonen aus
verschiedenen ART-Techniken zur Verfiigung. Fiir die Verwendung von in vitro fertilisierten

und -kultivierten Embryonen sprechen:

e die Gewinnung aus Schlachthof-Ovarien (keine Tierversuche)

e die hohe Verfiigbarkeit von Embryonen

e standardisierte Bedingungen von in vitro Maturation, Befruchtung und Embryokultur
Nachteile des in vitro Produktionssystems sind:

e das Fehlen der natiirlichen Selektion von Eizellen und Spermien. Im natiirlichen Zyklus
gelangen nur 1 - 2 gereifte Eizellen zur Ovulation. Gleichzeitig haben nur wenige Sper-
mien, die den Eileiter zum Zeitpunkt der Ovulation erreichen, die Méglichkeit, die Eizelle
zu befruchten. Fiir die in vitro Fertilisation werden Eizellen gereift, die aus der Punk-
tierung von Follikeln unterschiedlicher GroBe isoliert wurden. Die Eizellen kénnen sich
dabei noch in der Entwicklungs- bzw. Reifungsphase oder bereits in Regression befinden.
Das Entwicklungspotential der einzelnen, so gewonnenen Eizellen ist dementsprechend

sehr variabel.

e die Bedingungen von in vitro Maturation, Befruchtung und Embryokultur spiegeln nur

unvollkommen die Situation in vivo wider.
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Rinderembryonen, die aus Zyklus-synchronisierten und superovulierten Firsen 7 Tage nach

kiinstlicher Besamung durch nicht-invasive Spiilung der Uterushorner (ex vivo) gewonnen

wurden, stehen der natiirlichen Entwicklung (in vivo) ndher aufgrund einer:

natiirlichen Selektion der Eizellen durch die Ovulation, mit einer Einschrinkung: Die Ge-
winnung einer ausreichenden Anzahl von Embryonen ist praktisch nur in Verbindung mit
einer hormonell induzierten Superovulation moglich. Die exogene hormonelle Stimulation
beeinflusst das Wachstum der Follikel, Wachstum und Reifung der Eizellen und die Folli-
kel-Selektion fiir die Ovulation (Hyttel, 1991).

natiirlichen Befruchtung und Umgebung fiir die sich entwickelnde Zygote.

Sie gelten als Gold-Standard/Referenz fiir Untersuchungen zur normalen Embryogenese in

vivo (Niemann et al., 2002).

Zu den Nachteilen bei der Erzeugung von in vivo Embryonen zihlen:

ein hoher zeitlicher und finanzieller Aufwand durch den Kauf und die Unterhaltung der

Spendertiere und den Einsatz von Medikamenten und Geritschaften.

trotz Zyklus-synchronisierter Spendertiere mit gesteuerter Follikelreifung und Ovula-
tions-Induktion ist der Zeitpunkt der Ovulation nicht genau bestimmbar. Dariiber hinaus
ovulieren bei einer Superovulation die einzelnen Eizellen nicht gleichzeitig, sondern zeit-
lich versetzt. Deshalb wurden die Spendertiere in dieser Studie in einem Zeitraum von
24 h wiederholt kiinstlich besamt. Der Zeitpunkt der Befruchtung konnte so nicht genau
bestimmt werden, d. h. die gleichzeitig nicht-invasiv aus dem Uterus gewonnenen Em-
bryonen waren unterschiedlich alt. Das Zeitfenster der Untersuchung ist nach multipler

Ovulation in vivo breiter.

die Heterogenitit der Spendertiere hinsichtlich der Bedingungen fiir die Befruchtung und
das Embryowachstum in Eileiter und Uterus, d. h. die Bedingungen in Eileiter und Uterus

konnen nur sehr eingeschrinkt standardisiert werden.
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5.1.2 Bestimmung des tatsachlichen Entwicklungsstandes: die

VerknlUpfung morphologischer und molekularer Daten

Fiir die Bestimmung des tatsdchlichen Entwicklungsstandes wurden vergleichbare Pools von
stereomikroskopisch klassifizierten in vitro Embryonen mit einer Kombination aus hochauf-
I6sender Mikroskopie (CLSM, TEM) und quantitativer Real-Time RT-PCR (RT-qPCR) ana-
lysiert. Die eigentliche Herausforderung besteht in der Kombination der morphologischen
Analyse auf zelluldrer und ultrastruktureller Ebene mit der Analyse von Transkript-
Abundanzen. Fiir eine Beurteilung der Relevanz der gewonnenen Ergebnisse an in vitro Em-

bryonen wurden parallel in vivo Embryonen analysiert.
5.2 Entwicklung der Zellzahl und Inzidenz von Zelltod

Unter den standardisierten Bedingungen in vitro wurde eine enorme Variabilitit von Embryo
zu Embryo hinsichtlich der Entwicklung der Zellzahl und dem Auftreten von Zelluntergéngen
sowohl insgesamt als auch in Bezug auf die innere Zellmasse (ICM) in Blastozysten beobach-
tet. Die Ursachen fiir den heterogenen Entwicklungsstand der Embryonen sind in dem unter-

schiedlichen Entwicklungspotential der Eizellen und Spermien zu suchen.
5.2.1 Das Entwicklungspotential von Embryonen

Die Aussagekraft der stereomikroskopischen Beurteilung lebender Embryonen - bezogen auf
eine Aussage iliber das Entwicklungspotential (Qualitét) eines einzelnen Embryos - ist auch
bei erfahrenen Untersuchern sehr begrenzt, wie die Heterogenitit der Embryonen innerhalb
der 15 stereomikroskopisch unterschiedenen Entwicklungsstadien ergab. Bei der Anwendung
assistierter Reproduktionstechniken (ART) in der Tierzucht ist eine zuverldssige Bestimmung
des Entwicklungs-/Gesundheitsstatus des einzelnen lebenden Embryos - in Hinblick auf die

Eignung fiir Kryo-Konservierung und Embryotransfer (ET) - aber ein wichtiges Ziel.

Das Entwicklungspotential von Embryonen ist iiber eine Beurteilung der Morphologie / Zell-
zahl unter dem Stereomikroskop nur schwierig zu bestimmen. Embryonen mit einer niedrigen
Zellzahl zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt werden in ihrer Entwicklung als verzogert
klassifiziert. Die fiir das Alter des Embryos niedrige Zellzahl ist in der Regel aber nicht Aus-
druck einer langsameren Teilungsgeschwindigkeit der Zellen, sondern hiufig zuriickzufiihren
auf den Ausfall einzelner frither Blastomeren wihrend der ersten drei bis vier Zellzyklen (sie-
he Kapitel 5.3.). Um den Ausfall zahlenméBig zu kompensieren, sind mehr Teilungszyklen der

verbliebenen Zellen und damit mehr Zeit erforderlich. Eine spannende Frage ist, ob bzw. in-
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wiefern das Entwicklungspotential des Embryos dabei langfristig beeinflusst wird. Eine wei-
tere mogliche Ursache fiir eine Entwicklungsverzogerung von Embryonen ist die asynchrone
Teilung der Blastomeren. Dabei konnte eine ungleichmédBige Verteilung der Mitochondrien

der Eizelle auf die Blastomeren eine Rolle spielen (Van Blerkom et al., 2000).
5.2.2 Identifizierung und Quantifizierung von Zelluntergangen

Ein grundsitzliches Problem bei der Quantifizierung von Zelluntergiingen besteht darin, dass
bei der Untersuchung von Embryonen zu definierten Zeitpunkten jeweils nur eine Sub-
population der bis dahin erfolgten Zellunterginge erfasst wird. Dabei ist unklar, wie lange
untergegangene Zellen im Embryo nachweisbar sind. In dieser Untersuchung wurden Zellun-
tergdnge morphologisch nach einer DNA-Farbung mit DAPI identifiziert. Dabei wurden so-
wohl kondensierte, fragmentierte und degradierte Zellkerne als auch die Reste mitotischer
Figuren als untergehende bzw. tote Zellen gewertet. Parallel wurde das Auftreten von DNA-
Fragmentation mit TUNEL nachgewiesen. Dabei waren eindeutig nur die Zellen TUNEL-
positiv, die auch im DAPI als Zellunterginge beurteilt wurden. Gleichzeitig waren TUNEL-
positive Zellen mit fehlender Kondensation von Chromatin bzw. Fragmentation des Zellkerns
(DAPI) nicht eindeutig von Hintergrundfluoreszenz und offensichtlichen Farbeartefakten ab-

grenzbar.

Der TUNEL-Assay ist das am hdufigsten angewandte Standardverfahren zur Quantifizierung
von Apoptose im frithen Embryo (Neuber et al., 2002; Vandaele et al., 2006). Die eigenen
Befunde bestitigen aber eine eingeschrinkten Validitit von TUNEL im friihen Embryo
(Fabian et al., 2005). DNA-Fragmentationen sind ein gemeinsames Merkmal verschiedener
Zelluntergangs-Formen und werden neben Apoptose u. a. auch bei Nekrose beobachtet
(Grasl-Kraupp et al., 1995). Zudem miissen nicht alle apoptotischen Zellen die sogenannte

internukleosomale DNA-Fragmentation aufweisen.

In zukiinftigen Untersuchungen kann die Zuordnung multipler Chromatin-Fragmente zu einer
oder mehreren Zellen erleichtert werden - durch eine Darstellung der Zellgrenzen im Embryo

z. B. uiber das Anfirben der Actinfilamente mit Fluoreszenz-markiertem Phalloidin.

Uber die Anzahl an Zelluntergingen und die Bedeutung im frithen Embryo ist bis jetzt wenig
bekannt. Eine Ursache dafiir ist, dass immer nur einzelne, nicht zusammenhingende Zeit-
punkte der Praimplantations-Entwicklung betrachtet werden und nur eine Subpopulation der
zu diesen Zeitpunkten auftretenden Entwicklungsstadien analysiert werden. Gleichzeitig ist

die Vorauswahl der Embryonen bei den verschiedenen Untersuchungen unterschiedlich. Aus
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diesem Grund sind Ergebnisse wie z. B. Zelltod-Indices nur bedingt vergleichbar. Neben den
Unterschieden hinsichtlich der untersuchten Entwicklungsstadien (Zeitpunkt/Qualitit der
Embryonen) fehlen ein standardisiertes Nachweisverfahren und einheitliche Kriterien zur

Identifizierung von Zelluntergéngen im frithen Embryo.

Ein Vorteil dieser Untersuchung ist die Analyse vieler, verschiedener Entwicklungstadien
wihrend der Praimplantations-Entwicklung von Tag 3 bis 7 nach in vitro Fertilisation. Dabei
wurden systematisch alle Embryonen hinsichtlich ihres Entwicklungsstandes unter dem Ste-
reomikroskop beurteilt und in definierte Entwicklungsstadien selektiert. Um das Auftreten
und Bedeutung von Zelluntergéngen im frithen Embryo genau zu analysieren, ist eine syste-
matische Analyse der Embryonen in engen, zeitlichen Abstéinden (< 24 h) der Entwicklung bis

zur Blastozyste notwendig.
5.2.3 Hinweise auf programmierten Zelltod

In Embryonen aller Entwicklungssstadien von Tag 3 bis Tag 7 wurden bei der morphologi-
schen Analyse der DAPI-gefarbten Zellkerne mittels konfokaler Mikroskopie folgende Hin-

weise/Belege fiir programmierten Zelltod beobachtet:

¢ cine partielle bis komplette Kondensation von Chromatin
e cine Fragmentation des Zellkernes

Im Elektronenmikroskop konnten folgende morphologische Merkmale von programmiertem

Zelltod in Tag 5 bis 7 Embryonen nachgewiesen werden:

e Abrunden und Schrumpfen der Zelle
e partielle bis komplette Kondensation von Chromatin
e Schrumpfen und Fragmentation des Zellkerns

Ein hdufiger Befund waren sekundire Lysosomen mit Chromatinfragmenten in morpholo-
gisch intakten Zellen. Dies ist ein ein klares Indiz fiir die Beseitigung/Phagozytose unterge-

gangener Nachbarzellen.

Die in der inneren Zellmasse von Blastozysten in vitro und in vivo beobachtete hohe Inzidenz
von Zelluntergéngen legt nahe, dass programmierter Zelltod bei der Entwicklung der inneren
Zellmasse (ICM) eine wichtige physiologische Rolle, etwa im Rahmen eines morphogeneti-
schen "cell sorting", spielt. Falls es sich um programmierten Zelltod handelt, stellt sich die
Frage nach der Initiation und Regulation. Als Ausloser fiir programmierten Zelltod sind

grundsitzlich zwei Moglichkeiten zu diskutieren:
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1. Fehlende Uberlebenssignale: die embryonalen Zellen sind auf Suizid vorprogrammiert.
Fiir das Uberleben der Zelle sind spezifische Uberlebenssignale wie Wachstumsfaktoren
und Zytokine notwendig. Bei Fehlen oder einer zu niedrigen Konzentration dieser Uberle-
benssignale leitet die Zelle aktiv ihren Untergang ein (Brison and Schultz, 1998; Diaz-

Cueto and Gerton, 2001).

2. Aktive Apoptose-Induktion von auBlen - durch andere Zellen: Die embryonalen Zellen
sind in ihrer Grundeinstellung auf Uberleben programmiert. Der Untergang der Zelle wird
aktiv durch externe Signale von anderen Zellen induziert z. B. {iber Death receptor-

/Liganden-Systeme.

Die Frage nach Funktion, Bedeutung und Regulation von Apoptose bei der embryonalen
Entwicklung bis zur Blastozyste fiihrt zur Frage nach der Beteiligung bekannter Signalwege.
Wichtige Hinweise konnte bereits die Elektronenmikroskopie liefern - beispielsweise iiber
ultrastrukturelle Verdnderungen der Mitochondrien, die eine zentrale Rolle bei der Initiation
der Apoptose iiber den intrinsischen Signalweg spielen (Green and Reed, 1998). So wurde fiir
apoptotische Zellen ein Anschwellen der Mitochondrien beschrieben, das allerdings erst sehr
spat im Apoptose-Prozess nachweisbar ist (Ziegler and Groscurth, 2004). Nach Kroemer et al.
ist das Anschwellen jedoch oftmals nur schwach ausgeprigt bzw. gar nicht nachweisbar
(Kroemer et al., 2005). In dieser Untersuchung konnten keine Apoptose-typischen ultrastruk-

turellen Verdanderungen der Mitochondrien beobachtet werden.

5.2.4 Die Bedeutung von Zelluntergangen im frihen Embryo

In Tag 3 und 4 Embryonen beobachtete Zelluntergiinge sind zu einem erheblichen Teil Resi-
duen eines Teilungsstops frither Blastomeren noch vor bzw. wihrend der Haupt-
Genomaktivierung. Diese findet beim Rind wihrend des 4. Zellzyklus jeweils separat in den
einzelnen Blastomeren statt (Barnes and First, 1991). Eine wichtige Frage fiir weitere Unter-
suchungen ist, ob der Teilungsstop und Untergang dieser friilhen Blastomeren das Ergebnis
von Kontrollmechanismen und programmiertem Zelltod zur Eliminierung abnormaler Zellen
(DNA-Schidden, Chromosomen-Abberationen etc.) ist (siehe Kapitel 5.3.1). Die Kontrollme-
chanismen und der programmierte Zelluntergang wiirden dabei weitestgehend auf Komponen-
ten (Transkripten/Proteinen etc.) der Eizelle basieren. Moglicherweise werden in Abhingig-
keit von der Zellgeneration und Zellzyklus-Kontrollpunkten abnormale Blastomeren durch

verschiedene Zelltod-Mechanismen unterschiedlich schnell beseitigt (King and Cidlowski,
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1995). So konnen eine unvollstindige DNA-Replikation bzw. DNA-Schiden am G2/M-
Ubergang zu einem Prophase-Arrest fithren und zur Beseitigung der betroffenen Zelle durch
Apoptose. Fehler bei der Anordnung der Chromosomen in der Metaphasespindel kénnen zu-
nichst zu einem Metaphase-Arrest fiihren und spiter in einer mitotischen Katastrophe enden

(Castedo et al., 2004).

Fiir eine andere, physiologische Funktion von programmiertem Zelltod ab der Bildung der
Blastozyste und der Formierung der inneren Zellmasse spricht eine hohe Inzidenz von Zellun-
tergidngen in der ICM sowohl von in vitro als auch in vivo produzierten und fiir den Untersu-
chungszeitpunkt weit entwickelten Blastozysten mit gut ausgebildetem Trophoblast. In vitro
lag die Zahl der intakten ICM-Zellen in Tag 6 Blastozysten und schliipfenden Tag 7 Blasto-
zysten im Mittel bei 64, wihrend die Zahl der Trophoblastzellen stark zunahm (siehe Kapitel
4.3.1.3). Dies deutet auf eine aktive Regulation der Zellzahl in der ICM durch programmier-
ten Zelltod hin. Offen sind dabei folgende Fragen:

e [st der Zelltod-Index in Blastozysten als prospektiver Parameter fiir das Entwicklungs-

potential geeignet?
e Bedeutet ein hoher Zelltod-Index eine schlechte Prognose?

In den Entwicklungsstadien an Tag 5 und 6 beobachtete Zelluntergiinge sind einerseits Resi-
duen von Fehlern aus vorangegangenen Entwicklungszeitpunkten, die noch nicht beseitigt
wurden und andererseits aktuelle Zellunterginge, die moglicherweise physiologisch im Rah-

men einer normalen Entwicklung bei der Ausbildung der ICM auftreten.
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5.3 Der Entwicklungsstop/Arrest/Tod/Verlust einzelner friiher
Blastomeren vor/wahrend der Hauptaktivierung des

embryonalen Genoms

Eine wichtige Ursache fiir die Heterogenitit der Zellzahl ist der Entwicklungsarrest und Ver-
lust einer oder mehrerer Blastomeren wihrend der ersten Zellzyklen vor bzw. wihrend der
Haupt-Genomaktivierung. Diese findet beim Rind wihrend des 4. Zellzyklus jeweils separat
in den einzelnen Blastomeren statt (Barnes and First, 1991). Der Anstieg der Zellzahl und die
weitere Entwicklung des Embryos werden durch den Ausfall von frithen Blastomeren vermut-
lich kritisch beeinflusst. Eine schematische Darstellung der ersten Zellteilungsgenerationen

im Embryo (Abb. 37) veranschaulicht, je frither der Ausfall einzelner Blastomeren, desto:

e groBer ist der Anteil ooplasmatischer Ressourcen, der verloren geht und fiir die weitere

Entwicklung des Embryos nicht mehr zur Verfiigung steht (Abb. 37 A).
¢ mehr potentielle Nachkommen (Zellen) fallen weg (Abb. 37 B).

Der Arrest von frithen Blastomeren endet einerseits hdufig im frithen Tod des Embryos und ist
andererseits die wesentliche Ursache bei einer stereomikroskopisch beobachteten Entwick-

lungsverzogerung (siehe Kapitel 5.2.1).

Wihrend der ersten Zellteilungen laufen wesentliche Prozesse der epigenetischen Repro-
grammierung ab. Derzeit ist nicht geklért, wann die epigenetische Diversifizierung der einzel-
nen Blastomeren beginnt. In diesem Zusammenhang stellt sich beispielsweise die Frage:
Hiéngt die Ausbildung und Entwicklung der Zellzahl in der ICM bei Ausfall einer der Blasto-
meren eines 8-Zell-Embryos davon ab, welche der epigenetisch bereits unterschiedlich mar-
kierten Blastomeren betroffen ist? In dieser Untersuchung zeigte sich eine enorme Variabilitit
in der Entwicklung der ICM. In vitro schwankte an Tag 7 in nicht-expandierten und somit in
der in der Entwicklung verzégerten Blastozysten die Zellzahl der ICM zwischen 20 und 130
(siehe Kapitel 4.3.1.3).
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Abbildung 37: Schema des Entwicklungsstops friiher Blastomeren vor bzw. withrend der Haupt-
Genomaktivierung im Embryo (beim Rind im 4. Zellzyklus)

Je frither der Ausfall einzelner Blastomere, desto (A) groBer ist der Verlust wichtiger ooplasmatischer
Ressourcen und (B) desto niedriger ist die Anzahl an potentiellen Nachkommen. Blastomeren-Arrest:
hellgriin - 1. Blastomerengeneration bzw. 2. Zellzyklus; dunkelgriin - 2. Blastomerengeneration bzw.
3. Zellzyklus; weiss - teilungsaktive Blastomeren.
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5.3.1 Mdgliche Ursachen flr einen Entwicklungsstop friher
Blastomeren vor bzw. wahrend der Hauptaktivierung des

embryonalen Genoms

Mogliche Ursachen fiir den in vielen Embryonen beobachteten Entwicklungsstop einer oder

mehrerer frither Blastomeren im Verlauf der ersten Zellteilungen sind:

e Defizite der Eizelle. Wichtige zytoplasmatische Faktoren der Eizelle fiir die Steuerung der
embryonalen Entwicklung fehlen. Dies kann die Folge von Storungen von Eizell-
wachstum und -reifung oder die Folge einer bereits vor der in vitro Fertilisation begon-

nenen Regression der Eizelle sein (Merton et al., 2003).

e cine Arretierung an spezifischen Zellzyklus-Kontrollpunkten als protektiver Mechanismus

zur Erkennung und Elimination von abnormalen Blastomeren.

e Arretierte frithe Blastomeren enthalten oft auffillig gro3e Kerne (Abb. 38 B). Ein Teil
dieser groen Kerne enthilt stark kondensierte und randstidndig angeordete Chromo-
somen und befindet sich vermutlich am G2/Mitose-Ubergang (Abb. 38 B: Pfeil mit

gestrichelter Linie).

e Ebenfalls hdufig in arretierten frithen Blastomeren zu finden sind teils unauffillige,

teils irreguldre Metaphasefiguren z. B. mit isolierten Chromosomen.

e Theoretisch ist auch ein Zellzyklus-Arrest aufgrund ,,iibermiBiger* Kontrollmecha-

nismen moglich.

Der Arrest von frithen Blastomeren ist offenbar kein in vitro Artefakt. Auch in den in vivo
Embryonen wurden hiufig eine oder mehrere arretierte frithe Blastomeren beobachtet. Eine
wichtige Frage fiir weitere Untersuchungen ist, ob der Teilungsstop und der Untergang friiher
Blastomeren tatsdchlich das Ergebnis von Kontrollmechanismen sind. Eine genaue Analyse
der beobachteten Stoppstellen konnte entscheidend zur Identifizierung spezifischer ursdchli-
cher Eizell-Defizite und der Entwicklung diagnostischer Marker fiir das Entwicklungspotenti-

al von Eizellen beitragen.
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Abbildung 38: Friiher Blastomeren-Arrest in einem Tag 5 IVF-Embryo

Embryo mit einem Arrest frither Blastomeren in verschiedenen Zellzyklusstadien (Pfeile) und unterge-
henden Blastomeren mit kondensiertem Chromatin (Kreise). DNA-Firbung (DAPI, weil3), F-Actin
(Phalloidin, weif3), MKI67 (griin) und Nucleolin (rot). (A) Z-Projektion und (B) zentraler optischer
Schnitt.

5.4 Transkript-Abundanz-Profile von Apoptose-assoziierten

Genen

Um die Bedeutung und Funktion von Apoptose im frithen Embryo besser zu verstehen, wurde
jeweils parallel zur morphologischen Analyse an kleinen Pools von Embryonen die Expressi-
on ausgewdhlter Apoptose-assoziierter Gene mittels quantitativer Real-Time RT-PCR analy-
siert. Im Gegensatz zu anderen Untersuchungen zur Expression Apoptose-assoziierter Gene

im frithen Embryo wurde in dieser Untersuchung systematisch in einem Ansatz

¢ cine Auswahl von Apoptose-assoziierten Genen untersucht, die vermutlich Schliisselfunk-
tionen bei der Initiation der Apoptose iiber verschiedene Signalwege (intrinsisch/extrin-

sisch) sowie der Regulation und Exekution der Apoptose ausiiben.

e iiber eine absolute Quantifizierung die Kopienzahlen in Abhingigkeit vom Zeitpunkt nach

der Befruchtung und dem Entwicklungsstatus bestimmt.

¢ die Kopienzahlen mit der Zellzahl korreliert.
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Fiir eine bessere Beurteilung der Ergebnisse an in vitro Embryonen wurden parallel in vivo
Embryonen analysiert, die nach hormonell induzierter Superovulation und kiinstlicher Besa-

mung am Tag 7 nicht-invasiv durch Spiilung der Uterushorner isoliert wurden.
5.4.1 Technische Limitationen der RT-qPCR

Die Analyse der mRNA-Expression mittels quantitativer Real-Time RT-PCR ist mit einer Rei-
he von technisch bedingten Limitationen verbunden (Bustin et al., 2005). Zu den kritischen

Punkten bei Analysen an Eizellen und frithen Embryonen zéhlen vor allem:

e der niedrige RNA-Gehalt mit 1 - 2 ng in der Eizelle und 5 ng in der Blastozyste beim Rind
(Bilodeau-Goeseels and Schultz, 1997a). Prizise und zuverlidssige Daten zur RNA-
Gesamtmenge, dem Anteil der rRNA-Spezies und dem Anteil der mRNA in der Eizelle

und im frithen Embryo fehlen.
¢ Effizienz und Reproduzierbarkeit von RNA-Extraktion und Reverser Transkription.

¢ cine Normalisierung der Expressionsdaten iiber Referenz-Transkripte aufgrund der hohen
Dynamik der frithen Embryonal-Entwicklung (Bettegowda et al., 2006; Mamo et al.,
2007).

Die quantitativen Real-Time RT-PCR-Analysen wurden nach einem bereits an bovinen Eizel-
len und Embryonen etablierten Protokoll durchgefiihrt (Boelhauve et al., 2005). Um alle aus-
gewihlten Gene an einem Eizell-/Embryo-Pool zu bestimmen, wurde in eine qPCR-Reaktion
jeweils nur die cDNA-Menge entsprechend 1/10 Embryo-/Eizell-Aquivalent eingesetzt. Bei
zu hoher Verdiinnung der Ausgangsprobe besteht die Gefahr, dass nur in geringer Kopienzahl
vorhandene Transkripte unter die Nachweisgrenze rutschen. Im Rahmen der in dieser Unter-
suchung durchgefiihrten, absoluten Quantifizierung wurde fiir jedes der untersuchten
Transkripte der Messbereich der qPCR iiber eine Kalibrierkurve bestimmt. Dabei lag die unte-

re Nachweisgrenze jeweils bei 20 Kopien pro Reaktionsansatz.

Die RNA-Menge ist bei der Analyse kleiner Pools von nur 5 bzw. 10 Eizellen/Embryonen zu
gering, um nach der RNA-Extraktion parallel - an einem Pool - a) die RNA-Konzentration zu
messen, b) die RNA-Integritéit z. B. durch Mikro-Gelelektrophorese zu iiberpriifen und c) die
Transkript-Abundanzen aller ausgewihlten Transkripte zu bestimmen. Um alle ausgewéhlten
Transkripte an einem Eizell-/Embryo-Pool analysieren zu konnen, wurde auf eine Uberprii-
fung der extrahierten RNA verzichtet. Zum Schutz vor RNA-Degradation wurden die Embry-

onen nach ihrer stereomikroskopischen Klassifizierung in fliissigem Stickstoff schockgefroren
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und bei - 80 °C gelagert. Die RNA wurde unmittelbar nach der Extraktion mit Hilfe von Ran-

dom-Hexamer (RH)-Primern in die stabilere, korrespondierende (c)DNA umgeschrieben.

Bei der Reversen Transkription mittels RH-Primern werden neben den embryonalen
Transkripten auch die aktiven und inaktiven Eizell-spezifischen (maternalen) Transkripte er-
fasst. Bei der Reversen Transkription mit Poly-A-Primern werden 18S rRNA, mRNAs ohne
Poly-A-Schwanz wie z. B. die mRNAs von Histon-Genen sowie inaktive, maternale
Transkripte mit verkiirztem Poly-A-Schwanz nicht erfasst. Die Wahl der Primer fiir die Re-

verse Transkription muss bei der Interpretation von RT-qPCR-Daten beriicksichtigt werden.

Mittels einer absoluten Quantifizierung wurde die Kopienzahl pro Embryo fiir 2 Referenz-
Transkripte und 11 mRNAs bestimmt. Das Ziel der quantitativen Real-Time RT-PCR mit ei-
ner absoluten Quantifizierung war u. a. eine Vorselektion von Kandidatengenen fiir Studien
zur Transkript- und Protein-Lokalisation mittels RNA in situ und Immunfluoreszenz sowie fiir
funktionelle Untersuchungen beispielsweise mittels RNA-knock-down etc. In Abhingigkeit
davon, fiir welches Protein (Enzym, Transkriptionsfaktor, Strukturprotein etc.) ein Transkript
kodiert, konnte bereits die Kopienzahl erste wichtige Informationen zur funktionalen Rele-
vanz liefern. Ein wesentlicher Vorteil einer absoluten Quantifizierung ist, dass die ermittelten
Kopienzahlen in nachfolgenden Studien iiberpriift werden konnen bzw. als Bezugspunkt die-
nen. Dariiber hinaus sind absolute Kopienzahlen besser geeignet, um den Verlauf von
Transkript-Abundanzen zu Beginn der Embryogenese zu beobachten. Es werden keine Refe-
renz-Transkripte benotigt. Die absoluten Kopienzahlen konnen mit der Zellzahl korreliert und
so die Kopienzahl pro Zelle abgeschitzt werden. Eine absolute Quantifizierung von mRNA-
Transkripten ist allerdings zeitaufwendig und teuer. So miissen Transkript-spezifische DNA-
Standards im Vorfeld der Untersuchungen hergestellt werden. Ein kritischer Punkt sind
Schwankungen in der Effizienz von RNA-Extraktion und Reverser Transkription, die z. B.
mit Hilfe externer RNA-Standards erfasst und ausgeglichen werden kénnen. In dieser Unter-
suchung wurde die Effizienz von RNA-Extraktion und Reverser Transkription und ihre
Schwankung mit Hilfe eines externen RNA-Standards exemplarisch an Eizellen iiberpriift und
lag bei 28 £ 5 %. Um die tatsdachlichen Kopienzahlen zu erhalten, miissen also die gemesse-
nen Werte mit einem Korrekturfaktor von 3,6 multipliziert werden. Die Interpretation der Ko-
pienzahlen spezifischer Transkripte ist gegenwirtig (noch?) erheblich eingeschrinkt, da kaum
Vergleichs- bzw. Referenzdaten vorliegen - weder von Eizellen und frithen Embryonen, noch

von adulten, somatischen Zellen.
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Die bislang publizierten Daten zur Expression spezifischer Transkripte in Eizellen und Emb-
ryonen basieren nahezu ausschlieBlich auf einer relativen Quantifizierung der Transkripte im
Verhiltnis zu einem Referenz-Transkript oder einem externen RNA-Standard (Wrenzycki et
al., 2004). Neben Untersuchungen zu Transkript-Abundanzen an jeweils einem spezifischen
Entwicklungszeitpunkt bzw. -stadium wurden auch Studien zum entwicklungsabhédngigen
Verlauf von Transkript-Abundanzen durchgefiihrt. Insbesondere dabei stellt sich die entschei-
dende und nicht einfach zu beantwortende Frage nach geeigneten Referenz-Transkripten

(Goossens et al., 2005).

Microarray-basierte Transkriptom-Analysen an Embryonen kénnten unter anderem zur Identi-
fizierung von entwicklungsrelevanten Schliisselgenen und Signalwegen fiihren (Adjaye et al.,
2007). Ein schwerwiegendes Problem stellt dabei der geringe RNA-Gehalt frither Embryonen
dar. Bei der Untersuchung einzelner Embryonen oder kleiner Pools muf3 die cDNA fiir die
Hybridisierung amplifiziert werden. Dabei ist damit zu rechnen, dass je nach Amplifikations-
verfahren die verschiedenen Transkripte jeweils mit unterschiedlicher Effizienz amplifiziert
werden und dass Transkripte, die nur in niedriger Kopienzahl vorliegen, nicht nachgewiesen
werden konnen (Sudheer and Adjaye, 2007). Die Ergebnisse bislang publizierter Microarray-
Analysen sind aufgrund der Verwendung unterschiedlicher Protokolle zur RNA-Isolierung,
Reversen Transkription und Amplifikation und des Einsatzes unterschiedlicher Array-

Plattformen schwierig zu bewerten und zu vergleichen (Sudheer and Adjaye, 2007).
5.4.2 Zur Interpretation von Transkript-Kopienzahlen

Je nach Untersuchungszeitpunkt und Entwicklungsstadium reprisentieren die Kopienzahlen

pro Embryo

¢ von der Eizelle stammende (maternale) Transkripte
¢ vom Embryo produzierte Transkripte
e die zelluldre Zusammensetzung des Embryos

o die Anzahl der Zellen

o den Zellteilungsbaum und die Anzahl mitotischer Teilungen, die von den einzelnen

Zellen jeweils bereits durchlaufen wurden
o den epigenetischen Status der einzelnen Zellen und ihre Differenzierung
o den Anteil von ICM- und Trophoblast-Zellen

¢ cine funtionelle Adaptation an die Umgebungsbedingungen
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Der Abbau maternaler und Aufbau embryonaler Transkripte im Verlauf der ersten Zellteilun-
gen ist graduell und fiir jedes Gen verschieden (Bettegowda and Smith, 2007; Brevini et al.,
2007). Aufgrund einer bislang fehlenden Diskriminierung zwischen maternalen und embryo-
nalen Transkripten kann nicht unterschieden werden, wieviele Transkripte zum jeweiligen
Zeitpunkt von der Mutter stammen bzw. auf die Expression durch den Embryo zuriickzufiih-
ren sind. Ein Ansatz fiir eine mogliche Diskriminierung ist die Markierung neusynthetisierter
RNA iiber modifizierte Nukleotide und die spezifische Isolierung beispielsweise iiber eine

Immunpréizipitation.

Die Division der Kopienzahl eines Transkripts pro Embryo durch die Zellzahl liefert einen
Schitzwert fiir die Kopienzahl pro Zelle. Der Beginn der embryonalen Transkription kann
iber ein Verlaufsprofil der Kopienzahl pro Zelle besser erfasst werden als iiber die Kopien-
zahl pro Embryo. In den Tag 3 bis 5 Embryonen wurden weniger Kopien pro Zelle bestimmt
im Vergleich zur Eizelle. Die befruchtete Eizelle wird durch die Furchungsteilungen in immer
kleinere Zellen zerlegt. Dabei wird das Zytoplasma der Eizelle mit den vorrétigen Transkrip-
ten auf die neugebildeten Zellen verteilt. Ein Hinweis auf den Beginn der aktiven (embryo-
nalen) Transkription ist der Anstieg der Kopienzahl pro Zelle bei einer weiter exponentiell
ansteigenden Zellzahl. Bei der Entwicklung der Morula zur schliipfenden Blastozyste gibt die
Kopienzahl pro Zelle Auskunft dariiber, ob ein Anstieg der Kopienzahl pro Embryo allein aus

dem Anstieg der Zellzahl bei konstanter Expression pro Zelle resultiert.

In der Blastozyste haben sich mit dem Trophoblast und der ICM zwei phéanotypisch und funk-
tionell unterschiedliche Zellkompartimente mit unterschiedlichem Entwicklungspotential
entwickelt. Zusitzlich beginnt sich das Zahlenverhiltnis von ICM zu Trophoblastzellen mit
der Expansion und dem Schliipfen der Blastozyste dramatisch zugunsten des Trophoblasten
zu verschieben. Fiir die Frage nach einem moglicherweise auftretenden programmierten Zell-
tod in der ICM sind v. a. die Transkripte in der ICM von Interesse. Das erfordert aber eine ge-
trennte Analyse von ICM und Trophoblast-Zellen. ICM und Trophoblast-spezifische mRNA-
Expressionsdaten wurden erstmals von Adjaye et al. mittels Microarrays bestimmt (Adjaye et

al., 2007).
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5.4.3 Diskussion der Kopienzahlen in vitro
Referenz-Transkripte

Diese Untersuchung zeigt erstmals, wie die Kopienzahlen von 18S rRNA und H2AFZ-mRNA
im Verlauf der Entwicklung von der Eizelle bis zur schliipfenden Blastozyste beim Rind
schwanken. In nicht-expandierten Blastozysten an Tag 6 und schliipfenden Blastozysten an
Tag 7 wurden fiir H2AFZ relativ konstante mRNA-Kopienzahlen pro Zelle bestimmt.
H2AFZ, das wohl weitgehend replikationsunabhéngig transkribiert wird (Hatch and Bonner,
1990), konnte vielleicht ein geeignetes Referenzgen fiir die relative Quantifizierung von

mRNAs mittels RT-qPCR fiir diesen Entwicklungsabschnitt darstellen.

Fiir die 18S rRNA wurden unterschiedliche Transkript-Abundanzen in Eizellen und Embryo-
nen von Tag 3 bis 7 gemessen. Die mRNA-Kopienzahl war zu jedem untersuchten Zeitpunkt
bis um den Faktor 1.000 hoher im Vergleich zu den Apoptose-spezifischen Transkripten. Fiir
die Bewiltigung der Entwicklungsprozesse im frithen Embryo, beginnend mit der Aktivierung
des embryonalen Genoms, wird eine hohe Zahl an 18S rRNA-Transkripten und -Proteinen
benotigt. Die Transkription der 18S rRNA erfolgt durch die RNA-Polymerase I (McStay and
Grummt, 2008). Die Regulation der rRNA-Synthese ist damit unabhingig von der mRNA-
Synthese, die durch die RNA-Polymerase II erfolgt. Die im Vergleich zu den meisten mRNA-
Transkripten extrem hohe Abundanz von 18S rRNA ist ein Nachteil bei der Verwendung als
Referenztranskript fiir die relative Quantifizierung von mRNAs mittels RT-qPCR und die
Identifizierung von geringen Abundanz-Unterschieden (Bustin, 2000; Vandesompele et al.,

2002).

H2AFZ, das eine spezifische H2A-Histon-Variante kodiert, zeigte einen auffillig hohen Peak
der mRNA Kopienzahlen in Tag 3 Embryonen noch vor der Haupt-Genomaktivierung. Dies
ist ein deutlicher Hinweis auf eine wichtige Funktion von H2AFZ zu diesem frithen Zeitpunkt
der Entwicklung. H2AFZ wird replikationsunabhiingig transkribiert (Hatch and Bonner, 1990)
und spielt eine komplexe, bislang aber weitgehend ungeklirte Rolle bei der epigeneti-
schen/Chromatin-basierten Regulation der Genexpression (Draker and Cheung, 2009; Tham-
birajah et al., 2009). H2AFZ-defiziente Mausembryonen sterben um den Zeitpunkt der Im-
plantation (Faast et al., 2001).
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Caspasen

In dieser Untersuchung wurden mRNA-Transkripte fiir die Effektor-Caspase 3 und die intrin-
sische Initiator-Caspase 9 von der Eizelle bis zur schliipfenden Blastozyste nachgewiesen.
Untersuchungen bei verschiedenen Sduger-Spezies fanden fiir verschiedene Caspasen eine
durchgehende mRNA-Expression in Eizellen und frithen Embryonen bis zur Blastozyste
(Exley et al., 1999; Jurisicova et al., 1998; Warner et al., 1998). Die essentielle Bedeutung von
Caspasen bei der fetalen Entwicklung wird an Knock-out-Miusen deutlich. In Abhingigkeit
vom genetischen Hintergrund fiihrt die Defizienz von Caspase 3 zum Tod der Feten um Tag
14, die Defizienz von Caspase 9 zum Tod um den Zeitpunkt der Geburt (Zheng et al., 1999).
Nach Knock-out der extrinsischen Effektor-Caspase 8 wurde ebenfalls ein Tod der Feten um

Tag 14 beobachtet (Zheng et al., 1999).

Die Bedeutung der Caspasen fiir die Entwicklung von der Eizelle bis zur Blastozyste ist dage-
gen noch unklar. In dieser Untersuchung wurden fiir die Effektor-Caspase 3 von der Eizelle
bis Tag 4 relativ konstante mRNA Kopienzahlen pro Embryo gemessen. Ab Tag 5 wurden
dann deutlich mehr (embryonale) Transkripte bestimmt. Die Anzahl der gemessenen mRNA-
Kopien fiir die intrinsische Initiator-Caspase 9 dagegen sank von der Eizelle auf Tag 3 deut-
lich ab, um erst in schliipfenden Blastozysten wieder anzusteigen. Dies konnte auf eine Betei-
ligung von Caspase 9 an den in diesem Stadium in der ICM beobachteten Zelluntergingen
hinweisen. In dieser Untersuchung waren weder in Eizellen, noch in Embryonen bis zur
schliipfenden Blastozyste Transkripte fiir die extrinsische Effektor-Caspase 8 nachweisbar.
Das entspricht den Ergebnissen einer Untersuchung bei der Maus, die Caspase 8-Protein we-
der in Eizellen, noch in Blastozysten mittels Immunfluoreszenz nachweisen konnten (Kelkar

et al., 2003).
BIRC4 - Inhibitor der Apoptose

Fiir BIRC4 wurden in der Eizelle auffillig hohe mRNA-Kopienzahlen gemessen, die um den
Faktor 20 hoher waren im Vergleich zu den Kopienzahlen von Tag 3 IVF-Embryonen. Erst
spat, an Tag 6 und 7 wurden dann wieder deutlich mehr, embryonale mRNA-Kopien gemes-
sen. In einer fritheren Untersuchung von Nino-Soto et al. wurde bereits von einer hohen Kon-
zentration von BIRC4-mRNA in der Eizelle beim Rind berichtet. Die Autoren spekulierten
iber eine wichtige Rolle von BIRC4 zum Schutz vor Apoptose wihrend der ersten Zellteilun-
gen, ohne Belege dafiir liefern zu konnen (Nino-Soto et al., 2007). So steht ein Nachweis von

BIRC4 Protein in bovinen Eizellen und friihen Embryonen noch aus. Dariiber hinaus zeigten
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sich BIRC4 Knock-out-Méuse im Vergleich zum Wildtyp phénotypisch unauffillig. Die dabei
beobachteten erhohten Transkript-Abundanzen fiir zwei verwandten Proteine aus der IAP-
Familie, cIAP (baculoviral IAP repeat-containing) 1 und 2 sprechen dafiir, dass ein Ausfall
von BIRC4 durch eine Uberexpression verwandter Gene kompensiert werden kann (Harlin et

al., 2001).
BCL2-Familie

mRNA-Kopien fiir das anti-apoptotisch wirkende BCL2 waren in dieser Untersuchung nur in
der Fizelle nachweisbar. In einer Reihe von Studien bei Maus und Mensch waren BCL2-
Transkripte von der Eizelle bis zur Blastozyste nachweisbar. Dabei wurden sowohl Embryo-
nen-Pools als auch Einzelembryonen analysiert (Exley et al., 1999; Metcalfe et al., 2004;
Spanos et al., 2002; Warner et al., 1998). Eine Untersuchung an Einzelblastomeren von vita-
len, arretierten sowie nicht mehr lebensfiahigen 1-9 Zell-Embryonen beim Menschen konnte
nur in wenigen Blastomeren vitaler Embryonen BCL2-Transkripte nachweisen (Liu et al.,
2000). Daraus wurde eine mogliche Assoziation einer BCL2-mRNA-Expression und der Qua-
litdt der Embryonen abgeleitet. Beim Rind wurden mRNA-Transkripte fiir BCL2 in als ent-
wicklungsfihig klassifizierten Tag 7 Blastozysten nachgewiesen (Vandaele et al., 2008).

mRNA-Kopien fiir BCL2L1 (ehemals bcl-xL), einem zu BCL2 nah verwandten Protein, mit
ebenfalls anti-apoptotischer Funktion, wurden von der Eizelle bis zur Blastozyste nachgewie-
sen. Nach einem Abfall der mRNA-Kopienzahl von der Eizelle bis Tag 4 wurde an Tag 5 ein
steiler Anstieg als Zeichen embryonaler Transkription beobachtet. Bei der Maus wurden
BCL2L1-Transkripte in Eizellen und 1-, 2-, 4-, 8-Zell-Embryonen sowie Blastozysten be-
stimmt (Exley et al., 1999). Beim Mensch waren mRNA-Kopien fiir BCL2L1 dagegen nur
vereinzelt in der Zygote und in 8-Zell-Embryonen nachweisbar (Metcalfe et al., 2004). Beim
Rind wurde bislang eine mRNA-Expression von BCL2L1 in verschiedenen Blastozystensta-
dien beobachtet (Knijn et al., 2005). Moglicherweise wird beim Rind eine fehlende BCL2-

Expression im frithen Embryo durch die Expression von BCL2L1 ersetzt.

mRNA-Kopien fiir BAX, einem pro-apoptotischen Gegenspieler von BCL2 und BCL2L1,
waren in dieser Untersuchung in der Eizelle und bis auf eine Ausnahme in allen untersuchten
Entwicklungsstadien von Tag 3 bis 7 nachweisbar. Interessanterweise war in den am weitesten
entwickelten Embryonen an Tag 4 kein Nachweis von mRNA-Transkripten moglich. Nach
einem moglicherweise vollstdndigen Abbau maternaler Transkripte in diesem Stadium wurde
an Tag 5 ein steiler Anstieg offenbar embryonaler BAX-Transkripte parallel zum Anstieg der

BCL2L1-mRNA Expression gemessen. Eine konstitutive mRNA-Expression von BAX wurde
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in Eizellen und Embryonen bis zur Blastozyste zuvor schon bei Maus und Mensch nachge-
wiesen (Exley et al., 1999; Metcalfe et al., 2004; Spanos et al., 2002; Warner et al., 1998).
Unter der Annahme, dass eine hohe Expression von BAX ein Marker fiir eine eingeschrénkte
Vitalitdt und ungiinstige Kulturbedingungen darstellen konnte, wurden beim Rind wiederholt
relative mRNA-Abundanzen fiir BAX in Eizellen (Boelhauve et al., 2005) und Embryonen
vom 8-16-Zell-Stadium bis zur Blastozyste bestimmt [zusammengefasst und diskutiert bei

(Wrenzycki et al., 2005)].
FAS-Rezeptor/FAS-Ligand (FAS/FASLG)

In dieser Untersuchung wurden fiir den FAS-Liganden mRNA-Transkripte nur in den in vitro
gereiften Eizellen sicher nachgewiesen - knapp iiber der Nachweisgrenze von 200 Kopien pro
Eizelle. mRNA-Transkripte fiir den FAS-Rezeptor waren in vivo ab der Morula und in vitro
nur in schliipfenden Blastozysten an Tag 7 sicher nachweisbar, nicht in Eizellen und nicht in
fritheren Embryonalstadien. Das Fehlen bzw. die geringe Zahl von Transkripten fiir FAS,
FASLG und CASPS8 von der gereiften Eizelle bis zur schliipfenden Blastozyste sprechen ge-
gen eine Bedeutung des FAS/FASLG-Systems in diesem friihen Entwicklungszeitraum beim
Rind. Moglicherweise spielt jedoch der FAS/FASLG-Signalweg eine wichtige Rolle bei Inter-
aktionen zwischen Eizelle und Cumuluszellen bzw. zwischen den Cumuluszellen. So konnten
Rubio Pomar et al. beim Rind Transkripte fiir FAS und FASLG sowohl in in vitro gereiften
Eizellen als auch in Cumuluszellen nachweisen. Allerdings wurden nur in den Cumuluszellen
beide Proteine nachgewiesen, in Eizellen dagegen nur das Rezeptorprotein, jedoch nicht der
Ligand. Demnach konnten Cumuluszellen iiber diesen Signalweg die Apoptose anderer Cu-
muluszellen aber auch der Eizelle induzieren (Rubio Pomar et al., 2004). Studien bei Maus,
Ratte und Menschen lieferten widerspriichliche Daten: So konnten bei der Maus in Eizellen
sowie Tag 1 und 2 Embryonen keine mRNA-Transkripte fiir FAS und FASLG nachgewiesen
werden, allerdings in Morulae und Blastozysten (Kelkar et al., 2003). Bei der Ratte waren
mRNA-Transkripte fiir FAS und FASLG nur in Eizellen und 2-Zell-Embryonen nachweisbar,
jedoch nicht in spdteren Stadien bis zur Blastozyste (Kawamura et al., 2001). Beim Menschen
wurden in 4-Zell-Embryonen und fragmentierten "Uberschuss"-Embryonen Transkripte fiir

den Rezeptor und den Liganden nachgewiesen (Kawamura et al., 2001).

Der Nachweis von FAS-Rezeptor-rmRNA ab der Morula in vivo und ab der schliipfenden
Blastozyste in vitro in dieser Untersuchung ist ein Hinweis fiir eine Funktion dieses Signal-

weges nach dem Schliipfen der Blastozyste an Tag 7 bis 9 nach der Befruchtung beim Rind.
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Transkriptionsfaktor STAT3

In der Eizelle wurden im Mittel mehr als 10° mRNA-Kopien fiir STAT3 gemessen. In den
Embryonen lagen die Kopienzahlen erheblich niedriger: in Tag 4 Embryonen bei ca. 7 x 10°
pro Embryo und in schliipfenden Blastozysten bei ca. 2 x 10*. STAT3 spielt offenbar bei der
embryonalen Entwicklung eine essentielle Rolle (Maj and Chelmonska-Soyta, 2007). So ster-
ben STAT3-defiziente Maus-Embryonen noch vor Beginn der Gastrulation (Takeda et al.,
1997). Eine Expression von STAT3-mRNA und Protein wurde schon in Eizellen und ver-
schiedenen Teilungsstadien bis zur Blastozyste bei Maus, Mensch und Rind beobachtet
(Antczak and Van Blerkom, 1997; Antczak and Van Blerkom, 1999; Boelhauve et al., 2005).
Die Funktionen von STAT3 in der Eizelle und wihrend der friihen Embryogenese bis zur
Blastozyste und im Rahmen von Apoptose sind noch weitgehend ungeklirt. Es wird vermutet,
dass STAT3-Protein eine wichtige Funktion bei der Regulation von Proliferation und Apop-
tose beispielsweise durch die Regulation der Transkription verschiedener pro- und anti-

apoptotisch wirkender Gene ausiibt (Bromberg and Darnell, 2000).

5.4.4 Vergleich der Kopienzahlen in vitro und in vivo

Um die Relevanz der Ergebnisse an in vitro produzierten Embryonen besser einschitzen zu
konnen, wurden parallel in vivo produzierte Embryonen analysiert. Die in vivo Embryonen
wurden aus superovulierten Spendertieren 6 - 7 Tage (159 - 183 h) nach wiederholter kiinstli-
cher Besamung nicht-invasiv durch Spiilen der Uterushorner gewonnen (siehe Kapitel 3.1.2).
Dieser Vergleich in vitro/in vivo beinhaltete folgende stereomikroskopisch definierten Ent-
wicklungsstadien: a) kompaktierte Morula/frithe Blastozyste und b) nicht-expandierte/expan-
dierte Blastozyste. Bei dem Vergleich von in vitro und in vivo produzierten Embryonen gibt es
folgende Einschrinkung: Wihrend die zu einem definierten Zeitpunkt nach in vitro Fertilisa-
tion gewonnenen Embryonen alle gleich alt sind, variiert das Alter der in vivo produzierten
Embryonen, die zu einem definierten Zeitpunkt nach kiinstlicher Besamung aus einem Spen-
dertier gewonnen wurden, und kann nicht genau bestimmt werden. Die Ovulation der Eizellen
und auch die Befruchtung erfolgen in vivo nicht gleichzeitig und kénnen nicht beobachtet

werden.
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Bei einem Vergleich von in vitro und in vivo Embryonen stellen sich folgende Fragen:

Was bedeutet eine Messung unterschiedlicher Transkript-Abundanzen?

unterschiedliche Effizienz von RNA-Isolation und Reverser Transkription?

¢ unterschiedliche Zeitfenster, d. h. unterschiedlich alte Embryonen untersucht?
¢ unterschiedliche Entwicklungsstadien verglichen?

¢ unterschiedliche zellulire Zusammensetzung?

o Zellzahl

o Zellteilungsmuster

o der epigenetische Status und die Differenzierung der einzelnen Zellen

o der Anteil von ICM- und Trophoblastzellen

o der Anteil untergehender Zellen

¢ funktionelle Anpassung an unterschiedliche Umgebungsbedingungen?

Eine entscheidende Frage bei der Interpretation von Transkript-Kopienzahlen im frithen Emb-
ryo ist: Liefern die Transkript-Abundanzen/Kopienzahlen tatsidchlich Informationen iiber ein
unterschiedliches Entwicklungspotential oder stellen Sie nur eine funktionelle Adaptation an
unterschiedliche Umgebungsbedingungen dar, wie unterschiedliche in vitro Kulturmedien

oder -zusitze, ohne nachhaltige Beeinflussung der Entwicklung?
Vergleich von Kopienzahlen pro intakte Zelle

Um Unterschiede in der Zellzahl und das Auftreten von Zelluntergingen in Morulae und
Blastozysten in vitro und in vivo zu beriicksichtigen, wurden die Kopienzahlen pro intakte
Zelle (Kopienzahl pro Embryo/Gesamtzellzahl minus Anzahl an Zelluntergingen) verglichen.
Die in Morulae/frithen Blastozysten gemessenen Kopienzahlen fiir die beiden Referenz-
Transkripte 18S rRNA und H2AFZ waren in vitro und in vivo nicht signifikant unterschied-
lich. In nicht-expandierten/expandierten Blastozysten wurden in vivo fiir beide Referenzgene
hohere Kopienzahlen gemessen, der Unterschied war jedoch nur bei H2AFZ signifikant (P <
0.05). Fiir den Vergleich von Transkript-Abundanzen Apoptose-assoziierter Gene wurden die
Kopienzahlen pro intakte Zelle gegeniiber dem Referenz-Transkript H2AFZ normalisiert.
Nach der Normalisierung traten folgende nicht signifikante bzw. signifikante Unterschiede
auf: In Morulae/frithen Blastozysten wurden in vivo hthere Kopienzahlen pro intakte Zelle fiir

BAX, CASP9, BCL2L1 und BIRC4 gemessen und in vitro eine signifikant hohere Kopienzahl
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fiir CASP3. In nicht-expandierten/expandierten Blastozysten wurden in vivo hohere Kopien-
zahlen fiir BAX, CASP9 und BCL2L1 und in vitro eine signifikant hohere Kopienzahl fiir
CASP3 und BIRC4 gemessen. Dabei erschien eine hohere mRNA-Kopienzahl eines pro-
apoptotischen Gens jeweils mit einer hoheren Kopienzahl des Gegenspielers korreliert. Fiir
STAT3 war in vitro die Kopienzahl hoher - nicht signifikant in Morulae/frithen Blastozysten

und signifikant in nicht-expandierten/expandierten Blastozysten.

In zahlreichen Studien wurden bereits relative Transkript-Abundanzen potentiell bedeutsamer
Gene in bovinen Embryonen in Abhingigkeit vom Kulturmedium bzw. -zusitzen in vitro und
in vitro versus in vivo analysiert [zusammengefasst bei (Lonergan et al., 2006)]. So wurden in
in vitro kultivierten Rinderblastozysten im Vergleich zu in vivo erhohte mRNA-Abundanzen
fir BAX (Rizos et al., 2003) und BIRC4 (Nino-Soto et al., 2007) bestimmt. Dagegen fanden
Knijn et al. keine Unterschiede in der relativen mRNA-Abundanz von BAX und BCL2L1 in

Blastozystenstadien beim Rind in vitro/in vivo (Knijn et al., 2005).

Derzeit gibt es keine Belege fiir eine funktionelle Relevanz der zwischen in vitro und in vivo
beobachteten Unterschiede von Transkript-Abundanzen. Die parallele morphologische Analy-
se von Morulae und Blastozysten in vitro und in vivo ergab keine signifikanten Unterschiede
in der Inzidenz von Zelluntergiingen (sieche Kapitel 4.3.1.4). Die Induktion und Exekution von
Apoptose kann vermutlich unabhiingig von Anderungen der Transkript-Abundanz Apoptose-
assoziierter Gene erfolgen. So konnten Vandaele et al. in boviner Blastozysten in vitro nach
Kultivierung mit Staurosporin iiber 24 h zur Induktion von Apoptose keine signifikanten Ver-
dnderungen in der mRNA-Expression von BAX, BCL2, CASP3, CASP7 im Vergleich zu un-
behandelten Embryonen beobachten (Vandaele et al., 2008).

5.4.5 mRNA-Kopienzahl - funktionale Relevanz/Protein-Abundanz?

Die mRNA-Kopienzahlen konnen wichtige Hinweise auf eine funktionelle Relevanz eines
Gens liefern. Aus der Anzahl der mRNA-Transkripte eines Gens in einer Zelle kann jedoch
nicht die Anzahl der Protein-Molekiile in der Zelle und ihre Aktivitit abgeleitet werden, da die
Synthese, posttranslationale Modifikation, Aktivierung, Inaktivierung und Degradation von
Proteinen komplex reguliert sind (Lackner and Bahler, 2008). Gene konnen transkribiert wer-
den, ohne dass die entsprechende mRNA translatiert wird. Fiir die Aufkldarung der Funktion

eines Gens in der frilhen embryonalen Entwicklung sind der Nachweis und die Lokalisation
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des Proteins von entscheidender Bedeutung. Beim Rind ist gegenwirtig der Nachweis spezifi-

scher Proteine durch das Fehlen geeigneter Antikorper noch erheblich erschwert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte sicher nur STAT3-Protein mikroskopisch mittels Immunfluo-
reszenz nachgewiesen werden. Signale fiir STAT3-Protein wurden im Zytoplasma und im
Zellkern von Tag 3 Embryonen und Tag 6 Blastozysten lokalisiert, nicht aber in gereiften Ei-
zellen. Auffillig war, dass die Zellkerne mit positiven STAT3-Signalen im Zellkern gleich-
zeitig Ki67 positiv waren. Bei Mensch und Maus wurde bereits STAT3-Protein mittels Im-
munfluoreszenz im Zytoplasma von gereiften Eizellen und in frithen Embryonen beobachtet
(Antczak and Van Blerkom, 1997). Die Autoren berichten von einem starken, polaren Signal

in der Eizelle und variablen Signalen in den Zellen von Morulae und Blastozysten.

Fiir aktiviertes Caspase 3-Protein war der Nachweis fraglich. Es wurden nur in Blastozysten
vereinzelt schwache Signale im Zytoplasma von untergehenden Zellen (mit morphologischen
Merkmalen von Apoptose) beobachtet, in einem kondensierten/apoptotischen Kern auch im
Karyoplasma (siehe Kapitel 4.5). Gjorret et al. konnten aktiviertes Caspase 3-Protein nach 24
h Staurosporin zur Induktion von Apoptose nicht in 2-Zell-Embryonen, aber in 4-Zell-
Embryonen bis Blastozysten beim Rind mittels Immunfluoreszenz nachweisen. Die Caspase
3-positiven Zellen enthielten kondensierte/apoptotische Zellkerne. Nur vereinzelt wurden zy-
toplasmatische Signale fiir aktivierte Caspase 3 in nicht-behandelten 8- und 16-Zell-
Embryonen, Morulae und Blastozysten beobachtet (Gjorret et al., 2007). Dabei waren akti-
vierte Caspase 3-Signale sowohl im Zytoplasma als auch im Karyoplasma nachweisbar. Bis-

lang unklar ist, wie lange aktive Caspase 3 in apoptotischen Zellen nachweisbar ist.
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6 FAZIT und AUSBLICK

In dieser Arbeit wurde mit der Visualisierung der friihen Entwicklung bis zur Blastozyste
beim Rind begonnen. Insgesamt wurden 15 stereomikroskopisch unterschiedliche Entwick-
lungsstadien von Tag 3 bis 7 nach IVF analysiert. Als zentrale morphologische Parameter zur
Bestimmung des Entwicklungspotentials von Embryonen wurden die Zellzahl, das Auftreten
von Zelluntergingen, Zellteilungsmuster und die ultrastrukturelle Differenzierung analysiert.
Fiir eine Identifizierung und Lokalisierung abnormaler und apoptotischer Zellen wurden die
Blastomerenkerne hinsichtlich der Grofle und Struktur genauer analysiert. Um die mogliche
Rolle des Apoptose-Systems im frilhen Embryo noch genauer zu untersuchen, wurden fiir
eine Reihe von Schiisselgenen der Apoptose die absoluten Transkript-Abundanzen bestimmt
und mit der Zellzahl korreliert. Fiir eine bessere Beurteilung der Relevanz der Beobachtungen
an in vitro Embryonen wurden gleichzeitig in vivo Embryonen analysiert, die nach hormonell
induzierter Superovulation und kiinstliche Besamung am Tag 7 nicht-invasiv durch Spiilen der

Uterushorner gewonnen wurden (siehe Kapitel 3.1.2).

Folgende Schlussfolgerungen lassen sich aus dieser Untersuchung ableiten:

e Der Teilungssstop und Verlust einzelner frither Blastomeren vor bzw. wihrend der Haupt-
Genomaktivierung (beim Rind im 4. Zellzyklus) beeinflusst kritisch den Anstieg der Zell-
zahl und die weitere Entwicklung des Embryos. Die in Tag 3 und 4 Embryonen beobach-
teten Zelluntergidnge sind zu einem erheblichen Teil Residuen eines Teilungsstops friither
Blastomeren wihrend der ersten Zellteilungen. Eine wichtige Frage ist, ob der Teilungs-
stop und Untergang dieser friihen Blastomeren das Ergebnis von Kontroll-Mechanismen
und programmiertem Zelltod zur Eliminierung abnormaler Zellen ist? Um den Ausfall
frither Blastomeren zahlenméBig zu kompensieren, sind mehr Teilungszyklen der verblie-
benen Zellen und damit mehr Zeit erforderlich. Eine spannende Frage ist, ob bzw. inwie-
fern das Entwicklungspotential des Embryos dabei langfristig beeinflusst wird. Héngt
moglicherweise die Ausbildung und Entwicklung der Zellzahl im ICM bei Ausfall einer
der Blastomeren eines 8-Zell-Embryos davon ab, welche der epigenetisch bereits unter-

schiedlich markierten Blastomeren betroffen ist?

e Die Ursachen fiir die heterogene Entwicklung der Embryonen unter einheitlichen Bedin-
gungen in vitro sind in dem unterschiedlichen Entwicklungspotential der Eizellen und
Spermien zu suchen. Die Analyse der charakteristischen Stoppstellen und kritischen Ent-

wicklungsschritte im frithen Embryo ist ein vielversprechender Ansatz fiir die Identifizie-
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rung spezifischer Eizell-Defizite und der Entwicklung diagnostischer Marker fiir das Ent-
wicklungspotential von Eizellen. Diese Untersuchungen werden im Rahmen eines Projek-
tes der DFG-Forschergruppe ,,Germ cell potential“ (FOR 1041, www. germ-cell-
potential.de) durchgefiihrt.

¢ Die in der inneren Zellmasse (ICM) von Blastozysten in vitro und in vivo beobachtete
hohe Inzidenz an Zelluntergéngen (mit morphologischen Merkmalen von Apoptose) bei
intaktem Trophoblast legt nahe, dass programmierter Zelltod bei der Entwicklung der
ICM eine wichtige physiologische Rolle, etwa im Rahmen eines morpho-genetischen

,.cell sorting®, spielt.

e Der elektronenmikroskopische Nachweis von sekundidren Lysosomen mit Chromatin-
resten ist ein starkes Indiz fiir eine kontrollierte Beseitigung von untergegangenen Zellen
durch Nachbarzellen. Ultrastrukturelle Verianderungen, die auf eine intrinsische Aktivie-
rung von programmiertem Zelltod iiber die Mitochondrien hinweisen, wurden nicht ge-

funden.

¢ Die Transkript-spezifischen Abundanz-Profile machen deutlich, dass der Abbau materna-
ler und der Anstieg embryonaler Transkripte im Verlauf der ersten Zellteilungen graduell
und fiir jedes Gen spezifisch ablaufen. Die Transkript-Kopienzahlen in Morulae und

Blastozysten beruhen vor allem auf einem Anstieg der Zellzahl.

e Fehlende bzw. niedrige Transkript-Abundanzen sprechen gegen eine Bedeutung des
FAS/FASLG-Signalweges vor dem Blastozystenstadium. Dies schliesst nicht aus, dass ei-
ne extrinsische Aktivierung von programmiertem Zelltod durch andere Death recep-

tor/ligand-Systeme im frithen Embryo von Bedeutung ist.

Im Rahmen einer systematischen Erforschung der normalen und gestorten frithen embryo-
nalen Entwicklung beim Rind fehlt bis jetzt eine Analyse der Entwicklungsstadien von der
Zygote bis 72 Stunden nach der Befruchtung. Die Untersuchung der Embryonen in diesem
Zeitraum konnte entscheidende Hinweise auf die wichtigsten Ursachen fiir den Teilungsstop
und Ausfall frither Blastomeren wihrend der ersten Zellteilungen liefern. Die spéteren Zeit-
punkte reprisentieren zu einem groen Teil nur noch das Ergebnis vorangegangener Storun-
gen. Die an Tag 4 bis 7 stereomikroskopisch als erheblich entwicklungsverzogert bzw. bereits
degeneriert beurteilten Embryonen wurden im Rahmen dieser Untersuchung nicht analysiert.
Der Anteil dieser Embryonen wurde mit zunehmendem Untersuchungszeitpunkt jedoch im-
mer grofer und betrug an Tag 7 nach IVF mehr als 50 Prozent (Abb. 39). Vom jetzigen Stand-

punkt aus betrachtet, erscheint es wichtig, gerade die schwer in ihrer Entwicklung gestorten
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Embryonen genau zu analysieren, um den Usachen fiir den frithen Tod von Embryonen auf

den Grund zu gehen.

1001 ! ! : : :
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Anteil nicht untersuchter Embryonen

d3 d4 d5 d6 d7

Abbildung 39: Stereomikroskopisch erheblich entwicklungsverzogerte bzw. degenerierte Rinder-
embryonen an Tag 3 bis 7 in vitro

Eine in situ Hybridisierung der quantifizierten Apoptose-assoziierten Transkripte, d. h. der

intrazelluldare Nachweis der Transkripte, konnte folgende wichtige Fragen klédren:

e st ein Transkript in allen Zellen priasent oder ist die Expression auf bestimmte Zellen z. B.

von ICM oder TB beschrinkt?

e @Gibt es Transkript-Abundanz-Unterschiede zwischen den einzelnen Zellen? Wieviele Ko-

pien eines Transkripts sind in welchen Zellen vorhanden?

e Wo sind spezifische Transkripte subzellulédr lokalisiert? Gibt es Unterschiede hinsichtlich

der Lokalisation z. B. zwischen der Eizelle und einem 4-Zell-Embryo?

Die tatsdchliche Funktion eines Gens kann letztlich nur auf der Protein-Ebene aufgeklirt wer-
den. Einen wichtigen Schritt stellen der Nachweis und die zelluldre/subzelluldre Lokalisation
des entsprechenden Proteins einschlieBlich inaktiver und aktiver Formen mit Hilfe spezifi-

scher Antikorper dar.
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Die dreidimensionale Visualisierung der frithen Embryonen ist von zentraler Bedeutung bei
der Erforschung der frithen Embryogenese. Eine besondere Herausforderung bei der Erfor-
schung der Embryogenese von Sdugern ist die enorme Variabilitit und Heterogenitét der frii-

hen Embryonen und die daraus resultierende hohe Fehlerquote.

Die Basis fiir die Aufkldrung grundlegender Mechanismen der friihen embryonalen Entwick-
lung ist die Gewinnung und Analyse vieler, fixierter Embryonen in engen, zeitlichen Abstén-
den. Der Einsatz von Mehrfarben-Fluoreszenz zur gleichzeitigen Darstellung multipler zellu-
larer Strukturen ermoglicht eine bessere Beurteilung des funktionellen Status und
Entwicklungspotentials der Embryonen sowie eine bessere Definition der Entwicklungssta-
dien. Die mikroskopische Analyse einer ausreichenden Anzahl von Embryonen kann ent-
scheidende Hinweise auf die kritischen Entwicklungsschritte und Kontrollpunkte sowie betei-
ligte Signalwege auf zelluldrer Ebene liefern. Die Aufklidrung der tatsdchlichen Bedeutung
von Signalwegen und der Rolle der entscheidend beteiligten Komponenten im Rahmen der
frithen embryonalen Entwicklung kann anschliessend in entsprechenden, funktionellen Stu-

dien erfolgen.

Neue Wege eroffnet die direkte mikroskopische Beobachtung der zeitlichen und rdumlichen
Expression von wichtigen Genen und Proteinen in lebenden Embryonen beispielsweise mit
Hilfe Fluoreszenz-basierter Reportergene. Reportergene, die Schliisselprozesse der frithen
Embryonalentwicklung reflektieren, konnten auch als in vivo Marker fiir das Entwicklungs-
potential und den Gesundheitsstatus individueller lebender Embryonen dienen (Habermann et

al., 2007).
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8 ANHANG

8.1 Herstellung von IVP-Stamm-Medien

Die Herstellung der IVP-Stamm-Medien erfolgte mit steril filtrierten Reinstwasser (Milli-RO
Plus 60, Millipore, Schwalbach, Deutschland). Nach Einstellung der Osmolaritit und Steril-
filtration waren die Stamm-Medien bei 5 °C Lagerung einen Monat haltbar. Die in Material
und Methoden (siehe Kapitel 3.2.1) genannten IVP-Medien wurden 1 - 2 h vor Gebrauch
frisch hergestellt, steril filtriert und bei 37 °C vorinkubiert.

Material und Gerite:

¢ Ostrogen-Rinderserum (OCS): Eigenproduktion am Institut fiir molekulare Tierzucht
¢ Einmalspritzen ERSTA, 5 ml (Kat.-Nr. 10020010, Zefa, Deutschland)

e Millex GP Filtereinheit, 0,22 um (Kat.-Nr. Z.SLGVO25LS, Zefa, Deutschland)

e Osmometer, Digital L. (Roebling, Deutschland)

e pH-Messgerit, pH 96 (WTW, Deutschland)

e Analysenwaage (Satorius, Deutschland)

Tabelle 31: Modifiziertes Parker-Medium (MPM), 280 - 300 mOsm

Chemikalien Menge
Losung 1:

Kalzium-Lactat (Sigma, K-4388) 60 mg
H,O 10 ml
Losung 2:

NaHCO; (Sigma, N-5761) 300 mg
Hepes (Sigma, H-3375) 140 mg
Pyruvat (Sigma, P-2256) 25 mg
Gentamycin (Sigma, G-1264) 110 ul
Medium 199 mit L-Glutamin (Invitrogen, 21180) 100 ml
Losung 3:

Losung 1 10 ml
Losung 2 100 ml
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Tabelle 32: Modifiziertes Tyrode's Medium fiir Sperm-TALP; pH 7,4 und 300 mOsm

Chemikalien Menge (mg)
NaCl (Sigma, S-5886) 580,0
NaHCOs; (Sigma, S-5761) 209,0
NaH,PO4H,0 (Sigma, S-9638) 4,0
Hepes (Sigma, H-6147) 238,0
Phenol Rot (Sigma, P-4633) 1,0
Na-Lactat Sirup 60% (Sigma, L-4263) 365,0 ul
MgCl x 2 HyO (Sigma, M-2393) 31,0
CaClyx 6 HyO (Sigma, C-7902) 38,4
H,O auf 100,0 ml

Tabelle 33: Modifiziertes Tyrode's Medium fiir Fert-TALP; 280 - 300 mOsm

Chemikalien Menge (mg)
NaCl (Sigma, S-5886) 666,0
KCL (Sigma, P-5405) 23,5
NaHCO; (Sigma, S-5761) 210,3
NaH,PO4 x H,0O (Sigma, S-9638) 4,7
Penicillin G (Sigma, P-4687) 6,5
Phenol Rot (Sigma, P-4633) 1,0
60% Na-Lactat Sirup (Sigma, L-4263) 186,0 ul
MgCl, x 2 H,O (Sigma, M-2393) 10,0
CaCly x 6 H,O (Sigma, C-7902) 39,7
H,0 auf 100,0 ml
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Tabelle 34: SOF (Synthetic oviduct fluid); pH 7,2 - 7,3 und 270 - 280 mOsm
Chemikalien Menge (mg)
NaCl (Sigma, S-5886) 629,2
KCL (Sigma, P-5405) 53,4
KH,POy (Sigma, P-8416) 16,2
CaCl, x 6 H,O (Sigma, C-7902) 24.8
MgCl, x 2 HyO (Sigma, M-2393) 9,6
NaHCO:s; (Sigma, S-5761) 210,6
Phenol Rot (Sigma, P-4633) 0,14
Na-Pyruvat (Sigma, S-4562) 36,3
L-Glutamin (Invitrogen, 25030-032) 500,0 ul
60% Na-Lactat Sirup (Sigma, L-4263) 47,1 ul
H,O auf 100,0 ml
Tabelle 35: 1x Phosphat-Puffer; pH 7,4 und 280 mOsm

Chemikalien Menge (mg)

NaCl (Sigma, S-5886) 8,0

KCl (Sigma, P-5405) 0,2

Na,HPO4x 2 H,O (Sigma, S-9638) 1,15

KH,PO, (Sigma, P-8416) 0,2

CaCl, 0,1

MgCl, x 2 HyO (Sigma, M-2393) 0,1

H,O auf 1000,0 ml
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8.2 Quantitative Parameter der Embryo-Gewinnung

Tabelle 36: In vitro Produktion von Rinderembryonen

Zeitpunkt* |Versuch |Ovarien |Eizellen' |UFOs’ >2-Zeller | T-Rate’ | B-Rate®
3(72) 1 20 126 15 111 88 -
2 50 191 49 142 74 -
3 50 197 45 152 77 -
gesamt” | 120 514 109 405 80 -
4 (96) 1 85 268 24 244 91 -
2 80 335 25 310 93 -
3 50 240 34 206 86 -
gesamt 215 843 83 760 90 -
5(120) 1 80 302 39 263 87 -
2 90 380 35 346 91 -
3 90 380 39 345 91 -
4 75 182 19 163 89 -
gesamt 335 1.244 132 1.117 90 -
6 (144) 1 85 383 56 327 85 31
2 100 325 27 298 92 30
3 80 298 36 262 88 19
gesamt 265 1.006 119 887 88 27
7 (168) 1 90 210 19 191 91 53
2 100 355 30 325 92 31
3 80 198 18 180 91 31
4 50 236 22 214 91 33
gesamt 320 999 89 910 91 37

"Tag (Stunden) nach Zugabe der Spermien zu den in vitro gereiften Eizellen; “Summe bzw. Mittelwert;
'potentiell befruchtete Eizellen fiir die in vitro Kultur, > UFOs (unfertilized oocytes): nicht befruchtete
Eizellen bzw. nicht geteilte Zygoten; * Teilungsrate (T-Rate, %): > 2-Zell-Embryonen am Tag 3 nach
IVFE, Blastozysten-Rate (B-Rate, %): Blastozystenstadien am Tag 7 nach IVF
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Tabelle 37: Gewinnung von in vivo Rinderembryonen

Spendertier | Versuch Anzahl isolierter Eizellen/Embryonalstadien
Gesamt UFOs' degeneriert’ | Morula Blastozyste
1 1 0 0 0 0 0
2 9 2 0 3 4
2 1 5 2 0 2 1
2 17 0 1 7 9
3 1 20 2 0 4 14
2 16 1 5 5 5
4 1 9 4 0 3 2
2 9 4 0 0 5
5 1 7 0 0 3 4
2 11 0 1 8 2
6 1 14 1 0 1 12
2 11 0 0 6 5
7 1 5 0 5 0 0
2 2 0 2 0 0
8 1 11 7 1 3 0
2 18 8 5 2 3
9 1 18 15 1 2 0
2 8 2 0 2 4
10 1 11 0 6 5 0
2 18 8 5 5 0

'UFOs (unfertilized oocytes): nicht befruchtete Eizellen bzw. nicht geteilte Zygoten, > degenerierte
(tote) Embryonen
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8.3 Transkript-Abundanzen (absolute Kopienzahlen)

8.3.1 Externer Standard

Tabelle 38: Kopienzahl von Hamoglobin-ot (HBA) in Rinder-Eizellen

Biologisches Replikat*

gPCR-Reaktion

Kopienzahl (%)”

1

1

10.030 (31)

11.890 (37)

10.373 (32)

7.160 (22)

9.440 (29)

9.185 (29)

7.320 (23)

7.220 (23)

O | X | Q| NN | =~|W|

7.820 (24)

Mittelwert

8.940 £ 1.815 (28 £5)

*9 Proben von jeweils 10 in vitro gereiften Eizellen - 3 biologische Replikate mit jeweils 3facher Wie-
derholung. Jede qPCR wurde als Triplett-Ansatz durchgefiihrt. Hamoglobin-oo (HBA) mRNA-
Konzentration: 0,01 pg bzw. 32.100 Kopien/Eizelle, Zugabe zu jeder Eizell-Probe vor der RNA-
Extraktion; “in JPCR bestimmte Anzahl HBA-Kopien (prozentuale Anteil an 32.100 Kopien).
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8.3.2 Referenz-/Apoptose-assoziierte Transkripte

Tabelle 39: Kopienzahlen spezifischer Transkripte in Rinder-Eizellen/-Embryonen in vitro

Zeitpunkt/ Zellen Kopienzahl pro Eizelle/Embryo

stereomikroskopi- pro

;‘;ﬂg Klassifizie- | Bmbryo | ;g5 :pNA H2AFZ STAT3

Eizelle 1.50x 10°+4.7x 10" | 1.2x 10’ £ 450 1.7x10°+5.0x 10*
Tag 3 (72 h)

2 -7 Zellen 7 0.85x10°+6.6x 10" | 0.82x 10°+1.0x 10* |23 x10*+2.1 x 10*
8 - 12 Zellen 9 094x10°+25x 10" | 1.8 x10°+52x 10" |3.0x 10"+ 1.2x 10*
> 12 Zellen 15 0.83x10°+38x 10" | 1.6 x10°+84x 10" |[22x10*+74x 10
gesamt” 10 0.87x10°+3.5x 10" | 1.5 x10°+6.7x 10" | 25x10*+1.3x 10*
Tag 4 (96 h)

6 - 12 Zellen 12 0.54x10°£0.6x 10" | 0.37x10°+1.9x10* | 0.8 x10*+3.6x 10’
13 - 20 Zellen 17 0.93x10°+9.1x 10" | 022x10°+4.6x 10° | 0.55x 10*+2.2x 10’
> 20 Zellen 21 0.88x 10°+5.7x 107 | 0.38x 10°+3.1x 10" | 0.71 x 10*+4.7x 10°
gesamt 16 0.78x 10°+5.7x 10" | 0.34x10°+2.0x 10* | 0.68x 10°+3.3x 10°
Tag 5 (120 h)

6 - 20 Zellen 27 23x10°+1.3x10° | 0.82x10°+52x 10" |12x10*+5.7x 10°
Morula* 35 24x10°463x10" |11 x10°+1.1x 10" |1.0x10*+2.2x 10°
komp. Morula 47 36x10°+1.4x10° [ 1.2 x10°+4.8x10* | 1.6x10*+4.8x 10’
gesamt 34 28x10°+12x10° [ 1.0 x10°+39x10* | 1.3x10*+4.6x 10’
Tag 6 (144 h)

komp. Morula 69 37x10°+1.8x10° | 098x10°+3.0x 10* |2.7x10*£9.7x 10°
frithe Blastozyste | 84 39x10°+52x10" |13 x10°+5.1x10* |32x10*+5.8x 10’
Blastozyste® 131 34x10°+13x10° [ 0.85x10°+3.8x10* | 1.8x10*+2.2x 10’
gesamt 94 37x10°+12x10° [ 1.0 x10°+4.0x10* | 25x10*+8.3x 10’
Tag 7 (168 h)

Blastozyste” 120 1.8x10°+1.7x 10" [048x10°+6.6x10° | 1.2x 10°+230

exp. Blastozyste | 169 45x10°+24x10° | 089x10°+4.1x10* |24x10*+1.3x 10
schl. Blastozyste | 218 6.5x10°+40x10° |14 x10°+7.8x10* |3.2x10*+1.6x 10*
gesamt 162 43x10°+3.1x10° [ 091x10°+58x 10" |23x10*+1.4x 10

Transkript-Kopienzahlen: Mittelwert + Standardabweichung von 3 biologischen Replikaten je Ent-
wicklungsstadium; *Mittelwert zur Bestimmung der Kopienzahl pro Zelle;*Mittelwert aus den drei
Entwicklungsstadien pro Untersuchungszeitpunkt; “pre-kompaktiert; “nicht-expandiert; Abkiirzungen:
komp. - kompaktiert, exp. - expandiert, schl. - schliipfend
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Tabelle 40: Kopienzahlen spezifischer Transkripte in Rinder-Eizellen/-Embryonen in vitro

Zeitpunkt/ Zellen Kopienzahl pro Eizelle/Embryo
stereomikroskopi- pro

:ﬁﬂg Klassifizie- Emliryo BAX CASP3 CASP9
Eizelle 41x10°+3.0x10° | 930 + 650 1.6 x 10° £ 700
Tag 3 (72 h)

2 -7 Zellen 7 n.d. n.d. n.d.

8 - 12 Zellen 9 660 + 280 790 + 490 430 + 120

> 12 Zellen 15 470 + 220 750 + 100 400 + 170
gesamt” 10 560 + 250 880 + 400 420 + 140

Tag 4 (96 h)

6 - 12 Zellen 12 340 + 110 640 + 150 220 + 10

13 - 20 Zellen 17 370 + 160 750 + 340 300 + 120

> 20 Zellen 21 n.d. 760 + 130 320 + 200
gesamt 16 355+ 123 720 + 200 290 + 130

Tag 5 (120 h)

6 - 20 Zellen 27 22x10°£1.0x 10° | 1.2x 10°+ 670 390 + 210
Morula* 35 23x10°+ 120 1.6x 10°+310 420 + 80
komp. Morula 47 34x10°+12x10° | 1.7x10°+830 520 + 240
gesamt 34 2.6 x 10’ + 980 1.5x10°+£610 440 + 180

Tag 6 (144 h)

komp. Morula 69 44x10°+33x10° |28x10°+1.2x10° | 660 + 360
frithe Blastozyste 84 57x10°£2.4x10° | 3.3x10°+ 300 850 + 640
Blastozyste® 131 40x10°£2.6x10° |35x10°£1.0x 10° | 470 =150
gesamt 94 47x10°£25x10° | 3.2x 10°+ 860 660 + 410

Tag 7 (168 h)

Blastozyste” 120 2.5x 10° £ 600 1.6 x 10° + 580 320 + 30

exp. Blastozyste 169 58x10°+4.6x10° |4.0x10°+3.0x10° | 810 +230
schl. Blastozyste 218 17x10°+8.6x10° |55x10°+3.3x10° |2.0x10°+1.0x 10°
gesamt 162 74x10°+75x10° |3.7x10°+29x10° | 1.0x 10°+910

Transkript-Kopienzahlen: Mittelwert + Standardabweichung von 3 biologischen Replikaten je Ent-
wicklungsstadium; *Mittelwert zur Bestimmung der Kopienzahl pro Zelle; “Mittelwert aus den drei
Entwicklungsstadien pro Untersuchungszeitpunkt; pre-kompaktiert; “nicht-expandiert; Abkiirzungen:

komp. - kompaktiert, exp. - expandiert, schl. - schliipfend, n.d. - nicht detektiert
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Tabelle 41: Kopienzahlen spezifischer Transkripte in Rinder-Eizellen/-Embryonen in vitro

Zeitpunkt/ Zellen Kopienzahl pro Eizelle/Embryo
stereomikroskopi- pro

sche Klassifizierung Eml:ryo BCL2 BCL2L1 BIRC4

Eizelle 360 + 143 93x10°£3.5x10° |[22x10°+82x 10’
Tag 3 (72 h)

2 -7 Zellen 7 n.d. 7.6x10°£7.8x 10° | 960 + 840

8 - 12 Zellen 9 290 + 95 55x10°+23x10° | 740 + 160

> 12 Zellen 15 | nd 29x10°+1.5x10° | 710 310

gesamt” 10 | nd. 50x10°£3.9x10° | 780 +390

Tag 4 (96 h)

6 - 12 Zellen 12 | nd 1.4 x 10° £ 330 660 + 630

13 - 20 Zellen 17 | nd 1.5x10°£1.2x 10° | 650 + 640

> 20 Zellen 21 | nd 14x10°+1.2x10° | 780 390

gesamt 16 | nd. 1.4x10°+ 870 690 + 680

Tag 5 (120 h)

6 - 20 Zellen 27 | nd. 6.8x 10°£2.3x10° | 530 +240

Morula* 35 | nd 93x10°£3.3x10° | 740 260

komp. Morula 47 | nd. 12 x 10°+6.0x 10° | 800 %200

gesamt 34 | nd 9.6x 10°+4.3x10° | 690 + 240

Tag 6 (144 h)

komp. Morula 69 | nd. 6.0x10°+1.7x10° |[4.6x10°+1.3x 10’
frithe Blastozyste 84 | nd 73x10°+1.8x10° [5.0x10°+1.7x 10’
Blastozyste® 131 | nd. 56x10°+3.7x10° |42x10°+1.0x 10°
gesamt 9% | nd 63x10°+23x10° |46x10°+13x10°
Tag 7 (168 h)

Blastozyste” 120 | nd. 2.4x10°+330 2.8 x 10° £ 560

exp. Blastozyste 169 | n.d. 64x10°+43x10° | 47x10°+19x 10°
schl. Blastozyste 218 | n.d. 14 x10°+1.0x 10* | 6.2x10°+2.8x 10’
gesamt 162 | n.d. 74x10°+73x10° | 46x10°+23x10°

Transkript-Kopienzahlen: Mittelwert + Standardabweichung von 3 biologischen Replikaten je Ent-
wicklungsstadium; *Mittelwert zur Bestimmung der Kopienzahl pro Zelle; “Mittelwert aus den drei
Entwicklungsstadien pro Untersuchungszeitpunkt; pre-kompaktiert; “nicht-expandiert; Abkiirzungen:
komp. - kompaktiert, exp. - expandiert, schl. - schliipfend, n.d. - nicht detektiert
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Tabelle 42: Kopienzahlen spezifischer Transkripte in Rinder-Eizellen/-Embryonen in vitro

Zeitpunkt/ Zellen Kopienzahl pro Eizelle/Embryo
stereomikrosko- pro

p‘ische Klassifi- EmEryo FAS FASLG CASPS8
zierung

Eizelle n.d. 370 =140 n.d.
Tag 3 (72 h)

2 -7 Zellen 7 n.d. n.d. n.d.
8 - 12 Zellen 9 n.d. 280 + 80 n.d.
> 12 Zellen 15 n.d. n.d. n.d.
gesamtA 10 n.d. n.d. n.d.
Tag 4 (96 h)

6 - 12 Zellen 12 n.d. n.d. n.d.
13 - 20 Zellen 17 n.d. n.d. n.d.
> 20 Zellen 21 n.d. n.d. n.d.
gesamt 16 n.d. n.d. n.d.
Tag 5 (120 h)

6 - 20 Zellen 27 n.d. n.d. n.d.
Morula* 35 n.d. n.d. n.d.
komp. Morula 47 n.d. n.d. n.d.
gesamt 34 n.d. n.d. n.d.
Tag 6 (144 h)

komp. Morula 69 n.d. n.d. n.d.
frithe Blastozyste 84 n.d. n.d. n.d.
Blastozyste® 131 n.d. n.d. n.d.
gesamt 94 n.d. n.d. n.d.
Tag 7 (168 h)

Blastozyste” 120 n.d. n.d. n.d.
exp. Blastozyste 169 n.d. n.d. n.d.
schl. Blastozyste 218 540 + 50 n.d. n.d.
gesamt 162

Transkript-Kopienzahlen: Mittelwert + Standardabweichung von 3 biologischen Replikaten je Ent-
wicklungsstadium; *Mittelwert zur Bestimmung der Kopienzahl pro Zelle; “Mittelwert aus den drei
Entwicklungsstadien pro Untersuchungszeitpunkt; pre-kompaktiert; “nicht-expandiert; Abkiirzungen:

komp. - kompaktiert, exp. - expandiert, schl. - schliipfend, n.d. - nicht detektiert
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Tabelle 43: Transkript-Kopienzahlen in kompaktierten Morulae und frithen Blastozysten beim Rind in vitro und in vivo

Kopienzahl pro Embryo Kopienzahl pro intakte Zelle

Transkript In vitro In vivo In vitro In vivo
(intakte Zellzahl: 70)° (intakte Zellzahl: 100)°

18S rRNA 3.7x10°+1.2x 10° 56x10°+22x 10° 55x10°+2.0x 10° 56x10°+22x 10°
H2AFZ 1.1x10°+4.1x 10* 1.0x 10°+4.5x 10* 1.6 x 10° + 520 1.0 x 10° + 450
STAT3 29x10"+7.7x 10° 1.6x10°+1.0x 10° 420+ 110" 160 + 102
BAX 50x 10°+£2.6x 10° 9.0x 10°+5.2x 10’ 70 + 40 90 + 52
CASP3 3.1x 10°+400 1.0 x 10° + 400 44 +13 " 10 + 4
CASP9 750 + 480 900 + 520 116 10+5
BCL2 n. d. n. d. n. d. n. d.
BCL2L1 6.6x 10"+ 1.8x 10° 12x10°+6.4x 10° 95 + 24 120 + 57
BIRC4 48x10°+1.4x10° 5.6x10°+2.8 x 10° 70 + 20 56 +28
FAS n. d. 290 + 270 n. d. 3+3
FASLG n. d. n. d. n. d. n. d.
CASPS8 n. d. n. d. n. d. n. d.

Transkript-Kopienzahlen: Mittelwerte + Standardabweichung aus 6 (in vitro)/5 (in vivo) qPCR-Reaktionen; “Mittelwert zur Berechnung der Kopienzahl pro intakte
Zelle; n. d. — nicht detektiert; Nachweis signifikanter Unterschiede mit dem Student’s #-test bzw. Mann-Whitney U-Test: *P < 0,05; ** P < 0,005; H2AFZ-Korrektur-
Faktor: Multiplikation der in vitro Kopienzahlen pro intakte Zelle mit 0,65 (Quotient der Kopienzahl pro intakter Zelle in vivo und in vitro)
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Tabelle 44: Transkript-Kopienzahlen in Blastozysten/expandierten Blastozysten beim Rind in vitro und in vivo
Kopienzahl pro Embryo Kopienzahl pro intakte Zelle
Transkript In vitro In vivo In vitro In vivo
(intakte Zellzah: 128)° (intakte Zellzah: 117)°
18S rRNA 32 x10°+1.8x 10° 93x10°+4.4x 10° 2.5x10°+ 1.8 x 10° 8.0x 10°+4.4x 10°
H2AFZ 0.74 x 10°+ 3.4 x 10* 1.6x10°+7.2x 10*" 570 + 220 14x10°+620"
STAT3 1.8 x10*+8.6x 10’ 1.7x10°+9.0x 10° 135 + 50 140 + 80
BAX 0.41x 10*+3.0x 10° 12x10°+45x10°" 30 + 20 100 £40
CASP3 3.0 x10°+1.9x 10° 13x10°+520" 23+12" 11 +4
CASP9 530 + 260 1.6x10°+580 " 4%1 13x5"
BCL2 n. d. n. d. n. d. n. d.
BCL2L1 0.48x 10*+3.4x 10° 1.6x10°+49x10°" 36 +20 130 +40 "
BIRC4 39 x10°+1.4x10° 54x10°+1.5x 10° 30+ 10 46+13"
FAS n. d. 270 + 380 n. d. 243
FASLG n. d. n. d. n. d. n. d.
CASPS8 n. d. n. d. n. d. n. d.

Transkript-Kopienzahlen: Mittelwerte + Standardabweichung aus 6 (in vitro)/5 (in vivo) qPCR-Reaktionen; “Mittelwert zur Berechnung der Kopienzahl pro intakte
Zelle; n. d. - nicht detektiert; Nachweis signifikanter Unterschiede mit dem Student’s #-test bzw. Mann-Whitney U-Test: *P < 0,05; ** P < 0,005; H2AFZ-Korrektur-
Faktor: Multiplikation der in vitro Kopienzahlen pro intakte Zelle mit 2,5 (Quotient der Kopienzahl pro intakter Zelle in vivo und in vitro)
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8.4 Sequenzanalyse der Transkript-spezifischen DNA-

Fragmente
BAX (BCL2-associated X protein, Acc.-ID: U92569)

Primer se GCA GAG GAT GAT CGC AGC TG
Primer as CCA ATG TCC AGC CCATGATG

GCAGAGGATGATCGCAGCTGTGGACACAGACTCTCCCCGAGAGGTCTTTTTCCGA
GTGGCGGCTGAAATGTTTTCTGACGGCAACTTCAACTGGGGCCGGGTTGTCGCCC
TTTTCTACTTTGCCAGCAAACTGGTGCTCAAGGCCCTGTGCACCAAGGTGCCCGA
GTTGATCAGGACCATCATGGGCTGGACATTGG

BCL2 (B-cell CLL/lymphoma 2, Acc.-ID: AF515848)

Primer se CTT CGC CGA GAT GTC CAG TC
Primer as CAC CAC CGT GGC GAA GC

GACTTCTCTCGGCGCTACCGCCGCGACTTCGCCGAGATGTCCAGTCAGCTGCACCT
GACGCCCTTCACCGCGAGGGGACGCTTCGCCACGGTGGTG

BCL2L1 (BCL2-like 1, Acc.-ID: AB238936)

Primer se CGT GGA AAG CGT AGACAAGGAG
Primer as GTA GAG TTC CAC AAAAGT GTC CCAG

CGTGGAAAGCGTAGACAAGGAGATGCAGGTATTGGTGAGTCGGATCGCAACTTGG
ATGGCCACTTACCTGAATGACCACCTAGAGCCTTGGATCCAGGAGAACGGCGGCT
GGGACACTTTTGTGGAACTCTAC

BIRC4 (baculoviral IAP repeat-containing 4, Acc.-ID: AF458770)

Primer se GAAGCACGGATCATTACATTTGG
Primer as CCTTCACCTAAAGCATAAAATCCA

CCTTCACCTAAAGCATAAAATCCAGCTCTCGCAAGCTGCTCCTTGTTAACGGAGTA
CATCCACGTCCCAAATGTAATGATCCGTGCTTC
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CASP3 (Caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase, Acc.-ID: AY575000)

Primer se CTG GAAAAC CCAAACTTTTCATTATTC
Primer as GCC AGG AAAAGT AAC CAG GTG C

CTGGAAAACCCAAACTTTTCATTATTCAGGCCTGCCGAGGCACAGAACTGGACTG
TGGTATTGAGACAGACAGTGGTGCTGAGGATGACATGGCCTGTCAGAAAATACCA
GTTGAGGCAGACTTCTTGTACGCATATTCTACAGCACCTGGTTACTTTTCCTGGC

CASPS8 (Caspase 8, apoptosis related cysteine peptidase, Acc.-ID: AY575000)

Primer se: GGCCATGTCAGACTCTCCAGAAC
Primer as: CGAAAGGTCTTATCCAAAGCGTC

GGCCATGTCAGACTCTCCAGAACAGGACAGTGAGTTGCAGACATCTGACACAGTT
TACCGAATGACAAGGAAACCTCGGGGATACTGTTTGATCTTTAACAATTATGATTTT
AGCATAGCACGGAAGCAGGTGCCTGAACTTCACGACCTTAAGGATAGGACTGGAA
CAGACTTTGATGCAGACGCTTTGGATAAGACCTTTCG

CASP9 (Caspase 9, apoptosis related cysteine peptidase, Acc.-ID: NM_032996)

Primer se CGACGCTTCCACCTGCTG
Primer as CACAATTCTCTCGACGGACACAG

CACAATTCTCTCGACGGACACAGGACATCCATCTGTGCCATAAACAGCCCCTGGGA
ACTGGAGGTGGCTGGCCTGACAGCCGTGAGACAGGATGACCACCATGCAGCAGTC
CAGAGCGCTGTGGTCCTGCCGCGCCAGCTGCATCAAAGCCTGGACCATTTGCTTG
GCAGTCAGGTCACATTTCACCTCCACCACAAACTGCAGCAGGTGGAAGCGTCG

FAS (TNF receptor superfamily, member 6, Acc.-ID: U34794)

Primer se GCA ACT CTG CAG CCT CAAATG
Primer as CAT CTATTT TGG CTT CCT CCATAC C

GCAACTCTGCAGCCTCAAATGATGAAGGGAGGCAACTGAATTTAACAGATGTTGA
CTTGGGTAAATATATCCCTAGTATTGCTGAACAAATGAGAATAACTGAAGTTAAAGA
GTTTRTTCGGAAGAACGGTATGGAGGAAGCCAAAATAGATG
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FASLG (Fas ligand, TNF superfamily, Acc.-ID AB035802)

Primer se TCC ACC AGC CAA AGG CAT AC
Primer as GAT GGA TCT TGA GTT GAG CTT GC

GATGGATCTTGAGTTGAGCTTGCCTGTTGAATGAGCTGCTTTTTTCAGTTCCTTTTT
CTCAGAGGGTGGACTGGGGTGACCTATTTGCTTCTCCAAAGATGATGCTGTATGCC
TTTGGCTGGTGGA

STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3, acute-phase response factor,

Acc.-ID: AJ620655)

Primer se CTGCAGCAGAAGGTTAGCTACAAA
Primer as TTCTAAACAGCTCCACGATTCTCT

TTCTAAACAGCTCCACGATTCTCTCCTCCAGCATTGGCCGGTGCTGTACAATGGGG
TCCCCTTTGTAGCTAACCTTCTGCTGCAG

18S rRNA (18S ribosomal RNA, Acc.-ID: DQ066896)

Primer se AAACGGCTACCACATCCAAGG
Primer as GCGGAAGGATTTAAAGTGGACTC
AAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCACTCCCGAC

CCGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACAATACAGGACTCTTTCGAGGCCCTGTAAT
TGGAATGAGTCCACTTTAAATCCTTCCGC
H2AFZ (H2A histone family, member Z, Acc.-ID: NM174809)

Sequenzierung bei Boelhauve et al. (Boelhauve et al., 2005).
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8.5 Quantitative Parameter der Embryonen fiir TEM-Analysen

Tabelle 45: Anzahl fixierter Embryonen fiir TEM-Analysen

Zeitpunkt, Tag (h)* Anzahl Embryonen
fixiert/eingebettet angeschnitten

In vitro

3(72) 117 3

4 (96) 110

5 (120) 90 4

6 (144) 70 12

7 (168) 83 12

gesamt 470 37

Invivo

6-7 (159-183) 20 8

*nach Zugabe der Spermien in
Elektronenmikroskopie

vitro bzw. kiinstlicher Besamung in vivo; TEM - Transmissions-
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