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EINLEITUNG

1 Einleitung

Kerne von somatischen Zellen kédnnen durch Transfer in eine entkernte Eizelle zur
Totipotenz reprogrammiert werden (Wilmut et al. 1997). Die Geburt des Klonschafes
Dolly (Wilmut et al. 1997), dem ersten Tier, das durch Kerntransfer aus einer
differenzierten somatischen Zelle (,somatic cell nuclear transfer®, SCNT) entstanden
ist, weckte groBe Erwartungen im Bezug auf a) die Weiterentwicklung der Biotech-
nologie bei Nutztieren, b) die Erzeugung transgener Tiere als Modellsystem fir die
Erforschung von Krankheiten und Entwicklung von Medikamenten, zur Herstellung
von Proteinen (,gene pharming®) oder als Organspender fiir die Xenotransplantation,
sowie c) die Entwicklung der Stammzelltherapie.

Obwohl SCNT in einer Vielzahl von Spezies erfolgreich durchgeflihrt wurde, variiert
die Effizienz dieser Technik erheblich von Spezies zu Spezies (Shi et al. 2003). Die
héchsten Erfolgsraten wurden beim Rind berichtet und die Gesamtzahl der weltweit
klonierten Rinder wird auf mehrere tausend Tiere geschatzt (Kues & Niemann 2004).
Trotzdem ist die Biotechnik SCNT auch beim Rind mit groBen Verlusten und krank-
haften Veranderungen bei Feten und Kélbern behaftet (Galli et al. 1999; Hill et al.
1999; Renard et al. 1999; Wells et al. 1999; Hill et al. 2000b; Zakhartchenko et al.
2001). Es wird angenommen, dass eine unvollstdndige oder fehlerhafte epigene-
tische Reprogrammierung des somatischen Spenderkerns nach Transfer in eine
enukleierte Eizelle wesentlich daflr verantwortlich ist (Shi et al. 2003).

Der POU-Transkriptionsfaktor Oct4, der als Pluripotenzmarker angesehen wird, wird
in der Praimplantationsphase exprimiert und spielt eine essentielle Rolle fur die
korrekte Entwicklung des Embryos. Mausembryonen, denen dieses Protein fehlt,
sind nicht in der Lage Blastozysten mit pluripotenten Zellen in der inneren Zellmasse
(winner cell mass®, ICM) zu bilden (Nichols et al. 1998). Das Oct4-Gen wurde nach
SCNT bei der Maus in den meisten Blastozysten fehlerhaft exprimiert, was mit der
Folge einer reduzierten Entwicklungsféhigkeit assoziiert war (Boiani et al. 2002).
Dieser Defekt konnte teilweise durch die Aggregation von klonierten Embryonen und
die daraus resultierende Erhdhung der Anzahl epigenetisch normaler Zellen behoben
werden (Boiani et al. 2003).

In in vitro fertilisierten (IVF) Rinderembryonen wurde im 16-Zell-Stadium ein Anstieg
der OCT4-mRNA beobachtet, der darauf hinweist, dass der OCT4-Promotor ein oder

1
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zwei Zellzyklen nach der embryonalen Genomaktivierung angeschaltet wird
(Kurosaka et al. 2004). Wie bei der Maus wurde in bovinen Blastozysten die OCT4-
MRNA nur in der ICM nachgewiesen (Kurosaka et al. 2004), obwohl OCT4-Protein
auch im Trophektoderm von frihen Blastozysten detektiert wurde (van Eijk et al.
1999; Kirchhof et al. 2000). In Tag 12 Blastozysten vom Rind ist das OCT4-Protein
nur noch im Epiblast nachweisbar (Vejlsted et al. 2005).

Angesichts der wichigen Rolle von Oct4 fiir die Entwicklungskapazitat von klonierten
Mausembryonen (Boiani et al. 2002; Bortvin et al. 2003) und des bekannten
Expressionsmusters von OCT4 in IVF-Rinderembryonen (van Eik et al. 1999;
Kirchhof et al. 2000; Vejlsted et al. 2005), ist die Promotoraktivierung dieses Gens
ein vielversprechender Marker zur Uberwachung der Reprogrammierung von
somatischen Kernen beim bovinen SCNT.

In transgenen Mausembryonen spiegelte die Expression eines Reportergen-
konstruktes mit EGFP unter der Kontrolle von regulatorischen Sequenzen von Oct4
(GOF18-APE-EGFP) die Expression des endogenen Oct4-Gens wider (Szabo et al.
2002), was eine elegante Moglichkeit bietet, die Oct4-Promotor-Aktivitat in lebenden
Embryonen zu Uberwachen. Dasselbe Reporterkonstrukt wurde in Rinder- und
Schweinezygoten mikroinjiziert und die Expression in Embryonen beider Spezies im
Blastozysten-Stadium beobachtet. Auf diese Weise wurde die prinzipielle Funktiona-
litat der regulatorischen Oct4-Region der Maus in anderen Saugerspezies gezeigt
(Kirchhof et al. 2000).

Um die Vorgange der Reprogrammierung des Spenderzellkerns in bovinen SCNT-
Embryonen genauer zu untersuchen, wurden im Rahmen dieses Dissertations-
projektes folgende Ziele gesetzt:

a) Herstellung mit GOF18-APE-EGFP (Oct4-EGFP) stabil transfizierter boviner
fetaler Fibroblasten.

b) Untersuchung der Aktivierung von Oct4-EGFP nach Kerntransfer.

c) Embryotransfer (ET) der EGFP-exprimierenden Embryonen und Unter-
suchung von Feten an Tag 34 nach SCNT.

d) lIsolierung fetaler Oct4-EGFP-transgener Fibroblasten-Zelllinien (zweite
Generation) und Untersuchung der Oct4-EGFP-Inaktivierung. Uberpriifung
der Aktivierung nach erneutem (,second round”) SCNT.

e) Untersuchung der Oct4-EGFP-Aktivitat nach Reklonierung.
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In Abbildung 1.1 sind die experimentellen Anséatze, um diese Ziele zu verfolgen
dargestellt. Die Ziele dieser Arbeit bilden einen ersten Schritt flr ein weiter
gestecktes Ziel, namlich die Entwicklung eines Modellsystems zur Entschlis-
selung der wesentlichen Mechanismen der Reprogrammierung des Genoms beim
Rind.

PCR
—_— Southern Blot
FISH

Transfektion Selektierte Zellklone Stabil transfizierte Zellklone
mit unilokludrer Integration

Messung EGFP-Expression
Tag 4 und Tag 6

1

Embryotransfer Blastozysten Morulae Embryonen SCNT
Tag 6/7 Tag 5 Tag 4 (“first round”)

\

@

Blastozysten BNT
Tag 7 (Reklonierung)

Fetus Fetale Zellen SCNT Morulae Blastozysten
Tag 34 (2. Generation) ("Second round”) Tag 5 Tag 6/7

Abbildung 1.1: Experimenteller Ansatz.

1.

Herstellung stabil mit GOF18-APE-EGFP transfizierter boviner fetaler Fibroblasten (rosa)
mittels Elektroporation.

Verwendung genotypisierter Zellklone fir SCNT (,first round”) und Messung der EGFP-
Expression (griin) an Tag 4 und Tag 6.

Transfer EGFP-exprimierender Embryonen auf synchronisierte Empfédngertiere,
Gewinnung von Feten an Tag 34 und Isolierung Oct4-EGFP-transgener Fibroblasten.
Verwendung Oct4-EGFP-transgener Fibroblasten der zweiten Generation im SCNT
(»second round*) und Untersuchung der Oct4-EGFP-Aktivierung.

Verwendung von Morulae aus SCNT mit Oct4-EGFP-transgenen Fibroblasten der ersten
und zweiten Generation (,first and second round SCNT”) als Blastomerenspender flir die
Reklonierung.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Kerntransfer

2.1.1 Allgemeines

Das Generieren von Tieren durch den Transfer eines Zellkerns einer so genannten
Spenderzelle in eine entkernte Eizelle wurde in den letzten Jahrzehnten mehrfach
erfolgreich durchgefihrt (,nuclear transfer®, NT). Mitte der 1980er wurden die ersten
geklonten Lammer geboren (Willadsen 1986), die aus der Fusion von embryonalen,
noch undifferenzierten Zellen aus einem 16-Zell-Embryo und einer entkernten Eizelle
entstanden. Auch Zellen aus der inneren Zellmasse von expandierten bovinen
Blastozysten fuhrten nach Transfer in eine entkernte Eizelle zur Entwicklung und
Geburt von lebenden Tieren (Keefer et al. 1994).

Einige Jahre spater konnte gezeigt werden, dass das Klonen von Tieren auch mit
kultivierten embryonalen Zellen (Campbell et al. 1996b), fetalen somatischen Zellen
(Trounson et al. 1998) und verschiedenen Zelltypen aus adulten Tieren (Wilmut et al.
1997; Vignon et al. 1998; Wells et al. 1999) mdglich ist. Bisher wurden geklonte Tiere
von vielen verschiedenen Spezies geboren. Tabelle 2.1 zeigt Beispiele der bisher
lebend geborenen geklonten Tiere, die aus dem Kerntransfer somatischer Zellen
(,somatic cell nuclear transfer”, SCNT) entstanden sind.

2.1.2 Anwendungen des Kerntransfers

Die DNA-Mikroinjektion in die Vorkerne befruchteter Eizellen stellt das klassische
Verfahren des Gentransfers bei landwirtschaftlichen Nutztieren dar (Brem et al. 1985;
Hammer et al. 1985). Diese Methode hat aber entscheidende Nachteile: sie ist
vergleichsweise aufwendig und dariber hinaus ist insbesondere die Erfolgsquote
hinsichtlich des Anteils der erzeugten transgenen Tiere beim Rind relativ gering (Wall
1996).

Die Verwendung kultivierter Zellen fir den Kerntransfer bietet die Mdglichkeit,
Spenderzellen in Kultur genetisch zu verandern, sei es durch zufallige Integration
(Schnieke et al. 1997; Cibelli et al. 1998) oder durch gezielte Veranderungen im
Genom (McCreath et al. 2000), um eine groBe Menge an Spenderzellen fir die

Herstellung geklonter Tiere mit bestimmten genetischen Merkmalen zu erzeugen.
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Eine Anwendung ist beispielsweise die Produktion von wertvollen rekombinanten
Proteinen Uber die Milch von geklonten Tieren , wie z. B. den humanen Faktor IX,
Kasein und Immunglobuline (Schnieke et al. 1997; Kuroiwa et al. 2002; Brophy et al.
2003; Lee et al. 2003). Uber den Knockout von Genen, die Proteine kodieren, die bei
der OrganabstoBung nach der Xenotransplantation eine Rolle spielen, wird derzeit
versucht Schweine mit besseren Voraussetzungen als Organspender fir die
Xenotransplantation zu generieren (Dai et al. 2002; Lai et al. 2002). Bei der Herstel-
lung transgener Tiere haben sich Fibroblasten beim Rind (Cibelli et al. 1998;
Zakhartchenko et al. 2001), Schaf (Schnieke et al. 1997) und Schwein (Park et al.
2002; Lee et al. 2003) als sehr geeignet erwiesen. Im Bereich der landwirtschaftli-
chen Nutztiere ist auch eine Verbesserung der Konstitution der Tiere, die Erzeugung
von Krankheitsresistenzen und die Optimierung von Produktmenge und -qualitat von
Interesse. Ein weiteres wichtiges Einsatzgebiet fir den Kerntransfer ist die Konser-
vierung wertvoller und vom Aussterben bedrohter Tierarten oder Rassen (Saegusa
1998; Wells et al. 1998; Li et al. 2006).

2.1.3 Klonierungserfolg

Obwohl der Kerntransfer einige lebende Tiere bei verschiedenen Spezies hervorge-
bracht hat, ist die Effizienz sehr gering und die Verluste sind sehr hoch.

Die meisten Verluste ereignen sich im ersten Drittel der Trachtigkeit. In einer Studie
beim Rind wurde beobachtet, dass Trachtigkeiten mit geklonten Embryonen in 80 %
der Falle zwischen Tag 30 und 60 abbrachen, die Halfte zwischen Tag 30 und 40
und die andere Hélfte zwischen Tag 40 und 60 (Hill et al. 2000a). Auch im zweiten
und dritten Drittel der Trachtigkeit mit NT-Embryonen waren die Verluste im Vergleich
zu IVF-Trachtigkeiten gréBer, wobei die Verlustrate nach Verwendung von adulten
Zellen gréBer war als mit embryonalen oder fetalen Zellen (Saegusa 1998; Heyman
et al. 2002).
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Tabelle 2.1: Erfolgreiche Kerntransfers mit somatischen Zellen bei
verschiedenen Spezies

Jahr Spezies Zelltyp Referenz

1995 Schaf epitheldhnliche Zellen Campbell et al. (1996b)

1996 Schaf Milchdrisenepithelzellen ~ Wilmut et al. (1997)
Schaf fetale Fibroblasten Wilmut et al. (1997)

1998 Rind fetale Fibroblasten Cibelli et al. (1998)
Rind Eileiterepithelzellen Kato et al. (1998)
Maus Cumuluszellen Wakayama et al. (1998)

1999 Ziege fetale Fibroblasten Baguisi et al. (1999)

2000 Gaur adulte Fibroblasten Lanza et al. (2000)
Schwein Cumuluszellen Polejaeva et al. (2000)

2001 Mouflon Granulosazellen Loi et al. (2001)

2002 Kaninchen Cumuluszellen Chesne et al. (2002)
Katze Cumuluszellen Shin et al. (2002)

2003 Maultier fetale Fibroblasten Woods et al. (2003)
Pferd adulte Fibroblasten Galli et al. (2003)
Ratte fetale Fibroblasten Zhou et al. (2003)

2005 Hund adulte Hautzellen Lee et al. (2005)

Bei der Beurteilung der Effizienzen nach dem Kerntransfer wird die Anzahl der
lebend geborenen Tiere auf die Anzahl der transferierten Embryonen bezogen. Die
daraus errechneten Erfolgsraten liegen beim Rind zwischen 4 % und 87 %, beim
Schaf zwischen 3 % und 18 %, bei der Ziege zwischen 3 % und 10 %, beim Schwein
zwischen 0,2 % und 7 % und bei der Maus zwischen 0,3 % und 3,7 % (Shi et al.
2003). Wenn nun die Anzahl der lebenden Nachkommen auf die Gesamtzahl der
verwendeten Eizellen bezogen wird, liegt die Effizienz meist nur bei unter 1 %
(Wilmut et al. 1997; Wakayama et al. 1998; Zakhartchenko et al. 1999; Kato et al.
2000; Polejaeva et al. 2000; Wakayama & Yanagimachi 2001). Beim Vergleich der
Effizienzen zwischen den verschiedenen Studien ist die groBe Variationsbreite
auffallig. Der direkte Vergleich zwischen den einzelnen Studien ist schwierig, da es
sich teilweise um sehr unterschiedliche NT-Protokolle handelte und eine variierende
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Anzahl von Embryonen in unterschiedlichen Stadien auf die Empfangertiere

Ubertragen wurde.

2.1.4 Pathologische Befunde bei geklonten Tieren

Es wird angenommen, dass eine Fehlentwicklung der Plazenta ein wichtiger Grund
fir die Verluste von geklonten Feten ist (Cibelli et al. 1998; Baguisi et al. 1999; Wells
et al. 1999; Kubota et al. 2000). Bei geklonten Feten und Neugeborenen, in erster
Linie bei Schaf und Rind, konnten viele pathologische und klinische Befunde erhoben
werden, wie Kreislaufstérungen, Plazentabdeme, Hydroallantois, respiratorische
Symptome, Dysfunktionen des Immunsystems, Missbildungen der Niere und
Missbildungen des Gehirns, VergréBerung der Leber, vergréBerte oder fehlende
Cotyledonen der Plazenta, sowie ein erhéhtes Gewicht von Feten, Plazenta und
Neugeborenen (Garry et al. 1996; Hill et al. 1999; Hill et al. 2000b; de Sousa et al.
2001). Bereits die in vitro Kultur von Rinderembryonen wurde mit einem abnormen
Phanotyp in Verbindung gebracht (Willadsen et al. 1991; Keefer et al. 1994;
Behboodi et al. 1995; Farin & Farin 1995; Wilson et al. 1995; Lazzari et al. 2002), der
Jlarge offspring syndrome* (LOS) genannt wird. Dieses Syndrom kommt beim Rind
allerdings bei Trachtigkeiten mit NT-Embryonen haufiger vor als bei solchen aus in
vitro produzierten (IVP) Embryonen (Behboodi et al. 1995; Farin & Farin 1995;
Sinclair et al. 1995). Dieses Syndrom wurde auch bei der Maus beobachtet (Eggan et
al. 2001; Fernandez-Gonzalez et al. 2004).

Klonrinder, die die neonatale Phase Uberleben kdnnen aber auch physiologisch
normal und gesund sein (Lanza et al. 2001). Chavatte-Palmer et al. (2002) schlossen
aus ihren klinischen Untersuchungen, dass es nicht méglich ist, innerhalb der ersten
50 Tage nach der Geburt bei einem gesund wirkenden Kalb auf einen normalen

physiologischen Status zu schlieBen.

2.1.5 Einflussfaktoren beim Kerntransfer

Der Kerntransfer besteht aus verschiedenen Schritten, die Einfluss auf den Erfolg
haben, wie der Ursprung der Eizellen (Wells et al. 1998; Bruggerhoff et al. 2002;
Piedrahita et al. 2002), die Enukleationsmethode (Vajta et al. 2001; Oback et al.
2003), das Aktivierungsprotokoll und die Fusionsmethode (Galli et al. 2002), sowie
die Fusionszeit (Wells et al. 1998; Akagi et al. 2003). Weiterhin spielen eventuell
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Faktoren, die die Spenderzelle betreffen, eine Rolle: das Gewebe, aus dem die
Zellen gewonnen wurden (Kato et al. 2000), der Differenzierungsgrad (Heyman et al.
2002; Eggan et al. 2004; Hochedlinger et al. 2004; Panelli et al. 2004), das Alter des
Spenders (Hill et al. 2000b) sowie Zellkulturbedingungen und -dauer (Kubota et al.
2000; Ogura et al. 2000; Hill et al. 2001; Cho et al. 2002; Gao et al. 2003; Powell et
al. 2004). Daneben ist die Koordination des Zellzyklusstatus von Spenderzelle und
Empfangereizelle ein besonders wichtiger Punkt fir eine erfolgreiche Klonierung
(Barnes et al. 1993; Campbell et al. 1993; Campbell et al. 1996a; Kasinathan et al.
2001; Gibbons et al. 2002; Wells et al. 2003).

2.1.6 Reprogrammierung nach dem SCNT

Beim Klonen mit einem somatischen Zellkern muss der differenzierte Status der
Spenderzelle in einen totipotenten Status reprogrammiert werden, d.h. Gene, die fir
die spezifische Funktion der Zelle nétig waren missen abgeschaltet und Gene, die
fir die embryonale Entwicklung erforderlich sind mussen angeschaltet werden
(Gurdon & Colman 1999). Epigenetische Mechanismen spielen eine entscheidende
Rolle bei der Reprogrammierung, weshalb auch von der epigenetischen Repro-
grammierung gesprochen wird. Der Ausdruck Epigenetik bedeutet wortlich Ubersetzt
.-auBerhalb der konventionellen Genetik“, und wird heutzutage verwendet, um die
Untersuchung stabiler Anderungen des Genexpressions-Potenzials zu beschreiben,
die wahrend der Entwicklung und Zellproliferation stattfinden (Jaenisch & Bird 2003).
Die epigenetische Reprogrammierung betrifft nach dem SCNT unter anderem
folgende Bereiche: DNA-Methylierung, genomisches Imprinting, X-Chromosom-
Inaktivierung, Histonmodifikationen und Mechanismen, die zu einer Veranderung der
Chromatinstruktur fihren (Shi et al. 2003).

Es gibt viele Hinweise daflir, dass die Reprogrammierung nach dem SCNT unvoll-
standig oder fehlerhaft ablauft, was zu abnormen Mustern der DNA-Methylierung
(Bourc'his et al. 2001; Dean et al. 2001; Kang et al. 2001; Ohgane et al. 2001), der
Chromatin-Modifikation (Santos et al. 2003), der X-Chromosom-Inaktivierung (Xue et
al. 2002) und der Expression von gepragten (,imprinted“) und nicht gepragten Genen
(Daniels et al. 2000; Daniels et al. 2001; Rideout, Il et al. 2001; Wrenzycki et al.
2001; Humpherys et al. 2002) fahrt. Bei murinen SCNT-Embryonen aus Cumulus-
zellen wurde beispielsweise das Oct4-Gen, das flir die Erhaltung der Pluripotenz

notwendig ist, zwar zum richtigen Zeitpunkt aktiviert, zeigte aber in den meisten
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Blastozysten eine fehlerhafte rdumliche Verteilung der Transkripte (Boiani et al.
2002). Beispielsweise waren die Oct4-Transkripte nur bei 34 % der SCNT-
Embryonen auf die ICM beschrankt. In einer aktuellen Studie bei der Maus, die
Fibroblasten und Cumuluszellen als Spenderzellen verwendeten, wurden SCNT-
Blastozysten immunzytochemisch untersucht und mit dem Ergebnis, dass die Oct4-
Expression in vielen SCNT-Embryonen fehlerhaft war oder fehlte (Kishigami et al.
2006). Auch Gene mit dem gleichen entwicklungsabhangigen Expressionsmuster wie
Oct4 wurden nach SCNT von murinen Cumuluszellen ebenfalls fehlerhaft exprimiert
(Bortvin et al. 2003).

2.2 Der Transkriptionsfaktor Oct4

2.2.1 Allgemeines

Das Gen Oct4, auch Oct3 und Pou5f1 genannt, kodiert einen Transkriptionsfaktor,
der zur POU (Pit-Oct-Unc) Familie gehort (Schéler et al. 1990b). Die Transkriptions-
faktoren dieser Familie sind durch die POU-Doméane (Herr et al. 1988) gekenn-
zeichnet, die urspringlich in den Saugerproteinen Pit-1 (Bodner et al. 1988;
Ingraham et al. 1988), Oct1 (Sturm et al. 1988), Oct2 (Clerc et al. 1988; Ko et al.
1988; Muller et al. 1988; Scheidereit et al. 1988) und dem Caenorhabditis elegans-
Protein Unc-86 (Finney & Ruvkun 1990) identifiziert wurde. Die POU-Doméne
besteht aus 145 bis 160 Aminosauren und setzt sich aus zwei Teilen zusammen, der
POU-spezifischen Doméane (POUs) aus 75 bis 82 Aminosauren und der POU-
Homeodomane (POUy) aus 60 Aminosduren (Herr et al. 1988). Eine variable
Linkerregion verknlpft die beiden Subdomé&nen und ermdglicht, dass diese
unabhangig voneinander die DNA-Bindungsstelle kontaktieren kdnnen (Verrijzer &
van der Vliet 1993; Wegner et al. 1993; Ryan & Rosenfeld 1997). So genannte
Oktamer-bindende Proteine (,octamer-binding“, Oct), von denen die meisten zur
Familie der POU-Proteine gehdren, binden an eine Oktamersequenz (ATGCAAAT)
und kénnen dadurch die betreffenden Zielgene aktivieren (Verrijzer et al. 1990;
Verrijzer et al. 1992; Klemm et al. 1994). Urspriinglich wurde die Oktamersequenz
als Bindungsstelle des Oct1-Proteins im Promotor des Histon H2B-Gens
charakterisiert (Sturm et al. 1988; Sturm & Herr 1988).

Oct4 wurde auf mRNA- bzw. Proteinebene bisher bei folgenden Spezies genauer
untersucht: Maus (Schéler et al. 1989; Rosner et al. 1990; Palmieri et al. 1994), Rind

9
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(van Eijk et al. 1999; Kirchhof et al. 2000), Schwein (Kirchhof et al. 2000), Mensch
(Takeda et al. 1992; Cauffman et al. 2005) und Rhesusaffe (Mitalipov et al. 2003).
Das murine und bovine Oct4-Protein sind einander mit 81,7 % Ubereinstimmung sehr
ahnlich (van Eijk et al. 1999). Bei Maus, Rind und Mensch ist die chromosomale
Umgebung des Genortes hoch konserviert und die Syntenie mit dem Haupt-Histo-
kompatibilitdtskomplex-Locus (,major histocompatibility complex“, MHC) erhalten. Bei
der Maus liegt das Gen auf Chromosom 17 innerhalb oder benachbart zum MHC-
Locus (Schoéler et al. 1990a), beim Rind auf Chromosom 23 ebenfalls in der MHC-
Region (van Eijk et al. 1999) und beim Menschen auf Chromosom 6 innerhalb oder
nahe beim MHC-Locus (Takeda et al. 1992; Guillaudeux et al. 1993).

2.2.2 Zielgene

Oct4-Protein reguliert die nachfolgend aufgelisteten Gene Uber verschiedene Mecha-
nismen (Yuan et al. 1995; Saijoh et al. 1996; Ben Shushan et al. 1998; Botquin et al.
1998; Nishimoto et al. 1999; Du et al. 2001; Tomioka et al. 2002):

e fgf-4 (fibroblast growth factor 4%)

e Utf1 (,undifferentiated embryonic cell transcription factor 1)

e Sox2 (,SRY-box containing gene 2

e Fbx15 (,F-box protein 159

e Rex1 (Zfp42, ,zinc finger protein 42

e QOsteopontin (OPN/Spp1: ,secreted phosphoprotein 1)
Haufig aktiviert Oct4 das Zielgen zusammen mit dem Transkriptionsfaktor Sox2, wie
z. B. das Fgf4-Gen, das als erstes gemeinsames Zielgen entdeckt wurde (Sturm et
al. 1988; Sturm & Herr 1988; Yuan et al. 1995). Utf1 und Fbx15, sowie Sox2 und
Oct4 selbst werden ebenfalls durch Sox2/Oct4 reguliert (Nishimoto et al. 1999;
Tomioka et al. 2002; Tokuzawa et al. 2003; Chew et al. 2005; Okumura-Nakanishi et
al. 2005). Seit kurzem ist bekannt, dass in murinen und humanen embryonalen
Stammzellen (,embryonic stem cells®, ES-Zellen) auch Nanog durch Oct4 and Sox2
reguliert wird (Rodda et al. 2005).
Fgf4 gehoért zur FGF-Genfamilie, die mittlerweile mindestens 23 Mitglieder umfasst
und Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (,fibroblast growth factors, FGFs) kodieren
(Itoh & Ornitz 2004; Yu & White 2005). Fgf4 wird in der ICM des Mausembryos

exprimiert, wo es vermutlich bedeutsam fir die Zellproliferation ist (Feldman et al.
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1995). In vitro ist das Fgf4-Protein ebenso wichtig fir die Proliferation von
Trophoblastzellen (Tanaka et al. 1998).

Sox2 gehdrt zur Sox-Genfamilie, die Transkriptionsfaktoren mit einer HMG-Domaéane
(»high mobility group®) kodieren (Kamachi et al. 2000). Bei der Maus wurde eine
Expression des Sox2-Gens in Zellen der ICM, des Epiblasten, in den Keimzellen und
in den multipotenten Zellen des extraembryonalen Ektoderms nachgewiesen (Li et al.
1998a; Zappone et al. 2000; Avilion et al. 2003).

Das Gen Rex1, auch Zfp42 genannt, kodiert ein Zinkfingerprotein und wird bei der
Maus in der ICM von Blastozysten, in embryonalen Stamm- und embryonalen
Karzinomzellen (,embryonic carcinoma cells“, EC-Zellen) exprimiert (Ben Shushan et
al. 1998).

Osteopontin kodiert ein Protein der extrazellularen Matrix und wird in verschiedenen
Zelltypen der Niere, des Knochens sowie des Innenohrs und in einigen anderen
Geweben exprimiert (Denhardt & Guo 1993). In der embryonalen Entwicklung konnte
eine Expression ab dem Morulastadium nachgewiesen werden, die spater auf das
primitive Endoderm beschrankt ist (Botquin et al. 1998).

Utf1 wird bei der Maus in der ICM, im primitiven Ektoderm und in extraembryonalem
Gewebe exprimiert (Okuda et al. 1998).

Fbx15 kodiert ein Protein mit einem F-box Motiv (Winston et al. 1999), das aus 42 bis
48 Aminosauren besteht und das Protein Skp1 binden kann. Exprimiert wird es bei
der Maus in ES-Zellen, im frihen Embryo und spater im Hoden (Tokuzawa et al.
2003).

Nanog, ein Transkriptionsfaktor mit einer Homeobox, hat wesentliche Funktionen bei
der Erhaltung von pluripotenten Zellen der inneren Zellmasse und von ES-Zellen
(Mitsui et al. 2003). Nanog-Transkripte erscheinen bei der Maus erstmalig im Morula-
stadium vor der Bildung der Blastozyste (Mitsui et al. 2003; Chambers & Smith 2004)
und sind in der weiteren Entwicklung auf die ICM (Wang et al. 2003) und nach-
folgend auf Zellen des Epiblasten beschrankt (Hart et al. 2004).

Weitere Zielgene von OCT4 kodieren die a- und B-Untereinheiten des hCGs
(humanes Chorion-Gonadotropin; Liu & Roberts 1996; Liu et al. 1997). Diese beiden
Zielgene von OCT4, die im humanen Trophektoderm (TE) exprimiert werden, werden
in Choriokarzinomzellen durch OCT4 inaktiviert.

Beim Menschen wurde gezeigt, dass in embryonalen Karzinomzellen das Gen flr
den PDGF (,platelet-derived growth factor“)-a-Rezeptor ebenfalls von OCT4 reguliert
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wird, indem OCT4 in undifferenzierten Zellen an das Oktamermotiv des Promotors
P2 bindet (Kraft et al. 1996).

2.2.3 Regulation

Durch die Analyse von lacZ-Reportergenen unter der Kontrolle von verschiedenen
genomischen Oct4-Fragmenten der Maus konnten regulatorische Regionen identifi-
ziert werden, die fur die Oct4-Expression in verschiedenen Zellen des friihen Maus-
embryos notwendig sind (Yeom et al. 1996). Diese Regionen umfassen den
Promotor, der innerhalb der ersten 250 bp des Transkriptionsstartpunktes liegt und
eine Anhdufung von Uberlappenden Bindungsstellen enthalt, die durch spezifische
DNA-Bindungsproteine erkannt werden. Dazu gehéren eine GC-Box, die Mitglieder
der Sp1-Transkriptionsfaktorfamilie binden kann, und drei sich wiederholende
-hormone-response elements® (HREs; Schoorlemmer et al. 1994; Sylvester &
Schoéler 1994). Der proximale Enhancer (PE) liegt ungefahr 1,2 kb stromaufwarts, ist
fir die Oct4-Expression im Epiblasten verantwortlich (Yeom et al. 1996) und
beinhaltet zwei cis-aktive Sequenzen, 1A und 1B (Okazawa et al. 1991). Der distale
Enhancer (DE) liegt ungefahr 2 kb stromaufwérts und reguliert die Expression in der
Morula, der Blastozyste, in den primordialen Keimzellen (,primordial germ cells®,
PGCs; Vorlauferzellen der Gameten) und in ES-Zellen (Yeom et al. 1996). Innerhalb
dieses Enhancers wurde eine Sequenz gefunden, die der Sequenz 1A des PEs
ahnlich ist und die Bezeichnung 2A erhielt (Minucci et al. 1996). Erst vor kurzem
wurde ein neues cis-Element, 2B, entdeckt, das ~30 bp stromabwérts von 2A liegt
(Okumura-Nakanishi et al. 2005). In Abbildung 2.1 ist die genomische Struktur des

Oct4-Gens dargestellt.
DE PE PP Oct4 =
I 1 I 1 | | >

2A 2B 1A 1B

GC HRE

Abbildung 2.1: Genomische Struktur des Oct4-Gens.

Der ~24 kb lange Abschnitt beinhaltet regulatorische Elemente, wie den Promotor mit den
~-hormone-responsive elements” (HREs) und der GC-Box, den proximalen Enhancer (PE) mit
den cis-aktiven Elementen 1A und 1B und den distalen Enhancer (DE) mit den cis-aktiven
Elementen 2A und 2B. Das Gen selbst ist in 5 Exons unterteilt, die als graue Boxen
dargestellt sind. Modifiziert nach Ovitt & Schéler 1998 .
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Der Vergleich der stromaufwarts liegenden Sequenzen bei Mensch, Rind und Maus
ergab vier konservierte Regionen (,conserved regions“, CR) von CR1 bis CR4, wobei
CR2 und CR3 im PE und CR4 im DE liegt (Nordhoff et al. 2001).

2.2.4 Expression bei der Maus

Bei der Maus ist die Oct4-Expression am besten untersucht. Der Transkriptionsfaktor
wurde zuerst in Extrakten von ES- und EC-Zellen entdeckt (Lenardo et al. 1989;
Schoéler et al. 1989; Okamoto et al. 1990), was zu der Vermutung fihrte, dass Oct4 in
der frihen embryonalen Entwicklung eine Rolle spielen kénnte. Untersuchungen
zeigten, dass das Oct4-Gen wahrend der embryonalen Entwicklung exprimiert wird
(Schoéler et al. 1989; Okamoto et al. 1990; Rosner et al. 1990; Schéler et al. 1990b).
In der unbefruchteten Eizelle sind Oct4-Transkripte und -Protein vorhanden, wobei
nach der Befruchtung das Protein im weiblichen Vorkern lokalisiert ist (Schéler et al.
1989; Rosner et al. 1990; Yeom et al. 1991; Palmieri et al. 1994). Die Menge an
Oct4-mRNA geht nach der Befruchtung drastisch zurlick (Yeom et al. 1991), was fir
fast alle untersuchten maternalen Transkriptionsfaktoren typisch ist. Untersuchungen,
die die Lokalisation des Proteins in den ersten Entwicklungsstadien des Embryos
betreffen, sind teilweise widersprichlich. Zunadchst wurde Oct4-Protein in 2-Zell-
Embryonen nachgewiesen (Palmieri et al. 1994). In einer spateren Untersuchung war
das Protein erst im 8-16-Zellstadium detektierbar (Liu et al. 2004), was das Ergebnis
einer Untersuchung von Embryonen von Oct4-GFP-transgenen (,green fluorescent
protein“) Mausen bestatigte, bei denen ab dem 8-Zellstadium GFP nachgewiesen
werden konnte (Yoshimizu et al. 1999). Letztendlich I&sst sich zusammenfassen,
dass die embryonale Oct4-Expression der Maus um das 8-Zellstadium aktiviert wird
mit einem signifikanten Anstieg an mRNA und Protein im Zellkern (Yeom et al. 1991;
Palmieri et al. 1994; Kurosaka et al. 2004; Liu et al. 2004). Im Morulastadium sind
Oct4-mRNA und Oct4-Protein in allen Zellen vorhanden. Wenn sich die auBeren
Zellen des Embryos zum TE differenzieren, wird Oct4 in den TE-Zellen abgeschaltet
und die Expression auf die Zellen der ICM beschrankt (Okamoto et al. 1990; Rosner
et al. 1990; Schdler et al. 1990a; Palmieri et al. 1994). Nach der Implantation wurde
die Expression von Oct4 nur im primitiven Ektoderm beobachtet (Rosner et al. 1990;
Scholer et al. 1990a; Yeom et al. 1996). In der weiteren Entwicklung wird es nur in
den PGCs exprimiert (Yeom et al. 1996).
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Abbildung 2.2: Oct4-Expression im Mausembryo von der Morula bis zur
Gastrula.

Die grin markierten Zellen markieren pluripotente Zellen, die Oct4 exprimieren. Die
Blastozyste enthélt die ICM, die aus der Pra-ICM der Morula hervorgeht und das Trophekto-
derm. In diesem Stadium findet in vivo die Implantation statt. In vitro kbnnen embryonale
Stammzellen (ES-Zellen) und Trophoblast-Stammzellen (TS-Zellen) gewonnen werden. Aus
der ICM bildet sich in der expandierten Blastozyste das primitive Ekto- und Endoderm. Aus
dem primitiven Ektoderm kénnen embryonale Karzinomzellen (EC-Zellen) abgeleitet werden.
In der weiteren in vivo Entwicklung folgt die Gastrulation mit der Bildung der Mesoderm-
schicht zwischen Ekto- und Endoderm und der Bildung der primordialen Keimzellen (PGCs)
aus denen wiederum embryonale Keimzellen (,embryonic germ cells*, EG-Zellen) etabliert
werden kénnen. Modifiziert nach Boiani & Schéler 2005.

Die Oct4-Expression in den Zellen der Keimbahn wird geschlechtsspezifisch in
verschiedenen Stadien der Gametogenese herunterreguliert (Pesce et al. 1998). In
weiblichen Tieren wird Oct4 bis Tag 15,5 pc (post coitum) exprimiert und
herunterreguliert, wenn die Eizellen in das Zygotan/Pachytdan der meiotischen
Prophase 1 eintreten. Bei mannlichen Tieren wird es in postproliferativen
Prospermatogonien bis nach der Geburt exprimiert. Wenn die Spermatogenese
beginnt, wird Oct4 weiterhin in den Spermatogonien A exprimiert, aber in der
weiteren Reifung herunterreguliert. In unbefruchteten Eizellen wird Oct4 nach der

Arretierung im Diplotan der meiotischen Prophase 1 - ein bis drei Tage nach der
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Geburt - wieder angeschaltet. Das Protein ist dann in niedrigen Mengen bis zur
Eizellreifung vorhanden (Palmieri et al. 1994; Pesce et al. 1998). In Abbildung 2.2 ist
das Auftreten von Oct4-Protein im Mausembryo ab dem Morulastadium bis zur
Gastrulation dargestellt.

2.2.5 Expression beim Rind

Beim Rind ist die OCT4-Expression bei weitem noch nicht so gut untersucht wie bei
der Maus. Transkript und Protein sind auch beim Rind in der Eizelle und in der friihen
embryonalen Entwicklung vorhanden (van Eijk et al. 1999; Daniels et al. 2000;
Kirchhof et al. 2000; Park et al. 2003; Kurosaka et al. 2004; Vigneault et al. 2004;
Degrelle et al. 2005; Vejisted et al. 2005). Allerdings ist beim Rind das OCT4-Protein
im Praimplantationsembryo nicht auf die pluripotenten Zellen beschrankt, sondern
wurde in Blastozysten bis Tag 10 sowohl in Zellen der ICM als auch des TE (van Eijk
et al. 1999; Kirchhof et al. 2000) und in Tag 12 und Tag 14 Embryonen nur noch in
den Epiblastzellen nachgewiesen (Vejlsted et al. 2005). OCT4-mRNA wurde in Tag 7
und Tag 12 bis Tag 17 Embryonen in Zellen der ICM bzw. des Epiblasten und bis
Tag 12 in Zellen des TE nachgewiesen (Degrelle et al. 2005), wobei in einer anderen
Studie in Tag 7 Embryonen im TE bereits keine OCT4-mRNA mehr gefunden wurde
(Kurosaka et al. 2004).

Eine mdgliche Erklarung fir die Persistenz des OCT4-Proteins in den Zellen des TE
beim Rind kdnnte in der unterschiedlichen embryonalen Entwicklung bei Rind und
Maus liegen (Kurosaka et al. 2004). Die Implantation erfolgt beim Rind spater als bei
der Maus. Die Blastozyste wéachst vor der Implantation durch starke Proliferation des
TE zu einem langen fadenférmigen Gebilde heran. Das bovine OCT4-Protein hemmt
eventuell Zellen der extraembryonalen Entwicklungsreihe in der Praimplantations-
entwicklung und Idsst damit eine Proliferation des TE vor der Implantation zu.
Degrelle et al. (2005), die OCT4-Transkripte auch noch im TE von Tag 12
Embryonen nachweisen konnten, spekulieren, dass die Anwesenheit von OCT4- und
NANOG-Transkripten im TE einen langsamen Differenzierungs-Phanotyp im TE des
Rinderembryos unterstitzen. Im Gegensatz zur Maus wurden OCT4-Transkripte
beim Rind ab dem 16-Zellstadium nachgewiesen (Kurosaka et al. 2004).

In Abbildung 2.3 ist vereinfacht das Auftreten von Oct4-Protein bis zum Blastozysten-
stadium und die Hochregulation der Oct4-mRNA im 8-16-Zellstadium bei Maus und
Rind dargestellt.
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Differenzierte
Zellen

Blastozyste

Abbildung 2.3: Oct4-Protein im frithen Maus- und Rinderembryo.

Oct4-Protein enthaltende Zellen sind rosa dargestellt. Das Trophektoderm (TE) bei der
Maus, sowie differenzierte somatische Zellen enthalten kein Oct4-Protein (grau). Das Oct4-
Transkript wird bei der Maus ab dem 8-Zeller (Palmieri et al. 1994; Kurosaka et al. 2004; Liu
et al. 2004) und beim Rind ab dem 16-Zeller (Kurosaka et al. 2004) hochreguliert.

2.2.6 Funktion von Oct4

Um die Funktion von Oct4 genauer zu untersuchen, wurden durch homologe
Rekombination in ES-Zellen und Erzeugung von Keimbahnchimaren Oct4-knockout
Mause generiert (Nichols et al. 1998). Oct4-defiziente Embryonen entwickelten sich
zwar bis zum Blastozystenstadium, waren aber nicht zur Implantation fahig.
AuBerdem enthielten die Blastozysten in der ICM keine pluripotenten Zellen, sondern
in den Zellen der ICM konnte ein TE-spezifisches Protein nachgewiesen werden.
Oct4 scheint somit fUr die Entwicklung der pluripotenten Zellen des Embryos
notwendig zu sein. Auch fiir das Uberleben der PGCs scheint Oct4 essentiell zu sein,
denn eine keimzellspezifische Deletion von Oct4 fihrte zur Apoptose der Keimzellen
(Kehler et al. 2004). Die Bedeutung des Oct4-Levels fur die Entwicklungspotenz
wurde an ES-Zellen der Maus untersucht (Niwa et al. 2000). Es stellte sich heraus,
dass das Schicksal von ES-Zellen von einer bestimmten Menge an Oct4-Protein
abhéangt. Differenzierung findet bei einer Oct4-Proteinmenge von 50 % Uber oder
unter dem normalen Level statt, wobei ein Anstieg zur Bildung von primitivem
Endoderm und Mesoderm und eine Reduktion zur Bildung von Trophektoderm fiihrte.

Es wird also eine definierte Menge an Oct4 bendétigt, um die Selbsterneuerung der
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Stammzellen aufrecht zu erhalten und eine Hoch- oder Herunterregulierung fihrt zur
Entwicklung in verschiedene Richtungen.

Eine Theorie Uber das Wirken von Oct4 in pluripotenten ES-Zellen und im Epiblast
(primitives Ektoderm) postuliert, dass TE-spezifische Gene, wie z. B. das Gen fir die
hCG a- und B-Untereinheiten (Liu & Roberts 1996; Liu et al. 1997) und das IFNT
(Interferon Tau; Ezashi et al. 2001) inaktiv sind und erst aktiviert werden, wenn Oct4
herunterreguliert wird (Roberts et al. 2004). OCT4 hemmt namlich die Wirkung von
ETS2 auf das bovine IFNT und bei sinkender OCT4-Expression wird das bovine
IFNT durch ETS2 aktiviert (Ezashi et al. 2001).

Erst vor kurzem fanden Niwa et al. (2005) heraus, dass Oct4 die Expression des
Transkriptionsfaktors Cdx2 (,Caudal-related homeobox 2“), der an der Bildung des
Trophektoderms in Mausblastozysten beteiligt ist, blockiert und somit eine Differen-
zierung der embryonalen Zellen zum Trophektoderm verhindert. In ES-Zellen der
Maus flhrte ein Herunterregulieren der Oct4-Expression hingegen zu einer
vermehrten Expression von Cdx2, und eine Uberexpression von Cdx2 wiederum zur
Hemmung der Oct4-Expression, was mit einer Differenzierung in TS-Zellen einher-
ging. Imakawa et al. (2006) wiederum untersuchten die Expression vom ovinen IFNT
und CDX2 in kotransfizierten NIH3T3-Zellen (murine Fibroblasten-Zelllinie) und
kamen zu der Schlussfolgerung, dass CDX2 die Expression vom ovinen IFNT
reguliert.

Aufgrund der vorliegenden Daten und des zeitlichen und rdumlichen Expressions-
musters von Oct4 im Embryo (Rosner et al. 1990; Scholer et al. 1990a; Palmieri et al.
1994; Yeom et al. 1996) wird Oct4 eine wichtige Funktion in der frihen embryonalen

Entwicklung zugeschrieben und gilt bei der Maus als Marker far pluripotente Zellen.

2.2.7 Oct4-Promotor und Methylierung

Im Genom von Vertebraten wird die DNA hauptsachlich an den Cytosin-Resten von
Cytosin-Guanin-Dinukleotiden (CpGs) methyliert (Gruenbaum et al. 1981). Ungeféahr
70 % der CpGs sind methyliert, hauptsachlich in Heterochromatin und repetitiven
Sequenzen wie retrotransposablen Elementen (Yoder et al. 1997a). Die Bildung
diverser Zelltypen eines Organismus wird durch die Bildung eines zellspezifischen
DNA-Methylierungsmusters begleitet (Shiota et al. 2002).

Die Methylierung der CpGs geht mit Anderungen der Chromatinstruktur und einer

Hemmung der Genexpression einher (Keshet et al. 1986; Antequera et al. 1990; Bird
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1995; Yoder et al. 1997b). CpG-Methylierung kann die Genexpression auf zwei
modgliche Arten beeinflussen: direkt durch Veranderung von Erkennungs- und
Bindungsstellen flr Proteine (Meehan et al. 1992; Bell & Felsenfeld 2000; Holmgren
et al. 2001) oder indirekt dadurch, dass die Transkription durch die Bindung von
methyl-CpG-Bindungsproteinen gehemmt wird (Nan et al. 1997; Nan et al. 1998; Ng
et al. 1999; Bell & Felsenfeld 2000; Holmgren et al. 2001; Bird 2002). Bei der genom-
weiten Untersuchung der DNA-Methylierungsmuster von ES-, TS-Zellen, Keimzellen
aus dem Hoden und einigen somatischen Geweben der Maus (Shiota et al. 2002)
ergab sich, dass viele Gene gewebeabhdngig methylierte Regionen (,tissue
dependent methylated regions” - T-DMRs) aufweisen. Der Zusammenhang zwischen
der Methylierung der regulatorischen Region von Oct4 und der transkriptionellen
Aktivitdt wurde mehrfach untersucht und es konnte gezeigt werden, dass die Oct4-
Expression durch eine Methylierung der regulatorischen Region beeinflusst wird
(Gidekel & Bergman 2002; Hattori et al. 2004; Simonsson & Gurdon 2004; Marikawa
et al. 2005; Taranger et al. 2005; Yamazaki et al. 2006). Oct4 enthalt T-DMRs, die in
Zellen, die das Gen exprimieren, hypomethyliert und in differenzierten Zellen, die es
nicht exprimieren dagegen hypermethyliert sind (Hattori et al. 2004). AuBerdem
reaktivierte die Anderung epigenetischer Modifikationen, wie DNA-Methylierung und
Histonacetylierung die Oct4-Expression in murinen TS- und NIH/3T3-Zellen (Hattori
et al. 2004). Eine Reaktivierung des Oct4-Gens findet auch beim SCNT statt. Bei
geklonten Mausen wurde gezeigt, dass wahrend der ersten Teilungen die
Demethylierung des Oct4-Promotors als stufenweiser Prozess ablauft und eine
Verzégerung in der Entwicklung mit einer vermehrten Methylierung einhergeht
(Yamazaki et al. 2006). Interessanterweise konnte eine Eizelle des Frosches
Xenopus laevis das Oct4-Gen nach Transfer eines somatischen Kerns der Maus
durch eine aktive DNA-Methylierung aktivieren (Simonsson & Gurdon 2004). Auch
die Behandlung von differenzierten epithelialen 293T-Zellen (humane embryonale
Nierenzellen) mit Extrakten aus EC-Zellen (NCCIT-Zellen; undifferenzierte humane
Teratokarzinomzelllinie) fahrte zur Aktivierung der Oct4-Transkription und zur

Demethylierung des Promotors (Taranger et al. 2005).
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2.3 Fluoreszenzmikroskopie

2.3.1 Allgemeines

Fluoreszenz ist die nach dem Fluorit (Flussspat) benannte Form der Lumineszenz
von gasférmigen, flissigen oder festen Stoffen (Brockhaus 2006). Wenn ein Fluoro-
phor Licht absorbiert, wird die gesamte Energie eines Photons auf das Fluorophor
Ubertragen und ein Elektron kann ein héheres Energieniveau erreichen. Es entsteht
ein angeregtes Atom oder Molekul, das sehr kurzlebig ist und schnell — in der Regel
nach einigen Nanosekunden - wieder in seinen energiedrmeren Grundzustand unter
Verlust der Uberschissigen Energie zurlckfallt (Murphy 2001b; Lichtman &
Conchello 2005). Die Energie kann beispielsweise in Form von Fluoreszenz
abgegeben werden, die allerdings eine niedrigere Wellenldange aufweist, da bei
diesem Prozess Energie verloren geht. Die Differenz zwischen absorbierter und
emittierter Wellenlange wird als Stokes-Verschiebung bezeichnet. Diese Verschie-
bung macht es mdglich, mittels geeigneter Filter im Strahlengang des Mikroskops
das emittierte Licht vom Anregungslicht zu trennen und so ein fluoreszierendes

Objekt bei schwarzem Hintergrund sichtbar zu machen.

2.3.2 GFP - Das griin fluoreszierende Protein

2.3.2.1 Geschichte und Allgemeines

Die Entdeckung dieses Proteins liegt mittlerweile Gber vier Jahrzehnte zurick. Im
Jahr 1962 fanden Wissenschaftler heraus, dass das chemilumineszente Protein
Aequorin aus der Qualle Aequorea victoria nach Anregung mit UV-Licht mit einem
griin fluoreszierenden Protein assoziiert ist (Shimomura et al. 1962). Bald darauf
verdffentlichten diese Autoren das Emissionsspekirum des grin fluoreszierenden
Proteins (,green fluorescent protein“, GFP), mit einem Maximum bei 508 nm
(Johnson et al. 1962). Interessanterweise hat die griine Biolumineszenz von
Aequorea ihr Maximum bei 508 nm, wahrend die Chemilumineszenz von purem
Aequorin blau ist mit einem Maximum bei 480 nm, und damit nah am Anregungs-
maximum von GFP liegt. GFP konvertiert somit die blaue Chemilumineszenz von
Aequorin in eine grine Fluoreszenz. Bei anderen Coelenteraten (Hohltieren) wie
Obelia und der Koralle Renilla konnte ebenfalls eine solche Farbverschiebung fest-
gestellt werden (Morin & Hastings 1971). SchlieBlich konnten Morise et al. (1974) die
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Vermutung des strahlungsfreien Energietransfers bestatigen. Nach Aufreinigung,
Kristallisierung und Messung des Absorptionsspektrums von GFP zeigten sie, dass
Aequorin seine Lumineszenzenergie auf GFP Ubertragen kann. Aequorin ist aller-
dings nicht fir die Fluoreszenz von GFP notwendig, da gereinigtes GFP durch Anre-
gung mit UV-Licht griin fluoreszieren kann (Chalfie et al. 1994). Prasher et al. (1992)
gelang es dann, das kodierende Gen zu klonieren. Es wurde gezeigt, dass die
Expression des Gens auch in anderen Organismen Fluoreszenz erzeugt (Chalfie et
al. 1994; Inouye & Tsuji 1994a). Das GFP-Gen enthalt also alle Informationen fir die
Synthese des Chromophors. Die Einsatzmdglichkeiten von GFP sind ausgesprochen
vielfaltig wie z. B. die Markierung von Proteinen oder Analyse der Genexpression in
lebenden Zellen (Tsien 1998). Die Tatsache, dass GFP flir die Fluoreszenz kein
exogenes Substrat bendtigt, ist ein weiterer entscheidender Vorteil und hat unter
anderem dazu beigetragen, dass GFP bei einer wachsenden Anzahl von Spezies
erfolgreich als Reporter flir Genexpression eingesetzt wurde (Kain et al. 1995).

2.3.2.2 Struktur

Die Untersuchung der Struktur des GFP-Proteins ergab, dass die 238 Aminosauren
eine Zylinderstruktur (,8-can) ausbilden, bei der 11 3-Strédnge eine a-Helix umgeben,
die das Chromophor enthalt (siehe Abbildung 2.4), das ausschlaggebend fir die
Fluoreszenz ist (Ormo et al. 1996; Yang et al. 1996a). Bei dem Chromophor handelt
es sich um p-Hydroxybenzylidon-Imidazolinon, das sich autokatalytisch aus einer
Sequenz des Proteins bildet, und zwar der Tripeptidsequenz Ser65-Tyr66-Gly67
(Prasher et al. 1992; Cody et al. 1993). Diese Struktur bedingt die Stabilitat des
Proteins. Die Einbettung des Chromophors in das Zentrum des Zylinders schiitzt es
vor schadigenden Reagenten.

2.3.2.3 Stabilitat

GFP unterliegt auch bei intensiver Beleuchtung mit einem Fluoreszenzmikroskop
weniger dem Fotobleichen als Fluorescein (Wang & Hazelrigg 1994; Niswender et al.
1995). Bei den Wellenldangen von 450 bis 490 nm sind das Wildtyp-GFP (wt-GFP)
und "enhanced green fuorescent protein® (EGFP) relativ stabil. Geringes Foto-
bleichen tritt bei wt-GFP nach Anregung mit 340 bis 390 nm oder 395 bis 440 nm auf
(Chalfie et al. 1994; Niswender et al. 1995).

Fir die Fluoreszenz muss im GFP das Tyr-66 oxidiert sein (Heim et al. 1994). Stark

reduzierende Stoffe, wie z. B. 2 mM Eisensulfat wandeln GFP in eine Form um, die
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nicht fluoresziert, was durch Sauerstoff wieder umgekehrt werden kann (Inouye &
Tsuji 1994b). Schwach reduzierende Substanzen, wie z. B. 2 % B-Mercaptoethanol,
und 10 mM L-Cystein haben keinen Einfluss auf die GFP-Fluoreszenz (Inouye &
Tsuji 1994b).

Abbildung 2.4: Die so genannte ,,3-can“-Struktur von GFP
Nach Yang et al. 1996a.

Die Fluoreszenz von wt-GFP ist zwischen pH 5.5 und pH 12 stabil (Bokman & Ward
1981), die von EGFP jedoch nur zwischen pH 7,0 und pH 11,5 (Patterson et al.
1997). Die GFP-Fluoreszenz ist stabil nach Fixierung mit Glutaraldehyd und Form-
aldehyd, allerdings gegenuber einigen Nagellacken empfindlich (Chalfie et al. 1994;
Wang & Hazelrigg 1994).

GFP-Protein ist resistent gegenuber Hitze (T, = 70 °C), alkalischem pH, Detergen-
tien, organischen Lésungsmitteln und den meisten Proteasen (Bokman & Ward 1981;
Ward 1981). Die Bildung des GFP-Chromophors scheint temperaturempfindlich zu
sein. In GFP-exprimierenden Saugerzellen wurde gezeigt, dass diese starker fluo-
reszieren, wenn sie bei 30 bis 33 °C, statt bei 37 °C kultiviert wurden (Bokman &
Ward 1981; Ogawa et al. 1995; Pines 1995).
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Mutagenesestudien an GFP brachten Varianten mit verbesserter Proteinfaltung und
glnstigeren Expressionseigenschaften hervor. Die Geschwindigkeit der Bildung des
Chromophors wurde durch den Austausch einer Aminosaure, und zwar Ser®® >Thr®®
(S65T), von 2 auf 0,45 Stunden beschleunigt (Heim et al. 1995). Durch Konversion
von Codons des wt-GFP konnte die Expression flir den Einsatz in bestimmten
Organismen verbessert werden (Tsien 1998). Die Dimerisierung von GFP bei hohen

' oder

Konzentrationen wurde durch die Mutationen Ala?*®>Lys®® Leu?'>Lys?
Phe®**> Arg ?* behoben (Zacharias et al. 2002). Das Absorptionsspektrum von wt-
GFP weist zwei Gipfel, einen groBeren bei 395 nm und einen kleineren bei 475 nm
auf, die zu einem einzigen Maximum bei 489 nm umgewandelt werden konnten,
indem durch eine Aminosaure-Substitution Serin an Position 65 durch ein Threonin,
Alanin, Glycin, Cystein oder Leucin ausgetauscht wurde (Delagrave et al. 1995; Heim
et al. 1995).

Die GFP-Variante EGFP zeichnet sich durch verschiedene Charakteristika aus , die
zu einer Verbesserung in der Anwendung flihrten, wie die S65T-Mutation (Ser®®
>Thr®), die mit einer starken Fluoreszenz einhergeht (Heim et al. 1995) und die
Mutation Phe®*->Leu®, die zu einer Verringerung der Temperaturempfindlichkeit
fihrte (Cormack et al. 1996). Beim destabilisierten EGFP (dEGFP) wurden die
Aminosauren 422 bis 461 der Degradationsdoméane der Ornithin Decarboxylase der
Maus (MODC) mit dem C-terminalen Ende von EGFP fusioniert (Li et al. 1998b).
dEGFP bietet mit 2 Stunden Halbwertszeit (HWZ) einen Vorteil gegentiber dem
originalen EGFP, dessen geschéatzte HWZ bei Uber 24 Sunden liegt einen
entscheidenden Vorteil bei der Beobachtung von dynamischen Prozessen (Li et al.
1998b).

Eine weitere GFP-Mutante ist das blau fluoreszierende Protein (BFP), bei dem die
Aminosaure Tyr® durch Histidin ersetzt wurde und das Absorptionsmaximum bei
384 nm und das Emissionsmaximum bei 448 nm liegt (Heim et al. 1994). Durch
Austausch der Aminosaure Tyr®® durch Trp®® entstand das cyan fluoreszierende
Protein (CFP) mit einem Spektrum zwischen BFP und EGFP (Heim et al. 1994). Das
gelb fluoreszierende Protein (YFP) weist ein Absorptionsmaximum bei 505 nm auf
und fluoresziert im gelben Bereich mit einem Maximum bei 530 nm, das es
mittlerweile, wie auch das CFP und BFP, als ,enhanced” (EYFP, ECFP und EBFP;
Angres & Green 1996; Yang et al. 1996b) und destabilisierte Varianten gibt (Clontech
2001). Ein Ausschnitt von wt-GFP-Abkémmlingen mit ihren verschiedenen
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Absorptions- und Emissionsspekiren ist in Abbildung 2.5 dargestellt, inklusive DsRed
einem GFP-ahnlichen Protein aus der Koralle Discosoma sp. (Matz et al. 1999).

A B

Av Ay A Av ANy
100 ECFP EGEP EYFP  DsRed gckp EGFP pypp  DsRed

normalisierte Absorption

normalisierte Emission

0
T T T T T T T T T T T 0
5 350 375 400 425 480 475 500 525 550 575 600 75 15 475 505 515 625 a5 735

Wellenlange nm Wellenlange nm

Abbildung 2.5: Die Absorptions- und Emissionsspektren verschiedener
Fluoreszenzfarbstoffe.

EGFP, ECFP und EYFP sind alles Varianten von GFP aus Aequorea victoria (Av). DsRed ist
ein GFP-&hnliches Protein aus einer Koralle. Nach Clontech 2001.

2.3.2.4 GFP als Reporter

GFP, das direkt fluoreszenzmikroskopisch durch Anregung mit blauem oder UV-Licht
nachgewiesen werden kann und seine Fluoreszenzeigenschaften auch als Teil eines
Fusionsproteins behalt, erbffnete vielféltige Anwendungsmdoglichkeiten (Chalfie et al.
1994). GFP lasst sich sowohl an den N- als auch C-Terminus verschiedener léslicher
und membrangebundener Proteine koppeln (Cubitt et al. 1995). Die Kopplung von
GFP mit einem Protein wurde an einer Vielzahl von Proteinen und in Zellen von
verschiedenen Organismen durchgefiihrt (Bokman & Ward 1981; Brand 1995; Lim et
al. 1995; Marshall et al. 1995; Ogawa et al. 1995; Pines 1995; Webb et al. 1995).
Eine haufige Anwendung von GFP ist die Verknipfung mit einem Promotor flr die
Untersuchung der raumlichen, zeitlichen und speziesspezifischen Aktivitadt des
Promotors in Zellen und Organismen (Amsterdam et al. 1995; lkawa et al. 1995;
Zhuo et al. 1997; Lemaire-Vieille et al. 2000). Die Identifizierung transgener
Embryonen mittels GFP stellt eine sehr einfache, nicht-invasive, schnelle Methode
bei der Maus (lkawa et al. 1995; Takada et al. 1997; Kato et al. 1999) und dem Rind
dar (Chan et al. 1999; Murakami et al. 1999; Hofmann et al. 2003).
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GFP-Systeme wurden auch verwendet, um verschiedene Bedingungen fir den
Kerntransfer auszutesten, wie z. B. die Auswirkung der Verwendung unterschied-
licher Zelltypen, ZellgréBen und Zellpassagenummern beim Rind (Bhuiyan et al.
2004; Cho et al. 2004).

Ein Beispiel fur die Verwendung von GFP als Reporter unter der Kontrolle eines
Promotors ist die Verknlpfung von EGFP mit dem Oct4-Promotor. Yeom et al. (1996)
fanden heraus, dass bei der Maus ein 18 kb groBes genomisches Oct4-Fragment
(,genomic Oct4 fragments®, GOF), bestehend aus stromaufwarts liegenden
regulatorischen Bereichen und dem Oct4-Gen die endogene Oct4-Expression
widerspiegelt. Als Reportergen wurde das lacZ-Gen verwendet, das flr weitere
Studien durch EGFP ersetzt wurde und transgene Mause mit GOF18/GFP erzeugt
wurden (Yoshimizu et al. 1999). Die von Szabo et al. (2002) generierte GOF18-APE-
EGFP-transgene Mauslinie OG2 fand in vielen weiteren Studien Verwendung (Boiani
et al. 2002; Do & Schéler 2004; Boiani et al. 2005; Eckardt et al. 2005; Kues et al.
2005). Beispielsweise wurde die Lokalisation und Hbéhe der Oct4-Expresssion in
Kerntransferembryonen der Maus (Boiani et al. 2002) und die Auswirkung von
Kulturbedingungen auf die Oct4-Expression (Boiani et al. 2005) untersucht. Do &
Schéler (2004) konnten zeigen, dass Zellkerne embryonaler Stammzellen in der
Lage sind somatische Zellen von Oct4-EGFP-transgenen Mausen zu repro-
grammieren. Ebenso flhrte der Transfer von Oct4-EGFP-transgenen Cumuluszellen
in Blastomeren von Embryonen im 2- und 4-Zellstadium zur Aktivierung des
Reportergens (Eckardt et al. 2005). Kues et al. (2005) fanden in somatischen
Explantaten von Feten eine Subpopulation an Zellen, die bei entsprechender
Behandlung Eigenschaften von Stammzellen aufwiesen. Zahlreiche Studien
untersuchten mittels des Oct4-EGFP-Konstruktes Oct4-Expression in Keimzellen der
Maus (Anderson et al. 2000; Ohbo et al. 2003; Ohmura et al. 2004). Beim Rind und
Schwein wurde das Reportergenkonstrukt GOF18-APE-EGFP in Zygoten mikro-
injiziert, um die Aktivierung in der Praimplantationsentwicklung in vitro zu unter-
suchen (Kirchhof et al. 2000). Sogar beim Japankarpfling (Hong et al. 2004) wurde
ein Oct4-GFP-Reportergenkonstrukt mit den genomischen Oct4-Fragmenten der
Maus erfolgreich eingesetzt. Ein Oct4-GFP-Konstrukt mit dem humanen OCT4-
Promotor wurde verwendet, um ES-Zellen des Menschen stabil zu transfizieren
(Gerrard et al. 2005).
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2.3.3 Epifluoreszenzmikroskopie

Beim Epifluoreszenzmikroskop (siehe Abbildung 2.6) dient das Objektiv sowohl der
VergréBerung und Abbildung, als auch der Fluoreszenzanregung (Lichtman &
Conchello 2005). Als Lichtquelle dienen in der Regel Xenon- oder Quecksilber-
Bogenlampen (Lichtman & Conchello 2005). Durch ein Anregungsfilter gelangt
selektiv nur Licht einer definierten Wellenlange fir die Fluoreszenzanregung auf die
Probe. Durch einen dichroitischen Spiegel und einen Emissionsfilter wird das vom
Praparat ausgesandte langerwellige Fluoreszenzlicht getrennt von dem kirzer-
welligen Anregungslicht, das vom Praparat reflektiert wird. Selektiv wird nur das
Fluoreszenzlicht einer definierten Wellenldange in das Okular oder eine Kamera
geleitet.

Filterkubus

v IV||uv]l(‘

Bogenlampe

Ao | I A nA m]

Probe

Abbildung 2.6: Schematische Darstellung eines Epifluoreszenzmikroskops.
Modifiziert nach Lichtman & Conchello 2005.

2.3.4 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

2.3.4.1 Allgemeines

Die konfokale Mikroskopie wurde urspriinglich 1955 von Marvin Minsky entwickelt
und 1957 zum Patent angemeldet (Minsky 1961). Trotz der Fortschritte in der
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optischen Technologie dauerte es weitere 15 Jahre bevor der erste Rasterscan an
einem Objekt durchgefihrt wurde (Wilke 1985). Mit der Erfindung des Lasers 1960
(Mainman 1960) waren erstmals monochromatische Lichtquellen hoher Helligkeit in

einem Format verflgbar, das den Einbau in Instrumente ermdéglichte.

2.3.4.2 Prinzip

Bei der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie wird ein Praparat mit einem fokus-
sierten Laserstrahl rasterférmig abgetastet.
Das konfokale Mikroskop ist ein integriertes System, bestehend aus einem Mikro-
skop, Laserlichtquellen, einer Scan-Einheit mit optischen und elektronischen
Elementen, sowie einem Computer inklusive Software und Monitor (Murphy 2001a).
Die Scan-Einheit besteht aus folgenden Komponenten:

- Eingange fir eine oder mehrere externe Laserquellen

- Fluoreszenzfiltersets

- ein Galvanometer-basierter Raster Scanning Mechanismus

- eine oder mehrere Lochblenden (,pinholes®)

Sekundérelektronenvervielfacher (Photomultiplier Tube, PMT).

Ein konfokales Laser Scanning Mikroskop funktioniert wie nachfolgend erklart
(Pawley 1995; Conchello & Lichtman 2005) und in Abbildung 2.7 mittels einer
schematischen Zeichnung (Zeiss 2003) dargestellt. Ein Laserstrahl wird durch ein
Objektiv auf eine fluoreszierende Probe fokussiert. Die Mischung aus reflektiertem
Anregungslicht und Emissionslicht wird durch das gleiche Objektiv eingefangen und
Uber einen dichroitischen Spiegel in Richtung PMT geleitet. Das reflektierte Licht wird
durch den dichroitischen Spiegel abgelenkt, wohingegen die emittierte langerwellige
Fluoreszenz durch den Spiegel zum PMT Detektor gelangt. Mit Hilfe der Lochblende
(wpinhole®), die konjugiert (konfokal) zur Fokusebene angeordnet ist, wird selektiv nur
das aus der jeweiligen lateralen und axialen Position des Laserfokus stammende
Emissionslicht gesammelt und zum Detektor geleitet, wahrend das nicht aus der
Fokusebene stammende Emissionslicht ausgeblendet wird (und nicht zum Detektor
gelangt). Durch Verschieben der Fokusebene lasst sich das gesamte dreidimen-
sionale Objekt in einer Serie digitaler optischer Schnitte abbilden. Diese kénnen

anschlieBend digital verarbeitet und quantitativ analysiert werden
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Abbildung 2.7: Bestandteile eines Laser Scanning Mikroskops von Zeiss.

Der Laserstrahl wird durch ein Objektiv in das Préparat fokussiert. Eine Kombination von
Hauptfarbteiler (HFT), Nebenfarbteiler (NFT) und Emissionsfilter (EF) bestimmt den
Fluoreszenz-Strahlengang. Der HFT trennt Anregungslicht (Laser) und Fluoreszenzemission,
der NFT spaltet die Fluoreszenzemission in Spektralbereiche auf und der EF bestimmt den
Spektralbereich der in einem Kanal detektiert wird. Uber eine konfokal zum Laserfokus
angeordnete Lochblende (,pinhole®) wird Emissionslicht, das nicht aus der Fokusebene
stammt, ausgeblendet. Rasterférmig wird die Prdparatfliche mit Hilfe eines Scanspiegels
von dem fokussierten Laserstrahl Pixel flr Pixel abgetastet. An jedem Rasterpunkt werden
vom Detektor (PMT) nur die Photonen registriert, die aus der jeweiligen lateralen und axialen
Position des Laserfokus emittiert werden. Mit Hilfe des z-Motors wird die Fokusebene im

Préparat verschoben. Nach Zeiss (2003).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Geriate

Analysenwaage

Automatische Pipette EDOS 5222
Brutschrank

Farbekasten nach Hellendahl
Gelkammern fir Agarosegele
Heizplatte mit Magnetrihrer
Hybridisierungsofen

llluminator Eagle Eye I
Mehrkanalpipetten

MS1 Minishaker

Nucleofector™

Neubauer Zahlkammer

pH-Meter

Spektrophotometer

SpeedVac (Vacuum Concentrator)
Phosphorimager Storm 860
Szintillationszéhler LS6500
Thermomixer 5436

Transferpettor

Mikroskope und Kameras

Axiocam HR

Axiovert 200M

Leitz DM IL Mikroskop

LSM 510 Meta
Stereomikroskop Stemi SV6
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Sartorius, Géttingen
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Minchen

Roth, Karlsruhe

MW G-Biotech, Ebersberg
IKA Labortechnik, Staufen
Bachofer, Reutlingen
Stratagene, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
IKA, Wilmington, USA
Amaxa, Kdéln

MAGV, Rabenau-Londorf
WTW, Weilheim
Beckman, Palo Alto, USA
Bachofer, Reutlingen

Amersham Pharmacia, Freiburg

Beckman, Palo Alto, USA
Eppendorf, Hamburg
Brand, Wertheim

Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen
Leica, Wetzlar

Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen
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Thermocycler

Biometra Uno Il Thermoblock

Mastercycler® gradient

Zentrifugen
GS-6K
Tischzentrifugen mit Kihlung (5417R)

3.1.2 Chemikalien

Alle Chemikalien sind, soweit nicht anders angegeben, in p.a.-Qualitat verwendet

worden.

Agarose

Borsaure

Bromphenolblau

DMSO

DTT

EB-Puffer

EDTA

Essigsaure (Eisessig)
Ethanol

Ethidiumbromid (Lésung: 1 %)
Formamid

Glycerin wasserfrei
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
B-Mercaptoethanol
Methanol

Natriumchlorid
Tri-Natriumcitrat Dihydrat
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
Natriumhydroxid-Platzchen
Paraformaldehyd

PVP 40
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Biometra, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Beckman, Minchen
Eppendorf, Hamburg

Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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2-Propanol
Salzséure 1N
SDS ultrapure
Spermidine
Tris

3.1.3 Enzyme und sonstige Reagenzien

Avidin Alexa Fluor 488
o-[*P]-dCTP

Biotin-16-dUTP

DAKO Hybridisierungslésung

DAPI

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Hoechst 33342

Proteinase K

QIAquick® Gel Extraction Kit
Rapid-Hyb Buffer®

Restriktionsenzyme und -puffer
Restriktionsenzyme und -puffer
TAMRA-dUTP

Taq DNA Polymerase Kit

Wizard genomic DNA purification kit®

Vectashield Mounting Medium

3.1.4 Zusatze fir die Zellkultur

Fetales Kalberserum (FKS)

Geneticin (G418)

L-Glutamin (200 mM)

+ Penicillin/Streptomycin (100x)

Human Dermal Fibroblast Nucleofector™ Solution
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Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

ICN, Irvine, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Amersham Pharmacia,
Freiburg

Roche, Mannheim

Dako, Glostrup, Denmark
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
MBI Fermentas, St. Leon Roth
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roche, Mannheim

Qiagen, Hilden

Amersham Biosciences,
Weiterstadt

MBI Fermentas, St. Leon Roth
New England Biolabs, Boston
Applied Biosystems

Qiagen, Hilden

Promega, Wisconsin, USA
Vector Laboratories,

Burlingame, USA

PAA, Pasching, Osterreich
Invitrogen, Karlsruhe

PAA, Pasching, Osterreich
Amaxa, Koéln



MATERIAL UND METHODEN

Nichtessentielle Aminosauren (100x)

Trypsin/EDTA (10x)

3.1.5 Molekulargewichtsstandards fir DNA

Gene Ruler™ (1 kb DNA Ladder)

Gene Ruler™ (100 bp DNA Ladder Plus)
Gene Ruler™ (100 bp DNA Ladder)
Lambda DNA/EcoRI + HindlllI-Marker,

pUC Mix Marker 8

PAA, Pasching, Osterreich

Invitrogen, Karlsruhe

MBI Fermentas, St. Leon Roth
MBI Fermentas, St. Leon Roth
MBI Fermentas, St. Leon Roth
MBI Fermentas, St. Leon Roth
MBI Fermentas, St. Leon Roth

3.1.6 Verbrauchs- und sonstiges Arbeitsmaterial

Aluminiumfolie

Deckglaser

Deckglaser fir CLSM, Dicke 1.170 £ 0.01 mm

Fixo Gum

Gel-Blotting-Papiere (GB002) (Whatman-Papier)

KryogefaBe

Kulturflaschen mit Filter
Gelochte Klebefolie
MicroSpin™S-300 HR Columns
Millex GP 22 um (Filter)
Multiwellplatten far die Zellkultur
Nucleofector™ Kunststoffpipette
Nylonmembran Biodyne® B
Objekttrager Super Frost® Plus

Parafilm®M

ReaktionsgefaBe (1,5 ml, 2 ml)

Saran® Wrap-Folie

Storage Phosphor Screen
Transferpettor-Caps
4-well Multischale
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Roth, Karlsruhe
Menzel-Glaser, Braunschweig
Karl Hecht AG, Sondheim,
Marabu, Tamm

Schleicher & Schill, Dassel
Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Mactac, Stow, USA
Amersham, Freiburg
Millipore, Schwalbach
Greiner, Frickenhausen
Amaxa, Koéln

Pall, Portsmouth, England
Roth, Karlsruhe

American Can Company,
Greenwich, USA
Eppendorf, Hamburg

Dow Chemical Company,
Midland, USA

Amersham Pharmacia, Freiburg
Brand, Wertheim

Nunc, Wiesbaden
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Zellkulturschalen

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

3.1.7 Verwendete Software

Axio Vision 4.2
Imaged 1.34s

Image Quant 5.0

LSM Software 3.2

Primer Express 2

Greiner, Frickenhausen
Falcon, Becton Dickinson,
Heidelberg

Zeiss, Oberkochen
National Institutes of Health
(http://rsb.info.nih.gov/ij/),
Bethesda, USA

Amersham Biosciences,
Piscataway, USA

Zeiss, Oberkochen

Applied Biosystems, Darmstadt

3.2 Zusammensetzung von Puffern, Lésungen und Medien

Anmerkung: Als Lésungsmittel diente, soweit nicht anders angegeben, durch eine

Milliporeanlage vollentsalztes Wasser, bezeichnet als Aqua bidest.

3.2.1 Proteinase K-Lésung (20 mg/ml)

20 mg Proteinase K
1 ml Aqua bidest.
aliquotiert; Lagerung bei -20 °C

3.2.2 Cutting Buffer

2,5 ml 1 M Tris-HCI pH 7,5

5,0 mi 0,5 M EDTA pH 8,0

1,0 ml 5 M NaCl

250 pl 1MDTT

127 ul Spermidine (500 mg/ml)

ad 50 ml Aqua bidest.
Lagerung bei 4 °C
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3.2.3 Puffer fiir Agarosegele

3.2.3.1 10x TBE-Puffer (Tris-Borsaure-EDTA)

108 g Tris-Base

55¢ Borsaure

40 ml 0,5 M EDTA, (pH 8,0)
ad 1000 ml  Aqua bidest.
autoklaviert

3.23.2 1x TBE-Laufpuffer

100 ml 10x TBE
ad 1000 ml  Aqua bidest.

3.2.3.3 6x Probenpuffer flir DNA

3 ml Glycerin

7 ml Aqua bidest.

1 Spatelspitze Bromphenolblau
aliquotiert, Lagerung bei 4-8 °C
alternativ: 6x Ladepuffer (MBI Fermentas)

3.24 Molekulargewichtsstandard

20 pl jeweiliger Standard
20 pl 6x Laufpuffer
80 ul Aqua bidest.

3.2.5 dNTPs 1mM

dNTP-Mix 10 mM: Stocklésung aus dATP, dCTP, dGTP, dTTP (100 mM) und Aqua
bidest.

Herstellung 1 mM dNTP-Mix durch Verdinnung 1:10 mit Aqua bidest.

aliquotiert und Lagerung bei -20 °C;

3.2.6 10x dNTP-Mix U

20 l dATP (100 mM)
20 l dCTP (100 mM)
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20 ul dGTP (100 mM)

16 pl dTTP (100 mM)

ad 1000 pl  Aqua bidest.

aliquotiert; Lagerung bei - 20 °C

dATP, dCTP, dGTP Endkonzentration: 2 mM
dTTP Endkonzentration: 1,6 mM

3.2.7 20x SSC (Standard Sodium Citrate) pH 7,0

175,3 ¢ NaCl

88,29 Na-Citrat

ad 1000 ml  Aqua bidest.
mit HCI auf pH 7,0 eingestellt

3.2.8 Denaturierungslosung und Transferpuffer: 0,4 N NaOH - Southern Blot

80 ml 5 N NaOH
ad 1000 ml  Aqua bidest.

3.2.9 Waschléosung Southern Blot: 2x SSC/0,1 % SDS

Tabelle 3.1: Waschlésung: 2x SSC/0,1 % SDS

125 ml 250 ml 375 ml
(1 Réhrchen) (2 Réhrchen) (3 Rdhrchen)
20x SSC [ml] 12,5 25 37,5
10 % SDS [ml] 1,25 2,5 3,75
H>O [ml] 111,25 222,5 333,75

3.2.10 Waschlésung Southern Blot: 1x SSC/0,1 % SDS

Tabelle 3.2: Waschlésung: 1x SSC/0,1 % SDS

125 ml 250 ml 375 ml
(1 Réhrchen) (2 Réhrchen) (3 Rdhrchen)
20x SSC [ml] 12,5 25 37,5
10 % SDS [ml] 2,5 5 7,5

H,0 [ml] 235 470 705
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3.2.11 Methanol-Eisessig

1 Teil Eisessig
3 Teile Methanol

frisch angesetzt vor weiterer Verwendung bei -20 °C gelagert

3.2.12 Lésungen fiir die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

3.2.12.1 70 % Formamid/2x SSC pH 7,4

10 ml 20x SSC

70 ml Formamid

ad 100 ml  Aqua bidest.

mit HCI auf pH 7,4 eingestellt; Lagerung bei -20 °C

3.2.12.2 0,05 % Tween/2x SSC

500 pl Tween

10 ml 20x SSC

ad 100 ml  Aqua bidest.
Lésung frisch angesetzt.

3.2.12.3 DAPI - 4',6-Diamidino-2-phenylindole

200 ng/ml in 2x SSC, pH 7.0
Lagerung in dunklem GefaB bei 4 °C

3.2.13 Paraformaldehyd (4 %)

49 Paraformaldehyd

ad 100 ml  PBS

zum Lésen einige Tropfen 2,5 N NaOH zugegeben
gelbst bei 55 °C (im Wasserbad)

mit HCI auf pH 7,4 eingestellt

aliquotiert und gelagert bei -20 °C
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3.2.14 PBS-PVP (1mg/ml)

500 mg PVP 40
ad 500 ml PBS

steril filtriert

3.2.15 Hoechst 33342-Losung (5 mg/ml)

100 mg Hoechst 33342

ad 20 ml Aqua bidest.

aliquotiert und gelagert bei -20 °C

Verdinnung auf 1ug/ml mit PBS-PVP vor Gebrauch

3.2.16 Nahrmedien und Zuséatze fir die Zellkultur

Kulturmedien, Zusatze und FKS fur die Zellkultur wurden mit einem Filter GP
Express Plus Membran (SCGPTO1RE) (0,22 um) der Firma Millipore steril filtriert.

3.2.16.1 Fetales Kélberserum (FKS)

FKS wurde vor Gebrauch 30 min bei 56 °C inaktiviert, steril filtriert und aliquotiert;
Lagerung bei -20 °C.

3.2.16.2 Nahrmedium fiir fetale bovine Fibroblasten

Dulbecco Modified Eagle Medium (High Glucose/L-Glutamax) mit
10 % FKS

1 % nichtessentielle Aminosauren (100x)

1 % L-Glutamin (200 mM) mit Penicillin und Streptomycin (100x)
0,1 mM B-Mercaptoethanol

steril filtriert und Lagerung bei 4 °C

3.2.16.3 PBS (Phosphat-gepufferte Salzlosung, pH 7,4)
136 mM NaCl

8,1 mM NazHPO4

2,7 mM KCI

1,5 mM KH2PO4

steril filtriert und autoklaviert
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3.2.16.4 PBS mit Penicillin/Streptomycin
PBS mit 1 % Penicillin/Streptomycin (100x); steril filtriert, Lagerung bei 4 °C

3.2.16.5 2xTrypsin/EDTA

1 Volumenanteil 10x Trypsin/EDTA
4 Volumenanteile PBS
aliquotiert, Lagerung bei -20 °C

3.2.16.6 Geneticin-Losung (G418) 100 mg/ml

G418 in DMEM gelést;
steril filtriert und aliquotiert, Lagerung bei -20 °C

3.3 Oligonukleotide

Oligonukleotide flir Genotypisierung

GOFGFP4 5 - CCTTGATGCCGTTCTTCTGCT - &
GOFGFP3 5 - CCCTAGGTGAGCCGTCTTTCC - 3’

Oligonukleotide flir Southern Blot und Sequenzierung

EGFP5 5" - TACGGCAAGCTGACCCTGAAG - 3
EGFP3 5 - AGGACCATGTGATCGCGCTTC - &
Oligonukleotide fiir FISH

Sonde flr das Reportergenkonstrukt GOF18-APE-EGFP:

FISH4fw 5" - CCATCGCCTAAAGTTGCCC - 3
FISH4rev 5 - TCCGATGCCAAATGACCAT -3
FISH5fw 5" - ATCTCACAAGGTGCCCCACC - 3
FISHS5rev 5" - CAGAACCCCACGACATCACTC -3
FISH8fw 5 - GAAGCTTTGTGAACTTGGCGG - 3
FISH8rev 5 - TGCAAGGGATGGTGTTTGTCT - 3’
EGFP5 5" - TACGGCAAGCTGACCCTGAAG - 3
EGFP3 5 - AGGACCATGTGATCGCGCTTC - &
FISH10fw 5 - GCCTGGATTGTTTCGGCCT - 3
FISH10rev 5" - CATCGGTATCCACTCGCACC - &
FISH11fw 5 - CCTTTGTGGAGCACCTCAGC - &

FISH11rev 5 - CCAAATGTCCATGCCCCAG - 3’
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FISH12fw 5 - GGTGGAGGAAGCCGACAACA -3
FISH12rev 5 - ACCAGGGTCTCCGATTTGC - 3’
OCT4se 5 - GGGTCAAGTCCAGGTCGCTA - 3’
OCT4as 5 - TCCAGTGAGCTACAAGCCCAG - 3’
OCT2se 5 - GCCAGAGGGTACCAGATGTCA -3
OCT2as 5 - TTGCCTGCATGATTGGGTATC - 3’
OCT1se 5 — ACCCAATCATGCAGGCAAAC - 3
OCT1as 5 - TGCTCCACCCACAAGAAACC - 3’

Sonde fiur Positivkontrolle, Locus D677

F1: 2083 _up 5 - GAGGGGAAATGATTGCATTG - 3
2084_dn 5" - GAAACCCTGATGACCAGCAT - &
F2: 2085 _up 5 - CTTCTGGGAGTCTGGGAGTG - 3’
2086_dn 5 - CTTGGAACTTTGGCCTTGAG - &
F3: 2089 up 5 - GGGGACAAGGAAACACCATA -3
2092_dn 5" - CCACCACCCAAGGTTACAGT - &
3.4 Zellen

Fir die Transfektion wurden bovine fetale Fibroblasten verwendet, die aus einem 42
Tage alten Rinderfetus isoliert wurden. Es handelt sich um eine weibliche Fibro-
blastenkultur mit der Bezeichnung BFF116.

3.5 Methoden

3.5.1 Expressionsvektoren

3.5.1.1 Reportergenkonstrukt GOF18-APE-EGFP

Das verwendete Genkonstrukt GOF18-APE-EGFP wurde im EMBL (Européaisches
Molekularbiologisches Labor, Heidelberg, Abtl. Prof. Dr. H. Schéler) erstellt und fir
diese Untersuchungen von Prof. Niemann (Mariensee) zur Verfigung gestellt.

Das Konstrukt (siehe Abbildung 3.1) besteht aus einem 18 kb groBen Oct4-Fragment
(,genomic Oct4 fragment”, GOF) der Maus mit einer Deletion im proximalen
Enhancer (PE). Die Promotorregion mit einer Gr6Be von 8,7 kb wurde mit der
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codierenden Sequenz von EGFP (,enhanced green fluorescent protein®; pEGFP-1,
Clontech) verknlpft. Das gesamte Konstrukt hat eine GréBe von 21,2 kb.

. Oct4 Promotor APE . EGFP . Oct4 .
5 — H NIl s
- - - - ] ]l

Abbildung 3.1: Das 21,2 kb groBe Reportergenkonstrukt GOF18-APE-EGFP.
Die Promotorregion von Oct4 mit einer Deletion im proximalen Enhancer (APE) ist mit dem
EGFP-Gen (Clontech) fusioniert. Im codierenden Bereich von Oct4 sind die Introns als weilBe
Abschnitte und die Exons als schwarze Késtchen dargestellt. Die roten Kastchen stellen die
Hybridisierungsstellen der GOF 18-APE-EGFP-spezifischen FISH-Sonde dar.

3.5.1.2 Neomycin-Resistenzgen: pBKS/FRT-Neo-FRT

Dieses Gen kodiert eine Aminoglykosid-Phosphotransferase, die zu einer Resistenz
gegenlber Geneticin (G418) oder Neomycin fuhrt. Mit Hilfe dieses Selektionsmarkers
ist es mdglich, stabil transfizierte Zellen durch Antibiotika-Behandlung zu selektieren.
Das Plasmid wurde von Jessica Gorski und Kevin R. Jones (University of Colorado,
USA) zur Verfligung gestellt. FRT (,FLP recognition target®)-Linker wurden an ein ca.
1,9 kb groBes PGKneo (Phosphoglyceratkinase) EcoRI-Hindlll-Fragment ligiert. Die
GréBe des Plasmids pBKS/FRT-Neo-FRT betrugt insgesamt ca. 5 kb (PBKs:
Bluescript KS Vektor).

3.5.1.3 Restriktionsenzymverdau

3.5.1.3.3 GOF18-APE-EGFP

Das Plasmid (10 pg) wurde mit Notl (30 U) bei 37 °C lber Nacht inkubiert. Die
Proben wurden direkt fiir die Gelelektrophorese eingesetzt oder bei -20 °C bis zur
weiteren Verwendung gelagert.

3.5.1.3.4 pBKS/FRT-Neo-FRT

Das Plasmid (4 pg) wurde mit Hindlll (10 U) und EcoRIl (10 U) bei 37 °C fir 2 h
inkubiert. Die Proben wurden direkt flir die Gelelekirophorese eingesetzt oder bei
-20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert
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3.5.1.4 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Mittels Gelelektrophorese (0,7 %iges TBE-Agarosegel) wurden die DNA-Fragmente
aufgetrennt (Durchfihrung der Agarosegelelektrophorese siehe Abschnitt 3.5.3.2.4).
Das Gel wurde fotografisch unter UV-Licht dokumentiert, das bendtigte DNA-
Fragment unter UV-Licht-Kontrolle ausgeschnitten und mit dem QIAquick® Gel
Extraktions Kit entsprechend den Herstellerangaben isoliert. Die Konzentration wurde
in einem 1 %igen TBE-Agarosegel durch den Vergleich mit 1 ug des Molekular-
gewichtsstandards Lambda/Hindlll+EcoRl abgeschatzt. Die DNA wurde bis zur

weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.5.2 Zellkultur

Es wurde unter sterilen Bedingungen an einer Sterilbank gearbeitet. Die Medien und

das PBS wurden vor Verwendung auf 37 °C erwarmt.

3.5.2.1 Kultivierung von Zellen

Die bovinen fetalen Fibroblasten wurden in einem Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO in
Luft und 95 % Luftfeuchtigkeit in Gewebekulturflaschen oder -schalen kultiviert. Alle
zwei bis drei Tage erfolgte ein Wechsel des Mediums, wobei das Medium abgesaugt

und neues Medium in entsprechender Menge zugegeben wurde.

3.5.2.2 Passagieren von Zellen

Ab einer Konfluenz von ca. 90 % wurden die Zellen gesplittet. Dafir wurden die
Zellen einmal mit PBS gewaschen. Durch Zugabe von 2x Trypsin/EDTA (soviel bis
der Boden bedeckt war) und Inkubation bei 37 °C fir 1 bis 2 min Iésten sich die
Zellen von der Zellkulturschale. Trypsin spaltet die Aminosauren Arginin und Lysin.
EDTA bindet zweiwertige Kationen wie Ca®* und Mg?*, welche zellbindende
Membranproteine stabilisieren. Der Proteaseinhibitor Alpha-1-Antitrypsin im FKS
stoppt die Reaktion. Die vierfache Menge an Medium wurde zum Stoppen zu den
Zellen gegeben, die Suspension in ein GefaB Uberfihrt und bei 500 g 5 min
zentrifugiert. Das Medium wurde vorsichtig abgesaugt, das Zellpellet in Medium

resuspendiert und die Zellen ausgesat.

3.5.2.3 Kryokonservierung von Zellen

Ab einer Konfluenz von ca. 90 % wurden die Zellen kryokonserviert. Es wurde
zunachst wie beim Passagieren vorgegangen mit Waschen, Trypsinieren, Stoppen
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und Zentrifugation (siehe Abschnitt 3.5.2.2). Nach dem Absaugen wurde das Zell-
sediment in FKS resuspendiert und in ein Kryoréhrchen zum vorgelegten DMSO,
einem Kryoprotektivum, gegeben. Bei der Kryokonservierung betrug der Anteil an
DMSO am Gesamtvolumen 10 %. Durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wurde
zlgig gemischt und das Roéhrchen auf Trockeneis gestellt. Die Menge an FKS
richtete sich nach der Menge der einzufrierenden Zellen bzw. der GréBe der Zell-
kulturflasche oder -schale. Zellen von einer 12-, 24-, 48- und 96-well Platte wurden in
450 pl FKS und 50 pl DMSO in 1,0 ml Kryoréhrchen und gréBere Zellmengen in
900 ul FKS und 100 pul DMSO in 1,8 ml Kryoréhrchen konserviert.

Die Lagerung erfolgte zunachst flir mindestens 24 h bei -80 °C und spater im
flissigen Stickstoff bei -196 °C.

3.5.2.4 Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden zigig durch Auf- und Abpipettieren mit 37 °C-warmem Medium
aufgetaut, in ein GefaB Uberfiihrt und 5 min bei 500 g zentrifugiert. Nach zwei-
maligem Waschen mit Medium wurden die Zellen in der entsprechenden Menge
Medium resuspendiert und ausgesat.

3.5.2.5 Transfektion von Zellen

Fir die Herstellung stabiler Zellklone wurden Fibroblasten der Zelllinie BFF116 mit
dem Resistenzgen- und Reportergenkonstrukt mit dem Nucleofector™ elektroporiert.
Bei einer Elektroporation wird ein kurzer elekirischer Impuls zum Einbringen von
DNA in Zellen verwendet. Es wurde eine Kotransfektion durchgefiihrt, bei der nicht-
verknipfte DNA-Fragmente integriert werden kénnen. Zellklone mit positivem
Integrationsereignis werden mittels Antibiotikum selektiert. Das Neomycin-
Resistenzgen FRT-Neo-FRT und das Reportergenkonstrukt GOF18-APE-EGFP
wurden in einem Mengenverhéltnis von 1:10 verwendet. FRT-Neo-FRT-DNA
(300 ng) und GOF18-APE-EGFP-DNA (3 ug) wurden nach der Konzentrations-
bestimmung (siehe Abschnitt 3.5.1.4) in einem Reaktionsgefa3 vereint und wegen
des groBen Volumens im ,SpeedVac” (Vacuum Concentrator) eingedampft und in
5 ul EB-Puffer (Qiagen) resuspendiert.

Bei dem Nucleofector™ sind Programme mit Elektroporationsbedingungen vorein-
gestellt, von denen die effektivsten im Vorfeld durch eine transiente Transfektion mit
einem GFP-tragenden Plasmid (pCMV-GFP; CMV: Cytomegalievirus) ausgetestet

wurden.
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Fir einen Ansatz wurden die Zellen in der 3. Passage geerntet und mit einer
Neubauer-Z&hlkammer ausgezahlt. Zu 5x 10° Zellen wurden die 5 pl DNA-L6sung
(3,3 ug) mit den Genkonstrukten und 100 ul Human Dermal Fibroblast Nucleo-
fector™ Solution pipettiert. Danach erfolgte die Elektroporation mit dem Programm
U23. Die elektroporierten Zellen wurden mit 1 ml Medium in einer speziellen
Plastikpipette (Amaxa) auf eine 6-well Platte Gberfihrt. Am darauf folgenden Tag

wurde das Medium gewechselt.

3.5.2.6 Selektion von Zellklonen

Drei Tage nach der Elektroporation waren die Zellen ca. 90 % konfluent und wurden
geerntet. Fir die Selektion der Zellen wurden diese in Medium mit einer Geneticin
(G418)-Konzentration von 1,0 mg/ml mit 2000 Zellen pro well auf 96-well Platten
ausgesat. G418 gehdrt zu den Aminoglycosid-Antibiotika und ist ein Gentamicin-
Derivat, welches mit Kanamycin und Neomycin verwandt ist. Alle zwei Tage wurde
ein Mediumwechsel mit dem Selektionsmedium durchgefihrt. Nach ca. einer Woche
waren alle Zellen gestorben, die kein Neomycin-Resistenzgen integriert hatten und
schwammen im Uberstand, wohingegen resistente Zellklone adh&rente Kolonien
gebildet hatten. Diese Zellklone wurden nummeriert und bis zu einer Konfluenz von
ca. 90 % kultiviert, um dann auf 48-well Platten Oberfihrt zu werden. Von diesen
Zellklonen wurde ein Teil kryokonserviert und der andere Teil noch einige Zeit

kultiviert, um genug Material fir die Genotypisierung zur Verfigung zu haben.

3.5.2.7 Kerntransfer (Somatic cell nuclear transfer — SCNT)

Stabil transfizierte Klone, sog. BFFGOF, wurden nach der Genotypisierung (siehe
Abschnitt 3.5.3) mit Nachweis des Reportergenkonstruktes fir den Kerntransfer
(SCNT) verwendet. Die Zellen wurden einige Tage vor dem Transfer aufgetaut,
kultiviert und mit einer Konfluenz von 60 % bis 90 % fur den Kerntransfer verwendet.
Dieser wurde von Dr. Valeri Zackhartchenko am Institut fir Molekulare Tierzucht und
Biotechnologie nach einem Standardprotokoll durchgefihrt (Zakhartchenko et al.
1999). Die Kerntransfer-Embryonen wurden bis zu acht Tage kultiviert. Bei den
Altersangaben der Embryonen ist zu beachten, dass Tag 1 dem Tag nach dem NT

entspricht.
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Die hergestellten SCNT-Embryonen wurden dann folgendermaBen weiterverwendet:
1. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung und Beurteilung (siehe Abschnitt 0)
2. Embryotransfer (ET)
3. Reklonierung von Blastomeren aus Tag 5 SCNT-Morulae (BNT).

Far den Embryotransfer wurden Tag 7 Embryonen durch Dr. Hendrik Wenigerkind
vom Institut fir Molekulare Tierzucht und Biotechnologie auf synchronisierte
Empféangertiere Ubertragen (Hofmann et al. 2004). Der BNT wurde ebenfalls von Dr.
Valeri Zackhartchenko am Institut fir Molekulare Tierzucht und Biotechnologie
durchgeflhrt (Zakhartchenko et al. 1999).

3.5.2.8 Isolierung von Primarzellen aus Feten

Am Tag 34 nach dem Kerntransfer wurden trachtige Tiere am Schlachthof in
Minchen geschlachtet und die Uteri mit den Feten gewonnen. Im Labor wurden die
Feten entnommen und bis zur Weiterverarbeitung in PBS/Penicillin/Streptomycin
maximal 2 h aufbewahrt. Die Praparation der Feten erfolgte unter sterilen
Bedingungen. Zunachst wurden die Fruchthillen zu entfernt. Es folgte die
Dekapitation, Entfernung der Extremitaten und die Entnahme der Eingeweide. Alle
entfernten Anteile wurden fiir die spatere DNA-Isolierung und Genotypisierung bei
-20 °C gelagert. Zwischen den verschiedenen Praparationsschritten wurde der Fetus
immer wieder in PBS/Penicillin/Streptomycin in einer Zellkulturschale gewaschen.
Zum verbliebenen Teil des Fetus wurde 500 pl 2x Trypsin/EDTA mit einer Tempe-
ratur von 37 °C gegeben und der Fetus mit einer Schere so weit wie mdglich zerklei-
nert. Nach nochmaliger Zugabe von 500 pl erwarmtem 2x Trypsin/EDTA erfolgte die
Inkubation im Brutschrank (37 °C) fir 5 min. Nach wiederholtem Auf- und Abpipettie-
ren wurde die Gewebemasse fiir weitere 2 min inkubiert. Die Suspension wurde dann
in ein ReaktionsgefaB mit 5 ml Fibroblasten-Medium Gberfihrt. Nach einigen Minuten
hatten sich die Gewebestiickchen auf dem Boden des GefaBes abgesetzt und der
Uberstand, der die vereinzelten Zellen enthielt, wurde in ein anderes ReaktionsgefaB
Uberfihrt. Beide GefaBe wurden mit Medium auf das gleiche Volumen von 5 ml
aufgefillt und bei 500 g 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das
Pellet in Medium resuspendiert und die vereinzelten Zellen in einer Zellkulturschale
mit 6 cm Durchmesser, die Gewebestickchen in Zellkulturschale mit 10 cm Durch-
messer ausgesat. Am darauf folgenden Tag wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt.
Die Zellen wurden dann weiter kultiviert, passagiert und kryokonserviert. Durch PCR,
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Southern Blot (wie in 3.5.3 beschrieben) und Fluoreszenz in situ Hybridisierung (wie
in 3.5.4 beschrieben) wurde die genomische Integration des Reportergenkonstruktes
GOF18-APE-EGFP Uberpriift.

3.5.3 Identifikation GOF18-APE-EGFP-transgener Zellklone

3.5.3.1 Isolierung genomischer DNA aus Zellen

Die Zellen wurden, wie im Abschnitt 3.5.2.2 beschrieben, geerntet und die Pellets in
2 ml ReaktionsgefaBen bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert. Fir die
DNA-Isolierung wurde je nach Menge der Zellen 400 pl (6-well Platte) bzw. 800 pl
(10-cm Schale) Mastermix (siehe Tabelle 3.3) zugegeben und bei 55 °C Uber Nacht

inkubiert.

Tabelle 3.3: Mastermix

Cutting Buffer 375 pl
20 % SDS 20 pl
Proteinase K (20 mg/ml) 5ul
Gesamtvolumen 400 pl

Am néchsten Tag erfolgte die Fallung der DNA mit 400 pl bzw. 800 pl 2-Propanol.
Danach wurde bei 20800 g 10 min bei 10 °C zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert
und das DNA-Pellet zweimal mit 70 %igem Ethanol gewaschen. Nach Trocknung des
Pellets an der Luft wurde in 20 - 50 pl EB-Puffer je nach PelletgdBe resuspendiert.
Die Lésung der DNA erfolgte bei 4 °C (ber Nacht.

Vor der weiteren Verwendung wurde eine DNA-Konzentrationsmessung an einem
Spektrophotometer mit einer Verdinnung von 1:50 durchgefiihrt. Eine Lésung mit
50 pg/ml doppelstrangiger DNA hat eine Absorptionsvermégen (optische dichte, OD)
von 1,0 bei einer Wellenlange von 260 nm. Der Quotient der optischen Dichte (OD)
bei 260 nm und 280 nm dient der Beurteilung der Reinheit der DNA. Die Ratio
(260/280 nm) der in dieser Arbeit verwendeten DNA lag zwischen 1,8 und 2,0 und
entsprach somit reiner DNA.

3.5.3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR stellt eine einfache Methode dar einen bestimmten DNA-Abschnitt mit Hilfe
von Oligonukleotiden (Primer) zu vervielfaltigen.
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Mittels PCR sollte Uberprift werden, welche, der auf das Neomycin-Resistenzgen
selektierten Zellklone auch das Reportergenkonstrukt GOF18-APE-EGFP integriert
hatten.

3.5.3.2.3 PCR-Bedingungen

Die folgenden GOF18-APE-EGFP-spezifischen Primer wurden eingesetzt:
GOFGFP4 und GOFGFP3.

Tabelle 3.4: Reaktionsansatz

GOFGFP3/GOFGFP4
Aqua bidest. 7,65 pl
Q-Solution (Qiagen) 4 ul
10x Puffer (Qiagen) 2 ul
MgCl. (25 mM) 1,25 ul
dNTPs (1 mM) 1 ul
sense Primer (2 uM) 1l
antisense Primer (2 uM) 1 ul
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,1 pl
DNA-Probe 2 pl
Gesamtvolumen 20 ul

Far die PCR wurden aus der isolierten genomischen DNA (BFFGOF-DNA; siehe
Abschnitt 3.5.3.1) Verdinnungen mit 50 ng/ul hergestellt. Alle PCR-Reaktionen
wurden in 0,2 ml PCR-ReaktionsgefaBen mit einem Endvolumen von 20 ul auf Eis
angesetzt. Als Positivkontrolle diente DNA des GOF18-APE-EGFP-Plasmids mit
einer Konzentration von 0,5 ng/ul. Als Negativkontrolle wurde zum einen ein
Reaktionsansatz ohne DNA verwendet (,non template control®, NTC), zum anderen
wurde genomische DNA aus nicht-transfizierten bovinen fetalen Fibroblasten (Wild-

typ, Wt) mit einer Konzentration von 50 ng/ul eingesetzt.
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Tabelle 3.5: Reaktionsbedingungen

GOFGFP3/GOFGFP4
Denaturierung 94 °C 3 min
Denaturierung 94 °C 30 sec
Annealing 63 °C 30sec | 39X
Extension 72 °C 1 min
Finale Extension 72 °C 10 min

Nach Durchlaufen der Zyklen wurde das PCR-Produkt im Thermocycler auf 4 °C
abgekuhlt. Die Probe wurde dann kurzfristig bei 4 °C und langerfristig bei -20 °C

gelagert. Die weitere Untersuchung erfolgte mittels Gelelektrophorese.

3.5.3.2.4 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ermoglicht eine Auftrennung von DNA-Stréngen nach
ihrer GroBe. Die Gelmatrix funktioniert wie ein Sieb. In einem elektrischen Feld
wandern die negativ geladenen Nukleinsduren zur Anode, wobei sich die
Wanderungsgeschwindigkeit bei linearisierten doppelstrangigen DNA-Molekilen im
Agarosegel umgekehrt proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichts
verhélt. Die Lange der aufgetrennten Nukleinsduren kann mit Molekulargewichts-
standards bestimmt werden.

Ethidiumbromid ist ein Farbstoff, der in die DNA interkaliert und unter ultraviolettem
Licht fluoresziert, wodurch die DNA im Agarosegel sichtbar gemacht werden kann.
Fir die Herstellung von TBE-Agarosegelen wurde die entsprechende Menge an
Agarose in 1x TBE in der Mikrowelle aufgekocht. Sowohl Laufpuffer, als auch die
Gellésung wurden mit Ethidiumbromid (9 ul/l) versetzt. Die Proben wurden mit einem
sechstel Volumenanteil 6x Ladepuffer versetzt, um den Fortschritt der
Gelelektrophorese abschatzen zu kdnnen. Die Proben und eine entsprechende
Menge vom Molekulargewichtsstandard wurden in die Geltaschen pipettiert mit nach-
folgender Gelelektrophorese. Alle Gele wurden unter Verwendung des Stratagene
Eagleeye Il bei 366 nm dokumentiert.

3.5.3.3 Southern Blot - alkalischer Transfer

Der Southern Blot dient der Ubertragung von DNA aus einem Agarosegel auf eine
Nylonmembran, mit der weitere Analysen mdglich sind.
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3.5.3.3.3 Restriktionsenzymverdau

Genomische DNA (10 ug) isoliert aus BFFGOF und GOF18-APE-EGFP-Plasmid-
DNA (500 ng) wurden mit 10 U (BFFGOF) bzw. 2,5 U (Plasmid) Hindlll in einem
Volumen von 20 pl Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Fir das weitere Vorgehen wurde
1/5 der Hindlll-verdauten Plasmid-DNA verwendet. Alle Proben wurden mit

6x Ladepuffer (MBI Fermentas) versetzt und fir die Gelelektrophorese verwendet.

3.5.3.3.4 Gelelektrophorese

Die Proben wurden in einem 0,7 %igen TBE-Gel aufgetrennt. Als Molekulargewichts-

standards wurden der 1 kb- und der A/EcoRI+Hindlll-Marker verwendet.

3.5.3.3.5 Transfer von restriktionsenzymverdauter DNA (Blotten)

Das TBE-Gel wurde fotografisch unter UV-Licht mit einem Lineal dokumentiert.
Danach wurde das Gel zur Depurinierung in 0,25 M HCI geschwenkt, bis die blaue
Farbe des Ladungspuffers nach gelb umgeschlagen war, was nach ca. 15 bis 20 min
erfolgte. Dann erfolgte das Waschen des Gels mit Aqua bidest. gefolgt von der
Denaturierung durch Schwenken in 0,4 N NaOH-Lésung fir 30 min. AnschlieBend
wurde die verdaute genomische DNA mittels eines alkalischen Kapillartransfers auf
eine positiv geladene Nylonmembran (Biodyne® B 0,45 pm) tibertragen.

Beim Aufbau des Southern Blots (siehe Abbildung 3.2) wurde auf eine Glasschale,
die mit Transferpuffer gefillt war, eine Glasplatte gelegt. Auf die Glasplatte kam ein
Streifen Whatman-Papier, der auf beiden Seiten in den Transferpuffer hing und
mindestens so breit wie das Agarosegel war. Auf dieses Papier wurde das
zugeschnittene Agarosegel mit den Offnungen der Geltaschen nach unten ohne
Luftblasen platziert. Auf das Gel kam eine Nylonmembran in GelgréBe. Der Rand des
Gels wurde mit Saranfolie bedeckt. Auf die Nylonmembran wurden wiederum zwei
Whatman-Papiere, gefolgt von mehreren Zentimetern saugfahigem Papier gelegt.
Zur Unterstitzung des Transfers bildete ein Gewicht von ca. 1 kg den AbschluB.
Nach 24 h war der Transfer beendet. Die Nylonmembran wurde beschriftet und die
rechte untere Ecke zur spéateren Orientierung abgeschnitten. Danach wurde die
Membran in 2x SSC geschwenkt und auf einem Whatman-Papier einige Minuten
getrocknet. AnschlieBend wurde die transferierte DNA mittels UV-Licht (120 J/cm?)
quervernetzt. Es folgte die sofortige Verwendung oder Lagerung bei RT zwischen
zwei Whatman-Papieren.
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Gewicht ca.
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Southern Blots.

3.5.3.3.6 Sondenherstellung

Die Sonde mit 544 bp Lange wurde mittels PCR mit den Primern EGFP5 und EGFP3
hergestellt, wobei als Matrize das Plasmid mit GOF18-APE-EGFP mit einer Konzen-
tration von 10 ng/ul diente.

Tabelle 3.6: Reaktionsansatz

EGFP5/EGFP3
Aqua bidest. 31,6 ul
10x Puffer (Qiagen) 5ul
MgCl> (25 mM) 3,15 ul
dNTPs (1 mM) 2,5 ul
sense Primer (2 uM) 2,5ul
antisense Primer (2 uM) 2,5 ul
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,25 pl
Plasmid-DNA 2,5 ul
Gesamtvolumen 50 pl

Reaktionsbedingungen siehe Tabelle 3.5.

Das PCR-Produkt wurde mit 10 pl 6x Laufpuffer versetzt, auf ein 1 %iges Agarosegel
aufgetragen und mittels Gelelektrophorese gefolgt von Gelextraktion (siehe Abschnitt
3.5.1.4) aufgereinigt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte wie im Abschnitt 3.5.1.4
Uber Vergleich mit dem Molekulargewichtsstandard Lambda/ Hindlll+EcoRI.
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3.5.3.3.7 Sequenzierung der Sonde

Fir die Sequenzierung wurde ca. 50 ng der Sonde und der Primer EGFP3 (2 uM)
verwendet. Die Sequenzierung wurde unter Verwendung eines 3100 Avant Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Langen) vom Sequenzierservice der Arbeitsgruppe
Blum (LAFUGA Genomics, Genzentrum, Minchen) durchgefihrt. AnschlieBend
wurden die erhaltenen Sequenzen mit Hilfe des BLAST-Algorithmus (National Center
for Biotechnology Information) mit den Sequenzen o&ffentlicher Datenbanken
(GenBank) abgeglichen.

3.5.3.3.8 Radioaktive Markierung der Sonde

Die fur die Markierung verwendete Methode war das ,random priming®“. Dabei wird
die zu markierende doppelstrangige DNA denaturiert und mit Zufallshexameren bzw.
—nonameren hybridisiert. Als Polymerase dient das Klenow Fragment der DNA-Poly-
merase. Die Markierung erfolgte durch Einbau von radioaktiven Nukleotiden.

60 ng der hergestellten Sonde wurden mit dem Rediprime Il Random Prime Labelling
System entsprechend den Herstellerangaben mit 50 pCi *P-dCTP radioaktiv
markiert. Uber eine MicroSpin™S-300 HR Saule wurden die nicht eingebauten
Nukleotide entfernt. Von der markierten Sonde wurde eine 1:100-Verdiinnung herge-
stellt und 5 pl davon flr die Messung der radioaktiven Strahlung pro Minute (cpm,
counts per minute = Impulse pro Minute) mit dem Szintillationsz&hler gemessen. Die
Berechnung des cpm-Wertes pro ul Sonde erfolgte nach folgender Formel, wobei
Cerenkov ein Korrekturfaktor fir die Messung ohne Szintillationsfllissigkeit ist:

cpm/pl = cpm x 20 (Verdiinnung) x 1,55 (Cerenkov)

3.5.3.3.9 Hybridisierung, Waschen und Signaldetektion

Die Nylonmembran mit den DNA-Fragmenten wurde mit der Prahybridisierungs-
l6sung Rapid-Hyb Buffer® 2 h bei 65 °C in einem Hybridisierungsofen inkubiert.
Diese Inkubation diente der Absattigung freier positiver Ladungen auf der Membran,
um unspezifische Hybridisierungen zu vermeiden. Fir die Hybridisierung wurde die
radioaktiv markierte Sonde mit einer Konzentration von 2x 10°cpm pro ml Rapid-
Hyb Buffer® verwendet. Die entsprechende Menge der markierten Sonde wurde
5 min bei 95 °C denaturiert, fir mindestens 3 min auf Eis gestellt und dann direkt zur
Prahybridisierungsldsung gegeben. Die Hybridisierung erfolgte tGber Nacht bei 65 °C
im Hybridisierungsofen.
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Am darauf folgenden Tag wurden zwei Waschschritte durchgefthrt, um die unspezi-
fisch gebundenen Sonden zu entfernen. Beide Waschlésungen wurden frisch herge-
stellt. Der erste Waschschritt erfolgte mit 2x SSC/0,1 % SDS fir 20 min bei RT. Der
zweite mit 1x SSC/0,1 % SDS fir 2x 5 min bei 65 °C. AnschlieBend wurde die
Membran in Plastikfolie eingeschweiBt und fir die Exposition auf einen ,Storage
Phosphor Screen® aufgebracht. Die Signale wurden mit dem Phosphor-Imager
(Storm 860) ausgelesen.

3.5.3.3.10 Strippen der Membran

Um die Membran erneut mit einer radioaktiv markierten Sonde zu hybridisieren,
musste die zuvor verwendete Sonde durch Strippen entfernt werden.

Die feuchte Membran wurde mit kochender 0,1 %iger SDS-Lésung versetzt und im
Hybridisierungsofen bei Raumtemperatur gerollt. Nach 10 min wurde die Lésung
erneuert und die Membran bis zum Abkuhlen auf Raumtemperatur weiter gerolt.
Falls nach diesem Vorgehen die verbliebene Reststrahlung zu hoch war, wurde das
Strippen wiederholt. Bis zur Weiterverwendung der Membran wurde diese in Folie
eingeschweiBt und im Kihlschrank aufbewahrt.

3.5.4 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Mit Hilfe der in situ Hybridisierung (ISH) ist es méglich Nukleinsduresequenzen durch
markierte komplementare Sequenzen innerhalb von Zellen, Chromosomen und
Gewebepraparationen zu detektieren und zu lokalisieren. Bei der FISH werden
spezifische DNA-Sequenzen mittels fluoreszenzmarkierter DNA-Sonden nachge-
wiesen. Mit Hilfe von Mehrfachmarkierungen unter der Verwendung von verschie-

denen Farbstoffen ist der gleichzeitige Nachweis von mehreren Sequenzen méglich.

3.5.4.1 Chromosomenpraparation

Die zu préparierenden Zellen wurden in 250 ml-Zellkulturflaschen in 12 ml Medium
kultiviert und 1 - 4 Tage vor der Praparation passagiert. Die Praparation erfolgte bei
einer Konfluenz von 70 % bis 80 %, wenn sich die Zellen im exponentiellen Wachs-
tum befanden. Das Medium wurde aus den Zellkulturflaschen in 15 ml Reaktions-
gefaBe Uberfihrt, die Zellen mit 12 ml PBS gewaschen und durch Inkubation mit
1,5 ml 2x Trypsin/EDTA 1 bis 2 min abgelést. Zur Hemmung des Trypsins wurde das

zuvor abgenommene Medium wieder zu den abgel6sten Zellen gegeben. Die
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Zellsuspension wurde in ein 15 ml Reaktionsgefa3 Uberflihrt und 8 min bei 500 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf 1,5 ml abgesaugt, und das Zellsediment
durch vorsichtiges Schitteln resuspendiert. Nach langsamer Zugabe einer 37 °C-
warmen 75 mM KCI-Lésung und Mischen durch zweimaliges Invertieren folgte eine
Inkubation bei 37 °C fir 15 min. Die hypotone L&sung fihrt zu einer Quellung der
Zellen. Die Zellen wurden 8 min bei 500 g zentrifugiert, der Uberstand wieder bis auf
1,5 ml abgesaugt, und das Zellsediment durch vorsichtiges Schutteln resuspendiert.
Die Fixierung erfolgte dann durch tropfenweise Zugabe von eiskaltem Methanol-
Eisessig-Gemisch (Fixativ) bis auf 10 ml. Die Zellsuspension wurde mindestens
30 min bei -20 °C in dem Fixativ gelagert. Vor der weiteren Verwendung wurde die
Praparation mehrmals (mindestens finf mal) mit frisch hergestelltem eiskalten Fixativ
gewaschen und in einem Volumen von 1 bis 1,5 ml Methanol-Eisessig bei -20 °C bis
zur weiteren Verwendung gelagert oder direkt verwendet.

3.5.4.2 Spreitung der Metaphasechromosomen

Die sauberen Objekttrager (OT) wurden vor dem Auftropfen der Zellsuspension Uber
einem Wasserbad bei 65 °C erwarmt. Aus der kalten Zellsuspension wurden 9 pl
enthommen und auf den vorgewadrmten OT aufgetropft. Anzahl und Spreitung der
Metaphasen wurden in einem Phasenkontrastmikroskop Uberprift. Nach Lagerung
Uber 1 bis 3 Tage bei RT wurden die OT fir die FISH verwendet.

3.5.4.3 Herstellung der DNA-Sonden fiir FISH

In Zweifarben-Hybridisierungen wurden folgende Sonden fir FISH verwendet:

1. Die transgenspezifische Sonde bestand aus 10 DNA-Fragmenten, die inner-
halb des Reportergenkonstruktes GOF18-APE-EGFP hybridisierten und mit
TAMRA (6-Carboxyl-Tetramethyl-Rhodamin)-dUTP in einer PCR markiert
wurden.

2. Als Positivkontrollsonde wurden DNA-Fragmente verwendet, die auf dem
Rinderchromosom 6 in einem subzentromerischen Block von komplexer
repetitiver DNA binden und als Kontrolle flr eine erfolgreiche Hybridisierungs-
reaktion dienten. Diese waren mit Biotin-16-dUTP markiert.

Die TAMRA-gekoppelte transgenspezifische Sonde wurde nach der Hybridisie-

rung direkt mittels Fluoreszenzdetektion, die Biotin-markierte Positivkontrollsonde
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indirekt mit einem fluorochromierten Avidin-Konjugat (Alexa Fluor® 488) nachge-
wiesen (siehe Abschnitt 3.5.4.7).

3.5.4.3.3 Transgenspezifische Sonde

Insgesamt wurden 10 TAMRA-dUTP markierte DNA-Fragmente hergestellt (siehe
Tabelle 3.7), die vor der Hybridisierung zu einer transgenspezifischen Sonde verei-
nigt wurden. Die Gesamtlange, die mit den DNA-Fragmenten abgedeckt wurde
betrug 5,7 kb.

Tabelle 3.7: DNA-Fragmente der transgenspezifischen Sonde

Fragmentbezeichnung Lange [bp]
FISH4 652
FISH5 724
FISH8 601
EGFP3/5 544
FISH10 603
FISH11 603
FISH12 501
OCT1 500
OCT2 500
OCT4 508
Total 5736

Primerkombination 1 und 2

Es wurden Multiplex-PCRs mit verschiedenen Kombinationen von Primern durchge-
fihrt (siehe Tabelle 3.8).

Fir die Kombination 1 wurde als Matrize das Plasmid mit GOF18-APE-EGFP mit
einer Konzentration von 2 ng/pl, also insgesamt 4 ng DNA eingesetzt. Als Matrize fur
die Kombination 2 wurde 1 pl des jeweiligen PCR-Produktes aus den Einzel-PCRs
mit den einzelnen Primerpaaren (Matrizen-PCR) verwendet (siehe Tabelle 3.9). Die
PCR-Produkte aus den Einzel-PCRs wurden bis zur Verwendung bei -20 °C
gelagert.
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Tabelle 3.8: Primerkombinationen Multiplex-PCRs

Kombination 1 Kombination 2
FISH12fw/rev FISH10fw/rev
FISH11fw/rev FISHS8fw/rev
FISH4fw/rev EGFP5/3
FISH5fw/rev

Tabelle 3.9: Reaktionsansatz fiir die Herstellung der Matrize fiir die Kombi-

nation 2 fiir jedes einzelne Primerpaar (Matrizen-PCR)

FISH10fw/rev

FISH8fw/rev

EGFP5/3

Aqua bidest. 11,65 ul
10x Puffer (Qiagen) 2 ul
MgCl. (25 mM) 1,25 ul
dNTPs (1 mM) 1 pl
sense Primer (4 uM) 1l
antisense Primer (4 uM) 1 ul
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,1 pl
Plasmid-DNA 2 ul
Gesamtvolumen 20 pl
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Tabelle 3.10: Reaktionsansatz fiir Markierungs-PCR

Kombination 1

Kombination 2

Aqgua bidest. 3,4 ul 4.4 ul
10x Puffer (Qiagen) 2 pl 2 ul
MgCl, (25 mM) 1,6 ul 1,6 ul
10x dNTP-Mix U 2 pl 2 ul
sense Primer 1 1 pl 1 ul
antisense Primer 1 1 pl 1 pl
sense Primer 2 1 pl 1 ul
antisense Primer 2 1 pl 1 pl
sense Primer 3 1 pl 1 pl
antisense Primer 3 1 pl 1 pl
sense Primer 4 1 ul -
antisense Primer 4 1 pl -
TAMRA-dUTP (400 pM) 0,8 ul 0,8 ul
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,2 pl 0,2 pl
Plasmid-DNA/PCR-Produkt 2 ul 3ul
Gesamtvolumen 20 ul 20 ul

Die Reaktionsbedingungen waren fir die Matrizen-Herstellungs- und Markierungs-

PCR dieselben.
Tabelle 3.11: Reaktionsbedingungen fiir die Matrizen- und Markierungs-
PCR

Denaturierung 94 °C 3 min

Denaturierung 94 °C 30 sec

Annealing 60 °C 30 sec 35x

Extension 72 °C 30 sec

Finale Extension 72°C 10 min

OCT1se/as, OCT2se/as, OCT4se/as

Fir die Herstellung der DNA-Fragmente mit diesen Primern wurden Einzel-PCRs
durchgefihrt. Als Matrize fUr diese wurde wiederum das Plasmid GOF18-APE-EGFP

mit einer Konzentration von 2 ng/ul verwendet.
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Tabelle 3.12:

Reaktionsansatz fiir Markierungs-PCR

OCT1se/as

OCT2se/as

OCT4se/as
Aqua bidest. 9,4 ul
10x Puffer (Qiagen) 2 ul
MgCl, (25 mM) 1,6 ul
10x dNTP-Mix U 2 ul
sense Primer (4 uM) 1l
antisense Primer (4 uM) 1 ul
TAMRA-dUTP (400 pM) 0,8 pl
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,2 pl
Plasmid-DNA 2 ul
Gesamtvolumen 20 pl

Reaktionsbedingungen siehe Tabelle 3.11

3.5.4.3.4 DNA-Fragmente der Positivkontrollsonde

Es wurde eine Multiplex-PCR mit folgenden Primern durchgefihrt:

F1:2083_up/2084_dn
F2: 2085 up/2086_dn
F3: 2089 up/2092_dn

Als Matrize wurden 2 ul PCR-Produkt aus einer PCR mit den einzelnen Primer-
paaren verwendet (Matrizen-PCR). Die PCR zur Herstellung der Matrizen fir die
Markierungs-PCR wurde mit genomischer DNA aus den Zellen BFF116 (Wildtyp)
durchgefihrt. Far die Markierungs-PCR wurde jeweils 1 pl des jeweiligen PCR-

Produktes eingesetzt.
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Tabelle 3.13: Reaktionsansatz fiir die Matrizen-PCR

2083_up/2084_dn
2085_up/2086_dn
2089_up/2092_dn

Aqua bidest. 7,65 pl
10x Puffer (Qiagen) 2 ul
MgCl> (25 mM) 1,25 ul
dNTPs (1 mM) 1 ul
sense Primer (2 uM) 1l
antisense Primer (2 uM) 1 ul
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,1 pl
Matrize 2 pl
Gesamtvolumen 20 pl
Tabelle 3.14: Reaktionsansatz fiir Markierungs-PCR
Aqua bidest. 4.4 ul
10x Puffer (Qiagen) 2 ul
MgCl. (25 mM) 1,6 pl
10x dNTP-Mix U 2 ul
sense Primer 1 (4 uM) 1l
antisense Primer 1 (4 uM) 1 ul
sense Primer 2 (4 uM) 1l
antisense Primer 2 (4 uM) 1 ul
sense Primer 3 (4 uM) 1l
antisense Primer 3 (4 uM) 1 ul
Biotin-16-dUTP (50 nmol) 0,8 ul
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,2 pl
PCR-Produkt 3l

Gesamtvolumen 20 pl

56



MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 3.15: Reaktionsbedinungen fiir Matrizen- und Markierungs-PCR.
Denaturierung 94 °C 3 min
Denaturierung 94 °C 30 sec
Annealing 60 °C 30sec | 39X
Extension 72 °C  15sec
Finale Extension 72°C 10 min

3.5.4.3.5 Ansatz der Hybridisierungslésung

Die markierten DNA-Fragmente der transgenspezifischen Sonde wurden mit denen
der Positivkontrollsonde in einem 1,5 ml ReaktionsgefaB vereinigt und das 1,5-fache
Volumen von 100 %igem Ethanol zur Fallung der DNA dazugegeben. Die Probe
wurde gemischt und 20 min bei RT stehengelassen. Es folgte die Zentrifugation bei
20800 g und 4 °C fiir 20 min. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet bei RT
im Dunkeln getrocknet. Die Resuspendierung erfolgte in 48 ul DAKO Hybridisie-
rungspuffer. Zum Ldsen der DNA wurde die Lésung im Dunkeln far 1 bis 2 h bei
37 °C schittelnd inkubiert. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die Lagerung bei
-20 °C.

3.5.4.4 Denaturierung der Chromosomen

Metaphasepraparate (siehe Abschnitt 3.5.4.2) wurden fir 35 bis 45sec in
70 % Formamid/2x SSC, pH 7,4, bei 70 °C in einer Klvette im Wasserbad inkubiert,
um die doppelstrangige DNA zu denaturieren. Es folgte die sofortige Uberfiihrung in
70 % Ethanol. Es folgte eine Alkoholreihe von je 2x 2 min in 70 %, 90 % und 100 %
Ethanol. Nach dem letzten Schritt wurden die OT an der Luft getrocknet.

3.5.4.5 Hybridisierung

Die Lésung mit den Sonden wurde fir 10 min bei 75 °C denaturiert und auf Eis
gestellt. Auf die trockenen OT wurden 10 ul Sonden-Hybridisierungslésung gegeben.
Ein Deckglas mit 22x22 mm wurde vorsichtig auf den Tropfen gegeben und der Rand
mit Fixo Gum abgedichtet. In einer feuchten Kammer (Wasserbad) wurden die
Objekttrager bei 37 °C 2 bis 4 Tage inkubiert.

3.5.4.6 Waschen

Nach der Hybridisierung wurde der Klebefilm (Fixo Gum) entfernt. Falls sich das
Deckglas nicht mit abgelést hatte, wurden die OT flr ein paar Minuten in
57



MATERIAL UND METHODEN

0,05 % Tween/2x SSC (37 °C) gestellt. Das Deckglas léste sich dann von selbst. Es
folgten zwei Waschschritte fir 5 min in 0,05 % Tween/2x SSC bei 37 °C. Danach
wurde 2x 5 min in 0,1x SSC stringent bei 60 °C gewaschen.

3.5.4.7 Antikérperfarbung — Biotin-Avidin-Methode

Avidin Alexa Fluor 488 mit einer Konzentration von 1 mg/ml wurde mit
0,05 % Tween/2x SSC 1:500 verdinnt. 50 bis 100 ul der Antikdrperldsung wurden
auf die feuchten OT pipettiert und diese mit Parafilm bedeckt. Die Inkubation erfolgte
abgedunkelt fir 30 min in einer feuchten Kammer bei 37 °C (Brutschrank oder
Wasserbad). Zum Abschluss wurde 2x 5 min in 0,05 % Tween/2x SSC (37 °C)

gewaschen.

3.5.4.8 Gegenfarben der Chromosomen und Eindecken der Praparate

Um die DNA anzufarben wurden die OT 5 min in einer DAPI-Lésung mit einer
Konzentration von 200 ng/ml in 2x SSC in einem dunklen GefaB bei RT inkubiert.
DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol) farbt doppelstrangige DNA. Nach der Farbung
wurden die OT mit Aqua bidest. vorsichtig abgesptlt und lichtgeschitzt zum
Trocknen aufgestellt. Auf die getrockneten OT wurde 1 Tropfen Vectashield gegeben
und ein Deckglas 24x60 mm (Dicke 1.170 = 0.01 mm) vorsichtig darauf gelegt.
Vectashield ist eine ,Antifade“-Lésung und verhindert das rasche Ausbleichen der
Fluoreszenz. Uberschiissiges Vectashield wurde mit einem saugfahigen Tuch vom
Rand entfernt und das Deckglas mit Nagellack am OT fixiert und abgedichtet. Bis zur
mikroskopischen Auswertung wurden die Objekttrager bei 4 °C lichtgeschutzt
gelagert.

3.54.9 Mikroskopische Auswertung

Die Chromosomen wurden mit einem CLSM (LSM Meta 510) und einem 63x

PlanApochromat Ol-Immersionsobjektiv, NA (numerische Apertur) 1,4 untersucht.

Tabelle 3.16: Anregungs- und Emissionswellenldngen
Farbstoff Anregungswellenlange [nm] Emissionsfilter [nm]
DAPI 364 Bandpass (BP) 385 - 470
Avidin Alexa Fluor 488 Langpass (LP) 560
TAMRA 543 Bandpass (BP) 505 - 530
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In Tabelle 3.16 sind Wellenlangen fir die Anregung und die Filter flr die Messung
der Emission dargestellt.

3.5.5 Mikroskopische Untersuchung der Kerntransfer-Embryonen

3.5.5.1 Dokumentation am Epifluoreszenzmikroskop

Die Embryonen wurden aus dem Brutschrank entnommen, in PBS-PVP (1mg/ml) in
eine 4-well-Multischale Gberfiihrt. Die EGFP-Fluoreszenz wurde mit dem Mikroskop
Axiovert 200M mit dem Zeiss-GFP-Filter (Filterset 13; Anregungsfilter: BP 470/20,
Beamsplitter: FT 495, Emissionsfilter: BP 505 - 530) untersucht. Als Lichtquelle
diente eine Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe HBO 103 die einem Spektrum von
400 - 750 nm umfasst. Mit der CCD (charge-coupled device)-Farbkamera AxioCam
HR und der Axio Vision Software wurden digitale Aufnahmen gemacht.

3.5.5.2 Fixierung

FOr weitere Untersuchungen wurden die Embryonen in 4 %iges Paraformaldehyd
(PFA) Uberfihrt und 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Die fixierten Embryonen
wurden einmal mit PBS-PVP gewaschen und entweder direkt weiter verarbeitet oder

bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C in PBS-PVP gelagert.

3.5.5.3 Hoechst-Farbung

Hoechst 33342 (Bisbenzimid H 33342) ist ein membranpermeabler DNA-spezifischer
Fluoreszenzfarbstoff, der vorwiegend an AT-reiche DNA-Sequenzen bindet und nicht
interkaliert. Er kann sowohl fir die Farbung lebender, als auch fixierter Zellen ver-
wendet werden. Das Absorptionsmaximum liegt bei 346 nm, das Emissionsmaximum
bei 460 nm.

Die PFA-fixierten Embryonen wurden mit Hoechst (1ug/ml) in PBS-PVP 20 min bis
2 h in der Lésung im Dunkeln gefarbt. Danach folgte die Einbettung.

3.5.5.4 Einbettung der Embryonen fur CLSM

Um die dreidimensionalen Strukturen der Embryonen zu bewahren, wurde ein Stlick
gelochte Klebefolie (Dicke ~ 200 um, Lochdurchmesser 2 mm) auf ein Deckglas
24x76 mm, Dicke 1,7 £ 0,01 mm geklebt. Unter einem Stereomikroskop wurde mit
einem Transferpettor jeweils ein Embryo in eine Vertiefung platziert. Nach Auffillen
der Vertiefungen mit Vectashield wurde darauf ein kleines Deckglas (24x40 mm)
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montiert und am Rand mit Nagellack versiegelt. Das groBe Deckglas wurde mit der
freien Seite nach auBen mit Nagellack auf einem Objekttrager befestigt.

3.5.5.5 Konfokale Untersuchung der Embryonen

Die Embryonen wurden mit einen CLSM (LSM Meta 510) und einem 40x
PlanApochromat Ol-Immersionsobjektiv, NA 1,3, untersucht. Das verwendete System
bestand aus einem inversen Mikroskop (Axiovert 200M), vier Lasern (UV-, Argon-
und zwei Heliumlasern), einem Laserscanmodul und einem Computer. Das System
ermdglicht grundsatzlich die Lokalisation von bis zu vier verschiedenen Fluoro-
chromen und das Scannen (konfokales Prinzip) der Praparate mit anschlieBender
dreidimensionaler Rekonstruktion der Morphologie und/oder Quantifizierung der
Fluorochrome. Die Anregung erfolgte flir den Hoechst-Farbstoff bei 364 nm und flr
EGFP bei 488 nm. Die Emissionen wurden mit Bandpass-Filtern flir die Bereiche 385
- 470 nm und 505 - 530 nm detektiert. Es wurden Bildstapel optischer Serienschnitte
(optische Dicke 1 um, Abstand 3,5 um) aufgenommen.

Um EGFP-Fluoreszenz sicher von etwaiger Autofluoreszenz zu differenzieren,
wurde an jedem Embryo das Emissionsspektrum bei Anregung mit 488 nm Wellen-
lange analysiert und mit dem Emissionsspektrum von EGFP verglichen. Dazu
wurden mittels eines polychromatischen 32-Kanal-Detektors (Meta-Detektor, Zeiss)
so genannte Lambda-Stacks, mit den Koordinaten x, y und Lambda (A), aufge-
nommen, bestehend aus 20 Einzelbildern (Kanélen) einer Schnittebene, die jeweils
10,7 nm breite Spektralbereiche zwischen 505 und 719 nm représentieren.

3.5.5.6 Quantitative Analyse der EGFP-Fluoreszenz

Die Intensitat der EGFP-Fluoreszenz wurde mit der Software Imaged analysiert. An
zentralen optischen Schnitten wurden Uber der von Blastomeren belegten
Gesamtflache (d. h. ohne Blastocoel) die Intensitatswerte aller Pixel bei einem 8 bit
Bild mit 256 Werten (0 bis 255) ausgelesen (siehe Abbildung 3.3). Um die EGFP-
Fluoreszenz der verschiedenen Embryonen zu vergleichen und in Beziehung zur
Kernzahl zu setzen, wurden die Medianwerte verwendet. Der Median ist derjenige
Wert einer sortierten Stichprobe, der genau in der Mitte liegt und somit die Stichprobe
in zwei gleich groBe Halften teilt.
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Abbildung 3.3: Quantitative Bestimmung der Fluoreszenzintensitit mit
Imaged.

Uber der von Blastomeren belegten Gesamtfldche des Embryos (gelb umrandete ,region of
interest” - ROI) wurden die Werte der Pixel gemessen und in einem Ergebnisfenster der
Medianwert angegeben.

3.5.5.7 Zahlung der Zellkerne

Die Anzahl der mit Hoechst-Farbstoff gefarbten Zellkerne pro Embryo wurde an den
mit dem CLSM aufgenommen Bildstapeln aus jeweils 37 bis 70 optischen Schnitten
bestimmt.

Zur besseren Erkennung der Zellkerngrenzen wurde eine Sobel-Filterung (Imaged
Software) durchgefiihrt, die Kanten zwischen Flachen konstanter Intensitatswerte
darstellt. Die so entstandenen Kantenbilder wurden invertiert. Sukzessive wurde jede
Schnittebene mit der darunter liegenden Nachbarebene verglichen und jeder
erstmals angeschnittene Zellkern gezéahlt (siehe Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4: Zellkernzédhlung.

Zur besseren Erkennung der Zellkerngrenzen wurde eine Sobel-Filterung (Imaged Software)

durchgefihrt, die Kanten zwischen Fldchen konstanter Intensitédtswerte darstellt.

Die

Kantenbilder wurden invertiert. Im Vergleich aufeinander folgender Schnittbilder wurden neu

hinzukommende Kerne gezahit.

3.6 Statistik

Folgende statistischen Werte wurden mit Excel (Microsoft) bestimmt:

o Korrelationskoeffzienten

Signifikanz

e Regressionsgleichungen und -geraden

e Mittelwerte und Standardabweichungen

(von Pearson)

e Student’scher T-Test; ungepaart, zweiseitig
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4 Ergebnisse

4.1 Stabil GOF18-APE-EGFP-transfizierte bovine fetale Fibroblasten (BFFGOF)

4.1.1 Nachweis der GOF18-APE-EGFP-Integration mittels PCR und Southern
Blot

Die PCR Analyse von 113 G418-resistenten BFF-Kolonien ergab 16 Zellklone mit
einem GOF18-APE-EGFP-spezifischen Amplifikat von 600 bp, die als BFFGOF
bezeichnet wurden. In Abbildung 4.1 A und B sind zwei Fotos eines Agarose-Gels
nach einer PCR mit dem Primerpaar GOFGFP 3/4 mit 21 der 113 getesteten DNA-
Proben dargestellt. Bei sieben der dargestellten Proben war das Amplifikat mit 600
bp nachweisbar. Als Positivkontrolle diente Plasmid-DNA (GOF18-APE-EGFP). Bei
den Negativkontrollen handelte es sich zum einen um einen Reaktionsansatz mit
DNA aus nicht-transfizierten Fibroblasten (Wildtyp, Wt) und zum anderen um einem
Reaktionsansatz ohne DNA-Matrize (,non template control“, NTC). Die anderen neun
positiven Zellklone ergaben das gleiche Ergebnis, sind hier aber nicht abgebildet.
Nur ein Teil der Proben, die in der PCR getestet wurden, wurden ebenfalls mittels
Southern Blot Analyse untersucht, da mindestens 7 pg DNA fiir ein Experiment nétig
waren und nicht alle Zellklone ein ausreichendes Wachstumspotential besafBBen, um
eine ausreichende Zellzahl zu erreichen. Eine Southern Blot Analyse wurde bei 16
der 113 Zellklone mit einer EGFP-spezifischen Sonde von 545 bp (Primerpaar
EGFP3/5) durchgefihrt. Die gewahlten Schnittstellen lagen innerhalb von
GOF18-APE-EGFP, so dass von dem Restriktionsenzym Hindlll ein 3200-bp langes
Fragment herausgeschnitten wurde. Die Sequenzierung der Sonde und der Abgleich
der erhaltenen Sequenz mit der von EGFP lieferte eine hundertprozentige Uberein-
stimmung. In Abbildung 4.1 C ist zu sehen, dass bei sieben Zellklonen eine Hybridi-
sierungsbande bei 3200 bp nachweisbar war. Das Ergebnis der PCR konnte somit
bestatigt werden. Es wurde auch eine DNA-Probe von nicht-transfizierten Fibro-

blasten untersucht, die ein negatives Ergebnis lieferte (hier nicht abgebildet).
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Abbildung 4.1: Identifizierung GOF18-APE-EGFP-transgener Zellklone.

Die PCR-Analyse (A-B) ergab bei 16 Zellklonen, von denen hier sieben dargestellt sind, ein
spezifisches Fragment von 600 bp im Agarose-Gel identisch mit der Positivkontrolle (Matrize:
Plasmid). Die beiden Negativkontrollen (Wt und -) zeigten keine Bande (B). Molekularge-
wichtsstandard: 1-kb Ladder. In der Southern Blot Analyse (C) wurde bei sieben Zellklonen
ein positives Hybridisierungssignal bei der 3200 bp Bande detektiert. Wt: Wildtyp; -: NTC
(,non template control”).

4.1.2 Uberpriifung auf Oct4-EGFP-Expression in transgenen Fibroblasten

Die 16 GOF18-APE-EGFP-transgenen Zellklone (BFFGOF) wurden mit dem Epifluo-
reszenzmikroskop Axiovert 200M, einer Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe und
einem geeigneten Bandpassfilterset (Filterset Nr. 13, Zeiss) auf EGFP-Fluoreszenz
hin untersucht, um nur die Zellen zu selektieren, die zwar das Reportergenkonstrukt
beinhalten, es aber nicht exprimieren, da der Oct4-Promotor in normalen differen-
zierten Zellen nicht aktiv ist. Bei keinem der 16 Zellklone war EGFP-Fluoreszenz
nachweisbar, das Reportergenkonstrukt GOF18-APE-EGFP somit inaktiv, wie von
normalen differenzierten Zellen erwartet. Abbildung 4.2 zeigt als reprasentatives
Beispiel BFFGOF12.
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Abbildung 4.2: Uberpriifung von GOF18-APE-EGFP-transgenen Zellklonen auf
EGFP-Fluoreszenz.

Zellklon BFFGOF12 ist reprdsentativ fiir alle 16 Zellklone. Links: Phasenkontrast. Rechts:
Fluoreszenzbild. Bei keinem Zellklon war EGFP-Fluoreszenz detektierbar. MaBstabsbalken:
100 um.

4.1.3 Orientierende Untersuchung zur Oct4-EGFP-Expression in friihen
SCNT-Embryonen

Von den 16 GOF18-APE-EGFP-transgenen Zellklonen (BFFGOF) wurden sechs in
einem Vorversuch fir SCNT verwendet. Drei Zellklone lieferten Embryonen ohne
nachweisbare EGFP-Fluoreszenz. SCNT-Embryonen von den drei transgenen Zell-
klonen BFFGOF3, -12 und -82 zeigten eindeutige EGFP-Fluoreszenz. Dies wurde in
jeweils mindestens drei Wiederholungsexperimenten bestatigt. Dadurch wurde die
Funktionsfahigkeit des Reportergenkonstruktes GOF18-APE-EGFP beim Rind
gezeigt. Die Embryonen wurden an Tag 6 (BFFGOF3 und -12) und an Tag 7
(BFFGOF82) an einem Epifluoreszenzmikroskop untersucht und dokumentiert wie in
Abbildung 4.3 dargstellt.
Folgende Beobachtungen wurden gemacht:
1. In der Entwicklung friih stehen gebliebene Embryonen (< acht Zellen) zeigten
keine EGFP-Expression (siehe Pfeile in Abbildung 4.3 C, F, I).
2. EGFP war in Tag 6 und 7 Embryonen sowohl in der inneren Zellmasse (ICM),
als auch im Trophektoderm (TE) nachweisbar (siehe Abbildung 4.3 E).
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Abbildung 4.3: Griin fluoreszierende Embryonen aus SCNT-Vorversuchen.
EGFP-Fluoreszenz bei Tag 6 Embryonen, die sich von BFFGOF3 (A-C) und von BFFGOF12
(D-F) ableiten, und Tag 7 Embryonen nach SCNT mit BFFGOF82 (G-I). Embryonen, die friih
(< acht Zellen) in der Entwicklung stehen geblieben zeigten keine EGFP-Fluoreszenz und
sind mit Pfeilen markiert (C, F, ). EGFP war stets sowohl in der inneren Zellmasse (ICM), als
auch im Trophektoderm (TE) nachweisbar (E). MaBstabsbalken: 100 um.
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4.1.4 Uberpriifung des Karyotyps und Nachweis der chromosomalen Integra-
tion des Reportergenkonstruktes GOF18-APE-EGFP mittels Fluoreszenz

in situ Hybridisierung

BFFGOF-Zellklone, aus denen sich nach dem Kerntransfer EGFP-exprimierende
Embryonen entwickelten (BFFGOF3, -12 und -82) wurden mittels Karyotyp- und
FISH-Analyse naher charakterisiert, um einen Zellklon mit normalem Karyotyp fir
weitere Untersuchungen auszuwahlen. AuBerdem sollte die Anzahl und Lokalisation
der GOF18-APE-EGFP-Integrationsorte im Genom bestimmt werden.

Eine Ubersicht iber die Anzahl der beurteilten Chromosomen und die Passage in der
sich die Zellen zum Zeitpunkt der Chromosomenpraparation befanden gibt Tabelle
4.1. Die Chromosomen wurden aus Zellen in der 11. - 13. Passage prapariert und
11 - 22 Metaphasen nach der DAPI-Farbung untersucht. BFFGOF12 und -82 wiesen
jeweils einen normalen weiblichen Karyotyp (2n = 60, XX) auf und Zellklon BFFGOF3
zeigte einen instabilen Karyotyp (2n = 58 — 62, XX, XXX, XXXX). Eine Metaphase
des Zellklons BFFGOF3 in Abbildung 4.4 weist beispielsweise drei X-Chromosomen
(Pfeile) bei insgesamt 61 Chromosomen auf.

Tabelle 4.1: Ergebnisse der Karyotyp-Analyse von GOF18-APE-EGFP-trans-

genen Zellklonen

BFFGOF Passage n Karyotyp
3 12 22 58 — 62, XX, XXX, XXXX
12 13 11 60, XX
82 11 14 60, XX

n: Anzahl ausgezahlter Metaphasen

Die Untersuchung der Metaphasen mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung ergab
bei allen drei getesteten Zellklonen jeweils eine unilokulare (,single locus®)
Integration des Reportergenkonstruktes sichtbar als je ein Signal auf beiden
Schwesterchromatiden (siehe Abbildung 4.5 A-C). Als Positivkontrolle wurde Locus

D6Z1 auf Chromosom 6 angefarbt.
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Abbildung 4.4: Karyotyp-Untersuchung GOF18-APE-EGFP-transfizierter Zellen
am Beispiel von Zellklon BFFGOF3.

Insgesamt enthélt diese Metaphase 61 Chromosomen inklusive drei X-Chromosomen
(Pfeile). Die DNA wurde mit DAPI gegengeférbt. MaBstabsbalken: 10 um.

Abbildung 4.5: Nachweis der unilokuldren Integration des Oct4-Reportergen-
konstruktes mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung.

Die Pfeile markieren das Chromosom mit dem GOF18-APE-EGFP-spezifischen Signal (griin)
in Metaphasen-Chromosomen von BFFGOF3 (A), BFFGOF12 (B) und BFFGOF82 (C). Als
Positivkontrolle wurde Locus D6Z1 auf Chromosom 6 angeférbt (Pfeilspitzen). Die DNA
wurde mit DAPI gegengeféarbt. MaBstabsbalken: 10 um.
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Der Zellklon BFFGOF12 wurde aufgrund der folgenden Eigenschaften fiir die
weiteren Untersuchungen ausgewahlt:

e normaler Karyotyp

e unilokulare Integration des Reportergenkonstruktes GOF18-APE-EGFP

e Aktivierung des Reportergenkonstruktes GOF18-APE-EGFP nach SCNT

4.2 Analyse der Oct4-EGFP-Expression in SCNT-Embryonen von Zellklon
BFFGOF12 mittels konfokaler Laser Scanning Mikroskopie

4.2.1 Entwicklungsstand von SCNT-Embryonen 4, 6 und 8 Tage nach
Kerntransfer

Insgesamt wurden 245 Kerntransfers unter Verwendung des Zellklons BFFGOF12 in
drei unabhangigen Experimenten durchgefiihrt. Die Fusionsrate betrug 96 % + 1 %.
In jedem Experiment wurden fusionierte Kerntransferkomplexe zufallig in drei
Gruppen zur Untersuchung an den Tagen 4, 6 und 8 eingeteilt. Insgesamt wurden 73
Tag 4, 53 Tag 6 und 45 Tag 8 Embryonen untersucht. An jedem der drei unter-
suchten Zeitpunkte variierte der Entwicklungsstand und damit die Anzahl der Zell-
kerne erheblich von Embryo zu Embryo (siehe Tabelle 4.2 und Tabelle 4.3). Bei den
Tag 4 Embryonen war eine Bandbreite von 1 - 30 Zellkernen vertreten, wobei 36 % 9
- 30 Zellkerne aufwiesen. An Tag 6 variierte die Anzahl der Zellkerne bei den
Embryonen von 1 - 206. Die Anzahl der Blastozysten (im CLSM beginnende
Blastocoelbildung oder spater) lag bei 20 (37 %) mit 45 bis 206 Zellkernen (107,3 *
50,4; Mittelwert = Standardabweichung).

Die Gruppe der Tag 8 Embryonen enthielt 22 (49 %) Blastozysten, wobei der Uber-
wiegende Anteil am Schllpfen war, und 23 (51 %) Embryonen mit ca. 1 - 15 Zell-
kernen, wobei letztere keine EGFP-Expression aufwiesen. Die Tag 8 Embryonen

wurden nicht weiter im Detail untersucht.

4.2.2 Uberpriifung der Spezifitit der EGFP-Fluoreszenz

Um EGFP-Fluoreszenz sicher von etwaiger Autofluoreszenz zu differenzieren,
wurde mit einem polychromatischen Mehrkanaldetektor an jedem Embryo das
Emissionsspektrum bei Anregung mit 488 nm Wellenlange analysiert. Das an den
Embryonen beobachtete Emissionsspektrum deckte sich mit dem Emissions-
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spektrum von EGFP (Clontech 2001). Abbildung 4.6 zeigt in einer zentralen
optischen Schnittebene eines Tag 6 SCNT Embryos sechs, jeweils 10,7 nm breite
Emissionsbereiche zwischen 505 und 612 nm. Zur besseren Darstellung der
Intensitatsabstufungen wurde eine Falschfarbenkodierung verwendet (Imaged
Software).

Abbildung 4.6: Uberpriifung des Emissionsspektrums an einem Tag 6 SCNT-

Embryo.

In einer zentralen optischen Schnittebene sind sechs, jeweils 10,7 nm breite Emissions-
bereiche zwischen 505 und 612 nm dargestellt. Der Wert im Bild entspricht der Wellenldnge
(gerundet), die ca. in der Mitte der Bandbreite liegt. Zur besseren Darstellung der Intensitéts-
abstufungen wurde eine Falschfarbenkodierung verwendet (Imaged Software).

4.2.3 Aktivierung von Oct4-EGFP an Tag 4

Die Tag 4 Kerntransferembryonen wurden nach der Anzahl der Zellkerne in Gruppen
eingeteilt und die Anteile der EGFP-exprimierenden Embryonen ermittelt (siehe
Tabelle 4.2). In Embryonen mit weniger als neun Zellkernen wurde keine EGFP-
Expression beobachtet. Dies spricht daflir, dass der Oct4-Promotor in Blastomeren
nicht vor Ende des dritten Zellzyklus aktiv war. Neun von 13 Embryonen (69 %) mit 9
- 16 Zellkernen zeigten EGFP-Fluoreszenz in einer oder mehreren Blastomeren,
wohingegen in allen Tag 4 Embryonen mit 17 - 30 Zellkernen EGFP-Expression
nachweisbar war. In Abbildung 4.7 C-D und G-H ist in allen Blastomeren EGFP-
Fluoreszenz sichtbar, wahrend die Intensitat zwischen den einzelnen Blastomeren
deutlich variiert. In Abbildung 4.7 (D, H, L, P) wurde eine Falschfarbenkodierung zur
besseren Darstellung der Intensitatsabstufungen gewahlt (siehe Abschnitt 4.2.2).
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Tabelle 4.2: Auswertung der Tag 4 Embryonen: Anzahl von Zellkernen und
Anteil der EGFP-exprimierenden Embryonen

Anzahl Zellkerne Anzahl Embryonen  Anzahl Embryonen mit EGFP-Expression

(%)
1-4 38 0
5-8 8 0
9-16 13 9 (69)
17 -30 14 14 (100)
Gesamt 73 23 (32)*

* Bezogen auf die Gesamtzahl der Tag 4 Embryonen (n = 73)

4.2.4 Variable GOF18-APE-EGFP-Expression in Tag 6 Embryonen

Von den 53 an Tag 6 evaluierten Embryonen hatten 31 (52 %) weniger als neun
Kerne und wiesen keine EGFP-Expression auf. In den restlichen Tag 6 Embryonen
war die EGFP-Expression deutlich starker als in Tag 4 (Abbildung 4.7 K-L) und Tag 8
(Abbildung 4.7 O-P) Embryonen.

Die Fluoreszenzintensitaten der Tag 6 Embryonen wurden an zentralen optischen
Schnitten der Embryonen bestimmt. In Tabelle 4.3 sind die EGFP-exprimierenden
Embryonen, die ausgewertet wurden mit Entwicklungsstadium, Zellkernzahl und
Medianwert der EGFP-Fluoreszenz aufgelistet. Die Anzahl der Zellkerne bei den
EGFP-exprimierenden Embryonen lag zwischen 22 und 206 (100,5 + 52; Mittelwert +
Standardabweichung), wobei sich die meisten EGFP-exprimierenden Embryonen im
Blastozystenstadium (im CLSM beginnende Blastocoelbildung und spater) befanden.
Die mediane Fluoreszenzintensitdt der EGFP-exprimierenden Embryonen lag
zwischen 22 und 119 (42,9 + 27,2; Mittelwert £ Standardabweichung) und schwankte

damit um den Faktor 5,4.
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Abbildung 4.7: Untersuchung der EGFP-Fluoreszenz in Tag 4, 6 und 8
Embryonen mittels CLSM.

Die Embryonen sind folgendermaBen abgebildet: im Durchlicht (A, E, I, M); Darstellung der
Hoechst geférbten Kerne (B, J, F, M); Darstellung von EGFP in griin (C, G, K, O) und in
einer Falschfarbenkodierung (D, H, L, P), um die Intensitédtsabstufungen besser darzustellen.

Die beiden dargestellten Tag 4 Embryonen mit zwélf (A-D) und 21 (E-H) Zellkernen zeigten
in allen Blastomeren EGFP-Expression, wobei die Intensitdt der EGFP-Fluoreszenz
zwischen den einzelnen Blastomeren innerhalb des Embryos deutlich variierte (siehe z. B.
H). Eine deutliche Zunahme der Intensitét war in den Tag 6 (I-L) Embryonen zu verzeichnen.
In Tag 8 Embryonen (M-P) erschien die Fluoreszenzintensitit wieder schwécher als an Tag
6. Es ist jeweils eine zentrale optische Schnittebene mit einer Schnittdicke von 1 um
abgebildet. Die DNA wurde mit Hoechst 33342 angeférbt. MaBstabsbalken: 100 um.
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Tabelle 4.3: Anzahl der Zellkerne und EGFP-Fluoreszenz in Tag 6 SCNT-
Embryonen von BFFGO12

Embryo-Nr.  Anzahl Zellkerne Mediane Fluoreszenz ~ Entwicklungsstadium

E1 22 24 22-Zeller

E2 44 38 Morula

E3 45 82 Blastozyste

E4 47 60 Blastozyste

E5 58 28 Blastozyste

E6 64 31 Blastozyste

E7 69 48 Blastozyste

E8 70 47 Blastozyste

E9 75 33 Blastozyste

E10 82 22 Schlipfende Blastozyste
E11 83 33 Blastozyste

E12 86 52 Blastozyste

E13 89 39 Blastozyste

E14 104 94 Blastozyste

E15 121 103 Blastozyste

E16 121 66 Blastozyste

E17 127 40 Blastozyste

E18 148 33 Blastozyste

E19 159 119 Blastozyste

E20 190 43 Expandierte Blastozyste
E21 201 86 Blastozyste

E22 206 43 Schlipfende Blastozyste
Median 84,5 43,0

MW + SA 100,5+ 52,8 52,9+ 27,3

MW: Mittelwert; SA: Standardabweichung

4.2.5 Beziehung zwischen der Anzahl der Zellkerne und der Hohe EGFP-
Expression in Tag 4 Embryonen

Um die Beziehung zwischen Zellkernzahl und Héhe der EGFP-Expression bei Tag 4
SCNT-Embryonen zu untersuchen, wurde an jedem Embryo die Fluoreszenzinten-
sitdt an einem zentralen optischen Schnitt bestimmt. Die Medianwerte lagen im
Bereich von sieben bis 33 und schwankten damit um den Faktor 4,7. In Embryonen

mit weniger als neun Zellkernen war, wie schon erwahnt, kein EGFP nachweisbar
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(Tabelle 4.2). Zellkernzahl und EGFP-Fluoreszenz wiesen eine mittlere positive
Korrelation (r = 0,62, P < 0,05) auf. In Abbildung 4.7 ist mittels eines Diagrammes die
Beziehung zwischen EGFP-Expression und Anzahl der Zellkerne dargestellt.

30 1 Yy=0,6725 x + 7,9911

Mediane Fluoreszenz

O I I I I T T
0 5 10 15 20 25 30 35

Anzahl Zellkerne

Abbildung 4.8: Beziehung zwischen EGFP-Expression und Anzahl der Zell-
kerne in Tag 4 SCNT-Embryonen.

Mit steigender Zellkernzahl nimmt die Fluoreszenzintensitét, reprdsentiert durch die Median-
werte, zu. Embryonen mit weniger als neun Zellkernen zeigten keine EGFP-Expression und
sind deshalb im Diagramm nicht bertcksichtigt.

4.2.6 Zellkernzahl, Zellkernmorphologie und Héhe der Oct4-EGFP-Expression
an Tag 6

Um den Zusammenhang zwischen EGFP-Fluoreszenzintensitat und Anzahl der Zell-
kerne darzustellen wurden in dem Diagramm in Abbildung 4.9 die Medianwerte der
Fluoreszenzintensitat eines zentralen optischen Schnittes gegen die Anzahl der
Zellkerne jedes einzelnen Embryos aufgetragen. Mit zunehmender Zellkernzahl
zeigten die Embryonen eine héhere mediane Fluoreszenzintensitat. Die positive
Korrelation (r = 0,34) erreichte allerdings nicht Signifikanzniveau (P = 0,12). Die
medianen Fluoreszenzwerte variierten stark, wobei auffiel, dass bei vergleichbarer
Zellkernzahl Embryonen mit einer hohen EGFP-Fluoreszenz (E14, E15, E19, E21 -
obere Gruppe in Abbildung 4.9) gleichmaBigere Zellkerne und weniger kondensierte
und fragmentierte Zellkerne aufwiesen, als Embryonen mit schwécherer EGFP-
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Fluoreszenz (E17, 19, 20, 22 - untere Gruppe in Abbildung 4.9). Von je drei
Embryonen aus der oberen und unteren Gruppe sind in Abbildung 4.9 die Zellkerne
und die EGFP-Fluoreszenz in zwei separaten Bildern dargestellt. Flr die Darstellung
der Zellkerne wurde eine Z-Projektion (Imaged Software) der einzelnen Schnitt-
ebenen durchgefihrt, d.h. alle Zellkerne aus den einzelnen optischen Schnitten
wurden in eine Ebene projiziert.

Abnormale Kerne, d. h. Zellkernuntergdnge bestehend aus kondensierten und
fragmentierten Zellkernen wurden in der oberen (E14, 15, 19, 21) und unteren (E17,
E18, E20, E22) Gruppe gezahlt und die Ergebnisse in Tabelle 4.4 aufgelistet. Die
Anzahl der abnormalen Zellkerne wurden und auf die Gesamtkernzahl, die sowohl
die normalen als auch abnormalen Zellkerne beinhaltete, bezogen. In den vier
Embryonen mit hoher EGFP-Expression betrug der Anteil abnormaler Kerne im Mittel
nur 1,9 %, wahrend in den vier Embryonen mit deutlich geringerer EGFP-Expression

der Anteil bei 8,0 %, also mehr als dem Vierfachen lag.

Tabelle 4.4: Anteil abnormer Zellkerne in Embryonen mit hoher (grau unter-

legt) und geringerer EGFP-Fluoreszenz

Embryo-Nr. Anzahl Anzahl Abnorme Kerne (%)
Zellkerne
N E14 104 1 (1,0
N E15 121 1 (0,8)
o
£s E19 159 1 (0,6)
< I
o E21 201 10 (5,0)
Q)
L MW + SA 146,3 £ 43,1 33+45 (1,9+2/1)
N E17 127 12 (9,4)
C
[0}
o % E18 148 13 (8,8)
S S E20 190 15 (7,9)
o W
° Q E22 206 12 (5,8)
Q)
Ll MW + SA 176,8 + 36,6 13+1,4 (8,0+1,6)

MW: Mittelwert; SA: Standardabweichung
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Abbildung 4.9: Quantitative Auswertung der EGFP-Fluoreszenz, Beurteilung
der Zellkernzahl und -morphologie von Tag 6 SCNT-Embryonen.

Im Diagramm sind die Medianwerte der Fluoreszenzintensitédt gegen die Anzahl der Zell-
kerne aufgetragen. Die Embryonen E14, E15, E19 und E21 (obere Gruppe) weisen im
Vergleich zu den Embryonen E17, E18, E20 und E21 (untere Gruppe) bei &hnlicher Zellkern-
zahl eine erheblich héhere EGFP-Fluoreszenz auf. Gleichzeitig erscheinen die Zellkerne
homogener und die Anzahl untergehender Zellkerne (kondensierte und fragmentierte
Zellkerne) ist geringer. Die Embryonen sind mit diesen Bezeichnungen auch in Tabelle 4.3
und Tabelle 4.4 aufgefihrt. Darstellung der Zellkerne: Z-Projektion aller Schnittebenen.
Darstellung der EGFP-Fluoreszenz: zentraler optischer Schnitt mit 1 um Schnittdicke.
MaBstabsbalken: 100 um.
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4.3 Entwicklung von SCNT-Embryonen von Zellklon BFFGOF12 in vivo

Insgesamt wurden zwodlf Kerntransfer-Embryonen (zehn schlipfende und zwei
expandierte Blastozysten) aus dem Zellklion BFFGOF12 am Tag 7 auf vier
synchronisierte Empfangertiere Ubertragen (drei Embryonen pro Empfangertier).
Zwei Trachtigkeiten wurden etabliert und die beiden trachtigen Empfangertiere am
Tag 34 geschlachtet. Die beiden gewonnen Uteri enthielten ein bzw. zwei Feten, die
als 451-1 (siehe Abbildung 4.10 A), 451-2 und 454 bezeichnet wurden. Alle drei
Feten waren gleichmaBig entwickelt und erschienen nach makroskopischer
Beurteilung normal mit einer Scheitel-SteiB-Lange (SSL) von ca. 1,8 cm.

4.4 Die Expression von Oct4-EGFP in SCNT-Embryonen aus Fibroblasten der
zweiten Generation (,,second round®“ SCNT)

Um die Stabilitat der Integration des Reportergenkonstruktes nach dem SCNT zu
untersuchen, wurden Fibroblastenkulturen aus jedem der drei BFFGOF12-Feten
isoliert. Diese Fibroblasten der zweiten Generationen werden im Folgenden als
FeGOF451-1, FeGOF451-2 und FeGOF454 bezeichnet. Mittels PCR (Abbildung 4.11
A) und Southern Blot Analyse (Abbildung 4.11 B) wurde in allen drei Fibroblasten-
kulturen das Reportergenkonstrukt GOF18-APE-EGFP nachgewiesen. Als Beleg
einer wirksamen Abschaltung des Oct4-Promotors von GOF18-APE-EGFP - analog
zum endogenen OCT4-Promotor - lieB sich keine EGFP-Fluoreszenz in den
isolierten Fibroblasten nachweisen. Abbildung 4.10 B und C zeigen stellvertretend
die Fibroblasten FeGOF451-1, aufgenommen mit einem Epifluoreszenzmikroskop
und einer CCD-Kamera. Karyotypanalyse und Fluoreszenz in situ Hybridisierung von
FeGOF451-1 und FeGOF454 (Abbildung 4.10 D: FeGOF451-1) belegten einen
normalen Karyotyp (2n = 60, XX) und eine unilokulare Integration von GOF18-APE-
EGFP wie bei dem Primarklon BFFGOF12.
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Abbildung 4.10: 34 Tage alter Fetus (451-1) nach SCNT von Zellklon
BFFGOF12.

(A) Einer (451-1) der drei gewonnen Feten, die nach makroskopischer Untersuchung normal
entwickelt waren. MaBstabsbalken: 6,5 mm. (B-C) Fibroblasten isoliert aus dem in (A)
abgebildeten Fetus (FeGOF451-1) ohne detektierbare EGFP-Expression. (B) Hellfeld;
MaBstabsbalken: 100 um. (C) Fluoreszenzbild. (D) Nachweis der stabilen unilokuldren
(»single locus”) Integration des Reportergenkonstruktes (Pfeil) durch FISH auf
Metaphasechromosomen, der aus dem Fetus isolierten Fibroblasten. Als Positivkontrolle
wurde Locus D6Z1 auf Chromosom 6 angeférbt (Pfeilspitzen). Die DNA wurde mit DAPI
gegengeférbt. MaBstabsbalken: 10 um.

Far den SCNT wurden FeGOF451-1 und FeGOF454 verwendet. In beiden Fallen
wurde das Reportergenkonstrukt GOF18-APE-EGFP (siehe Abbildung 4.12) wie in
den Experimenten mit dem priméren Zellklon BFFGOF12 aktiviert. Dieses Ergebnis
wurde fir die Zellen von FeGOF451-1 in zwei Wiederholungsexperimenten bestatigt.
In Tabelle 4.5 sind die Effizienzen des somatischen Kerntransfers mit Zellen aus
einem GOF18-APE-EGFP-transgenen Fetus (FeGOF451-1) und dem Primarklon
BFFGOF12 (erste Generation) zusammenfassend dargestellt. Der Zellklon
BFFGOF12 wurde in vier Experimenten in der 9. - 11. Passage, die Zellen von
FeGOF451-1 in drei Experimenten in der 4. - 5. Passage eingesetzt. Obwohl die
Furchungsrate nach SCNT mit FeGOF5451-1 niedriger war als mit BFFGOF12,
brachte FeGOF451-1 nach sieben Tagen eine signifikant héhere Blastozystenrate
(P < 0,05) hervor. Die Blastozystenrate errechnete sich aus dem Anteil der Blasto-

zysten auf die Embryonen, die sich geteilt hatten.
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Abbildung 4.11: Nachweis des Reportergenkonstruktes GOF18-APE-EGFP in
Fibroblasten der zweiten Generation isoliert aus drei 34 Tage alten SCNT-Feten
von BFFGOF12.

In allen isolierten Zelllinien konnte GOF18-APE-EGFP mittels PCR (A) und Southern Blot
Analyse (B) nachgewiesen werden. Die PCR (A) lieferte bei den isolierten fetalen Zellen im
Agarose-Gel eine Bande bei 600 bp, wie bei der Positivkontrolle (Matrize: Plasmid), wahrend
beide Negativkontrollen (Wt und -) keine Bande zeigten. Molekulargewichtsstandard: 1-kb
DNA Ladder. Wt: Wildtyp; -: NTC (,non template control”). Die Southern Blot Analyse (B)
ergab eine spezifische Band mit 3200 bp.

Abbildung 4.12: Aktivierung von GOF18-APE-EGFP nach SCNT mit den Zellen
FeGOF451-1 (,,second round®).

Die Aktivierung des Reportergenkonstruktes erfolge wie bei den SCNT-Embryonen aus
Zellklon BFFGOF12. MaBstabsbalken: 100 um.
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Tabelle 4.5: Vergleich der Effizienz nach Kerntransfer mit Zellen aus einem
GOF18-APE-EGFP-transgenen Fetus (FeGOF451-1) und dem priméaren Zellklon
(BFFGOF12)

Zellen Experimente Eizellen Fusionsrate Furchungsrate Blastozystengate
(n) (n) (%) (%) Tag 7 (%)

BFFGOF12 4 161 93,7+2,6 87,8148 24,7+8,5

FeGOF451-1 3 113 955+4,0 61,5+10,0 39,8 + 44"

Fusions-, Furchungs- und Blastozystenrate sind mit Mittelwert + Standardabweichung (SA)
angegeben. 'Bezogen auf die fusionierten Karyoplast-Zytoplast Komplexen. “Bezogen
geteilten Embryonen. *Die Blastozystenrate unterscheidet sich signifikant (T-Test: P < 0.05)
zwischen den beiden Spenderzelltypen.

4.5 Embryonaler Kerntransfer von Blastomeren (BNT) aus Tag 5 Morulae nach
Kerntransfer mit BFFGOF12 und FeGOF451-1

Um die Aktivierung des Oct4-EGFP-Reportgenkonstruktes nach einer Reklonierung
zu untersuchen wurden in einem parallelen Ansatz Tag 5 SCNT-Morulae aus dem
Zellklon BFFGOF12 und Zellen der Linie FeGOF451-1 hergestellt und fir BNT
verwendet. Dabei wurde jeweils eine einzelne Blastomere mit einer entkernten
Eizelle fusioniert wird. Da hier Blastomeren von SCNT-Embryonen als Kernspender-
zellen verwendet wurden, spricht man von einer Reklonierung. Die resultierenden
Embryonen wurden an Tag 7 mit dem Epifluoreszenzmikroskop beurteilt. Es wurde
ein Experiment mit den in Tabelle 4.6 aufgelisteten Entwicklungsraten durchgeflhrt.
BNT-Embryonen aus Tag 5 Morulae nach SCNT mit FeGOF451-1 zeigten eine
doppelt so hohe Blastozystenrate wie BNT Embryonen aus BFFGOF12. Die
Blastozystenrate errechnet sich aus dem Anteil der generierten Blastozysten an den

fusionierten Kerntransferkomplexen.

Tabelle 4.6: Entwicklung von BNT-Embryonen nach der Reklonierung mit Tag

5 Morulae in einem parallelen Experiment

Zellen Eizellen (n) Fusionsrate  Furchungsrate' Blastozystenrate’
(%) (%) (%)

BFFGOF12 22 22 (100) 18 (82) 3 (14)

FeGOF451-1 25 25 (100) 16 (64) 7 (28)

'Bezogen auf fusionierte Karyoplast-Zytoplast Komplexe.
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In Abbildung 4.13 sind die Tag 7 BNT-Embryonen aus den Zellen von BFFGOF12
und FeGOF451-1 dargestellt. In beiden Fallen war EGFP nachweisbar und folglich
der Oct4-Promotor von GOF18-APE-EGFP aktiv.
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Abbildung 4.13: Reklonierung.
Tag 7 Embryonen nach BNT mit den Zellen von BFFGOF12 (A) und FeGOF451-1 (B).
MaBstabsbalken: 100 um.
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5 Diskussion

Die Geburt des ersten Klontieres aus SCNT mit adulten Zellen, des Schafes Dolly,
weckte groBe Erwartungen in Bezug auf die Weiterentwicklung im Bereich der
Biotechnologie der Nutztiere, der Herstellung transgener Tiere und der Entwicklung
der Stammzelltherapie. Obwohl dieses Ereignis mittlerweile schon zehn Jahre zuriick
liegt, entwickelt sich der Uberwiegende Anteil der SCNT-Embryonen nicht Uber die
Implantation hinaus. Eine Reihe von Ursachen wird im Zusammenhang mit den Fehl-
schlagen diskutiert, wie z. B. eine abnormale rdumliche Verteilung und Héhe der
Oct4-Expression bei der Maus. Beim Rind ist die Effizienz deutlich héher als bei der
Maus und viele der Embryonen entwickeln sich zumindest Gber die Implantation
hinaus, trotzdem kommt es auch in dieser Spezies zu Anomalien in der Entwicklung,
wie z. B. dem ,large offspring syndrome* (LOS).

Fir die Entwicklung eines Modellsystems zur Entschliisselung der wesentlichen
Mechanismen der Reprogrammierung nach Kerntransfer beim Rind, wurden stabil
transfiziete Oct4-EGFP-Fibroblasten mit einer unilokuldren (,single locus®)

Integration und normalem weiblichen Karyotyp hergestellt.

5.1 Herstellung und Charakterisierung stabil GOF18-APE-EGFP-transfizierter
boviner fetaler Fibroblasten (BFFGOF)

Das Reportergenkonstrukt GOF18-APE-EGFP wurde bereits bei der Maus erfolg-
reich eingesetzt (Szabo et al. 2002). Da die regulatorischen Sequenzen von Oct4 bei
der Maus und beim Rind sehr dhnlich sind (Nordhoff et al. 2001), wurde davon
ausgegangen, dass beim Rind eine Abbildung der OCT4-Expression durch die vom
murinen Oct4-Promotor gesteuerte Expression von EGFP mdglich ist. Fir die
Herstellung von stabil mit dem Reportergenkonstrukt GOF18-APE-EGFP trans-
fizierten bovinen fetalen Fibroblasten (BFF) wurde mit einem Neomycin-Resistenz-
genkonstrukt kotransfiziert. Die Kotransfektion ist eine effektive Mdglichkeit zwei
Genkonstrukte gleichzeitig und meist am selben Locus in ein Genom zu integrieren.
Bei der Selektion mit Geneticin (G418) wurden allerdings auch Zellklone selektiert,

die nur das Neomycinresistenzgen enthielten. Daher wurden alle G418-resistenten
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Zellklone mittels PCR und Southern Blot untersucht, um letztendlich 16 GOF18-APE-
EGFP-transgene Zellklone zu identifizieren.

Sowohl bei der Maus (Palmieri et al. 1994), als auch beim Rind (van Eijk et al. 1999)
wurde gezeigt, dass das Oct4-Gen normalerweise nicht in differenzierten Zellen
exprimiert wird. Daher wurde zunachst bei allen 16 Zellklonen eine Expression des
Reportergenkonstruktes GOF18-APE-EGFP im Epifluoreszenzmikroskop ausge-
schlossen. Zellklone mit einer - beispielsweise durch Positionseffekte bedingten -
abnormen Oct4-EGFP-Expression waren fir die weiteren Untersuchungen nicht

geeignet gewesen.

An sechs Zellklonen wurde die Aktivierung des Oct4-EGFP-Reportergens nach
SCNT getestet. Drei der sechs Zellklone (BFFGOF3, -12 und -82) resultierten in
SCNT-Embryonen, die an Tag 6 bzw. 7 EGFP-Fluoreszenz zeigten. Nur in der
Entwicklung erheblich verzégerte Embryonen (< acht Zellen) zeigten keine EGFP-
Fluoreszenz. Damit war geklart, dass das Oct4-EGFP-Reportergenkonstrukt GOF18-
APE-EGFP tatsachlich nach dem Kerntransfer in eine entkernte Eizelle aktiviert
werden kann. In einer friheren Studie war dieses Oct4-EGFP-Reportergenkonstrukt
verwendet worden, um die Aktivitdt des Oct4-Promotors in Praimplantations-
embryonen von Rind und Schwein zu untersuchen (Kirchhof et al. 2000). Nach
Mikroinjektion in Rinderzygoten wurden a) eine Expression des Reportergen-
konstruktes vor der Hauptaktivierung des embryonalen Genoms und b) mosaikartige
Muster der EGFP-Expression beobachtet. Eine mdgliche Ursache kénnte sein, dass
aufgrund der Sequenzunterschiede die regulatorischen Sequenzen der Maus im
Rind nicht adaquat funktionieren. Daneben kénnten derartige abnorme Expressions-
muster vor allem auf die zuféllige singulare oder multiple Integration, auf eine
instabile Integration oder auf Mosaizismus zurlickzufiihren sein. Solche Phanomene
sind charakteristisch fir die DNA-Mikroinjektion in Zygoten (Funahashi et al. 2001).
In den SCNT-Embryonen der Gbrigen drei getesteten Zellklone lie sich keine EGFP-
Fluoreszenz nachweisen. Wenn es nicht mdéglich ist, EGFP-Fluoreszenz nachzu-
weisen, kann dies bedeuten, dass tatsachlich kein EGFP vorhanden ist, oder aber
die Methode zum Nachweis von EGFP nicht sensitiv genug ist. So muss EGFP mit
einer Mindestkonzentration (100 mM) in der Zelle vorhanden sein, damit es sicher
detektiert und von Autofluoreszenz unterschieden werden kann (Clontech 2001).
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Falls tatsachlich kein EGFP exprimiert wurde, gibt es wieder zwei mdgliche
Erklarungen:

1. Das Reportergenkonstrukt wurde nicht bzw. nicht vollstéandig integriert oder ist

defekt.
2. Das Reportergenkonstrukt ist vollstandig integriert und auf DNA-Ebene nicht
mutiert, wird aber nicht exprimiert.

Zu 1.: Da zunéchst alle 16 BFFGOF-Zellklone mittels PCR und teilweise zusatzlich
durch Southern Blot Analyse als transgen identifiziert wurden, sollten alle SCNT-
Embryonen aus diesen positiv getesteten BFFGOF-Zellklonen ebenfalls das
Genkonstrukt GOF18-APE-EGFP enthalten. Auf eine vollstdndige Sequenzierung
des jeweils in den einzelnen Klonen integrierten Reportergenkonstruktes wurde aus
Kostengrinden verzichtet.
Zu 2.: Die Grinde fir die Nicht-Expression trotz der sicheren Integration des auf
DNA-Ebene intakten Reportergenkonstruktes sind vermutlich vielschichtig. Zum
einen kénnen Positionseffekte, die als Einflisse der molekularen lokalen Umgebung
auf die Transgenexpression definiert werden, eine Rolle spielen (Wilson et al. 1990;
Twyman 2005). Sie sind die Hauptursache fiir unterschiedliche Transkription
zwischen verschiedenen Zelllinien und transgenen Tieren. Lokale regulatorische
Elemente sowie DNA-Methylierung und die Chromatinstruktur der lokalen Umgebung
kénnten die Stilllegung (,silencing”) des Reportergenkonstruktes bewirken. Die
Inaktivierung eines Transgens aufgrund solcher Effekte wird als ,position-dependent
silencing“ bezeichnet.

Vor weiterfihrenden Untersuchungen wurden bei den BFFGOF-Zellklonen, die
EGFP-exprimierende SCNT-Embryonen lieferten, der Karyotyp sowie die Anzahl und
Lage der Integrationsstellen untersucht. Eine normale Kérperzelle beim Rind enthalt
58 akrozentrische Autosomen und zwei X-Chromosomen beim weiblichen, sowie je
ein X- und ein Y-Chromosom beim mannlichen Tier (2n = 60, XX oder XY; Cribiu et
al. 2001). Grundsatzlich sollten Zellen mit einem veréanderten Karyotyp nicht fir
SCNT verwendet werden, da unter anderem Bureau et al. (2003) beobachteten, dass
SCNT-Embryonen beim Rind einen héheren Anteil an chromosomalen Anomalien
aufwiesen, wenn sie von Spenderzellen mit einer groBen Haufigkeit an Anomalien
abstammten. Chromosomale Veranderungen bedingten Fehlbildungen und hohe
Abortraten (Plachot 1989; King et al. 2006). Aktuelle Publikationen berichten, dass
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ein hoher Prozentsatz von SCNT-Embryonen chromosomale Aberrationen aufweist,
beim Rind je nach Studie 18 % bis 74 % (Mohamed Nour & Takahashi 2000; Booth
et al. 2003) und beim Schaf 56 % (Alexander et al. 2006). Zwei der getesteten
Zellklone, BFFGOF12 und -82, wiesen jeweils einen normalen weiblichen Karyotyp
(2n = 60, XX) auf; ein Zellklon, BFFGOF3, zeigte einen instabilen Karyotyp (2n = 58 -
62, XX, XXX, XXXX). Die verwendete Transfektionsmethode erwies sich insgesamt
somit als hervorragend geeignet flr die Herstellung geeigneter stabil transfizierter
Klone, da sie - im Gegensatz zu manchen viralen Vektoren - keine oder nur wenige
chromosomale Aberrationen hervorrief. Eine lange in vitro Kultur der Zellen flhrt
vermutlich zu einem gréBeren Anteil abnormer Zellen aufgrund von Seneszenz (King
et al. 2006). Aneuploidie der Geschlechtschromosomen ist eine hdufige Erscheinung
in der Zellkultur (Fitzgerald et al. 1975; Honma et al. 1996; King et al. 2006), wobei
Fehler bei der Chromosomentrennung haufig Ursache flr eine abweichende
Chromosomenzahl sind (Fukasawa 2005).

Die FISH-Analyse der drei Zellklone BFFGOF3, -12 und -82 ergab in allen drei Fallen
eine unilokulare Integration von GOF18-APE-EGFP. Die Untersuchung der chromo-
somalen Integrationsorte von Transgenen mittels FISH wird haufiger bei Pflanzen
(Abranches et al. 2000; Jackson et al. 2001) als bei Tieren (Nakanishi et al. 2002)
angewendet, obwohl die Vorteile von FISH gegeniber der bloBen Analyse mittels
PCR und Southern Blot, die keine Informationen Uber Lokalisation und Anzahl der
Integrationsstellen liefern, offensichtlich sind.

Aufgrund des normalen Karyotyps, der unilokularen Integration von GOF18-APE-
EGFP und der Fahigkeit zur Aktivierung des Reportergenkonstruktes nach SCNT
wurde der Zellklon BFFGOF12 fir die weiterfihrenden Untersuchungen ausgewahlt.

5.2 Analyse der Oct4-EGFP-Expression in SCNT-Embryonen von
transfizierten fetalen Fibroblasten (Zellklon BFFGOF12)

5.2.1 Spezifitat der EGFP-Fluoreszenz

Da in den meisten Organismen und Zellen eine natirliche Fluoreszenz von
Metaboliten und strukturellen Komponenten, die so genannte Autofluoreszenz auftritt
(Billinton & Knight 2001), wurde an jedem Embryo das Emissionsspektrum bei einer
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Anregung mit 488 nm Wellenlange analysiert. Zu den Molekilen, die Autofluoreszenz
hervorrufen, gehéren unter anderem Flavine, Lipofuszine, NAD(P)H, AGEs
(,advanced glycation end-products®) sowie aromatische Aminoséauren in Medien-
zusatzen. Das an den Embryonen beobachtete Emissionsspekirum deckte sich eng
mit dem Emissionsspektrum von EGFP (Clontech 2001), womit eine relevante
Verfalschung durch Autofluoreszenz ausgeschlossen wurde.

5.2.2 Tag 4 nach SCNT

Die Zahlung der Zellkerne ergab bei den 73 untersuchten Tag 4 Embryonen eine
groBe Bandbreite von 1 - 30 Zellkernen, wobei ca. ein Drittel der Embryonen 9 - 30
Zellkerne aufwies. Normale Embryonen befinden sich vier Tage nach der
Befruchtung in vivo im 8-16-Zellstadium (Risse & Sinowatz 1991).

EGFP-Expression wurde bei Embryonen mit mindestens neun Kernen detektiert,
wobei 69 % der Embryonen mit 9 - 16 Zellkernen EGFP-Expression in einer oder
mehreren Blastomeren zeigten, wohingegen bei allen Embryonen mit 17 - 30
Zellkernen EGFP detektierbar war. Der Oct4-Promotor von GOF18-APE-EGFP
wurde somit regelmaBig von Blastomeren angeschaltet, die vier Zellteilungen
durchlaufen hatten. In der embryonalen Entwicklung sind bis zum maternalen-
embryonalen Ubergang (,maternal-to-embryonic transition“ - MET), der auch Haupt-
Genomaktivierung genannt wird, die maternalen Transkripte und Proteine fir die
Entwicklung verantwortlich. Beim Rind findet in IVF-Embryonen dieser Ubergang
zwischen dem spaten 4-Zellstadium und dem 8-16-Zellstadium statt (Kopecny et al.
1989; Barnes & First 1991), wobei neuere Studien zeigen konnten, dass in Rinder-
embryonen bereits im 2-Zellstadium Transkription stattfindet (Plante et al. 1994; Viuff
et al. 1996; Memili et al. 1998). Die Beobachtung, dass das Oct4-EGFP-
Reportergenkonstrukt in allen Embryonen mit mindestens 16 Zellkernen exprimiert
wurde, entspricht Untersuchungen an bovinen IVF-Embryonen mittels RNA in situ
Hybridisierung, in der OCT4-Transkripte ab dem 16-Zellstadium nachweisbar waren
(Kurosaka et al. 2004). Die Initiation der Reprogrammierung des Reportergen-
konstruktes GOF18-APE-EGFP nach SCNT ereignete sich somit in dem Stadium in

dem in IVF-Embryonen die Haupt-Genomaktivierung stattfindet.

Die unterschiedlich starke EGFP-Expression in Blastomeren innerhalb einzelner
Embryonen, kénnte durch einen unterschiedlichen Entwicklungsstand der Blasto-
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meren hervorgerufen werden. Wenn sich Blastomeren unterschiedlich schnell teilen
und somit nicht alle zu einem bestimmten Zeitpunkt gleich viele Zellzyklen
durchlaufen haben, wird maéglicherweise Oct4-EGFP zu unterschiedlichen Zeit-

punkten angeschaltet.

Um den Zusammenhang zwischen dem Level der EGFP-Fluoreszenz und dem
Entwicklungsstand der Embryonen zu untersuchen, wurde die EGFP-Fluoreszenz
der einzelnen Embryonen gemessen. Die mediane Fluoreszenzintensitat einzelner
Embryonen lag im Bereich von sieben und 33 und schwankte damit um den Faktor
4,7. Es ergab sich eine mittlere positive Korrelation zwischen der medianen Intensitat
der EGFP-Fluoreszenz und Zellkernzahl (r = 0,62, P < 0,05), d.h. ein Anstieg der

Fluoreszenz mit steigender Zellkernzahl.

5.2.3 Tag 6 nach SCNT

Bei den 53 untersuchten Tag 6 Embryonen variierte die Zellkernzahl von 1 - 206
Zellkernen. In 22 der 53 Embryonen war EGFP-Expression nachweisbar, wobei der
Uberwiegende Anteil dieser Embryonen eine deutlich starkere Fluoreszenzintensitat
aufwies als die Tag 4 und Tag 8 Embryonen. Die starkere EGFP-Expression spiegelt
den Anstieg der OCT4-mRNA wider, wie es auch in IVF-Embryonen nach der
Kompaktierung beobachtet wurde (Kurosaka et al. 2004). Allerdings variierte die
mediane Fluoreszenzintensitat der einzelnen Embryonen in einem weiten Bereich mit
Werten von 22 bis 119 (42,9 + 27,2; Mittelwert + Standardabweichung) um den
Faktor 5,4.

Bei einer Zellzahl, bei der in IVF-Embryonen die Haupt-Genomaktivierung erfolgt,
wurde in Tag 4 SCNT-Embryonen der Oct4-Promotor nahezu uniform aktiviert. Im
spateren Verlauf (Tag 6) war jedoch die Hdhe der EGFP-Expression auch bei
gleicher Zellzahl in den einzelnen Embryonen sehr unterschiedlich. Wahrend die
Initiation der epigenetischen Reprogrammierung und die Aktivierung des Oct4-
Promotors wohl prim&r von ooplasmatischen Determinanten abhangig sind, wird die
Ho6he der Oct4-EGFP-Expression vermutlich einerseits von weiteren epigenetischen
Modifikationen und andererseits von der Produktion spezifischer Transkriptions-
faktoren durch den Embryo bestimmt.

Von den 53 untersuchten Tag 6 Embryonen befanden sich 20 (37 %) Embryonen im
Blastozystenstadium (im CLSM beginnende Blastocoelbildung oder spater) mit einer
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Zellkernzahl von 45 bis 206 (107,3 + 50,4; Mittelwert + Standardabweichung). Der
Vergleich der Zellkernzahlen mit den Daten anderer Studien ist schwierig, da
meistens Embryonen in einem bestimmten Entwicklungsstadium untersucht wurden
und der genaue Zeitpunkt nach dem Kerntransfer nicht angegeben ist. Es wurde
beobachtet, dass der Beginn der Blastocoelbildung sich bei in vitro und in vivo
generierten Embryonen hinsichtlich der Zellzahl unterscheidet. Bei IVF-Embryonen
bildete sich das Blastocoel bei einer Zellzahl von 32 bis 64 (Van Soom et al. 1993),
wohingegen bei in vivo generierten Embryonen die Blastocoelbildung erst mit 64 -
128 Zellen begann (Van Soom et al. 1997).

Im Gegensatz zu den Tag 4 Embryonen war in Tag 6 Embryonen die Korrelation
zwischen der Zellkernzahl und der medianen Fluoreszenzintensitat nur gering positiv
(r=0,31; P = 0,12). Interessanterweise ergab sich aber bei genauerer Betrachtung
der Zellkernmorphologie der Embryonen folgende Beobachtung. Embryonen mit
vergleichbarer Zellkernzahl, aber unterschiedlicher medianer Fluoreszenzintensitat
wiesen deutliche Unterschiede in der Morphologie der Zellkerne auf. Embryonen mit
einer starkeren Fluoreszenzintensitat wiesen a) in Form und GréBe gleichmaBigere
Zellkerne, und b) weniger kondensierte und fragmentierte Zellkerne auf, als
Embryonen mit schwacherer EGFP-Fluoreszenz (1,9 % vs. 8,0 %).

Unterschiede in der ZellkerngréBe kdnnen u. a. durch eine unterschiedliche Anzahl
an Zellteilungen im Embryo hervorgerufen werden. Die Zellen im Embryo werden - im
Gegensatz zu normalen Koérperzellen - mit jeder Zellteilung kleiner. Wenn Zellkerne
unterschiedlich groB sind, ist das madglicherweise ein Indiz daflr, dass eine
unterschiedliche Anzahl an Teilungen stattgefunden hat, was auch eine Erklarung fur
eine unterschiedliche Anzahl an Zellkernen sein kann.

Kondensierte und fragmentierte Zellkerne sind nach der initialen Marginalisierung
des Chromatins morphologische Kennzeichen des apoptotischen Zelltods (Wyllie et
al. 1980). Apoptose wurde beim Rind ab dem 9-16-Zellstadium (Byrne et al. 1999)
und im Morula- und Blastozystenstadium in 90 % bis 100 % der IVF-Embryonen
beobachtet (Matwee et al. 2000; Van Soom et al. 2002). In bovinen IVF-Embryonen
wurde ein hoéherer Anteil apoptotischer Zellkerne gefunden als in ex vivo
gewonnenen Embryonen (Gjorret et al. 2003), wahrend in NT-Embryonen wiederum
haufiger Zellkerne mit fragmentierter DNA mittels TUNEL-Farbung gefunden wurde

als in IVF-Embryonen (Fahrudin et al. 2002). Apoptose ist vermutlich Teil der

88



DISKUSSION

normalen embryonalen Entwicklung. Auftreten und AusmafB von Apoptose in der
Praimplantationsphase beeinflussen wahrscheinlich wesentlich die weitere Ent-
wicklung des Embryos nach der Implantation (Gjorret et al. 2003). Bei der Maus
wurde gezeigt, dass eine durch Exposition mit Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a)
bedingte Erhéhung der Apoptoserate (bestimmt durch TUNEL-Farbung) zwar nicht
die Implantationsrate beeinflusste, jedoch anschlieBend die Anzahl der lebend
geborenen Nachkommen und deren Geburtsgewicht verringerte (Wuu et al. 1999).
Interessanterweise schlossen Yuan et al. (2003) aus ihren Ergebnissen, dass sich im
Stereomikroskop morphologisch nicht unterscheidbare Embryonen hochgradig in der
Anzahl der Zellkerne und dem Anteil apoptotischer Zellen unterscheiden kénnen. Die
in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen an Tag 6 Embryonen suggerieren, dass
die Hohe der Oct4-EGFP-Fluoreszenz ein Indikator fiir eine gute Entwicklungspotenz
des lebenden Embryos sein kénnte.

5.2.4 Tag 8 nach SCNT

In der Gruppe der Tag 8 Embryonen mit 45 Embryonen enthielten 23 (51 %) ca. 1 -
15 Zellen. Die restlichen 22 (49 %) Embryonen befanden sich im Blastozysten-
stadium, wobei der Uberwiegende Anteil am Schlipfen war.

Von den Tag 8 Embryonen wurden nur zentrale optische Schnitte aufgenommen, auf
eine quantitative Analyse der EGFP-Expression wurde aus technischen Griinden
verzichtet: Aufgrund ihrer GroBe konnten Tag 8 Embryonen nicht mit den gleichen
mikroskopischen Einstellungen und den gleichen optischen Bedingungen untersucht
werden wie zu den friheren Zeitpunkten. Vor allem jedoch kann die an Tag 8
besonders interessante Frage - das Abschalten des Promotors - in TE und ICM -
aufgrund der langen Halbwertszeit von EGFP mit dem verwendeten Reporter-
genkonstrukt nicht beantwortet werden. Eine Alternative flr diesen Ansatz kdnnte ein
Reportergen mit der kurzlebigen GFP-Variante dEGFP sein, die eine kurze
Halbwertszeit von 2 h aufweist (Li et al. 1998b).

Eine mégliche Ursache fir den starken Abfall der EGFP-Fluoreszenz zwischen Tag 6
und Tag 8 ist das Abschalten der Genexpression aufgrund von degenerativen
Prozessen, eventuell hervorgerufen durch die in vitro-Kultur. AuBerdem ist in
Betracht zu ziehen, dass in diesem Entwicklungsstadium (Tag 8) der murine Oct4-
Promotor im Rind nicht adaquat reguliert bzw. exprimiert wird. Letzteres wirde auch

erklaren, warum kein Unterschied in der EGFP-Intensitdt zwischen innerer Zellmasse
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und Trophektoderm zu sehen war, da unter anderem aufgrund der Ergebnisse der
RNA in situ Hybridisierung an IVF-Embryonen (Kurosaka et al. 2004) zu erwarten
gewesen ware, dass die Intensitdt im TE in diesem Stadium schwécher ist. Es ist
somit noch zu prifen, ob der Abfall der EGFP-Fluoreszenz einem Abfall des endo-
genen OCT4-Proteins und/oder der OCT4-mRNA entspricht.

5.3 Die fetale Entwicklung von SCNT-Embryonen in utero

Die stabil unilokular mit Oct4-EGFP transfizierten fetalen Fibroblasten sind nicht
immortal, sondern unterliegen der Seneszenz und kénnen nicht unbegrenzt durch in
vitro Kultur vermehrt werden. Aus den transfizierten Ausgangszellen erzeugte SCNT-
Feten - oder gesunde Oct4-EGFP-transgene Tiere - kénnten jedoch nahezu unbe-
grenzt Zellen mit der identischen Integration des Reportergenkonstruktes als Basis
flr eine Reihe experimenteller Anséatze liefern.

Zwolf SCNT-Blastozysten des stabil mit dem Oct4-EGFP-Reportergenkonstrukt
transfizierten Zellklons BFFGOF12 wurden auf vier Empféngertiere Ubertragen, um
ihre weitere intrauterine Entwicklung zu untersuchen. An Tag 34 wurden drei lebende
und nach makroskopischer und stereomikroskopischer Analyse normal entwickelte
Feten gewonnen. Die Scheitel-SteiB-Lange entsprach mit 1,8 cm der normalen
GrdBe nach einer in vivo Befruchtung an Tag 34 (Rlisse & Sinowatz 1991). Um die
Stabilitdt der Oct4-EGFP-Integration nach SCNT und embryonaler Entwicklung zu
untersuchen, wurden aus jedem der drei SCNT-Feten Fibroblasten isoliert, kultiviert
und mittels PCR, Southern Blot und Fluoreszenz in situ Hybridisierung untersucht.
Wie beim Ausgangszellklon BFFGOF12, wurde in beiden untersuchten fetalen
Primarkulturen FeGOF451-1 und FeGOF454 eine unilokulare Integration des
Reportergenkonstruktes bei normalem Karyotyp (2n = 60, XX) nachgewiesen. Die
Fibroblasten zeigten keine EGFP-Fluoreszenz und damit eine Inaktivierung des
Oct4-EGFP-Reportergenkonstruktes entsprechend der normalen Inaktivierung des
endogenen OCT4-Promotors in differenzierten Zellen. Die Ergebnisse zeigen, dass
das Vorhaben auf diese Weise gesunde Tiere mit einer stabilen unilokularen
Integration des Oct4-EGFP-Reportergenkonstruktes zu erzeugen, realistisch ist.
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5.4 Die Expression von Oct4-EGFP in SCNT-Embryonen aus Fibroblasten der
zweiten Generation (,,second round®“ SCNT)

Mit zwei der drei aus den SCNT-Feten etablierten Fibroblasten-Kulturen der zweiten
Generation (FeGOF451-1 und FeGOF454) wurden erneut Kerntransfers durch-
gefihrt. Wie in den SCNT-Embryonen vom transfizierten Ausgangszellkion
BFFGOF12 wurde auch in den SCNT-Embryonen aus Fibroblasten der zweiten
Generation das Reportergenkonstrukt GOF18-APE-EGFP aktiviert, was an der
EGFP-Fluoreszenz zu erkennen war.

Im Vergleich zum transfizierten Ausgangszellklon BFFGOF12 lieferte der Kern-
transfer mit der aus dem SCNT-Fetus gewonnenen Fibroblasten FeGOF451-1 zwar
eine niedrigere Furchungsrate, aber eine signifikant héhere Blastozystenrate an Tag
7. Die aus dem SCNT-Fetus gewonnene Linie FeGOF451-1 wurde nach relativ
kurzer Kultivierung in vitro - in der 4. und 5. Passage — fir den Kerntransfer
eingesetzt. Die Zellen des transfizierten Ausgangszellklons BFFGOF12 wurden
dagegen nach erheblich langerer Kultur - in der 9. — 11. in vitro-Passage — fir den
Kerntransfer verwendet. Die Ursache flr die unterschiedlichen Blastozystenraten an
Tag 7 kénnte in der unterschiedlichen Zellkulturdauer und Passagenzahl in vitro und
dem daraus resultierenden unterschiedlichen Grad der Seneszenz der
Spenderzellen liegen. Allerdings fihrten Studien zum Einfluss der Passagenzahl
boviner Spenderzellen auf die Blastozystenrate nach Kerntransfer zu sehr
unterschiedlichen Ergebnissen (Wells et al. 1999; Kubota et al. 2000; Roh et al.
2000; Cho et al. 2004). Kubota et al. (2000) beobachteten eine bessere Entwicklung
von SCNT-Embryonen aus lang in vitro kultivierten Spenderzellen als aus kurz in
vitro kultivierten Spenderzellen. Wells et al. (1999), Hill et al. (2001) und Cho et al.
(2004) konnten dagegen keinen Effekt der Passagenzahl in vitro nachweisen. Roh et
al. (2000) schlieBlich, die ebenfalls Kerntransfers von fetalen Fibroblasten durch-
fihrten, sahen - wie in der vorliegenden Arbeit - héhere Blastozystenraten bei
Einsatz friher Passagen.

Somit stellen die Fibroblasten, die eine Inaktivierung des Reportergenkonstruktes -
analog zur Inaktivierung des endogenen OCT4-Gens in differenzierten Zellen - und
eine Aktivierung von Oct4-EGFP nach SCNT wie beim Ausgangszellklon zeigten,
eine wichtige Basis fir zahlreiche weiterfihrende Untersuchungen zu Mechanismen
der Reprogrammierung nach Kerntransfer dar.
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5.5 Embryonaler Kerntransfer von Blastomeren (BNT) aus Tag 5 Morulae nach
Kerntransfer mit BFFGOF12 und FeGOF451-1

Bevor es gelang, Klontiere aus somatischen Zellen zu erzeugen, wurden embryonale
Zellen fur den Kerntransfer verwendet. Obwohl das ,large offspring syndrome* (LOS)
sowohl bei IVF- (Behboodi et al. 1995; Schmidt et al. 1996), als auch bei NT-
Embryonen aus embryonalen Zellen (ENT; Willadsen et al. 1991; Garry et al. 1996)
auftritt, scheint die Rate schwerwiegender Stérungen nach SCNT (Cibelli et al. 1998;
Kato et al. 1998; Wells et al. 1999) besonders hoch zu sein. Allerdings wurde beim
direkten Vergleich von BNT und SCNT beobachtet, dass die Reklonierung von
Blastomeren keine verbesserte, sondern eine verschlechterte Entwicklungsfahigkeit
der Embryonen zur Folge hatte (Wells et al. 1999). Daraus ergibt sich die wichtige
Frage, wie sich eine Reklonierung, d. h. der Transfer einer Zelle, die bereits den
reprogrammierenden Faktoren des Ooplasmas ausgesetzt war, auf die Aktivitat des
Oct4-Promotors und die embryonale Entwicklung auswirkt.

Der Blastomeren-Kerntransfer (BNT) lieferte sowohl nach SCNT des transfizierten
Ausgangszellklons BFFGOF12, als auch nach SCNT der Zelllinie FeGOF451-1 aus
dem transgenen Fetus EGFP-exprimierende Blastozysten. Der BNT aus SCNT-
Morulae der aus dem transgenen Fetus gewonnenen Fibroblasten FeGOF451-1
lieferte wie die SCNT-Experimente (siehe Abschnitt 5.4) eine deutlich hdhere
Blastozystenrate als BNT aus SCNT-Morulae des transfizierten Ausgangszellklons
BFFGOF12 (28 % vs. 14 %). Die Ursache kdnnte ebenfalls in der unterschiedlichen
Zellkulturdauer und Passagenzahl in vitro und dem daraus resultierenden
unterschiedlichen Grad der Seneszenz der Ausgangsspenderzellen liegen (siehe
Abschnitt 5.4).

5.6 Offene Fragen

Folgende Fragen konnten im Rahmen dieser Arbeit noch nicht geklart werden:

a) Bildet die EGFP-Expression tatsachlich die Aktivitdt des Promotors des
Reportergenkonstruktes GOF18-APE-EGFP ab?
Es muss beachtet werden, dass die EGFP-Fluoreszenz von verschiedenen
Faktoren beeinflusst wird, wie z. B. von der Translationseffizienz und vom

Proteinabbau.
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b) Inwieweit entspricht die Aktivitdt des Promotors von GOF18-APE-EGFP der
Aktivitat des endogenen OCT4-Promotors?
Eine Parallelitat der Transkription von Reportergenkonstrukt und endogenem
OCT4 kann durch die Untersuchung mittels RT-gPCR an einzelnen SCNT-
Embryonen, sowie mittels zweifarben RNA in situ Hybridisierung (endogene
OCT4-mRNA und Reportergen-mRNA) Uberprift werden.

c) Welchen Einfluss tben Integrationsort und damit die chromosomale Umgebung
auf die Transkription des Reporter-Promotors aus?
Die Struktur der chromosomalen Umgebung kann sehr vielfaltig sein und unter-
schiedliche Einflisse ausiiben. Beispielsweise spielen Gendichte, Repeats,
Locus-Kontrollregionen und die lokale Chromatinstruktur - und Hetero- und
Euchromatin - eine wichtige Rolle. In der Umgebung des Reportergen-
konstruktes kénnten zufallige epigenetische Modifikationen auftreten, die nur die
Steuerung des Promotors des Reportgenkonstruktes beeinflussen - vollkommen
unabgéangig von der Reprogrammierung der beiden endogenen OCT4-Allele.

5.7 Fazit und Ausblick

Diese Arbeit ist ein erster Schritt hin auf ein weiter gestecktes Ziel, namlich die
Entwicklung eines Modellsystems zur Entschllisselung grundlegender Mechanismen

der Genomreprogrammierung beim Rind.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden bovine fetale Fibroblasten mit unauffalligem
weiblichem Karyotyp und einer stabilen unilokularen Integration eines Oct4-EGFP-
Reportergenkonstruktes (GOF18-APE-EGFP) hergestellt. Dieses Genkonstrukt
wurde 4 Tage nach SCNT in den bovinen Embryonen regelhaft aktiviert und EGFP
war in praktisch allen Embryonen mit 17 - 32 Zellkernen nachweisbar. Die H6he der
EGFP-Fluoreszenz variierte stark von Embryo zu Embryo, méglicherweise aufgrund
unterschiedlicher Reprogrammierung oder Regulation. Die deutlichen Hinweise auf
einen Zusammenhang zwischen dem Anteil abnormer Zellkerne und der Héhe der
EGFP-Fluoreszenz in den SCNT-Embryonen suggeriert, dass die EGFP-Fluoreszenz
des lebenden Embryos als Indikator fir seine Entwicklungspotenz dienen kdnnte.
Nach der Ubertragung EGFP-exprimierender SCNT-Embryonen auf Empféangertiere
wurden an Tag 34 nach Kerntransfer (makroskopisch und stereomikroskopisch)

normal erscheinende Feten gewonnen. In daraus isolierten Fibroblasten wurde
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wiederum die stabile unilokuldre Integration bei normalem weiblichen Karyotyp,
sowie die Inaktivierung des Reportergenkonstruktes analog zum endogenen OCT4-
Gen nachgewiesen. Der SCNT mit der zweiten Generation Oct4-EGFP-transgener
Fibroblasten (“second round“ SCNT) flhrte, wie der SCNT mit dem Ausgangszellklon
BFFGOF12, zu EGFP-exprimierenden Embryonen.

Abbildung 5.1 veranschaulicht das breite Spektrum vielversprechender experimen-
teller Ansatze aus der stabilen Transfektion boviner fetaler Fibroblasten. mit dem
Oct4-EGFP-Reportergenkonstrukt.

Das stabil unilokular integrierte Oct4-EGFP-Reportergenkonstrukt kénnte in lebenden
Zellen in der Zellkultur als Indikator fr die Initiation der Reprogrammierung dienen
und so entscheidend mithelfen, an unterschiedlichen somatischen fetalen und
adulten Zelltypen die Schilisselmolekile und wesentliche Mechanismen der epigene-
tischen Reprogrammierung zu identifizieren.

Die Lokalisation des Oct4-EGFP-Reportergenkonstruktes und der beiden endogenen
OCT4-Loci im Zellkern vor und nach ihrer Aktivierung mittels konfokaler Laser
Scanning Mikroskopie kénnte wichtige Einblicke in wesentliche Prinzipien der drei-
dimensionalen funktionalen Genomorganisation im Zellkern bieten.

Aus Oct4-EGFP-transgenen Embryonen kénnten Uber die EGFP-Fluoreszenz
lebende embryonale Stammzellen isoliert werden als Basis fir die Entwicklung der
Stammzelltherapie am Modelltier Rind.

Die normale fetale Entwicklung bis Tag 34 lasst erwarten, dass es realistisch ist, auf
diese Weise gesunde Tiere als Trager des Reportergenkonstruktes zu erzeugen.
Gesunde Tragertiere des Oct4-EGFP-Reportergenkonstruktes bieten ein vielver-
sprechendes Modellsystem, um IVF, SCNT, Embryotransfer und die Entwicklung
transgener Tiere voranzutreiben. Oct4-EGFP-transgene Feten und Nachkommen
kdénnten als Spender einer Vielzahl unterschiedlicher somatischer Zelltypen dienen
z. B. fur Untersuchungen zur Reprogrammierung unterschiedlicher Zelltypen nach
SCNT, aber auch flr gezielte zusatzliche Genmanipulationen fir Zellkulturmodelle
oder nachfolgenden SCNT. Darlber hinaus kénnten von Oct4-EGFP-transgenen
Tieren Spermien oder Eizellen fiir IVF gewonnen werden. Die Hbéhe der EGFP-
Expression stellt mdglicherweise einen wichtigen nicht-invasiven diagnostischen
Parameter fir die Entwicklungspotenz und die Selektion von SCNT- oder IVF-

Embryonen fir den Embryotransfer dar.
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Es ist méglich, dass aus Oct4-EGFP-transgenen Feten Uber die EGFP-Fluoreszenz
lebende primordiale Keimzellen identifiziert und isoliert werden kénnen. Dies ware
ein wichtiger Ausgangspunkt fur die Erforschung der Entwicklung von Gonaden und

Keimzellen sowie der Reprogrammierung des Genoms in der Keimbahn beim Rind.

C Initiation der
Oct4-EGFP- &#; Reprogrammierung in D
transgene fetale | & & Zellkultur

Fibroblasten

~ Reprogrammierung nach
Kerntransfer ¢

EGFP-Expression als in

@ vivo Marker fiir
Oct4-EGFP- P 4 Entwicklungspotenz

transgene
Embryonen

Embryonale Stammzellen

Oct4-EGFP-transgene Tiere

Unterschiedliche
— adulte Zelltypen
_ & Keimzellen

{

Reprogrammierung
nach Fertilisation

Unterschiedliche fetale
Oct4-EGFP- g Zellen
y_
transgene Feten ~
—_— = Primordiale Keimzellen | ===
Gonadenentwicklung

Abbildung 5.1: Perspektiven des in dieser Arbeit erzeugten Modellsystems.
Auf der linken Seite sind Oct4-EGFP-transgene Fibroblasten, Embryonen und Feten abge-
bildet, die im Rahmen dieser Arbeit generiert wurden. Auf der rechten Seite sind weitere
mdégliche Untersuchungsansétze dargestellt. Rosa markierte Zellen: Enthalten das Reporter-
genkonstrukt; grin markierte Zellen: exprimieren das Reportergenkonstrukt.
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6 Zusammenfassung

Die normale Entwicklung von Embryonen nach somatischem Zellkerntransfer
(,somatic cell nuclear transfer, SCNT) hangt unter anderem von der erfolgreichen
Reprogrammierung und Aktivierung von Schllisselgenen ab. Ein Beispiel ist das Gen
fir den Transkriptionsfaktor Oct4, der im friihen Embryo nachweisbar und als Marker
fr pluripotente Zellen gilt. Die in klonierten Mausembryonen h&ufig beobachtete
abnormale Expression von Oct4 wird als eine mogliche Ursache fir die hohen
Verluste und schweren Fehlentwicklungen nach Kerntransfer diskutiert. Beim Rind
liegt im Vergleich zur Maus und anderen Spezies die Erfolgsrate am héchsten. Daher
ist die Untersuchung der Reprogrammierung von OCT4 nach SCNT in der frihen
Embryogenese beim Rind von besonderem Interesse. Um Fragen der
epigenetischen Reprogrammierung des Rindergenoms und der Rolle von OCT4 nach
SCNT nachzugehen, wurden bovine fetale Fibroblasten stabil mit einem Oct4-EGFP-
Reportergenkonstrukt transfiziert. In den unilokular stabil transfizierten Zellen mit
unauffalligem weiblichen Karyotyp war in Analogie zur Inaktivitdt des endogenen
OCT4-Gens in differenzierten Zellklonen keine EGFP-Fluoreszenz nachweisbar. Das
Anschalten der Oct4-EGFP-Expression nach SCNT entsprach weitgehend der nach
in vitro Fertilisation beobachteten Aktivierung des endogenen OCT4-Gens. In SCNT-
Embryonen mit weniger als neun Zellkernen wurde keine EGFP-Fluoreszenz
nachgewiesen. In allen Embryonen mit mindestens 17 Zellkernen war das Oct4-
EGFP-Reportergenkonstrukt aktiv, was darauf hindeutet, dass Blastomeren nach der
vierten Zellteilung den Oct4-Promotor aktivierten. Mittels konfokaler Laser Scanning
Mikroskopie wurde an zentralen optischen Schnitten die Intensitat der EGFP-
Fluoreszenz jedes Embryos gemessen. Im Vergleich mit Tag 4 SCNT-Embryonen
war die EGFP-Fluoreszenz in Tag 6 Embryonen deutlich starker mit erheblichen
Unterschieden in der Expressionshdéhe zwischen einzelnen Embryonen. Dabei
zeigten Embryonen mit einer niedrigeren EGFP-Fluoreszenz im Vergleich zu
Embryonen mit starkerer EGFP-Fluoreszenz einen erheblich héheren Anteil an
Zellkernuntergéngen (kondensierte und fragmentierte Zellkerne). 34 Tage nach dem
Transfer von EGFP-exprimierenden Embryonen auf Empfangertiere wurden drei
lebende und morphologisch unaufféllige Feten gewonnen. In Fibroblasten, die aus
diesen Feten isoliert wurden, war das Reportergenkonstrukt, analog zur normalen
Inaktivierung des endogenen OCT4-Gens in differenzierten Zellen, inaktiviert. In
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SCNT-Embryonen aus den Oct4-EGFP-transgenen Fibroblasten dieser zweiten
Generation (,second round“ SCNT) wurde das Reportergenkonstrukt erneut
regelmaBig aktiviert wie in den SCNT-Embryonen vom Ausgangszellklon (,first
round“ SCNT). Die Herstellung stabil transfizierter boviner fetaler Fibroblasten mit
einer unilokularen Integration des Oct4-EGFP-Reportergenkonstrukies stellt eine
wichtige Basis flr ein breites Spektrum experimenteller Ansatze zur Aufklarung
grundlegender Mechanismen nach Kerntransfer beim Rind dar.
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7 Summary

Analysis of epigenetic reprogramming after somatic cell nuclear transfer in
cattle using an Oct4-EGFP reporter gene construct

Normal development of embryos after SCNT (somatic cell nulear transfer) depends
amongst other factors on the successful reprogramming and activation of key genes.
An example is the gene encoding the transcription factor Oct4, which is present in the
early embryo and considered to be a marker for pluripotency. The frequently
observed abnormal Oct4 expression pattern in cloned mouse embryos is discussed
to be one of the causes for the high losses and serious abnormal development after
nuclear transfer. Compared to mouse and other species the highest success rate
after SCNT is observed in cattle. Therefore the investigation of the reprogramming
and activation of OCT4 in early bovine embryogenesis after SCNT was of particular
interest. To answer questions about the epigenetic reprogramming of the bovine
genome and the role of OCT4 after SCNT, bovine fetal fibroblasts were stably
transfected with an Oct4-EGFP reporter gene construct. In the stably transfected cell
clones with a single locus integration and a normal female karyotype was no EGFP
fluorescence detectable, which is in line with the inactivity of the endogeneous OCT4
gene in differentiated cells. The activation of the Oct4-EGFP expression after SCNT
widely mimicked the activation of the endogeneous OCT4 gene after in vitro
fertilisation. SCNT embryos containing less than nine nuclei showed no EGFP
expression. In all embryos with 17 or more nuclei the Oct4-EGFP reporter gene
construct was active indicating that blastomeres activated the Oct4 promoter after the
fourth cell division. Using confocal laser scanning microscopy the intensity of the
EGFP fluorescence of each single embryo was measured in central optical sections.
In comparison with Day 4 embryos EGFP fluorescence was markedly stronger in Day
6 embryos with considerable variation in expression levels between individual
embryos. Embryos with a lower EGFP fluorescence exhibited a remarkably higher
proportion of nuclear abnormalities (condensed and fragmented nuclei) as compared
to embryos with stronger EGFP fluorescence. 34 days after transfer of EGFP
expressing embryos to recipients three living and morphologically normal fetuses

were recovered. In fibroblasts isolated from these fetuses the reporter gene construct
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was inactive, corresponding to the inactivation of the endogeneous OCT4 gene in
differentiated cells. In SCNT embryos generated from this second generation of Oct4-
EGFP transgenic fibroblasts (second round SCNT) the reporter gene construct was
regularly activated as in SCNT embryos from the primary cell clone (first round
SCNT). The production of stably transfected bovine fetal fibroblasts with one single
locus integration of Oct4-EGFP is an important basis for a wide spectrum of
experimental approaches for enlightment of fundamental mechanisms after nuclear

transfer in cattle.
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