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Eines der Hauptprobleme der Reproduktion beim Rurdl anderen Saugetier-Spezies) ist
die hohe Rate an Embryoverlusten noch vor der Intateon. Voraussetzung fir die Entwick-

lung neuer diagnostischer und therapeutischer &ashir Fruchtbarkeitsstérungen ist ein
besseres Verstandnis von Schlisselprozessen denfimbryonalentwicklung wie die Re-

gulation der ersten Zellteilungen, die Aktivierudgs embryonalen Genoms, die Ausbildung
von Zellorganellen und schlie3lich das Auftreterd uhe Regulation von programmiertem

Zelltod.

Fir eine Identifizierung und Aufklarung kritischEntwicklungsschritte und deren Kontroll-
punkte (checkpoints) auf der Ebene einzelner Biasten und der Identifizierung von Mar-
kern fur eine normale bzw. gestorte Entwicklung deusystematisch die Entwicklung von
vitro fertilisierten (IVF) und -kultivierten Rinderembrgen bis zum Blastozystenstadium
analysiert. Konfokale Laserscanning-Mikroskopie 8BL) und Transmissions-Elektronen-
mikroskopie (TEM) wurden kombiniert mit absolutquantitativer Real-Time RT-PCR (RT-
gPCR) zur Bestimmung der mRNA-Kopienzahlen ausgéesfsene, die bei der Initiation,
Regulation und Exekution von Apoptose vermutlichn ventscheidender Bedeutung sind.
Optische Serienschnitte von dreidimensional konedgen ,whole-mount* Embryonen dien-
ten als Grundlage zur Bestimmung von Anzahl, Grafie Struktur der Zellkerne sowie zur
Identifizierung und Lokalisierung von Zelluntergé&mg FUr eine bessere Beurteilung der
Relevanz der Ergebnisse anvitro Embryonen wurden parall@h vivo Embryonen analy-
siert, die nach hormonell induzierter Superovulatean Tag 7 nach kunstlicher Besamung

durch nicht-invasive Spuilung der Uterushdrner guen8ertieren isoliert wurden.

Der Beginn der embryonalen Entwicklung beim Rindgekennzeichnet durch eine enorme
Heterogenitat hinsichtlich der Entwicklung der Zahl und dem Auftreten von Zelluntergan-
gen sowohl unter standardisierten Bedingurigentro als auchin vivo. Der Teilungsstop und
Verlust von friihen Blastomeren vor bzw. wahrend ldaupt-Genomaktivierung (beim Rind
im vierten Zellzyklus) beeinflusst kritisch den Aieg der Zellzahl und die weitere Entwick-
lung des Embryos. Die Ursachen fir die heterogemeiEklung der einzelnen Embryonen
sind vor allem im unterschiedlichen Entwicklunggmiial der Eizellen und Spermien zu su-
chen. Eine hohe Inzidenz von Zelluntergangen (naitphologischen Kennzeichen von Apop-
tose) in der inneren Zellmasse (ICM) von Blastoalysh vitro und in vivo bei intaktem
Trophoblast (TB) legt nahe, dass programmiertettatelbei der Entwicklung der ICM eine

wichtige physiologische Rolle, etwa im Rahmen einesrphogenetischen ,cell sorting”,
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spielt. Der elektronemmikroskopische Nachweis sdiloer Lysosomen mit Chromatin-
Resten ist ein starkes Indiz fur eine kontrollieBeseitigung von untergegangenen Zellen

durch Nachbarzellen.

Transkript-spezifische Abundanz-Profile machen ligytdass der Abbau maternaler und der
Anstieg embryonaler Transkripte im Verlauf der ensiZellteilungen graduell und fir jedes
Gen unterschiedlich ablaufen. Ein Anstieg der Gedéopienzahl von der Morula zur
schlipfenden Blastozyste beruht vor allem auf efianahme der Zellzahl. Fehlende bzw.
niedrige Transkript-Abundanzen sprechen gegen eBesdeutung des FAS/FASLG-
Signalweges vor dem Blastozystenstadium. Das sshl@ber nicht aus, dass eine extrinsi-
sche Aktivierung von programmiertem Zelltod durcidere Death-receptor/ligand-Systeme
im frihen Embryo von Bedeutung ist.
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Preimplantation embryo death is a major reprodegbroblem in cattle and other mammalian
species. A better understanding of key processéseoearly embryonic development such as
the regulation of the first cell divisions, epiggogeprogramming, embryonic genome activa-
tion, organelle formation and the regulation ofgreonmed cell death is important to improve

fertility in cattle.

Therefore we started a systematic investigatiomafine embryos fertilized and grown
vitro up to the blastocyst stage. The main objectiveiewa) to disclose critical steps and
checkpoints at the blastomere level and b) to leadistinguish between normal or abnormal
development. Confocal laserscanning microscopy (@L&nd transmission electron micros-
copy (TEM) were combined with absolute quantitatigal-time RT-PCR (RT-gPCR) to de-
termine mRNA copy numbers for a series of genesclwimight be critically involved in the
initiation, regulation and execution of apoptosiptical serial sections of three-dimensionally
preserved whole-mount specimen provided the basessess the developmental status by
analyzing the embryo architecture, number and gizgastomere nuclei as well as the occur-
rence of cells with morphological signs of devel@mtal arrest and/or cell death. To evaluate
the relevance of thm vitro observations, the study was extendethteivo embryos gener-
ated by superovulation and artificial inseminatiand recovered by non-invasive uterine

flushing.

Under strictly standardized conditiomsvitro andin vivo, the beginning of bovine embryonic
development is characterized by an enormous heteeity between individual embryos with
regard to the cell number increase and the incelencell death. Early blastomere arrest and
loss prior to/around major genome activation (dyirine 4th cell cycle) critically affect the
cell number increase and the fate of the embrydh Bovitro andin vivo blastocysts showed
a high incidence of cell death with morphologicans of apoptosis in the inner cell mass
(ICM), while the cell death rate in the trophoblass very low. Regularly, secondary ly-
sosomes containing chromatin fragments were foyntl#M analysis indicating a controlled
removal of dying/dead cells by neighbouring cellkis raises numerous important questions

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

The particular mRNA profiles are characterized byradual and transcript-specific degrada-
tion of maternal transcripts and increase of emuig/éranscripts up to the hatching blasto-

cyst. Notably, the increase of total transcriptycopmbers from the morula to the hatching



ZUSAMMENFASSUNG 17

blastocyst is often primarily due to the increag¢he cell number. The absence or very low

abundance of transcripts for FAS, FASLG and CA&P8itro andin vivo strongly argues
against a relevant role of this extrinsic apoptasikiction pathway before blastocyst forma-
tion. However, extrinsic activation of programmeell death might be mediated by other
death-receptor/ligand-systems.
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Die hohe Rate an Embryoverlusten noch vor der Impteon zwischen Tag 8. und 17. nach
der Befruchtung beim Rind ist ein wirtschaftlichdeaetsames Phanomen (Wolf et al., 2003).
Zusatzlich auftretende Fruchtbarkeitsstorungem,. vei Hochleistungs-Milchkuhen, sind fur
die Reproduktion und Zucht von Nachkommen mit geeign Leistungsmerkmalen von gro-
Ber 6konomischer Bedeutung. Fir eine BewaltigungFeetilitatsstorungen und einer Ver-
besserung der Effizienz der Reproduktion beim Ruedden routinemé&nig und mit wachsen-
der Bedeutung verschiedene assistierte Reprodskéidmiken (assisted reproductive
technologies, ARTs) angewandt. Dazu z&hlen nebekidestlichen Besamung (artificial in-
semination, Al) vor allem dien vitro Fertilisation, Superovulation und Embryotransfer)
sowie das Klonieren durch Zellkerntransfer. Niedrigaten an Graviditaten bzw. gesunder
Nachkommen nach dem Transfer von Embryonen aushiedenen ART-Techniken in Emp-
fangertiere beim Rind (und anderen Saugetierspemashen jedoch deutlich, dass die ent-
scheidenden Regulationsmechanismen der frihen BEmdlgntwicklung noch weitgehend
unverstanden sind. Fur eine Verbesserung der Tieekdjiglichkeiten von Fruchtbarkeitssto-
rungen und assistierter Reproduktionstechnikeeirstbesseres Verstandnis von ablaufenden
Schlusselprozessen der frihen Embryonalentwicklung,die Regulation der ersten Zelltei-
lungen, die epigenetische Reprogrammierung, diévigkting des embryonalen Genoms, die
Ausbildung von Zellorganellen sowie das Auftretend wlie Regulation von programmiertem
Zelltod von Bedeutung. Gleichzeitig miussen geemrigdhrameter identifiziert werden, um

eine normale und abnormale Entwicklung von Embryasieher zu unterscheiden.

Als Modell fur die Reproduktionsmedizin beim Mensnhgewinnt die bovine Eizell- und
Embryonalentwicklung zunehmend wissenschaftlicheeptanz. Die gesteigerte Nachfrage
und Anwendung kunstlicher Befruchtungstechnikenmb®enschen beruhen u. a. auf einem
zunehmenden Anstieg des reproduktiven Alters igé&ddultureller, sozialer und wirtschaftli-
cher Faktoren. Genetische Veranderungen und délugsnvon Umweltfaktoren sind Ursa-

chen fUr eine abnehmende Fertilitat mit steigendésr.

Das Rind hat mit dem Menschen gemeinsam, dassriRelgel nur eine Eizelle pro Zyklus
produziert wird. Zudem findet die Aktivierung desleryonalen Genoms und die Ausbildung
der Blastozyste bei Rind und Mensch zu &hnlicherpidekten nach Fertilisation statt
(Baumann et al., 2007; Wrenzycki et al., 2005).
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit einer systemhéscAnalyse von Rinderembryonen be-

gonnen. Schwerpunkte der Untersuchung waren:

die Visualisierung der frihen Embryonalentwickluig zur Blastozyste.

die Identifizierung und Aufklarung kritischer Sditei und Regulationsmechanismen

(checkpoints) auf der Ebene einzelner Blastomeren.
die Analyse der rdumlichen und zeitlichen Exprassion Schliisselgenen und -proteinen.
die Bestimmung absoluter Transkript-Abundanzengaite.

Langfristiges Ziel ist die Identifizierung von zulé&ssigen Parametern fur eine Unterschei-

dung zwischen normaler und abnormaler Entwicklumg Embryonen.

Dafur wurdenin vitro fertilisierte (IVF) und -kultivierte (IVC) Rinderabryonen an Tag 3 (72
h) bis Tag 7 (168 h) nach Zugabe der Spermien im&r &ombination aus konfokaler Laser-
scanning-Mikroskopie (CLSM), Transmissions-Elekgomikroskopie (TEM) und quantita-
tiver Real-Time Reverse Transkription (RT)-PCR @HER) fur eine Reihe von Genen mit
Funktionen bei der Initiation, Regulation und Exedm der Apoptose systematisch unter-
sucht. Als zentrale morphologische Parameter zwstiBenung des Entwicklungspotentials

wurden analysiert:
die Zellzahl
das Auftreten von Zelluntergdngen
raumliche und zeitliche Zellteilungsmuster
ultrastrukturelle Differenzierungen

FUr eine bessere Beurteilung der Relevanz der Bbtlnagen zur embryonalen Entwicklung
in vitro wurden paralleln vivo Embryonen analysiert, die nach hormonell induereBuper-
ovulation und kunstliche Besamung am Tag 7 niché&siv durch Spulung der Uterushorner

gewonnen wurden.
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Der Zeitraum von der Befruchtung der gereiften Bgzbis zur Einnistung der geschlipften
Blastozyste in die Uterusschleimhaut (Endometrinwitd als Préaimplantationsentwicklung
bezeichnet. Sie umfasst beim Rind einen Zeitraumeatwa 17 - 18 Tagen. In diesem kurzen
Zeitraum finden grundlegende entwicklungsbiologestteichenstellungen statt. Dazu zahlen
u.a. die epigenetische Reprogrammierung und Bildiotigotenter Zellen, die Aktivierung
des embryonalen Genoms, die Ausbildung von Zellkkteh und die Entwicklung von

Embryoblast und Trophoblast.

Im 21-tagigen Zyklus geschlechtsreifer Rinder konesizum periodischen Heranreifen einer
kleinen Gruppe von Primér-Follikeln mit der Aushifdy eines dominanten Follikels (10 - 15
mm) unter Einfluss von follikelstimulierendem Horm@FSH) (Fortune, 1994). In diesem
Zeitraum wéachst die im Follikel enthaltene Eizedlgf eine Gréf3e von 110 - 140 um heran
(Fair et al., 1995) und legt ein Reservoir von ghisdenen RNA-Molekulen und Proteinen
an, die fur den meiotischen Reifungsprozess undediavicklungskompetenz im Falle einer
Befruchtung wichtig sind (Bachvarova, 1992). Ultrakturelle Kennzeichen fir die hohe
metabolische Aktivitat der wachsenden Eizelle gihjdfunktionsfahige Nukleoli im Kern, (2)
eine hohe Anzahl Mitochondrien mit vielen Cristamvie (3) deutlich entwickelte Golgi-
Felder und Zisternen des glatten endoplasmatisRegikulums (Hyttel et al., 1986; Motlik et
al., 1984). Die Eizelle ist seit der fetalen Anlageder Prophase der ersten Reifeteilung arre-
tiert und durch die Ausbildung des GerminalvesiK€%) als nukleare Struktur charakteri-
siert (Wassarman et al., 1976). Unter dem Einflissluteinisierendem Hormon (LH) entwi-
ckelt sich der dominante Follikel zum sprungreifeollikel, der als ,Graafscher Follikel*
bezeichnet wird. Um die Eizelle wird die Zona peitla (ZP), eine transparente schitzende
Glykoprotein-Hulle, ausgebildet (Abb. 1). Sie speihe wichtige Rolle bei der spezifischen
Erkennung und Bindung des Spermiums durch die [Eiz€lleichzeitig sind Verdnderungen
in der Struktur und Konsistenz der Zona pellucigamfa-Reaktion“) bedeutsam fur die Ver-

hinderung einer Polyspermie (RUsse and Sinowa@8)19
Die Eizellreifung

Vor der Ovulation findet ein meiotischer und zytghatischer Reifeprozess der Eizelle statt.
Die Reifung wird durch eine préovulatorische LH-Adislittung eingeleitet (Tsafriri et al.,
1976) und ist Voraussetzung fir eine erfolgreictedrightung. Im Prophase I-arretierten

Zellkern der Eizelle kommt es zum Abbau der Nuklead zur Auflésung der Kernmembran,
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dem ,Germinal-Vesikel Breakdown* (GVB). Die Eizelkeendet die erste Reifeteilung: die
gepaarten homologen Chromosomen kondensieren, rosiale in der Metaphase-Ebene an
(Hyttel et al., 1987; Wassarman et al., 1976) uredden getrennt. Ein haploider Satz von
Chromosomen, bestehend aus je zwei Chromatided,algrerster Polkorper (PB) in den pe-
rivitellinen Spalt zwischen Eizelle und Zona peitiec abgegeben (Abb. 1). Unmittelbar da-
nach tritt die Eizelle in die zweite Reifeteilunigpn @ind wird in der Metaphase Il erneut arre-
tiert. Beim Rind wird die Eizelle im Stadium des telghase 1l-Arrest ovuliert, umgeben von
der Zona pellucida und Zellen des Cumulus oophdassFollikels. Nur im Falle einer Be-
fruchtung wird die zweite Reifeteilung beendet: Gieromatiden der in der Eizelle verbliebe-
nen Chromosomen werden getrennt und ein zweitekoRmdr wird abgeschnirt (Dekel,
2005). In der befruchteten Eizelle, der Zygoteplaibt ein haploider Satz maternaler Chro-
mosomen, bestehend aus je einer Chromatide undcg&ettvsich zum weiblichen Vorkern.
Im Zuge der zytoplasmatischen Reifung kommt es @mverteilung von intrazellularen
Komponenten sowie zu einem Anstieg von Lipid-Eielamgen. Die Golgi-Felder werden
reduziert (Hyttel et al., 1986) und die Mitochomudlriins Zentrum der Eizelle verlagert
(Stojkovic et al., 2001). In den Golgi-Feldern ddbéie kortikale Granula ordnen sich direkt
unterhalb der Eizellmembran an. Das ist fur diebdsing eines Polyspermie-Blocks bei der
Befruchtung von grof3er Bedeutung (Ducibella etE77). Neben einer sekundenschnellen
Depolarisation der Eizell-Oberflache (,rapid polgsmy block®) kann das Eindringen weite-
rer Spermien Uber eine Kalzium-abhangige Extruslea proteolytisch wirkenden Inhaltes
kortikaler Granula in den perivitellinen Raum zwisa Eizelle und Zona pellucida langerfris-
tig blockiert werden (Ducibella et al., 1993).

Bildung der diploiden Zygote

Die Befruchtung findet bei Saugetieren in der Anipules Eileiters statt. Voraussetzung fur
die Befruchtungsfahigkeit der Spermien ist ein Ba@ibzess, den vivoim weiblichen Geni-
taltrakt stattfindet und als Kapazitation bezei¢hnid. Er beinhaltet eine Reihe von Veran-
derungen an der Zelloberflache und im Inneren adleZdurch die das Spermium die Kom-
petenz zur Befruchtung erhélt (Risse and Sinowa®98). Fir das Passieren der
Cumuluszell-Schichten und der Zona pellucida bedés Spermium ein Arsenal verschiede-
ner Enzyme wie z. B. Akrosin und Hyaluronidase.deieefinden sich in einer kappenartigen
Struktur am Kopf des Spermiums, die als Akrosonelmmet wird. Nur bei spezifischer Er-
kennung und Bindung des Spermiums an die Zonagi@#lwird der Inhalt der Akrosomen in

der sogenannten Akrosomenreaktion frei und beréaet Spermium den Weg durch die Zona
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pellucida und den perivitellinen Spalt zur Eizele Bindung und Fusion des Spermiums
mit der Eizelle triggert eine Reihe von komplexeanzZ@ssen. Die Eizelle beendet die zweite
Reifeteilung mit der Ausschleusung eines zweitelkd?pers (siehe oben). Parallel zur Ent-
wicklung des weiblichen Vorkerns dekondensiert @asomatin des Spermiums und es ent-
wickelt sich der mannliche Vorkern (Abb. 1). Beiderkerne replizieren ihre DNA und ent-

halten schlie3lich jeweils einen haploiden Satz Gtmomosomen mit je zwei Chromatiden.
Unmittelbar vor der ersten Furchungsteilung undBiktung des 2-Zell-Embryos l6sen sich

die Vorkernmembranen auf. Die maternalen und palennChromosomen ordnen sich in der
Metaphase-Ebene der Teilungsspindel an und dienttrden werden getrennt (Beier, 1998;

Russe and Sinowatz, 1998).
Praimplantations-Entwicklung

Die befruchtete Eizelle wird durch die Furchundstagen in immer kleinere Zellen zerlegt.
Das Zytoplasma der Eizelle wird auf die neugebddeZellen verteilt, die als Blastomeren
bezeichnet werden. Die Gesamtgrol3e des Embryosidentasich bis zum friihen Blasto-
zystenstadium nicht (Abb. 1). Die Blastomeren dstem beiden Teilungsgenerationen sind
unabhangig voneinander und totipotent: sie besitzer-ahigkeit, einen vollstandigen Orga-
nismus auszubilden. Spatestens im 8-Zellstadiuma(& Tage nach Befruchtung) verlieren
die Blastomeren diese Fahigkeit (Fernandez-Gonzaleal., 2007). Sie beginnen mit der
Ausbildung spezifischer Zell-Zellkontakte. Wahresidh der Embryo zur Morula entwickelt
(> 16 Zellen), wandert er im Eileiter von der Amleutlurch den Isthmus in das Uterushorn.
Die aul3en liegenden Blastomeren mit Kontakt zurrildmhe differenzieren sich von den
Zellen ohne Kontakt zur Oberflache und bilden simche Zellverbindungen aus. Dieser Pro-

zess wird als Kompaktierung bezeichnet.

6 bis 8 Tage nach der Befruchtung wird mit dem Ausanflieen von Interzellularraumen
und der Ausbildung eines zusammenhangenden flisgsglefillten Hohlraumes, des Blasto-
zoels, das Stadium der Blastozyste (Abb. 1) ertel@ar Embryo befindet sich jetzt im mitt-
leren Abschnitt des Uterushornes und stellt eisdn@hnliches Gebilde dar, das zwei unter-
schiedlich differenzierte Zellkompartimente enth&8ler Trophoblast formt als einschichtiger
Zellverband eine &uf3ere Huille und umschliel3t dastBtoel. Er ist Vorlaufer des Chorion-
epithels (spater Amnion), das die auf3erste Frudbtbildet. Das Chorion ist verantwortlich
fur die Implantation und den Stoffaustausch zwiscBenbryo und Mutter. Der Embryoblast
(Synonyme: innere Zellmasse, inner cell mass, I@xunachst ein scheinbar ungeordneter
Zellhaufen, der partiell am Trophoblast fixiert,das Blastozoel ragt (Abb. 1). Daraus entwi-
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ckelt sich der Fetus. Die Zellen des Embryoblasterden als pluripotente Stammzellen be-
zeichnet. Thre Nachkommen kénnen sich vermutliclalien Zelltypen des Organismus diffe-

renzieren (Russe and Sinowatz, 1998).

Ein Schlisselereignis fur die weitere Entwicklumglulie Voraussetzung fir die Implantation
ist das Schliupfen der Blastozyste aus der Zonaig@eéd um Tag 7 bis 9 nach der Befruch-
tung. Die Blastozyste expandiert durch die Vermegrder Trophoblastzellen und die Auf-

nahme von Flussigkeit ins Blastozoel (Abb. 1). Bama pellucida wird dinner und reif3t. Die
Elongation der geschlipften Blastozyste beginntdem Tag 13 nach der Befruchtung. Durch
das starke Wachstum des Trophoblasten entstehiaeges schlauchformiges Gebilde. Im
Verhaltnis zum Trophoblast wachst der Embryoblastwenig und entwickelt sich zur Keim-

scheibe (Russe and Sinowatz, 1998).

Die Erkennung und Aufrechterhaltung der Gravid@#brdert eine intakte Kommunikation
zwischen Embryo und Mutter (embryo-maternale Komikation, EMK) (Wolf et al., 2003).
Die Erkennung der Graviditat beginnt beim Rind uem dag 15 nach der Befruchtung. Ein
zentrales embryonales Trachtigkeitssignal ist daterfieron-Tau (IFNT), das von den
Trophoblastzellen gebildet wird (Robertson I, 1998NT blockiert die Prostaglandin (PG)
F2a-Synthese oder -Ausschittung im Uterus und verhirden Abbau des Gelbkdrpers. Die
Graviditat bleibt erhalten. Der Transfer eines Eyobrist beim Rind bis zum 16. Tag der
Graviditat moglich, am 17. Tag nicht mehr. Spatestau diesem Zeitpunkt hat das Muttertier
die Graviditat erkannt. Die Implantation beginnt oher Kontaktaufnahme des Trophoblasten
mit dem Uterusepithel am 18. bis 19. Tag der GititidBeier, 1998; Russe and Sinowatz,
1998).
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Fertilization

Priimplantations-Entwicklung

Wotlerne

Zona pellucida
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Trophoblast

Elastozoel

Blastozyste Ezpandierte
Blastozyste

Zona pellucida Geschlipfte Blastozyste

Abbildung 1: Fertilisation und Praimplantations-Entwicklung bis zur Blastozyste beim Rind
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Seit den 50iger Jahren des 20. Jahrhunderts idEmtiwicklung von Kultursystemen zum
vitro Produktion (IVP) von Embryonen bei Saugern Gegamstintensiver Forschung
(Austin, 1951; Chang, 1959). 1982 wurde nach Teaneinesn vitro gereiften,in vitro be-
fruchteten undn vitro kultivierten Embryos in eine Empfangerkuh dasesisalb geboren
(Brackett et al., 1982). Im Jahre 1989 beschrieBerg und Brem ein praktisch nutzbares
Verfahren zuiin vitro Reifung, -Befruchtung und -Kultur von Rinderembmga (Berg, 1989).
Seitdem hat die IVP weitere Fortschritte erfahren,die Bedingungen und Ablaufe besser an
die naturliche Situatiom vivoanzupassen. Heute stellt die IVP von Embryonen etialelier-

te Methode zur Produktion gesunder Nachkommen &axhryotransfer dar und ist haufig
die Voraussetzung fir den Einsatz weiterer Reprivoingtechniken wie dem Klonen durch
somatischen Kerntransfer (Stojkovic et al., 200dgraler Eizell-Gewinnung durch transvagi-
nale Follikelpunktion (,ovum pick up®, OPU) (Mertcet al., 2003). Nach einer Statistik von
M. Thibier wurden im Jahr 2004 weltweit rund 83.000ritro produzierte Rinderembryonen
in Empfangertiere Ubertragen (Thibier, 2005). Daduingsraten vitro maturierter und fertili-
sierter Eizellen liegt zwischen 80 und 90 Prozdi#,Blastozystenrate am Tag 7 noch bei 25 -
40 Prozent (Heyman, 2005; Wrenzycki, 2007). Nacan3ter vonin vitro Blastozysten in
Emfangertiere werden Trachtigkeitsraten von 40 Péfzent und Abortraten von bis zu 12,5
Prozent beschrieben (Farin et al., 1999; Kruip @ad Daas, 1997; Thibier, 2005; Wrenzycki,
2007). Bei einer perinatalen Sterblichkeit von bis14 Prozent schwankt die Geburtenrate

zwischen 5 Prozent und 40 Prozent (Kruip and DessD8997).

Die niedrigere Trachtigkeits- und Geburtenrate bemahrscheinlich auf zwei wesentlichen
Unterschieden zur natirlichen Entwicklumgviva (1) die Selektion der Gameten und (2) die

Bedingungen den vitro Reifung, -Fertilisation und -Kultivierung der Enybnen.

(1) Unterin vivo Bedingungen erfolgt eine strenge Selektion der &am Pro Zyklus gelan-
gen nur ein bis zwei gereifte Eizellen zur Ovulatiind nur wenige Spermien, die das Ovi-
dukt zum Zeitpunkt der Ovulation erreichen, habenMoglichkeit die Eizelle zu befruchten.
In derin vitro Reifung dagegen werden Eizellen eingesetzt, dseFallikel unterschiedlicher
GroRRe (4 - 8 mm) gewonnen wurden. Ein Teil dersstigrten Eizellen befindet sich noch in
der Wachstumsphase bzw. schon in der Regressisespma hat ein eingeschrénktes Ent-
wicklungspotential (Merton et al., 2003). Die Auswder Spermien unterliegt ebenfalls we-
niger strengen Kriterien (Bavister, 2002), idavitro wichtige naturliche Kontrollmechanis-
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men wegfallen, wie beispielsweise eine Selektioer filansiente Bindungen an Oviduktzellen
(Gualtieri and Talevi, 2003).

(2) Die Kulturmedien und Zuséatze darvitro Produktion von Embryonen kénnen die Bedin-
gungen der natirlichen Entwicklumg vivo nur bedingt nachstellen, was zu vielfaltigen und
nachhaltigen Beeintrachtigungen der Entwicklimgitro fihren kann. Das gilt besonders fur
die in vitro Kultivierung der Embryonen, die einen Entwicklunggraum umfasst, in dem
parallel viele zentrale, weichenstellende Prozebsaufen (Farin et al., 2001). Dazu z&hlt u.a.
die epigenetische Reprogrammierung des Genoms dexcBefruchtung, bei der Gameten-
spezifische Modifikationen geléscht und durch Enobspezifische Modifikationen ersetzt
werden. Eine entscheidende Rolle spielt dabei dierrEeil-spezifische Pragung (“imprin-
ting") wichtiger Gene wie z. B. IGF2 (Insulin lilgrowth factor 2). Von zentraler Bedeutung
ist dabei vermutlich die adaquate Methylierung tetguischer DNA-Sequenzen, deren Me-
chanismen schon langer intensiv untersucht werbdaaf( 2001). Stérungen in diesem hoch-
komplexen Prozess sind vermutlich eine wichtigeadng flr das Auftreten von embryonalen
und fetalen Entwicklungsstorungen (Fernandez-Geazeat al., 2007) und den Verlust von
Embryonen (Haaf, 2001). Bei Rind und Schafrde nach Anwendung verschiedener assis-
tierter Reproduktionstechniken ein Large-Offsprigndrom (LOS) beschrieben, das in Zu-
sammenhang gebracht wird mit Stérungen der Mettwig (van Wagtendonk-de Leeuw et
al., 2000). Nach dem Transfar vitro produzierterRinder-Embryonen wurden in geringem
Male (3 - 6%) Kalber mit Abnormalitaten beobachti, dem LOS-Syndrom entsprechen
(Fernandez-Gonzalez et al., 2007). Dazu zahlerheeh@eburtsgewichte, Abnormalitaten in
der Organentwicklung, angeborene Missbildungen eine erhdhte perinatale Sterblichkeit
der Kalber (Farin et al., 2001).

In einer Reihe von Untersuchungen dienten Rindergomen, diein vivo durch hormonell
stimulierte Superovulation und kunstliche Besamsyvonnen wurden, als Vergleichs-
Malf3stab fuin vitro produzierte Embryonen. Dabei wurden imevitro produzierten Embryo-

nen vielfaltige potentiell bedeutsame Abweichungeabachtet hinsichtlich:

der Zellzahlen und Grol3e der inneren ZellmassdantBzysten (van Soom et al., 1997).

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

dem Auftreten von Zelluntergédngen (Gjorret et2003; Lonergan et al., 2006; Pomar et
al., 2005) und Chromosomen-Abnormalitaten (Hyttelle 2001; Viuff et al., 2001).
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des Energie- und Glukose-Metabolismus (KhuranaNiachann, 2000).

der Toleranz gegentber Kryokonservierung (Rizad.e2003).

der Expression ausgewahlter Gene (Lonergan é2Qf13; Wrenzycki et al., 2004).

015

Zellen vielzelliger Organismen kénnen ihren eigefied aktiv Uber genetisch determinierte
Programme steuern (programmierter Zelltod). Sienkdnaber auch so schwerwiegend ge-
schadigt werden, dass sie durch einen unregulié¢viechanismus sterben. Diese Form des
Zelltod wird als Nekrose bezeichnet (Blank and &hil2007). Im Gegensatz zum program-
mierten Zelltod zerféllt die Zelle bei der Nekraséolge einer Volumenzunahme von Zelle
und Zellorganellen und der Ruptur der zellularemMeanen. Es kommt zu einer unkontrol-
lierten Freisetzung von zellularen Komponenten,bdirachbarte Zellen eines Gewebes scha-
digen und eine Entzundungsreaktion auslosen korfPragrammierter Zelltod (Programmed
Cell Death, PCD) lauft streng kontrolliert ab urgle#t eine zentrale physiologische Rolle in
der Entwicklung, Morphogenese und Homoostase valtizallularen Organismen (Vaux and
Korsmeyer, 1999). Der PCD dient der gezielten Entfieg von einzelnen, nicht mehr beno-
tigten bzw. abnormalen Zellen, ohne das umlieggbelvebe zu schadigen. Eine Klassifizie-
rung des Nomenclature Committee on Cell Death (NLCGmerscheidet nach morphologi-
schen Kriterien acht verschiedene Formen des dsll{&roemer et al., 2005). Melino und
Kollegen diskutieren bis zu 11 verschiedene Fornvem, denen 10 genetisch determiniert
sein konnten (Melino et al., 2005). Apoptose bdrsét die bekannteste Form des program-

mierten Zelltods und dient haufig als Synonym fénd®CD (Kroemer et al., 2005).

Bereits 1842 beschrieb Carl Vogt im Rahmen von t$nighungen zur Entwicklung der Ge-
burtshelferkrote absterbende Zellen (Vaux and Kegsam 1999). Anfang der 70iger Jahre des
letzten Jahrhunderts wurde das Thema zum wiederhidale wieder entdeckt und J.F. Kerr
und Kollegen pragten den Begriff Apoptose (griechigpoptosis = Absterben) (Kerr et al.,
1972). Zu Beginn der 90iger Jahre wuchs mit demsd¢farngen zur embryonalen Entwicklung
des FadenwurmeSaenorhabditis elegangruan et al., 1993) das Interesse an der Apoptose
sprunghatft an. Im Jahr 2000 wurden tber 10.00ké&rdum Thema Apoptose verdffentlicht
(Melino et al., 2001). Apoptose umfasst komplexd tiir den Organismus potentiell gefahr-

liche Prozesse, die eine strikte Regulation erfordEine Fehlregulation von Proteinen, die
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an der Induktion und Regulation der Apoptose hgtesind, ist mit verschiedenen Krankhei-
ten assoziiert. Ein Beispiel fur eine Rolle verngrtdr Apoptose bei der Entwicklung malig-
ner Neoplasieist das anti-apoptotisch wirkende Bcl2 (B-cell Civiviphoma)-Protein. Es ist
in Neoplasien haufig tberexprimiert und lasst Zelidie absterben sollten, tberleben (Reed,
1995). Eine vermehrte Apoptose wurde dagegen mérdReihe degenerativer Erkrankungen
des Zentralnervensystems in Verbindung gebrachistSone erhdhte Konzentration des pro-
apoptotisch wirkenden FASLG (Synonym: CD95L)-Ligandm Liquor und Serum von Alz-
heimer-Patienten ein ernstzunehmender Hinweis @& &ehlregulation des Apoptose-
Systems (de la Monte et al., 1998). Ein HauptzeelApoptoseforschung ist eine kontrollierte

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

Urspriinglich wurde Apoptose aufgrund rein morph@oger Veranderungen der Zelle defi-
niert (Kerr et al., 1972). Erste morphologischechen der Apoptose sind ein Abrunden der
Zelle und ein Schrumpfen des zellularen VolumeRyknose®). In der Folge ist eine Verdich-
tung des Chromatins und eine Fragmentation deketakts (,Karyorhexis®) zu beobachten.
Die Integritdt der Plasmamembran bleibt bis zumt&8pdium der Apoptose erhalten. Die
Bestandteile der apoptotischen Zelle werden in &iljgsngen der Plasmamembran verpackt
und als ,apoptotische Kdrperchen* von benachbafigiten oder Makrophagen phagozytiert
(Fabian et al., 2005). Ein frihes biochemischesr&#teristikum ist die Verlagerung innerer
Bestandteile der Zellmembran, wie beispielsweisesphatidylserin auf die Zelloberflache,
das vermutlich als Erkennungssignal fur Makrophagjent (Martin et al., 1995). Eine oligo-
nukleosomale DNA-Fragmentation im Zellkern (Wyllig980) sowie die Aktivitat spezifi-
scher Proteasen im Zytoplasma sind weitere wictigenzeichen der Apoptose (Melino et
al., 2005).

Die Prozesse der Apoptose sind sehr komplex. HioBegAnzahl genetischer Komponenten
und Proteine wurden bis heute entdeckt. Man nintrat an, dass viele Komponenten apop-
totischer Signalwege noch unbekannt sind (Grimn®320Der Ablauf der Apoptose kann in
eine Induktions- und Regulationsphase sowie einek@tionsphase unterteilt werden
(Kroemer et al., 1995). Als Hauptmediatoren der ptpse werden spezifische, evolutionar
hochkonservierte Proteasen, sogenannte CaspaggEseaen (Budihardjo et al., 1999; Cikala
et al., 1999; Earnshaw et al., 1999). Sie werddmeisbar bei fast jeder Art der Apoptose-
Induktion aktiviert und sind notwendig, um das Amge-Programm durchzufihren. Inaktive
Caspase-Vorstufen (,Pro-Caspasen” bzw. ,Zymogesa&iyl wahrscheinlich in jeder Zelle

vorhanden (Earnshaw et al., 1999). Hinsichtlicleitirunktion in der Apoptose-Kaskade wer-
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den Initiator (8, 9, 12) - und Effektor-Caspasen@37) unterschieden. Man nimmt an, dass
sich die Initiator-Caspasen durch die Zusammeniagemehrerer Procaspase-Molekiile un-
ter Vermittlung von Adaptermolekilen selbst aktreie und anschlielRend die in der Kaskade
nachfolgenden Caspasen aktivieren (Green, 1998gaitarer, 2000). Apoptotische Signale
kénnen sowohl von benachbarten Zellen gebildet @rerls auch in den betroffenen Zellen
selbst entstehen (Grimm, 2003). Eine Vielzahl vign&8en, wie z. B. der Entzug von Wachs-
tumsfaktoren, UV-Strahlung oder DNA-Schaden, karertunterschiedliche Signalwege
Apoptose induzieren. Aktuell werden Signalwege Udsgenannte Todesrezeptoren an der
Zelloberflache (extrinsischer Weg) und die Mitoctoan (intrinsischer Weg) beschrieben
(Abb. 2).

FUr den Todesrezeptor-vermittelten Signalweg wirte dnduktion der Apoptose uber die
Bindung extrazellularer Liganden wie FASLG (Fasdng) oder TNF (tumor necrosis factor)
an zugeharige Zelloberflachen-Rezeptoren wie FA& diNFR1 (TNF rezeptor 1) mit cha-
rakteristischen Todes-Domanen (death domains) bebem (Abb. 2). Bezogen auf das
FASLG/FAS-System oligomerisieren die FAS-Rezeptoneder Membran nach FAS-Ligand-
Bindung und FADD (fas associated death domain)-Aataldolekile lagern sich im Bereich
der Todes-Domanen an. An diesen als DISC (deatiting signaling complex) bezeichneten
Proteinkomplex kénnen Procaspase 8-Molekile redmutverden (Kischkel et al., 1995). Es
wird vermutet, dal3 die raumliche N&he zwischenRiertaspase 8-Molekilen eine gegensei-
tige Aktivierung ermoglicht. Aktive Caspase 8-Malik aktivieren daraufhin direkt die Ef-
fektor-Caspase 3 (Blank and Shiloh, 2007). Es Hibiveise, dass eine Induktion der Apop-
tose Uber die Todesrezeptoren durch den Signallwegdie Mitochondrien verstarkt werden
kann (Abb. 2). Pro-apoptotische BID (BH3 interagtoiomain death agonist)-Proteine kénn-
ten nach proteolytischer Spaltung zu tBID (trundaBdD) in die &uf3ere Mitochondrien-
membran translokalisieren und die Freisetzung vgiochrom ¢ und die Apoptosom-Bildung
fordern (Luo et al., 1998).

Die Mitochondrien werden als eine zentrale Sclallestfir eingehende Apoptose-Stimuli
beschrieben, die von Proteinen der BCL2 (B-cellpiiama 2)-Familie kontrolliert werden.
Moglicherweise entscheidet das Verhaltnis von aptiptotischen Molekilen wie BCL2 und
BCL2L1 (Bcl2 like 1) zu pro-apoptotischen Molekulete BAX (Bcl2 associated X protein),
BID (BH3 interacting domain death agonist) und BARcl2-antagonist/killer) Uber das
Schicksal der Zelle (Wyllie, 1995). Man vermuteasd eine Verénderung des Gleichgewich-

tes zugunsten pro-apoptotischer Faktoren veranielorist fir eine Permeabilisierung der
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Mitochondrienmembran, den Austritt von Cytochromnel den Verlust des Membranpotenti-
als. Neben Cytochrom ¢ gelangen vermutlich weipgoeapoptotisch wirkende Molekile wie

SMAC/Diablo (Du et al., 2000) und AIF (apoptosisluicing factor) ins Zytoplasma der Zelle
(Donovan and Cotter, 2004). Die Bildung von Apoptogn, Proteinkomplexen aus Cytoch-
rom C, dem Adaptermolekil APAF-1 (apoptotic pepglactivating factor 1), ATP und Pro-

Caspase 9 kann eine gegenseitige Aktivierung vordRispase 9-Molekilen induzieren, die
anschlieend die Effektor-Caspasen 3,6 und 7 akémi konnen (Cory et al., 2003; Green,
1998; Hengartner, 2000).

Der Mechanismus, der zur Permeabilisierung der dhismdrienmembran fihrt, ist noch un-
klar. Derzeit werden zwei Modelle diskutiert. Dasté macht eine Translokalisation des pro-
apoptotisch wirkenden BAX-Protein aus dem Zytosoldie Mitochondrien und die Inter-
aktion mit verwandten pro-apoptotischen Protein®i), BAK) daftir verantwortlich. Die
Ausbildung von Poren, die Cytochrom ¢ durchlassig,sberuht demnach auf einer Konfor-
mationsanderung und Oligomerisierung von BAX-Molekiin der &uf3eren Mitochondrien-
membran. Fraglich ist aber, ob auch grél3ere P@tgia SMAC/Diablo oder AIF diese Poren
passieren kdnnen. Alternativ wird eine Interaktvam BAX-Molekilen mit dem VDAC (vol-
tage dependend anion channel)-Kanal in der Mitodienmembran fir moéglich gehalten,
wodurch ein Austritt von Cytochrom c ins Zytosatfinden kann (Kawamura et al., 2003).
Weiterhin wird beschrieben, dass anti-apoptotisEa&toren wie BCL2 und BCL2L1 die
Freisetzung von Cytochrom c verhindern konnen,nmdee BAX-Molekile binden bzw. den
VDAC-Kanal blockieren (Kawamura et al., 2008)as zweite Modell postuliert das direkte
Offnen von sogenanten PTP (permeability transitiome)-Komplexen in der Mitochond-
rienmembran durch pro-apoptotische Moleklle sovas 8chliel3en durch anti-apoptotische
Molektle (Donovan and Cotter, 2004).

Die Induktion der Apoptose ulber beide Signalwegbrtfizur Aktivierung der Effektor-
Caspase 3 und nachfolgend zur Aktivierung der Gasspé und 7 (Abb. 2). Eine Regulierung
der Apoptose wird Uber eine direkte InaktivierurggnCaspasen durch Bindung an IAPs (in-
hibitors of apoptosis) wie z. B. Caspase 3, 7 urddaktivierung durch BIRC4 (baculoviral
IAP repeat-containing 4) beschrieben (DeverauxReed, 1999). Eine Regulierung der I1APs
wiederum scheint moglich Uber pro-apoptotische Miale wie SMAC/Diablo, die aus den
Mitochondrien freigesetzt werden (Du et al., 200Dje aktiven Effektor-Caspasen fuhren
direkt oder indirekt GUber andere Proteasen zukgedén Spaltung von lebenswichtigen zellu-

laren Proteinen mit vielfaltigen, auch morphologisichtbaren Konsequenzen. Das Ergebnis
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ist ein kontrollierter Abbau der Zelle, deren Uleste von benachbarten Zellen durch Phago-
zytose gefahrlos beseitigt werden kénnen (Kothakbtd., 1997; Rao et al., 1996).

extrinsisch mtrinsisch

FASLG Apoptotische Stimuli z. B. DNA-Schiden
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Abbau der Zelle durch Spaltung
spezifischer Substrate

Abbildung 2: Bedeutsame Apoptose-Signalwege

Induktion der Apoptose Uber die Bindung von Ligamdan Todesrezeptoren z. B. Uber den
FAS/FASLG-Signalweg (extrinsischer Weg) bzw. tber Mlitochondrien durch Interaktion von pro-
apoptotischen (BAX, etc.) und anti-apoptotischeI(B, etc.) Molekilen (intrinsischer Weg). Eine
Inhibition der Apoptose ist auf der Ebene der aktiCaspasen 3, 7 und 9 durch BIR@dglich. Eine
Verbindung beider Signalwege wird Uber die Spaltprarapoptotischer BlMolekile zu tBID ver-
mutet. Gen-Symbol: schwarz - pro-apoptotisch, blanti-apoptotisch



EINLEITUNG 32

Bei Saugern wird offenbar ein erheblicher Anteit @@nbryonen vor der Implantation im
Uterus in der Entwicklung arretiert und geht zuglariBetts and King, 2001). Die Ursachen
sind vermutlich vielfaltig und unzureichend erfdrscPraimplantations-Embryonen, die bei-
spielsweise fur den Embryo-Transfer aus dem Utesokert wurden, sind typischerweise
sehr heterogen - sowohl hinsichtlich ihrer morpg@ohen Eigenschaften als auch hinsicht-
lich ihres Entwicklungspotentials. Morphologischeichen des Zelltodes lassen sich in unter-
schiedlichen Anteilen von Zellen sowohl in schem@armal entwickelten als auch arretierten
Embryonen beobachten. Daraus ergibt sich der Vatddass Zelluntergange in dieser friihen
Phase der Entwicklung eine besondere physiologi&dike im Rahmen der normalen Ent-
wicklung spielen kénnten und gleichzeitig bei eigestdrten Entwicklung bis hin zum Tod

des Embryos von grol3er Bedeutung sind.

Die Lebendbeobachtung von Saugerembryonen in diedeen Phase der Entwicklung in
seiner nattrlichen Umgebung im Eileiter und im Usgerst je nach Spezies ausgesprochen
schwierig bis unmaoglich. Folglich missen die Emimgo fir die Untersuchung zu bestimm-
ten Zeitpunkten nach Ovulation oder Befruchtung @eis Eileiter oder dem Uterus isoliert
werden. Je nach Spezies ist die Anzahl der Embryatie auf diese Weise gewonnen werden
kann, aber stark limitiert. Einen Ausweg erméglkchie Entwicklung von Techniken zur
vitro Fertilisation und Embryokultur. Leider ist auchvitro die mikroskopische Lebendbeo-
bachtung und Verfolgung von Zelluntergangen vongg&é&mbryonen aufgrund ihrer kugeli-
gen Form und ihrer optischen Eigenschaften nicheisfach zu bewerkstelligen wie bei-
spielsweise bei dem Fadenwur@aenorhabditis elegansAus diesem Grund werden
klassischerweisén vivo undin vitro produzierte Embryonen zu bestimmten Entwicklungs-
zeitpunkten gewonnen und fir mikroskopische undekdbhre Analysen fixiert. Ein ent-
scheidender Nachteil ist dabei, dass das Entwigspotential der Embryonen nicht mehr -

beispielsweise durch Transfer auf Empfangertiéieerpruft werden kann.

Der wichtigste Ansatz zur ldentifizierung und Quimierung von Zelluntergangen ist die
mikroskopische Analyse von Zellkernen und Mitosefen nach Anfarbung mit DNA-
bindenden Farbstoffen wie DAPI (46 -Diamidino-2eplglindol) oder Hoechst 33342. Die
partielle oder vollstandige Kondensation und/odexgfentation des Zellkerns sind dabei
typische Merkmale von Apoptose bzw. programmier#atitod. Alleine oder in Kombination
dazu wird haufig der mikroskopische Nachweis vagifnentierter DNA als Kennzeichen von
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Apoptose bzw. programmiertem Zelltod mit dem TUNEHT mediated dUTP nick end labe-
ling) -Test eingesetzt (Gavrieli et al., 1992).

Bei einer Reihe von Saugerspezies wurden vom ZwbstAdium bis zur Blastozyste unter-
gehende bzw. tote Zellen beobachtet (Betts and,kifi§1). Je nach Spezies - bei der Maus
ab dem 2-Zellstadium, bei Mensch und Schwein ab dler8-Zellstadium und beim Rind ab
dem 8 - 16-Zellstadium wurden Zelluntergange mpisghen Merkmalen von Apoptose be-
schrieben. Irex vivoaus dem Uterus gespulten Embryonen vom Rind wuag@ptotische
Zellen in der Halfte der Morulae und in bis zu 1Bfbzent der Blastozysten beobachtet
(Fabian et al., 2005).

Die prognostische Bedeutung von Zelluntergangenrevithder Entwicklung der Blastozyste
und die Rolle von Apoptose bzw. programmiertemt@dll(PCD) sind noch weitgehend un-
klar. Mdgliche Funktionen und Ausléser von PCD vt der Praimplantations-Entwicklung

sind

die Eliminierung von Zellen mit genomischen Abeoaén. So wurde bei Rind (Viuff et
al., 2000; Viuff et al., 2001) und Mensch (Pellesi®95) eine hohe Rate von Embryonen
mit chromosomalen Abnormalitaten wie z. B. Multiplie und Mosaikbildung beobach-
tet.

die Eliminierung von Zellen mit falschem Entwickfyspotential z. B. von Blastomeren in
der inneren Zellmasse mit einer Entwicklungspoterzichtung Trophoblastzellen
(Handyside and Hunter, 1986).

eine Regulation der Zellzahl im Stadium der Blagste (Fabian et al., 2005).

eine Imbalance von Wachstums-oder Uberlebensfakisie z. B. der IGF (Insulin like
growth factor)-Familie (Byrne et al., 2002a; Byeteal., 2002b).

schadigende Agenzien wie reaktive SauerstoffspéRes) (Yang et al., 1998), UV-
Strahlung oder Hitzeschock (Paula-Lopes and Harg®).

Zelluntergéngen vitro/in vivo

Eine erhéhte Zelltod- bzw. Apoptose-Rate konnte ledikator fur Stérungen der friihen
Embryogenese sein. So wurde in einer Reihe vonrkuntbungen beim Rind und anderen
Saugerspezies die Apoptose-Rate vorvitro und ex vivoaus dem Uterus gewonnenen (
vivo entwickelten) Embryonen bestimmt und verglichebdksicht bei (Fabian et al., 2005)].
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Erste apoptotische Veranderungen im Kern wurdem li&ind bereits in 6-Zell-Embryonen
vitro und in 8-Zell-Embryonein vivo identifiziert. Die DNA der Zellkerne war gleichzigj
auch TUNEL positiv (Gjorret et al., 2003). Insgesamigten 5 - 30 Prozent der 8-16-Zell-
Embryonenin vitro sowie 50 Prozent der Morulae vivo und 60 - 80 Prozent der Morulae
vitro Zellkerne mit morphologischen Merkmalen des prograerten Zelltods. Das sind we-
niger als im Blastozystenstadium, wo zwischen 94 L@0 Prozent der Blastozystenvitro
und in vivo mindestens einen apoptotischen Zellkern enthiel®eichzeitig zeigten Blasto-
zysten die hoéchste Rate an apoptotischen ZellenviBlen Saugerspezies wurde die Mehr-
zahl der Zelluntergdnge in der inneren Zellmassebaehtet. Ein Vergleich vom vitro/in
Vivo erzeugten Blastozysten beim Rind ergab eine hdtal®d-Rate inn vitro Blastozysten
mit 15 Prozentig vivo: 8,5 Prozent) und bezogen auf die Zellzahl deerien Zellmasse mit
11,2 Prozentig vivo: 6,1 Prozent) wogegen die Zelltod-Ratevitro bezogen auf die Zellzahl
im Trophoblasten mit 3,6 Prozeim {ivo: 2,4 Prozent) gleichbleibend niedrig war (Gjoeet
al., 2003). Die Apoptose-Rate betrug nach der Auswwg des TUNEL-Tests im vitro pro-
duzierten Blastozysten zwischen 4 und 9 Prozentn@et al., 1999; Gjorret et al., 2003).
Entsprechende Studien bei Schaf, Schwein und Zeeggen bein vitro Blastozysten eben-

falls h6here Apoptose-Raten aisvivo (Pomar et al., 2005)
Induktion der Apoptose vitro

Die experimentelle Induktion von Apoptose mit chschien Agenzien wie Staurosporin
(STS) konnte wichtige Informationen zur Rolle unghktion des Apoptose-Systems bei der
Entwicklung von der befruchteten Eizelle bis zua®bzyste liefern. STS ist ein bakterielles
Alkaloid, das verschiedene Proteinkinasen hemnkahiashi et al., 1990) und in mikromola-
rer Konzentration bei einer Vielzahl von Zelltypéber einen bis dato noch ungeklarten Me-
chanismus Apoptose induzieren kann (Jacobson, &t97). Weil et al. fihrten umfangreiche
Studien zur Zelltyp-abhangigen Induzierbarkeit ¥groptose durch STS bei der Maus durch
(Weil et al., 1996). Dabei untersuchten sie neb@ngren Zellkulturen von unterschiedlichen
Organen neugeborener und adulter Mause auch Hizeitd Embryonerbis zum Blasto-

zystenstadium. Die Embryonen wurden 48 h und 72dher Paarung gewonnen. Parallel
wurden Embryonen sowie isolierte Blastomeren fir £8 h unter dem Einfluss unterschied-
licher Staurosporin-Konzentrationen kultiviert. émem Teil der Experimente wurde gleich-
zeitig mit Cycloheximid (CHX) die Proteinsynthesehgmmt. Weil et al. folgerten aus ihren
Untersuchungen: In Maus-Embryonen kann ApoptoseBaginn an induziert werden, auch

bei gleichzeitiger Hemmung der Protein-SyntheseQ@yitloheximid. Die erforderlichen Pro-
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teine sind von Beginn an in allen Zellen vorhandgei. 1-4-Zell-Embryonen ist eine erheb-

lich hbhere STS-Konzentration und eine langere Bijpmsdauer erforderlich (10 uM Uber

26 - 60 h) als bei Blastozysten (1 uM fir 18 h)e Biutoren spekulierten, dass 1-4-Zell-

Embryonen normalerweise Apoptose unterdriicken \bet @ine gewisse Resistenz gegen-
Uber Staurosporin verfliigen. Fir das Rind liegeniéia Beobachtungen vor (Matwee et al.,
2000).

Ob und welche Komponenten der Exekution und Reigmaind Apoptose-Systems, d. h.
welche Gene, Transkripte und Proteine wahrend mdégreh Embryogenese beim Rind und
anderen Saugerspezies tatséachlich aktiv und voewedg sind, dartber ist derzeit noch we-

nig bekannt.

016 , 7 %23

Ein Schlisselereignis der frihen Embryogeneseasiktivierung des embryonalen Genoms
und die Synthese von embryonalen Transkripten untkeiden. Der Beginn und Verlauf der
Aktivierung des embryonalen Genoms variiert bei derschiedenen Sauger-Spezies erheb-
lich (Nothias et al., 1995). Je nach Spezies véatadie erste und folgende Furchungsteilun-
gen ohnede novoSynthese von RNA in Abhangigkeit von Transkripterd Proteinen, die
wahrend des Wachstums und der Entwicklung in deell& gebildet wurden (Stitzel and
Seydoux, 2007). Wiederholt wurde gezeigt, dass Ridder-Embryonen auch bei vollstandi-
ger Hemmung der mRNA-Synthese durch Hemmung der RNlikmerase Il mit 50 - 100
pg/ml a-Amanithin im Kulturmedium bis zum 8-16-Zellstadiuentwickeln kénnen (Barnes
and First, 1991; Memili and First, 1998; Planteakt 1994). Mit derde novoSynthese von
RNA und Proteinen tUbernimmt der Embryo die Steugrsginer Entwicklung, wahrend ma-
ternale Transkripte und Proteine abgebaut werdesed graduelle Prozess wird als Mater-
nal-Embryonaler Ubergang (maternal-embryonic ttaonsi MET) bezeichnet (Telford et al.,
1990).

Die de novoSynthese von RNA in der Eizelle und im frGhen Eyobkann tber den Einbau
von radioaktiv markiertem Uridin gemessen werdesinBRind wurde auf diese Weise in 2-
Zell-Embryonen eine geringe RNA-Synthese entsprathener "minor genome activation”
nachgewiesen (Hyttel et al., 1996; Memili and Fif€99; Viuff et al., 1996). Am Ubergang
vom 8- zum 16-Zell-Stadium wurde ein signifikangarstieg der RNA-Synthese beobachtet,
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entsprechend der "major genome activation” (Baemek First, 1991). Die Ausbildung mor-
phologisch funktionsfahiger Nucleoli war elektrongkroskopisch am Ende des vierten Zell-
zyklus nachweisbar [reviewed bei (Hyttel et al.0@)). In zeitlicher Ubereinstimmung mit
Hyttel et al. wurden ein Anstieg der Protein-Systhend Verdnderungen im Muster der neu-
synthetisierten Proteine beim Rind beobachtet (&ral., 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 friithen Embryo beim Rird
modifiziert nach (Badr et al., 2007)

Uber die Mechanismen der Stilllegung des embryon&@enoms wahrend der ersten Fur-
chungsteilungen bzw. der Signale zur Initiation @enomaktivierung kann heute nur speku-
liert werden. Aus Beobachtungen an evolutionar wetternten Modellorganismen wie Dro-

sophila, Xenopus und Maus abgeleitete Erklarunggaeszur Repression der Transkription
sind: Chromatin-vermittelte Mechanismen, ein Défoder die Inaktivierung von Transkripti-

onsfaktoren und spezielle Formen der Zellzyklusiegn mit dem Ergebnis extrem schnel-
ler Zellzyklen (Schier, 2007). Die spezifische Adirung einzelner Steuergene und der fol-
gende Prozess der graduellen und Gen-spezifisckivigkung des gesamten Genoms liegen

aber noch weitgehend im Dunkeln.
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Das Zytoplasma der Eizelle enthélt einen groRemav@an ,,maternalen* Transkripten. Bereits
mit der Wiederaufnahme der Meiose und der Reifuag Eizelle beginnt vermutlich eine
streng regulierte Translation maternaler Transkriptahrend gleichzeitig ein selektiver Ab-
bau nicht mehr bendtigter Transkripte stattfindddgich der Befruchtung der gereiften Eizelle
werden parallel zur Aktivierung des embryonalen @es und der Synthese embryonaler
Transkripte die verbliebenen maternalen Transkrgiigebaut. Dieser Vorgang ist in Abbil-
dung 4 schematisch dargestellt. Die Synthese emhbhgo Transkripte beginnt in geringem
Ausmal} bereits im 2-Zell-Stadium (minor genomevatibn), ein deutlicher Anstieg ist ab
dem 8 - 16-Zell-Stadium (major genome activatiampeobachten (siehe auch Kapitel 2.5.1).
Es wird vermutet, dass der Abbau maternaler undSgihese embryonaler Transkripte in
gegenseitiger Abhangigkeit graduell und Transksizifisch erfolgen (Evsikov et al., 2006;
Kanka, 2003; Tadros et al., 2007). Die Mehrzahlrdaternalen Transkripte wird vermutlich
bis zum Morula- bzw. Blastozystenstadium abgebauwh negative Effekte ,falscher®
Transkripte auf die weitere Entwicklung des Embrgaszuschlie3en (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)

# $% &

Eine Reihe von Beobachtungen in letzter Zeit liefererste Einblicke in mogliche Mecha-
nismen zur Regulation der Aktivitdt maternaler Biaipte in der Eizelle und im frithen Emb-
ryo. Die Beobachtungen stammen v. a. von Untersugdiu an AmphibienXenopus laevis
Krallenfrosch), Echinodermerséa urchin Seeigel) und Insekte®fosophilamelanogaster
Fruchtfliege) (Tadros and Lipshitz, 2005; Vasudeetral., 2006). Zu den regulatorischen
Mechanismen zahlen vermutlich: eine Deadenyliernumig Transkripten, die Interaktion mit
RNA-Proteinen und die Bindung an miRNAs (micro RNAgw. siRNAs (small interfering
RNAs) (Bettegowda and Smith, 2007).

Ein Teil der maternalen Transkripte wird nur fisd&achstum der Eizelle bendtigt. Xeno-
pus und Maus wurde im Verlauf der Eizell-Reifung eunespezifische Deadenylierung von
Transkripten beobachtet, die zur Destabilisierung aum Abbau durch spezifische Exo-

nukleasen fuhren kénnte. Zu diesen TranskriptetengfiHousekeeping“-mRNAs, die Protei-
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ne wie Aktin und ribosomale Proteine kodieren (Bachva, 1992; Tadros and Lipshitz,
2005). Andere maternale Transkripte werden nurestilmmten Zeitpunkten in der Entwick-
lung wie der Reifung, Befruchtung und friilhen Enkliog des Embryos bendétigt. Diese spe-
zifischen Transkripte werden Beobachtungen zufahggekurzem Poly (A)-Schwanz und un-
terdriickter Translation im Zytoplasma der Eizellelagert. Mit der Reifung der Eizelle
beginnt eine spezifische Aktivierung von maternaleanskripten, die haufig mit einer Ver-
langerung des Poly (A)-Schwanzes korreliert isieder Prozess wird als zytoplasmatische
Polyadenylierung bezeichnet und benétigt spezifis&equenzen in der 3’untranslatierten
Region (UTR-Region) der Transkripte. Dazu zahlem mytoplasmatisches Polyadenylie-
rungs-Element (CPE) mit der Konsensus-Sequenz UUMAI und ein spezifisches Polya-
denylierungssignal mit der Hexanukleotid-Sequen2JAAA (Bachvarova, 1992; Hake and
Richter, 1997). Die Anlagerung von RNA-Bindungspioen (CPEB, CPSF) an diese Se-
quenzen fihrt vermutlich zu einer Poly (A)-Polynssravermittelten Polyadenylierung am
3’Ende der mRNA. Haufig scheinen sogenartraes-Faktoren (Maskin, Pumilo) tber die
Bindung an CPEB zusatzlich in die Regulation invevzu sein (Bettegowda and Smith,
2007; Richter, 2008). Diese Faktoren fuhren verctutliber unterschiedliche Mechanismen
zu einer ,Maskierung® der mRNA, die zu einer Repres der Translation fuhrt (Vardy and
Orr-Weaver, 2007). Eine Zellzyklus-abhéngige Phosgrerung von CPEB wurde als Ausl6-
ser fur die Entfernung der maskierenden Faktorem Her zytoplasmatischen Polyadenylie-
rung der mRNA beschrieben (Groisman et al., 20025 konnte die Bildung eines Translati-
ons-Initiationskomplexes am 5 Ende der mRNA und &gnthese korrespondierender
Proteine ermdglichen. Eine aktuelle Untersuchungramslationalen Kontrolle von materna-
len Transkripten inXenopuspostuliert einen kombinatorischen Code, der sovddn Zeit-
punkt als auch das Ausmald der Aktivierung einesiskiapts bestimmt (Pique et al., 2008).
Dieser Code soll durch die Art und Anzahl von sfieaien Elementen in der 3'UTR-Region

sowie deren Abstand zueinander definiert sein.

Wahrend der Entwicklung von der befruchteten Eezellir Blastozyste werden Microarray-
Analysen zufolge bei der Maus etwa 15.700 Geneskrdviert (Stanton et al., 2003). Beim
Rind geht man von einer ahnlichen GroRenordnungMussrlioglu et al., 2006). Vermutlich
ist aber nur eine verhaltnismalig kleine Zahl vameéh fir die Steuerung der Entwicklung
relevant (Wrenzycki et al., 2005). Ein wichtigelZiler Genexpressions-Analysen in frihen

Embryonen ist die Identifizierung von entwicklungiewvanten Genen, die als potentielle
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Marker fur den Entwicklungsstand und das Entwicgkpotential von Embryonen dienen
konnten. Aktuell liegen Daten zur Expression vomaehundert Genen mit Bedeutung flr die

Pré- und Postimplantationsentwicklung vor (Wrenztlal., 2005).

Technische Limitationen und der Mangel an Ausgarageral beschréanken eine genaue und
umfassende Analyse von Genen mit derzeitigen MethoBer Gesamt-RNA-Gehalt wurde
beim Rind auf 1 - 2 ng in der Eizelle uadf 5 ng in der Blastozyste geschatzt (Bilodeau-
Goeseels and Schultz, 1997a). Eine genaue undlassigee Messung von so geringen RNA-
Konzentrationen ist bislang aber schwierig. Um diddere Ausgangsmenge an RNA zur
Verfigung zu haben, werden haufig Pools von bisl@uEizellen bzw. Embryonen in die
Transkript-Analysen eingesetzt (Boelhauve et #1052 Gutierrez-Adan et al., 2004; Loner-
gan et al., 2003; Rizos et al., 2004; Vigneau#lgt2004).

Die Konzentration spezifischer Transkripte kann tehst reverser Transkription (reverse
transcription, RT) und Polymerase-Kettenreaktioolymerase chain reaction, PCR) be-
stimmt werden. Isolierte RNA wird in korrespondiede DNA (cDNA) umgeschrieben und
als Template in einer PCR-Reaktion zur Amplifikatider Targetsequenz mittels spezifischer
Primersequenzen verwendet. In der einfachsten emmer Quantifizierung wird die Menge
an PCR-Produkt durch Auswertung der Bande im Agaf®sl im Vergleich zu einer Refe-
renzprobe abgeschatzt. Damit konnen grol3e Untedelzwischen zwei Vergleichsproben
erfasst werden. Eine entscheidende Weiterentwigklumd Verbesserung ist die Real-Time
Reverse Transkription PCR (RT-qPCR), die derzeastwlichtigste Methode zur Quantifizie-
rung spezifischer Transkripte in Eizellen und fniiHembryonen darstellt. Dabei wird die
Menge der amplifizierten Zielsequenz wahrend deRgklen (,Real-Time") mit Hilfe ei-
nes fluoreszierenden Reporter-Farbstoffes gemeswstdaraus die Ausgangskonzentration in
der Probe berechnet (siehe Kapitel 2.6). Schongeekbpien eines Transkripts kdnnen mit

grolBer Genauigkeit quantitiv nachgewiesen werden.

Trotz der Genauigkeit und Sensitivitdt der Methgd# es technische Einschréankungen, die
das Ergebnis bei geringen Ausgangsmengen an RN&hexitlend beeinflussen kénnen. Dazu
zahlen Schwankungen in der Effizienz von RNA-Isoiregg und Reverser Transkription. Der
am haufigsten angewandte Weg zum Ausgleich vomisch bedingten Variationen ist eine
Normalisierung der mMRNA-Abundanzen spezifischem$kaipte im Verhaltnis (semiquantia-
tiv) zur mRNA-Abundanz einer als ,endogenen Kon&'b(Referenzgen) bezeichneten Se-
guenz. Als Referenzgene werden sogenannte ,Housieke&ene“ verwendet, von denen
man annimmt, dass sie in konstanter Menge im Prob@&rial vorhanden sind. Haufig ver-
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wendete Referenzgene sindAktin, Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenas@&RPGH)
und verschiedene Histone. Der Zeitraum von derlgiz@s zur Formierung der Blastozyste
ist sehr dynamisch. Es finden viele weichenstekbeRtbzesse statt wie z. B. die Befruchtung
und Bildung der Zygote, die epigenetische Reprogmerung, der Abbau maternaler
Transkripte und der Aufbau embryonaler Transkriptelge der Aktivierung des embryona-
len Genoms (siehe Kapitel 2.2). Das macht die Alswan geeigneten Referenzgenen
schwierig. Bislang konnte noch kein Referenzgemtifigiert werden, das wahrend der fri-
hen Embryonalentwicklung konstitutiv exprimiert dirlm Gegenteil, Untersuchungen bei
Rind und Maus zeigten, dass auch die ExpressiopHtrrsekeeping-Gene* im frithen Emb-
ryo einer entwicklungsspezifischen Regulation Uregr (Bettegowda et al., 2006; Bilodeau-
Goeseels and Schultz, 1997b; Goossens et al., R@%5p et al., 2007; Robert et al., 2002).
Die Verwendung variabel exprimierter Referenzgeng kormalisierung von mRNA-
Abundanzen ist problematisch und kann zu falschésrpretationen fiihren. Das gilt beson-

ders fUr eine Normalisierung mit nur einem Refegemz

Mit Hilfe einer Transkript-spezifischen Kalibriertue kann die Kopienzahl eines spezifischen
Transkripts in einer Probe sehr genau und zuveglé&stimmt werden (absolute Quantifizie-
rung, siehe Kapitel 2.6). Die Erstellung einer Kekrkurve basiert auf einem rekombinanten
RNA- oder DNA-Standard. Entscheidender Nachteildist erforderliche Aufwand fir die

Herstellung des Standards. Bislang gibt es kaurerDat absoluten Konzentrationen spezifi-
scher Transkripte in Eizellen, frihen Embryonen Blrastomeren sowie somatischen Zellty-

pen.

Die Real-Time RT-PCR ermoglicht eine genaue Quargiung spezifischer Transkripte. Mit

Hilfe der sogenannten Microarray-Technik kénnemimer Probe gleichzeitig mehr als zehn-
tausend unterschiedliche Transkripte spezifischgewiesen und relativ quantifiziert wer-

den. Die DNA-Microarray-Technik ist eine ScreeniMgthode und verspricht u. a. die Ent-
deckung wichtiger entwicklungsrelevanter Gene zdiBch einen Vergleich von Expressions-
mustern unterschiedlicher Entwicklungsstadien (Hamiaet al., 2004). Die Expression po-
tentieller Kandidatengene wird anschlieRend mitidden wie der Real-Time RT-PCR oder

RNA in situ Hybridisierung noch genauer analysiert.

Die Microarray-Technik basiert auf der spezifischéybridisierung komplementarer Nuk-
leinsdure-Sequenzen: Aus einer Probe isolierte RIN@ in korrespondierende cDNA trans-
kribiert und markiert z. B. mit einem Fluoreszemb&toff. Die markierten cDNA-Fragmente
der Probe werden anschlieBend mit einer Vielzabh3kript-spezifischer Oligonukleotide
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bzw. cDNA-Fragmente, die strukturiert auf einemgasubstrat wie Glas gebunden sind,

stringent hybridisiert.
Einfluss deiin vitro Kultur auf Transkript-Abundanzen

In einer Reihe von Untersuchungen wurden Unterdehie der Transkript-Abundanz einzel-
ner, entwicklungsrelevanter Gene zwisclreritro undin vivo produzierten Embryonen beo-
bachtet (Corcoran et al., 2006; Knijn et al., 200&zzari et al., 2002; Lequarre et al., 2001,
Lonergan et al., 2003). Es wird vermutet, dassitsereinimale Veranderungen im vitro
Kultur-System zu quantitativen Verdnderungen vomngkript-Abundanzen spezifischer
Transkripte fuhren, die mdglicherweise zu einer iBe&chtigung der Entwicklung fihren
kénnen (Rizos et al., 2002; Wrenzycki et al., 2001)

Zahlreiche Studien bestéatigen die Expression emezekomponenten des Apoptose-Systems
in der Eizelle und/oder im frihen Embryo bei MakMg&nsch und Rind (Exley et al., 1999;
Jurisicova et al., 2003; Liu et al., 2000; Metcatel., 2004; Spanos et al., 2002).

Caspasen

Fur die Caspasen 2, 3, 6, 7 und 12 wurden mRNAskrgste von der Eizelle bis zur Blasto-
zyste bei Maus und Mensch nachgewiesen. Keine mRigAskripte konnten fur die Caspa-
sen 1, 8 und 11 bis zur Blastozyste nachgewiesedendgExley et al., 1999; Jurisicova et al.,
2003; Kelkar et al., 2003; Warner et al., 1998)tivk Caspase 3- und 7-Proteine wurden Uber
die Bindung an einen Fluoreszenz-markierten Caslpdmieitor in 2 - 4-Zell-Embryonen bis
zur Blastozysten vitro beim Rind detektiert (Anguita et al., 2007). Indsdinstimmung mit
einer apoptotischen Morphologie der Zellkerne wurdederselben Methode aktive Caspase

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

Fur zahlreiche pro- und anti-apoptotische Mitglieder BCL-2-Familie wurde von der Eizel-
le bis zur Blastozysten eine Expression von Trapsdm und Proteinen bei Rind, Maus und
Mensch nachgewiesen. Das lasst eine besondere tBadedieser Genfamilie im Bezug auf
Apoptose im frihen Embryo vermuten (Exley et #99; Jurisicova et al., 1998; Knijn et al.,
2005; Warner et al., 1998; Warzych et al., 20BAX (BCL2-associated X-protein) kodiert

ein wichtiges pro-apoptotisches Protein, dessemskrgpte im frihen Embryo vermutlich
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konstitutiv exprimiert sind. mMRNA-Transkripte vorAR wurden sowohl in der Eizelle als
auch in verschiedenen Entwicklungsstadien bis ZastBzyste nachgewiesen (Exley et al.,
1999; Jurisicova et al., 1998; Spanos et al., 20@ner et al., 1998; Yang and Rajama-
hendran, 2002). Eine signifikante Zunahme von BA4riEkripten wurde im vitro Rinder-
Embryonen in Abhangigkeit vom Kulturmedium und feta Kalberserum als Medium-
Zusatz (Rizos et al., 2003) und zytoplasmatischagientierung beobachtet (Yang and Ra-
jamahendran, 2002). mRNA-Transkripte fir BCL2 (Bl-€d_L/lymphoma 2), einem bedeu-
tenden anti-apoptotischen Gegenspieler von BAXgewanit unterschiedlichem Erfolg in der
Eizelle und verschiedenen Entwicklungsstadien hisBlastozysten nachweisbar (Exley et
al., 1999; Jurisicova et al., 1998; Metcalfe ef 2004; Spanos et al., 2002; Warner et al.,
1998; Yang and Rajamahendran, 2002). Es wird veatndass die variable Expression von
BCL2 mit der Qualitat der Embryonen assoziiertiShe Untersuchung an Einzelblastomeren
von vitalen, arretierten bzw. nicht mehr lebengjéhi 1 - 9-Zell-Embryonen konnte nur ver-
einzelt in Blastomeren von vitalen Embryonen mRN#&anEkripte nachweisen (Liu et al.,
2000).

Der FAS/FASLG-Signalweg

Eine Expression von FAS (TNF receptor superfanmigmber 6) und FASLG (Fas ligand)
wurde auf RNA- und Proteinebene ab dem Blastozg&tdium bei Rind, Ratte und Mensch
beobachtet (Kawamura et al., 2001; Kelkar et &l032 Pomar et al., 2005). Es wird vermutet,
dass der FAS/FASLG-Signalweg ab dem Schlipfen test&yste in Trophoblastzellen von
Bedeutung ist (Aschkenazi et al., 2002). Weitedtheint der FAS/FASLG-Signalweg in den
Eizellen umgebenden Cumulus-Zellen aktiv zu seielk&r et al., 2003; Rubio Pomar et al.,
2004).

Inhibitoren der Apoptose (inhibitors of apoptosis,|APS)

Transkripte von Mitgliedern der IAP-Familie wurdeawohl in der Eizelle als auch in ver-
schiedenen Teilungsstadien bei der Maus detekewamura et al., 2003; Park et al., 2007).
Beim Rind waren sowohl Transkripte fur BIRC4 [bamuatal IAP repeat containing 4, ehe-
mals XIAP (X-linked Inhibitor of Apoptosis)] als auch BIR(baculoviral IAP repeat contai-
ning 5(survivin)] von der Eizelle bis zur Blastoysnachweisbar (Nino-Soto et al., 2007;
Park et al., 2007). Bei Saugern ist @BdRC4kodierende Gen auf dem X-Chromosom lokali-
siert (,X-linked” gene, siehe GenBank). Wahrend ftféhen Embryonalentwicklung kommt
es bei weiblichen Embryonen zur Inaktivierung vameen X-Chromosom. Beim Rind wur-

denin vitro undin vivo in weiblichen Blastozysten héhere BIRC4-TranskApundanzen
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beobachtet als in ménnlichen Blastozysten (Jimened., 2003). Es wird vermutet, dass die
Inaktivierung eines der beiden X-Chromosome inggniweiblichen Blastozysten noch nicht

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

Das STAT3Gen kodiert einen Transkriptionsfaktor, der verdimhtwéahrend der frihen Emb-
ryogenese bedeutsam ist fir die Regulation von EoalWachstum und Implantation (Maj
and Chelmonska-Soyta, 2007). Die genaue Rolle VBATS im Rahmen von Apoptose ist
noch unklar. Es wird vermutet, dass STAT3-Protame wichtige Rolle bei der Regulation
der Expression verschiedener pro- und anti-apgaiotvirkender Gene spieléBromberg,
2000). Eine Expression von STAT3-Transkripten uAcbteinen wurde sowohl in der Eizelle
als auch in verschiedenen Teilungsstadien bei Mdlesisch und Rind beobachtet (Antczak
and Van Blerkom, 1997; Antczak and Van Blerkom, 2 9oelhauve et al., 2005). In Meta-
phase ll-Eizellen bei Maus und Mensch wurde STAT@ in polarisierter Form nachge-
wiesen. Wahrend der Entwicklung bis zur Blastozysteder Maus konnte eine unterschied-
liche Verteilung von STAT3-Protein zwischen den ditaneren eines Embryos beobachtet
werden. Blastozysten zeigten nach Inkubation mieémi monoklonalen STAT3-Antikorper in
Trophoblastzellen eine starke Farbung, in ICM-Zelteir eine schwache bis keine Farbung
(Antczak and Van Blerkom, 1997; Antczak and VanrBben, 1999).

018 9  : & 4# &H4:(& <&Hd=:(&>

Die Grundlage der quantitativen Real-Time RT-PCR-gRCR) ist eine konventionelle Po-
lymerase-Kettenreaktion (Mullis et al., 1986). Aelsgnd von zwei Startpunkten (Primern)
kommt es Uber die automatisierte Wiederholung eimgklischen Abfolge von DNA-
Strangtrennung, Primer-Anlagerung und DNA-Syntraseiner enzymatischen Amplifikati-
on spezifischer DNA-Fragmente. Neben der Amplifikatvon DNA-Fragmenten ist eine
gleichzeitige Quantifizierung der gewonnenen DNAatludie Messung der Fluoreszenz von
DNA-assoziierten Reporter-Farbstoffen im Reaktioisséz moglich (Higuchi et al., 1992).
Aufgrund der direkten Proportionalitat zwischen gssener Fluoreszenz und DNA-
Konzentration kann tUber den Fluoreszenz-Anstieg/amauf der PCR-Zyklen auf die Aus-
gangsmenge an Template geschlossen werden. AlsgtBeparbstoffe werden neben DNA-
interkalierenden Substanzen wie SYBR® Green auchrBszenz-markierte Sonden verwen-

det (Bustin, 2000). Die Messung der Fluoreszenalgirfam Endes jedes einzelnen PCR-
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Zyklus (real-time). Ein Analyseprogramm bestimmtd&yklus threshold cycle Cr-Wert),
bei dem die gemessene Fluoreszenz erstmals eistgelegten Schwellenwerthfeshold
Uberschreitet. Die Quantifizierung erfolgt Gberezinvergleich mit dem €Wert einer Se-
quenz bekannter Konzentration. Dabei unterscherdet grundsatzlich zwei Methoden. Bei
der am haufigsten angewandten ,relativen Quargifimg“ wird die Menge der unbekannten
Zielsequenz im Verhéaltnis (semiquantitativ) zu eiaés ,endogenen Kontrolle® (Referenz-
Gen) bezeichneten Sequenz mit bekannter Menge ebgegAls endogene Kontrolle werden
Gene ausgewahlt, von denen man annimmt, dass kenstanter Menge im Probenmaterial
vorhanden sind. Sie werden auch als Haushaltsgeneidhnet, da sie fur den Grundstoff-
wechsel der Zelle bendétigt werden wie z. B. R-Ac@hycerinaldehyd-3-phosphat-dehydro-
genase (GAPDH) und Histon 2A (Bustin, 2000; Livaid &chmittgen, 2001). Im Falle einer
absoluten Quantifizierung wird die absolute Kopaanizder Zielsequenz in der Probe be-
stimmt. Dazu wird eine Verdunnungsreihe eines Stadgdmit bekannter Konzentration beno-
tigt. Als Standard dienen linearisierte Plasmidé der klonierten Zielsequenz (rekombinante
DNA-Standards, recDNA-Standard) oder mit Hilfe aidasmidsn vitro transkribierte RNA
(rekombinanter RNA-Standard, recRNA-Standard).

017 4, <( >

Das Prinzip der konfokalen Laserscanning-Mikroskopurde im Jahre 1957 von Marvin Lee

Minsky in den USA zum Patent angemeldet (Minsky6I)9 Erst 30 Jahre spater ermdglich-
ten die Entwicklung geeigneter Laser und Compugtesye die praktische Anwendung dieser
Technik fur die dreidimensionale Untersuchung fasaierender Objekte (White et al., 1987).
Heute ist die konfokale Laserscanning-Mikroskopreevichtige Standardtechnik in der Bio-

logie und Medizin. Zu den Anwendungen zé&hlen wi@.hochauflésende Tomographie ein-
zelner Zellen bzw. Zellorganellen sowie die Identg#rung von Genomveranderungen mittels

Fluoreszenm situ Hybridisierung (FISH).
CLSM-Prinzip:

Bei der konfokalen Mikroskopie wird ein Objekt Purfiir Punkt mit einem fokussierten
Laserstrahl abgerastert. Dadurch werden nur dier€szenz-Molektle angeregt, die sich im
Lichtweg des Laserstrahls befinden. Eine konfokahA.aserfokus angeordnete Lochblende
(Pinhole) sorgt daflr, dass nur die emittierte I8tnag aus der jeweiligen Fokusebene ge-
sammelt wird. Fluoreszenzsignale ober- oder untierther Fokusebene (,out of focus®) wer-
den ausgeblendet und es kommt zur SchichtaufnaHmeer der Lochblende befindet sich
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ein lichtempfindlicher Empfanger (Photomultipli&MT), aus dessen Signal dann punktwei-
se ein (Schnitt)-Bild zusammengesetzt wird. Der dboresser der Blende bestimmt dabei
zusammen mit dem Mikroskop-Objektiv und dessen mistiger Apertur die Dicke des opti-
schen Schnittes. Zeichnet man mehrere Schnittensckiiedenen Fokusebenen auf, so erhalt
man eine Schichtung und kann daraus am Computerdgidimensionale Rekonstruktion
des abgebildeten Objektes erstellen. Die punktfgenind einheitliche Anregung durch einen
Laser sowie die Verminderung von ,out of focus” ltidiber eine verstellbare Lochblende
sind wichtige Unterschiede im Vergleich zu Weitfaeidroskopen und ermaoglichen die Her-
stellung von schéarferen, kontrastreicheren Bild&as maximale Auflésungsvermogen liegt
zwischen 250 nm und 330 nm lateral und zwischenm®®@nd 750 nm axial. Die Dicke opti-

scher Schnitte liegt in einem Bereich von 0,8 1l

Die konfokale Laserscanning-Mikroskopie an Praimfdtons-Embryonen ermdglicht u. a.
eine detailiertere Analyse von Anzahl, Gré3e undikdur der Blastomeren-Kerne. Dabei
konnen morphologische Anzeichen von Zelluntergarigesser identifiziert werden. Die Auf-

nahme optischer Serienschnitte und die Rekonstmul@idimensionaler Bilder an Embryonen
setzt allerdings eine Préparation der Embryoneeruathalt ihrer kugeligen Gestalt voraus.
Die Analyse der ,whole-mount* praparierten Embryor{®urchmesser: 140 - 200 um) wird
aber durch eine Abnahme des Auflésungsvermogerzumiéhmenden Abstand von Deckglas

(aufgrund der Dicke der Probe) limitiert.
0Ol@ # 4% <#%.>

Das erste Transmissions-Elektronenmikroskop (TEM)de im Jahr 1931 von E. Ruska und
M. Knoll gebaut (Knoll and Ruska, 1932) und 198it dem Physik-Nobelpreis fur E. Ruska
gewdrdigt (Ruska, 1987). Im optischen Aufbau ahdek TEM den herkdmmlichen Licht-
mikroskopen. Allerdings werden zur Beleuchtung elflektronenquelle und zur Strahlen-
fokussierung elektromagnetische Linsen (an Stelle @laslinsen) verwendet. Fir eine aus-
reichende Beschleunigung der Elektronen arbeitetTdaM im Vakuum. Das Bild der Probe
(Dicke 1 - 100 um), das durch Wechselwirkung defadienden Elektronen mit den Proben-
atomen entsteht, wird mittels eines elektronenopéa Systems auf einem Leuchtschirm ab-
gebildet und kann mit einem Negativfilm bzw. mihei CCD-Kamera aufgezeichnet werden.
Das Auflosungsvermdgen herkémmlicher Lichtmikroskowvird mit dem Elektronen-
mikroskop um ein Tausendfaches Ubertroffen (Auftigshis 0,2 nm), da beschleunigte Elek-
tronen eine viel kirzere Wellenlange als sichtbaliebt besitzen. Mit der Verbesserung der

Prapariertechniken sowie einer Digitalisierung d&éfddaten hat sich die Elektronen-
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mikroskopie zu einer heute unentbehrlichen Abbigsirund Analyse-Technik entwickelt. Im
Prinzip ist das TEM universell einsetzbar und wsmivohl in der Biologie/Medizin als auch
den Materialwissenschaften benutzt. Die TransnmssiElektronenmikroskopie findet in der
Biologie und Medizin u. a. Anwendung in der Aufklag der atomaren Strukturen orga-
nischer Moleklle und der Abbildung biologischer €kte mit hoher Auflésung mit dem Ziel,
die komplexen molekularen Prozesse biologischete8ys besser zu verstehen. Schwierig-
keiten bei der Beobachtung biologischer ObjekteatsitTEM gibt es bei der Herstellung von
gut durchstrahlbaren, vakuum- und einigermal3elsinaestandiger Praparate mit gentigend
hohem Kontrast. Obwohl das Auflésungsvermdgen nmredeElektronenmikroskope im ato-
maren Bereich liegt, wird die Auflosung an biolagien Préaparaten vor allem begrenzt durch
Veranderungen der Proben infolge der PraparatiehKontrastierung sowie der strahlenbe-

dingten Zerstérung wahrend der Beobachtung.

01A . B

Fur die Analyse der frihen EmbryonalentwicklungnibéRind wurdenin vitro fertilisierte
(IVF) und -kultivierte (IVC) Rinderembryonen am T&d72 h), 4 (96 h), 5 (120 h), 6 (144 h)
und 7 (168 h) nach Zugabe der Spermien ausndeitro Kultur entnommen und nach mor-
phologischer Beurteilung unter dem Stereomikroshkimgichtlich ihres Entwicklungsstandes
klassifiziert. Die Embryonen jedes Entwicklungsstats wurden zufallig flr die Untersu-
chungen mittels konfokaler Laserscanning-MikroskofftLSM), Transmissionselektronen-
Mikroskopie (TEM) und quantitativer Real-Time RT-RGRT-qPCR) aufgeteilt (Abb. 5).
Dieser Ansatz erlaubt eine Korrelation von TranskAbundanzen der analysierten Gene mit
konfokalen und elektronenmikroskopischen Analysdir. eine Beurteilung der Relevanz der
Ergebnisse am vitro Embryonen wurden vergleichende Untersuchungen &ivo Embryo-
nalstadien durchgefiihrt, die 7 Tage nach kinstli@esamung superovulierter Spendertiere

nicht-invasiv durch Spulung der Uterushdrner gevesrwurden.
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In vitro Embryonen In vivo Embryonen
+—>
Tag 3.4.5,6,7 Tag 6-7

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

01-C ,

Die mRNA-Expression von ausgewahlten Apoptose-aigsten Genen wurde mittels quanti-
tativer Real-time RT-PCR (RT-qgPCR) analysiert. Bigswahl der Gene erfolgte nach ihrer
vermuteten Funktion hinsichtlich der Induktion, REgion oder Exekution der Apoptose.
Analysierte Gene mit pro-apoptotischer FunktiordsBAX, CASP3, CASP8, CASP9, FASLG
und FAS (Abb. 6, schwarze Schrift). Gene mit anti-apoptdtes Funktion sindBCL2,
BCL2L1und BIRC4(Abb. 6, blaue Schrift}FAS, FASLQund CASP8sind Komponenten des
extrinsischen Apoptose-Induktionsweges Uber dieesagnten Todes-RezeptoreBAX,
BCL2L1, BCL2und CASP9sind Komponenten des intrinsischen Induktionswdages die
Mitochondrien.CASP3kodiert die Effektor-Caspase 3, deren irreversétdvierung vermut-
lich den Untergang der betroffenen Zelle ausIB&RC4kodiert einen Inhibitor der Apoptose
(inhibitor of apoptosis, IAPs), der aktive Casp&sand 9 blockieren kann (Bratton et al.,
2002).STAT3(signal transducer and activator of transcrip8phkodiert einen Transkriptions-
faktor, der wahrend der frihen Embryogenese verohubledeutsam ist flr die Regulation
von Embryo-Wachstum und Implantation (Maj and Claiska-Soyta, 2007). Die Rolle von
STAT 3 im Rahmen von Apoptose ist noch weitgehendeulart. Es wird vermutet, dass
STAT3 eine wichtige Rolle bei der Regulation dempEession verschiedener pro- und anti-

apoptotisch wirkender Gene spi¢Bromberg, 2000).
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Zusatzlich wurden 18S rRNA (18S ribosomal RNA) H2AFZ (histon 2 A family Z mem-
ber)-Transkripte analysiert. Sie dienten als Refei®ene und wurden fir eine nachtragliche
Normalisierung der mRNA-Kopienzahlen Apoptose-assder Gene verwendet. 18S rRNA
Transkripte werden in eukaryotischen Zellen audéver-Transkripten (pre-45S rRNAS)
prozessiert und posttranslational modifiziert. Znsg&en mit anderen Proteinen bildet die 18S
rRNA die kleine Unterheit (40S) eukaryotischer Ribmen (McStay and Grummt, 2008), die
fur die Proteinsynthese verantwortlich sitd2AFZ kodiert eine spezifische H2A-Histon-
Variante, die replikationsunabhangig transkribmitd (Hatch and Bonner, 1990). H2AFZ
spielt eine komplexe, bislang aber weitgehend uldgiek Rolle bei der epigeneti-
schen/Chromatin-basierten Regulation der GenexpregPraker and Cheung, 2009; Tham-
birajah et al., 2009).

FASLG
' BCL2L1
BAX
FAS BCL2

B
caspg  CASP9

e

CASP3— BIRC4

-
— L -

e —

Abbildung 6: Auswahl von Apoptose-assoziierten Geme

Die Auswahl der Gene erfolgte nach der FunktiordanInduktion der Apoptose Uber den extrinsi-
schen FAS/FASLG/CASB&zw. intrinsischenBAX/BCL2/BCL2L1/CASPRSignalweg bzw. der Re-
gulation oder Exekution der ApoptoseASP3/BIRCH# Gen-Symbol: schwarz - pro-apoptotisch, blau
- anti-apoptotisch, grau - anti- und pro-apoptdtés€unktion
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Die in vitro Produktion (IVP) von Rinderembryonen erfolgte indperation mit der Arbeits-
gruppe ,Biologie und Biotechnologie der Reproduiti@am Lehrstuhl fir Molekulare Tier-
zucht und Biotechnologie der Ludwig-Maximilians-Mersitat (LMU) Minchen in Ober-
schleiBheim nach einem Standardprotokoll (Berg,919Bie IVP umfasst drei Schritte: die
Gewinnung und Reifungr( vitro Maturation, IVM) von Eizellen, die Befruchtung dgereif-
ten Eizellen mit Tiefgefriersperma(vitro Fertilisation, IVF) sowie die Kultivierungn vitro

Kultur, IVC) der nach Befruchtung erhaltenen Zygote

Material und Geréate:

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

Luteinisierendes HormofiLH; Kat.-Nr. 725, Sioux Biochemical, Sioux CentégA)
2,5 U/ml in 0,9% NaG] bei - 20 °C gelagert

Follikel-stimulierendes Hormo(FSH; Kat.-Nr. 715, Sioux Biochemical, Sioux CerltSA)
5 U/ml in 0,9% NaGl, bei - 20 °C gelagert

Ostrogen-Rinderserum (OCS) Eigenproduktion amtlrsfiir Tierzucht
1x Phosphat-Puffer (PBS, Tab. 35, Anhang)

BME-Aminoséauren, 100 {Gibco, Grand Island, USA)

MEM- Aminosauren, 100 Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
Mineraldl (Kat.-Nr. M5310, Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
Transferpetto(Kat.-Nr. 701853, Brand, Wertheim, Deutschland)
CO,/Ox-Inkubator BB606Heraeus, Zirich, Schweiz)
COs,-Inkubator NapcdPrecision Scientifc, Chicago, USA)

Tischzentrifuge Rotanda $Blettich, Tuttlingen, Deutschland)

In vitro Maturation (IVM)

Fur die Gewinnung der Eizellen wurden Ovarien vondern aus dem Schlachthof verwen-
det. Die isolierten Ovarien wurden bis zur Weiteavbeitung im Labor in 20 - 25 °C warmen
Phosphat-Puffer (Isolierkanne) aufbewahrt. Aus83nm gro3en Follikeln wurde die Flissig-

keit unter Verwendung eines Aspirationsgerates ¢tedy Gottingen, Deutschland) mit 80 -



MATERIAL UND METHODEN 51

100 mm Hg Unterdruck mittels einer Kantle (Ster@at00/20G/70 mm) abgesaugt und in
einem 50 ml Zentrifugenréhrchen gesammelt. Die itemeEizellen mit den umgebenden
Cumuluszellen (cumulus oozyte complexes, COCs) anurthter einem Stereomikroskop bei
20-facher VergroRerung (M3B, Leica, Wetzlar, Dehland) aus dem Sediment isoliert und
nach morphologischen Eigenschaften des Eizell-2giswpas sowie der Anzahl umgebener
Cumulus-Zellschichten beurteilt. Die COCs wurdeomden Empfehlungen der LLE.T.S. (In-
ternational Embryo Transfer Society) in vier Quibklassen (Tab. 1) selektiert (Berg, 1989;
Leibfried and First, 1979). Nur COCs der Klassemd Il wurden fur dien vitro Reifung und
Fertilisation verwendet und mehrmals mit frischeratitationsmedium (Tab. 2) gewaschen.

Tabelle 1: Qualitatsklassen der COCs nach I.LE.T.S.

Klasse Cumulus-Zellschichten Eizell-Zytoplasma

I > 5; lickenlos homogen, nicht granuliert

I 3 — 5; lickenlos homogen, (nicht) granuliert
1] < 3; luckenhaft ungleichmélig, granuljert

v ohne ungleichmalig, granuliert,ikle

Die aus den Ovarfollikeln gewonnenen Eizellen siodh nicht befruchtungsfahig. Sie mus-
sen erst die Meiose | mit der Abschniirung des Rp#&& abschlieRen und die Meiose Il bis
zur Metaphase fortsetzen. Fur die meiotische Rgifrvitro wurden die COCs lber 22 h in

Gruppen zu 30 - 40 Stick in 400 pl Maturationsmed{@ab. 2) und einer wasserdampfge-
sattigten Atmosphare mit 5 Prozent {&i 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 1U/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)

Fur diein vitro Fertilisationen wurde immer Sperma desselben BulenRasse Deutsches
Fleckvieh (DFV) verwendet (Herdbuchnummer: 10/9%7)1Im Vorfeld deiin vitro Fertili-
sation mussen auch die Spermien einen Reifungsgsdi@apazitation) durchlaufen, der sie
zur Befruchtung der Eizelle beféahigt.

In vitro Kapazitation

Zum Auftauen des in flissigem Stickstoff gelagerfefgefrierspermas wurde eine Sperma-
Paillette fir 20 sec in 37 - 39 °C warmes Wasstaught. In vorgewarmten Zentrifugenrdhr-
chen wurden 100 pl Sperma (Konzentration: 1 XSermien/ul) unter 1 ml Kapazitations-
medium (Tab. 3) geschichtet und fur 1 - 2 h bef@9n wasserdampfgesattigter Atmosphare
mit 5 Prozent CQinkubiert. Kapazitierte, motile Spermien schwimnadtiv in das tUberste-
hende Medium und wurden durch Uberfiihrung des Mesliin ein neues Zentrifugenrohr-
chen selektiert. Nach Zentrifugation mit 4§00r 10 min und Entfernen des Uberstehenden
Mediums wurde mikroskopisch die Motilitdt der Spegmim Pellet Gberprft. Die Konzent-
ration der Spermien wurde mittels einer Neubaudik&inmer 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: g/nml)

Inkubation von Eizellen mit Spermien

Die gereiften COCs wurden nach Entnahme aus dermari®tainsmedium wiederholt in Ferti-
lisationsmedium (Tab. 4) gewaschen. Jeweils 20EQCs wurden anschliel3end in eine Ver-
tiefung einer 4-Loch-Schale (Nunc, Wiesbaden, Deugnd) mit 400 pl frischem Fertilisati-
onsmedium Uberfuhrt. Nach Zugabe von 1 Millionvitro-kapazitierter Spermien pro ml
Medium wurden die COCs Uber 18 h bei 39 °C in wakssapfgesattigter Atmosphére mit 5

Prozent CQweiter 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: Gmiy

In vitro Kultur (IVC)

Die in vitro befruchteten Eizellen wurden unter Standardbediggn im Kulturmedium SOF
(Synthetic oviduct fluid; Tab. 5) kultiviert. Nadbeendigung der Kokultur mit den Spermien
wurden die COCs in einem Zentrifugenréhrchen mit $@F-Medium flr 3 min gevortext
und zur vollstdndigen Entfernung von Cumuluszel$t@e mehrmals mit frischem Kulturme-
dium gewaschen. Je 30 - 40 (potentiell) befruchigtellen wurden in eine Vertiefung einer
4-Loch-Schale mit je 400 pl frischem SOF-Medium rfilfert. Die Kulturen wurden mit 400
ul Mineraldl Gberschichtet, um ein Verdunsten voaséér aus dem Medium zu verhindern
und bei 39°C in einer sauerstoffreduzierten Atmésplvon 5 Prozent 05 Prozent C@und

90 Prozent MNinkubiert.

Tabelle 5: Kulturmedium

SOF (Synthetic oviduct fluid; Anhang: Tab. 34) €0

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

Beurteilung der IVF-Versuche

Die IVF-Kulturen wurden bis zu 7 Tagen kultiviemhdi nur zur Bestimmung der Teilungs-
bzw. Blastozystenrate kurzzeitig aus dem Brutsdhiggnommen. Am Tag 3 nach vitro
Fertilisation (72 h nach Zugabe der Spermien) wundier einem Stereomikroskop die An-
zahl der Eizellen bestimmt, die sich mindestenmairgeteilt hatten (Teilungsrate). Am Tag 7
(168 h) nachin vitro Fertilisation wurde die Anzahl Eizellen bestimmdie das Blasto-

zystenstadium erreicht haben (Blastozystenrate).
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Die in vivo Produktion boviner Embryonen erfolgte in Koopearatimit der Arbeitsgruppe

Reproduktionstechniken der Embryo-Entnahmeeinhaitegsfeld des Lehrstuhls fir Moleku-
lare Tierzucht und Biotechnologie der LMU MUnch&E(ETR 006 EWG) und dem Bayeri-

schen Forschungszentrum fur Fortpflanzungsbiol(BeZF) in Oberschleil3heim nach einem
Standardprotokoll (Reichenbach, 2003). Dievivo Produktion umfasst drei Schritte: die hor-
monelle Induktion einer Mehrfach-Ovulation (Superation), die kinstliche Besamung (ar-
tificial insemination, Al) mit Tiefgefriersperma drdie nicht-invasive Gewinnung der Emb-
ryonen. Beim Rind kdnnen Embryonen innerhalb dagaenes von Tag 5 bis Tag 18 nach
Al nicht-invasiv aus dem UterueX vivg gespllt werden. In der Praxis fir kommerzielle

Zwecke erfolgt dieex vivoGewinnung am Tag 7 nach Al.

Material und Geréate:

1x Phosphat-Puffer (PBS, Anhang: Tab. 35)
Vaginalspirale (PRID®Ceva, Dusseldorf, Deutschland),55 g Progesteron und 0,01 g Estradiol
1:1 Mischung (je 50 U/ml) LH/FSH (Pluset®aboratorio Callier, Barcelona, Spanien)
250 pg/ml Cloprostenol (Estrumatel®ssex, Minchen, Deutschland)

4 ng/ml Buserelin (Receptal@ytervet, Unterschlei3heim, Deutschland)
Schwimmfilter Kat.-Nr. 19010/0000, Minitib, Tiefenbach, Deutscidpa

Als Spendertiere dienten 10 Kalbinnen der Rassedokas Fleckvieh (DFV) im Alter von 15

- 21 Monaten mit 330 - 395 kg Kdrpergewicht. AllpeBdertiere wurden an der Bayerischen
Landesanstalt fur Landwirtschaft (LfL) in Grub unidentischen Bedingungen gehalten. Ins-
gesamt wurden 2 unabhangige Versuche im Abstand7v@fochen an den 10 identischen
Spendertieren durchgefuhrt. Um bei allen Spendertiam selben Tag eine Superovulation
auszuldsen, wurden deren Sexualzyklen synchronisdas Behandlungsschema der Spen-
dertiere ist in Tabelle 6 zusammengefaldt. Die ZsA8ynchronisation erfolgte hormonell mit-
tels einer Vaginalspirale mit 1,55 g Progesterod L& mg Estradiol. Fur die Superovulation
wurde eine 1:1 Mischung von Follikel-stimulierendéetarmon (FSH, 50 IU/ml) und Luteini-
sierendem Hormon (LH, 50 1U/ml) verwendet. Vier @atach dem Einsetzen der Vaginalspi-
rale wurden 8 FSH/LH-Injektionen in abfallender @osng (100, 75, 75, 50, 50, 25, 25, 25
IU FSH/LH) lber 4 Tage im zeitlichen Abstand vonHLihtramuskular verabreicht. Mit der 6.
und 7. FSH/LH-Injektion wurde den Spendertierenamigch 500 pg des synthetischen
Prostaglandin 2 (PGF2) Cloprostenol intramuskular verabreicht. Gleichzemiit der 7.
FSH/LH-Applikation wurde die Vaginalspirale entnomm 22 h, 37 h und 46 h nach der 8.
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FSH/LH-Injektion wurden die Spendertiere mit Tidfggrsperma eines DFV-Bullen, das
auch bei dem vitro Produktion zum Einsatz kam, dreimal kinstlich beisa&leichzeitig mit
der ersten Besamung wurde 20 pg des synthetisch@mraddtropin-Releasing-Hormon
(GnRH) Buserelin intramuskulér verabreicht. Am Ta~ 160 h) nach der dritten Besamung
wurden die Embryonen nicht-invasiv durch Spulung désrushérner mit jeweils 250 ml
korperwarmem (~ 37 °C) PBS gewonnen. Nach ReduldemSpullésung mit Hilfe eines
Schwimmfilters auf wenige Milliliter wurden die Emymnen unter einem Stereomikroskop
mit Heizplatte (37 °C) bei 20-facher VergroRerung @er verbliebenen Spillésung isoliert
und in eine Kulturschale (35/10 mm) mit frischemSP&berfuhrt.

Tabelle 6: Behandlungsschema der Spendertiere

Zyklustag Uhrzeit Behandlung
-9 10:00 1,55 g Progesteron/10 mg Estradiol (\agpirale)
-5 07:00 100 IU FSH/100 IU LH
19:00 751U FSH/75 1IU LH
-4 07:00 751U FSH/75 1U LH
19:00 50 IU FSH/50 IU LH
-3 07:00 50 IU FSH/50 IU LH
19:00 25 U FSH/25 IU LH
500 pg Cloprostenol
-2 07:00 25 IU FSH/25 IU LH
500 pg Cloprostenol + Entnahme der Vaginalspirale
19:00 25 IU FSH/25 IU LH
-1 17:00 kinstliche Besamung
20 g Buserelin
0 08:00 kunstliche Besamung
17:00 kunstliche Besamung
7 08:00 - 11:00 Gewinnung der Embryonen
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Die Embryonen wurden von einem Mitarbeiter mit g@hgiger Erfahrung in Embryoproduk-
tion und Embryotransfer beim Rind unter einem Steri&roskop mit Heizplatte (37 °C) bei
20- bis 40-facher VergrolRerung morphologisch bdu(iab. 7) und nach ihrem Entwick-

lungsstand klassifiziert.

Material:

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

In vitro Embryonen

Die in vitro Kultur von Embryonen wurde an Tag 3 (72 h), 416965 (120 h), 6 (144 h) und 7
(168 h) nachn vitro Fertilisation (nach der Zugabe der Spermien) beeridie Embryonen
wurden unter dem Stereomikroskop analysiert unditimlich ihres Entwicklungsstandes in
drei Entwicklungsstadien (verzégert, intermediad tortgeschritten) pro Untersuchungszeit-
punkt selektiert. Die Definition der Entwicklungadien erfolgte im Vorfeld der Versuche und
ist in Tabelle 8 zusammengefasst. Bei funf verstgmen Untersuchungszeitpunkten (Tag 3
bis 7) wurden insgesamt 15 Entwicklungsstadienraokéeden. Die Embryonen aus jedem
Entwicklungsstadium wurden zufallig in 10er Poals die Untersuchungen mittels konfoka-
ler Laserscanning-Mikroskopie (CLSM), Transmissiisktronenmikroskopie (TEM) und
quantitativer Real-Time RT-PCR (RT-qPCR) aufgetdilhbefruchtete Eizellen (unfertilized
oocytes, UFOs), ungeteilte Zygoten, erheblich ecklnngsverzégerte Embryonen und be-
reits degenerierte Embryonen wurden nicht weitexgdranalysiert.
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In vivo Embryonen

Die in vivo entwickelten Embryonen wurden nicht-invasiv duilung der Uterushérner

gewonnen und nach den Kriterien der I.LE.T.S. (lh@gonal Embryo-Transfer Society) unter

einem Stereomikroskop morphologisch beurteilt utasdtfiziert (Robertson I, 1998). Nur

Morulae- und Blastozystenstadien der I.LE.T.S.-Kdask und 2 (Tab. 7) wurden fur die weite-

re Analyse ausgewahlt. Aufgrund der begrenzten Ainzerfligbareiin vivo Embryonen wur-

den (kompaktierte) Morulae und frihe Blastozystewis Blastozysten und expandierte

Blastozysten in je einem Entwicklungsstadium zusamgefasst (Tab. 8) und zufallig in 5er

Pools fur die Untersuchungen mittels konfokalerdrasanning-Mikroskopie (CLSM), Trans-
missions-Elektronenmikroskopie (TEM) und quanti@ti Real-Time RT-PCR (RT-gPCR)

aufgeteilt.

Tabelle 7: 1.LE.T.S.-Qualitatsklassen zur Beurteilug derin vivo Embryonen

Klasse

Bezeichnung

Definition

1

sehr gut bis gut

Symmetrischer, runder Embryo enitzelnen in Dichte, Farbe und
GroRe einheitlichen Blastomeren in Ubereinstimmuniyy dem erwar-
teten Entwicklungsstadium. Mindestens 85 Prozens dellularen
Materials* sind intakt und lebensfahig. Die Zondlyp®eda sollte dinn

sein und keine konkave oder flache Oberflache bersit

manig

MaRige Abweichung in Form des Embryos adeGréRe, Farbe und
Dichte einzelner Blastomere. Mindestens 50 Prozded zelluldren

Materials* sollte intakt und lebensféahig sein.

schlecht

GroRe Abweichungen in Form des Embrywe il GrolRe, Farbe und
Dichte einzelner Blastomere. Mindestens 25 Prozigg zellularen

Materials* sollten intakt und lebensféhig sein.

degeneriert bzw.
tot

degenerierte (tote) Embryonen, ungeteilte Zygotamhefruchtete Ei-

zellen

*bestimmt Uber den Anteil ausgeschleusten Mateniatken perivitellinen Spalt
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Tabelle 8: Stereomikroskopische Klassifizierung bawner Embryonen in definierte Entwicklungs-

stadien

In vitro Embryonen

Zeitpunkt nach IVF *
Tag (h)

Entwicklungsstadium

verzogert intermediar fortgeschritten

3(72) 2 -7 Zellen 8 - 12 Zellen > 12 Zelle

4 ( 96) 6 -12 Zellen 13 - 20 Zellen > 20 Zellen

5 (120) 16 - 20 Zellen nicht-kompaktierte | kompaktierte
Morula Morula

6 (144) kompaktierte Morula frhe nicht-expandierte
Blastozyste Blastozyste

7 (168) nicht-expandierte expandierte schlipfende

Blastozyste

Blastozyste

Blastozyste

In vivo Embryonen

Zeitbereich nach Al
Tag (h)

Entwicklungsstadium

verzogert

fortgeschritten

6-7
(159/168/183)

kompaktierte Morula
frihe Blastozyste

nicht-expandierte Blastozyste
expandierte Blastozyste

*Zugabe der Spermien zu den Cumulus-Eizell-Komplexaach 3-maliger kiinstliche Besamung
(artificial insemination, Al)
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Die Embryonen wurden mit 1,3 Prozent ParaformaldgFA) fur 1 h bei Raumtemperatur
(RT) fixiert. Nach dem Waschen mit PBS/PVP fur Shnmiurden die Embryonen entweder
direkt weiter verwendet oder bis maximal 1 - 2 Warthei 2 - 8 °C in PBS/PVP aufbewahrt.

Material und Geréate:

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

PBS/PVP:1 mg/ml PVP in PBSPolyvinylpyrrolidon, Kat.-Nr. P5288, Sigma, Taufkien,
Deutschlanjl

13 mg/ml PFA in PBSRaraformaldehyd, Kat.-Nr. P6148, Sigma, TaufkircH2autschland)
nach Zugabe weniger Tropfen 2,5 N NaOH unter Ribeg®5 °C I6sen, pH 7,4 mit 1 M HCI; 1
ml Aliquots bei - 20 °C gelagert

4-Loch-SchalerfNunc, Wiesbaden, Deutschland)

Transferpetto(Brand, Wertheim, Deutschland)

4 %) - % "0

DNA-Strangbriiche sind ein Indiz fur Apoptose. DaacRweis kannn situ erfolgen, indem
markierte Desoxynukleotide (dUTPs) durch eine Teal@ Desoxynucleotidyl-Transferase
(TdT) an die freien 3 -Hydroxyl-Enden der DNA-Stgimiiche angefligt (Gavrieli et al.,
1992) und mikroskopisch nachgewiesen werden. Diekfen wird als TUNEL (TdT-
mediated dUTP nick end labeling) oder ISHL<ituend labeling) bezeichnet.

Material und Geréate:

In SituCell Detection” Kit, FluoresciiRoche, Basel,Schweiz)

1 mM StaurosporiiiSigma, Taufkirchen, Deutschland)

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

PBS/PVP:1 mg/ml PVP in PBSPolyvinylpyrrolidon, Sigma)

50 IU/ml DNase | in PB$Sigma, Taufkirchen, Deutschland)

13 mg/ml PFA in PBSRaraformaldehyd, Kat.-Nr. P6148, Sigma)
Objekttrager mit Vertiefun¢Kat.-Nr. H884.1, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
4-Loch-SchalerfNunc, Wiesbaden, Deutschland)

Transferpetto(Brand, Wertheim, Deutschland)

BrutschrankHeraeus, Zurich, Schweiz)

Stereomikroskop, SteREO CL1500 E(X®iss, Oberkochen, Deutschland)
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Der TUNEL-Test wurde mit demiry Situ Cell Detection* Kit mit Fluorescein-Isothiocyanat
(FITC)-markiertem dUTP nach den Angaben des Héessetlurchgefihrt. Die fixierten Emb-
ryonen wurden fir 1 h bei RT mit 0,5 Prozent (Vivifon X-100 in PBS permeabilisiert und
anschlieBend wiederholt mit PBS/PVP gewaschen. ile@ Embryonen wurden in einem
25 pl-Tropfen Reaktionsgemisch (TdT-Enzym, Realgpuifer, FITC-markierte dUTP-
Nukleotide) auf einem Objekttrager mit Vertiefungggben und fir 1 h bei 37 °C in einer
feuchten, dunklen Kammer inkubiert. Nach dreimatigé/aschen fur jeweils 5 min mit fri-
schem PBS/PVP wurden die Embryonen mit dem Flueregarbstoff DAPI (4°6"-
Diamidino-2-phenylindol) gegengefarbt und eingedtdisiehe Kapitel 3.3.3 und 3.3.5).

(Technische) Kontrollen wurden wie folgt hergestell

Die DNA fixierter Embryonen wurde durch Inkubationt 50 IU/ml DNase | fur 30 min bei
37 °C in einer feuchten Kammer partiell verdautciNanehrmaligem Waschen in PBS/PVP
wurde der TUNEL-Test durchgefuhrt. Die Embryonerrden mit TdT-Enzym (Positivkon-
trolle) bzw. ohne TdT-Enzym (Negativkontrolle) ine&ktionsansatz inkubiert.

Induktion von Apoptose:

In bovinen, fetalen Fibroblasten (Zelllinie: BFF6l1institut fir Molekulare Tierzucht und
Biotechnologie, LMU Miinchen) und IVF-Embryonen werdpoptose mit Staurosporin in-
duziert. Semikonfluente Fibroblasten-Kulturen wurdeh, 2 h bzw. 3 h mit 1 uM Stauro-
sporin im Medium kultiviert und anschlielRend mi8 Brozent PFA fir 15 min bei RT fixiert.
Tag 4 % IVF-Embryonen (114 h nach Zugabe der Sgerwvurden fir 30 h mit 10 uM Stau-
rosporin im Medium weiter kultiviert und anschlief@efixiert (Kapitel 3.3.1). Danach wurde
der TUNEL-Test durchgefihrt. Parallel kultiviertel&n bzw. Embryonen ohne STS im Me-
dium wurden in einem Reaktionsansatz mit (Posititkalle) bzw. ohne TdT-Enzym (Nega-

tivkontrolle) inkubiert.
HHe# -

Die DNA der Zellkerne wurde mit dem Fluoreszenzétoff DAPI (4°6"-Diamidino-2-
phenylindol) gefarbt, der sich bevorzugt in denréichen Regionen an die kleine Furche der
DNA anlagert. Gebunden an doppelstrangige (ds) DiBgt das Absorptionsmaximum von
DAPI bei einer Wellenlange von 358 nm, das Emissiseximum bei 461 nm. Die DAPI-
Farbung erfolgte im Rahmen der Einbettung der Eorey in Vectashield-DAPI (Kapitel
2.3.5) und diente (a) der Bestimmung der Zellkenhz@) der morphologischen Identifizie-
rung von Zellkernuntergangen und (c) als Gegenféghbitir TUNEL.
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Der Nachweis von Proteinen erfolgte Gber unmarki@rimar)-Antikorper (Tab. 9). Neben
Apoptose-assoziierten Proteinen (CASBGL2L1, BAX und BIRC4) wurden STAT 3, Ki-67
und Nucleolin analysiert. Fur die Detektion der &figschen Protein-Antikdrper-Komplexe
wurden Fluorochrom-gekoppelte (Sekundéar)-Antikérperwendet (Tab. 10). Das Aktin-
Mikrofilament-System der Zellen wurde mit Tetramgthodamine-isothiocyanat (TRITC)-
markiertem Phalloidin (1 pg/ml) angefarbt.

Material und Geréte:

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

PBS/PVP: 1 mg/ml PVP in PB®olyvinylpyrrolidon, Sigma, Taufkirchen, Deutsalda
5 mg/ml Triton X-100 in PBSSigma, Taufkirchen, Deutschland)

1 pg/ml Phalloidin in PB$Kat.-Nr. P1951, Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
Objekttrager mit Vertiefun@<at.-Nr. H884.1, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
4-Loch-SchalerfNunc,Wiesbaden, Deutschland)

Transferpetto(Brand, Wertheim, Deutschland)

BrutschrankHeraeus, Zirich, Schweiz)

Stereomikroskop, SteREO CL1500 ECX&iss, Oberkochen, Deutschland)

Fixierte Embryonen (siehe Kapitel 3.3.1) wurden @i Prozent (v/v) Triton X-100 in PBS
fur 1 h bei RT permeabilisiert und anschlieBendderaolt mit PBS/PVP gewaschen. Die
Antikorperfarbungen wurden in einem 50 ul Volumarf ®bjekttragern mit Vertiefung in
einer feuchten Kammer bei 37 °C durchgefiihrt. e ersten Schritt wurden die (Primar-)
Antikorper in entsprechender Verdinnung in PBS/RMB TRITC-markiertes Phalloidin (1
pg/ml) fir 1 h mit den Embryonen inkubiert. Restehh gebundenen (Primar-) Antikorpers
wurden durch wiederholtes Waschen fur 5 min mgctiem PBS/PVP entfernt. Im zweiten
Schritt wurde der Sekundar-Antikérper in einer \erdung von 1:500 in PBS/PVP zu den
Embryonen gegeben und erneut fur 1 h bei 37 °Gnerdeuchten Kammer bei Dunkelheit
inkubiert. Nach wiederholtem Waschen in PBS/PVPdsutie DNA der Zellkerne mit DAPI
gefarbt (siehe Kapitel 3.3.3) und die EmbryonendiégrAnalyse am CLSM eingebettet (siehe
Kapitel 3.3.5).

Zur Uberprufung der Spezifitat der Farbung wurdesgétivkontrollen durch a) Weglassen
des Primar-Antikdrpers und durch b) Ersatz des @&rfmtikorpers durch Gesamt-IgG der
gleichen Spezies (Tab. 11) durchgefihrt.
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Tabelle 9: Primar-Antikdrper

Protein Typ/Klon | Verdinnung/|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/(22)
BIRC4 p, K 1:1000 Biomol, Hamburg, Deutschland (I6li34)
Activierte CASP3 p, K 1:500 Cell signaling, BevellySA (9661s)
Ki-67 m, M 1,6 Dako, Hamburg, Deutschland (M7240)
Nucleolin p, K 10,0 Sigma, Taufkirchen, Deutschl§dN@662)
STAT3 p, K 1:50 Santa Cruz Biotechnologies, USAIBR)

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

Tabelle 10: Sekundar-Antikorper (Dianova, Jackson inmuno Research, Hamburg, Deutschland)

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

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

IgG - Immunglobulin G

Tabelle 11: Spezies-spezifisches Gesamt-IgG (Diamgvackson 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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Material und Geréte:

Vectashield-DAP[(Kat.-Nr. VCH1200L010, Axxora/Alexis, Lérrach, Dezhland)
Deckglas, 24 x 76 x 1,7 mm, Firma He¢Kat.-Nr. 7996, Schubert & Weif3, Deutschland)
Deckglas, 22 x 22 mitKat.-Nr. 6311336, VWR, Darmstadt, Deutschland)
ObjekttragerKat.-Nr. 6310650, VWR)

Klebefolie, geloch{Mactac, Stow, USA)

Transferpetto(Brand, Wertheim, Deutschland)

Stereomikroskop SteREO CL1500 E(X®iss, Oberkochen, Deutschland)

Die Embryonen wurden unter Erhaltung ihrer dreidisienalen Struktur eingebettet. Dafir
wurde ein Stick gelochte Klebefolie (Dicke ~ 200,urmoch-Durchmesser 2 mm) auf ein
Deckglas der Grol3e 24 x 76 mm aufgebracht. Die Kom@n wurden einzeln in die Locher
der Folie Gberfuhrt. Nach dem Auffullen der Locmeit Vectashield-DAPI wurde die Folie

mit einem 22 x 22 mm grof3en Deckglas luftblaserdbgjedeckt und mit Nagellack versiegelt
(Abb. 7 A). Die eingebetteten Embryonen wurden Ais Analyse am CLSM bei 4 °C in

Dunkelheit aufbewabhrt.
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Optische Serienschnitte von Embryonen (Abb. 7 Bjden mit einem inversen Zeiss LSM
510 Meta Laserscanning-Mikroskop (Zeiss, Jena, $abldand) und einem 40x PlanApoch-
romat Olimmersions-Objektiv (Numerische Apertur3)lmit der Steuerungssoftware LSM,
Version 3.2 von Zeiss auf einem PC unter Window@028ufgenommen.

(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 nittels CLSM

(A) Die Embryonen wurden unter Erhalt ihrer 3-dimenalen Struktur eingebettet uifB) mittels
konfokaler Laserscanning-Mikroskopie (CLSM) in gptie Serienschnitte zerlegt.

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

Laser Wellenlange (nm)Emissionsfilter (nm)| Farbstoffe EX(EMmnax
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;;kx Extinktionsmaximum; Emy, = Emmissionsmaximum
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In jeder Fokusebene wurden nacheinander Bildediieinzelnen Farbkanale aufgenommen.
Fur jeden Farbkanal wurde die Bildflache zweimajexrhstert. Die Signalwerte der beiden
Durchgange wurden gemittelt, um das Signal-Raushdltnis (signal-to-noise ratio, SNR)
zu erhoéhen. Fur jeden Farbstoff wurde ein Stapael &dit Grauwertbildern aus 512 x 512
Pixeln (Pixelgréf3e: 350 x 350 nm) aufgenommen. Alestand zwischen zwei Schnittebenen
betrug 1 um ebenso wie die optische Schnittdickereschnittebene. Von einzelnen Embryo-
nen wurden Stapel von 8 Bit Grauwertbildern mitdr@n Auflésung aufgenommen.

##T7 8

Die konfokalen Bildstapel aus bis zu 180 optisclEnzelschnitten wurden mit Hilfe der

Open Source SoftwatenageJ(http://rsbweb.nih.gov/i)/analysiert.

Die Zellzahl wurde Uber die Anzahl der DAPI gef@érbtZellkerne und mitotischen Figuren
bestimmt. Mehrkernige Zellen wurden vernachlasdigé optischen Einzelschnitte (1 pm)
des im DAPI-Farbkanal erzeugten Bildstapels wurieeilstapeln von je 20 um Dicke zu-
sammengefaldt (Z-Projektionen, Abb. 8). Nacheinamdede jede Schnittebene mit der dar-
unter liegenden Nachbarebene verglichen und jedémeals auftretende Zellkern gezahlt. In
Blastozysten wurden Zellen der inneren ZellmasSdjlund des Trophoblasten (TB) unter-
schieden und die Zellzahlen getrennt voneinandstiromt. Die &ulRerste Zellschicht mit den

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

Die 180 optischen Einzelschnitte wurden zu 9 Bigstn (Z-Projektionen) mit jeweils 20 Einzel-
schnitten zusammengefasst. Fur die Bestimmung ekzahl wurde nacheinander jede Schnittebene
mit der darunterliegenden Nachbarebene verglichah jeder erstmals auftretende DAPI-gefarbte
Zellkern gezahlt. Dabei wurden Zellen der innerefirdasse (ICM) und des Trophoblasten (TB) un-
terschieden. Die &auRere Zellschicht mit den tymsekise abgeflachten Zellkernen wurde als
Trophoblast definiert.

"

Ein Parameter zur Unterscheidung der ersten Zeltigsgenerationen ist die Gréf3e von Zell-
kernen. Im Verlauf der ersten Zellteilungen kommitze einer Abnahme der ZellkerngroRRe.
Die mittlere Zellkerngré3e morphologisch intaktdagomerenkerne an Tag 3 bis 7 nach IVF
wurde bestimmt, indem ein zentraler Schnitt dureh dellkern ausgewahlt und der DAPI-

gefarbte Bereich markiert wurde. Eine automatisiétatistik berechnete die Schnittflache
durch Zahlung der vorhandenen Bildpunkte (Pixelniarkierten Bereich (PixelgréRe: 0,35 x

0,35 um = 0,1225 pfn
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Zelluntergdnge wurden nach Analyse der DAPI-geé&irbZellkerne im CLSM bestimmt.
Sowohl kondensierte, fragmentierte und degradiéeitkerne als auch die Reste mitotischer

Figuren wurden als untergehende bzw. tote Zelleveget.

Zuséatzlich wurde das Auftreten von DNA-Strangbriiche untergehenden Zellen mit

TUNEL analysiert. Zellkerne waren positiv auf DNA-hgbriche bei (a) einer mindestens
2-fach erhdhten Fluoreszenz-Intensitat gegenthereergrundfluoreszenz, (b) Kolokalisa-

tion mit Chromatin des Zellkernes (DAPI-Farbungjveo (c) gleichzeitiger Beurteilung als

Zelluntergang im DAPI.

D15 + 3 #%.
# fho !

Material und Geréte:

0,2 M Natrium-CacodylatpuffgiKat.-Nr. 01131 Polyscience, Warrington,USA)
Stammlésung (0,4 M): 8,56 g Na(@EAsO, x 3H,0 in 200 ml Aqua dest., pH 7,2 mit 0,2 M HCI;
1:2 verdunnt mit Aqua dest.

Fixans nach Karnovsky; Stammlésung:1:2 Mischung®a®s g CaGlin 10% (v/v) Paraformal-
dehyd und 0,2 M Natrium-Cacodylatpuffer, bei 4 &agert; vor Gebrauch 7 ml Stammlésung
mit 0,96 ml 25% Glutaraldehyd mischen

30 mg/ml Kaliumferrocyanid in 0,1 M Natrium-Cacodtpuffer(Kat.-Nr. P9387, Sig-
ma, Taufkirchen, Deutschland4 h vor Gebrauch herstellen, bei 4°C gelagert

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

0,2 g/ml Rinderserum-Albumin in 0,1 M Natrium-Cagtatpuffer (Kat.-Nr. A-7906, Sigmap4 h
vor Gebrauch herstellen, bei 4 °C gelagert

25% Glutaraldehydlésun@fat.-Nr. 01909, Polyscience, Warrington, USA)
PropylenoxidKat.-Nr. 1.12492, Merck, Darmstadt, Deutschland)

Methylenblau/Azur ll-Farbelésung; Losung A: Img#aur Il in Aqua dest.; Losung B: 1mg/ml
Methylenblau in 1% Borax; 1:1 Mischung von Lésung B, bei RT gelagert

Poly/Bed® 812 BDMA Kit(Kat.-Nr. 21844, Polyscience, Warrington, USA)
EinbettungsgielRform mit 24 Vertiefung@fat.-Nr. G3690, Plano, Wetzlar, Deutschland)
Ultramikrotom Ultracut §Fa. Reichert-Jung, Wien, Osterreich)

Heizplatte MedaxXNagel KG, Kiel, Deutschland)

StereomikroskogLeitz, Wetzlar, Deutschland)
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Die Embryonen wurden Uber Nacht bei 4 °C in Fixaash Karnovsky fixiert. Nach dreima-

ligem Waschen fur 20 min bei RT mit 0,1 M Natriunag€ddylatpuffer wurden die Embryonen
mit einer 1:1 Mischung aus 2 Prozent (v/v) Osmidroted und 3 Prozent (m/v) Kaliumfer-
rocyanid fur 2 h bei 4 °C weiter fixiert und vorkeestiert (Osmierung). Nach wiederholtem
Waschen fur jeweils 20 min in 0,1 M Natrium-Cacadgluffer wurden die Embryonen in 2 -
3 Tropfen 20-prozentiger (m/v) BSA-L6sung fir 3 ni@i RT inkubiert. Nach Zugabe von 1
Tropfen 25-prozentiger Glutaraldehydldsung wurden klletierten Embryonen mit 0,1 M
Natrium-Cacodylatpuffer gewaschen und in einertaigenden Alkoholreihe (je 30 min in 50
Prozent, 70 Prozent, 90 Prozent Ethanol, 3 x 301@thProzent Ethanol) dehydriert. Fir die
Einbettung der Embryonen in Kunstharz (Epon) wudde Poly/Bed® 812 BDMA Kit nach
Angaben des Herstellers verwendet. Die Proben wiigie2 x 15 min in Propylenoxid tber-
fuhrt. AnschlieRend wurde das Propylenoxid in @ehritten durch Epon ersetzt: (a) 1 h in
Propylenoxid:Epon (2:1), (b) 24 h in Propylenoxipida (1:1), (c) 1 h in Epon. Anschlie3end
wurden die Embryonen in Einbettungsgiel3formen ausskstoff (12,5 mm x 4,5 mm x 3
mm) mit Epon Uberfiihrt. Die Polymerisation des [Eiibbngsharzes erfolgte bei 60 °C fur 24
h. AnschlieRend wurde das verfestigte Einbettungshat der enthaltenen Probe (Prapara-
teblock) vorsichtig aus der Giel3form geldst.

An einem Ultramikrotom wurden 1 pm dicke Semidummsite von den Préparateblocken
angefertigt und auf einer Heizplatte fir 2 - 3 miit Methylenblau/Azur Il-Féarbelésung an-
gefarbt. Nach dem Abspulen der Farbeldsung mit Atpst. wurden die Schnitte zum Trock-
nen nochmals auf die Heizplatte gelegt. Die Auswegtder Ubersichtsschnitte erfolgte am

Stereomikroskop bei 20 - 40 facher Vergréf3erung.
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Material und Geréte:

gesattigte Uranylacetat-Losung in Aqua désat.Nr. R1260A, Plano, Wetzlar, Deutschlgrabi
4 °C gelagert

Reynolds Bleicitratlésung: 1,33 g Bleicitrat und@ g Natriumcitrat x 2 kO in 30 ml frisch
abgekochtem Aqua dest. unter Schutteln |I6sen, 8achin Zugabe von 8 ml 1 N NaOH Lésung,
auf 50 ml mit Aqua dest., 3 Monate bei 4 °C haltbar

Drukker DiamantmesséKat.Nr. V65860160, Labtec,Gottingen, Deutsch)jand
Maxtaform Kupfernetze, Fa. Pysgtat. Nr. NHR23C, Plano, Warrington, USA)
Gridboxen(Kat. Nr. B80100, Plano, Warrington, USA)

Ultramikrotom Ultracut §Fa. Reichert Jung, Wien, Osterreich)

Ultradiinnschnitte fur die Elektronenmikroskopie dem an einem Ultramikrotom mit Druk-

ker-Diamantmesser angefertigt. Die 60 - 70 nm dic&ehnitte wurden auf kleine Kupfer-

netze aufgebracht und durch Behandlung mit geséttiyassriger Uranylacetatlosung fur 10
min und mit Reynolds-Bleicitratldsung fir 3 min h&ontrastiert. AnschlieRend wurden die
Kupfernetze mit Aqua dest. gewaschen, luftgetrotknd in Gridboxen aufbewahrt.

# # " ' 4" $6

Aufnahmen von Ultradiinnschnitten wurden mit demk&@enmikroskop EM 902 (Zeiss,
Oberkochen) angefertigt. Als Elektronenquelle ddeaine Wolfram-Haarnadelkathode. Die
Beschleunigungsspannung der emittierten Elektrdmetnug 80 kV. Die erzeugten Bilder
wurden an einem Leuchtbildschirm angezeigt. Kotrieache Bereiche der Probe werden
schwarz, weniger kontrastreiche Bereiche graudiisids abgebildet. Nach der Auswahl des
gewinschten Ausschnittes erfolgte die Bildaufnaldmech Belichtung eines schwarz-weil3-
Films mit dem Format 70 x 60 mm (Kat.-Nr. UO1008AGIO ORT 25¢/ISO25/15°, Maco
Photo Products, Hans O. Mahn & CO., Deutschlandg. \legative wurden nach der Ent-
wicklung mit 600 dpi mit einem Flachbett-Scannegitdilisiert.
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Die Expression von ausgewahlten Apoptose-assaaiébenen (Kapitel 2.10) in Eizellen und
Praimplantations-Embryonen beim Rind wurde mittglantitativer Real-Time RT-PCR (RT-
gPCR) analysiert. Mit Hilfe von Transkript-spezdieen Plasmid-DNA-Standards wurde die
absolute Anzahl an Kopien der analysierten Genkrgrte in Eizellen und definierten Pra-
implantationsstadien ermittelt (absolute Quantfiang). Die DNA-Standards wurden durch

Klonierung amplifizierter PCR-Fragmente in eineagphidvektor generiert.

Alle bengttigten Losungen, Verdinnungen und Reaktoratze wurden unter Verwendung
von steril filtriertem Reinstwasser (Milli-RO Pl&®, Schwalbach, Deutschland) und sterilen
Pipettenspitzen mit Filter (ART Molecular BioProducts, San Diego, USA) angeseDit.
durchgefuhrten Arbeitsschritte sind in Abbildungchematisch 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-ssoziierter Gene
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Die PCR-Amplifikation spezifischer DNA-Fragmentenibéigt kurze Oligonukleotide (Pri-
mer) als Startpunkte fiir die DNA-Polymerase. FérAliswahl der Primer wurden die aktuel-
len Nukleotidsequenzen (MRNA und genomisch) dearralysierenden Gene f&os taurus
der Gen-Datenbanken von NCBI (National Center famtéhnology Information, Washing-
ton, D.C.) und EMBL (European Molecular Biology laabtory) verwendet. Mit deBLASTF
Server (Basic Local Alignment Search Tool) des N@tp://blast.nchi.nlm.nih.Gov/Blast.
cgi) wurden die Rindersequenzen auf Homologie eimander und mit anderen Spezies
(Mensch, Maus, Ratte) getestet. Die Primersequenzeden mit der Software Primer Ex-

press 2.0 abgeleitet. Dabei wurden folgende Katekericksichtigt:

Lange der Primersequenz: 19 - 22 Nukleotide

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

Schmelztemperatur: 61 - 63 °C (max. 1 °C Differewischen sense/antisense Primer)
Vermeidung interner Nukleotid-Wiederholungen bzeiriplementarer Bereiche
Amplikonlange: 100 - 200 Basenpaare (bp)

Um eine Amplifizierung kontaminierender genomiscB®&A zu vermeiden, wurden die Pri-
merpaare so gewahlt, dass sie (a) durch ein lasdetron getrennt waren (Abb. 10) oder (b)
mindestens ein Primer eine Exon-Intron-Grenze iiaenste. Die Spezifitat der Primerse-
quenzen wurde mit einer BLAST-Analyse der verfugbaGenomsequenzen v8os taurus
(NCBI, EMBL) Uberpruft. Fir jedes der untersuch@ene wurden drei Primerpaare syntheti-
siert und mittels RT-gPCR an Gesamt-RNA aus Ovaepevbzw. Gehirn vom Rind getestet
(siehe Kapitel 3.5.2.1). Die PCR-Produkte von augddten Primerpaaren wurden fir die
Herstellung der Transkript-spezifischen Plasmid-DSi#ndards 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 fir das Rind

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

Fur die Herstellung der Transkript-spezifischensRial-DNA-Standards wurden die in Ab-
bildung 11 dargestellten Arbeitsschritte durchgetfiih

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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Zunachst wurden Transkript-spezifische DNA-Fragraeemittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) aus cDNA amplifiziert, die aus Gesamt-RNA @vargewebe bzw. Gehirn vom Rind
generiert wurde (siehe Kapitel 3.5.3.1 und 3.5.3.3)

Material und Geréate:

10 x Reaktionspuffer BSolis Biodyne, Tartu, Estland)

25 mM Magnesiumchlori¢Solis Biodyne, Tartu, Estland)

100 mM dNTP-MischungSolis Biodyne, Tartu, Estland)

5 1U/ul Hot Fire Tag Polymeras&dlis Biodyne, Tartu, Estland e)
100 uM PrimerThermo Fisher, Ulm, Deutschland)
Thermocycle(Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Die PCR wurde in 25 pl Ansatzen mit 50 ng cDONABdsnplate durchgefthrt (Tab. 13). Die

DNA-Fragmente wurden nach 15 min bei 95 °C in 4@k®enszyklen mit 30 sec bei 95 °C,

60 sec bei 60 °C, 60 sec bei 72 °C amplifiziertsétbdieRend wurde der Ansatz fir 10 min bei
72 °C inkubiert.

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

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

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

25 mM MgCb 4,0 4,0 mM

5 UM Primer se 15 0,3 uM

5 UM Primer as 15 0,3 uM

5U/ul HotFirePol 0,2 1,01V

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

H20 11,8

Gesamtvolumen 25,0
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Zur Uberpriifung der mRNA-Spezifitat der verwendeRnmer wurde gesamt-genomische
DNA von Bos taurugyleicher Konzentration als Template eingesetzt.Adiswahl geeigneter
Primer fur die RT-gPCR (Tab. 14) erfolgte nach (pbgfung der PCR-Produkte im 1,5-pro-

zentigen Agarosegel nach folgenden Kriterien:

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

kein PCR-Produkt mit DNA als Template
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Tabelle 14: Gene und Primer fir RT-gPCR

Gen-Symbol Primersequenzen (5°-3") Referenz Fragment-Lange| Exon
(GenBank) (bp)
18S rRNA sense AAA CGG CTACCA CAT CCAAGG DQ066896 138 -
antisense GCG GAAGGATTTAAAGTG GACTC
H2AFZ sense CGAAAT GGC TGG CGG TAAG NM_174809 134 1-2
antisense GGC TAG TCG TCC TAG ATT TCA GGT 3
STAT3 sense CTG CAG CAG AAG GTTAGC TAC AAA | AJ620655 85 2
antisense TTC TAAACAGCT CCACGATTCTCT 2
BAX sense GCA GAG GAT GAT CGCAGC TG U92569 197 3-4
antisense CCAATG TCCAGC CCATGATG 5
CASP3 sense CTG GAAAAC CCAAACTTTTCATTA AY575000 165 4
antisense GCC AGG AAAAGTAAC CAG GTGC 5-6
CASP9 sense CGACGCTTCCACCTG CTG NM_032996 219 3
antisense CAC AAT TCT CTC GAC GGA CAC AG 5
BCL2 sense CTT CGC CGAGAT GTC CAG TC AF515848 96 2
antisense CAC CAC CGT GGC GAAGC 2
BCL2L1 sense CGT GGAAAG CGTAGACAAGGAG AB238936 133 2
antisense  GTA GAG TTC CAC AAAAGT GTC 3
BIRC4 sense GAAGCACGGATCATTACATTT GG AF458770 89 1
antisense CCT TCA CCT AAAGCATAAAAT CCA 1-2
FAS sense GCAACT CTG CAG CCT CAAATG U34794 153 3
antisense CAT CTATTTTGG CTT CTT CCATACC 5
FASL sense TCC ACC AGC CAAAGG CATAC AB035802 126 2
antisense GAT GGATCT TGAGTTGAG CTT GC 4
CASPS8 sense GGC CAT GTCAGACTC TCCAGAAC DQ319070 204 5
antisense CGAAAG GTCTTATCCAAAGCGTC 6-7

Referenzen in Gendatenbank: Stand 06/2005, @2 undBCL2L1 Stand 10/2008
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Fur die Klonierung der PCR-Fragmente wurde das TOR@loning® Kit mit dem pCRII-
TOPO-Vektor nach Anweisungen des Herstellers vedwerDas Verfahren nutzt die Tatsa-
che, dass die Tag-Polymerase Template-unabhangdasr3 Ende von PCR-Produkten ein
einzelnes Desoxyadenosin (A) anhangt. Der lineatisipCR [I-TOPO Vektor besitzt an den
3' Enden einzelne 3' Desoxythymidin (T)-Uberharigie. PCR-Fragmente werden durch die
Ligase-Aktivitat von kovalent an das Vektor-Plasngebundener Topoisomerase-I direkt in

den Vektor ligiert.

Material und Geréte:

TOPO TA Clonin§ Kit (Kat-Nr. K4600-01, Invitrogen, Carlsbad, USA)

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

LB-Agar: 2,5 g Hefeextrakt, 5,0 g Pepton/Tryptorg @ NaC}, Aqua dest. auf 500 ml, pH 7,0
mit 0,5 M NaOH, Zugabe von 7,5 g Agar-Agar, autaldeen, bei 60 °C fllissig halten

50 mg/ml Ampicillin (Kat.-Nr. A9393, Sigma, Taufkirchen, Deutschlaimdqua dest.
50 mg/ml X-Gal(Kat.-Nr. 2315.2, Roth, Karlsruhe, DeutschlaiaDimethylformamid

Thermomixer 543@Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Die Ligation der PCR-Fragmente mit dem Plasmid-dekturde in einem 6 pl Reaktionsan-
satz mit 10 ng Vektor-DNA und einem groRen Ubersshdes zu klonierenden DNA-
Fragments durchgefuhrt (Tab. 15). Nach vorsichtiggisthen wurde der Ligationsansatz fur
5 min bei RT inkubiert und anschlieRend auf Eisidpt<

Tabelle 15: Ligationsansatz

Reagenzien Volumen Endkonzentration
0,5 pg/ul PCR-Produkt 2 ul 1ug
10 ng/ul pCRII-TOPO Vektor 1 pl 10 ng

Salzlésung (1,2 M NaCl/0,06 Mggl | 1 pul
H.O 2 ul
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Fur die Transformation wurde ein 50 pl Aliquot chech kompetenter Escherich@oli
(E.coli)-Bakterien (Stamm: TOP10, im Kit enthalten) au$ Bufgetaut, vorsichtig mit 2 pl
Ligationslésung gemischt und fur 20 min auf Eisubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz
fur 30 sec bei 42 °C inkubiert, 5 min auf Eis ghistend nach Zugabe von 250 ul S.O.C.-
Medium (im Kit enthalten) fir 60 min bei 37 °C ghattelt (200 rpm). Nach der Transforma-
tion wurden die Bakterien auf vorgewéarmte Agardlatmit 50 pg/ml Ampicillin und 50
png/ml 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-D-galactopyranosid (X-Gal) ausplattiert und fur-224

h bei 37 °C inkubiert.

$-

Mit der Transformation wurde der Plasmidvektor SGR'OPO in den chemisch kompeten-
ten Ecoli-Stamm TOP10 ubertragen. Da nur ein Bruchteil dekt®&ien ein rekombiniertes

Plasmid aufnimmt, wurden die Bakterien in zwei 8tugelektiert:

Selektion Plasmid-tragender Bakterienklone:

Nur Bakterienklone, die den Plasmidvektor aufgen@mrhaben, exprimieren das vom
Vektor kodierte Ampicillin-abbauende Enzym 3-Lactm® und wachsen auf Ampicillin-

haltigen Agarplatten.
Selektion von Klonen, die ein rekombiniertes Plaktragen:

Der Plasmid-Vektor enhalt ein lacZ-Reportergen, fdad3-Galaktosidase kodiert. Dieses
Enzym hydrolysiert farbloses X-Gal zu Galaktose GAgrom-4-chlor-indoxyl, das vom
Luftsauerstoff zum blauen Farbstoff 5,5'-Dibrom-4li¢hlor-indigo oxidiert wird. Eine
erfolgreiche Insertion des PCR-Fragmentes in dektove unterbricht die fur 3-
Galaktosidase kodierende Sequenz. Das Enzym wehd miehr exprimiert und die Bakte-

rienkolonien bleiben in Anwesenheit von X-Gal fadl

Einzelne, positive (farblose) Klone wurden stentreemmen und in 2 ml Luria-Bertani (LB)-
Medium mit 50 pg/ml Ampicillin auf einem Schattlgir 15 - 16 h bei 37 °C inkubiert.

+ /1 $+ (

Aus den Flussigkulturen der rekombinanten Bakté&teare wurde durch alkalische Lyse
(Birnboim, 1983) die Plasmid-DNA isoliert. Dafur vde das QIAprep Spin Mini Kit (Qia-
gen, Hilden, Deutschland) nach Angaben des Hegstellerwendet.
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DNA-Konzentrationen wurden spektrophotometrisch &@uant, Amersham Biosience,
Freiburg, Deutschland)ber die Messung der Lichtabsorption (der optisdbemte, OD) bei

einer Wellenlange von 260 nm bestimmt [Berechnikrggmel (1)]. Die Reinheit der DNA-
Praparation wurde Uber das Verhaltnis der OD beir26 zur OD bei 280 nm bestimmt.

(1) gsp-ona (HG/mI) = OD (aze0) X 50 (Hg/ml)

asp-ona = Konzentration doppelstrangiger (ds) PlasmidRA, Ein Absorptionwert OlRzs) = 1,0
entspricht 50 pg dsDNA pro ml Losung bei einer Kiemschichtdicke von 10 mm.

1 2- 3% + () $
Agarosegel-Elektrophorese

Fur eine Uberprifung der Qualitat der Plasmid-DN#l ulie Sequenzierung der klonierten
Fragmente (siehe unten) wurden die isolierten Atiessmit dem Restriktionsenzydhad im
Vektorbereich geschnitten und linearisiert (Plas@rdél3e ~ 4,0 kB). Um die Lange der klo-
nierten DNA-Fragmente (Fragment-Grof3en: 85 - 2109zbplberprifen, wurden sie mit dem
RestriktionsenzyniecoR| aus dem Vektor geschnitten.

Material und Geréate:

Agarose, Elektrophorese Grégat.-Nr. 15510-027, Invitrogen,Karlsruhe,Deutsaindi
6 x LadepuffeKat.-Nr. R0611, Fermentas, St. Leon-Rot, Deussd
1 mg/ml EthidiumbromidKat.-Nr. E8751, Sigma, Taufkirchen, Deutschlamdhqua dest.

50 x TAE-Puffer: 242 g Tris, 57,1 ml Eisessig, 1800,5 M EDTA pH 8, auf 1000 ml mit Aqua
dest.

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

Lambda DNAEcadRI + Hindlll-Marker (Kat.-Nr. SM0191, Fermentas)

10 IU/pl EcaRl (Kat.-Nr. ER0271, Fermentas)

10 IU/pl Xhd (Kat.-Nr. ER0691, Fermentas)

Gel-Dokumentationssystem GelDoc2000™/Quantity a@eSéftwargBioRad, Hercules, USA)
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kapplied Biosystems, Foster City, USA)
Thermocyclel(Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Jeweils 1pg Plasmid-DNA wurde niticoR1 bzw. Xhd in getrennten Ansatzen bei 37 °C in-
kubiert (Tabelle 16). Nach 90 min wurden die Reaken durch Inkubation fir 10 min bei 65
°C (EcaRl) bzw. 80 °C Xhd) beendet. Der gesamtedoRl) bzw. (Xhd) Reaktionsansatz
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wurden mit 1/6 Volumen an Ladepuffer versetzt unflen 1,5-prozentiges Agarosegel mit
Ethidiumbromid aufgetragen. Die Auftrennung erfeldtir 90 min bei 5 V/cm in 1 x TAE-
Puffer. Die GrolRenbestimmung der DNA-Fragmentelgidounter UV-Licht mit Hilfe eines
DNA-Langenstandards.

Tabelle 16: Reaktionsansatz fir Plasmid-DNA-Spaltug

Reagenzien Volumen
10 1U/ul Enzym EcaRl bzw. Xhd) 1l
Reaktionspuffer 2 ul
1 pg Plasmid-DNA X ul
H20 auf 17 pl

Sequenzierung

Die klonierten DNA-Fragmente wurden nach dem vongea entwickelten Kettenabbruch-
Prinzip (Sanger et al., 1977) mit Hilfe des BigDyerminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit
sequenziert. Sequenzierungs-Elektrophorese und éwtismg wurden kommerziell vom Se-
quenzierservice des Helmholtz-Zentrum Munchen (Behdgs Forschungszentrum fur Ge-
sundheit und Umwelt) durchgefiihrt.

Die Sequenzierreaktion entspricht einer PCR mimifPrimer, in der einer der beiden DNA-
Strange abschnittsweise linear amplifiziert wircer DReaktionsansatz enthalt neben den fur
die DNA-Synthese benotigten Desoxynukleotiden (dB)Téeringe Anteile fluoreszenzmar-
kierter 2',3'-Didesoxynukleotide (ddNTPs). Jedesuier ddNTPs ist mit einem unterschied-
lichen Farbstoff markiert. Der zuféllige Einbau &ésnddNTP anstelle eines dNTP fuhrt auf-
grund der fehlenden 3'-OH-Gruppe zum Kettenabbr&h.erhalt man ein Gemisch von
DNA-Molekulen unterschiedlicher Lange, die in Abgékeit vom endstandigen Nukleotid
eine unterschiedliche Fluoreszenzmarkierung trageie. DNA-Molekile werden durch
Elektrophorese nach ihrer GréRe aufgetrennt. Dibien aus der Abfolge der Fluoreszenz-

markierungen die Basensequenz abgelesen werden.

Es wurden beide Strédnge der klonierten DNA-Fragmeetjuenziert. Als Startpunkte fur die
Sequenzierreaktion dienten die vektorspezifischemd? M13 Reversg CAG GAA ACA
GCT ATG AC) undT7 (ATT ATG CTG AGT GAT ATC CC), deren Bindungsstelldie Klo-
nierungsstelle flankieren. Die Sequenzierreaktiomarden in 10 pl Ansatzen mit jeweils 50

ng linearisierter Plasmid-DNA als Template (Tab) ih7einem Block-Thermocycler durchge-
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fuhrt. Das PCR-Programm bestand aus einem initilgdus mit 95 °C fir 60 sec und 40
Zyklen mit der Abfolge: 5 sec 95 °C, 10 sec 50 1d @40 sec 60 °C.

Tabelle 17: Reaktionsansatz fir die DNA-Sequenzieng

Reagenzien Volumen
BigDye-Sequenzierpuffer 4 ul
BigDye-Reaktionsmix 1l
1 uM Primer 1l
25 ng/ul Plasmid-DNA 2 ul
H20 auf 10 pl

Die PCR-Produkte wurden durch Ethanolféallung awdgegt. Die Féallung der DNA erfolgte

nach Zugabe von 2,5 pl 125 mM EDTA und 30 pl 100zEnt Ethanol auf Eis fur 15 min.
Nach Zentrifugation bei 4 °C mit 11.900 rgiir 30 min wurde die pelletierte DNA mit 50 pl
70 Prozent Ethanol gewaschen und bei 11.900 rpr fiiin abzentrifugiert. Das luftgetrock-
nete Pellet wurde in 30 pl Wasser geldst. Die aeigegten PCR-Produkte wurden bis zur

Sequenzierungs-Elektrophorese bei -20 °C gelagert.
* - $3 + (, ++

FiUr jedes der analysierten Transkripte wurde eitaen®6sung des linearisierten Plasmid-
DNA-Standards mit einer definierten Konzentratian\l® Einzelstrang-Kopien pro pl her-
gestellt. Nach der Linearisierung der Plasmide Xt wurde photometrisch die (Massen-)
Konzentration der doppelstrangigen DNApna bestimmt (siehe Kapitel 3.5.2.7). Aus der
Lange und der Sequenz von Vektor und Insert wurelemblare Masse des doppelstrangigen
Plasmids Msp berechnet (Formel 2). Ausisona Und Mysp wurde die molare Konzentration
des doppelstrangigen Plasmidgfbestimmt (Formel 3). Daraus wurden die Anzahlaigy-
pelstrangigen Plasmid-Kopieng (Formel 4) und schliel3lich die Anzahl der Einzeisg-

Kopien Nisp(Formel 5) pro pl Losung berechnet.
(2) Masp (g/mol) = (@ + ) X (Ma + M7) + (g + ¢) X (M5 + Mc) + 2 X Moy

Mgysp= molare Masse des doppelstrangigen Plasmidsdiekinsert)
a, t, g, ¢ = Anzahl der Basen Adenin (A), Thymin, (Guanin (G), Cytosin (C)

Ma, M1, Mg, Mc = Molare Massen (g/mol) der monophosphorylierterkisotide (unter Berticksich-
tigung der Phosphordiesterbindungen); M313,21; M = 304,63; M, = 329,21; M = 289,19;

Mon = Molare Masse (g/mol) der 3' OH-GruppepE 17,01
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(3) Casp (Mol/l) = 4spna (9/1) X Masp (9/mol)

(4) Ngse/pl = Cgse (mol/l) x Na (Molekiile/mol) x 16
Na = Avogadro-Konstante = 6,022 x4 Teilchen/mol

(5) Nssfl = Ngsp/pl x 2

Die Stammlésungen wurden in Aliquots bei -80 °Chawfahrt. Bei der Erstellung einer Ver-
dinnungsreihe fur eine gPCR-Standardkurve wurdS&@iemmldsung in sieben Stufen jeweils

1:10 mit Aqua dest. verdinnt.
# # F(
$ 4(

Fur die RNA-Expressionsanalysen wurden Pools vofinldtro) bzw. 5 (n vivo Embryonen
verwendet. Diese wurden nach stereomikroskopisklessifizierung (siehe Kapitel 3.2) in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bei - 80g&lagert. Zusatzlich wurden Pools von je
10in vitro gereiften Eizellen mit analysiert. Nach 22 h Kulittn Maturationsmedium (siehe
Kapitel 3.1.1) wurden die Eizellen in 100 ul PBSHP®urch wiederholtes Auf- und Abpipet-
tieren von den umgebenden Cumuluszellen getrergttymmals mit PBS/PVP gewaschen und
nach kurzer Inkubation in Flussig-Stickstoff b&0°C gelagert.

Beim Umgang mit RNA sind besondere MalRnahmen zghtea, da ubiquitdr vorkommen-
den RNasen (Ribonucleasen) die RNA sehr schneluwabb Zur Minimierung von RNase-
Aktivitaten wurden alle Arbeitsschritte mit Handsblen an einem separaten Arbeitsplatz mit
extra Pipettensatz durchgefiihrt. Es wurden RNase-Bpitzen (ARY, Molecular BioPro-
ducts, San Diego, USA) und ReaktionsgefalRe verwerdle Lésungen wurden mit steril
filtriertem Reinstwasser (Milli-Q Plus PF, Milliper Cork, Irland) angesetzt. Die verwendeten
Lésungen und Reagenzien wurden bei 4 °C aufbewBlet.Zentrifugationen erfolgten in
einer Kuhlzentrifuge (Eppendorf, Hamburg, Deutsot)abei 4 °C und 11.900 rpm.

Material:

Chloroform(Kat.-Nr. 7331.1, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Ethanol p.a(Kat.-Nr. 9065.1, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
IsopropanolKat.-Nr. 1.096.341.000, Merck, Darmstadt, Deutacil)
Glycogen(Kat.-Nr. 37-1810, Peglab, Erlangen, Deutschland)

TriZol® (Guanidin-Thiocyanat/Phenol-Losung, Kat.-Nr. 322@0Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland)
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Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte mittels Gugm-Thiocyanat/Phenol/Chloroform-
Extraktion (Chomczynski and Sacchi, 1987). Die Rrolvurden unmittelbar nach dem Auf-
tauen auf Eis mit 500 pl Trizol-Reagenz versetat U1 sec gevortext. Nach 10 min Inkuba-
tion bei Raumtemperatur (RT) wurde der Ansatz 10 maintrifugiert. Der Uberstand wurde
mit 90 ul Chloroform versetzt, gevortext und fur &0Gn bei RT inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation fur 15 min wurde die obere Phaseimneues Reaktionsgefald tberfuhrt. Nach
Zugabe von 500 pl Isopropanol und 2 pl Glycogendsutdie RNA durch vorsichtiges Mi-
schen mit der Hand (5 - 6 x schwenken) préazipitiedr Fallungsansatz wurde nach 10 min
Inkubation bei RT durch Zentrifugation fir 20 miedementiert. Die pelletierte RNA wurde
mit 500 ul 75 Prozent Ethanol gewaschen und alefddtid 5 min zentrifugiert. Das getrock-
nete RNA-Pellet wurde in 20,2 ul steril filtrierteReinstwasser bei 55 °C fur 5 - 10 min ge-

l6st und bis zur Reversen Transkription (siehe &43.5.3.3) auf Eis inkubiert.
4 + -+ 4

Die Aussagekraft von RT-gPCR-Analysen hangt enideinel von der Effizienz der RNA-
Isolierung und Reversen Transkription ab. In dreahhangigen Versuchen anvitro gereif-
ten Eizellen wurde das verwendete Verfahren Ubérddie Proben wurden vor der Phasen-
trennung mit Chloroform mit einer definierten Mergjeer externen Standard-RNA gemischt.
Nach der RNA-Isolierung (siehe Kapitel 3.5.3.1) wedl Reversen Transkription (siehe Kapi-
tel 3.5.3.3) wurde die Anzahl der cDNA-Kopien dateznen Standard-RNA mit Real-Time
gPCR bestimmt (siehe Kapitel 3.5.4). Die absolutaifizierung erfolgte Uber eine Stan-
dardkurve mit Hilfe eines rekombinanten Plasmid-DNtandards (siehe Kapitel 3.5.4.1).

Material und Geréate:

Hamoglobin (HBA)-mRNA, Kaninchen(Kat.-Nr. R1253, Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
Lyophilisat in Aqua dest. aufnehmen, mit TriZol &)01 pg/ul verdinnen, in 10 ul Aliquots bei
- 80 °C gelagert

100 pM HBA-Primer(Thermo Fisher, Ulm, Deutschland)

Pro Versuch wurden drei Pools von je 10 Eizelldnildet. Die Gesamt-RNA wurde an unter-
schiedlichen Tagen aus den Eizell-Pools isolield. @&terne Standard-RNA diente hochreine
Hamoglobin (HBA)-mRNA der Spezies Kaninchen (Acc.-ID: X0475E)ir die verwende-
ten Primer (sense 5" GCA GCC ACG GTG GCG AGT AT d@itisense 5 CAG GGC TTC
GGA CAC CTT C 3) gibt es keine Target-Sequenzembiind. Jede Eizellprobe wurde vor
der Zugabe von Chloroform mit 0,1 pg HBA-mRNA gechis Das entsprach 0,01 pg
HBAJ/Eizelle bzw. 32.100 HBA-Molekilen/Eizelle. Audem Quotienten von in der gPCR
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nachgewiesenen Molekilen eines 145 bp HBA-Fragmsented der Anzahl eingesetzter
HBA-Molekiile wurde die Effizienz der RNA-Isolierungnd Reversen Transkription ermittelt
[Formel (6)].

(6) E= NqPCRl N

E = Effizienz
Ngrcr = Anzahl in gPCR detektierter Molekile eines 1$HBA-Fragments
N = Anzahl Molekile in 0,1 pg HBA-mRNA

4 & (
Isolierte RNA wurde in komplementare DNA (cDNA) uesghrieben. Die Reverse Trans-
kriptase ist eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, @lieelstrangige RNA-Molekule als
Matrize fUr die Synthese komplementarer DNA-Strangevendet. Als Startpunkte (Primer)

fur die Reverse Transkriptase wurde ein Gemischiexamer-Oligonukleotiden aller még-

lichen Hexamer-Sequenzen [Random Hexamer-(RH)-PYjmerwendet.

Material und Geréte:

1 IU/ul Desoxyribonuclease(Kat.-Nr. EN0521, Fermentas, St. Leon-Roth, Ddudsil)
Random Hexamer (RH)-PriméKat.-Nr. 1353078, Invitrogen, Karlsruhe, Deutsafdi

dNTP-MischungKat.-Nr. 0321, Solis BioDyne, Tartu, Estlang) 100 mM dATP, dCTP, dGTP,
dTTP

Dithiotreitol (DTT; Kat.-Nr. Y00147, Invitrogen, Karlsruhe, Dethtand)
Ribonuklease-Inhibitor, Rnase OUT{Kat.-Nr. 1363301, Invitrogen)
5x TranskriptionsspuffefKat.-Nr. Y00146, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschdan

200 1U/ul Reverse Transkriptase SuperSkript™Khat.-Nr. 18064-014, Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland)

Thermomixer 543@Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Fur die Entfernung von Resten genomischer DNA wulidgeGesamt-RNA vor der Reversen
Transkription mit 0,5 ul Desoxyribonuclease (DNak€),5 IU) und 2,3 ul DNase I-Puffer
versetzt. Nach Inkubation fir 15 min bei 25 °C waudie DNase | durch Zugabe von 2 ul 25
mM EDTA (2 mM Endkonzentration) und 10 min bei &5 inaktiviert.

Das Gesamt-RNA-Isolat jeder Probe wurde nach DNBdendlung in einem 50 pl Reakti-
onsvolumen in cDNA umgeschrieben. Das Reaktionsggmenthielt 0,15 pg/pl RH-Primer,
0,5 mM dNTP-Mix, 20 mM Dithiotreitol (DTT), 2 IU/uRNase-Inhibitor (RNaseOUT), 1 x
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Transkriptionspuffer und 1,2 1U/ul Superscript kWerse Transkriptase (Tab. 18). Die Rever-
se Transkription wurde nach 120 min bei 42 °C dunubation bei 70 °C fur 15 min been-
dete. Nach Abkihlung auf Eis wurde die synthetisieDNA bei - 80 °C gelagert.

Tabelle 18: Reaktionsansatz fir die Synthese von &IA aus Gesamt-RNA

Reagenzien Volumen (ul) Endkonzentration/ul
RNA-LOsung* (hach 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 1x

200 1U/ul Superscript Il Reverse Transkriptase 3 0, 12U

H.,O 2,2

gesamt 50,0

*aus Pools von 10 Eizellen bzim. vitro Embryonen

# 8 & " &"(5& 4&";(5&6

Die gPCR-Analysen wurden mit einem ABI Prism SequBetektionssystem (SDS) 7000
(Applied Biosystems, USA) und der zugehdrigen S8vare (Version 1.1) durchgeflhrt.
Als Reporterfarbstoff wurde SYBR Green | verwenddty gebunden an doppelstrangige
DNA ein Absorptionsmaximum bei 494 nm und Emissimasimum bei 521 nm besitzt. Am
Ende von jedem PCR-Zyklus wurde die Fluoreszenzaamsm Bereich von 500 - 600 nm
gemessen. Aufgrund der direkten Proportionalitaiseiaen gemessener Fluoreszenz und
DNA-Konzentration kann tber einen Fluoreszenz-Aagstm Verlauf der PCR-Zyklen auf die

Ausgangsmenge an Template geschlossen werden.
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Material und Geréate:

10 x Reaktionspuffer BSolis Biodyne, Tartu, Estland)

25 mM Magnesiumchlori@Solis Biodyne, Tartu, Estland)
dNTP-MischungSolis Biodyne)je 100 mM dATP, dCTP, dGTP, dUTP
100 puM PrimerThermo Fisher, Ulm, Deutschland)

5 1U/ul HotFire TagPolymeras&¢lis BioDyne, Tartu, Estland)

10.000 x SYBR Green | Stammlosufi¢at.-Nr. S-7567, Invitrogen,Karlsruhe, Deutschland
1:1.000 Verdinnung in 10 mM Tris pH 7,5, 1 mM ED@HA 8,0; bei - 20 °C lichtgeschitzt
lagern

ROX-Referenz-Farbstoftnvitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
Uracil-N-Glykosylaséat.-Nr. ENO362, Fermentas, St. Leon-Roth, Delaseh)
Thermo-Fast 96-Lochplattdiat.Nr. 82-1100A, Peglab, Erlangen, Deutschland)
PCR-Abdeckfolier(Kat.-Nr. 4311971, Applied Biosystems, Foster Cit$A)
Zentrifuge Rotanda 9@-ettich, Tuttlingen, Deutschland)

Alle Proben wurden in Triplikaten mittels Real-TigCR analysiert. Zur Vermeidung von
Kontaminationen mit Amplifikationsprodukten voraiggegener PCR-Reaktionen (,carry
over* Kontaminationen) wurde anstelle von Desoxyhidin-Triphosphat (dTTP) Desoxy-

Uracil-Triphosphat (dUTP) zusammen mit dem Enzynadi+N-Glykosylase (UNG) einge-

setzt, das kontaminierende, dUTP-enthaltende P©RuRte abbaut.

Ein 25 pl Reaktionsansatz enthielt: 1l cDNA (ergspend der cDNA-Menge von 1/10 Em-
bryo bzw. 0,1 Embryo-Aquivalent) bzw. 2 ul des Biarpt-spezifischen DNA-Standards (je
nach Verdiinnungsstufe 2 x%:020 Einzelstrang-Kopien, siehe Kapitel 3.5.28)emplate,
eine 1:500.000 Verdinnung von SYBR Green | Stamumgs 0,5 pM ROX-Referenz-
farbstoff, 1 x Reaktionspuffer B, 0,2 mM dNTPs, MnMagnesiumchlorid, 0,01 IU/ul Ura-
cil-N-Glykosylase, 0,3 uM Primer (sense und anss@rund 0,04 1U/ul HotFire Tag-Poly-
merase (Tab. 19).

Die einzelnen PCR-Komponenten wurden ohne Templateinem PCR-Mastermix zusam-
men pipettiert. Davon wurde das entsprechende Vaturnum Template gegeben. Die Proben
wurden in eine 96-Lochplatte pipettiert. Diese waurdit Folie verschlossen und fur 30 sec
mit 400 rpm zentrifugiert. Uracil-N-Glykosylase (\@&Y wurde vor den Amplifikationszyklen
bei 50 °C fur 5 min aktiviert und durch eine inididdenaturierung bei 95 °C fir 15 min wie-

der vollstandig inaktiviert. AnschlieBend wurden Afiplifikationszyklen mit 15 sec bei 95
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°C und 60 sec bei 60 °C durchgefuhrt. Nach Beemdjgder Reaktion wurden die PCR-
Platten bei -20 °C aufbewahrt.

Zum Ausschluf? von Kontaminationen im PCR-Mastermirden Negativkontrollen mit
Wasser anstelle von Template (non-template cortfoC) mitgefihrt. Aufgrund der mRNA-
Spezifitat der verwendeten Primer wurde auf mintisPRoben (RNA-Proben ohne Reverse

Transkription) verzichtet.

Tabelle 19: Reaktionsansatz fiir die gPCR-Analysen

Reagenzien Volumen (ul) Endkonzentration/pul
10 x Reaktionspuffer B 2,5 1x
2 mM dNTPs 2,5 0,2 mM
25 mM MgCb 4,0 4,0 mM
5 UM Primer se 15 0,3 uM
5 uM Primer as 15 0,3 uM
1 1U/ul Uracil-N-Glykosylase 0,25 0,01U
10 x SYBR Green | 0,5 0,2 X
25 UM ROX 0,5 0,5 uM
5 IU/ul HotFire TaqgPolymerase 0,2 0,04 U
H20 10,55
cDNA 1,0
Gesamtvolumen 25,0

& 0 %

Die Analyse der gPCR-Reaktion erfolgte mit der SExStware Version 1.1. Die gemessene
SYBR Green Fluoreszenz {Rwurde uber einen mitgefiihrten passiven Referebgfaff
(ROX, Anregungs-und Emissionsmaximum: 578 bzw. 608 normalisiert (Formel 7). An-
schlieBend wurde die Basislinie definiert, welcher #intergrund-Fluoreszenz der ersten
PCR-Zyklen entspricht. Hier gemessene ReportersEBkrenzen lassen sich nicht eindeutig
von einer vorhandenen Hintergrund-Fluoreszenz alagre In der Regel wurden die PCR-
Zyklen 3 - 15 fir die Berechnung der Hintergrunddfeszenz verwendet (Abb. 12). Fir
hoch-abundante Targets wie die 18S rRNA, deren Aikgion oftmals schon in friheren

PCR-Zyklen zu einem signifikanten Fluoreszenz-Aatstitihrte, wurde das Ende der Basis-
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linie 1 - 2 PCR-Zyklen vor Beginn der ersten messhamplifikation gelegt. Das normali-
sierte Fluoreszenz-Signal {R wurde um die Hintergrund-Fluoreszenz der Basislkoeri-

giert (Formel 8).
(7) Rs;n= Rs/ Rrox

(8) Rsn=Rsn- Reasisiinie

Nach der Basislinie wurde der Schwellenwert (tho&hT) definiert. Er wurde in die expo-
nentielle Phase der qPCR-Reaktion gelegt und extbminem Rs Wert von 0,2 (Abb. 12,
grine Linie). Der ermittelte CT (threshold cyclepiVentsprach dem PCR-Zyklus, in dem
der Rs tWert den Schwellenwert Giberschritt.
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1.0e+000 A | i |2 ] T .
a 1 (817 et | o1 et e
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Abbildung 12: Amplifikationsgraphiken des BAX-spezfischen DNA-Standards

Darstellung des normalisierten FluoreszenzwertBs, , auf der y-Achse und der 40 PCR-Zyklen auf
der x-Achse. Kopienzahl des DNA-Standaras:2 x 10, b-2 x 16, c-2 x 1d,d -2 x 10, e -2 x
1%, - 20 (ABI Prism 7000, Software Version 1.1).

Die mittels qPCR bestimmten CT-Werte der serield@rdinnungen von Transkript-

spezifischen DNA-Standards wurden fir die Genenigrder Standardgeraden verwendet
(Abb. 13). Fur die Berechnung der Kopienzahl dem$kript-spezifischen Fragmente wurde
der CT-Wert der Probe sowie der y-Achsenabschnitt die Steigung der Standardgerade in
Formel (9) eingesetzt. Dabei war zu beachten, dasgu bestimmende Kopienzahl in der

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

Die ermittelte Kopienzahl wurde mit dem Faktor 1Qltipliziert, da in eine qPCR-Reaktion
die cDNA-Menge entsprechend 1/10 Embryo (0,1 Emifgaivalent) 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 fiur die absolute Quarifizierung BAX-spezifischer Transkripte

Die Gr-Werte der seriellen Verdiinnungsstufen des BAX-DS8tAndards sind auf der y-Achse, die
zugehorigen Konzentrationen (Kopienzahl) logarigohiauf der x-Achse aufgetragen.

Aus den Kopienzahlen der Triplikate einer Probedeudie mittlere Kopienzahl bestimmit.
Extreme Einzelwerte (Ausreisser) mit mehr als Ifhéa Abweichung wurden ausgeschlos-
sen. Die Kopienzahlen von 3 unabhangigen Versuegheden zur mittleren Kopienzahl zu-

sammengefasst.
Analyse von Schmelzprodukten

Die entstandenen Amplifikationsprodukte wurden tdierSchmelzkurven von SYBR-Green
| untersucht. SYBR-Green | bindet unspezifisch applstrangige DNA. Mit der Schmelz-
kurvenanalyse wurde das Auftreten von (unerwinsgheimer-DNA-Hybridisierungen in

der gPCR-Reaktion Uberpruft. Spezifische Ampliksebmelzen in der Regel bei héheren

Temperaturen als Primer-Dimere (Abb. 14).

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

20 min von 60 °C auf 90 °C erhitzt und dabei dieiteente Fluoreszenz gemessen. Die
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Schmelztemperatur ist gekennzeichnet durch eineimade Abnahme des Fluoreszenz-

Signals aufgrund einer Spaltung der DNA-Doppelgiegéim Einzelstrange.

Dissociation Cung

=
= Amplikons

e - P

Non Te;nplafe Cor

1 /' W2
trol (NTC) Non Template Control (NTC)
5 5

Tempsrature {C) Temperalure (C1

Abbildung 14: Dissoziationskurven des BAX-Amplikons

Die amplifizierten PCR-Produkte wurden im AnschlassqPCR-Reaktion aufgeschmolzéh) Dar-
stellung der Abnahme der Fluoreszenz (Raw, y-Achsefrhéhung der Temperatur von 60 °C auf 90
°C (x-Achse).B) Darstellung der Fluoreszenz-Anderung (dF) als Banlder Temperatur (Derivate,-
dF/dT). Primer-Dimere in der Negativkontrolle (ntemplate control, NTC) haben eine niedrigere
Schmelztemperatur (77 °C) als das BAX-Amplikon {85.

D18 ) : 2

Bildtafeln und -montagen wurden mit der SoftwareoBe Photoshop Version CS2 angefer-

tigt.
D1?

Die Auswertung und graphische Darstellung der Datdolgte mit Microsoft Exel 2003 und
SPSS (Statistical Package for the Social Sciendsjon 16.0 und 17.

Zum Vergleich von Mittelwerten unabhangiger Probamrde derStudent’sI-Test bzw. der
Mann-Whitneyl-Test eingesetzt. Unterschiede mit einer Irrtumsseteinlichkeit vorP

0,05 wurden als signifikant, vdd 0,005 als hoch-signifikant angesehen.
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Fur die Herstellung von Rinderembryonen wurden Qusikizell-Komplexe (cumulus-
oocyte-complexes, COCs) aus insgesamt 1.255 Ovgasaohlachteter Rinder isoliert (siehe
Tab. 36, Anhang). Eine Gesamtzahl von 4.806itro gereiften undn vitro fertilisierten Ei-
zellen wurde nach dem Entfernen der Cumuluszelle3f4, 5, 6 bzw. 7 Tage vitro kulti-
viert. Insgesamt wurden 17 unabhéngigeitro Fertilisationen durchgefuhrt, mindestens drei
pro Untersuchungszeitpunkt (Tab. 20). Die Teiluatgsrd. h. der Anteil der befruchteten und
geteilten Eizellen an Tag 3, betrug 88 + 5 ProZbhttelwert + SD von 17 Experimenten),
die Blastozystenrate 25 + 7 Prozent an Tag 6 (S&xm@nte) und 37 + 5 Prozent an Tag 7 (4
Experimente).

Tabelle 20:In vitro Produktion boviner Embryonen

Zeitpunkt Experimente Eizellen Teilungsraté  Blastozystenrate
Tag (h) *

3(72) 3 514 807

4 ( 96) 3 843 9014

5 (120) 4 1.244 90+2

6 (144) 3 1.006 88+3 25+7

7 (168) 4 999 90z+1 375

gesamt 17 4.606 885 32+6

*nach Zugabe der Spermien zu darvitro maturierten Cumulus-Eizell-Komplexen (COCs, I.LE.T.S
Klassen 1 und 2);potentiell befruchtete Eizellen fiir die vitro Kultur; *Prozent befruchtete und ge-
teilte Eizellen an Tag 3;Prozent Blastozysten an Tag 6 und 7; Mittelwerttan8ardabweichung

Nach Beendigung den vitro Kultur wurden die Embryonen von einem erfahrenenetsu-
cher unter dem Stereomikroskop nach ihrem Entwiggdstand klassifiziert und selektiert.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 21 zusammengefa®jeem Untersuchungszeitpunkt wur-
den nur die Embryonen analysiert, die eines de¥onfield definierten Entwicklungsstadien
erreicht hatten (siehe Kapitel 3.2). Die stereonskopische Klassifizierung und Selektion
der Embryonen wurde photographisch dokumentierbildbng 15 zeigt exemplarisch fur
jedes der insgesamt 15 Entwicklungsstadien von3Tag 7 die stereomikroskopische Auf-
nahme eines Pools von 10 Embryonen. Unbefruchtedl&n (unfertilized oocytes, UFOSs)
bzw. nicht geteilte Zygoten, erheblich entwicklungzdgerte Embryonen und bereits dege-

nerierte Embryonen wurden nicht weitergehend aretys
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Tabelle 21: Stereomikroskopische Klassifizierung baner in vitro Embryonen

Zeitpunkt, Tag (h)*

Stereomikroskopische Klass#izing Embryonen/Eizeller{%)

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)
frihe 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)
schlipfende Blastozyste 67 (7)
gesamt 999

*nach Zugabe der Spermien zu dervitro maturierten Cumulus-Eizell-Komplexen (COC#nzahl
(Anteil) Embryonen/Eizellen aus drei (Tag 3, 4b@v. vier (Tag 5, 7) biologischen Replikaten; UFOs
- unbefruchtete Eizellen (unfertilized oocytes)
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Abbildung 15: Stereomikroskopische Klassifizierungvon Rinderembryonen

Die in vitro fertilisierten und kultivierten Embryonen wurdenl5 vordefinierte Entwicklungsstadien
von Tag 3 bis 7 nach IVF selektiert.
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FiUr eine Beurteilung der Relevanz der Ergebnissm aitro Embryonen wurden parall@h
vivo Embryonen analysiert. Fur die Gewinnung worvivo Embryonen wurden zwei unab-
hangige Versuche mit 10 Spendertieren durchgefithet.Zyklus-synchronisierten Spender-
tiere wurden hormonell zur Reifung und Ovulationltipler Eizellen stimuliert (Superovu-
lation). Zur Befruchtung den vivo gereiften und ovulierten Eizellen wurden die Sgehdre

0, 15 und 24 h nach Induktion der Ovulation kioktlbesamt (artificial insemination, Al).
Sieben Tage (159 h) nach der dritten Al wurdenktigryonen nicht-invasiv durch Sptlen
der Uterushdrner gewonnen. Der EntwicklungsstardEsebryonen wurde von einem er-
fahrenen Untersucher unter dem Stereomikroskop medwgisch beurteilt. Die Ergebnisse
der Klassifizierung sind in Tabelle 22 zusammen@efilnsgesamt wurden 2118 vivo Emb-
ryonen und Eizellen gewonnen. 53 kompaktierte Magulind 78 noch nicht geschlipfte
Blastozysten wurden als Embryotransfer-tauglicrsdifziert und fur die Analysen mittels
CLSM, TEM und RT-gPCR-Analysen ausgewahlt. Pro 8Spetrer und Versuch wurden im
Mittel 6,5 = 1,4 (MW = SD) Transfer-taugliche Embnen gewonnen (Tab. 37, Anhang).
Unbefruchtete Eizellen (unfertilized oocytes, UF®gWw. nicht geteilte Zygoten, erheblich
entwicklungsverzogerte Embryonen und bereits dehutilegenerierte Embryonen wurden

nicht weitergehend analysiert.

Tabelle 22: Gewinnung bovinelin vivo Embryonen

Zeitspanne nach Al Stereomikroskopische Klassifizierung Embryonen/iene(%)

Tag (h)*

6-7 UFOs 56 (25)

(159/168/183) degeneriert 31 (15)
kompaktierte Morula/frihe Blastozyste 53 (25)
nicht-expandierte/expandierte Blastozysten 78 (35)
gesamt 218

*nach 3-maliger kunstlicher Besamung (artificiab@émination, Al); Anzahl (Anteil) Embryonen/Ei-
zellen aus 2 Versuchen mit 10 Spendertieren; UR@defruchtete Eizellen (unfertilized oocytes)
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Fiur die Bestimmung der Zellzahlen und Zelluntergamgirden mittels konfokaler Lasers-
canning-Mikroskopie erzeugte 3-Kanal-Bildstapelafismission, DAPI, FITC) von optischen
Serienschnitten 3-dimensional praparierter Embrgoa@alysiert. Die Transmissionsauf-
nahmen lieferten wichtige strukturelle Informatiariéber die allgemeine Embryo-Architektur
wie z. B. die Grol3e und Form der einzelnen Blastemeintrazellulare Vakuolen, zytoplas-

matische Abgrenzungen und interzellulare Hohlraume.

Die Zellzahl pro Embryo wurde Uber die Anzahl deAM-gefarbten Zellkerne und mi-
totischen Figuren bestimmt. Das Auftreten mehriganiZellen wurde vernachlassigt. Kon-
densierte, fragmentierte und degradierte Zellkesonwie Reste mitotischer Figuren wurden
als Zelluntergdnge gewertet. Zusatzlich wurde dafiréten von DNA-Fragmentation, ein
Indiz fur Apoptosejn situ mit dem TUNEL-Test (siehe Kapitel 3.3.2) sichtigemacht. Die
Auswertung der TUNEL-Bilder (FITC) erfolgte im dikten Vergleich mit den DAPI-Bildern.

In Abbildung 16 ist stellvertretend fur die 15 st@mikroskopisch definierten Entwicklungs-
stadien von Tag 3 bis 7 jeweils ein reprasentatirebryo dargestellt. Die Abbildungen zei-
gen jeweils alle DAPI-gefarbten Zellkerne eines Eyob in einer Maximum-Intensitats-Z-
Projektion.
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Abbildung 16: Prototypen der stereomikroskopisch dénierten 15 Entwicklungsstadien von Tag
3 bis 7 nach IVF

Darstellung jeweils aller DAPI-gefarbten Zellkereines Embryos in einer in einer Maximum-
Intensitats-Z-Projektion.
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In Tabelle 23 sind die Ergebnisse der morphologiscbintersuchung an mehr als 25.000
Zellkernen zusammengefasst. Uber die DAPI-Farbumgien insgesamt 2.399 Zellkerne mit
morphologischen Kennzeichen von programmiertemtagkllidentifziert. 67 Prozent der
DAPI-positiven Zelluntergange waren im TUNEL negaas Problem bei der Auswertung
von TUNEL war, dass hochkondensierte bzw. fragneetati Zellkerne entweder negativ,
schwach oder intensiv TUNEL gefarbt waren. Gleidigevaren morphologisch intakte Zell-
kerne schwach bis deutlich TUNEL geféarbt (Abb. 1&#$. war nicht moglich, einfache und
konsistente Kriterien zu finden, um eine schwadger spezifische TUNEL-Fluoreszenz
morphologisch intakter Zellkerne und mitotischegu¥en von unspezifischer Hintergrund-
Fluoreszenz zu trennen. Die Quantifizierung vorlutgérgangen wurde deshalb allein durch
die morphologische Analyse der DAPI-Bildstapel dhgrefiihrt.

Tabelle 23: Zelluntergange nach DNA-Farbung mit DAP 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 dervitro maturierten Cumulus-Eizell-Komplexen (COCSumme
bzw. Mittelwert; (D+) DAPI-positiv: Zellen mit korehsierten, fragmentierten und degradierten Zell-
kernen; (T+) TUNEL-positive Zellen (mit DNA-Fragm&rung), die gleichzeitig DAPI-positiv wa-
ren; Anteil der DAPI-positiven (D+) Zelluntergéange, di&JNEL negativ (T-) waren. Abklrzung:
TUNEL - terminal deoxynucleotidyl-transferase (Tdwgdiated dUTP nick end labeling
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Abbildung 17: Nachweis von Zelluntergangen nach DNAarbung mit DAPI und TUNEL

DNA-Farbung (DAPI, weil3), DNA-Fragmentierung (TUNEjrin).(a und c) Tag 3 IVF-Embryonen
und (b) Tag 5 IVF-Embryo (Z-Projektionen). Im DAPI pos#ivZelluntergdnge mit kondensiertem
bzw. fragmentiertem Chromatin waren negativ (a&rack), schwach positiv (bb™: Pfeile) bzw. inten-
siv (aa’: Pfeil) TUNEL gefarbt. Mitotische Figuréob™: Kreis) und Spermien (aa’: Stern) waren hau-
fig TUNEL positiv. Morphologisch intakte Zellkerngaren teilweise schwach bis deutlich TUNEL
positiv (cc’). Abkiirzung: TUNEL - terminal deoxyreaotidyl-transferase (TdT) mediated dUTP nick
end labelling
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Die in vitro Maturation, Fertilisation und Embryo-Kultur wurdenter strikt standardisierten

und fur alle Experimente identischen Bedingungemclugefihrt. Die Embryonen eines
Kulturansatzes waren aber zu jedem Untersuchurigsnéi extrem heterogen. Deshalb wur-
dendie Embryonen von einem erfahrenen Untersucher aiee Stereomikroskop morpho-

logisch hinsichtlich ihres Entwicklungsstandes beilirund in definierte Entwicklungsstadien

pro Untersuchungszeitpunkt vorselektiert (sieheiteq3.2). Insgesamt wurden so 15 Ent-
wicklungsstadien von Tag 3 bis 7 nach IVF untersdén.

Die Heterogenitdt der Embryonen war aber auch aibrder einzelnen, stereomikros-
kopisch definierten Entwicklungsstadien sehr greBwohl hinsichtlich der Zellzahl als auch
hinsichtlich der Anzahl an Zelluntergdngen. Dagtzdie Schwierigkeiten auch fur erfahrene
Untersucher, den Entwicklungsstand und insbesordiergellzahl mit dem Stereomikroskop

richtig abzuschatzen.

Die heterogene Entwicklung der Zellzahl von Tagi8 b mit den 15 stereomikroskopisch
definierten Entwicklungsstadien ist in Abbildung d&gestellt. Die Embryonen sind charak-
terisiert durch eine enorme Variabilitat der Zetiem an allen Untersuchungszeitpunkten und
in allen Kulturansatzen, auch bei gleicher ster&omskopischer Klassifizierung (Abb. 18 A).
Ein reprasentatives Beispiel fur die grol3e Hetemdage der Entwicklung innerhalb eines
Kulturansatzes ist in Abbildung 18 B gezeigt. DiaB-gefarbten Zellkerne und Mitosefigu-
ren von zwei Tag 5 IVF-Embryonen sind durch einexiiaim-Intensitats-Projektion konfo-
kaler Serienschnitte in einer Ebene dargestellt.dbere Embryo wurde stereomikroskopisch
als entwicklungsverzogert eingestuft und enthielt 15 intakte Zellkerne unterschiedlicher
GroRRe. Der untere Embryo wurde stereomikroskopashir diesen Zeitpunkt weit entwi-
ckelt eingestuft und enthielt 48 Zellkerne verhidhtmil3ig einheitlicher Grolie.

Das Auftreten von Zelluntergdngen an Tag 3 bis f7dan 15 stereomikroskopisch definierten
Entwicklungsstadien ist in Abbildung 19 dargestdliie am weitesten entwickelten Embryo-
nen enthielten an Tag 3 bis 5 die wenigsten, an7Tdgnn die meisten untergehenden/toten
Zellen (Abb. 19 A). Der Anteil der Embryonen mitmdestens einer untergehenden/toten Zel-
le stieg von Tag 3 bis 7 auf 100 Prozent. Dabéiielien an Tag 3 bis 5 deutlich mehr Emb-

ryonen mit verzoégerter Entwicklung mindestens eingergehende/tote Zelle (Abb. 19 B).
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Die detailierten Zellzahlen und Zelluntergange &nderembryonen aus den 15 stereo-

mikroskopisch unterschiedenen Entwicklungsstadmm Tag 3 bis 7 sind in den Tabellen 24

und 25 aufgefuhrt.

An Tag 3 schwankte die Zellzahl zwischen 2 und 2lled pro Embryo, der Median betrug
10 Zellen. Dabei wurde in 48 Prozent der Embryomémdestens eine untergehende/tote Zel-
le identifiziert. Tag 4 IVF-Embryonen enthielten Mhedian 16 Zellen bei einer Spannweite
von 5 bis 35 Zellen. Die Zellzahl kompaktierter Miae an Tag 5 schwankte von 14 bis 79
Zellen mit einem Median von 41 und einem Mittelw@\W) von 47 (Standardabweichung,
SD: 19). Von Tag 3 bis 6 stieg der ProzentsatzEshebryonen mit mindestens einer unterge-
henden/toten Zelle von 48 Prozent auf 92 ProZanilag 7 variierte die Zellzahl in Blasto-
zysten zwischen 49 und 288 Zellen, wahrend der &ebei 159 Zellen lag (Tab. 24). Alle
untersuchten Tag 7 Blastozysten wiesen mindesiersuatergehende/tote Zelle auf. Interes-
santerweise wurde dabei in den schlipfenden Blgstiez die hochste Zahl von Zellunter-

gangen beobachtet.
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Abbildung 18: Heterogene Entwicklung der Zellzahl nnerhalb der 15 verschiedenen Entwick-
lungsstadien von Tag 3 bis 1 vitro

(A) HeterogeneAnstieg der Zellzahl: An allen Untersuchungszeigan und in allen Kulturansatzen
ist die Zellzahl pro Embryo sehr variabel, auch deicher stereomikroskopischer Klassifizierung.

Whisker-Boxplot-Diagramm: Median (Querstrich) urisi I2zw. 75 Perzentile (Box), 5 und 95 Perzen-
tile (Whisker).

(B) Repréasentatives Beispiel fur die heterogene Ektwng innerhalb eines Kulturansatzes: Die

DAPI-gefarbten Zellkerne und Mitosefiguren von zweg 5 IVF-Embryonen sind durch eine Maxi-

mume-Intensitats-Projektion konfokaler Seriensclenitt einer Ebene dargestellt. Der obere Embryo
enthalt insgesamt nur 15 intakte Zellkerne unteestticher Grol3e und wird stereomikroskopisch als
entwicklungsverzogert beurteilt. Der untere Embeyohalt insgesamt 46 intakte Zellkerne vergleich-
barer GroRRe und wird stereomikroskopisch als weiviekelt beurteilt.

() Die stereomikroskopisch an den 5 Untersuchuntysaeikten jeweils am weitesten entwickelten
Embryonen werden fir die Generierung von entwicftiypischen Abundanz-Profilen ausgewéahlter
Apoptose-assoziiierter Transkripte verwendet (skehgitel 3.5).
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Abbildung 19: Zelluntergange innerhalb der 15 vershiedenen Entwicklungsstadien von Tag 3
bis 7in vitro

(A) Anstieg der Zelluntergange. Die am weitesten eri@ten Embryonen zeigen an Tag 3 bis 5 die
wenigsten, an Tag 7 dann die meisten untergehewtEm/Zellen. Whisker-Boxplot-Diagramm:
Median (Querstrich) und 25 bzw. 75 Perzentile (B&)ind 95 Perzentile (Whisker).

(B) Anstieg der Embryonen mit Zelluntergangen. Der ArEenbryonen mit mindestens einer unter-
gehenden/toten Zelle steigt von Tag 3 bis 7 auf R@frent. Dabei enthalten mehr Embryonen mit
verzogerter Entwickung an Tag 3 bis 5 mindestens entergehende/tote Zelle.
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Tabelle 24: Zellzahlen und Zelluntergange in Tag Bis 7 Rinderembryonenin vitro

Zeitpunkt/ n Anzahl Zellen
Klassifizierung* total untergehend/tot | Zelltod-Index (%)
Tag 3 (72 h)
2 -7 Zellen 27 7, T7%3; 2-18 2+2; 0-10 25;33%26;0-88
8 -12 Zellen 29 9, 9+x2; 4-16 ; D1, 0-3 0; 5£9; 0-33
> 12 Zellen 26 14; 15+3; 11-21 0+1; 0-2 0; 3x5; 0-17
gesamt 82 10; 10+ 4; 2-21 0; 1+2;-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;, 0-7| 12;14+16;0-67
> 20 Zellen 25 20; 21+6; 12-35 D+1l; 0-5 0; 4+7, 0-36
gesamt 83 16; 16 + 6; 5-35 1, 2+£0;-7 7,15+ 23;0-90
Tag 5 (120 h)
6 - 20 Zellen 30 24; 27+15; 5-66 B4, 0-14 13;21+24;0-85
Morula 24 32; 35+x17; 5-77 2, 3+4)-14| 4;15+22;0-73
komp. Morula 15 51; 47+19; 14-79 1+2; 0-9 2, 3+4; 0-13
gesamt 69 31, 34+£18; 5-79 2, 3+£0;-14) 5;15+23;0-85
Tag 6 (144 h)
Morula 30 60; 69+ 34; 21-143 7, 7x3)-17, 9;13+14;0-59
frhe Blastozyste| 29 89; 84+32; 12-13%; 5+4; 0-18 7, 7x6; 0-27
Blastozyste 27 | 140; 131 £ 40; 59 - 19y 6, 86, @-25, 65 0-21
gesamt 86 91; 94+44;, 12-197 ©6; 748;-21| 6; 9+8; 0-59
Tag 7 (168 h)
Blastozyste 27 | 110;120+44; 54-215 16;15+6; 4-32;13+6; 5-27
exp. Blastozyste 30 164;169+56; 49-284 IT6+B;, 7-38 10;11+5; 3-25
schl. Blastozyste | 20 215; 218 + 39; 143 -288 234+20;7-45 11;11+4; 4-18
gesamt 77| 159; 162 +60; 49-288 17;18+9%48| 11;12+5; 3-27

*Zeitpunkt nach Zugabe der Spermien zu denvitro maturierten Cumulus-Eizell-Komplexen

(COCs), Klassifizierung der Embryonen unter denregtmikroskop; Anzahl untersuchter Embryo-

nen; Anzahl Zellen pro Embryo; Werte sind: Median; Mittert + Standardabweichung; Spannweite;
nicht-expandiert; Abkirzungen: komp. - kompaktiesp. - expandiert; schl. - schlipfend
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Tabelle 25: Anteilin vitro produzierter Rinderembryonen mit Zelluntergangen

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)
frihe 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)
schlipfende Blastozyste 20 20 (100)
gesamt 77 77 (100)

*Zeitpunkt nach Zugabe der Spermien zu danvitro maturierten Cumulus-Eizell-Komplexen
(COCs), Klassifizierung der Embryonen unter denrettmikroskop; Anzahl untersuchter Embryo-

nen; nicht-expandiert
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In Blastozysten wurden Zellen der inneren Zellmg#S#1) und des Trophoblasten (TB) ge-
trennt ausgewertetn vitro wurden nicht-expandierte Blastozysten an Tag 6 Wii#i44 und

168 h) nach Zugabe der Spermien zu den Eizellebdwet, expandierte und schlipfende
Blastozysten nur an Tag 7. Insgesamt wurden 104t@&tgsten in vier stereomikroskopisch
unterschiedenen Stadien analysiert. Die vier Biastienstadien wurden hinsichtlich der Ge-
samtzellzahl und Zellzahl in ICM und TB sowie heiglich der Zelluntergdnge verglichen.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 26 dargestellt.

Die an Tag 6 nach IVF am weitesten entwickelten Bxoioen hatten das Stadium der nicht-
expandierten Blastozyste erreicht. Sie besalien @allen und einen hoheren Anteil ICM-
Zellen im Vergleich zu nicht-expandierten Tag 7 dtaysten. Gleichzeitig wurden in den
nicht-expandierten Tag 6 Blastozysten im Median igenZelluntergdnge (5 Prozent) beo-
bachtet als in den nicht-expandierten Tag 7 Blasten (12 Prozent). Der Anteil der unter-
gehenden/toten Zellen in der ICM betrug in nichpaaxdierten Tag 6 Blastozysten im Median
6 Prozent und in nicht-expandierten Tag 7 Blastiezysl8 Prozent (Tab. 26). In nicht-
expandierten Tag 6 Blastozysten betrug die ZellmmhMedian 140, in schlipfenden Tag 7
Blastozysten im Median 217 Zellen (Tab. 26). Diddr@ Zellzahl in den schlipfenden Tag 7
Blastozysten beruhte in erster Linie auf einer gré Zahl von Trophoblastzellen (Abb. 20).
In den expandierten und schlipfenden Tag 7 Blastemylag der Anteil untergehender/toter
Zellen in der ICM im Median bei 20 und 27 Prozentdwvar deutlich hoher als in den nicht-
expandierten Tag 6 Blastozysten mit 6 Prozent (2&l. Gleichzeitig blieb die Zahl der in-
takten ICM-Zellen (Gesamtzellzahl minus untergele#tade Zellen) konstant (Abb. 20). Sie
lag in den nicht-expandierten Tag 6 Blastozysteshinrden schltiipfenden Tag 7 Blastozysten
im Median bei 64 (Abb. 20). Dies konnte auf einegtlation der Zellzahl der ICM durch
programmierten Zelltod hindeuten. Der Anteil unedrgnder/toter Zellen im TB blieb kon-
stant niedrig (Abb. 20, Tab. 26).

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

Tag 7 (schlupfend, Abb. 20) fuhrte zu folgendenl&tfolgerungen:
1. Der Anstieg der Zellzahl beruht vor allem auf eidanahme der Trophoblastzellen.
2. Der Anstieg der Zelluntergange beschrankt sichdasschliel3lich auf die ICM.

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

konstant.
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Tabelle 26: Zellzahlen und Zelluntergange in der ineren Zellmasse (ICM) und im Trophoblasten (TB) veschiedener Blastozystenstadien

Zeitpunkt/ Stereo- | n Zellzahl Zelluntergénge
mikroskopische Zellzahl-Index (%) Zelltod-Index (%)
Klassifizierung*
total ICM B total ICM B
nicht-expandierte 27 | 140/131+40] 67/65%27 71/71+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)
A7 /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 7/18+7
(19 - 59) (41 - 81) (5-27) (0 - 67) (0-27)
expandierte 30 | 164/169+56| 66/73+31 92/98 + 30 16/17+8 12/12+ 6 4/5+3
Blastozyste (d 7) (49 - 284) (20 - 139) (35 - 151) (7 - 38) (4 - 24) (0 - 15)
42/42+8 58 /59 + 8 10/11+5 20/ 20+ 10 4/5+4
(19 - 56) (44 - 81) (3 - 25) (4 - 40) (0 - 20)
schlupfende 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 27 128+ 12 4/3%2
(16 - 46) (54 - 84) (4 - 18) (12 - 60) (0 - 8)

*Zeitpunkt nach Zugabe der Spermien zu gewitro maturierten COCs, Klassifizierung der Embryoneteudem Stereomikroskoppro Embryo; Werte: Median /
Mittelwert + Standardabweichung (Spannweite)
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Abbildung 20: Zellzahlen und Zelluntergdnge in nicli-expandierten Tag 6 Blastozysten und
schliipfenden Tag 7 Blastozystem vitro

Die hohereZellzahl in schlipfenden Tag 7 Blastozysten benul@rster Linie auf einer Zunahme der
Trophoblastzellen (TB). Der Anstieg der Zelluntergé beschrankt sich fast ausschliellich auf die
innere Zellmasse (ICM). Gleichzeitig bleibt die Zder intakten ICM-Zellen (Gesamtzellzahl minus
untergehende/tote Zellen) konstant. Whisker-Boxpliaigramme: Median (Querstrich) und 25 bzw.
75 Perzentile (Box), 5 und 95 Perzentile (Whisk&bkirzungen: Bl. - Blastozyste, schl. Bl. - schlip
fende Blastozyste
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Fir eine Beurteilung der Relevanz der Ergebnissm aitro Embryonen wurden parallet

vivo Embryonen analysiert, die aus hormonell superevtgin Spendertieren 6 - 7 Tage (159 -
183 h) nach kunstlicher Besamung nicht-invasiv duspilen der Uterushdrner gewonnen
wurden (siehe Kapitel 3.1.2). Zu diesem Zeitpunkirden Embryonen vom Stadium der
kompaktierten Morula bis zur expandierten Blasttezysoliert, jedoch keine schlipfenden

Blastozysten.

In vivo entwickelte Morulae und Blastozysten wurden imiitro produzierten kompaktierten

Morulae und (nicht geschliipften) Blastozysten vag © (144 h) und 7 (168 h) verglichen -
hinsichtlich der Gesamtzellzahl und der Zellzahl@M und TB und hinsichtlich der aufge-

tretenen Zelluntergange. Aufgrund der geringen Ahzarfiigbareiin vivo Embryonen wur-

den die Entwicklungsstadien zusammengefasst zu:

1. Morulae: kompaktierte Morulae und beginnende (friihe) Biagsten mit noch nicht klar

abgrenzbarer ICM.

2. Blastozysten nicht-expandierte und expandierte Blastozysten

Die Zellzahlen und Zelluntergange der untersucMerulae undBlastozystenn vitro undin
vivo sind in Tabelle 27 zusammengefalit. Dievivo entwickelten Morulae und Blastozysten
waren ebenso heterogen wie dievitro produzierten Embryonen - sowohl hinsichtlich der
Zellzahlen als auch hinsichtlich der Zahl von Zetkrgéngen. In den untersuchitenvitro
Morulae schwankte die Zellzahl von 22 bis 143 lweeée Median von 7Gn vivo von 38 bis
173 bei einem Median von 117. Der Anteil untergeleeftoter Zellen lag im Median bei 13
Prozentin vitro und bei 10 Prozenin vivo (Tab. 27). In den untersuchten Blastozysten
schwankte die Zellzahih vitro von 38 bis 284 bei einem Median von 143 umdivo von 87
bis 180 bei einem Median von 133. Blastozystewitro undin vivo zeigten eine hohe Inzi-
denz an Zelluntergéngen in der ICM: Der Anteil ugélender/toter Zellen in der ICM betrug
im Median 16 Prozenn vitro und 17 Prozenh vivo(Tab. 27).
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Tabelle 27: Zellzahlen und Zelluntergange in Morul& und Blastozystenin vitro und in vivo
Zeitpunkt/ n Zellzahl Zelluntergéange
Stereomikroskopische ~ Klassi- Zellzahl-Index (%) Zelltod-Index (%)
fizierung*
total ICM B total ICM B
In vitro (d 6 - 7)
kompaktierte Morula/ 59 76/76 £ 34 5/6+x4
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)
42143+ 9 58/57%9 10/10+6 16 /17 +£12 5/6x6
(19 - 62) (38 - 81) (0-27) (0 -67) (0 - 26)
Invivo (d 6 - 7)
kompaktierte Morula/ 31 1177111 £ 32 10/12+8
frihe Blastozyste (38 -173) (0-31)
10/10+£11
(0 - 26)
nicht-expandierte Blastozyste/19 133/131+26| 59/56 + 14 72175+ 18 13/14+9 10/12+8 2122
expandierte Blastozyste (87 - 180) (30 -81) (51 - 110) (0-34) (0 -30) (0-15)
42143 +7 58/57+71 11/11 7 17/23+£19 3/4+4
(28 - 58) (42 -72) (1-26) (0-77) (0-17)

*Zeitpunkt nach Zugabe der Spermien zu gewitro maturierten COCs, Klassifizierung der Embryoneteudem Stereomikroskoppro Embryo; Werte: Median /

Mittelwert + Standardabweichung, (Spannweite)



ERGEBNISSE 109

# o<

Ein kritischer Faktor fir den heterogenen Anstiey dellzahl ist vermutlich der Entwick-
lungsstop friiher Blastomeren vor bzw. wahrend dmug#Genomaktivierung, die beim Rind
wéahrend des vierten Zellzyklus separat in den émereBlastomeren stattfindet (Memili et
al., 1998). In Abbildung 21 ist ein Tag 5 IVF-Embr{120 h nach Zugabe der Spermien) dar-
gestellt, der mehrere, in ihrer Entwicklung armeéeBlastomeren enthélt. Diese kdonnen tber
die GroRRe des Zytoplasmas im Durchlicht verschiedeGenerationen zugeordnet werden.
Auffallig sind die grol3en Zellkerne mit peripherridensiertem Chromatin, das sich nur
schwach mit DAPI anfarbt. Bei drei von diesen Kerrset das Chromatin stark TUNEL posi-

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

Entwicklungsstop friiher Blastomeren vor bzw. wakrater Hauptgenomaktivierung im Embryo
(Rind: 4. Zellzyklus). Auffallig sind die groRen [Heerne mit peripher kondensiertem Chromatin
(Kreise), das sich nur schwach mit DAPI anfarbt wedlveise TUNEL positiv ist. Nur in einer

Blastomere fanden weitere Zellteilungen statt. IPfedlkorper, TUNEL positiv. DNA-Farbung mit

DAPI (blau bzw. Grauwert) und TUNEL-Farbung (griawb Grauwert); Z-Projektionen: 150 optische
Serienschnitte wurden in eine Ebene projiziert.

## )% 13 =>

Ein charakteristisches Kennzeichen von entwickluagggerten Embryonen mit einer fur
den Entwicklungszeitpunkt niedrigen Zellzahl waranffallige Gréf3enunterschiede von
DAPI-gefarbten Zellkernen. Das gab Anlal3, die Kedfign in Tag 3 - 7 IVF-Embryonen zu
messen. Wahrend ihrer Entwicklung zur Blastozysik $ich die Zygote in immer kleinere
Zellen. Dabei nimmt neben der Gro3e des Zytoplasauaf die KerngrofRe erheblich ab.
Offensichtlich arretierte, frihe Blastomeren (enkesr an der Grol3e des Zytoplasmas) ent-
hielten teilweise auffallig grol3e Zellkerne untdrigcllicher Morphologie. Die Kerngro3e
konnte somit neben bzw. mit morphologischen Merlemalls Parameter zur Unterscheidung

der ersten Zellgenerationen im Embryo dienen.

Zur Vereinfachung wurde anstelle des Volumens diéximale Flache der DAPI-gefarbten
Zellkerne im konfokalen Bildstapel als MaRR fur df@rngrofRe bestimmt (siehe Kapitel
3.3.7.2). An Tag 3 bis 5 wurden jeweils alle Zetlie eines Embryos, an Tag 6 und 7 jeweils
25 - 30 zufallig ausgewéhlte Zellkerne gemesseiatn7 Blastozysten wurden Zellkerne von

ICM und Trophoblast getrennt analysiert.

In Tabelle 28 sind die mittleren Zellkerngrof3en \Embryonen an Tag 3 bis 7 nach IVF zu-
sammengefasst. An allen Untersuchungszeitpunkteenmdie Kernflachen innerhalb eines
Embryos extrem heterogen. Mdgliche Ursachen dafiid slie asynchrone Teilung der
Blastomeren und der Entwicklungsstop einzelner tBfasren in vielen Embryonen. Eine
signifikante Abnahme der Kernflache wurde erstnaalsTag 5 gemessen. Die mittlere Kern-
flache sank von 179 + 67 |fr(Standardabweichung, SD) an Tag 3 auf 146 + 50($M@) an
Tag 5 und 118 + 29 pfan Tag 6 (Tab. 28). In Tag 7 Blastozysten wamditlere Kernflache
von TB-Zellen mit 118 + 36 pfiim Vergleich zu Tag 6 unveréndert, in der ICM it 27
um? (SD) jedoch signifikant kleiner als im TB (Tab.)28
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Tabelle 28: Mittlere Kerngré3e in Rinderembryonen an Tag 3 bis 7in vitro

Zeitpunkt/ n KerngréRRe (Flache in pin
Klassifizierung* total ICM B
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 2349146 + 50; 35 - 618

Tag 6 (144 h)
komp. Morula 621 | 114 + 27; 69 - 340
frhe Blastozyste| 883 128 + 31; 69 - 27}

T

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 | 1271114 + 33;42 - 313 | 102 + 27: 42 - 255 | 121 + 35: 49 - 313
(n = 475) (n = 796)

gesamt 2375111 £ 35,42 -325 | 98+ 27;42 - 255 | 118 + 36; 44 - 325
(n=814) (n = 1561)

*nach Zugabe der Spermien zu dervitro maturierten Cumulus-Eizell-Komplexen (COCSs), Kifiss
zierung der Embryonen unter dem Stereomikroskofnzahl untersuchter Zellkerne;nicht-
expandiert; Werte sind: Mittelwert + Standardabwwaitg; Spannweite;Signifikanz vonP< 0,01 mit
Studentst - Test; nicht-expandiert; Abkirzungen: komp. - kompaktiezkp. - expandiert; schl. -
schlipfend
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Die mRNA-Expression von insgesamt zehn Apoptosezasgen Genen mit Funktion in der
Initiation, Regulation bzw. Exekution der Apoptosarde inin vitro gereiften Eizellen und
frihen Embryonen vom Rind analysiert. FUr die g¢ieatige Quantifizierung aller ausge-
wahlten Transkripte in einer Probe wurde jeweils Giesamt-RNA von einem Pool von 10
Eizellen/Embryonen mittels Trizol-Chloroform isatieNeben 24 hin vitro gereiften Eizellen
wurdenin vitro fertilisierte und 3 bis 7 Tagm vitro kultivierte Embryonen analysiert, die
hinsichtlich ihres Entwicklungsstandes unter demredimikroskop in 15 verschiedene Ent-
wicklungsstadien selektiert wurden (siehe Kapitdl. Bund 3.2.). Es wurden mindestens 3
biologische Replikate pro Zeitpunkt und Entwicklgetadium analysiert. Parallel dazu wur-
denin vivo entwickelte Embryonen untersucht, die 6 bis 7 Tageh kinstlicher Besamung
aus superovulierten Spendertieren nicht-invasicldupilen der Uterushdrner gewonnen
wurden (siehe Kapitel 3.1.2). Fur die Synthesedgpondierender DNA-Fragmente aus der
isolierten Gesamt-RNA wurden Random-Hexamer (RH1REr verwendet. Die Quantifizie-
rung der ausgewahlten Transkripte erfolgte mittpisintitativer Real-Time RT-PCR unter
Verwendung von mRNA-spezifischen Primern. Fur eBestimmung der Kopienzahl pro
Embryo (absolute Quantifizierung) tber eine Kaébkurve wurde fur jedes untersuchte
Transkript der entsprechende DNA-Standard herdestBlazu wurde das Transkript-
spezifische DNA-Fragment mit Hilfe eines Plasmidddes und kompetenteE.coli

Bakterien kloniert (siehe Kapitel 3.5.2).
1! ! -,

Die klonierten Transkript-spezifischen DNA-Fragnmemturden mit dem Restriktionsenzym
EcdaRl aus dem Plasmidvektor isoliert (siehe Kapité.36). Der Nachweis der korrekten
Fragmentlange erfolgte im Agarosegel Uber eine rAoftung der Plasmid-DNA. Die
Transkript-spezifischen DNA-Fragmente waren 10258 Basenpaare (bp) grof3 und stellten
im Agarosegel die untere, schwachere Bande dar.(2Bp Der linearisierte Plasmidvektor
ohne Insert hatte eine Gré3e von 3,9 Kilobasen (ko) war im Agarosegel als dicke, obere
Bande sichtbar (Abb. 22). Eine eindeutige Idengfizng der klonierten DNA-Fragmente
erfolgte mittels Sequenzierung. Die ErgebnisseS#gfuenz-Analyse sind im Anhang aufge-
fuhrt (siehe Kapitel 8.4).
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Abbildung 22: Identifizierung klonierter Zielsequenzen im Agarosegel nach Behandlung der
Plasmid-DNA mit EcoRl

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

< ! 3 &"(5&

DNA-Standard und Proben wurden mittels quantitatReal-Time RT-PCR analysiert (siehe
Kapitel 3.5.4). Die CT (threshold cycle)-Werte desrschiedenen Verdinnungsstufen des
DNA-Standards wurden fur die Herstellung einer 8gadkurve verwendet. Die Bestimmung
der Kopienzahl der spezifischen Transkripte in Besbe erfolgte durch Einsetzen des CT-
Wertes in die zugehdrige Standardgleichung. Declddre Standardkurve bestimmte Messbe-
reich reichte von 2 Mio. Kopien bis zu 200 (H2AHZ)w. 20. Fur 18S rRNA-Transkripte lag
der Messbereich bei 2 x A6is 2 x 16 Kopien (Tab. 29).
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Tabelle 29: Standardkurven/CT*-Werte der RT-gPCR

Detektionsbereich

Transkript DNA-Standard Probe

CT* Kopienzahl CT*
18S rRNA 5-26 2 x 0 2 x 16 9-15
H2AFZ 20 - 32 2 x10-2 x 16 23-32
STAT3 15 - 34 2x10 2x1d 23-29
BAX 15 - 33 2x16-2x 10 26 - 33
CASP3 16 - 36 2xfe2x1d 28 - 36
CASP9 17 - 36 2xfe2x1d 31-36
BCL2 17 - 35 2x10-2x 10 32-35
BCL2L1 16 - 35 2x 10 2x1d 27-35
BIRC4 15 - 32 2x 10 2x 10 25- 32
FASLG 16 - 35 2x10 2x1d 32-35
FAS 15-33 4x10 4x10 31-33
CASPS8 16 - 34 2xfo2x1d n.d.

*Schwellenwert (CT - threshold cycle)Probe: 10in vitro gereifte Eizellerih vitro fertilisierte und
kultivierte Tag 3 bis 7 IVF-Embryonen bzw.irb vivo entwickelte Morulae bzw. Blastozysten, die am
Tag 7 nach wiederholter, kiinstlicher Besamung rmbdsiv durch Spilen der Uterushdrner gewon-
nen wurden.

#  ,%) ! + &,

Effizienz und Reproduzierbarkeit von RNA-Isolierungd Reverser Transkription wurden
mittels einer externen Standard-RNA Uberprift. vertide, hochreine mRNA wurde in defi-
nierter Konzentration vor der Extraktion der RNAd=mn Proben gegeben. Nach der Reversen
Transkription wurde die Konzentration des exterigandards mittels gPCR quantifiziert.
Aus der Kopienzahl des externen Standards vor act der Behandlung der Probe wurde
die Effizienz von RNA-Isolierung und Reverser ThHamstion abgeleitet (siehe Kapitel
3.5.3.2). Fir unsere Analysen wurde 0,1 pg Hamaglab(HBA)-mRNA vom Kaninchen zu
jeder Probe gegeben. Dies entsprach 0,01 pg HBAMBAW. 32.100 HBA-Kopien pro Ei-

zelle. Insgesamt wurden 9 Proben von jeweilsnl¥dtro gereiften Eizellen analysiert - 3 bio-
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logische Replikate mit jeweils 3-facher Wiederhg@ubie RNA wurde an verschiedenen Ta-

gen isoliert. Jede qPCR wurde als Triplett-Ansatcdgefuhrt.

Im Mittel wurde fir den externen RNA-Standard el@pienzahl von 8.940 + 1.815 (Stan-
dardabweichung, SD) nach RNA-Isolierung und Revefsanskription gemessen (Abb. 23)
Bei einer HBA-Ausgangskonzentration von 32.100 kopiag die Effizienz der RNA-

Isolierung und Reversen Transkription bei 28 Prozeh Prozent (Mittelwert £ Standardab-

weichung). Die Spannweite betrug von 22 ProzenBBiBrozent (Tab. 38, Anhang).

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

Dargestellt sind die Kopienzahlen pro Eizelle vohi@ogischen Replikaten mit jeweils 3 Wiederho-
lungen. Jede Probe wurde als Triplett-Ansatz ingd®ZR analysiert. Die gestrichelte rote Linie stell
mit 8.940 * 1.815 (Mittelwert + Standardabweichudg) mittlere Kopienzahl aus den 9 Proben dar.

(
Die Transkript-Abundanzen Apoptose-assoziierter ésemirden in Tag 3 bis 7 Embryonen
und als Bezugspunkt in gereiften Eizellen bestimiig. Referenz-Transkripte dienten 18S

rRNA (18S ribosomale RNA)- und H2AFZ-mRNA (Histoi\ 2family Z-member). Fur die

Generierung von Abundanz-Profilen, die vermutlioh @hesten eine ungestérte Entwicklung
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reprasentieren, wurden die Messwerte der Embryomémniem stereomikroskopisch jeweils

am weitesten fortgeschrittenen Entwicklungsstandrgezogen (Abb. 25 und 26).

Es wurden teilweise grof3e Unterschiede in den KrgisAbundanzen zwischen den ver-
schiedenen Genen und im Verlauf der Entwicklung den Eizelle bis zur Blastozyste flr
einzelne Gene detektiert. Um einen Uberblick tber Entwicklung der Transkript-
Abundanzen von der Eizelle bis zur Blastozyste rhaleen, wurden die Kopienzahlen pro
Eizelle/Embryo von allen untersuchten Transkriptereidimensional graphisch dargestellt.
Die Visualisierung erfolgte Uber eine Ausgabe depi€nzahlen als Farbwerte (Heatmap:
Abb. 24).

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

Dargestellt sind die Messwerte (mittlere Kopienzaidol Embryo aus drei biologischen Replikaten) der
Embryonen mit dem stereomikroskopisch jeweils antesten fortgeschrittenen Entwicklungsstand.
Dunkelblau kodiert fur eine Kopienzahl von null bawter der Nachweisgrenze. Fir BCL2, FAS,
FASLG und CASP8 ist kein sicherer Nachweis von mRi@pien in Embryonen vor dem Blasto-
zystenstadium mdoglich.
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Die Transkript-Abundanz-Profile von STAT3, BAX, B2L1, CASP9, CASPaind BIRC4
waren gekennzeichnet durch einen Abfall der Komélen von der Eizelle bis Tag 3 oder
Tag 4 und einen Wiederanstieg im Rahmen der weiterdwicklung des Embryos. Auffallig
waren die im Vergleich zur Eizelle hohen mRNA-Kapahlen fir H2AFZ an Tag 3 und der
Abfall zu Tag 4. FUrFAS, FASLG, CASP8 und BCL2 war kein sicherer Nadksweon
MRNA-Kopien in Embryonen vor dem Blastozystenstadmatglich (Abb. 24).

Im Detail sind die Kopienzahlen der analysierteanBkripte inin vitro Eizellen und Embry-
onen der 15 stereomikroskopisch unterschiedeneni@éktingsstadien von Tag 3 bis 7 in den
Tabellen 39 bis 42 aufgefuhrt (siehe Kapitel 8.3ABhang). Fur die Generierung von
Transkript-Abundanz-Profilen, die vermutlich am stie& einer ungestérten Entwicklung ent-
sprechen, wurden jeweils die Messwerte der Embryomié der stereomikroskopisch am wei-
testen fortgeschrittenen Entwicklung herangezoBben Kopienzahl pro Zelle wurde als Quo-
tient der Kopienzahl pro Embryo und der mittlereallzahl der Embryonen in diesem
Entwicklungsstadium berechnet. Die Abundanz-Prdiile die beiden Referenz-Transkripte
sind in Abb. 25 dargestellt.

In gereiften Eizellen wurden 1,5 x®:0 4,7 x 10 (Mittelwert + Standardabweichung) Kopien
18S rRNA gemessen. In Tag 3 Embryonen (mit meht2lEellen) waren es 8,5 x 16 3,8 x

10" und in Tag 7 Embryonen (schliipfende BlastozysteB)x61F + 4,0 x 18 Kopien pro

Embryo (Tab. 39). Die Kopienzahl stieg aber ersisziven Tag 4 (mehr als 20 Zellen) und
Tag 5 (kompaktierte Morula) steil an. An Tag 5 wandlie héchsten Kopienzahlen pro Zelle
beobachtet. Zwischen Tag 6 und Tag 7 - von dert4gigpandierten zur schlipfenden Blasto-
zyste - stieg die Kopienzahl pro Embryo erneutl stei Dieser Anstieg resultierte Uberwie-

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

Das Transkript-Profil fUH2AFZ weicht davon dramatisch ab. In gereiften Eerewurden
1.100 + 450 Kopien gemessen. Auffallig waren diben@ranskript-Abundanz an Tag 3 mit
160.000 = 84.000 Kopien und der Abfall an Tag 4 38000 + 31.000 (Tab. 39). Die Ko-
pienzahl pro Zelle war in nicht-expandierten (Tagu6d schlipfenden 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 4n vitro

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweighaus 3 biologischen Replikaten von Embryonen
mit dem stereomikroskopisch jeweils am weitestatgéschrittenen Entwicklungsstand; Kopienzahl
pro Zelle: Quotient aus Kopienzahl pro Zelle undthevier Zellzahl. Abkirzungen: Oo - gereifte Eizel-

len, komp. Mo - kompaktierte Morula, schl. Bl. hipfende Blastozyste

Transkripte fur CASP3, der zentralen Effektor-Cagpaind einem ihrer Inhibitoren, BIRCA4,
wurden sowohl in gereiften Eizellen als auch in Byohen an Tag 3 bis 7 nachgewiesen
(Abb. 26). In der Eizelle wurden mit 930 + 650 wetniger Kopienvon CASP3 im Verhalt-
nis zu BIRC4 mit 22.000 = 8.200 gemessen. In derbrigamen lagen die Transkript-
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Abundanzen fir CASP3 und BIRC4 auf gleichem Niv€eab. 40 - 41). So wurden in Tag 4
Embryonen mit mehr als 20 Zellen 760 + 130 Kopi@&nG@ASP3und 780 + 390 fur BIRC4

bestimmt sowie 5.500 = 3.300 Kopien CASP3 und 62@800 Kopien BIRC4 in schllp-
fenden Tag 7 Blastozysten. Die Anzahl von CASP3i3kapten pro Zelle blieb mit 36 + 6
fur Tag 4 Embryonen und 26 * 15 fir Tag 7 Embryoretativ konstant.

Fur die Initiator-Caspase 9 wurden sowohl in deeifen Eizelle als auch in allen Stadien
von Tag 3 bis 7 spezifische Transkripte nachgewi€dbb. 26, Tab. 40). Die Anzahl der ge-
messenen Kopien lag in den gereiften Eizellen @A + 700, in den Embryonen von Tag 3
(mit mehr als 12 Zellen) bis Tag 6 (kompaktierteria) in einer Grol3enordnung von 300 bis
500 Kopien. In schlipfenden Tag 7 Blastozysten wugoh deutlicher Anstieg auf 2.000 +
1.000 Kopien pro Embryo beobachtet. Dies entspedtodr mittleren Kopienzahl von nur 9 +

5 pro Zelle.

Transkripte fur BCL2L1, einem anti-apoptotischentded der BCL2-Familie, waren eben-
falls durchgehend nachweisbar. Dabei fiel die mRAIAmNdanz von 9.300 £+ 3.500 Kopien in
der gereiften Eizelle auf 1.400 + 1.200 Kopien grabryo und 67 = 57 pro Zelle in Tag 4
Embryonen mit mehr als 20 Zellen (Abb. 26, Tab. 4i)en kompaktierten Morulae an Tag
5 zeigte sowohl die Kopienzahl pro Embryo mit 12.806.000 als auch die Kopienzahl pro
Zelle mit 255 = 128 einen deutlichen Peak. In descylipften Tag 7 Blastozysten lag die
Kopienzahl dann bei 14.000 + 10.000 pro Embryonumnd64 + 46 pro Zelle.

FUr das pro-apoptotische und Mitochondrienmembesoaierte BAX lag die Kopienzahl in
der gereiften Eizelle bei 4.100 £+ 3.000 Kopien (k. An Tag 4 waren BAX-Transkripte in
den stereomikroskopisch weit entwickelten Embryoraehr als 20 Zellen) nicht nachweis-
bar (Abb. 26). Die Kopienzahl pro Embryo stieg vaedn auf 17. 000 + 8.600 in schlupfen-
den Tag 7 Blastozysten. Die hochsten KopienzahterZplle wurden in kompaktierten Mo-

rulae an Tag 5 und schliipfenden Blastozysten ary Tagy 72 + 26 bzw. 80 + 40 gefunden.

STAT3-Transkripte waren in der gereiften Eizellet moher Abundanz nachweisbar (Abb.
26). In der gereiften Eizelle wurden mit 170.008Q:000 Kopien die meisten Transkripte fur
den Transkriptionsfaktor STAT3 bestimmt (Tab. 38)Tag 4 Embryonen (mehr als 20 Zel-
len) wurden mit 7.100 = 4.700 die niedrigsten Kogehlen pro Embryo gemessen. In den
schlipfenden Tag 7 Blastozysten wurden 32.000 @0D4Kopien pro Embryo und 147 + 73

pro Zelle bestimmit.
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Fur BCL2, einen wichtigen anti-apoptotischen Gegexier von BAX, war nur in der Eizelle

mit 360 + 143 Kopien ein sicherer Nachweis mog(itab. 41).

Transkripte fur FASLGwvaren ebenfalls nur mit einer niedrigen Abundanz 830 + 140 Ko-
pien in der gereiften Eizelle nachweisbar (Tab. Z2anskripte fir defrAS-Rezeptor waren
nur in schliipfenden Blastozysten an Tag 7 nachwagisbASP8-Transkripte weder in gereif-

ten Eizellen noch in Embryonen von Tag 3 bis 7 ().
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Abbildung 26: Transkript-Abundanz-Profile Apoptose-assoziierter Gene in gereiften Eizellen
und Embryonen von Tag 3 bis 4n vitro

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabwerghaus 3 biologischen Replikaten von Embryonen
mit den stereomikroskopisch jeweils am weitestatgéschrittenen Entwicklungsstand; Kopienzahl
pro Zelle: Quotient aus Kopienzahl pro Embryo urittlener Zellzahl; Gen-Symbol: schwarz - pro-
apoptotisch, blau - anti-apoptotisch, grau — prd-anti-apoptotisch; Abkirzungen: Oo - gereifte Ei-
zellen, komp. Mo. - kompaktierte Morula, schl. B&chliipfende Blastozyste

% &' ! !

Um die Relevanz der Ergebnisse iarvitro produzierten Embryonen besser einschatzen zu
kénnen, wurden paralleh vivo entwickelte Embryonen analysiert. Die vivo Embryonen
wurden aus superovulierten Spendertieren 6 - 7 Tes@ - 183 h) nach wiederholter kiinst-
licher Besamung nicht-invasiv durch Spulen der ukkorner gewonnen (siehe Kapitel
3.1.2). Zu diesem Zeitpunkt wurden Embryonen voadisim der kompaktierten Morula bis

zur expandierten Blastozyste isoliert, jedoch kaicldlipfenden Blastozysten.

Durch diein vitro Fertilisation und -Kultur produziertedémbryonen der Entwicklungsstadien
von kompaktierter Morula bis nicht-expandierter #tzyste an Tag 6 (144 h) und nicht-
expandierter bis expandierter Blastozyste an TEHS h) wurden mit dem vivo entwickel-

ten Stadien von kompaktierter Morula bis expandreBlastozyste hinsichtlich der Kopien-

zahlen der ausgewahlten Gene verglichen.

Die morphologische Untersuchung (siehe Kapitell443.offenbarte eine enorme Heterogeni-
tat sowohl dein vitro als auch dein vivo Morulae und Blastozystenstadien. Um Unterschie-
de hinsichtlich der Zellzahl und dem Auftreten \@elluntergdngen mit einzubeziehen, wur-
den nicht die Kopienzahlen pro Embryo sondern ptakie Zelle (mittlere Zellzahl minus
Anzahl untergehender/toter Zellen) verglichen. ém dabellen 43 und 44 sind die Kopienzah-
len pro Embryo und intakter Zelle in kompaktiertdorulae/frihen Blastozysten und nicht-
expandierten/expandierten Blastozystervitro und in vivo aufgefuhrt (siehe Kapitel 8.3.2,

Anhang).

Fur die Referenz-Transkripte wurden unterschiedliglopienzahlenn vivo undin vitro ge-
messen (Tab. 43 und 44). In denvivo entwickelten nicht-expandierten und expandierten
Blastozysten wurden fur beide Referenz-Transkuaigtgtlich h6here Kopienzahlen pro intakte
Zelle gemessen. Fur den Vergleichvitro - in vivo wurden diein vivo Werte als "richtiger”
Bezugswert angesehen. Dementsprechend wurdein digo gemessenen Werte gegeniber

dem Referenz-Transkript H2AFZ durch Multiplikatiomt einem entsprechenden Korrektur-
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Faktor (Quotient der Kopienzahl pro intakte Zeltevivo und in vitro) normalisiert. Der
H2AFZ-Korrektur-Faktor betrug 0,65 fur die Kopiehken kompaktierter Morulae und friher
Blastozysten sowie 2,5 fur die Kopienzahlen niotgamdierter und expandierter Blasto-

zysten.

Die normalisierten Kopienzahlen vitro undin vivo sind in Abbildung 27 dargestellt. Fiir
vivo kompaktierte Morulae und friihe Blastozysten (nathn nicht abgrenzbarer ICM) wur-
den hohere Kopienzahlen pro intakte Zelle fir BASASP9, BIRC4 und BCL2L1 bestimmt.
Die Kopienzahlen fir CASP3 und STAT3 waren dagegetenin vitro kompaktierten Moru-
lae und frihen Blastozysten héher, fir CASP3 signiit (Abb. 27). Fuin vivo entwickelte
nicht-expandierte und expandierte Blastozysten wmurchehr Kopien pro intakte Zelle fur
BAX, CASP9 und BCL2L1 gemessen. Die Kopienzahlen GASP3, STAT3und BIRC4
waren dagegen im vitro produzierten nicht-expandierten Tag 6 und niclteexdierten und
expandierten Tag 7 Blastozysten signifikant héHgriravivo (Abb. 27). Interessanterweise
waren Transkripte fir den FAS-Rezepimwvivo bereits in den kompaktierten Morulae knapp
Uber der Nachweisgrenze nachweisbaxitro nur in schlipfenden Blastozysten (Tab. 43 und
44).



ERGEBNISSE 124




ERGEBNISSE 125

Abbildung 27: Kopienzahlen pro intakte Zelle in Morulae und Blastozysterin vitro und in vivo

Dargestellt sind die Mittelwerte Standardabweichung von # (vitro)/5 (in vivo) Proben (Morulae)
bzw. 9 {n vitro)/5 (in vivo) Proben (Blastozysten); Kopienzahl pro intaktel&ahittlere Kopienzahl
pro Embryo/mittlere Zellzahl minus Anzahl untergetier/toter Zellen; Normalisierung der vitro
Kopienzahlen mit einen H2AFZ-Korrektur-Faktor voré® (Morulae) bzw. 2,5 (Blastozysten). Test
auf signifikante Unterschiede mit dem Mann-Whitigyfest (** 0,05 bzw. **P  0,005); Gen-
Symbol: schwarz - pro-apoptotisch, blau - anti-aptgch, grau - pro- und anti-apoptotisch.

516 Do : 4 B

Mittels Immunfluoreszenz wurde die Expression umedlutire Lokalisation von Proteinen
ausgewahlter Apoptose-assoziierter Gene analy$)ét.Proteine wurden nach Bindung an
spezifische Antikdrper mittels Fluoreszenz sichtbamacht (siehe Kapitel 3.3.4). Fur die
subzellulare Lokalisation der Signale wurden dasmgeriist der Zelle mit Phalloidin-TRITC
und die DNA der Zellkerne mit DAPI angefarbt. Gledeitig wurde die Expression von Ki-67
Proteinen in der Zelle dargestellt. Der Nachweigdspondierender Proteine erfolgte fur die
auf mMRNA-Ebene aktiven Ger&TAT3, BIRC4, BAX, CASRBdBCL2L1 In Abhangigkeit
von der Transkript-spezifischen mRNA-Abundanz war@@nbryonen zu verschiedenen Un-
tersuchungszeitpunkten nach IVF analysiert. STAI@&dh wurde in Tag 3 (72 h) und 6 (144
h) IVF-Embryonen nachgewiesen. Aktive Caspase 3iwamtergehenden Zellen am Tag 6
(144 h) nach IVF nachweisbar. Fur BCL2L1, BIR@4d BAX konnte zu den ausgewahlten

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

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

Zeitpunkt STAT3 CASP3 BAX BIRC4 BCL2L1
Eizelle (+) X X - X
d3( 72 h) + - X X X
d4 ( 96 h) X - X X X
d5 (120 h) X X X X -
d6 (144 h) + + - - X
d7 (168 h) X X X X X

+ Nachweis von Proteinen, - fehlender Nachweisfr@glich; x - nicht untersucht
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Expression von STAT 3-Protein

Im Zytoplasma von Blastomeren an Tag 3 (72 h) und4! h) IVF-Embryonen wurden
punktférmige STAT3-Signale detektiert. In verscld@edn Zellkernen wurden zudem schwa-
chere Signale mit gleichmafiiger Verteilung idenid#it. Diese Zellkerne waren gleichzeitig
Ki-67 positiv (Abb. 28 A). Eine vergro3erte Darsitely der betroffenen Zellkerne mit einer
Uberlagerung der verschiedenen Farbund@aP1 (weiR), Ki-67 (rot), STAT3 (grud)ist in
Abbildung 28 B gezeigt. Anhand der Grauwert-Bilder einzelnen Farbkanéle (Abb. 28 B")
erkennt man deutlich eine Kolokalisation der STAignale mit dem Chromatin (DNA) un-
ter Aussparung der Nukleoli, die intensiv Ki-67-piessind (Abb. 28 B"). Die Kontrollen mit
Gesamt-IgG anstelle der Erst-Antikdrper (STAT3, &) zeigten nur geringe unspezifische
Hintergrund-Signale (Abb. 28 C).

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

[DNA-Farbung (DAPI, weilR), F-Actin (Phalloidin, wéilXi-67 (rot), STAT3 (grurl). (A) Ein opti-
scher Schnitt mit Uberlagerung der verschiedenebkaaalen(B) Ausschnitt (weiRer Rahmen) aus
(A). Auftreten von punktformigen STAT3-Signalen iBytoplasma und schwéacheren, gleichmaRig
verteilten STAT3-Signalen in Zellkernen von Blastyen. Die betroffenen Zellkerne waren gleichzei-
tig Ki-67-positiv. (B) Darstellung der Grauwertbilder der einzelnen Fandlke. Kolokalisation der
STAT3-Signale mit dem Chromatin (DNA) unter Ausspag der Nukleoli, die intensiv Ki-67-positiv
sind. (C) Kontrolle mit Gesamt-IgG anstelle der Erst-Antiér (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 mopEsma und Karyoplasma von Zellen
mit beobachtetem Kernuntergang (DAPI) identifiziéfin zentraler optischer Schnitt durch
eine frihe Tag 6 (144 h) IVF-Blastozyste zeigt ridellkern mit halbmondférmig fragmen-
tiertem Chromatin, der Caspase 3-Signale im Kagsph aufwies (Abb 29 A). Die Vergro-
Berung dieses Bereiches ist in Abbildung 29 B daede [DAPI (weil3), aktive CASP3
(gran), Ki-67 (rot]. Die schwachen Caspase 3-Signale konnen durchFailsehfarbendar-
stellung der Intensitat verstarkt werden (Abb. 20 &ktive Caspase 3 und kondensiertes

Chromatin zeigen keine Kolokalisation.



ERGEBNISSE 128

Abbildung 29: Nachweis aktiver Caspase 3 in einerdg 6 IVF-Blastozyste

[DNA-Farbung (DAPI, weil3), F-Actin (Phalloidin, weiflaktive CASP3 (griin), Ki-67 (rdt)(A) ein
zentraler, optischer Schnitt mit Uberlagerung dersghiedenen Farbkanal@®) Ausschnitt (weiler
Rahmen) aus (A). Ein Zellkern mit halomondférmigagmentiertem Chromatin enthélt schwache
Caspase 3 Signale im Karyoplasr{@) Verstarkung der Signale durch eine Falschfarbestelaung
der Intensitat.

518 + B %2 B

Mittels Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEMgnk die Ultrastruktur der einzelnen
Zellen und ihre Heterogenitat innerhalb eines Emd@nalysiert werden. Dabei wurde neben
der zellularen Differenzierung nach ultrastruktleel Indizien fur programmierten Zelltod

gesucht.

Insgesamt wurden 47@ vitro fertilisierte und kultivierte Embryonen in 15 stemikrosko-
pisch unterschiedenen Entwicklungsstadien von Thg 3 fur TEM-Untersuchungen fixiert
und eingebettet (Tab. 45, Anhang). Die grol3e Anzahl Embryonen wurde fir zukinftige,
weiterfihrende Untersuchungen gesammelt, die iru@ex den schon vorhandenen Ergeb-

nissen ausgewertet werden kdénnen.

Die Praparation der Embryonen und die Analyse amd E&ordern einen sehr hohen Arbeits-
und Kosten-Aufwand. Fir eine orientierende Untensag wurden daher zunachst von insge-
samt 37 Embryonen von Tag 3 bis 7 systematiscleiseon Semi- bzw. Ultradiinnschnitten
angefertigt und analysiert. Um die Relevanz deeBknijsse amn vitro produzierten Embryo-
nen besser einschatzen zu kénnen, wurden paraNelo entwickelte Embryonen analysiert,
die 6 bis 7 Tage nach wiederholter kiinstlicher Basay von superovulierten Spendertieren
nicht-invasiv durch Spilen der Uterushorner isbieurden (siehe Kapitel 3.1.2). Insgesamt
wurden 20 in vivo Embryonen von der kompaktierten Morula bis zurasdgerten Blasto-
zyste fuir TEM-Analysen fixiert und eingebettet. \@m vivo Embryonen wurden Semi- und
Ultradiinnschnitte angefertigt und analysiert (T&bAnhang). Die bislang gewonnenen Er-
kenntnisse dienen als Ausgangspunkt fir weiterfidieequalitative und quantitative Analy-

sen.
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Die Aufnahmen von Ultradinnschnitten (60 - 80 nrejtAtigen die enorme Variabilitat der
Entwicklung von Embryo zu Embrym vitro. Individuelle Blastomeren unterschieden sich

unter anderem hinsichtlich:

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

der Zusammensetzung des Zytoplasma (sekundaredmsos Fett-Dotter-Vakuolen etc.)

1 5' (1 47 '+

Ein Beleg fur den heterogenen Entwicklungsstand Biastomeren der ersten Zellgeneratio-
nen an Tag 3 (72 h) bis 4 (98 h) nach Zugabe derm3pn lieferte die Ultrastruktur der Nuc-
leoli im Zellkern. Die Nucleoli werden im Verlaukd ersten Furchungsteilungen tber inakti-
ve \orstufen neu gebildet. Sie sind fir die Syntheder Ribosomen-Untereinheiten
verantwortlich (Hyttel et al., 2000; Russe and 8iatz, 1998). Die Ausbildung funktionsfa-
higer Nucleoli markiert den Beginn der HauptgenokipAerung im Embryo (Laurincik et
al., 2000). In individuellen Blastomeren der ersiallgenerationen an Tag 3 bis 4 wurden
unterschiedliche nucleolare Strukturen beobaciet. Mehrzahl der Nucleoli bestand aus
einer wenig bis dicht gepackten, fibrillaren Masdie, einen unterschiedlichen Grad an Vaku-
olisierung aufwies (Abb. 30 a, b, c). Diese Stru&tuentsprechen vermutlich inaktiven Nuc-
leoli-Vorstufen (Laurincik et al., 2000). Transkignell aktive Nucleoli mit fibrillar-
granularer Struktur wurden erstmals in Tag 4 Embeyobeobachtet (Abb. 30 d). Die spate-
ren Zellgenerationen in Morulae und Blastozystethietien einheitliche Nucleoli mit fibril-
lar-granulérer Struktur (Abb. 35 und 36, Kapitéd.2).
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Abbildung 30: Nucleoli-Strukturen in Tag 4 Embryonen in vitro

(a - c) Inaktive Nucleoli-Vorstufen mit einer wenig bisctit gepackten, fibrillaren Masse und unter-
schiedlich starker Vakuolisierunfd) Transkriptionell aktive Nucleoli mit fibrillar-graularer Struktur.

Abkurzungen: L - Fett-Dotter-Vakuolen, Mv - Mikrdj N - Nucleus, Nc - Nucleolus, ZP - Zona
pellucida.
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Ein wichtiger Marker fur die zellulare Entwicklungnd Differenzierung ist die Reifung der
Mitochondrien, die als Energieproduzenten der Ziedlieeichnet werden. Das Vorhandensein
von reifen Mitochondrien im Zytoplasma ist ein lkakior der metabolischen Aktivitat (Van
Blerkom, 2004). Je nach Entwicklungsstadium wuride @ohe Zahl von Mitochondrien mit
unterschiedlicher Struktur im gesamten Zytoplasreablchet. In Blastomeren der ersten
Zellgenerationen in Tag 3 und 4 Embryonen wurdesniilegend unreife Mitochondrien be-
obachtet, die folgende Merkmale aufwiesen: einégpthe Gestalt, eine kontrastreiche Mat-
rix, wenige, vorwiegend kurze Cristae sowie hawdige bis mehrere Vakuolen (Abb. 31 a).
Tag 6 und 7 Blastozysten (Abb. 31 b) zeigten Ubsgemd gereifte Mitochondrien. lhre
Kennzeichen waren: eine ovale bis langliche Gestale weniger kontrastreiche Matrix und
viele, das gesamte Mitochondrium durchquerendetderidn Tag 7 Blastozysten wurden in
Trophoblastzellen mehr reife Mitochondrien als @M-Zellen beobachtet. Teilungsstadien
von Mitochondrien wurden v. a. in Tag 5 bis 7 Endmmgn beobachtet. Ein Merkmal sich tei-
lender Mitochondrien ist dabei eine hantelformigestalt. Ein Anschwellen von Mitochond-
rien wird als ultrastrukturelles Merkmal von progwaiertem Zelltod beschrieben (Green and
Reed, 1998). In den Mitochondrien der untergehendeien konnten keine signifikanten

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

(a) Unreife Mitochondrien (iM-immature mitochondriajtrepharischer Gestalt, einer dichten Matrix,
wenigen kurzen Cristae und haufig Vakuolen in eirleag 3 Embryo (mit mehr als 12 Zellerflp)
Gereifte Mitochondrien (mM-mature mitochondria) mowaler bis l&nglicher Form, einer weniger
dichten Matrix und vielen das gesamte Mitochondridorchquerenden Cristae in einer nicht-
expandierten Blastozyste von Tag 6. AbkirzungeM linnere Zellmasse, L - Fett-Dotter-Vakuolen,
N - Nucleus, Nc - Nucleolus, Tb - Trophoblast, ZFona pellucida.

1 -+ *

Im Morulastadium beginnt die unterschiedliche Diigezierung der auRen und der innen lie-
gende Zellen in Trophoblast (TB, aul3ere Zellschicimd innere Zellmasse (ICM) und die
Bildung der Blastozyste (Russe and Sinowatz, 1998).Ausbildung von spezifischen Zell-

Zell-Kontakten spielt dabei eine wichtige Rolle.

In Tag 6 und 7 Blastozysten wurden Zellverbindunigeobachtet:

im Trophoblasten
an der Grenze zwischen Trophoblast und innereméasite
in der inneren Zellmasse

Im Trophoblasten waren die Zell-Zell-Kontakte anuttiehsten ausgebildet. Die benachbar-
ten TB-Zellen waren durch ein dichtes Netz von rguieiedlichen Zell-Zell-Kontakten, die
leistenformig Uber den gesamten Kontaktbereich amigpet waren, eng miteinander verbun-
den (Abb. 32 a). Auffallig war eine girlandenférmig/erzahnung der benachbarten Zell-
membranen (Abb. 32 a und b). Zu den beobachtetdrZ&kKontakten im Trophoblasten
zahlten:

Tight junctions (Zonulae occludentes)

Gurtel- und Punktdesmosomen (Zonulae adhaerents |k adhaerentes)

Tight junctions wurden vor allem im apikalen Beteder Trophoblastzellen beobachtet. Hau-
fig waren mehrere Tight junctions untereinandeigabgdet. Die Zellmembranen der benach-
barten Trophoblastzellen sind dabei so eng miteieamerschmolzen, dass kein Interzellular-
spalt sichtbar ist (Abb. 32 b). Zonulae adhaeremi@slen ebenfalls im apikalen Bereich der
Zellen beobachtet, haufig im geringen Abstand unatier einer Zonula occludens. Eine Zonula
adherens ist mit Bindeln von Aktinfilamenten im @ytsma verankert, wahrend zwischen
den benachbarten Zellen ein schmaler Interzellpédrserhalten ist (Abb. 32 b). Zell-Zell-

Kontakte vom Typ der Macula adhaerens sind dunchrebreiten Interzelluléarspalt und eine
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Verankerung mit weit ins Zytoplasma reichendenrmediarfilamenten gekennzeichnet. Die
Zellen in der inneren Zellmasse stehen tber Gagtijurs in Verbindung, die einen Stoff- und
Informations-Austausch zwischen den benachbartdvi-ZEllen erméglichen (Risse and
Sinowatz, 1998). Ein Nachweis dieser kanalbilder@ierteinkomplexe war in den untersuch-

ten Blastozysten nicht moglich.

Abbildung 32: Zell-Zell-Kontakte im Trophoblast

Expandierte Tag 7 Blastozystevitro. (a) Girlandenférmige Verzahnung und Ausbildung vonl-Zel
Zell-Kontakten (Pfeile) Uber den gesamten Kontaldioh benachbarter Zellmembraném. Nach-
weis von Zonula occludens (Zo) und Zonula adhaef2Zas Abkirzungen: Bc - Blastocoel, Mv - Mi-
krovilli, N - Nucleus, Za - Zonula adhaerens, Zoonula occludens, ZP - Zona pellucida.
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In Tag 3 bis 7 Embryonen wurden Anschnitte gesclpften Zellen und zellularer Debris im
Interzellularraum und perivitellinen Spalt beoba&ti{Abb. 33 a). In vielen Zellen waren hete-
rogene Vesikel und Vakuolen im Zytoplasma nachvaistlie auf degenerative Veranderun-

gen hinweisen.

In Tag 6 und 7 Morulae und Blastozysten wurde &iolee Zahl von Zelluntergéangen in der
ICM beobachtet. In Blastozysten waren die Zellupdege vor allem an der Grenzschicht
zum Trophoblasten sowie im Inneren der ICM lokalisiDabei waren folgende morphologi-

sche Merkmale eines programmierten Zelltodes naisivae
Chromatin-Kondensation
o partiell - entlang der Kernhille (Abb. 33 ¢)
o komplett - zu Kugel-bzw. Sichelformen (Abb. 33 d)
Schrumpfen und Fragmentation des Zellkerns (Ablb)33

Die morphologisch intakten Nachbarzellen enthieliénfig sekundare Lysosomen, die durch
ihren heterogenen Inhalt und die unterschiedli¢ilektronendichte auffielen. Sie enthielten
neben verschiedenen Zellorganellen und Fett-Déttgeilen auch Chromatin (Abb. 33 c).
Der Nachweis von Chromatin in sekundaren Lysosormseein wichtiger Hinweis auf die
Phagozytose untergehender Zellen durch Nachbamzelle
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Abbildung 33: Zelluntergénge in Tag 3 Embryonen undlag 6 Blastozysten vitro

(a) Zellularer Debris (Pfeile) im interzellularen Rawmd perivitellinen Spalt (Tag 3 Embrydh - d)
Merkmale (Pfeile) von programmiertem Zelltod (TagBkstozyste)(b) Chromatin-Fragmente im
Zytoplasma(c) Chromatin-Kondensation entlang der Kernhit§, Chromatin-Kondensation zu Ku-
gel- bzw. Sichelform(c) sekundéres Lysosom mit Chromatin-Fragmenten. Atkigen: N - Nucleus,
Nc - Nucleolus, L - Fett-Dotter-Vakuolen, Ly - sekliires Lysosom, IR - interzellularer Raum, PvS -
perivitelliner Spalt, ZP - Zona pellucida.
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In vivo Embryonen der kompaktierten Morula bis expandrerBtastozyste zeigten eine
enorme ultrastrukturelle Heterogenitat, die mititro Embryonen vergleichbar wan vivo
und in vitro wurde eine hohe Zahl von Zelluntergdngen in der @ Blastozysten beo-
bachtet (Abb. 35 und 36, Bildmontagen). In dervitro Embryonen wurden haufiger grol3e
Fett-Dotter-Vakuolen im Zytoplasma beobachtet. Bik8nnte Folge den vitro Kultur mit
Serum-haltigem Medium sein (Abb. 34 a). In den rsuehtenin vivo Blastozysten wurden
zwischen den TB-Zellen mehr und deutlicher ausggprdell-Zell-Kontakte beobachtet als
in vitro (Abb. 34 b). Auffallig in derin vivo Blastozysten waren grof3e, oft in Kernnéhe lie-
gende, sekundare Lysosomen (Abb. 34 b), die einhtigies Indiz flir die Beseiti-

gung/Phagozytose untergehender Zellen durch Naodlban sind.

Abbildung 34: Ultrastrukturelle Merkmale expandiert er Blastozystenin vitro und in vivo

(a) Vermehrtes Auftreten von Fett-Dotter-Vakuolenvitro. (b) Ein dichteres Netz von leistenférmig
angeordneten Zell-Zell-Kontakten im Trophoblaste{le) und groRRe, haufig in Kernnahe liegende,
sekundare Lysosomein vivo. Abkirzungen: Bc - Blastocoel, Ly - sekundéresdsgsn, L - Fett-
Dotter-Vakuolen, Mv - Mikrovilli, N - Nucleus, PvSperivitelliner Spalt, ZP - Zona pellucida.

Um jedoch signifikante Unterschiede zwischewitro undin vivo Embryonen nachzuweisen,
missen mehr Embryonen unter Anwendung von morph@oieen Methoden analysiert
werden. Die Abbildungen 35 und 36 sind Bildmontagen expandierten Blastozystéem
vitro und in vivo. Sie zeigen groRRere zusammenh&ngende Areale nma Zellucida,

Trophoblast und innerer Zellmasse.
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Abbildung 35: Ultrastrukturelle Heterogenitét in Bl astozystenin vitro

Die Montage einer expandierten Tag 7 Blastozysigt 2én zusammenhangendes Areal mit Zona pel-
lucida, Trophoblast und ICM. Hohe Anzahl von Fetter-Vakuolen (L) und kondensiertem bzw.
fragmentiertem Chromatin (Pfeile) in der ICM. Métape-Figur (*). Abkirzungen: ICM - innere Zell-

masse, L - Fett-Dotter-Vakuolen, Mv - Mikrovilli, NNucleus, Th - Trophoblast, PvS - perivitelliner
Spalt, ZP - Zona pellucida.
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Abbildung 36: Ultrastrukturelle Heterogenitét in Bl astozystenin vivo

Die Montage einer expandierten Tag 6-7 Blastozysigt ein zusammenhangendes Areal mit Zona
pellucida, Trophoblast und ICM. Nachweis von Chrom&ondensation und -Fragmentation
(schwarze Pfeile) sowie sekundaren Lysosomen (wéifedl) in der ICM. Abklrzungen: ICM - inne-
re Zellmasse, L - Fett-Dotter-Vakuolen, Ly - sekére$ Lysosom, Mv - Mikrovilli, N - Nucleus, PvS -
perivitelliner Spalt, Tb - Trophoblast, ZP - Zorellpcida.
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Die frihe embryonale Entwicklung bei Sdugern idtegmzeichnet durch ein hohes Mal3 an
Variabilitdt und Plastizitat - und (in Abhangkeibrv der Spezies) durch eine hohe Embryo-
mortalitéat. Bei der Erforschung grundlegender Medsmen der frihen embryonalen Ent-
wicklung und der Verbesserung der Therapie-Mogkitahn von Fruchtbarkeitsstérungen und
assistierten Reproduktionstechniken (ART) stetthsilie Frage, wie eine normale Entwick-
lung, eine verzogerte, aber ansonsten normale Ekitwig, voribergehende Stérungen und

eine abnorme bzw. abortive Entwicklung von Embryouasterschieden werden kdénnen.
! I < % !

Fur die Untersuchung der frihen Embryonalentwicglioeim Rind stehen Embryonen aus
verschiedenen ART-Techniken zur Verfiigung. Fiur\@envendung vornn vitro fertilisierten

und -kultivierten Embryonen sprechen:
die Gewinnung aus Schlachthof-Ovarien (keine Tiexwehe)
die hohe Verfugbarkeit von Embryonen
standardisierte Bedingungen viorvitro Maturation, Befruchtung und Embryokultur

Nachteile de# vitro Produktionssystems sind:

das Fehlen der natirlichen Selektion von Eizelled 8permien. Im natirlichen Zyklus
gelangen nur 1 - 2 gereifte Eizellen zur OvulatiGteichzeitig haben nur wenige Sper-
mien, die den Eileiter zum Zeitpunkt der Ovulatemeichen, die Moglichkeit, die Eizelle
zu befruchten. Fur dien vitro Fertilisation werden Eizellen gereift, die aus &emk-

tierung von Follikeln unterschiedlicher Grol3e isdliwurden. Die Eizellen kdnnen sich
dabei noch in der Entwicklungs- bzw. Reifungsphader bereits in Regression befinden.
Das Entwicklungspotential der einzelnen, so gewonaneEizellen ist dementsprechend

sehr variabel.

die Bedingungen voin vitro Maturation, Befruchtung und Embryokultur spiegelur

unvollkommen die Situatiom vivowider.
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Rinderembryonen, die aus Zyklus-synchronisierted superovulierten Farsen 7 Tage nach
kinstlicher Besamung durch nicht-invasive Spulueg dterushdrnerex vivg gewonnen

wurden, stehen der natirlichen Entwicklumgyuivo) naher aufgrund einer:

natlrlichen Selektion der Eizellen durch die Ovolat mit einer Einschrankung: Die Ge-
winnung einer ausreichenden Anzahl von Embryonepraktisch nur in Verbindung mit
einer hormonell induzierten Superovulation mdgliore exogene hormonelle Stimulation
beeinflusst das Wachstum der Follikel, Wachstum Radung der Eizellen und die Folli-
kel-Selektion fur die Ovulation (Hyttel, 1991).

naturlichen Befruchtung und Umgebung fiur die sictwickelnde Zygote.

Sie gelten als Gold-Standard/Referenz fur Untensngln zur normalen Embryogenese

vivo (Niemann et al., 2002).
Zu den Nachteilen bei der Erzeugung worivo Embryonen zahlen:

ein hoher zeitlicher und finanzieller Aufwand durdén Kauf und die Unterhaltung der

Spendertiere und den Einsatz von Medikamenten wrdt&haften.

trotz Zyklus-synchronisierter Spendertiere mit gastter Follikelreifung und Ovula-

tions-Induktion ist der Zeitpunkt der Ovulation Imicgenau bestimmbar. Dartber hinaus
ovulieren bei einer Superovulation die einzelnerelen nicht gleichzeitig, sondern zeit-
lich versetzt. Deshalb wurden die Spendertiereig@sed Studie in einem Zeitraum von
24 h wiederholt kunstlich besamt. Der Zeitpunkt Befruchtung konnte so nicht genau
bestimmt werden, d. h. die gleichzeitig nicht-invagus dem Uterus gewonnenen Em-
bryonen waren unterschiedlich alt. Das Zeitfensli@r Untersuchung ist nach multipler

Ovulationin vivo breiter.

die Heterogenitat der Spendertiere hinsichtlich Bedingungen fur die Befruchtung und
das Embryowachstum in Eileiter und Uterus, d. b.Biedingungen in Eileiter und Uterus

kénnen nur sehr eingeschrankt standardisiert werden
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Fur die Bestimmung des tatsachlichen Entwickluragests wurden vergleichbare Pools von
stereomikroskopisch klassifiziertém vitro Embryonen mit einer Kombination aus hochauf-
|6sender Mikroskopie (CLSM, TEM) und quantitatiiReal-Time RT-PCR (RT-gPCR) ana-
lysiert. Die eigentliche Herausforderung bestehde@r Kombination der morphologischen
Analyse auf zellularer und ultrastruktureller Eberat der Analyse von Transkript-
Abundanzen. Fir eine Beurteilung der Relevanz darognenen Ergebnisse smvitro Em-

bryonen wurden parall@ vivo Embryonen analysiert.
610 % "B B B: '

Unter den standardisierten Bedingungeivitro wurde eine enorme Variabilitdt von Embryo
zu Embryo hinsichtlich der Entwicklung der Zellzaimd dem Auftreten von Zelluntergangen
sowohl insgesamt als auch in Bezug auf die innetknasse (ICM) in Blastozysten beobach-
tet. Die Ursachen fiir den heterogenen Entwickluagssder Embryonen sind in dem unter-

schiedlichen Entwicklungspotential der Eizellen @mermien zu suchen.
- )%

Die Aussagekraft der stereomikroskopischen Beuwrtgillebender Embryonen - bezogen auf
eine Aussage Uber das Entwicklungspotential (Qatplégines einzelnen Embryos - ist auch
bei erfahrenen Untersuchern sehr begrenzt, wieHdierogenitat der Embryonen innerhalb
der 15 stereomikroskopisch unterschiedenen Entumgldstadien ergab. Bei der Anwendung
assistierter Reproduktionstechniken (ART) in derZucht ist eine zuverlassige Bestimmung
des Entwicklungs-/Gesundheitsstatus des einzeklmentien Embryos - in Hinblick auf die

Eignung fur Kryo-Konservierung und Embryotransfer] - aber ein wichtiges Ziel.

Das Entwicklungspotential von Embryonen ist tibeedBeurteilung der Morphologie / Zell-
zahl unter dem Stereomikroskop nur schwierig zuitn@sen. Embryonen mit einer niedrigen
Zellzahl zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt veerdn ihrer Entwicklung als verzogert
klassifiziert. Diefuir das Alter des Embryos niedrige Zellzahl istder Regel aber nicht Aus-
druck einer langsameren TeilungsgeschwindigkeitZaéien, sondern haufig zurickzufihren
auf den Ausfall einzelner friher Blastomeren watrdar ersten drei bis vier Zellzyklen (sie-
he Kapitel 5.3.). Um den Ausfall zahlenmal3ig zu kemsieren, sind mehr Teilungszyklen der

verbliebenen Zellen und damit mehr Zeit erfordérliEine spannende Frage ist, ob bzw. in-
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wiefern das Entwicklungspotential des Embryos dédoagfristig beeinflusst wird. Eine wei-

tere mdgliche Ursache flr eine Entwicklungsverziggrvon Embryonen ist die asynchrone
Teilung der Blastomeren. Dabei kdnnte eine ungteéige Verteilung der Mitochondrien

der Eizelle auf die Blastomeren eine Rolle spi€\éan Blerkom et al., 2000).

1! '8

Ein grundsétzliches Problem bei der Quantifizierung Zelluntergdngen besteht darin, dass
bei der Untersuchung von Embryonen zu definiertempznkten jeweils nur eine Sub-
population der bis dahin erfolgten Zelluntergangmsst wird. Dabei ist unklar, wie lange
untergegangene Zellen im Embryo nachweisbar smdidser Untersuchung wurden Zellun-
tergange morphologisch nach einer DNA-Farbung miiPDidentifiziert. Dabei wurden so-
wohl kondensierte, fragmentierte und degradiertbk&ee als auch die Reste mitotischer
Figuren als untergehende bzw. tote Zellen gewdptallel wurde das Auftreten von DNA-
Fragmentation mit TUNEL nachgewiesen. Dabei waneeitig nur die Zellen TUNEL-
positiv, die auch im DAPI als Zelluntergange beiltrigurden. Gleichzeitig waren TUNEL-
positive Zellen mit fehlender Kondensation von Ghatin bzw. Fragmentation des Zellkerns
(DAPI) nicht eindeutig von Hintergrundfluoreszenmzduoffensichtlichen Féarbeartefakten ab-

grenzbar.

Der TUNEL-Assay ist das am haufigsten angewandiedétrdverfahren zur Quantifizierung
von Apoptose im frihen Embryo (Neuber et al., 20@)daele et al., 2006). Die eigenen
Befunde bestéatigen aber eine eingeschrankten lidion TUNEL im frihen Embryo
(Fabian et al., 2005). DNA-Fragmentationen sind gg@meinsames Merkmal verschiedener
Zelluntergangs-Formen und werden neben Apoptosa. tauch bei Nekrose beobachtet
(Grasl-Kraupp et al., 1995). Zudem missen nictg apjoptotischen Zellen die sogenannte

internukleosomale DNA-Fragmentation aufweisen.

In zuklnftigen Untersuchungen kann die Zuordnundfipter Chromatin-Fragmente zu einer
oder mehreren Zellen erleichtert werden - durcle &arstellung der Zellgrenzen im Embryo

z. B. Uber das Anfarben der Actinfilamente mit Feszenz-markiertem Phalloidin.

Uber die Anzahl an Zelluntergangen und die Bedeptomfriihen Embryo ist bis jetzt wenig

bekannt. Eine Ursache dafir ist, dass immer nuzedie, nicht zusammenhéangende Zeit-
punkte der Praimplantations-Entwicklung betracitetden und nur eine Subpopulation der
zu diesen Zeitpunkten auftretenden Entwicklungsstadnalysiert werden. Gleichzeitig ist

die Vorauswahl der Embryonen bei den verschiedéi@ersuchungen unterschiedlich. Aus
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diesem Grund sind Ergebnisse wie z. B. Zelltoddadinur bedingt vergleichbar. Neben den
Unterschieden hinsichtlich der untersuchten Entluingsstadien (Zeitpunkt/Qualitat der
Embryonen) fehlen ein standardisiertes Nachweiabeeh und einheitliche Kriterien zur

Identifizierung von Zelluntergdngen im friilhen Emtary

Ein Vorteil dieser Untersuchung ist die Analyseletie verschiedener Entwicklungstadien
wahrend der Praimplantations-Entwicklung von Tags37 nachn vitro Fertilisation. Dabei

wurden systematisch alle Embryonen hinsichtlicleshEntwicklungsstandes unter dem Ste-
reomikroskop beurteilt und in definierte Entwickfisstadien selektiert. Um das Auftreten
und Bedeutung von Zelluntergdngen im friihen Emlggnau zu analysieren, ist eine syste-
matische Analyse der Embryonen in engen, zeitlighestanden (< 24 h) der Entwicklung bis

zur Blastozyste notwendig.
# 9) !

In Embryonen aller Entwicklungssstadien von Tagis3Tag 7 wurden bei der morphologi-
schen Analyse der DAPI-gefarbten Zellkerne mitteafokaler Mikroskopie folgende Hin-

weise/Belege fur programmierten Zelltod beobachtet:

eine partielle bis komplette Kondensation von Chabm
eine Fragmentation des Zellkernes

Im Elektronenmikroskop konnten folgende morphololges Merkmale von programmiertem

Zelltod in Tag 5 bis 7 Embryonen nachgewiesen werde

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

Ein haufiger Befund waren sekundéare Lysosomen rhito@atinfragmenten in morpholo-
gisch intakten Zellen. Dies ist ein ein klares intlir die Beseitigung/Phagozytose unterge-

gangener Nachbarzellen.

Die in der inneren Zellmasse von Blastozystewitro undin vivo beobachtete hohe Inzidenz
von Zelluntergdngen legt nahe, dass programmige#tod bei der Entwicklung der inneren
Zellmasse (ICM) eine wichtige physiologische Ro#éya im Rahmen eines morphogeneti-
schen "cell sorting”, spielt. Falls es sich um pamgmierten Zelltod handelt, stellt sich die
Frage nach der Initiation und Regulation. Als Agslt fir programmierten Zelltod sind

grundsétzlich zwei Moglichkeiten zu diskutieren:
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1. Fehlende Uberlebenssignale: die embryonalen Zalied auf Suizid vorprogrammiert.
Fur das Uberleben der Zelle sind spezifische Uberssignale wie Wachstumsfaktoren
und Zytokine notwendig. Bei Fehlen oder einer zdrigen Konzentration dieser Uberle-
benssignale leitet die Zelle aktiv ihren Untergamg (Brison and Schultz, 1998; Diaz-
Cueto and Gerton, 2001).

2. Aktive Apoptose-Induktion von aufen - durch andeflen: Die embryonalen Zellen
sind in ihrer Grundeinstellung auf Uberleben progrsert. Der Untergang der Zelle wird
aktiv durch externe Signale von anderen Zellen zietti z. B. Uber Death receptor-

/Liganden-Systeme.

Die Frage nach Funktion, Bedeutung und Regulation &poptose bei der embryonalen
Entwicklung bis zur Blastozyste fuhrt zur Fragemder Beteiligung bekannter Signalwege.
Wichtige Hinweise kénnte bereits die Elektronenmdiopie liefern - beispielsweise Uber
ultrastrukturelle Veranderungen der Mitochondridie eine zentrale Rolle bei der Initiation
der Apoptose Uber den intrinsischen Signalweg epiébreen and Reed, 1998). So wurde fir
apoptotische Zellen ein Anschwellen der Mitochoaxrbeschrieben, das allerdings erst sehr
spat im Apoptose-Prozess nachweisbar ist (Zieglér@Groscurth, 2004). Nach Kroemer et al.
ist das Anschwellen jedoch oftmals nur schwach gusgt bzw. gar nicht nachweisbar
(Kroemer et al., 2005). In dieser Untersuchung kemrkeine Apoptose-typischen ultrastruk-

turellen Veranderungen der Mitochondrien beobachéztien.

- <

In Tag 3 und 4 Embryonen beobachtete Zelluntergé&ngezu einem erheblichen Teil Resi-
duen eines Teilungsstops friher Blastomeren noch bowv. wahrend der Haupt-
Genomaktivierung. Diese findet beim Rind wahrend dleZellzyklus jeweils separat in den
einzelnen Blastomeren statt (Barnes and First, 1¥he wichtige Frage flur weitere Unter-
suchungen ist, ob der Teilungsstop und Untergargedifriihen Blastomeren das Ergebnis
von Kontrollmechanismen und programmiertem Zelltod Eliminierung abnormaler Zellen
(DNA-Schaden, Chromosomen-Abberationen etc.) ishésKapitel 5.3.1). Die Kontrolime-
chanismen und der programmierte Zelluntergang wildddei weitestgehend auf Komponen-
ten (Transkripten/Proteinen etc.) der Eizelle basieMoglicherweise werden in Abhéangig-
keit von der Zellgeneration und Zellzyklus-Kontpalhkten abnormale Blastomeren durch

verschiedene Zelltod-Mechanismen unterschiedlidmelt beseitigt (King and Cidlowski,
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1995). So konnen eine unvolistandige DNA-Replikatiozw. DNA-Schaden am G2/M-
Ubergang zu einem Prophase-Arrest fihren und zeeiBgung der betroffenen Zelle durch
Apoptose. Fehler bei der Anordnung der Chromosometer Metaphasespindel kénnen zu-
nachst zu einem Metaphase-Arrest fihren und spétner mitotischen Katastrophe enden
(Castedo et al., 2004).

Fur eine andere, physiologische Funktion von prognéertem Zelltod ab der Bildung der

Blastozyste und der Formierung der inneren Zellmagsicht eine hohe Inzidenz von Zellun-
tergangen in der ICM sowohl van vitro als auchn vivo produzierten und fir den Untersu-
chungszeitpunkt weit entwickelten Blastozysten gut ausgebildetem Trophoblast. vitro

lag die Zahl der intakten ICM-Zellen in Tag 6 Blasgsten und schlipfenden Tag 7 Blasto-
zysten im Mittel bei 64, wahrend die Zahl der Troblastzellen stark zunahm (siehe Kapitel
4.3.1.3). Dies deutet auf eine aktive RegulationZidlzahl in der ICM durch programmier-

ten Zelltod hin. Offen sind dabei folgende Fragen:

Ist der Zelltod-Index in Blastozysten als prospaitiParameter fir das Entwicklungs-

potential geeignet?
Bedeutet ein hoher Zelltod-Index eine schlechtgifoee?

In den Entwicklungsstadien an Tag 5 und 6 beobgelatelluntergange sind einerseits Resi-
duen von Fehlern aus vorangegangenen Entwickluitgan&ten, die noch nicht beseitigt
wurden und andererseigktuelle Zelluntergdnge, die mdglicherweise phygjsich im Rah-

men einer normalen Entwicklung bei der Ausbildueg KCM auftreten.
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Eine wichtige Ursache fur die Heterogenitat dedzadil ist der Entwicklungsarrest und Ver-
lust einer oder mehrerer Blastomeren wahrend dgererZellzyklen vor bzw. wahrend der
Haupt-Genomaktivierung. Diese findet beim Rind veslak des 4. Zellzyklus jeweils separat
in den einzelnen Blastomeren statt (Barnes and, Bi@91). Der Anstieg der Zellzahl und die
weitere Entwicklung des Embryos werden durch desf@uvon friihen Blastomeren vermut-
lich kritisch beeinflusst. Eine schematische Ddiatg der ersten Zellteilungsgenerationen
im Embryo (Abb. 37) veranschaulicht, je friiher Aesfall einzelner Blastomeren, desto:

grofRer ist der Anteil ooplasmatischer Ressourcen,vdrloren geht und fur die weitere
Entwicklung des Embryos nicht mehr zur Verfugurehs(Abb. 37 A).

mehr potentielle Nachkommen (Zellen) fallen weg §AB7 B).

Der Arrest von frihen Blastomeren endet einersgitgig im frihen Tod des Embryos und ist
andererseits die wesentliche Ursache bei eineemtgkroskopisch beobachteten Entwick-
lungsverzbgerung (siehe Kapitel 5.2.1).

Wahrend der ersten Zellteilungen laufen wesentliBlnezesse der epigenetischen Repro-
grammierung ab. Derzeit ist nicht geklart, wannepeenetische Diversifizierung der einzel-
nen Blastomeren beginnt. In diesem Zusammenhanly sieh beispielsweise die Frage:
Héangt die Ausbildung und Entwicklung der Zellzamlder ICM bei Ausfall einer der Blasto-
meren eines 8-Zell-Embryos davon ab, welche deyemgtisch bereits unterschiedlich mar-
kierten Blastomeren betroffen ist? In dieser Untelnsing zeigte sich eine enorme Variabilitat
in der Entwicklung der ICMIn vitro schwankte an Tag 7 in nicht-expandierten und somit
der in der Entwicklung verzdgerten BlastozystenZidizahl der ICM zwischen 20 und 130
(siehe Kapitel 4.3.1.3).
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Abbildung 37: Schema des Entwicklungsstops friiher Bstomeren vor bzw. wahrend der Haupt-
Genomaktivierung im Embryo (beim Rind im 4. ZellzyKus)

Je fruher der Ausfall einzelner Blastomere, déajogréRer ist der Verlust wichtiger ooplasmatischer
Ressourcen un(B) desto niedriger ist die Anzahl an potentiellen iNammmen. Blastomeren-Arrest:

hellgriin - 1. Blastomerengeneration bzw. 2. Zellagkdunkelgriin - 2. Blastomerengeneration bzw.
3. Zellzyklus; weiss - teilungsaktive Blastomeren.
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Mogliche Ursachen fir den in vielen Embryonen bebbsten Entwicklungsstop einer oder

mehrerer friher Blastomeren im Verlauf der ersteltt&glungen sind:

Defizite der Eizelle. Wichtige zytoplasmatische téa&n der Eizelle fur die Steuerung der
embryonalen Entwicklung fehlen. Dies kann die Folgen Stérungen von Eizell-
wachstum und -reifung oder die Folge einer benatsderin vitro Fertilisation begon-

nenen Regression der Eizelle sein (Merton et @032

eine Arretierung an spezifischen Zellzyklus-Konigahkten als protektiver Mechanismus

zur Erkennung und Elimination von abnormalen Blasten.

Arretierte frihe Blastomeren enthalten oft auféitliroRe Kerne (Abb. 38 B). Ein Tell
dieser grof3en Kerne enthélt stark kondensierterandstandig angeordete Chromo-
somen und befindet sich vermutlich am G2/Mitose+dareg (Abb. 38 B: Pfeil mit
gestrichelter Linie).

Ebenfalls haufig in arretierten frihen Blastomerenfinden sind teils unauffallige,

teils irregulare Metaphasefiguren z. B. mit isaéerChromosomen.

Theoretisch ist auch ein Zellzyklus-Arrest aufgryiiderméagiger* Kontrollmecha-

nismen maoglich.

Der Arrest von frihen Blastomeren ist offenbar kairvitro Artefakt. Auch in derin vivo
Embryonen wurden haufig eine oder mehrere arretieiihe Blastomeren beobachtet. Eine
wichtige Frage fur weitere Untersuchungen ist, ebTeilungsstop und der Untergang friher
Blastomeren tatséchlich das Ergebnis von Kontratlmaismen sind. Eine genaue Analyse
der beobachteten Stoppstellen kdnnte entscheidenttlentifizierung spezifischer ursachli-
cher Eizell-Defizite und der Entwicklung diagnostisr Marker fir 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 friiher Blastomeren in varedenen Zellzyklusstadien (Pfeile) und unterge-
henden Blastomeren mit kondensiertem Chromatinigiéye DNA-Farbung (DAPI, weil3), F-Actin

(Phalloidin, weil3), MKI67 (griin) und Nucleolin (Jot(A) Z-Projektion und (B) zentraler optischer
Schnitt.

615 # 42 B4 : 4 B

Um die Bedeutung und Funktion von Apoptose im frikenbryo besser zu verstehen, wurde
jeweils parallel zur morphologischen Analyse annda Pools von Embryonen die Expressi-
on ausgewahlter Apoptose-assoziierter Gene migiedstitativer Real-Time RT-PCR analy-

siert. Im Gegensatz zu anderen Untersuchungen xuregsion Apoptose-assoziierter Gene

im frihen Embryo wurde in dieser Untersuchung syatéesch in einem Ansatz

eine Auswahl von Apoptose-assoziierten Genen untbtsdie vermutlich Schlisselfunk-
tionen bei der Initiation der Apoptose Uber versdene Signalwege (intrinsisch/extrin-

sisch) sowie der Regulation und Exekution der Apsetausiiben.

Uber eine absolute Quantifizierung die Kopienzalmetbhangigkeit vom Zeitpunkt nach

der Befruchtung und dem Entwicklungsstatus bestimmt

die Kopienzahlen mit der Zellzahl korreliert.
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Fur eine bessere Beurteilung der Ergebnissa &itro Embryonen wurden paralled vivo

Embryonen analysiert, die nach hormonell induziedigperovulation und kinstlicher Besa-

mung am Tag 7 nicht-invasiv durch Spilung der Wiéuner isoliert wurden.
"% % O I &";(5&

Die Analyse der mRNA-Expression mittels quantitatiiReal-Time RT-PCR ist mit einer Rei-
he von technisch bedingten Limitationen verbund@ms(in et al., 2005). Zu den kritischen

Punkten bei Analysen an Eizellen und friihen Embeyaréhlen vor allem:

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

und im frihen Embryo fehlen.
Effizienz und Reproduzierbarkeit von RNA-Extraktiond Reverser Transkription.

eine Normalisierung der Expressionsdaten Uber Befefranskripte aufgrund der hohen
Dynamik der frihen Embryonal-Entwicklung (Betteg@awdt al., 2006; Mamo et al.,
2007).

Die quantitativen Real-Time RT-PCR-Analysen wurdech einem bereits an bovinen Eizel-
len und Embryonen etablierten Protokoll durchgefiBoelhauve et al., 2005). Um alle aus-
gewahlten Gene an einem Eizell-/Embryo-Pool zuilmesén, wurde in eine gPCR-Reaktion
jeweils nur die cDNA-Menge entsprechend 1/10 Em#Biaell-Aquivalent eingesetzt. Bei
zu hoher Verdiinnung der Ausgangsprobe besteht eli@hG dass nur in geringer Kopienzahl
vorhandene Transkripte unter die Nachweisgrenzzen. Im Rahmen der in dieser Unter-
suchung durchgefihrten, absoluten Quantifizierungroe fur jedes der untersuchten
Transkripte der Messbereich der gPCR Uber einébKetkurve bestimmt. Dabei lag die unte-
re Nachweisgrenze jeweils bei 20 Kopien pro Reakémsatz.

Die RNA-Menge ist bei der Analyse kleiner Pools vaur 5 bzw. 10 Eizellen/Embryonen zu
gering, um nach der RNA-Extraktion parallel - anezn Pool - a) die RNA-Konzentration zu
messen, b) die RNA-Integritat z. B. durch Mikro-8ektrophorese zu Uberprifen und c) die
Transkript-Abundanzen aller ausgewahlten Transkript bestimmen. Um alle ausgewahlten
Transkripte an einem Eizell-/Embryo-Pool analysierer konnen, wurde auf eine Uberprii-
fung der extrahierten RNA verzichtet. Zum Schutz ROA-Degradation wurden die Embry-

onen nach ihrer stereomikroskopischen Klassifizigrin flissigem Stickstoff schockgefroren
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und bei - 80 °C gelagert. Die RNA wurde unmittelbach der Extraktion mit Hilfe von Ran-

dom-Hexamer (RH)-Primern in die stabilere, korresperende (C)DNA umgeschrieben.

Bei der Reversen Transkription mittels RH-Primerrerden neben den embryonalen
Transkripten auch die aktiven und inaktiven Eizglezifischen (maternaleiyanskripte er-
fasst. Bei der Reversen Transkription mit Poly-Aatern werden 18S rRNA, mRNAs ohne
Poly-A-Schwanz wie z. B. die mRNAs von Histon-Gensowie inaktive, maternale
Transkripte mit verkirztem Poly-A-Schwanz nichtasdt. Die Wahl der Primer fur die Re-

verse Transkription muss bei der Interpretation RorgPCR-Daten berlcksichtigt werden.

Mittels einer absoluten Quantifizierung wurde diepienzahl pro Embryo fiir 2 Referenz-
Transkripte und 11 mRNAs bestimmt. Das Ziel dernggativen Real-Time RT-PCR mit ei-
ner absoluten Quantifizierung war u. a. eine Vaigabn von Kandidatengenen fur Studien
zur Transkript- und Protein-Lokalisation mittels RMAsitu und Immunfluoreszenz sowie fur
funktionelle Untersuchungen beispielsweise mitiRMA-knock-down etc. In Abhangigkeit
davon, fur welches Protein (Enzym, Transkriptiokidg Strukturprotein etc.) ein Transkript
kodiert, kbnnte bereits die Kopienzahl erste wigphtinformationen zur funktionalen Rele-
vanz liefern. Ein wesentlicher Vorteil einer abgeluQuantifizierung ist, dass die ermittelten
Kopienzahlen in nachfolgenden Studien Uberpriftdesrkonnen bzw. als Bezugspunkt die-
nen. Darlber hinaus sind absolute Kopienzahlenebegseignet, um den Verlauf von
Transkript-Abundanzen zu Beginn der Embryogeneskenbachten. Es werden keine Refe-
renz-Transkripte bendtigt. Die absoluten KopienealMoénnen mit der Zellzahl korreliert und
so die Kopienzahl pro Zelle abgeschéatzt werdene Bimsolute Quantifizierung von mRNA-
Transkripten ist allerdings zeitaufwendig und te® muiussen Transkript-spezifische DNA-
Standards im Vorfeld der Untersuchungen hergestefitden. Ein kritischer Punkt sind
Schwankungen in der Effizienz von RNA-ExtraktionduReverser Transkription, die z. B.
mit Hilfe externer RNA-Standards erfasst und aukgegn werden kdnnen. In dieser Unter-
suchung wurde die Effizienz von RNA-Extraktion uRkverser Transkription und ihre
Schwankung mit Hilfe eines externen RNA-Standarasyglarisch an Eizellen tberpruft und
lag bei 28+ 5 %. Um die tatséchlichen Kopienzahlen zu erhalteiissen also die gemesse-
nen Werte mit einem Korrekturfaktor von 3,6 mulzprt werden. Die Interpretation der Ko-
pienzahlen spezifischer Transkripte ist gegenwdéntigh?) erheblich eingeschrankt, da kaum
Vergleichs- bzw. Referenzdaten vorliegen - weder E@ellen und frihen Embryonen, noch

von adulten, somatischen Zellen.
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Die bislang publizierten Daten zur Expression dphier Transkripte in Eizellen und Emb-
ryonen basieren nahezu ausschlief3lich auf einativeh Quantifizierung der Transkripte im
Verhéltnis zu einem Referenz-Transkript oder eirexternen RNA-Standard (Wrenzycki et
al., 2004). Neben Untersuchungen zu Transkript-Alanzen an jeweils einem spezifischen
Entwicklungszeitpunkt bzw. -stadium wurden auchd&mn zum entwicklungsabhangigen
Verlauf von Transkript-Abundanzen durchgefiihrtbesondere dabei stellt sich die entschei-
dende und nicht einfach zu beantwortende Frage gaeigneten Referenz-Transkripten

(Goossens et al., 2005).

Microarray-basierte Transkriptom-Analysen an Embgmokénnten unter anderem zur Identi-
fizierung von entwicklungsrelevanten Schlisselgewmaeh Signalwegen fuhren (Adjaye et al.,
2007). Ein schwerwiegendes Problem stellt dabegdenge RNA-Gehalt friiher Embryonen
dar. Bei der Untersuchung einzelner Embryonen @&tiner Pools mul3 die cDNA fir die
Hybridisierung amplifiziert werden. Dabei ist darait rechnen, dass je nach Amplifikations-
verfahren die verschiedenen Transkripte jeweils umiierschiedlicher Effizienz amplifiziert
werden und dass Transkripte, die nur in niedrigepi&nzahl vorliegen, nicht nachgewiesen
werden kénnen (Sudheer and Adjaye, 2007). Die Eigeb bislang publizierter Microarray-
Analysen sind aufgrund der Verwendung unterschibdl Protokolle zur RNA-Isolierung,
Reversen Transkription und Amplifikation und desndatzes unterschiedlicher Array-

Plattformen schwierig zu bewerten und zu vergleit@idheer and Adjaye, 2007).
1 " '3

Je nach Untersuchungszeitpunkt und Entwicklungastadeprasentieren die Kopienzahlen
pro Embryo

von der Eizelle stammende (maternale) Transkripte

vom Embryo produzierte Transkripte

die zellulare Zusammensetzung des Embryos

o die Anzahl der Zellen

0 den Zellteilungsbaum und die Anzahl mitotischeturggen, die von den einzelnen

Zellen jeweils bereits durchlaufen wurden
o den epigenetischen Status der einzelnen Zellenhwadifferenzierung
o0 den Anteil von ICM- und Trophoblast-Zellen

eine funtionelle Adaptation an die Umgebungsbediggun
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Der Abbau maternaler und Aufbau embryonaler Trapskim Verlauf der ersten Zellteilun-

gen ist graduell und fiir jedes Gen verschiedentéBetvda and Smith, 2007; Brevini et al.,
2007). Aufgrund einer bislang fehlenden Diskrimraoigg zwischen maternalen und embryo-
nalen Transkripten kann nicht unterschieden werdeayiele Transkripte zum jeweiligen

Zeitpunkt von der Mutter stammen bzw. auf die Egpien durch den Embryo zuriickzufuh-
ren sind. Ein Ansatz fur eine mogliche Diskriminieg ist die Markierung neusynthetisierter
RNA Uber modifizierte Nukleotide und die spezifisctsolierung beispielsweise Uber eine

Immunprazipitation.

Die Division der Kopienzahl eines Transkripts prmiiEyo durch die Zellzahl liefert einen
Schatzwert fur die Kopienzahl pro Zelle. Der Beguoher embryonalen Transkription kann
Uber ein Verlaufsprofil der Kopienzahl pro Zellesber erfasst werden als Uber die Kopien-
zahl pro Embryo. In den Tag 3 bis 5 Embryonen wandeniger Kopien pro Zelle bestimmt
im Vergleich zur Eizelle. Die befruchtete Eizell&dvdurch die Furchungsteilungen in immer
kleinere Zellen zerlegt. Dabei wird das Zytoplasiea Eizelle mit den vorréatigen Transkrip-
ten auf die neugebildeten Zellen verteilt. Ein Hamsvauf den Beginn der aktiven (embryo-
nalen) Transkription ist der Anstieg der Kopienzphd Zelle bei einer weiter exponentiell
ansteigenden Zellzahl. Bei der Entwicklung der Mamzur schlipfenden Blastozyste gibt die
Kopienzahl pro Zelle Auskunft dariiber, ob ein Aegtder Kopienzahl pro Embryo allein aus

dem Anstieg der Zellzahl bei konstanter ExprespianZelle resultiert.

In der Blastozyste haben sich mit dem Trophobladtder ICM zwei phanotypisch und funk-
tionell unterschiedliche Zellkompartimente mit ustgiedlichem Entwicklungspotential
entwickelt. Zuséatzlich beginnt sich das Zahlenvinigivon ICM zu Trophoblastzellen mit
der Expansion und dem Schlupfen der Blastozystmatiach zugunsten des Trophoblasten
zu verschieben. Fur die Frage nach einem moglictiserauftretenden programmierten Zell-
tod in der ICM sind v. a. die Transkripte in deM@on Interesse. Das erfordert aber eine ge-
trennte Analyse von ICM und Trophoblast-Zellen. 1Q@kd Trophoblast-spezifische mRNA-
Expressionsdaten wurden erstmals von Adjaye enidtiels Microarrays bestimmt (Adjaye et
al., 2007).
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Referenz-Transkripte

Diese Untersuchung zeigt erstmals, wie die Kopikeleravon 18S rRNA und H2AFZ-mRNA
im Verlauf der Entwicklung von der Eizelle bis zschlipfenden Blastozyste beim Rind
schwanken. In nicht-expandierten Blastozysten an @aind schlipfenden Blastozysten an
Tag 7 wurden fur H2AFZ relativ konstante mRNA-Kamahlen pro Zelle bestimmt.
H2AFZ, das wohl weitgehend replikationsunabhangamgkribiert wird (Hatch and Bonner,
1990), konnte vielleicht ein geeignetes Referenzfigndie relative Quantifizierung von
MRNAs mittels RT-qPCR flir diesen Entwicklungsabéititarstellen.

Fur die 18S rRNA wurden unterschiedliche Transk#fiptindanzen in Eizellen und Embryo-

nen von Tag 3 bis 7 gemessen. Die mMRNA-Kopienzaiilzu jedem untersuchten Zeitpunkt
bis um den Faktor 1.000 hoher im Vergleich zu dpogtose-spezifischen Transkripten. Fir
die Bewaltigung der Entwicklungsprozesse im frigembryo, beginnend mit der Aktivierung

des embryonalen Genoms, wird eine hohe Zahl anrBB&\-Transkripten und -Proteinen

bendtigt. Die Transkription der 18S rRNA erfolgtrdu die RNA-Polymerase | (McStay and
Grummt, 2008). Die Regulation der rRNA-Synthesedamit unabhangig von der mRNA-

Synthese, die durch die RNA-Polymerase Il erfdige im Vergleich zu den meisten mRNA-

Transkripten extrem hohe Abundanz von 18S rRNAistNachteil bei der Verwendung als
Referenztranskript fir die relative Quantifizierumgn mRNAs mittels RT-gPCR und die

Identifizierung von geringen Abundanz-UnterschiedBuastin, 2000; Vandesompele et al.,
2002).

H2AFZ das eine spezifische H2A-Histon-Variante kodieeigte einen auffallig hohen Peak
der mRNA Kopienzahlen in Tag 3 Embryonen noch ver idaupt-Genomaktivierung. Dies
ist ein deutlicher Hinweis auf eine wichtige Fuokiivon H2AFZ zu diesem frihen Zeitpunkt
der Entwicklung. H2AFZ wird replikationsunabhéngignskribiert (Hatch and Bonner, 1990)
und spielt eine komplexe, bislang aber weitgehendeklarte Rolle bei der epigeneti-
schen/Chromatin-basierten Regulation der Genexpre¢Praker and Cheung, 2009; Tham-
birajah et al., 2009). H2AFZ-defiziente Mausembmyorsterben um den Zeitpunkt der Im-
plantation (Faast et al., 2001).
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Caspasen

In dieser Untersuchung wurden mRNA-Transkriptediér Effektor-Caspase 3 und die intrin-
sische Initiator-Caspase 9 von der Eizelle bis suhlipfenden Blastozyste nachgewiesen.
Untersuchungen bei verschiedenen Sauger-Speziderfaftir verschiedene Caspasen eine
durchgehende mRNA-Expression in Eizellen und frilignbryonen bis zur Blastozyste
(Exley et al., 1999; Jurisicova et al., 1998; Warmteal., 1998). Die essentielle Bedeutung von
Caspasen bei der fetalen Entwicklung wird an KnogikMausen deutlich. In Abhangigkeit
vom genetischen Hintergrund fuhrt die Defizienz v@amspase 3 zum Tod der Feten um Tag
14, die Defizienz von Caspase 9 zum Tod um derpdeit der Geburt (Zheng et al., 1999).
Nach Knock-out der extrinsischen Effektor-Caspaseuidle ebenfalls ein Tod der Feten um
Tag 14 beobachtet (Zheng et al., 1999).

Die Bedeutung der Caspasen fur die EntwicklungdemnEizelle bis zur Blastozyste ist dage-
gen noch unklar. In dieser Untersuchung wurdendiérEffektor-Caspase 3 von der Eizelle
bis Tag 4 relativ konstante mMRNA Kopienzahlen probEyo gemessen. Ab Tag 5 wurden
dann deutlich mehr (embryonale) Transkripte bestinidre Anzahl der gemessenen mRNA-

Kopien fur die intrinsische Initiator-Caspase 9 elgen sank von der Eizelle auf Tag 3 deut-
lich ab, um erst in schliipfenden Blastozysten wieahzusteigen. Dies kénnte auf eine Betei-
ligung von Caspase 9 an den in diesem Stadium rii@M beobachteten Zelluntergangen

hinweisen. In dieser Untersuchung waren weder iell&in, noch in Embryonen bis zur

schlipfenden Blastozyste Transkripte fur die egtsche Effektor-Caspase 8 nachweisbar.
Das entspricht den Ergebnissen einer Untersuchandds Maus, die Caspase 8-Protein we-
der in Eizellen, noch in Blastozysten mittels Imruworeszenz nachweisen konnten (Kelkar
et al., 2003).

BIRC4 - Inhibitor der Apoptose

Fur BIRC4 wurden in der Eizelle auffallig hohe mRNMA&pienzahlen gemessen, die um den
Faktor 20 hoher waren im Vergleich zu den Kopieteralvon Tag 3 IVF-Embryonen. Erst
spat, an Tag 6 und 7 wurden dann wieder deutlichrnembryonale mRNA-Kopien gemes-
sen. In einer friheren Untersuchung von Nino-Sota.evurde bereits von einer hohen Kon-
zentration von BIRC4-mRNA in der Eizelle beim Ribdrichtet. Die Autoren spekulierten
Uber eine wichtige Rolle von BIRC4 zum Schutz vpoptose wahrend der ersten Zellteilun-
gen, ohne Belege dafir liefern zu konnen (Nino-Sbtal., 2007). So steht ein Nachweis von

BIRC4 Protein in bovinen Eizellen und frithen Embrgo noch aus. Darlber hinaus zeigten
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sich BIRC4 Knock-out-Mause im Vergleich zum Wildtghanotypisch unaufféllig. Die dabei

beobachteten erhdhten Transkript-Abundanzen fin xeevandten Proteine aus der IAP-
Familie, clAP (baculoviral IAP repeat-containing)ubhd 2 sprechen daftir, dass ein Ausfall
von BIRC4 durch eine Uberexpression verwandter Ganepensiert werden kann (Harlin et
al., 2001).

BCL2-Familie

MRNA-Kopien fir das anti-apoptotisch wirkende BGkdren in dieser Untersuchung nur in
der Eizelle nachweisbar. In einer Reihe von StudienMaus und Mensch waren BCL2-
Transkripte von der Eizelle bis zur Blastozystehvesisbar. Dabei wurden sowohl Embryo-
nen-Pools als auch Einzelembryonen analysiert (Egteal., 1999; Metcalfe et al., 2004,
Spanos et al., 2002; Warner et al., 1998). Eineetdnthung an Einzelblastomeren von vita-
len, arretierten sowie nicht mehr lebensfahigen Z2eB-Embryonen beim Menschen konnte
nur in wenigen Blastomeren vitaler Embryonen BClranBkripte nachweisen (Liu et al.,
2000). Daraus wurde eine mogliche Assoziation ddt@r2-mRNA-Expression und der Qua-
litat der Embryonen abgeleitet. Beim Rind wurdenNwRTranskripte fir BCL2 in als ent-

wicklungsfahig klassifizierten Tag 7 Blastozystetihgewiesen (Vandaele et al., 2008).

MRNA-Kopien fur BCL2L1 (ehemals bcl-xL), einem z«CB2 nah verwandten Protein, mit
ebenfalls anti-apoptotischer Funktion, wurden ven HEizelle bis zur Blastozyste nachgewie-
sen. Nach einem Abfall der mRNA-Kopienzahl von Bezelle bis Tag 4 wurde an Tag 5 ein
steiler Anstieg als Zeichen embryonaler Transkoiptbeobachtet. Bei der Maus wurden
BCL2L1-Transkripte in Eizellen und 1-, 2-, 4-, 8{ZEmbryonen sowie Blastozysten be-
stimmt (Exley et al., 1999). Beim Mensch waren mRK@pien fir BCL2L1 dagegen nur

vereinzelt in der Zygote und in 8-Zell-Embryonercimaeisbar (Metcalfe et al., 2004). Beim
Rind wurde bislang eine mRNA-Expression von BCL2hlverschiedenen Blastozystensta-
dien beobachtet (Knijn et al., 2005). Moglicherveeisird beim Rind eine fehlende BCL2-

Expression im frihen Embryo durch die ExpressiomBE&L2L1 ersetzt.

MRNA-Kopien fur BAX, einem pro-apoptotischen Gegaaker von BCL2 und BCL2L1,
waren in dieser Untersuchung in der Eizelle undabiseine Ausnahme in allen untersuchten
Entwicklungsstadien von Tag 3 bis 7 nachweisbaeréssanterweise war in den am weitesten
entwickelten Embryonen an Tag 4 kein Nachweis vdRNA-Transkripten maglich. Nach
einem moglicherweise vollstandigen Abbau matern&tanskripte in diesem Stadium wurde
an Tag 5 ein steiler Anstieg offenbar embryonaldXBlranskripte parallel zum Anstieg der

BCL2L1-mRNA Expression gemessen. Eine konstitutnRNA-Expression von BAX wurde
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in Eizellen und Embryonen bis zur Blastozyste zuscmion bei Maus und Mensch nachge-
wiesen (Exley et al., 1999; Metcalfe et al., 208f¢anos et al., 2002; Warner et al., 1998).
Unter der Annahme, dass eine hohe Expression vox &A Marker fir eine eingeschréankte
Vitalitat und ungunstige Kulturbedingungen dargtelkonnte, wurden beim Rind wiederholt
relative mRNA-Abundanzen fir BAX in Eizellen (Boallve et al., 2005) und Embryonen
vom 8-16-Zell-Stadium bis zur Blastozyste bestinjmisammengefasst und diskutiert bei
(Wrenzycki et al., 2005)].

FAS-Rezeptor/FAS-Ligand (FAS/FASLG)

In dieser Untersuchung wurden fiir den FAS-LiganahtNA-Transkripte nur in dem vitro
gereiften Eizellen sicher nachgewiesen - knapp tdbeiNachweisgrenze von 200 Kopien pro
Eizelle. mMRNA-Transkripte fur den FAS-Rezeptor waie vivo ab der Morula undh vitro
nur in schlipfenden Blastozysten an Tag 7 sichehwaisbar, nicht in Eizellen und nicht in
friheren Embryonalstadien. Das Fehlen bzw. diengeriZahl von Transkripten fur FAS,
FASLG und CASPS8 von der gereiften Eizelle bis zthlgpfenden Blastozyste sprechen ge-
gen eine Bedeutung des FAS/FASLG-Systems in didg@men Entwicklungszeitraum beim
Rind. Méglicherweise spielt jedoch der FAS/FASLGr&ilweg eine wichtige Rolle bei Inter-
aktionen zwischen Eizelle und Cumuluszellen bzwseaen den Cumuluszellen. So konnten
Rubio Pomar et al. beim Rind Transkripte fur FASI 'WHASLG sowohl inin vitro gereiften
Eizellen als auch in Cumuluszellen nachweisen.r@iteys wurden nur in den Cumuluszellen
beide Proteine nachgewiesen, in Eizellen dagegemasi Rezeptorprotein, jedoch nicht der
Ligand. Demnach kénnten Cumuluszellen Uber diesgnaveg die Apoptose anderer Cu-
muluszellen aber auch der Eizelle induzieren (Rimmar et al., 2004). Studien bei Maus,
Ratte und Menschen lieferten widersprichliche DaBmkonnten bei der Maus in Eizellen
sowie Tag 1 und 2 Embryonen keine mRNA-TranskrfiteFAS und FASLG nachgewiesen
werden, allerdings in Morulae und Blastozysten Kéelet al., 2003). Bei der Ratte waren
MRNA-Transkripte fir FAS und FASLG nur in Eizelland 2-Zell-Embryonen nachweisbar,
jedoch nicht in spateren Stadien bis zur Blastezflisawamura et al., 2001). Beim Menschen
wurden in 4-Zell-Embryonen und fragmentierten "(#otuss"-Embryonen Transkripte fur

den Rezeptor und den Liganden nachgewiesen (Kaveaetal., 2001).

Der Nachweis von FAS-Rezeptor-mRNA ab der Morinavivo und ab der schlipfenden
Blastozysten vitro in dieser Untersuchung ist ein Hinweis fir eine liiom dieses Signal-

weges nach dem Schlupfen der Blastozyste an Teg%riach der Befruchtung beim Rind.
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Transkriptionsfaktor STAT3

In der Eizelle wurden im Mittel mehr als LthRNA-Kopien fiir STAT3 gemessen. In den
Embryonen lagen die Kopienzahlen erheblich niedrigeTag 4 Embryonen bei ca. 7 x°10
pro Embryo und in schliipfenden Blastozysten beRca.1d. STAT3 spielt offenbar bei der
embryonalen Entwicklung eine essentielle Rolle (lstagl Chelmonska-Soyta, 2007). So ster-
ben STAT3-defiziente Maus-Embryonen noch vor Begien Gastrulation (Takeda et al.,
1997). Eine Expression von STAT3-mRNA und Proteiurde schon in Eizellen und ver-
schiedenen Teilungsstadien bis zur Blastozyste Miis, Mensch und Rind beobachtet
(Antczak and Van Blerkom, 1997; Antczak and VanrBden, 1999; Boelhauve et al., 2005).
Die Funktionen von STAT3 in der Eizelle und wahreter frihen Embryogenese bis zur
Blastozyste und im Rahmen von Apoptose sind nodtgelgend ungeklart. Es wird vermutet,
dass STAT3-Protein eine wichtige Funktion bei deg®ation von Proliferation und Apop-
tose beispielsweise durch die Regulation der Trgptsdn verschiedener pro- und anti-

apoptotisch wirkender Gene ausibt (Bromberg andé&la2000).

%! 3 !

Um die Relevanz der Ergebnisse iarvitro produzierten Embryonen besser einschatzen zu
konnen, wurden paralleh vivo produzierte Embryonen analysiert. Dievivo Embryonen
wurden aus superovulierten Spendertieren 6 - 7 THe@ - 183 h) nach wiederholter kinstli-
cher Besamung nicht-invasiv durch Spullen der Utgiuser gewonnen (siehe Kapitel 3.1.2).
Dieser Vergleichin vitro/in vivo beinhaltete folgende stereomikroskopisch defiarerEnt-
wicklungsstadien: a) kompaktierte Morula/frihe Btayste und b) nicht-expandierte/expan-
dierte Blastozyste. Bei dem Vergleich viorvitro undin vivo produzierten Embryonen gibt es
folgende Einschrankung: Wahrend die zu einem datien Zeitpunkt nacn vitro Fertilisa-
tion gewonnenen Embryonen alle gleich alt sindjiedrdas Alter deiin vivo produzierten
Embryonen, die zu einem definierten Zeitpunkt nki¢hstlicher Besamung aus einem Spen-
dertier gewonnen wurden, und kann nicht genaurbestiwerden. Die Ovulation der Eizellen
und auch die Befruchtung erfolgém vivo nicht gleichzeitig und kénnen nicht beobachtet

werden.



DISKUSSION 159

Bei einem Vergleich vom vitro undin vivo Embryonen stellen sich folgende Fragen:
Was bedeutet eine Messung unterschiedlicher Trgmskibundanzen?

unterschiedliche Effizienz von RNA-Isolation undveeser Transkription?
unterschiedliche Zeitfenster, d. h. unterschiedditta Embryonen untersucht?
unterschiedliche Entwicklungsstadien verglichen?

unterschiedliche zellulare Zusammensetzung?

0 Zellzahl

o Zellteilungsmuster

o der epigenetische Status und die Differenzierumgtzelnen Zellen

o0 der Anteil von ICM- und Trophoblastzellen

o der Anteil untergehender Zellen

funktionelle Anpassung an unterschiedliche Umgebbadingungen?

Eine entscheidende Frage bei der Interpretationivanskript-Kopienzahlen im frihen Emb-
ryo ist: Liefern die Transkript-Abundanzen/Kopiehlem tatsachlich Informationen tber ein
unterschiedliches Entwicklungspotential oder steffe nur eine funktionelle Adaptation an
unterschiedliche Umgebungsbedingungen dar, wiersefiedlichein vitro Kulturmedien

oder -zusétze, ohne nachhaltige Beeinflussung divi€klung?
Vergleich von Kopienzahlen pro intakte Zelle

Um Unterschiede in der Zellzahl und das Auftretem Zelluntergangen in Morulae und
Blastozystenin vitro undin vivo zu berucksichtigen, wurden die Kopienzahlen ptakie
Zelle (Kopienzahl pro Embryo/Gesamtzellzahl minuzéhl an Zelluntergangen) verglichen.
Die in Morulae/frihen Blastozysten gemessenen Kaaklen flr die beiden Referenz-
Transkripte 18S rRNA und H2AFZ wareém vitro undin vivo nicht signifikant unterschied-
lich. In nicht-expandierten/expandierten Blastoegsivurdenin vivo fir beide Referenzgene
hohere Kopienzahlen gemessen, der Unterschiededach nur bei H2AFZ signifikant (P
0.05). Fur den Vergleich von Transkript-Abundan2goptose-assoziierter Gene wurden die
Kopienzahlen pro intakte Zelle gegenuber dem Refef@anskript H2AFZ normalisiert.
Nach der Normalisierung traten folgende nicht digante bzw. signifikante Unterschiede
auf: In Morulae/frihen Blastozysten wurdervivo hthere Kopienzahlen pro intakte Zelle fur
BAX, CASP9, BCL2L1 und BIRC4 gemessen unditro eine signifikant hthere Kopienzahl
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fur CASP3. In nicht-expandierten/expandierten Blagsten wurdern vivo hthere Kopien-
zahlen fir BAX, CASP9 und BCL2Luind in vitro eine signifikant hohere Kopienzahl fur
CASP3 und BIRC4 gemessen. Dabei erschien eine &ah&NA-Kopienzahl eines pro-
apoptotischen Gens jeweils mit einer h6heren Kagakhdes Gegenspielers korreliert. Fur
STAT3 warin vitro die Kopienzahl hoher - nicht signifikant in Moral&ihen Blastozysten

und signifikant in nicht-expandierten/expandierBtastozysten.

In zahlreichen Studien wurden bereits relative $kaipt-Abundanzen potentiell bedeutsamer
Gene in bovinen Embryonen in Abhangigkeit vom Kuttadium bzw. -zuséatzen vitro und

in vitro versusin vivo analysiert [zusammengefasst bei (Lonergan e2@06)]. So wurden in

in vitro kultivierten Rinderblastozysten im Vergleich uvivo erhbhte mRNA-Abundanzen
fur BAX (Rizos et al., 2003) und BIRC4 (Nino-Sotba., 2007) bestimmt. Dagegen fanden
Knijn et al. keine Unterschiede in der relativen KMRAbundanz von BAX und BCL2L1 in

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

Derzeit gibt es keine Belege fir eine funktion®lelevanz der zwischen vitro undin vivo
beobachteten Unterschiede von Transkript-Abundari2enparallele morphologische Analy-
se von Morulae und Blastozystanvitro undin vivo ergab keine signifikanten Unterschiede
in der Inzidenz von Zelluntergadngen (siehe Kapit8l1.4). Die Induktion und Exekution von
Apoptose kann vermutlich unabhangig von Anderung@nTranskript-Abundanz Apoptose-
assoziierter Gene erfolgen. So konnten Vandae#. é boviner Blastozystem vitro nach
Kultivierung mit Staurosporin Uber 24 h zur Indwktivon Apoptose keine signifikanten Ver-
anderungen in der mRNA-Expression von BAX, BCL2,3F8, CASP7 im Vergleich zu un-
behandelten Embryonen beobachten (Vandaele 208i8).

&, '3 @ & A( | B

Die mRNA-Kopienzahlen kénnen wichtige Hinweise aifie funktionelle Relevanz eines
Gens liefern. Aus der Anzahl der mRNA-Transkriptees Gens in einer Zelle kann jedoch
nicht die Anzahl der Protein-Molekule in der Zaliked ihre Aktivitat abgeleitet werden, da die
Synthese, posttranslationale Modifikation, Aktivieg, Inaktivierung und Degradation von
Proteinen komplex reguliert sind (Lackner and Bgt2608). Gene kdnnen transkribiert wer-
den, ohne dass die entsprechende mRNA translatiett Fur die Aufklarung der Funktion

eines Gens in der frihen embryonalen Entwicklung sier Nachweis und die Lokalisation
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des Proteins von entscheidender Bedeutung. Beinh iRirgegenwartig der Nachweis spezifi-

scher Proteine durch das Fehlen geeigneter Angkadrpch erheblich erschwert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte sicher nur STAT 3t&tromikroskopisch mittels Immunfluo-
reszenz nachgewiesen werden. Signale fur STATZ®Praturden im Zytoplasma und im
Zellkern von Tag 3 Embryonen und Tag 6 Blastozy$st&alisiert, nicht aber in gereiften Ei-
zellen. Auffallig war, dass die Zellkerne mit pogin STAT3-Signalen im Zellkern gleich-
zeitig Ki67 positiv waren. Bei Mensch und Maus wairdereits STAT3-Protein mittels Im-
munfluoreszenz im Zytoplasma von gereiften Eizelied in frihen Embryonen beobachtet
(Antczak and Van Blerkom, 1997). Die Autoren betéchvon einem starken, polaren Signal

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

Fur aktiviertes Caspase 3-Protein war der Nachwaggdich. Es wurden nur in Blastozysten
vereinzelt schwache Signale im Zytoplasma von getegnden Zellen (mit morphologischen
Merkmalen von Apoptose) beobachtet, in einem kosigeten/apoptotischen Kern auch im
Karyoplasma (siehe Kapitel 4.5). Gjorret et al. ikiem aktiviertes Caspase 3-Protein nach 24
h Staurosporin zur Induktion von Apoptose nicht 2fZell-Embryonen, aber in 4-Zell-
Embryonen bis Blastozysten beim Rind mittels Imnuorieszenz nachweisen. Die Caspase
3-positiven Zellen enthielten kondensierte/apopttte Zellkerne. Nur vereinzelt wurden zy-
toplasmatische Signale fir aktivierte Caspase 3nicht-behandelten 8- und 16-Zell-
Embryonen, Morulae und Blastozysten beobachtetr(&jet al., 2007). Dabei waren akti-
vierte Caspase 3-Signale sowohl im Zytoplasma ads @an Karyoplasma nachweisbar. Bis-

lang unklar ist, wie lange aktive Caspase 3 in &ggehen Zellen nachweisbar ist.
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In dieser Arbeit wurde mit der Visualisierung deiilfen Entwicklung bis zur Blastozyste
beim Rind begonnen. Insgesamt wurden 15 stereosk&psch unterschiedliche Entwick-
lungsstadien von Tag 3 bis 7 nach IVF analysfdg zentrale morphologische Parameter zur
Bestimmung des Entwicklungspotentials von Embryowenden die Zellzahl, das Auftreten
von Zelluntergdngen, Zellteilungsmuster und dieastrukturelle Differenzierung analysiert.
Fur eine Identifizierung und Lokalisierung abnoreralind apoptotischer Zellen wurden die
Blastomerenkerne hinsichtlich der Groé3e und Struganauer analysiert. Um die mégliche
Rolle des Apoptose-Systems im frihen Embryo noamager zu untersuchen, wurden fir
eine Reihe von Schiisselgenen der Apoptose diewbrolranskript-Abundanzen bestimmt
und mit der Zellzahl korreliert. Fir eine bessesiBeilung der Relevanz der Beobachtungen
anin vitro Embryonen wurden gleichzeitig vivo Embryonen analysiert, die nach hormonell
induzierter Superovulation und kiinstliche Besamamglag 7 nicht-invasiv durch Spulen der

Uterushdrner gewonnen wurden (siehe Kapitel 3.1.2).
Folgende Schlussfolgerungen lassen sich aus dikgersuchung ableiten:

Der Teilungssstop und Verlust einzelner friher Blaseren vor bzw. wahrend der Haupt-
Genomaktivierung (beim Rind im 4. Zellzyklus) bdgisst kritisch den Anstieg der Zell-
zahl und die weitere Entwicklung des Embryos. Didag 3 und 4 Embryonen beobach-
teten Zelluntergange sind zu einem erheblichen Regiduen eines Teilungsstops friher
Blastomeren wahrend der ersten Zellteilungen. Eiiohtige Frage ist, ob der Teilungs-
stop und Untergang dieser frihen Blastomeren dgsbiars von Kontroll-Mechanismen
und programmiertem Zelltod zur Eliminierung abnolenaZellen ist? Um den Ausfall
frher Blastomeren zahlenmafiig zu kompensiered, rsighr Teilungszyklen der verblie-
benen Zellen und damit mehr Zeit erforderlich. Espannende Frage ist, ob bzw. inwie-
fern das Entwicklungspotential des Embryos dabegfiastig beeinflusst wird. Hangt
maoglicherweise die Ausbildung und Entwicklung deilZahl im ICM bei Ausfall einer
der Blastomeren eines 8-Zell-Embryos davon ab, veelter epigenetisch bereits unter-

schiedlich markierten Blastomeren betroffen ist?

Die Ursachen fur die heterogene Entwicklung der Barten unter einheitlichen Bedin-
gungenin vitro sind in dem unterschiedlichen Entwicklungspoténtier Eizellen und
Spermien zu suchen. Die Analyse der charakterisisStoppstellen und kritischen Ent-

wicklungsschritte im frthen Embryo ist ein vielverschender Ansatz fur die Identifizie-
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rung spezifischer Eizell-Defizite und der Entwicktpdiagnostischer Marker fur das Ent-
wicklungspotential von Eizellen. Diese Untersuchemgverden im Rahmen eines Projek-
tes der DFG-Forschergruppe ,Germ cell potentialORF 1041, www. germ-cell-
potential.de) durchgeflhrt.

Die in der inneren Zellmasse (ICM) von Blastozystervitro undin vivo beobachtete
hohe Inzidenz an Zelluntergdngen (mit morphologscMerkmalen von Apoptose) bei
intaktem Trophoblast legt nahe, dass programmiet&ditod bei der Entwicklung der
ICM eine wichtige physiologische Rolle, etwa im R&n eines morpho-genetischen

~cell sorting®, spielt.

Der elektronenmikroskopische Nachweis von sekumdarngsosomen mit Chromatin-
resten ist ein starkes Indiz fur eine kontrollieBeseitigung von untergegangenen Zellen
durch Nachbarzellen. Ultrastrukturelle Verdnderumgdie auf eine intrinsische Aktivie-
rung von programmiertem Zelltod Gber die Mitochaedrhinweisen, wurden nicht ge-

funden.

Die Transkript-spezifischen Abundanz-Profiteachen deutlich, dass der Abbau materna-
ler und der Anstieg embryonaler Transkripte im &eflder ersten Zellteilungen graduell
und fir jedes Gen spezifisch ablaufen. Die Trapskfopienzahlen in Morulae und

Blastozysten beruhen vor allem auf einem AnstiegZadzahl.

Fehlende bzw. niedrige Transkript-Abundanzen smechegen eine Bedeutung des
FAS/FASLG-Signalweges vor dem BlastozystenstadiDies schliesst nicht aus, dass ei-
ne extrinsische Aktivierung von programmiertem #ell durch andere Death recep-

tor/ligand-Systeme im frihen Embryo von Bedeutistg i

Im Rahmen einer systematischen Erforschung der alermund gestorten frihen embryo-
nalen Entwicklung beim Rind fehlt bis jetzt einealyse der Entwicklungsstadien von der
Zygote bis 72 Stunden nach der Befruchtung. Dieetdnichung der Embryonen in diesem
Zeitraum konnte entscheidende Hinweise auf die tigsten Ursachen fur den Teilungsstop
und Ausfall friher Blastomeren wéhrend der erstetitedlungen liefern. Die spateren Zeit-
punkte reprasentieren zu einem grof3en Teil nur mashErgebnis vorangegangener Storun-
gen. Die an Tag 4 bis 7 stereomikroskopisch alsl#ith entwicklungsverzogert bzw. bereits
degeneriert beurteilten Embryonen wurden im Rahdieser Untersuchung nicht analysiert.
Der Anteil dieser Embryonen wurde mit zunehmendemetsuchungszeitpunkt jedoch im-
mer grof3er und betrug an Tag 7 nach IVF mehr aBrb@ent (Abb. 39). Vom jetzigen Stand-
punkt aus betrachtet, erscheint es wichtig, gethdeschwer in ihrer Entwicklung gestorten
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Embryonen genau zu analysieren, um den Usachedefiifrihen Tod von Embryonen auf

den Grund zu gehen.

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

Eine in situ Hybridisierung der quantifizierten Apoptose-assoien Transkripte, d. h. der
intrazellulare Nachweis der Transkripte, konntgénlde wichtige Fragen klaren:

Ist ein Transkript in allen Zellen prasent odedigt Expression auf bestimmte Zellen z. B.
von ICM oder TB beschrankt?

Gibt es Transkript-Abundanz-Unterschiede zwischem&nzelnen Zellen? Wieviele Ko-

pien eines Transkripts sind in welchen Zellen vaden?

Wo sind spezifische Transkripte subzellulér lokalt® Gibt es Unterschiede hinsichtlich

der Lokalisation z. B. zwischen der Eizelle undeemé-Zell-Embryo?

Die tatsachliche Funktion eines Gens kann letztlighauf der Protein-Ebene aufgeklart wer-
den. Einen wichtigen Schritt stellen der Nachweid die zellulare/subzellulare Lokalisation
des entsprechenden Proteins einschlief3lich inaktinel aktiver Formen mit Hilfe spezifi-

scher Antikorper dar.
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Die dreidimensionale Visualisierung der friilhen Eyoloien ist von zentraler Bedeutung bei
der Erforschung der frihen Embryogenese. Eine likesenHerausforderung bei der Erfor-
schung der Embryogenese von Saugern ist die endanmegilitdt und Heterogenitat der fri-

hen Embryonen und die daraus resultierende hoherigebte.

Die Basis fur die Aufklarung grundlegender Mechares der frihen embryonalen Entwick-
lung ist die Gewinnung und Analyse vieler, fixigrEembryonen in engen, zeitlichen Abstan-
den. Der Einsatz von Mehrfarben-Fluoreszenz zuclggeitigen Darstellung multipler zellu-

larer Strukturen ermdoglicht eine bessere Beurtgilutles funktionellen Status und
Entwicklungspotentials der Embryonen sowie einesées Definition der Entwicklungssta-

dien. Die mikroskopische Analyse einer ausreichenflezahl von Embryonen kann ent-
scheidende Hinweise auf die kritischen Entwicklwogsitte und Kontrollpunkte sowie betei-
ligte Signalwege auf zellularer Ebene liefern. Bigfklarung der tatsachlichen Bedeutung
von Signalwegen und der Rolle der entscheidendliggé® Komponenten im Rahmen der
frihen embryonalen Entwicklung kann anschliessendntsprechenden, funktionellen Stu-

dien erfolgen.

Neue Wege ertffnet die direkte mikroskopische Bebhag der zeitlichen und raumlichen
Expression von wichtigen Genen und Proteinen ierden Embryonen beispielsweise mit
Hilfe Fluoreszenz-basierter Reportergene. Repaterg die Schlisselprozesse der frihen
Embryonalentwicklung reflektieren, kbénnten auchialsvivo Marker fur das Entwicklungs-
potential und den Gesundheitsstatus individuelbehder Embryonen dienen (Habermann et
al., 2007).
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Die Herstellung der IVP-Stamm-Medien erfolgte ntér# filtrierten Reinstwasser (Milli-RO
Plus 60, Millipore, Schwalbach, Deutschland). N&gthstellung der Osmolaritat und Steril-
filtration waren die Stamm-Medien bei 5 °C Lagerwigen Monat haltbar. Die in Material
und Methoden (siehe Kapitel 3.2.1) genannten IVRiigte wurden 1 - 2 h vor Gebrauch
frisch hergestellt, steril filtriert und bei 37 @rinkubiert.

Material und Gerate:

Ostrogen-Rinderserum (OCS): Eigenproduktion anitiridtir molekulare Tierzucht
Einmalspritzen ERSTA, 5 n¢Kat.-Nr. 10020010, Zefa, Deutschland)

Millex GP Filtereinheit, 0,22 prKat.-Nr. Z.SLGVO025LS, Zefa, Deutschland)
Osmometer, Digital LRoebling, Deutschland)

pH-Messgerat, pH 96N TW, Deutschland)

AnalysenwaagéSatorius, Deutschland)

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

Chemikalien Menge
LOosung 1:

Kalzium-Lactat(Sigma, K-4388) 60 mg
H.0 10 ml
Ldsung 2:

NaHCQ; (Sigma, N-5761) 300 mg
Hepes(Sigma, H-3375) 140 mg
Pyruvat(Sigma, P-2256) 25 mg
Gentamycin(Sigma, G-1264) 110 pl

Medium 199 mit L-Glutamir{lnvitrogen, 21180) 100 mi
LOsung 3:

Losung 1 10 mi

Lésung 2 100 ml
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Tabelle 32: Modifiziertes Tyrode's Medium fur SpermTALP; pH 7,4 und 300 mOsm

Chemikalien Menge (mgQ)
NaCl (Sigma, S-5886) 580,0
NaHCQ; (Sigma, S-5761) 209,0
NaHPO,H,0 (Sigma, S-9638) 4,0
Hepes(Sigma, H-6147) 238,0
Phenol Ro{(Sigma, P-4633) 1,0
Na-Lactat Sirup 60%Sigma, L-4263) 365,0 pl
MgCl,x 2 H,0 (Sigma, M-2393) 31,0
CaCbx 6 H,O (Sigma, C-7902) 38,4
H>O auf 100,0 ml

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

Chemikalien Menge (mQ)
NaCl (Sigma, S-5886) 666,0
KCL (Sigma, P-5405) 23,5
NaHCQ; (Sigma, S-5761) 210,3
NaH,POs x H,0 (Sigma, S-9638) 4,7
Penicillin G(Sigma, P-4687) 6,5
Phenol Ro(Sigma, P-4633) 1,0
60% Na-Lactat SirugSigma, L-4263) 186,0 pl
MgCl,x 2 H,0 (Sigma, M-2393) 10,0
CaCbhx 6 HO (Sigma, C-7902) 39,7
H.O 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 (mQ)
NaCl (Sigma, S-5886) 629,2
KCL (Sigma, P-5405) 53,4
KH,PO, (Sigma, P-8416) 16,2
CaCbx 6 HO (Sigma, C-7902) 24,8
MgCl,x 2 H,O (Sigma, M-2393) 9,6
NaHCGQ; (Sigma, S-5761) 210,6
Phenol Ro{Sigma, P-4633) 0,14
Na-PyruvatSigma, S-4562) 36,3
L-Glutamin(Invitrogen, 25030-032) 500,0 pl
60% Na-Lactat SirupSigma, L-4263) 47,1 ul
H20 auf 100,0 ml
Tabelle 35: 1x Phosphat-Puffer; pH 7,4 und 280 mOsm

Chemikalien Menge (mgQ)
NaCl(Sigma, S-5886) 8,0

KCI (Sigma, P-5405) 0,2

NaHPO, x 2 H,O (Sigma, S-9638) 1,15

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

CaCb 0,1

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

H>O auf 1000,0 ml
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Tabelle 36:In vitro Produktion von Rinderembryonen

Zeitpunkt* | Versuch | Ovarien| Eizellén| UFOS 2-Zeller| T-Raté  |B-Raté
3(72) 1 20 126 15 111 | 88 i
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 | o1 i
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 | o1 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 zlrdeitro gereiften Eizellen;Summe bzw. Mittelwert;
potentiell befruchtete Eizellen fiir die vitro Kultur, > UFOs (unfertilized oocytes): nicht befruchtete
Eizellen bzw. nicht geteilte ZygotehTeilungsrate (T-Rate, %j: 2-Zell-Embryonen am Tag 3 nach
IVF, Blastozysten-Rate (B-Rate, %): Blastozystettistaam Tag 7 nach IVF



ANHANG 185

Tabelle 37: Gewinnung vonin vivo Rinderembryonen

Spendertier] Versuch Anzahl isolierter Eizellen/Embryonalstadien
Gesamt UFO's degenerieft| 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 Here bzw. nicht geteilte Zygoterf,degenerierte
(tote) Embryonen
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Tabelle 38: Kopienzahl von Hamoglobina (HBA) in Rinder-Eizellen

Biologisches Replikat* gPCR-Reaktion Kopienzahl (%)
1 1 10.030 (31)
2 11.890 (37)
3 10.373 (32)
2 4 7.160 (22)
5 9.440 (29)
6 9.185 (29)
3 7 7.320 (23)
8 7.220 (23)
9 7.820 (24)
Mittelwert 8.940 £ 1.815 (28 £ 5)

*9 Proben von jeweils 1 vitro gereiften Eizellen - 3 biologische Replikate reivpils 3facher Wie-
derholung. Jede gPCR wurde als Triplett-Ansatz liye@iihrt. Hamoglobim (HBA) mRNA-
Konzentration: 0,01 pg bzw. 32.100 Kopien/Eizelfleigabe zu jeder Eizell-Probe vor der RNA-
Extraktion; in gPCR bestimmte Anzahl HBA-Kopien (prozentualéeran 32.100 Kopien).
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Tabelle 39: Kopienzahlen spezifischer Transkripteri Rinder-Eizellen/-Embryonenin vitro

Zeitpunkt/ Zellen Kopienzahl pro Eizelle/Embryo
stereomikroskopi-|  pro

flf;‘ge Klassifizie- | Embryo| ;g5 rpna H2AFZ STAT3

Eizelle 1.50x 16+ 4.7 x 10 | 1.2 x 16+ 450 1.7 x 18+ 5.0 x 14
Tag 3 (72 hH

2 -7 Zellen 7 0.85x f@6.6x10 | 082x16+1.0x1d |2.3x10+2.1x1d
8 - 12 Zellen 9 094xim25x10 |18 x10+52x10 |3.0x1d+1.2x1d
> 12 Zellen 15 0.83xfa38x10 | 1.6 x10+84x1d |2.2x10+7.4x 10
gesamt 10 0.87x10+35x10 | 1.5 x16+6.7x1d | 2.5x 10+ 1.3x 10
Tag 4 (96 h)

6 - 12 Zellen 12 054xi@06x10 |0.37x16+1.9x10 |08 x10+3.6x 10
13 - 20 Zellen 17 0.93xi89.1x16 | 0.22x16+4.6x16 | 0.55x 10+ 2.2 x 16
> 20 Zellen 21 0.88xf@57x106 |038x10£3.1x10 |0.71x 16+ 4.7 x 16
gesamt 16 0.78x1857x10 |0.34x10+2.0x16 | 0.68 x 10+ 3.3 x 16
Tag 5 (120 h)

6 - 20 Zellen 27 23xf@13x18 |0.82x10+52x10 |1.2x10+5.7x 16
Morula 35 24x16+6.3x10 |11 x10+1.1x1d | 1.0x10+2.2x 10
komp. Morula 47 36xfa14x16 |12 x16+48x16 | 1.6x16+4.8x16
gesamt 34 28xf@12x16 |10 x16+3.9x16 |1.3x16+4.6x16
Tag 6 (144 h)

komp. Morula 69 37xfa1.8x16 |0.98x16+3.0x1d | 2.7x10+9.7x 18
frihe Blastozyste| 84 39x%052x10 | 1.3 x16+51x10 |3.2x10+58x 16
Blastozyste 131 34x185+13x168 |0.85x16+3.8x10 | 1.8x10+2.2x 18
gesamt 94 37xf@12x16 |10 x16+4.0x16 | 25x16+8.3x 16
Tag 7 (168 h)

Blastozyste 120 1.8x 18+ 1.7x10 | 0.48x106+6.6x16 | 1.2x 10+ 230

exp. Blastozyste | 169 45x02.4x168 | 089x16+4.1x106 |2.4x10+1.3x10
schl. Blastozyste | 218 6.5x04.0x16 |14 x16+78x1d |3.2x10+1.6x1d
gesamt 162 43x383.1x168 [091x16+58x1d |2.3x10+1.4x1d

Transkript-Kopienzahlen: Mittelwert + Standardalsteing von 3 biologischen Replikaten je Ent-
wicklungsstadium; *Mittelwert zur Bestimmung der pdenzahl pro ZelleMittelwert aus den drei
Entwicklungsstadien pro Untersuchungszeitpufate-kompaktiert; nicht-expandiert; Abkiirzungen:
komp. - kompaktiert, exp. - expandiert, schl. -lgpfend
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Tabelle 40: Kopienzahlen spezifischer Transkripteri Rinder-Eizellen/-Embryonenin vitro
Zeitpunkt/ Zellen Kopienzahl pro Eizelle/Embryo
stereomikroskopi- pro

sche Klassifizie- EmPryo BAX CASP3 CASP9

rung

Eizelle 41x16+3.0x18 | 930650 1.6 x 10+ 700
Tag 3 (72 hH

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

8 - 12 Zellen 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 | nd. 760 + 130 320 + 200
gesamt 16 355 + 123 720 + 200 290 + 130
Tag 5 (120 h)

6 - 20 Zellen 27 22xf@1.0x16 |1.2x16+670 390 + 210
Morula 35 2.3 x 18+ 120 1.6 x 18+ 310 420 + 80
komp. Morula 47 34xfr1.2x16 |1.7x16+830 520 + 240
gesamt 34 2.6 x & 980 1.5 x 18+ 610 440 + 180
Tag 6 (144 h)

komp. Morula 69 44xfa23.3x16 |2.8x10+1.2x168 | 660+ 360
friihe Blastozyste 84 57 x102.4x 10 |3.3x16+ 300 850 + 640
Blastozyste 131 40x16+26x16 |35x16+1.0x18 | 470+ 150
gesamt 94 47x3825x16 |3.2x1G+ 860 660 + 410
Tag 7 (168 h)

Blastozyste 120 2.5 x 18+ 600 1.6 x 18+ 580 320+ 30
exp. Blastozyste 169 58 x’04.6x16 | 40x16+3.0x1G | 810+ 230
schl. Blastozyste 218 17 x*08.6x16 |55x16+3.3x16 | 2.0x16+1.0x 18
gesamt 162 74x3875x16 |3.7x16+29x16 |1.0x 16+ 910

Transkript-Kopienzahlen: Mittelwert + Standardalsteing von 3 biologischen Replikaten je Ent-
wicklungsstadium; *Mittelwert zur Bestimmung der ienzahl pro Zelle; Mittelwert aus den drei
Entwicklungsstadien pro Untersuchungszeitpupké&-kompaktiert; nicht-expandiert; Abkiirzungen:
komp. - kompaktiert, exp. - expandiert, schl. -Igpfend,n.d. - nicht detektiert
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Tabelle 41: Kopienzahlen spezifischer Transkripteri Rinder-Eizellen/-Embryonenin vitro

Zeitpunkt/ Zellen Kopienzahl pro Eizelle/Embryo
stereomikroskopi- pro

sche Klassifizierung Emf)ryo BCL2 BCL2L1 BIRC4

Eizelle 360 + 143 93x 1 35x10 |22x10+8.2x18
Tag 3 (72 hH

2 -7 Zellen n.d. 7.6x10+7.8x10 | 960 + 840

8 - 12 Zellen 9 290 + 95 55x%92.3x18 | 740 + 160

> 12 Zellen 15 | n.d. 29x16+1.5x16 | 710 £ 310

gesamt 10 | nd. 50x16+3.9x16 | 780 + 390

Tag 4 (96 h)

6 - 12 Zellen 12 | n.d. 1.4 x 1G+ 330 660 + 630

13 - 20 Zellen 17 | nd. 1.5x 16+ 1.2x 16 | 650 + 640

> 20 Zellen 21 | nd. 1.4x16+1.2x16 | 780 + 390

gesamt 16 | n.d. 1.4 x 16+ 870 690 + 680

Tag 5 (120 h)

6 - 20 Zellen 27 | n.d. 6.8x 16+ 2.3x 16 | 530 + 240

Morula 35 | nd. 9.3x16+3.3x16 | 740 + 260

komp. Morula 47 | n.d. 12 x 16+ 6.0x 16 | 800 + 200

gesamt 34 |n.d. 9.6 x 10+ 4.3x 16 | 690 + 240

Tag 6 (144 h)

komp. Morula 69 |n.d. 6.0x10+1.7x16 | 4.6x10+1.3x 16
friihe Blastozyste 84 | n.d. 7.3x10+1.8x16 |5.0x10+1.7x 16
Blastozyste 131 | n.d. 56x10+3.7x16 | 4.2x16+1.0x 16
gesamt 94 | n.d. 6.3x10+2.3x16 | 4.6 x106+1.3x 16
Tag 7 (168 h)

Blastozyste 120 | n.d. 2.4 x 16+ 330 2.8 x 18+ 560
exp. Blastozyste 169 | n.d. 6.4x10+4.3x16 | 4.7x16+1.9x 16
schl. Blastozyste 218 | n.d. 14 x16+1.0x16 |6.2x16+2.8x 16
gesamt 162 | n.d. 7.4x16+7.3x16 | 4.6 x10+2.3x 16

Transkript-Kopienzahlen: Mittelwert + Standardalsteing von 3 biologischen Replikaten je Ent-
wicklungsstadium; *Mittelwert zur Bestimmung der ienzahl pro Zelle;Mittelwert aus den drei
Entwicklungsstadien pro Untersuchungszeitpupké&-kompaktiert; nicht-expandiert; Abkiirzungen:
komp. - kompaktiert, exp. - expandiert, schl. -Igpfend,n.d. - nicht detektiert
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Tabelle 42: Kopienzahlen spezifischer Transkripteri Rinder-Eizellen/-Embryonenin vitro

Zeitpunkt/ Zellen Kopienzahl pro Eizelle/Embryo
stereomikrosko- pro

EiiZfSr?gK'aSSiﬁ' Embryo | pas FASLG CASP8
Eizelle n.d. 370 + 140 n.d.
Tag 3 (72 hH

2 -7 Zellen 7 | n.d. n.d. n.d.
8 -12 Zellen 9 |nd. 280 + 80 n.d.
> 12 Zellen 15 | n.d. n.d. n.d.
gesamt 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 | nd. n.d. n.d.
gesamt 16 | n.d. n.d. n.d.
Tag 5 (120 h)

6 - 20 Zellen 27 | nd. 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.
frihe 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 + Standardalsteing von 3 biologischen Replikaten je Ent-
wicklungsstadium; *Mittelwert zur Bestimmung der ienzahl pro Zelle;Mittelwert aus den drei
Entwicklungsstadien pro Untersuchungszeitpupké&-kompaktiert; nicht-expandiert; Abkiirzungen:
komp. - kompaktiert, exp. - expandiert, schl. -Igpfend,n.d. - nicht detektiert
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Tabelle 43: Transkript-Kopienzahlen in kompaktierten Morulae und friihen Blastozysten beim Rindn 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 3.7x1b+1.2x 16 5.6 x 160+2.2x 18 55x 16+ 2.0x 16 5.6 x 10+ 2.2x 16
H2AFZ 1.1x 16+ 4.1 x 14 1.0x 16+ 4.5 x 14 1.6 x 16+ 520 1.0 x 16+ 450
STAT3 2.9x 16+ 7.7 x 16 1.6 x 1d+ 1.0 x 16 420 + 110 160 + 102
BAX 5.0x 10+ 2.6 x 18 9.0x 16+ 5.2 x 16 70 + 40 90 + 52
CASP3 3.1 x 1+ 400™ 1.0 x 16+ 400 44 + 13" 10+ 4
CASP9 750 + 480 900 + 520 11+ 6 10+5
BCL2 n. d. n. d. n. d. n. d.
BCL2L1 6.6 x 10+ 1.8 x 16 1.2x 10+ 6.4 x 16 95 + 24 120 + 57
BIRC4 4.8 x 16+ 1.4x 18 5.6 x 1§+ 2.8 x 16 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 + Standardalmlang aus 6i vitro)/5 (in vivo) QPCR-ReaktionenMittelwert zur Berechnung der Kopienzahl pro ingakt
Zelle; n. d. — nicht detektiert; Nachweis signifikar Unterschiede mit dem Studerittest bzw. Mann-Whitney-Test: *P < 0,05; ** P < 0,005; H2AFZ-Korrektur-
Faktor: Multiplikation delin vitro Kopienzahlen pro intakte Zelle mit 0,65 (Quotidat Kopienzahl pro intakter Zelie vivo undin vitro)
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Tabelle 44: Transkript-Kopienzahlen in Blastozysterexpandierten Blastozysten beim Rindn 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 3.2 x1b+1.8x 16 9.3x 16+ 4.4 x 16 25x16+1.8x16 8.0x 16+ 4.4x 16
H2AFZ 0.74 x 16+ 3.4 x 14 1.6x16+7.2x16" 570 + 220 1.4 x T* 620
STAT3 1.8 x 16+ 8.6 x 16 1.7x 16+ 9.0 x 16 135 + 50 140 *+ 80
BAX 0.41 x1d¢+3.0x 16 1.2x 10+ 45x 16" 30 + 20 100 + 40
CASP3 3.0 x 1+ 1.9x168 1.3 x 1+ 520 23+12 11+ 4
CASP9 530 + 260 1.6 x 18 580™ 4+1 13x 5
BCL2 n. d. n. d. n. d. n. d.
BCL2L1 0.48 x 10+ 3.4 x 18 1.6x10+49x16” 36 + 20 130 + 40
BIRC4 39 x16+1.4x16 54x 16+ 1.5x 18 30+ 10 46 + 13
FAS n. d. 270 + 380 n. d. 2+3
FASLG n. d. n. d. n. d. n. d.
CASPS8 n. d. n. d. n. d. n. d.

Transkript-Kopienzahlen: Mittelwerte + Standardalmlang aus 6i vitro)/5 (in vivo) QPCR-ReaktionenMittelwert zur Berechnung der Kopienzahl pro ingakt
Zelle; n. d. - nicht detektiert; Nachweis signifikar Unterschiede mit dem Studertttest bzw. Mann-Whitney-Test: *P < 0,05; ** P < 0,005; H2AFZ-Korrektur-
Faktor: Multiplikation delin vitro Kopienzahlen pro intakte Zelle mit 2,5 (Quotieat &opienzahl pro intakter Zella vivo undin vitro)
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BAX (BCL2-associated X protein, Acc.-ID: U92569)

Primer se GCA GAG GAT GAT CGCAGC TG
Primer as CCAATG TCC AGC CCATGATG

GCAGAGGATGATCGCAGCTGTGGACACAGACTCTCCCCGAGAGGTCTTTIOCTGA
GTGGCGGCTGAAATGTTTTCTGACGGCAACTTCAACTGGGGCCGGGTTGBLECC
TTTTCTACTTTGCCAGCAAACTGGTGCTCAAGGCCCTGTGCACCAAGGTALCGA
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 GAAGC

GACTTCTCTCGGCGCTACCGCCGCGACTTCGCCGAGATGTCCAGTCAGCTACCT
GACGCCCTTCACCGCGAGGGGACGCTTCGCCACGGTGGTG

BCL2L1 (BCL2-like 1, Acc.-ID: AB238936)

Primer se CGT GGAAAG CGTAGACAAGGAG
Primer as GTA GAG TTC CAC AAAAGT GTC CCAG

CGTGGAAAGCGTAGACAAGGAGATGCAGGTATTGGTGAGTCGGATCGCAATTGG
ATGGCCACTTACCTGAATGACCACCTAGAGCCTTGGATCCAGGAGAACGGGGCT
GGGACACTTTTGTGGAACTCTAC

BIRC4 (baculoviral IAP repeat-containing 4, Acc.-ID. AF458770)

Primer se GAAGCACGGATCATTACATTTGG
Primer as CCTTCACCTAAAGCATAAAATCCA

CCTTCACCTAAAGCATAAAATCCAGCTCTCGCAAGCTGCTCCTTGTTAACGAGTA
CATCCACGTCCCAAATGTAATGATCCGTGCTTC
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CASP3 (Caspase 3, apoptosis-related cysteine peptsg, Acc.-1D: AY575000)

Primer se CTG GAAAAC CCAAAC TTTTCATTATTC
Primer as GCC AGG AAAAGT AAC CAG GTG C

CTGGAAAACCCAAACTTTTCATTATTCAGGCCTGCCGAGGCACAGAACTGABCTG
TGGTATTGAGACAGACAGTGGTGCTGAGGATGACATGGCCTGTCAGAAAARCCA
GTTGAGGCAGACTTCTTGTACGCATATTCTACAGCACCTGGTTACTTTTCTGGC

CASPS8 (Caspase 8, apoptosis related cysteine peptse, Acc.-ID: AY575000)

Primer se;: GGCCATGTCAGACTCTCCAGAAC
Primer as: CGAAAGGTCTTATCCAAAGCGTC

GGCCATGTCAGACTCTCCAGAACAGGACAGTGAGTTGCAGACATCTGACABGTT
TACCGAATGACAAGGAAACCTCGGGGATACTGTTTGATCTTTAACAATTATGATTTT
AGCATAGCACGGAAGCAGGTGCCTGAACTTCACGACCTTAAGGATAGGACGGAA
CAGACTTTGATGCAGACGCTTTGGATAAGACCTTTCG

CASP9 (Caspase 9, apoptosis related cysteine pepise, Acc.-ID: NM_032996)

Primer se CGACGCTTCCACCTGCTG
Primer as CACAATTCTCTCGACGGACACAG

CACAATTCTCTCGACGGACACAGGACATCCATCTGTGCCATAAACAGCCCTGGGA
ACTGGAGGTGGCTGGCCTGACAGCCGTGAGACAGGATGACCACCATGCARGTC
CAGAGCGCTGTGGTCCTGCCGCGCCAGCTGCATCAAAGCCTGGACCATTOITG
GCAGTCAGGTCACATTTCACCTCCACCACAAACTGCAGCAGGTGGAAGCHIG

FAS (TNF receptor superfamily, member 6, Acc.-ID: \34794)

Primer se GCAACT CTG CAG CCT CAAATG
Primer as CAT CTATTTTGG CTT CCT CCATACC

GCAACTCTGCAGCCTCAAATGATGAAGGGAGGCAACTGAATTTAACAGATGITGA
CTTGGGTAAATATATCCCTAGTATTGCTGAACAAATGAGAATAACTGAAGT TAAAGA
GTTTRTTCGGAAGAACGGTATGGAGGAAGCCAAAATAGATG
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FASLG (Fas ligand, TNF superfamily, Acc.-ID AB035802)

Primer se TCC ACC AGC CAAAGG CAT AC
Primer as GAT GGATCT TGAGTT GAG CTT GC

GATGGATCTTGAGTTGAGCTTGCCTGTTGAATGAGCTGCTTTTTTCAGTTCTTTTT
CTCAGAGGGTGGACTGGGGTGACCTATTTGCTTCTCCAAAGATGATGCTAIIGCC
TTTGGCTGGTGGA

STAT3 (Signal transducer and activator of transcrigion 3, acute-phase response factor,
Acc.-ID: AJ620655)

Primer se CTGCAGCAGAAGGTTAGCTACAAA
Primer as TTCTAAACAGCTCCACGATTCTCT

TTCTAAACAGCTCCACGATTCTCTCCTCCAGCATTGGCCGGTGCTGTACAKGGG
TCCCCTTTGTAGCTAACCTTCTGCTGCAG

18S rRNA (18S ribosomal RNA, Acc.-ID: DQ066896)

Primer se AAACGGCTACCACATCCAAGG
Primer as GCGGAAGGATTTAAAGTGGACTC
AAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCACTCCGAC

CCGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACAATACAGGACTCTTTCGAGGCCCTGAAT
TGGAATGAGTCCACTTTAAATCCTTCCGC
H2AFZ (H2A histone family, member Z, Acc.-ID: NM174809

Sequenzierung bei Boelhauve et al. (Boelhauve e2@05).
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Tabelle 45: Anzahl fixierter Embryonen fir TEM-Anal ysen

Zeitpunkt, Tag (h)* Anzahl Embryonen
fixiert/eingebettet angeschnitten

In vitro

3(72) 117

4 (96) 110

5 (120) 90

6 (144) 70 12

7 (168) 83 12

gesamt 470 37

In vivo

6-7 (159-183) 20 8

*nach Zugabe der Spermidn vitro bzw. kinstlicher Besamung vivo, TEM - Transmissions-
Elektronenmikroskopie
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