1 Einfuhrung

Untersuchungen der Transkriptionsebene praimplantatorischer Saugerembryonen
konnen wertvolle Hinweise auf den physiologischen Status und damit die
Uberlebensfahigkeit und Entwicklungskompetenz der analysierten Embryonen
liefern. Weiterhin ist es auf diese Weise moglich, einen Einblick in die Regulation der
Expression zahlreicher Gene wahrend der frihen Embryonalentwicklung zu erhalten,
in deren Verlauf sich als Ergebnis einer sehr fein regulierten, zeitlich und raumlich
kontrollierten Expression maternaler Transkripte und embryonaler Gene aus einer
Zygote eine implantationsfahige Blastozyste entwickelt.

Die Funktionsweise der regulatorischen Netzwerke, die die frihembryonale
Entwicklung kontrollieren, ist eines der zentralen Forschungsobjekte der
Entwicklungsbiologie. Ein genaues Verstandnis der molekularen
Regulationsmechanismen, die essentiell zur frihen Entwicklung eines Embryos
beitragen, ist die Voraussetzung fir die Beantwortung grundlegender
entwicklungsbiologischer Fragestellungen. Weiterhin ist es der Schlissel zur
Verbesserung von Systemen zur In vitro-Produktion von Embryonen bei Mensch und
Tier.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Charakterisierung der Genexpression
bei praimplantatorischen Saugerembryonen uber cDNA-Array-Analyse. Es soll daher
eine kurze Einfuhrung in die Mechanismen der Genexpression eukaryotischer Zellen
sowie die Ablaufe der frihen Embryonalentwicklung bei Maus und Rind gegeben
werden. Da eines der Ziele der Erstellung von Genexpressionsprofilen friher
Embryonalstadien die Verbesserung von Systemen zur In vitro-Produktion von
Embryonen ist, widmet sich ein Abschnitt dieses Kapitels den grundlegenden
Aspekten der assistierten Reproduktionstechnologie. Weiterhin sollen die Grundzige
der cDNA-Array-Technologie vorgestellt und die Probleme ihrer Anwendung zur
Analyse individueller praimplantatorischer Saugerembryonen skizziert werden.



1.1 Genexpression und Differenzierung

Die Umsetzung der in der DNA gespeicherten Information in ein entsprechendes
Genprodukt und damit verbunden die Ausbildung eines von diesem Genprodukt
abhangigen Merkmals wird als Genexpression bezeichnet (CRICK, 1970; LEWIN,
2000). Die Differenzierung von Zellen, die wahrend der frihen Embryonalentwicklung
einsetzt und zur Bildung eines komplexen Organismus mit einer Vielzahl
hochspezialisierter Zelltypen fuhrt, ist das Ergebnis einer selektiven Realisierung
bestimmter Teile der genetischen Information in den verschiedenen Zelltypen dieses
Organismus (JACOB und MONOD, 1963). Das Saugergenom besteht nach
heutigem Kenntnisstand aus etwa 30 000-50 000 Genen, von denen in den meisten
Zellen jedoch nur etwa 8000-10000 exprimiert werden (MCPHERSON et al., 2001;
CLAVERIE, 2001; EWING und GREEN, 2000; LIANG et al.,, 2000). Zwei
unterschiedlich differenzierte Zellen desselben Individuums unterscheiden sich daher
darin, dass sie bei identischer Erbinformation ein unterschiedliches Arsenal an
Genfunktionen und damit in erster Linie an Proteinen exprimieren (NOVER et al.,
1978; LEWIN, 2000).

Der erste Schritt der Genexpression ist die Transkription, die durch DNA-abhangige
RNA-Polymerasen vermittelt wird (KARLSON, 1984; LEWIN, 2000). In
eukaryotischen Zellen treten drei verschiedene DNA-abhangige RNA-Polymerasen
auf, die jeweils spezifisch bestimmte Klassen von Ribonukleinsauren synthetisieren.
Die RNA-Polymerase | transkribiert die Gene, die fur die ribosomalen RNAs (rRNAs)
codieren, die RNA-Polymerase Il synthetisiert die proteincodierenden messenger-
RNA-Vorlaufer (pra-mRNAs oder hnRNAs), wahrend die Produkte der RNA-
Polymerase Ill tRNAs und andere RNAs sind (VOET und VOET, 1992).

RNA-Polymerasen sind groRe Proteinkomplexe, die in der Lage sind,
Promotorsequenzen in der DNA spezifisch zu erkennen und zu binden (EICK et al.,
1994; PTASHNE, 1988; PUGH, 2000). Nach der Erkennung einer
Transkriptionsinitiationsstelle wird die DNA-Doppelhelix durch das Enzym lokal
entwunden. Der nun freiliegende kodogene Strang dient als Matrize zur
Polymerisation eines komplementaren RNA-Stranges aus freien
Ribonukleosidtriphosphaten, die zunachst durch Basenpaarung an die Matrize
angelagert werden und bei Erkennung des korrekten (d.h. zum entsprechenden
Desoxyribonukleotid der Matrize komplementaren) Ribonucleotids unter Bildung
einer Phosphodiesterbindung mit dem vorangegangenen Nukleotidrest verbunden
werden (RICE et al., 1991).



Nachdem ein Nukleotidrest an das Kettenende angefugt wurde, wandert die RNA-
Polymerase am kodogenen Strang eine Position weiter und flugt das nachste
Nukleotid in die Kette ein. Erreicht das Enzym dabei eine spezifische Sequenz, die
das Ende der Transkription initiiert, so |0st es sich von der DNA-Matrize ab und gibt
das synthetisierte Transkript frei (ADHYA und GOTTESMAN, 1978; PLATT,; 1986;
LEWIN, 2000).

Die fur Proteine kodierenden pra-mRNAs werden nach ihrer Synthese im Zellkern
weiter prozessiert, bevor sie als reife mMRNAs durch die Kernporen ins Zytoplasma
verbracht werden. Dort werden sie von Ribosomen gebunden, die entsprechend der
Basensequenz des jeweils gebundenen mRNA-Stranges ein spezifisches Protein
synthetisieren. Dieser Vorgang der Ubersetzung der in der Nukleinsduresequenz
gespeicherten Information in die Aminosauresequenz eines Proteins wird als
Translation bezeichnet (MERRICK, 1992, 1994; WILSON und NOLLER, 1998).

Die Expression eines Gens ist ein auf verschiedenen Ebenen prazise kontrollierter
Prozess. So ist beispielsweise die Chromatinstruktur des jeweiligen Gens
entscheidend dafiir, ob dieses Gen transkribiert werden kann oder nicht
(HERSCHBACH und JOHNSON, 1993; NIKOLOV und BURLEY, 1997). Die Initiation
der Transkription, also die Bindung der RNA-Polymerase an ihre Zielsequenz ist ein
komplexer Vorgang, an dem eine Vielzahl von Proteinen beteiligt ist, welche die
Transkription erleichtern oder hemmen kdénnen und somit eine sehr feine Kontrolle
der Transkriptionsraten zahlreicher Gene erlauben (FRANKLIN, 1999; HUANG et al.,
1999; NIKOLOV und BURLEY, 1997). Auch die Prozessierung des
Primartranskriptes, das Spleissen (MODREK und LEE, 2002), die Translationsrate
sowie der Stabilitdt der mRNA und des von ihr codierten Proteins (BEN-NERIAH,
2002) konnen regulatorisch beeinflusst werden (KORNBERG, 1999). Schliellich
werden viele Proteine noch nach ihrer Synthese z.B. durch Phosphorylierung
bestimmter Domanen in ihrer Funktion reguliert (HUNTER, 1995).

Obwohl es eine Vielzahl von Mdglichkeiten zur Regulation der Genexpression gibt,
bildet die Regulation der Genexpression auf Transkriptionsebene die wesentliche
Kontrollinstanz vieler Gene (HOLSTEGE und YOUNG, 1999; DARNELL, 1982;
O'NEILL und O'SHEA, 1995). Daher erlaubt die Analyse der Transkriptionsebene
einer biologischen Probe wichtige Ruckschlusse auf den physiologischen Status der
untersuchten Zellen (DEVAUX et al., 2001).



1.2 Praimplantatorische Embryonalentwicklung bei Saugern

Die Embryonalentwicklung beginnt mit der Befruchtung der reifen Eizelle durch ein
Spermium und damit der Verschmelzung des vaterlichen und mdatterlichen
Erbmaterials sowie der Aktivierung der befruchteten Eizelle (AGOSTONI, 1993). Die
Befruchtung findet kurz nach der Ovulation der Oozyte in der Ampulle des Ovidukts
statt. |hr Ergebnis ist die diploide Zygote (KIDDER, 1992; SCHNORR, 1985). Die
praimplantatorische Embryonalentwicklung gliedert sich in die ersten Teilungen bis

hin zur Morula, die Kompaktierung der Morula, die Differenzierung der Blastomeren
in Trophektoderm und innere Zellmasse, die Blastulation mit Kavitation und
Blastozoelexpansion und schlie3lich das Schlipfen der expandierten Blastozyste aus
der Zona pellucida.

Bei der Maus wird das Morulastadium am 3. Tag nach der Befruchtung erreicht, beim
Rind dagegen erst am 5.-6. Tag (HOGAN et al., 1986; RUSSE und SINOWATZ,
1991). Durch eine Reihe von Veranderungen in der Genexpression der zunachst frei
in der Zona pellucida beweglichen Blastomeren erfolgt die Kompaktierung der
Morula. Die Blastomeren bilden dabei Gap junctions zu benachbarten Zellen aus
(FLEMING und GOODALL, 1993; KIDDER und WINTERHAGER, 2001). Die aulRen
liegenden Blastomeren verstarken ihren Zellkontakt untereinander und bilden apikal
Tight junctions aus, wodurch der Embryo sich abrundet und eine aul3enliegende,
impermeable, epitheliale Zellschicht entsteht (HOGAN et al., 1986; ZIOMEK und
JOHNSON, 1980). Diese Differenzierungsereignisse laufen in den einzelnen
Blastomeren ebenso wie deren Zellzyklus asynchron ab (CHISHOLM et al., 1985).

Ein weiteres einschneidendes Ereignis, das wahrend der Kompaktierung erfolgt, ist
die kontaktinduzierte Polarisierung der Blastomeren der auleren Zellschicht
(EDWARDS, 2000). Diese betrifft sowohl die Zellmembranen, deren apikale und
basolaterale Domanen starke Unterschiede in ihren Oberflacheneigenschaften
zeigen, als auch die Organisation des Zytoskeletts und damit die Verteilung der
Zellorganellen (FLEMING und GOODALL, 1986; FLEMING et al., 1989, JOHNSON
et al., 1986). Mit dem Erreichen des Morulastadiums beginnt auch die
Differenzierung der Blastomeren in zwei unterschiedliche Linien (GUETH-
HALLONET und MARO, 1992). Die aulieren Blastomeren der Morula bilden das
spatere Trophectoderm, wahrend aus den innen liegenden Zellen die innere
Zellmasse (ICM) hervorgeht (COLLINS und FLEMING, 1995; GARDNER, 1989;
ETKIN, 1985; RUSSE und SINOWATZ, 1991).



Durch Flussigkeitseintritt entlang von lonengradienten ins Innere des spaten
Morulastadiums und das ZusammenflielRen von Interzellularrdumen entsteht ein
flussigkeitsgefullter Hohlraum im Inneren des Embryos, das Blastozoel (BENOS et
al., 1985; WATSON, 1992; WATSON und BARCROFT, 2001).

Die Blastomeren haben sich zu diesem Zeitpunkt in zwei verschiedene Zelltypen
differenziert: die das Blastozoel umspannenden Zellen des Trophectoderms, aus
dem spater Chorion und Ammnion hervorgehen, und die Zellen der inneren
Zellmasse, aus denen sich der eigentliche Embryo entwickelt (FLEMING et al. 2001,
ROBSON et al., 2001; RUSSE und SINOWATZ, 1991).

Mauseembryonen erreichen das Stadium der Blastozyste am 4. Tag nach der
Befruchtung (HOGAN et al., 1986), bei Rinderembryonen wird dieses Stadium am
Tag 7-8 der Graviditat erreicht (NIEMANN und MEINECKE, 1993).

Die Blastozyste expandiert nun in der Zona pellucida. Eine voll expandierte Maus-
Blastozyste besteht aus etwa 60-80 Zellen, von denen etwa 20 die Innere Zellmasse
bilden (HOGAN et al., 1986). Wahrend des 4.-5. (Maus) bzw. 8.-9. (Rind) Tages
schllpft die Blastozyste aus der Zona pellucida. Murine Blastozysten kdnnen nach
dem Schlupfen in den Uterus implantieren wahrend bovine Blastozysten erst nach
einer dem Schlupf folgenden Phase des Langenwachstums zur Implantation in den
Uterus bereit sind (WILEY et al.,, 1990; FIRST und BARNES, 1989; LONERGAN,
1994; AGOSTONI, 1993; RUSSE und SINOWATZ, 1991).

Die praimplantatorische Entwicklung eines Saugerembryos ist gekennzeichnet durch
einschneidende Veranderungen in der Expressionsstarke zahlreicher Gene. Dieser
Prozess, der in vivo von komplexen Interaktionen des genetischen Programms der
Zygote mit dem mdutterlichen Genitaltrakt kontrolliert wird (BAVISTER, 2000; SNOW
1981), folgt einem festen =zeitichen Schema und ist das Ergebnis von
Wechselwirkungen des Embryos mit seiner Umgebung (DE SOUSA et al., 1998;
JURISICOVA et al., 1998; KRISHER und BAVISTER, 1998; NISSON et al., 1989;
PAL et al., 1993). Zur korrekten praimplantatorischen Entwicklung eines Embryos
mussen bestimmte auto- und endokrine sowie exogene Faktoren einem festgelegten
raumlichen und zeitlichen Muster entsprechen (GURDON, 1992; GANDOLFI et al.,
1995).

Biochemische und zellbiologische Studien haben gezeigt, dass sehr fruhe

Embryonalstadien nur eine sehr geringe Transkriptionsaktivitat zeigen. Diese Phase

der Entwicklung steht daher vorwiegend unter der Kontrolle maternaler Genprodukte

(DURANTHON und RENARD, 2001; DWORKIN und DWORKIN-RASTL, 1990;
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SPIRIN, 1994). Dies sind sowohl mRNAs als auch Proteine, die wahrend der
Oogenese gebildet wurden und auch nach der Ovulation noch aktiv sind
(VALDIMARSSON et al., 1991; WASSARMAN und KINLOCH, 1992). Erst im Laufe
der fruhen Embryonalentwicklung setzt die Transkription des embryonalen Genoms
ein.

Die Aktivierung des embryonalen Genoms wird maternal-embryonic-transition (MET)
genannt (SCHULTZ, 1993; TELFORD et al., 1990). Wahrend der MET finden neben
der weitgehenden Degradierung maternaler mRNAs und dem Auftreten embryonaler
MmRNAs auch qualitative Veranderungen des von den embryonalen Zellen
exprimierten Proteinarsenals statt (FIRST und BARNES, 1989; TELFORD et al.,
1990, KIDDER, 1992). Die MET findet bei der Maus nach der ersten Teilung, also im
2-Zellstadium statt (CLEGG und PIKO, 1983; HOWLETT und BOLTON, 1985). Beim
Rind wird das embryonale Genom dagegen erst nach der dritten oder vierten
Teilung, also ab dem 8-16-Zellstadium transkribiert (CAMOUS et al., 1986).

In Abbildung 1 auf der nachsten Seite ist die frihe Embryonalentwicklung bei
Saugern schematisch dargestelit.
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Abb. 1 Schema der Embryonalentwicklung bei Saugetieren. Links sind Bilder boviner
Embryonalstadien abgebildet. Beim Rind findet der Ubergang der Embryonen in den Uterus etwa am
Tag 4, d.h. im 8-16-Zellstadium statt.



1.3 In vitro-Produktion (IVP) von Embryonen

Die assistierte Reproduktion unter Verwendung in vitro produzierter Embryonen hat
in den letzten Jahren nicht nur beim Menschen, sondern auch bei
landwirtschaftlichen Nutztieren erheblich an Bedeutung gewonnen (HEYNER und
TUCKER, 2000; KATO und IRITANI, 1993). Wahrend sie beim Menschen
ausschlieBlich der Therapie von Fertilitatsstorungen dient, sind mogliche
Anwendungen in der Landwirtschaft neben der Vermehrung wertvoller, z.T. auch
subfertiler Tiere die Erstellung groRerer Zahlen von Nachkommen z.B. wertvoller
weiblicher Tiere bei Arten mit langer Tragzeit und kleinen Wurfzahlen oder bedrohter
Rassen (NIEMANN und MEINECKE, 1993).

In der vorliegenden Arbeit wurden Genexpressionsmuster in vitro produzierter
Embryonen erstellt. Es handelte sich hierbei um Embryonen, die durch In vitro-
Fertilisation unter Verwendung verschiedener Kultursysteme und durch Kerntransfer
erzeugt wurden.

1.3.1 In vitro-Maturation (IVM)

Die zur Erstellung von IVP-Embryonen bendtigten Eizellen konnen durch
ultraschallgeleitete Follikelpunktion (Ovum pick-up, OPU) gesammelt werden
(BUNGARTZ und NIEMANN, 1994; GALLI et al., 2001). Eine vorausgehende
Superovulationsbehandlung kann dabei bei bestimmten Individuen die Ausbeute an
Oozyten pro Tier deutlich erhéhen (WARD et al., 2000). Weiterhin besteht beim Rind
die Mdglichkeit, unreife Oozyten aus den Ovarien von Schlachttieren zu gewinnen.

Immature Oozyten mussen vor ihrer Befruchtung in Medien, denen entsprechende
Reifungshormone zugesetzt werden, unter definierten Bedingungen in vitro gereift
werden (NAGAI, 2000). Solche in vitro gereiften Oozyten weisen haufig eine im
Vergleich zu in vivo gereiften Oozyten verminderte Entwicklungskompetenz auf
(HASHIMOTO et al.,, 1998; MOOR et al.,, 1998, WATSON et al., 2000). Durch
Verwendung in vitro gereifter Oozyten kann mit relativ geringem Aufwand eine grol3e
Anzahl von Embryonen erzeugt werden (NIEMANN und MEINECKE, 1993).

Es ist Ublich, zur Kontrolle der In vitro-Maturation einen Teil der gereiften Oozyten zu
entkumulieren und lichtmikroskopisch auf ihren Reifungsstatus und ihre Qualitat
hinzu beurteilen, wobei Dichte und Beschaffenheit des umgebenden Verbandes aus
Kumuluszellen, das Vorhandensein eines Polkdorperchens sowie Farbe und
Homogenitat des Ooplasmas zur Beurteilung herangezogen werden (HASHIMOTO
et al. 1998; ECKERT, 1994).



1.3.2 In vitro-Fertilisation (IVF)

Bei der In vitro-Fertilisation erfolgt die Befruchtung in vivo oder in vitro gereifter
Eizellen unter definierten Bedingungen auflerhalb des weiblichen Genitaltraktes
(HEYNER und TUCKER, 2000; KATO und IRITANI, 1993; FIRST und PARRISH,
1987). Die so produzierten Embryonen kénnen weiter kultiviert oder zur Erzeugung
von Nachkommen auf einen entsprechend vorbereiteten Empfangerorganismus
ubertragen werden (SMITH, 2002).

Die Methode der In vitro-Fertilisation findet ihre Anwendung in der Humanmedizin zur
Therapie von Fertilitatsproblemen und hat dort in den letzten Jahren stark an
Bedeutung gewonnen (RACOWSKY, 2002; TROUNSON et al., 2001). Bei Versuchs-
und Nutztieren nimmt die Anwendung der In vitro-Fertilisation ebenfalls stetig zu,
neben der Erstellung hochwertiger Zuchttiere stehen hier jedoch auch
Forschungsaspekte und die Erzeugung genetisch veranderter Nachkommen im
Vordergrund (NIEMANN und MEINECKE, 1993).

Zur Befruchtung der Eizellen wird meist tiefgefrorenes Sperma verwendet. Die
Spermien werden vor ihrer Verwendung einer Selektionsprozedur unterzogen
(PARRISH et al., 1988) und durch Inkubation in glykosaminoglykanhaltigen Medien
kapazitiert, um die Vorraussetzungen fur den Ablauf der Akrosomenreaktion und die
Verschmelzung von Spermium und Oozyte zu schaffen (ESTEVES et al.,, 2000).
Durch Kokultur von reifen Oozyten und Spermien in speziellen Fertilisationsmedien
unter definierten Bedingungen wird die Befruchtung erreicht (HEYNER und TUCKER,
2000; KATO und IRITANI, 1993).

1.3.3 In vitro-Kultur (IVC)

Die Kultur frGher Teilungsstadien bis zum Embryonentransfer oder einer anderen
Verwendung erfolgt in speziellen Kulturmedien. Die in vitro erstellten Embryonen
konnen dann z.B. als Blastozystenstadien auf einen entsprechend vorbereiteten
Empfangerorganismus Ubertragen werden (SPELL et al., 2001; HASLER, 2001).
Eine weitere Moglichkeit ist das Tiefgefrieren der erstellten Embryonen bis zu einer
spateren Ubertragung auf einen Empfangerorganismus (DOBRINSKY, 2002). Die In
vitro-Kulturbedingungen wurden bei Mensch und Rind in den vergangenen Jahren
immer weiter verbessert.

Dabei fand eine Entwicklung weg von Medien mit schlecht definierten Komponenten
wie fotalem Kalberserum oder bovinem Serumalbumin hin zu definierten Medien
statt, in denen diese Proteinsupplemente durch Polyvinylalkohol ersetzt wurden.
Dahinter steht die Absicht, durch die Verwendung definierter Medien Embryonen von



gleichbleibend hoher Qualitat zu erzeugen (GARDNER, 1999; KRISHER et al., 1999;
MIZUSHIMA und FUKUI, 2001; ZHENG et al., 2001).

1.3.4 Kerntransfer (NT)
Bei Saugetieren wurde das Verfahren des Kerntransfers unter Verwendung

kultivierter embryonaler oder somatischer Zellen als Kernspender zur Erstellung
lebender Nachkommen zum erstenmal erfolgreich an Schafen angewendet
(CAMPBELL et al., 1996; WILMUT et al., 1997). Das Kerntransferverfahren
beinhaltet die Ubertragung eines somatischen oder embryonalen Zellkerns in eine
reife Oozyte, aus der zuvor die Metaphasenchromosomen entfernt wurden
(HEYMAN et al.,, 1998; PRATHER und FIRST, 1990; KISHI et al., 2000;
ZAKHARTCHENKO et al., 2001). Der Transfer des Spenderkerns in die enukleierte
Oozyte (Ooplast) erfolgt entweder durch direkte Injektion eines isolierten Zellkerns
(WAKAYAMA et al., 1998) oder durch Elektrofusion (NEIL und ZIMMERMANN, 1993;
OGURA et al., 2000) einer Spenderzelle mit dem Ooplasten.

Die von der somatischen Zelle stammende differenzierte DNA wird nach dem
Transfer in den Ooplasten durch einen noch weitgehend unverstandenen
Mechanismus reprogrammiert (KIKYO und WOLFFE, 2000; KONO, 1997). Die
entstehende diploide Zelle ist dann fahig, einen kompletten Organismus zu
generieren. Dies wurde bereits an verschiedenen Labor- und Nutztierarten
demonstriert (CAMPBELL et al., 1996; WELLS et al. 1999; WAKAYAMA et al.,,
1998). Die Verwendung genetisch identischer Donorzellkerne fuhrt dabei zur
genetischen Identitat der erzeugten Embryonen und Nachkommen, weshalb diese
Technik auch als Klonen bezeichnet wird.

Die Mdglichkeit, Donorzellen vor ihrer Verwendung im Kerntransfer genetisch zu
modifizieren und diese Modifikationen genau zu charakterisieren, erschlief3t dieser
Technologie ein sehr groles Anwendungsspektrum. Dieses reicht von der Erstellung
genetisch modifizierter Embryonen und Nachkommen zum Einsatz in der
Grundlagenforschung Uber biomedizinische Anwendungen wie die Produktion von
Pharmazeutika im Serum oder der Milch transgener Nutztiere oder die Generierung
von genetisch modifizierten Nutztierorganen flr die Xenotransplantation bis hin zur
Erstellung grolkerer  Bestande genetisch homogener, zucht- oder
produktionstechnisch wertvoller Labor- und Nutztiere.
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1.3.5 Leistungsfahigkeit von IVP-Systemen

Ein IVP-System stellt immer eine Simulation der natlrlichen Umgebung des Embryos
wahrend seiner frihen Entwicklungsphase dar. Durch Untersuchungen der
physiologischen Bedurfnisse fruher Embryonalstadien (GARDNER et al., 2001;
GARDNER, 1998) und ihre Reaktion auf die In vitro-Kuturbedingungen (BAVISTER,
2000; KRISHER und BAVISTER, 1998) sowie der Umsetzung dieser Erkenntnisse in
verbesserte Kultursysteme, existieren heute recht leistungsfahige IVP-Systeme fur
Mensch, Maus und Rind. Die standige Weiterentwicklung der verwendeten
Kultursysteme flhrt zu verbesserten Graviditats- und Geburtenraten nach dem
Transfer in vitro produzierter Embryonen. Trotzdem reichen die meisten heutzutage
verwendeten IVP-Systeme in diesen Parametern nicht an die Raten der natirlichen
Befruchtung heran (REYNOLDS et al., 2001; RIZOS et al., 2002).

Ein entscheidender Parameter zur Bewertung der Leistungsfahigkeit von IVP-
Systemen ist neben der Anzahl vor allem die Qualitat der erzeugten Embryonen
(RIZOS et al, 2001, 2002; YOVICH et al, 1984). Ein ungestortes
Entwicklungspotential der in vitro erstellten Embryonen ist entscheidend fir den
erfolgreichen Verlauf der erzeugten Graviditaten und somit fir die Anzahl und
Lebensfahigkeit der erstellten Nachkommen. Es gibt eine ganze Reihe von
Parametern, die in der Praxis zur Beurteilung der Embryonenqualitat herangezogen
werden. So wird z.B. bei der In vitro-Fertilisation humaner Embryonen zur Auswahl
von Embryonen fiur den Transfer ein Vorkernscoring-System eingesetzt (BALABAN
et al., 2001). Auch Teilungsraten, Metabolismusraten, Zellzahlen von Blastozysten zu
einem bestimmten Zeitpunkt der In vitro-Kultur sowie Aussehen und Beschaffenheit
des Zytoplasmas werden als Beurteilungskriterien herangezogen (DE WIT und
KRUIP, 2001; LUNDIN et al., 2001; SAKKAS et al., 2001).

Die Beurteilung von Embryonen aufgrund derartiger morphologischer Betrachtungen
erfordert viel Erfahrung und ist immer von einer subjektiven Komponente bestimmt
(FARIN et al.,, 1999). Weiterhin ist oft nicht klar, inwieweit die morphologischen
Eigenschaften von Embryonen sicher Aufschluss uUber deren Entwicklungspotential
geben konnen. Die molekularen Grundlagen der Zusammenhange zwischen
Teilungsrate, Nucleoli-Zahl und -Verteilung in den Vorkernen, Zellzahl von
Blastozysten oder Zytoplasmabeschaffenheit mit dem Entwicklungspotential von
Embryonen sind bis heute nur wenig verstanden.

11



1.3.6 Probleme der In vitro-Produktion von Embryonen

Die Anwendung der In vitro-Produktion von Embryonen ist sowohl beim Menschen
als auch bei Nutztieren noch mit Problemen behaftet (RACOWSKY, 2002;
STROMBERG et al., 2002). So weisen IVP-Systeme meist gegeniber den in vivo
beobachteten Werten erhdhte fetale und perinatale Verlustraten, eine erhdhte
Frequenz von Graviditatskomplikationen, eine erhdhte Sterblichkeit und ein erhdhtes
Auftreten von Entwicklungsdefiziten und Mibildungen bei den neugeborenen
Nachkommen auf (DIELEMAN et al.,, 2002; ENRIGHT et al., 2000; EPPIG et al.,
2000; FARIN et al., 2001; NATALE et al., 2001; NIEMANN und WRENZYCKI, 2000;
YOUNG et al., 1998).

In Abhangigkeit vom Kultursystem kann die Zellzahl einzelner IVP-Embryonen
verglichen mit der von in vivo erstellten Embryonen um bis zu 50% reduziert sein.
Dies betrifft sowohl die Zahl der Trophektoderm- als auch der ICM-Zellen
(MANNAERTS, 1986; TROUNSON et al., 1994; KIESSLING et al., 1991). Weiterhin
wurde berichtet, dass Fragmentationserscheinungen gehauft bei in vitro erstellten
Embryonen auftreten (XU et al., 2001). Die Entwicklung von IVP-Embryonen verlauft
aullerdem in manchen Systemen langsamer als die von in vivo Embryonen (SIRARD
und LAMBERT, 1985). Weiterhin gibt es deutliche Unterschiede im Metabolismus
von IVP- und in vivo Embryonen (KHURANA und NIEMANN, 2000; AYABE et al.,
1994; THOMPSON et al., 1996). In vitro produzierte Embryonen bleiben haufig in
einem Stadium ihrer Entwicklung stehen, das zeitlich mit der MET zusammenfallt
(FENG et al.,, 1994; HOSOI et al., 1995). Aullerdem wurde von einem erhdhten
Anteil apoptotischer Zellen bei in vitro erstellten bovinen Embryonen (WATSON et
al., 2000). Durch die Entwicklung verbesserter Mediensysteme konnte der Anteil der
Embryonen, die wahrend der In vitro-Kultur an diesem Punkt ihrer Entwicklung
stehen blieben jedoch deutlich gesenkt werden (LOUTRADIS et al.,, 2000;
GARDNER, 1998).

Auch Uber Chromosomenabnormalitaten wie Mixoploidie bei in vitro erstellten
Embryonen wurde berichtet (MUNNE et al., 1997; VIUFF et al. 1999, 2000). Beim
Menschen kommt es weiterhin aufgrund der verbreiteten Praxis der Ubertragung von
drei IVF-Embryonen pro Behandlungszyklus zu einem haufigen Auftreten von
Mehrlingsschwangerschaften (RACOWSKY, 2002; VIDAEFF et al., 2000).

Beim Rind und anderen Tierarten wurde haufig von einer im Vergleich zum in vivo
Verlauf verlangerten Tragzeit und einem deutlich erhéhten Geburtsgewicht der
Nachkommen aus in vitro erzeugten Embryonen berichtet (SINCLAIR et al., 2000;
VAN WAGTENDONK-DE LEEUW et al, 1998; YOUNG et al. 1998). Dieser
Symptomkomplex wird als Large Offspring Syndrome (LOS) bezeichnet.
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1.4 Die Erstellung von Genexpressionsprofilen bei Embryonen

Ein Expressionsprofil beinhaltet Informationen Uber die Starke der Expression einer
Anzahl von Genen in der untersuchten biologischen Probe bezogen auf einen
definierten Standard (RAETZ et al., 2001). Genexpressionsprofile ermdglichen eine
genauere Beurteilung der Qualitat von Embryonen und ermoglichen es, die
Auswirkungen einzelner Parameter der In vitro-Kultur auf den transkriptionellen und
physiologischen Status von Embryonen zu bestimmen.

1.4.1 Konventionelle Methoden zur Erstellung von Genexpressionsprofilen
Der Nachweis der Genexpression kann auf verschiedenen Ebenen erfolgen. Die
Transkriptionsebene kann u.a. durch Reverse Transkriptase-
Polymerasekettenraktion oder in situ Hybridisierung, die Proteinebene durch
Immunozytochemie untersucht werden (KIDDER, 1992; NISSON et al.,, 1989;
NATALE et al., 2001; THOMPSON, 1995; WRENZYCKI et al., 2001).

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der gezielten Amplifikation von DNA-
Fragmenten (DELIDOW et al., 1996; WHITE et al.,, 1989). Hierfur wird die
Eigenschaft kurzer Oligonukleotide (Primer) genutzt, sequenzspezifisch an einen
Matrizenstrang zu binden und dort als Startpunkt flr eine DNA-Polymerase dienen zu
konnen. Eine solche Polymerase verlangert die gebundenen Primer und synthetisiert
einen dem Matrizenstrang komplementaren DNA-Strang. So entsteht ein DNA-
Doppelstrang. Durch Inkubation bei 94-100°C wird dieser Doppelstrang denaturiert,
und die beiden Einzelstrange koénnen bei Absinken der Temperatur von
unverbrauchten Primermolekulen gebunden werden. In der PCR werden
thermostabile DNA-Polymerasen wie z.B. Tag-DNA-Polymerase verwendet, die ein
Temperaturoptimum bei 72°C aufweist. Beim Durchlaufen eines
Temperaturzyklusses bestehend aus Denaturierungsschritt (94°C), Annealingschritt
(meist 50-70°C) und Elongationsschritt (72°C) wird die Anzahl der Matrizenstrange
daher theoretisch verdoppelt.

Man kann durch die Verwendung spezifischer Primer flr beide DNA-Strange das
zwischen diesen Primern liegende DNA-Stick, das Amplicon, spezifisch
amplifizieren. Durch die Quantifizierung derartiger Amplicons nach deren
Amplifikation kann man Riickschlisse auf die Menge der entsprechenden
Nukleinsaure in der Ausgangsprobe ziehen (BUSTIN, 2000; SALOMON, 1995b). In
Abbildung 2 auf der nachsten Seite ist die Amplifikation eines DNA-Stranges
wahrend der ersten drei Amplifikationszyklen einer PCR-Reaktion schematisch
dargestellit.
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Abbildung 2 Schema der ersten drei Zyklen einer Polymerase-Kettenreaktion. Man beachte, dass die
Anzahl der neu entstehenden DNA-Stréange, die die Sequenz zwischen beiden Primern beinhalten im
weiteren Verlauf der Reaktion exponentiell zunimmt, wahrend die Anzahl der sonstigen neu
gebildeten DNA-Strange im Verlauf der Reaktion nur linear ansteigt.
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Die in der PCR verwendete Tag-Polymerase kann ausschlieRlich DNA als Matrize
nutzen, nicht jedoch RNA (DELIDOW et al., 1996; ECKERT und KUNKEL, 1991).
Um mRNA einer Amplifikation durch PCR zuganglich zu machen, muss diese daher
zuvor in DNA umgeschrieben werden. Dies geschieht durch eine Reverse
Transkriptase (RT), die an RNA-Strangen hybridisierte Primer verlangert und dabei
DNA-Strange synthetisiert. Der entstandene DNA-Strang kann dann als PCR-Matrize
genutzt werden. Das Verfahren der Amplifikation von DNA-Sequenzen, die durch
Reverse Transkription aus RNA erstellt wurden, nennt man RT-PCR (BUSTIN, 2000;
ROMERO, 1999; SALOMON, 1995a).

Amplifiziert man nun durch RT-PCR eine bestimmte mRNA-Sequenz aus einzelnen
Embryonen und quantifiziert die bei konstanten Reaktionsparametern erhaltene
Ampliconmenge, so kann man Ruckschlisse auf die Haufigkeit des entsprechenden
Transkriptes in dem jeweils analysierten Embryo ziehen (REUE, 1998; REUSS et al.
1997, SALOMON, 1995b; WRENZYCKI et al., 1999, 2000, 2001). Dies ermoglicht,
den zeitlichen Verlauf der Expression von Genen wahrend der Embryonalentwicklung
ebenso zu untersuchen, wie den Einfluss externer Faktoren auf die Expression
einzelner Gene (DOMASHENKO et al., 1997; WRENZYCKI et al., 1999).

Das Verfahren ist sehr sensitiv. So ist es moglich, aus einzelnen Blastozysten bis zu
ca. zehn Amplifikationsprozeduren (fur die Amplifikation je eines spezifischen
Amplicons) durchzufihren. Die Quantifizierung erfolgt meist semi-quantitativ,
bezogen auf einen externen oder internen Standard. In letzter Zeit hat sich die Real-
Time-PCR stark weiterentwickelt, die eine quantitative Analyse der erhaltenen
Amplicon-Fragmente ermoglicht (BUSTIN 2000; PRELLE et al., 2001), da bei diesem
Verfahren im Gegensatz zur Endpunkt-PCR auch der Verlauf der
Amplifikationsreaktion aufgezeichnet werden kann. Durch Optimierung der
Reaktionsparameter fur jedes verwendete Primerpaar erreicht man neben einer sehr
hohen Sensitivitat eine sehr hohe Reproduzierbarkeit der erzeugten Ergebnisse. Die
PCR-Technologie ist geeignet, selbst Transkripte, die nur im Bereich von etwa zehn
Kopien pro Zelle vorkommen, in Einzelzellen semiquantitativ nachzuweisen
(OHSHIMA et al., 1996).
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1.4.2 Beurteilung von Embryonen durch Genexpressionsanalyse

Die Charakterisierung embryonaler Genexpressionmuster ermdglicht eine genauere
Bestimmung der Qualitat von Embryonen als die Betrachtung morphologischer
Parameter (LATHAM et al., 2000). Sie erlaubt weiterhin Einblicke in die molekularen
Mechanismen der Embryonalentwicklung und in die Auswirkungen einzelner
Veranderungen der Umgebung auf Wachstum und Entwicklung von Embryonen
(LEIBFRIED-RUTLEGE, 1999; SHEHU et al., 1996). Analysen der Genexpression
von |VP-Embryonen beim Rind haben in den letzten Jahren stetig zugenommen.
Durch die Technik der RT-PCR wurde es mdglich, die Expression verschiedener
Gene in einzelnen praimplantatorischen Embryonen qualitativ und quantitativ
nachzuweisen (NIEMANN und WRENZYCKI, 2000; WRENZYCKI et al., 1999, 2001).
Diese Arbeiten fuhrten zu der Erkenntnis, dal® eine Vielzahl von Transkripten in IVP-
Embryonen anders exprimiert werden als in in vivo Embryonen (HO et al., 1994;
NIEMANN und WRENZYCKI, 2000; WRENZYCKI et al., 2002; HYTTEL et al., 2000;
STOJANOV und O'Neill, 1999; WRENZYCKI et al., 2001, 2000, 1999).

Derartigen Unterschieden in der Genexpression wird eine wichtige Rolle in
verschiedenen Aspekten der mit der IVP verbundenen Probleme zugeschrieben
(MENEZO et al, 2000; NIEMANN und WRENZYCKI, 2000). So wird z.B.
angenommen, dass sich die veranderte Genexpression negativ auf Geburtenraten
und Lebensfahigkeit der Nachkommen auswirken konnte (KHOSLA et al., 2001).

Es wird angestrebt, die Erkenntnisse aus vergleichenden molekularbiologischen
Analysen von in vivo und in vitro erstellten Embryonen dazu zu nutzen, die IVP-
Systeme dahingehend zu verbessern, dass die Genexpressionsmuster der aus ihnen
erstellten Embryonen weitgehend denen in vivo erstellter Embryonen gleichen. So
erhofft man sich eine deutliche Verbesserung der Leistungsfahigkeit von IVP-
Systemen und eine deutlich geringere Frequenz von Entwicklungsabnormalitaten,
wie z.B. dem in bovinen IVP-Systemen haufig zu beobachtenden Large Offspring
Syndrome (MCEVOY et al., 2000, 2001).

Die Aufdeckung der molekularen Unterschiede zwischen in vivo und in vitro erstellten

Embryonen ist der Schlissel zur Optimierung der IVP-Systeme und der Minimierung
der Frequenz derartiger Entwicklungsstérungen.
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1.4.3 Nachweis apoptotischer Vorgange in Embryonen

1.4.3.1 Allgemeines zur Apoptose

Kontrollierte apoptotische Vorgange sind auf der einen Seite unerlasslich fur den
korrekten Ablauf der frihen Embryonalentwicklung, kbnnen aber auf der anderen

Seite zum Absterben des Embryos flhren. Da die Untersuchung apoptotischer
Vorgange in bovinen IVP-Embryonen einer der Aspekte der vorliegenden Studie war,
soll im Folgenden kurz in die molekularen Grundlagen der Apoptose eingefuhrt
werden.

Der Begriff Apoptose tauchte 1972 zum ersten Mal in der biomedizinischen
Fachliteratur auf, um den programmierten Zelltod in lebenden Geweben zu
beschreiben (KERR et al., 1972). Im Gegensatz zur Nekrose, einem
zytopathologischen Prozess aufgrund physikalischer oder chemischer Schadigungen
der betroffenen Zelle durch dulere Faktoren, wie z.B. Hyperthermie oder bestimmte
Toxine, ist die Apoptose ein physiologischer Vorgang, durch den Zellen gezielt und
kontrolliert eliminiert werden (LEWIN 2000; NICOTERA et al., 1999). Durch Apoptose
werden in vielzelligen Organismen nicht oder nicht mehr erwinschte Zellen, z.B.
wahrend der Fetalentwicklung, beseitigt (RAFF et al., 1994). Weiterhin ist der
programmierte Zelltod ein wichtiger biologischer Mechanismus zur Erkennung und
Eliminierung von Krebszellen (LEWIN, 2000).

Bereits auf morphologischer Ebene sind Nekrose und Apoptose klar voneinander zu
unterscheiden (VERMES und HAANEN, 1994). Der Beginn der Nekrose ist durch
einen Influx von Wasser und extrazellularen lonen in die betroffenen Zellen sowie
morphologischer Veranderungen der Zellorganellen, wie zum Beispiel einem
Anschwellen der Mitochondrien, gekennzeichnet. Durch weiteren Wasserinflux
kommt es dann zum Aufplatzen der Zellmembran, wodurch sich das Zytoplasma in
den extrazellularen Raum ergiel3t. In vivo sind daher nekrotische Prozesse meist mit
massiven inflammatorischen Reaktionen im betroffenen Gewebe assoziiert (VAN
FURTH, 1986).

Bei der Apoptose sind die Zellen selbst zu einem grofen Teil aktiv an ihrem eigenen
Tod beteiligt (LEWIN, 2000; NICOTERA et al., 1999). Daher spricht man auch vom
programmierten Selbstmord apoptotischer Zellen. Die Zellen zeigen dabei
charakteristische morphologische Veranderungen: es kommt zu
Chromatinaggregationen, nuklearen sowie zytoplasmatischen
Kondensationserscheinungen, zur Fragmentierung zunachst des Zellkerns, des
endoplasmatischen Retikulums, des Golgi-Apparates und schliellich des gesamten
Zytoplasmas. So entsteht aus einer apoptotischen Zelle eine Anzahl sogenannter

apoptotic bodies, kleiner Zellfragmente, die von einer intakten Membran umgeben
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sind und u.a. Teile des Zellkerns, Ribosomen und morphologisch intakte
Mitochondrien beinhalten (COHEN, 1993).

Auslosung oder Ausbleiben apoptotischer Vorgange in einer Zelle entscheiden Uber
deren Leben und Tod. Um Apoptose in unerwlnschten Zellen auszuldsen,
gleichzeitig jedoch normale und noch bendtigte Zellen moglichst nicht zu
beeintrachtigen, bedarf es sehr feiner Erkennungs- und Regulationsmechanismen.
Es wurde gezeigt, dass ein korrekter Ablauf apoptotischer Vorgange essentiell fur
eine normale Embryonal- und Fetalentwicklung, die Homeostasis regenerativer
Gewebe und die Abwehr mancher Pathogene ist (RAFF et al., 1994; VAUX et al.,
1994; ADAMS et al., 2001). Weiterhin wird angenommen, dass Stdérungen der
Kontrollmechanismen der Apotose sowohl zur Entstehung von Krebs als auch von
Autoimmun- und degenerativen Erkrankungen beitragen kdnnen (CORY, 1994, 1995;
HUANG et al., 1997; CHAO und KORSMEYER, 1998; THOMPSON, 1995; REED,
1996, 1999).

1.4.3.2 Molekulare Grundlagen der Apoptose

Die Auslésung der Apoptose kann bei Zellen héherer Organismen auf verschiedenen
Wegen erfolgen, z.B. durch den Entzug essentieller Wachstumsfaktoren (KAYE und
HARVEY, 1995), durch y-Strahlen, durch Glucokortikoide oder durch Aktivierung
spezifischer membranstandiger Rezeptoren durch die spezifische Bindung des
entsprechenden Liganden. Auch die Attacke zytotoxischer Lymphozyten |6st in deren
Zielzellen apoptotische Vorgange aus (LEWIN, 2000; VAUX und STRASSER, 1996).

Ein Protein, das unter anderem auch die Apoptose betroffener Zellen induzieren
kann, ist das Genprodukt des Tumorsuppressorgens p53 (SHEN und WHITE, 2001;
DING und FISHER, 2001). P53 weist eine ganze Reihe von molekularen Aktivitaten
auf und ist an zahlreichen Signaltransduktionswegen beteiligt (IKAWA et al. 1999;
WANG et al., 2001). Es ist ein DNA-bindendes Protein, das als Transkriptionsfaktor
die Transkriptionsrate von Genen, deren Promotor mehrere Kopien eines
bestimmten, unterbrochenen 10bp Palindroms aufweisen, steigern kann. Es kann
u.a. auch als Repressor der Transkription fungieren. Der Mechanismus dieser
Funktion ist jedoch weitgehend unverstanden (LEWIN, 2000). Ein vereinfachtes
Schema der P53-Aktivierung und -Inhibition ist in Abbildung 3 dargestellt:
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inhibiert

P53 — —» MDM2

P21/GADD45 ?

Zellzyklus-Arrest/DNA-Reparatur Apoptose

Abbildung 3 Schema einiger Aktivitaiten von P53. P53 aktiviert verschiedene unabhangige
Signalwege sowie die Transkription seines Antagonisten mdm2.

P53 wird durch eine Schadigung der Zelle, z.B. durch DNA-Strangbriche aktiviert
(PLUQUET und HAINAUT, 2001). Es kann seinerseits mehrere Signalwege
aktivieren (LIU und KULESZ-MARTIN, 2001), von denen zwei in Abbildung 3
schematisch dargestellt sind. Je nach Zellzyklusstadium der geschadigten Zelle
aktiviert P53 in Zellen, die sich in der G1-Phase des Zellzyklus befinden, P21, was
diese daran hindert, die G1-Phase zu verlassen, bis die Schadigung der Zelle
behoben wurde. Bei einer Schadigung der DNA kann P53 GADDA45 aktivieren,
welches an der Reparatur von DNA-Schadigungen beteiligt ist (LEWIN, 2000).
Befindet sich eine geschadigte Zelle dagegen gerade nicht in der G1-Phase des
Zellzyklus, so l6st P53 Apoptose aus (COX und LANE, 1995). Unter anderem ist
bekannt, dass z.B. das pro-apoptotische apaf1-Gen eines der Zielgene der P53-
Transkriptionsfaktorfunktion ist (WANG et al., 2001). Die P53-Aktivitat wird durch den
P53-Antagonisten MDM2 reguliert, der die P53-Aktivitat inhibiert (MOMAND et
al.,2000; LANE und HALL, 1997; PIETTE et al., 1997). Auch das mdm2-Gen ist ein
Zielgen der P53-Transkriptionsfunktion, und somit sind P53- und MDM2-Funktion
uber eine negative Ruckkopplung miteinander verbunden (PICKSLEY und LANE,
1993). Anhand des Beispiels von P53 wird deutlich, dass die molekularen Schalter,
die zur Einleitung apoptotischer Vorgange fihren, durch ein prazise reguliertes
Netzwerk anderer Genfunktionen kontrolliert werden.
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Alle bisher bekannten Apoptosewege laufen auf der Ebene der Caspasen zusammen
(STEGH und PETER, 2001; EARNSHAW et al., 1999; KHANNA und SINGH, 1999).
Unter dem Begriff Caspasen (Cysteinyl-aspartate-specific proteinases) wird eine
Familie intrazellularer Cysteinproteasen zusammengefaldt, die ihre Substrate hinter
einem Aspartatrest spalten. Diese von nahezu allen Zellen exprimierten Proteine
werden zunachst als Zymogene synthetisiert, die durch spezifische Spaltung aktiviert
werden koénnen. Die Caspasen aktivieren sich gegenseitig in einer komplexen
Hierarchie, ahnlich dem Blutgerinnungs- und dem Komplementsystem, nachdem ein
Apoptosestimulus von der Zielzelle rezipiert und weitergeleitet wurde (EARNSHAW
et al., 1999).

Die Substrate, die von den am Endpunkt dieser autokatalytischen Kaskade
stehenden Proteinasen wie Caspase3 gespalten werden, sind unter anderem
Proteine des Zytoskeletts und der Kernlamina, wie Actin, Fodrin und nucleare
Lamine. Weiterhin aktivieren diese Caspasen spezifische Endonukleasen, die
daraufhin die DNA des Zellkerns zwischen den Nucleosomen spalten (EARNSHAW
et al.,, 1999). Die Zerstorung essentieller Strukturproteine und Enzyme sowie die
Fragmentierung der DNA flhren zur Auspragung der morphologischen und
biochemischen Merkmale der Apoptose.

1.4.3.3 Apoptose in der friihen Embryonalentwicklung

Auch in der praimplantatorischen Embryonalentwicklung finden apoptotische
Vorgange statt (BETTS und KING, 2001; LEVY, 2001; LEVY et al., 2001; WARNER
et al., 1998). Diese konzentrieren sich auf die ICM (PAMPFER, 2001) und es wird
angenommen, dass auf diesem Weg Zellen mit abnormem Expressionsmuster und

somit unzureichendem Differenzierungs- oder Entwicklungspotential aus der ICM
beseitigt werden (BRISON, 2000; HARDY, 1989, 2001; PARCHMENT, 1993;). Es ist
aullerdem bekannt, dass kontrollierte apoptotische Vorgange fur den korrekten
Ablauf der frihen Embryonalentwicklung notwendig sind (COUCOUVANIS und
MARTIN, 1999).

Apoptotische Prozesse wurden bei in vitro erstellten murinen und bovinen
Embryonen au’erdem wahrend der Aktivierung des embryonalen Genoms, also bei
murinen 2-Zellstadien sowie bei bovinen 8-16 Zellstadien beschrieben (JURISICOVA
et al., 1998; BYRNE et al., 1999; BRISON, 2000; MATWEE et al., 2000).

Wie bei anderen Zellen auch hangen Lebensfahigkeit und apoptotischer Status eines

Embryos zu einem grof3en Teil vom Vorhandensein bestimmter Wachstumsfaktoren

im umgebenden Medium ab (DIAZ-CUETO und GERTON, 2001; HARDY et al.,

2001, HARDY und SPANOS, 2002; IZADYAR et al., 2000; KAYE und HARVEY,
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1995). Ein wichtiges Ziel der Erstellung von Genexpressionsprofilen bei in vitro
produzierten Embryonen ist es, die Auswirkungen einzelner Komponenten von IVP-
Systemen auf den apoptotischen Status von Embryonen zu charakterisieren und die
gewonnenen Erkenntnisse zur Verbesserung der verwendeten Kultursysteme zu
nutzen.

1.4.4 Grenzen konventioneller Methoden zum Nachweis der Genexpression
Der groRe Nachteil konventioneller Methoden zum Nachweis der Genexpression in
Embryonen ist, dass pro Experiment nur eine begrenzte Zahl von Genprodukten

untersucht werden kann. Dies betrifft Methoden wie die in situ Hybridisierung und die
Immunozytochemie ebenso wie die RT-PCR. Die Einschrankung der Zahl der
untersuchten Gene pro Analyse schliet eine quantitative oder semiquantitative
Erfassung der Expression einer groRen Zahl von Genen in praimplantatorischen
Einzelembryonen praktisch aus. Dies flhrt dazu, dass die Untersuchung der
komplexen regulatorischen Netzwerke, die die frihe Embryonalentwicklung auf
Genexpressionsebene steuern, unter Verwendung der genannten Methoden kaum
durchflhrbar ist. Weiterhin ist es mit Hilfe dieser Methoden praktisch nicht mdglich,
die transkriptionellen Aktivitaten eines einzelnen Embryos in ihrer Gesamtheit
abzubilden.
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1.5 Die cDNA-Array-Technologie

1.5.1 Grundlagen der cDNA-Array-Technologie

Die Methode der Wahl zur semi-quantitativen oder quantitativen Analyse einer
grollen Anzahl unterschiedlicher mRNA-Spezies pro untersuchter Probe ist die
cDNA-Array Technologie (ARCELLANA-PANLILIO und ROBBINS, 2002; BARD et
al., 1998; CLEWLEY, 2000; SCHENA et al., 1995; SCHENA, 1996). Sie ermdglicht
die Erfassung einer grolRen Anzahl von Transkripten in einer einzigen
Hybridisierungsreaktion. Zur Zeit sind diverse Arrays von kommerziellen Anbietern
erhaltlich, die 500-10000 Sonden pro Array enthalten. Als Sonden werden dabei
sowohl cDNAs als auch Oligonukleotide oder ESTs (expressed sequence tags)
eingesetzt. Der Zahl der Sonden pro Array ist dabei nach oben hin theoretisch keine
Grenze gesetzt (NAKANISHI et al., 2001; SCHENA, 1996; SCHENA et al., 1995).

Die cDNA-Array Technologie nutzt die Mdglichkeit des spezifischen Nachweises
bestimmter Nukleinsauresequenzen durch Hybridisierung mit einer komplementaren
cDNA-Sequenz (GABIG und WEGRZYN, 2001; BURGESS, 2001, SCHENA et al.,
1995, 1996, 1998; WATSON und CRICK, 1953).

Hybridisieren zwei komplementare Nukleinsaurestrange miteinander, so entsteht
eine durch eine Vielzahl von Wasserstoffbricken stabilisierte Doppelhelix. Die
Stabilitat einer solchen Formation wird bereits durch einzelne nicht komplementare
Basen deutlich herabgesetzt (STRYER, 1993). Dieser Mechanismus der spezifischen
Nukleinsaurehybridisierung wird u.a. auch beim Northern und Southern Blot, sowie
bei der in situ Hybridisierung ausgenutzt (WETMUR, 1991; FREEMAN et al., 1999).

Zur Untersuchung der Transkriptionsebene einer Zelle oder Zellpopulation wird die
MRNA aus einer Probe quantitativ aufgereinigt, markiert und mit einem cDNA-Array
hybridisiert. Ein cDNA-Array besteht aus einem Tragermedium, etwa einer Membran
oder einem Glas-Chip, auf das cDNA-Sonden, wie z.B. PCR-Produkte, punktformig
aufgebracht wurden. Jede einzelne cDNA-Sonde wird dabei an einer
unterschiedlichen Stelle des Arrays aufgetragen und dort fixiert (HEGDE et al.,
2000). Unter geeigneten Bedingungen hybridisieren die markierten mRNA-Strange
nun ausschlieBlich mit den Strangen der komplementaren cDNA-Sonde, sofern sie
auf dem Array vorhanden ist. Nach Abwaschen von Uberschissigem und nicht
korrekt hybridisiertem Material kdnnen die hybridisierten RNA-Strange anhand ihrer
Markierung detektiert und Uber die bei der Detektion erhaltene Signalstarke
quantifiziert werden (HEGDE et al., 2000; WETMUR, 1991). Da die Zahl der
Sondenpunkte auf einem cDNA-Array theoretisch unbegrenzt ist, stellt diese Technik
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eine  Moglichkeit zur Verfugung, in einem einzigen Experiment die
Expressionsstarken aller Transkripte eines Genoms zu erfassen.

1.5.2 Technische Aspekte der cDNA-Array-Technologie
Konventionelle Hybridisierungsassays, die in den 70er Jahren entwickelt wurden,

benutzten zumeist flexible Tragermedien wie Nitrocellulose- oder Nylonmembranen
zusammen mit der radioaktiven Markierung der verwendeten Nukleinsduren und
deren Nachweis durch Autoradiographie. In den letzten Jahren setzte ein starker
Trend zur Miniaturisierung der Arrays ein, der ein Umschwenken auf starre
Tragersubstrate, speziell Glas und Plastik, mit sich brachte (DOLAN et al., 2001;
LOBENHOFER et al., 2001).

Der Vorteil nicht poroser Tragermedien und kleinerer cDNA-Array-Formate liegt vor
allem darin, dass bei deren Hybridisierung deutlich geringere Flissigkeitsvolumina
eingesetzt werden konnen. So werden konventionelle Membran-Arrays meist mit
einem Volumen von 5-50ml Hybridisierungspuffer hybridisiert, wahrend Glas-Arrays
bereits mit 5-200pul erfolgreich hybridisiert werden kénnen (NAKANISHI et al., 2001;
SCHENA et al., 1996). Dies bedeutet, dass bei gleicher Konzentration markierter
mRNA im Hybridisierungspuffer deutlich weniger Ausgangsmaterial bendtigt wird,
bzw. bei gleichem Ausgangsmaterial eine deutlich hohere mRNA-Konzentration
erreicht werden kann.

Die zur Analyse der mRNA-Expression eingesetzten cDNA-Sonden, ESTs oder
Oligonukleotide zeigen idealerweise keinerlei Homologie zu anderen bekannten
codierenden Gensequenzen, was eine Kreuzhybridisierung mit anderen mRNA-
Spezies als der Ziel-mRNA ausschlie3t (SCHENA et al., 1998; SCHADT et al., 2001;
HIPPO et al. 2002; LOCKHART et al., 1996). Die Sonden werden in einem speziellen
Denaturierungspuffer gelost entweder durch Metallnadeln, Saugapparaturen, durch
Pipettieren oder durch die Verwendung der Tintenstrahltechnik auf das jeweilige
Substrat aufgebracht (OKAMOTO et al., 2000). Die Fixierung der cDNA-Strange auf
das Tragermedium erfolgt bei Membranen meist durch UV-Crosslinking, wahrend bei
Glas- und Plastikchips meist das 5-Ende der cDNA- oder Oligonukleotid-Strange
kovalent an die entsprechend vorbereitete Substratoberflaiche gebunden wird
(KUMAR et al., 2000; ROCKETT und DIX, 2000).

Mittlerweile ist eine grof3e Anzahl verschiedener Arrays von diversen kommerziellen

Anbietern erhaltlich. Verschiedene Formate, wie Nylonmembranen, Glas- und

Plastikchips, auf die entweder PCR-Produkte oder Oligonucleotide aufgebracht sind,

konnen mit diversen Markierungs- und Detektionstechniken kombiniert werden. Die

erhaltlichen Arrays fur die Analyse von Samples hoherer Organismen konzentrieren
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sich dabei auf die Spezies Mensch, Maus und Ratte. Fur die Analyse boviner Zellen
ist jedoch bis heute kein cDNA-Array System von einem kommerziellen Anbieter
erhaltlich.

Die Analyse der mRNA-Expression mit cDNA-Arrays liefert eine je nach GroRRe des
verwendeten Arrays mehr oder weniger groRe Menge an Daten. Prozessierung,
Auswertung und Interpretation der Daten groRer Arrays, die mehrere tausend cDNA-
Sonden beinhalten, erfolgen in der Regel Uber eine entsprechende Software und sind
mittlerweile ein eigenstandiger Zweig der Bioinformatik (BRAZMA et al., 2001;
BRAZMA und VILO, 2001).

Grundsatzlich werden zunachst die gewonnenen Rohdaten, d.h. die in den einzelnen
Spots erhaltenen Signalintensitaten um den gemessenen Signalhintergrund des
Tragermediums bereinigt und anschlieend normalisiert, um die Werte mehrerer
Samples (z.B. von normalem und malignem Gewebe) miteinander vergleichen zu
konnen. Hierbei kann die Summe aller gemessenen Signalintensitaten ebenso als
Standard verwendet werden, wie die mit speziellen externen oder internen Standard-
cDNA-Sonden gemessenen Signalintensitaten (YANG et al., 2002; TSENG et al.,
2001).

Die meisten kommerziellen Arrays weisen eine Reihe verschiedener derartiger
Standards auf, die zur Normalisierung der Array-Rohdaten herangezogen werden.
Die Verwendung von Negativkontrollen, z.B. von bakteriellen oder pflanzlichen
cDNAs bei der Analyse muriner oder humaner Zellen, ermdglicht es, die
Hybridisierungsbedingungen zu optimieren und einen Grenzwert der Signalintensitat
festzulegen, ab dem ein Signal als positiv gilt (BROWN et al., 2001; HILL et al., 2001;
MUTCH et al., 2001).

Nach dem Prozessieren der Rohdaten konnen die Expressionsdaten zweier
biologischer Proben untereinander verglichen und qualitative und quantitative
Unterschiede in deren mRNA-Expression detektiert werden (SCHENA, 1999).
Derartige Analysen geben Aufschluss uber den funktionellen Status der untersuchten
Zellen, z.B. kann so der Einfluss von Umgebungsfaktoren, wie der Temperatur oder
eines Pharmazeutikums auf die Genexpression von Zellen oder Geweben untersucht
werden. Ein aktuelles Forschungsfeld sind auch die Unterschiede in der
Genexpression  zwischen gesundem und malignem Gewebe. Anhand
entsprechender Algorithmen konnen die unter dem Einfluss eines Umweltfaktors
oder der Tumorigenese regulierten Gene zu funktionellen Clustern zusammengefasst
werden, was entscheidend zur Entschlisselung und Charakterisierung komplexer
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regulativer Netzwerke auf Transkriptionsebene beitragt (EISEN et al., 1998; BARD et
al., 1998; XU et al, 2001).

1.5.3 Grenzen der cDNA-Array Technologie

Obwohl die Automatisierung der Herstellung und des Auslesens von cDNA-Arrays in
den letzten Jahren enorme Fortschritte gemacht hat und die Anzahl der Anwender
dieser Methode rapide gewachsen ist, ist die cDNA-Array Technologie noch immer
recht kostenintensiv (LOBENHOFER et al., 2001). Die Verwendung kommerzieller
Array-Syteme sowie die kommerzielle Auswertung hybridiserter Arrays ist mit hohen
Kosten verbunden. Die Eigenproduktion von Arrays erfordert die Erstellung eines
entsprechenden Sondenarsenals und einen gewissen apparativen Aufwand zum
kontrollierten Aufbringen der Sonden.

Ein weiteres Problem der Array-Technologie ist ihre Sensitivitdt. Konventionelle
Hybridisierungsprotokolle sehen den Einsatz von etwa 1-5ug markierten mRNA-
abgeleiteten Materials in der Hybridisierung vor, um eine ausreichende
Signalintensitat zu erreichen (HEGDE et al., 2000; LOU et al., 2001; WILDSMITH et
al., 2001). Solche Mengen sind zwar leicht aus Gewebe oder aus Zellkulturen
aufzureinigen, zahlreiche klinische und biologische Proben (z.B. einzelne
praimplantatorische Embryonen oder Tumorbiopsien) liefern jedoch deutlich
geringere Mengen an mRNA und sind daher einer cDNA-Array-Analyse nicht ohne
weiteres zuganglich. Aus einer einzelnen murinen Blastozyste sind z.B. nur etwa
1,5ng Gesamt-RNA bzw. 1,5pg mRNA zu extrahieren, wahrend eine einzelne bovine
Blastozyste etwa 4-5ng Gesamt-RNA enthalt (PIKO und CLEGG, 1982; BILODEAU-
GOESEELS und SCHULTZ, 1997).

1.5.4 Strategien zur cDONA-Array-Analyse sehr kleiner mMRNA-Mengen

Um sehr kleine klinische oder biologische Proben analysieren zu kénnen, bedarf es
einer globalen Amplifikation der aus diesen Proben extrahierten mRNA (AL-TAHER
et al., 2000; BRADY, 2000). Diese Amplifikation darf die quantitative Reprasentation
der einzelnen mRNA-Spezies in der Originalprobe dabei nicht verandern (SALUNGA
et al.,, 1999). In jingster Vergangenheit wurden verschiedene Strategien entwickelt,
um auch sehr kleine mMRNA-Mengen global und reprasentativ flir eine cDNA-Array-
Analyse zu amplifizieren: Sowohl die Amplifikation mit Hilfe der T7-RNA-Polymerase
(EBERWINE, 1996; VAN GELDER et al.,, 1990) als auch die globale PCR (AL-
TAHER et al., 2000; BRAIL et al., 1999) wurden erfolgreich zu diesem Zweck
eingesetzt.
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1.5.4.1 T7-Polymerase Amplifikation

Konvertiert man die gewonnene mRNA durch eine Reverse Transkription, die durch
einen modifizierten oligo-d(T)-Primer, der am 5-Ende die Consensus-
Promotorsequenz der T7-RNA-Polymerase tragt, in cDNA, so enthalten die
entstandenen cDNA-Molekule alle die gleiche T7-Promotorsequenz an ihnrem 5-Ende
(EBERWINE, 1996; VAN GELDER et al., 1990). Die T7-RNA-Polymerase ist ein
Enzym, das an cDNA-Molekulen, die am Ende eine T7-Promotorsequenz aufweisen,
eine komplementare RNA synthetisiert (MCALLISTER, 1993). Da die T7-RNA-
Polymerase nur doppelstrangige Substrate bindet, kann die produzierte cDNA erst
nach einer Zweitstrangsynthese als Matrize flr die In vitro-Transkription eingesetzt
werden (EBERWINE, 1996).

Der limitierende Schritt bei der In vitro-Transkription ist die Anlagerung der RNA-
Polymerase an ihre Promotorsequenz (KOCHETKOV et al.,, 1998). Durch das
Vorhandensein der gleichen T7-Promotorsequenz in samtlichen in der RT erzeugten
cDNAs werden sie alle mit der gleichen Effizienz vom Enzym gebunden und
transkribiert. Die In vitro-Transkription ist im Gegensatz zur PCR eine lineare
Reaktion, die durch Denaturierung des Enzyms oder Depletion eines
Reaktionsteilnehmers beendet wird (EBERWINE, 1996; PHILLIPS und EBERWINE,
1996).

Durch In vitro-Transkription kann man aus der eingesetzten mRNA etwa die zehn-
bis einhundertfache Menge an aRNA (amplifizierte RNA) gewinnen (SALUNGA et al.,
1999). Ist eine Reaktion nicht ausreichend, so kann man die erzeugte aRNA
aufreinigen, wieder in cDNA umschreiben und erneut in der In vitro-Transkription
einsetzen (EBERWINE et al., 1992).

Zur Herstellung ausreichender aRNA-Mengen aus biologischen Proben, die weniger
als 10ng gesamt-RNA enthalten, sind mindestens drei [VT-Runden nétig, wobei eine
IVT-Runde etwa 12h in Anspruch nimmt (EBERWINE, 1996; SALUNGA et al., 1999).
Dieses Verfahren ist daher fur die Analyse von Kleinstproben wenig praktikabel, da
es sehr zeitintensiv ist. Ein weiterer Nachteil der T7-Amplifikation von mRNA-
Extrakten ist der Verlust von 5-terminalen Sequenzen der mRNAs bei der
Durchfihrung von mehr als einer IVT-Reaktion (SALUNGA et al., 1999).
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1.5.4.2 Globale PCR

Eine weitere Mdglichkeit zur Amplifikation von Nukleinsauren ist die globale PCR mit
universellen Primern (AL-TAHER et al., 2000; BARNARD et al., 1994). Ziel einer
globalen PCR ist es, die Gesamtheit der vorkommenden Amplicons mit der gleichen
Rate zu amplifizieren. Die Amplifikationsrate einer Nukleinsduresequenz in einer
PCR hangt von mehreren Faktoren ab. Einer der wichtigsten ist die Effizienz des
Annealings der Oligonucletidprimer an die zu ihnen komplementaren
Sequenzabschnitte der Matrizenstrange. Diese ist spezifisch fur die Sequenz des
verwendeten Oligonucleotidprimers (DELIDOW et al., 1996; WHITE et al., 1989),
was dazu fuhrt, dass die Amplifikationsrate eines bestimmten Amplicons bei sonst
konstanten Reaktionsparametern je nach verwendetem Primerpaar stark schwanken
kann. In der globalen PCR werden alle Nukleinsauresequenzen mit demselben
Primerpaar (universelle Primer) amplifiziert. Die Verwendung universeller Primer
gewahrleistet, dass alle Matrizenstrange mit der gleichen Effizienz von den jeweiligen
universellen Primern gebunden werden und eliminiert damit diese Quelle der
Variabilitat.

Um eine cDNA-Praparation mit universellen Primern global amplifizieren zu kénnen,
mussen samtliche cDNAs dieser Praparation an ihren Enden die jeweiligen Primer-
Bindungsstellen aufweisen. Diese konnen durch die Wahl entsprechender
Oligonucleotide bei der Reversen Transkription und der Zweitstrangsynthese fur die
Konvertierung eines mRNA-Extraktes in cDNA an die neu synthetisierten cDNA-
Strange angehangt werden.

Ein mittlerweile gut etabliertes Verfahren, das diesen Zweck verfolgt, ist die SMART-
PCR (ZHU et al, 2001). Die SMART-Technologie nutzt die terminale
Desoxyribonucleotidtransferaseaktivitat bestimmter Reverser Transkriptasen, die
nach der Durchschrift der mRNA-Strange ans Ende des entstandenen DNA-Stranges
eine kurze Sequenz von Nucleotiden, und zwar bevorzugt d(C) anhangen. Der so
entstehende oligo-d(C)-Uberhang kann nun mit einer kurzen d(G)-Sequenz am 3'-
Ende des SMART-II Oligonucleotids hybridisieren. Das SMART-II Oligonucleotid
kann dann von der Reversen Transkriptase weiter durchgeschrieben werden, und es
entsteht eine cDNA, die an ihrem 3’-Ende die komplette SMART-II-Sequenz enthalt,
welche als Priming-Sequenz flr einen universellen Primer (“UP“) in einer globalen
PCR dienen kann. Die SMART-PCR reichert voll durchgeschriebene cDNAs an, da
die verwendete Reverse Transkriptase einzelne Desoxyribonukleotidreste bevorzugt
an Enden von DNA-RNA-Hybriden, die keinen Nukleinsaureuberhang oder einen 3’-
DNA-Uberhang aufweisen, anhangt (ZHU et al., 2001).
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Der kritische Schritt bei der globalen Amplifikation von mRNA-Extrakten mit Hilfe der
PCR ist die Erstellung des zweiten cDNA-Stranges unter Einflihrung der zweiten
universellen Primer-Sequenz in die cDNA. Ein konventionelles Priming, wie z.B.
durch ein Gemisch aller denkbaren Hexanukleotide (Random Hexamers) oder eine
willktrlich gewahlte Primersequenz (Arbitrary Primer) hat gegenuber dem SMART-
Mechanismus den Vorteil einer hdheren Effizienz. Auf der anderen Seite steht
allerdings der Nachteil, dass 5’-nahe Sequenzen des mRNA-Extraktes in einer durch
Random- oder Arbitrary Priming der Zweitstrangsynthese cDNA-Praparation
unterreprasentiert sind, da die Wahrscheinlichkeit der Amplifikation einer Sequenz
mit deren Abstand vom 3’-Ende der mRNA abnimmt (SALUNGA et al., 1999).

Das Startcodon der Translation 5-AUG-3’ ist bei Sauger-mRNAs in die Kozak-
Consensus-Sequenz 5’-GCCAUGG-3' eingebettet, wobei jedoch alle Positionen
aulRerhalb des Startcodons eine gewisse Variabilitat aufweisen (KOZAK, 1987, 1989,
1991, 1992, 1999; PESOLE et al., 1999). Diese Sequenz kdénnte eine Mdglichkeit
zum Priming der Zweitstrangsynthese bieten, die die gesamte translatierte mMRNA-
Sequenz einer globalen Amplifikation zuganglich machen, die 5’-untranslatierten
Sequenzen allerdings davon ausschliel3en wirde.
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mMRNA

AAAAAAAAAAAA
Reverse
Transkription
——————————————————————————————————— AAAAAAAAAAAA
< TTTTTTTTTTTTIT —— UP
cDNA
Zweitstrang-
Synthese
TTTTTTTTTTTTT —— UP
///NNNNNNCCATGG >
upP
PCR
up uP
UP UP

Abbildung 4 Schema der globalen Amplifikation von mRNA mit Hilfe des Arbitrary Primings. Als
Primer in der Transkription ist ein oligo-d(T)-Primer mit angehangter universeller Primer-Sequenz
(UP) dargestellt. Die Zweitstrangsynthese wird mit einem Arbitrary Primer durchgefiihrt, der am 3’-
Ende die Sequenz CCATGG aufweist. Direkt oberhalb dieses willkiirlichen Hexamers liegt ein
Random Hexamer, das hier mit NNNNNN dargestellt ist. Dieses Hexamer stabilisiert die Bindung der
3’-Sequenz des Primers an deren Zielsequenz. Das 5-Ende des Primers weist ebenfalls die UP-
Sequenz auf, wodurch die erstellten cDNAs einer globalen PCR mit universellen UP-Primern
zuganglich werden.
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1.6 Ziele der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer Methodik zur Erstellung von
Genexpressionsprofilen einzelner praimplantatorischer Saugerembryonen Uber
cDNA-Arrays. Neben dem Aufbau eines sensitiven cDNA-Array Systems sollte hierzu
ein Protokoll zur globalen Amplifikation embryonaler mRNA-Praparationen erarbeitet
und charakterisiert werden.

Die entwickelte Methodik sollte genutzt werden, um die Genexpression in murinen
und bovinen Embryonen auf Transkriptionsebene zu untersuchen.

Durch die Analyse einzelner muriner und boviner Embryonen sollten Informationen
uber komplexe regulatorische Zusammenhange der embryonalen Genexpression
erhalten werden.

Die Analyse muriner Entwicklungsstadien sollte Einblicke in die zeitliche Regulation
der Genexpression wahrend der frihen Embryonalentwicklung geben.

Aus der Analyse boviner Embryonen unterschiedlicher Herkunft sollten Ruckschlisse
auf den Einfluss des Produktionssystems und hier speziell der
Proteinsupplementation der verwendeten Medien auf die embryonale Genexpression
gezogen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 cDNA Arrays

Die verwendeten cDNA Arrays wurden im Labor eigenstandig angefertigt. Hierzu
wurde zunachst eine Anzahl cDNA-Sonden erstellt, die in einen Standard-
Plasmidvektor kloniert wurden. Nach Transfektion von Bakterien, deren Kultur und
der Ruckgewinnung der Plasmide wurden die einzelnen sequenzverifizierten Inserts
per PCR aus den Vektoren reamplifiziert, aufgereinigt, auf eine Nylonmembran
aufgetragen und dort fixiert. Die einzelnen Schritte der cDNA-Array Produktion sind
im folgenden Schema (Abbildung 5) zusammengefasst:

MmRNA

spezifische RT-PCR
Klonierung in einen Plasmidvektor

cDNA

PCR-Amplifikation der cDNA-Inserts aus dem Plasmidvektor
Aufreinigung der Amplicons

cDNA-Panel

Drucken der Sonden auf Nylonmembranen
UV-Crosslinking

cDNA-Array

Abbildung 5 Schematischer Ablauf der cDNA-Array Produktion.
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211 RT-PCR

Die Sequenzen der als Sonden fur den Array in Frage kommenden murinen cDNAs
wurden durch GenBank Recherche ermittelt. Durch Datenbank-Recherche wurde
sichergestellt, dass die ausgewahlten Ampliconsequenzen keine starke Homologie
zu anderen bekannten murinen Genen aufwiesen. Weiterhin wurden bevorzugt
Sequenzbereiche ausgewahlt, die zwischen Maus, Mensch, Rind und Schwein eine
hohe Homologie aufwiesen. Zum computergestutzen Design geeigneter Primerpaare
wurde eine entsprechende Software (Oligo 4, National Biosciences) verwendet. Die
Oligonukleotide wurden bei einem kommerziellen Anbieter (MWG Biotech AG)
synthetisiert, im Labor auf eine Konzentration von 20mM eingestellt und zur
Amplifikation spezifischer cDNA-Sequenzen in der RT-PCR eingesetzt. Als mRNA-
Quelle wurde murines Lebergewebe verwendet. Die extrahierte mRNA wurde bis zu
ihrer Aufarbeitung bei -80°C gelagert. Die RT wurde in einem Gesamtvolumen von
20ul durchgefuhrt. Es wurde nach folgendem Schema pipettiert, angegeben wurden
die Ausgangskonzentrationen der Stocklosungen:

0,1ug mRNA
1ul lower Primer, 20mM

> 72°C, 2
> 42°C, 1

2ul 10x PCR-Buffer (Perkin Elmer)

2ul MgCl,, 50mM (Gibco BRL)

2ul dNTP’s, 15mM (Amersham Pharmacia)
1ul RNaslIn, 20U (Perkin Elmer)

1ul MULV-RT, 50U (Perkin Elmer)

ad 20ul H20

- 42°C, 60’

Zunachst wurden mRNA und Primer zusammengegeben und fur 2 min auf 72°C
erhitzt. Nach dem Abkuhlen des Ansatzes auf 42°C wurden die restlichen
Komponenten hinzugefugt. Der Ansatz wurde fur 60 min bei 42°C inkubiert, dann
erfolgte die Denaturierung der RT innerhalb von 10 min bei 65°C.

Die so gewonnene einzelstrangige cDNA wurde als Template in der folgenden PCR
eingesetzt. Der gesamte RT-Ansatz wurde dabei entsprechend folgendem Schema
auf ein Gesamtvolumen von 100yl verdunnt:
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20ul RT-Reaktionsansatz

50ul PCR-Master (2x konzentriert, Roche)
2,5ul upper Primer, 20mM

1,5ul lower Primer, 20mM

ad 100ul H.O

Der eingesetzte PCR-Master Mix (Roche) enthielt neben dem Reaktionspuffer und
MgCl, auch die nétigen Desoxynukleotidtriphosphate, sowie eine durch einen
entsprechenden Antikorper inhibierte Tag-Polymerase. Diese wurde zunachst durch
eine Denaturierung der Antikdrpers bei 95°C fur 5 min aktiviert. AnschlieRend
erfolgte ein 35 Zyklen umfassendes PCR-Programm, wobei ein einzelner Zyklus
einen Denaturationsschritt bei 94°C, einen Annealingschritt bei der spezifischen
Annealingtemperatur des verwendeten Primerpaares, sowie einen Elongationsschritt
bei 72°C umfasste. Die Reaktionsansatze wurden dabei jeweils fir 15s bei den
entsprechenden Temperaturen inkubiert. Nach Abschluss der PCR wurden 2ul jedes
PCR Ansatzes auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen und einer Gelelektrophorese
unterzogen, um die erhaltene Fragmentgrofle mit der GrolRe des erwarteten
Amplicons abzugleichen.

2.1.2 Klonieren der PCR-Produkte in pGemTeasy

Die auf dem Array befindlichen cDNAs wurden in den Plasmidvektor pGem®~T Easy
(Promega) kloniert. Die PCR-Produkte wurden zunachst Uber Silica-Saulen (Qiaquick
PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden) von Primerdimeren, Uuberschissigen
Oligonukleotiden und Desoxinukleotidtriphosphaten gereinigt und in TE-Puffer
resuspendiert. Entsprechend den Herstellerangaben wurde die Ligationsansatze
nach folgendem Schema pipettiert:

5ul 2x Ligation Buffer

1ul (50ng) pGem®—T Easy linearisierter Vektor
1ul T4 DNA-Ligase

25-50ng cDNA

ad 10ul H,O

Die Ansatze wurden fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und dann zur
Transfektion kompetenter Bakterien verwendet.
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2.1.3 Transfektion kompetenter Bakterien

Zur Replikation und Amplifikation von Plasmidvektoren wurden kompetente Bakterien
der Escherichia coli Stamme DH5aF° und JM109 verwendet. Die Bakterien wurden
bis zu ihrer Verwendung bei —80°C gelagert. Nach dem Auftauen wurden 100ul der
Bakteriensuspension mit 10ul des jeweiligen Ligationsansatzes versetzt und 30°C
auf Eis inkubiert. Nach 5 min Inkubation bei 37°C wurden 500ul LB Kulturmedium
zugegeben, und es wurde nochmals 30 min inkubiert.

2.1.4 Bakterienkultur

Zu Kultur der transfizierten Bakterien wurden LB-amp-Platten hergestellt. Hierfur
wurden 10g Tryptone (Difco, Detroit, MI), 5g Yeast Extract (Difco) und 10g NaCl
(Roth, Karlsruhe) mit 11 H,0 versetzt. Nach Zugabe von 15g Bacto-Agar (Difco)
wurde die Lésung autoklaviert. Nach dem Abkuhlen der Lésung auf 45°C wurden
1ul/ml einer 100mg/ml Ampicillin-L6sung zugegeben und jeweils 30ml in eine
Petrischale gegossen. Die Platten wurden nach dem Erkalten bei 4°C gelagert. Die
Kultur der Bakterien auf selektiven LB-amp-Platten fand bei 37°C statt. Nach einer
Kulturdauer von 16-24h wurden einzelne Kolonien gepickt und in 2ml LB-amp-
Medium transferiert. Die Flussigkultur fand ebenfalls bei 37°C und unter standigem
Schutteln (200rpm) fir maximal 16h statt.

2.1.5 Miniprep
Aus den Schuttelkulturen der einzelnen Bakterienklone wurde jeweils 1Tml Medium in

ein 1,5ml Reaktionsgefald Uberfuhrt. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation
pelletiert, und der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 100ul 50mM Tris-
HCI (Roth), 10mM EDTA (pH8, Roth) resuspendiert und mit 100pul 200mM NaOH
(Roth), 1%SDS (Roth) versetzt. Die Ansatze wurden bis zur kompletten Lyse der
Bakterien vorsichtig durchmischt. Nach maximal 5min Inkubation wurden 100ul 3M
Kaliumacetat, (pH5,2) zugegeben. Zum Abtrennen der ausgefallenen bakteriellen
Zelltrimmer wurden die Ansatze 10min bei 10000 G zentrifugiert. Vom Uberstand
wurden 400ul in ein neues Reaktionsgefaly tUberfuhrt und mit 400ul einer Phenol
(Roth) / Chloroform (Merck, Darmstadt) / Isoamylalkohol (Roth) (25:24:1) Losung
extrahiert. Nach einer Phasentrennung durch erneute Zentrifugation wurde die
wassrige Phase in ein neues Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Die enthaltene Plasmid-DNA
wurde durch Zugabe von 1ml 100% Ethanol (Roth) ausgefallt, durch Zentrifugation
fir 10min bei 10000 G pelletiert, mit 1ml 70% Ethanol gewaschen und dann bei
Raumtemperatur fir 15 min getrocknet. Die getrocknete DNA wurde in 50ul H,O
resuspendiert und nach der Bestimmung der optischen Dichte bei -20°C gelagert.
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2.1.6 Restriktionsverdau
Zur Analyse der Lange der klonierten cDNAs wurden 0,5ug des gereinigten
Plasmidvektors mit 5U EcoR1 (New England Biolabs) verdaut. EcoR1 schneidet den

pGem®-T Easy Vektor jeweils unmittelbar neben der Insertionsstelle der klonierten
cDNA. Der Verdau fand in 20yl Gesamtvolumen in dem mitgelieferten
Restriktionspuffer statt. Die Reaktionsansatze wurden jeweils fir 3h bei 37°C
inkubiert. Nach Denaturierung des Enzyms bei 65°C wurde ein Aliquot jedes
Reaktionsansatzes einer Gelelektrophorese unterzogen.

21.7 Sequenzierung

Zeigte ein Insert die erwartete Grofle, so wurde es mit Hilfe der PCR aus dem
Standardvektor reamplifiziert (s.u.) und nach Aufreinigung des Amplicons Uber Silica-
Saulen (Qiagen) durch einen kommerziellen Anbieter (MWG Biotech AG)
sequenziert. Die erhaltene Sequenz wurde mit der vorher ausgewahlten Zielsequenz
zur Sequenzverifizierung verglichen. Bei Ubereinstimmung der Sequenzen wurde der
Vektor in das Panel der cDNA-Sonden aufgenommen. Im Einzelnen wurden die in
Tabelle 1 aufgeflihrten sequenzverifizierten cONA-Sonden eingesetzt:
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# Sonde Primer (5°-3’)

1 apaf1 upper TCCTAAGCATGTTGTCCCTGTGGAG
lower TCCGTTTCCAAGTCCCAGAGAACG

2 apc upper TGAACGTGGTAGGGATGAACTCTGG
lower TTATCGCAGGCTTGGGCTCCAAAC

3 atm upper CATACGCCAAACAAGATTGCCTCTG
lower TGCTCGTTTCCAGGGAGATCCTTC

4 B-actin upper TGATGGTGGGAATGGGTCAGAAGG
lower TCACAATGCCTGTGGTACGACCAG

5 bad upper TCCAGATCCCAGAGTTTGAGCC
lower TAAGCTCCTCCTCCATCCCTTC

6 bax upper GCGAATTGGAGATGAACTGGATAG
lower GATCAGCTCGGGCACTTTAGTG

7 bcl 2 upper ATGGGAAGCAGAGCAAGGGGTTAG
lower TCCAGGGACTTGGAGAATTTGCC

8 bcl x long upper CATCAATGGCAACCCATCCTG
lower ACTACCTGCTCAAAGCTCTGATACG

9 B -catenin upper TGACGGGCAGTATGCAATGACTAGG
lower TGCAGTGTCGTGATGGCGTAGAAC

10 e-cadherin upper TCAGAAGACAGAAACGAGACTGGG
lower TGTGTCACTTTCAGCCAGCCTG

11 caspase 2 upper ATGTGGAACTCCTCAACCTGCTGC
lower TTTCCTGTGCGGTCTGGTCATGTAG

12 caspase 3 upper GAGCACTGGAATGTCATCTCGC
lower CCACTGTCTGTCTCAATGCCACAG

13 caspase 8 upper TGGAGGAAGGCAATCTGTCTTTC
lower CCCGAGGTTTGTTCTTCATTTG

14 caspase 11 upper GGTGAAATGCTTCTCCAGACATTC
lower CCCTCTGCTGTAAGCTCCTCTTTC

15 cdc 2 upper GGAATTGTGTTTTGCCACTCCCG
lower ATCTCTGAGTCGCCGTGGAAAAGC

16 cdc 6 upper CCGACATTTAAGGCTTCCCC
lower TTTTTCCAGTCCCAGGAGCG

17 cdc 25a upper ACCAAGACACCTTTCACCTCATCGAC
lower AGGGATAGAGACTGGGATGGAAGCTG

18 cdk 4 upper CCCAATGTTGTACGGCTGATGGATG

lower CCAGCTTGACGGTCCCATTACTTG
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# Sonde Primer (5°-3’)

19 connexin 43 |upper GTCAGCTTGGGGTGATGAACAG
upper CAATCTGCTTCAGGTGCATCTCC

20 cyclin B upper TGTGAACCAGAGGTGGAACTTGCTG
lower TTCTTGGGCACACAACTGTTCTGC

21 cyclin C upper TGTTTCTGGCATCCAAAGTAGAGG
lower TATCCTCCATGCAAGGGGAAGCAG

22 cyclin D1 upper TGCGTGCAGAAGGACATCCAAC
lower AACACTACCAGTTCCCACTCCAGC

23 cyclin D2 upper TGCGTGCAGAAGGACATCCAA
lower TACCAGTTCCCACTCCAGCAG

24 cyclin E upper TGCATTTCAGCCTCGGAAAATCAG
lower GCAAACTGGTGCAACTTTGGAGGG

25 daxx upper TTCGGGAAAATCGAACCTTGGC
lower AAAGTCTGAAGGCGATGTGGGACTC

26 egf upper GGATCTCCTGTTTCGATATTGACG
lower TGATGTCATGCTTCTGCCCGTAGC

27 e2f5 upper TTGGCTGTGAGGCAAAAGCG
lower AAACCACTGGCTTAGATGAACTGG

28 erb A upper CGCCGCACAARCCAGAAGAATCTC
lower GGGGTGATGATCTTGGTAAACTCGC

29 fas-antigen upper TTGAGGACTGCAAAATGAATGGGG
lower CAACAACCATAGGCGATTTCTGGG

30 fas-ligand upper TGCAGAAGGAACTGGCAGAACTCC
lower TGTGGTTTAGGGGCTGGTTGTTGC

31 c-fos upper TGCGTTGCAGACTGAGATTGC
lower TTGACTGGCTCCAAGGATGGCTTG

32 gadd 45 upper GTTTTCAGAAAGAACCGTGCTGTC
lower ACCTCCCTTCCAAGCATGTACC

33 ket (p63) upper GGCGGTGCTCGACTGCTGG
lower CACAGTACACGAACCTGG

34 max upper GCTTGCGAGGTTTCAATCTGCGG
lower GGCGTTGGTGTAGAGGCT

35 mdm 2 upper GACGAGAAGCAGCAGCACATTGTG
lower CACCAGAATGCTCACTTACGCCAGC

36 mdm X upper TCCATAGTGTGATCCTGTGCGAG

lower TTCAGCATCTGACAGTGCTTGC
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Sonde

Primer (5°-3’)

37

miz 1

upper GGAAAAATGAGGCTGACAATCCCG
lower TGCTTGCATCACTGGCTACAGTCAC

38

mnt

upper TAGTGACCAATTCCCCGCAGTCTC
lower TTTGTTGTGGACTTCTCTGGTTCCG

39

mxi

upper ACAGAAACACAGCAGTGGAAGCAGC
lower TTCGTATCCGCTCCATCTCCTGAG

40

upper CAGAAATATGGTCCGAAGCGTTGG
lower CATGCCCAAACCCCATCAAATG

41

c-myc

upper TTTCATCTGCGACGAGGAAGAG
lower AAGACCACTGAGGGGTCAATGCAC

42

[-myc

upper CCCAAAGTCGTGATCCTCAGCAAG
lower TCGAGGTTACCAAGAATGCAAGCC

43

p 15

upper CAGAGCTGCTGCTGCTCCAC
lower CCCAGGCGTCACACACATCC

44

p 16

upper AACTGCGAGGACCCCACTACCTCC
lower CGGTACACAAAGACCACCCAGC

45

p 19

upper TGATGTTTGGAAGTCCAGCAGTTGC
lower TCCCTGTGGTGGAGATCAGATTCAG

46

p 21

upper TGTTCCGCACAGGAGCAAAG
lower TCAGACACCAGAGTGCAAGACAGC

47

p 42

upper TTGAAGACACAGCACCTCAGCAATG
lower GGCACCTTATTTTTGTGCGGGAG

48

p73

upper GGTCCCTGACCAGTACCGTAG
lower GTTGGGGATCGTGATGG

49

p 53

upper GCGGTCAGCGGTTCATGCC
lower GTGATTCCCGAGTATCTGG

50

p 107

upper CGCAAGAGCATCATTCCTACTGTGG
lower GCAAAGATCAGGTCCAAGCAGCAC

51

rasH

upper CGGAAACAGGTGGTCATTGATG
lower AAATACACAGAGGAAGCCCTCCCC

52

raskK

upper AAACTTGTGGTGGTTGGAGCTTGC
lower AAACTTGTGGTGGTTGGAGCTG

53

rip

upper ACCCTTTACTACATGGCACCCGAAC
lower TGCACACTGCGATCATTCTCGTCC

54

rb

upper GCAAATTAGAACGGACGTGTGAAC
lower TTCTGGGTGTTCGAGGTGAACC
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# Sonde Primer (5°-3’)

55 c-src upper CATGCGAGCAAGCTGAGCATTG
lower ATAGTCCACCAAACTCCCCTTGGC

56 tag upper CTTGAAAGGAGTGCCTGGGG
lower GAGTCAGCAGTAGCCTCATCATCAC

57 tef 1 upper ACGGGAAAGACAAGGACCAGGAAG
lower CTCTGCTGTTCAAGGAAAGCGGAG

58 tf | upper CGCAACCTTGAAGTGGATTTTG
lower TGCTCTTTAGCCTCTTGGTGGGTG

59 tof B upper ACCTGCAAGACCATCGACATGG
lower TTGTTGCGGTCCACCATTAGCACG

60 tgf p-r upper AGCATCTACGATGGCTTCCACG
lower TGCGTCTCTTAAACTTCCTGAGAGC

61 ubiquitin upper AGAGTCAACCCTGCACCTGGTCCTC
lower CACATTCTCGATGGTGTCACTG

62 telo | upper AGGTGTCATCCCTGAAAGAG
lower CAACAGTAGCATCCATGCAC

63 telo Il upper CGTTCCTGTTCTGGATGATGGACA
lower GGTGATGCCTGACCTCCTCTTGTG

64 fibronectin upper AGGAGAACAGTGGCAGAAAGAA
lower GTAGGGTGGGGCTGGAAAGA

65 fgfr2 1(2+4) upper CACTCGGGGATAAATAGTTCC
lower TTGCTGTTTTGGCAGGAC

66 fgfr2 1l upper GCCGCCGGTGTTAACAC
lower TGAAAGGATATCCCAATAGAATTACC

67 vimentin | upper CTTGACCTTGAACGGAAAGTGG
lower CACATCACGCAGGGCAGCAGT

68 vimentin || upper AACAGCTTTCAAGTGCCTTTTA
lower TTGAATACCATTAAAACTGCTTTT

69 collagen upper ATGGGTCCTTCTGGTCCTCGTG
lower GGCACCATCCAAACCACTGAAG

70 ck-endo A upper CAGCAGCAGAAGACGTCGAGGA
lower AAAGTGAGGCGGCGTAAGAGGA

71 c-jun upper GCAATGGGCACATCACCACTACAC
lower TGAAGTTGCTGAGGTTGGCGTAGAC

72 afp upper TGTGCGACGAAGACGAGACC

lower CTTGTTAGAGAGTTCCGTCTCATGG
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# Sonde Primer (5°-3’)
73 albumin upper TCCTATCAACCCCACTTAGCCTC
lower TGCAAAGTCTGTTACTTCCTGCAC
74 clebp-a upper GAGCCGAGATAAAGCCAAACAAC
lower TAGAGATCCAGCGACCCGAAAC
75 cdk2 upper AAAAGGTGGAGAAGATGGGAGAGG
lower AATTTCTTGAGGTCCTGGTGCAG
76 cypla2 upper TGAGGCAGGGAGATGACTTCAAG
lower CGATTGCAGTAACCACGGTAC
77 cyp1b1 upper TCTCCAGCTTTTTGCCTGTCAC
lower CGTCACACTACTATAAGAGTCACCC
78 cyp2b13 upper AGCCCAGTGTCCTACTCCTCCTTG
lower GGAGAACCCTTTGGAGAACGT
79 dbp upper ACACCCGTGGAGGTGCTAATGA
lower TGAGTCTTCTTGCATCTCTCGACC
80 gapdh upper TGCATCCTGCACCACCAACT
lower AACACGGAAGGCCATGCCAG
81 otc upper GAAAGGGTCACACTTCTGTGGTTC
lower GCCTGTTTCTGTGGACAGTCTTG
82 pepck upper GACTTCTCTGCCAAGGTTATCCAG
lower TGATGACTGTCTTGCTTTCGATCC
83 sdh upper CAAAGCTCTTTCCTACCCGATCAC
lower AGGCTCTGTCCACCAAATGCAC
84 tat upper CTACGTGATTCAGACGGATGTCG
lower CTGTAGGCAGGTTCCCAAACAC
85 tdo upper CCCGTTTGCAGGAAACAGTG
lower CGAACAGAATCTAGTTCCCAGAGG
86 telo 11l upper GCACTTTGGTTGCCCAATGC
lower AGCATCCATGCACCACTGACAC
87 transferrin upper AAGACTTCCAACTGTTGTTCAGCTCTCC
lower TCCCTCACTGATGATGCTCCAC
88 18S rRNA upper TACGAGAGGATGGCGGAGAA

lower CCAGCAGACGGCGGTAGGTG

Tabelle 1 Liste der auf den Arrays aufgetragenen cDNA-Sonden und der zur ihrer Klonierung
verwendeten Primer. Angegeben wurde jeweils upper und lower Primer, die zur Klonierung der
entsprechenden Sonde verwendet wurden.

40




2.1.8 Amplifikation der Inserts mit universellen Primern

Zur Herstellung der Arrays wurden die jeweiligen sequenzverifizierten cDNA-Sonden
aus den Plasmidvektoren per PCR reamplifiziert. Hierbei wurde bei allen cDNAs ein
Standard-Primerpaar (T7/SP6) verwendet. Als Matrize diente jeweils eine 1:500
Verdlinnung des jeweiligen Plasmidstocks in H,O. Die einzelnen Sonden wurden
nach folgendem Schema pipettiert:

8ul 10x PCR-Buffer (Gibco)

7ul MgCl,, 50mM (Gibco)

4ul ANTP’s je 10mM (Amersham)

5ul T7 Primer, 20mM (5’-ACTCACTATAGGGCGAATTG-3’)

6ul SP6 Primer, 20mM (5-ATTTAGGTGACACTATAGAATACTC-3)
49ul H,0

2ul verdunnte Vektor-Praparation

Es wurde eine Hot Start-PCR durchgefuhrt, d.h. zunachst wurden die
Reaktionsteilnehmer ohne Anwesenheit der Tag-Polymerase fir 2min bei 97°C
denaturiert, dann wurden 2U Taq DNA-Polymerase zugegeben. Zur Erleichterung
des Pipettiervorganges wurde hierzu ein Hot Start-Mix nach folgendem Schema
zusammengestellt:

2ul 10x PCR-Buffer (Gibco)
0,4ul Taqg DNA-Polymerase, 2U (Gibco)
17,6ul H20

Das Gesamtvolumen der Reaktionsansatze betrug 100ul. Es wurden 40 PCR-Zyklen
gefahren. Die spezifische Annealingtemperatur des verwendeten Primerpaares
betrug 57°C. Die einzelnen Inkubationsschritte wurden auf eine Dauer von jeweils
15s eingestellt.

Bei der Amplifikation der cDNA-Sonden mit dem T7/SP6-Primerpaar aus dem
verwendeten Vektor wurden an beiden Enden der cDNA-Inserts Teile der Multiple
Cloning Site des Vektors mit amplifiziert, da die Erkennungssequenzen der Primer
nicht direkt neben Insertionsstelle liegen. Um diese unerwinschten flankierenden
Sequenzen weitestgehend von den amplifizierten cDNAs abzutrennen, wurde den
einzelnen PCR-Ansatzen nach Abschluss des PCR-Programms jeweils 10U EcoR1
(NEB) zugesetzt. Der Verdau wurde bei 37°C Uber Nacht ausgefuhrt.
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2.1.9 Gelelektrophorese

Zur Verifizierung der erwarteten Fragmentgrofie der Amplicons wurden je 2ul der
einzelnen Reaktionen auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen und einer
Gelelektrophorese unterzogen. Bei der Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente
ihrer GroRe nach in einem Gleichstromfeld aufgetrennt. DNA-Molekile wandern
dabei entsprechend ihrer negativen Nettoladung in Richtung der Anode durch eine
Gelmatrix. Der Widerstand, den die Hydrogelstruktur den wandernden
Nukleinsauremolekulen dabei entgegensetzt, steigt mit zunehmender Lange der
Nukleinsaureketten immer weiter an, so dass langere Molekile sich im Gel
langsamer in Richtung der Kathode bewegen als kirzere.

In der vorliegenden Arbeit wurden 1,5%ige Agarosegele verwendet. Die Agarose
(BMA, 50004) wurde in TAE-Puffer [4,84g Tris-Base (Sigma, T1503), 1,14ml Eisessig
(Merck, Darmstadt) und 2ml 5mM EDTA-L6sung in einem Endvolumen von 1| geldst
und auf pH8 eingestellt] unter Erhitzen aufgeldst. Nach Zugabe von 10ul/100ml
1%iger Ethidiumbromidlésung wurde die noch warme LoOsung in eine Gussform
eingegossen und bis zur volligen Erkaltung stehen gelassen. Die Gelelektrophorese
wurde in TAE-Laufpuffer durchgefuhrt. Die DNA-Ansatze wurden mit der
entsprechenden Menge 10x Ladepuffer ersetzt und dann in die Taschen des Gels
eingefullt. Nach Anlegen des Gleichstromfeldes erfolgte die Auftrennung der DNA-
Fragmente. Die einzelnen DNA-Banden wurden mit Hilfe eines Transilluminators
unter UV-Licht sichtbar gemacht.

2.1.10 Gelextraktion

Nach Abschluss der gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Ansatze wurden
die cDNA-Sonden unter Verwendung von Silicasaulen (Qiagen) wieder aus dem Gel
extrahiert. Die Extraktion wurde entsprechend dem Herstellerprotokoll durchgefuhrt.
Das Elutionsvolumen betrug jeweils 100pl.

2.1.11 Vakuumzentrifugation

Die aufgereinigten cDNA-Sonden wurden in einer Vakuumzentrifuge der Firma
Eppendorf bei 45°C getrocknet, anschlie3end in 8ul H,O wieder aufgeldst und in eine
96-well Platte (Greiner) pipettiert.

2.1.12 Denaturierunqg

Zur Denaturierung der cDNA-Sonden vor dem Drucken der Arrays wurden in jede
Vertiefung der 96-well Platte je 2pl frisch angesetzter 5x Denaturierungslosung (2N
NaOH/50mM EDTA) gegeben und durch Pipettieren durchmischt. Die Platte wurde
bis zum Drucken der Arrays 30min bei Raumtemperatur inkubiert.
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2.1.13 Drucken der Arrays

Die cDNA-Sonden wurden mit einem 96-Nadel Replikator (#VP409, V&P Scientific,
San Diego) auf Nylonmembranen gedruckt. Die Nadeln dieses Replikators wurden
mit Hilfe einer speziellen Flihrungsmechanik in die Vertiefungen der 96-well Platte
eingetaucht und langsam wieder herausgezogen. Die dabei an den einzelnen Nadeln
verbleibenden Tropfen der cDNA-Losungen wurden dann mit Hilfe einer zweiten
Fuhrungsmechanik auf eine vorbereitete Membran aufgebracht. Als Tragermedium
diente Hybond N Nylonmebran (Amersham Pharmacia). Jede cDNA-Sonde wurde
pro Membran in zwei nebeneinander liegenden Tropfen aufgetragen. Nach dem
Eintrocknen der aufgetragenen cDNA-Sonden wurden diese durch UV-Crosslinking
(Stratalinker, Stratagene) fixiert, in PE-Folie eingeschweil3t und bis zur weiteren
Verwendung bei 4° gelagert. Ein Uberblick iber die Position der einzelnen cDNA-
Sonden auf dem Array findet sich in Abbildung 6 auf der nachsten Seite.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A apafl apc atm B-actin bad bax bcl2 bclx B-cat e-cad | casp2 | casp3
B casp 8 | casp 11 cdc 2 cdc6 |cdc25a| cdk4 cx 43 cyc B cyc C cyc D1 | cyc D2 cycE
(03 daxx egf e2f5 erb A fas-ag | fas- lig c-fos [ gadd 45 p63 max mdm 2 | mdm x
D miz 1 mnt mxi myb c-myc I-myc p 15 p16 p 19 p 21 p 42 p73
E p 53 p 107 ras-H ras-K rip rb c-src t-ag tef-1 tf-1 tgf-B tgf-p-r
F ubi telo | telo Il fibro | fgfr21llb | fgfr2lic vim | vim |l col ck- c-jun afp

endoa
G albumin | c/ebp-a. | cdk2 | cyp 1a2 | cyp 1b1 cyp dbp gapdh | PGCSlo | PGCSu | pBR322 | pBR322
2b13 p

H otc pepck sdh tat tdo telo 11l tf - pGemT | Globin pBKS 18S

Abbildung 6 Membranatlas der verwendeten cDNA-Arrays
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2.2 Tiermaterial und Tierhaltung

2.21 Mause

Fir die Gewinnung muriner Embryonen wurden weibliche, 6-15 Wochen alte NMRI-
Mause der Firma Haarlan Winkelmann verwendet. Zur Verpaarung wurden
mannliche CD2F1-Mause mit einem Alter von mindestens 20 Wochen eingesetzt. Die
Tiere wurden in Gruppen von jeweils 5 oder 6 Tieren in Macrolonkafigen der GroRe |l
(Ebeco, Berlin) in der klimatisierten Mausestallanlage des Institutes gehalten. Die
Temperatur betrug zwischen 19°C und 23°C, die relative Luftfeuchtigkeit lag bei 50-
65%. Es wurde ein Belichtungsprogramm von 12 Stunden gefahren. Die Beleuchtung
war dabei zwischen 6:00 und 18:00 Uhr eingeschaltet. Die Mause wurden auf
Labortiereinstreu gehalten, und mit Leitungswasser und Alleinfuttermittel ad libitum
versorgt.

2.2.2 Rinder

FUr die Gewinnung boviner in vivo Blastozysten wurden 4-8 Jahre alte Kihe der
Rasse Schwarzbunt mit unterschiedlich hohem HF-Anteil aus den Herden des
Instituts fur Tierzucht und Tierverhalten in Mariensee verwendet. Die Kihe wurden im
Sommer auf der Weide und von Oktober bis Mai in Anbindehaltung im Stall des
Instituts gehalten. Die Tiere wurden mit betriebseigener Silage, Heu und ab einer
Milchleistung von 18kg/d mit 0,5kg Milchleistungsfutter pro kg Milch geflttert und mit
Wasser ad libitum versorgt.

2.3 Superovulationsbehandlungen

Um die Ausbeute an Blastozysten zu erhdhen, wurden alle Spendertiere nach
tierartspezifischem Applikationsschema mit exogenen gonadotropen Hormonen
superovuliert. Die Mause wurden anschlielRend verpaart, wahrend die Kiihe besamt
wurden.

2.3.1 Mause

Die verwendeten Mause wurden unabhangig von Alter und Gewicht mit einer
intraperitonealen Gabe von 10lU equinem Choriogonadotropin (eCG, Intergonan,
Vemie, Kempen), 46-48h spater gefolgt von einer intraperitonealen Gabe von 10IU
humanem Choriogonadotropin (hCG, Primogonyl, Schering, Berlin) superovuliert.
Unmittelbar nach der Primogonylapplikation wurden die Tiere einzeln mit den
jeweiligen mannlichen CD2F1-Mausen verpaart. Nach HOGAN et al. (1986) findet
die Ovulation bei der Maus etwa 10-13h nach der Choriogonadotropingabe statt. Da
die Primogonylapplikation i.d.R. gegen 16:00 Uhr vorgenommen wurde, konnte die
Ovulation in der darauffolgenden Nacht erwartet werden. Die erfolgreiche Paarung
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wurde am nachsten Morgen durch das Vorhandensein eines vaginalen
Koagulationspfropfes festgestellt.

2.3.2 Rinder

Den Spenderkiihen wurden zwischen dem 9. und 13. Tag des Reproduktionszyklus
3000 IU eCG (Intergonan) intramuskular injiziert. Nach 48h erfolgte eine
intramuskulare Gabe von 526ug Cloprostenol-Na (Estrumate, Pitman-Moore,
Burgwedel) zur Luteolyse. Zum Zeitpunkt der superovulatorischen Brunst, d.h.
weitere 48h spater, erfolgte eine zweimalige Insemination im Abstand von 12h.

2.4 Embryonengewinnung, -kultur und -lagerung

241 Murine Oozyten

Murine Oozyten wurden 20h nach Primogonylapplikation aus unverpaarten Mausen
gewonnen. Die Tiere wurden durch zervikale Dislokation getoétet und die Bauchhdhle
wurde durch einen Medianschnitt und zwei seitliche Entlastungsschnitte eroffnet. Die
inneren Geschlechtsorgane wurden freiprapariert und die Eileiter in ein 35mm
Petrischalchen mit PBS/ 0,1%PVA (beides Sigma, Deisenhofen) Uberfuhrt. Unter
einem Binokular (Wild, Heerburg) wurden die Eileiter ertffnet und so die Oozyten
freigesetzt. Die Oozyten wurden gesammelt und etwa 5min in 1x Trypsin/EDTA
(Sigma) inkubiert, um die umgebenden Kumuluszellen abzulosen. Nach dem Verdau
wurden die Oozyten dreimal mit PBS/PVA gewaschen und anschlielend beurteilt.
Intakte Oozyten, die einen Polkérper aufwiesen, wurden als gereift klassifiziert, zu

Flnfergruppen zusammengefasst, mit moglichst wenig Medium in ein 0,5ml mit
Silikon beschichtetes Reaktionsgefald (Roth) tberfuhrt und sofort in Flussigstickstoff
(Linde) eingefroren.

2.4.2 Murine Zweizeller

Die Gewinnung muriner Zweizeller erfolgte analog zur Gewinnung der Oozyten, nur
dass hierbei erfolgreich verpaarte Tiere am Tag 2 p.c. als Spender verwendet
wurden. Eileiter und Uterus wurden prapariert und zum Ausschwemmen vorhandener
Zweizellstadien mehrmals vom Infundibulum aus mit PBS/PVA durchgespdlt. Die
Zweizellstadien wurden bei 40facher VergroRerung unter dem Binokular beurteilt. Es
wurden zwei Funfergruppen eingefroren, die nach der Lyse der Embryonen

zusammengefuhrt wurden.
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2.4.3 Murine Blastozysten

Zur Gewinnung muriner Blastozysten wurden verpaarte Spendertiere am Tag 3.5 p.c.
getotet. Eileiter und Uterus wurden prapariert und in PBS/PVA uberfuhrt. Vom
Infundibulum aus wurden dann die Uterushorner mit PBS/PVA durchgespdult, um die
Blastozysten auszuschwemmen. Die Blastozysten wurden bei 40facher

Vergroflerung beurteilt, expandierte und nicht expandierte Blastozysten, die ein
deutliches Blastozoel und eine klar sichtbare innere Zellmasse zeigten, wurden
gesammelt und einzeln eingefroren.

2.4.4 In vivo produzierte bovine Blastozysten
Die in vivo erstellten Blastozysten wurden freundlicherweise von K. G. Hadeler
(Mariensee) gewonnen und zur Verfugung gestellt.

Am Tag 8 nach der ersten Besamung wurden Ovarreaktion und Gelbkorperanzahl
durch rektale Palpation beurteilt. Die Blastozysten wurden durch Spulung der beiden
Uterushorner mit je 400ml warmer PBS/ 1%NBCS (Newborn Calf Serum, Roche)
nach Epiduralanasthesie mit 4-6 ml Hostacain (Hoechst, Frankfurt) gewonnen.
Hierzu wurde ein Ballonspulkatheter (Minitub, Tiefenbach) transzervikal in das
jeweilige Uterushorn eingefuhrt, durch Aufblasen des Ballons nach kaudal
abgedichtet, das Spllmedium mit einer Pumpe (Vetec, Dummersdorf) in den Uterus
eingebracht und anschlieRend in einer Glasflasche wieder aufgefangen. Das
Spulmedium wurde im Labor durch ein Sieb (75um Maschenweite, Jurgens,
Hannover) gegossen. Die im Sieb verbleibenden Blastozysten wurden mit
Spulflissigkeit in Petrischalen ausgespult, unter einem Binokular gesammelt und
beurteilt. Als geeignet beurteilte Blastozysten wurden in PBS/PVA gewaschen,
einzeln eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.4.5 |In vitro produzierte bovine Blastozysten
Die in vitro produzierten Blastozysten wurden freundlicherweise von Dr. A. Lucas-
Hahn, K. Korsawe und E. Lemme (Mariensee) erzeugt und zur Verfugung gestellt.

Zur Erstellung boviner in vitro Blastozysten wurden Kumulus-Oocyten-Komplexe
(KOK) aus Rinderovarien, die in einem ortlichen Schlachthaus gesammelt wurden,
gewonnen, in vitro gereift und befruchtet und bis zum Blastozystenstadium kultiviert,
wobei zwei Mediensysteme verwendet wurden: eines, in dem Reifungs- und
Kulturmedien mit BSA-supplementiert wurden und ein zweites, in dem diese Medien
ECS als Proteinsupplement enthielten.
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2.4.5.1 Ovariengewinnung

Die Ovarien zur KOK-Gewinnung wurden in einem Schlachthof in Minden/Lubbecke
nach dem Erdffnen der Bauchhodle geschlachteter weiblicher Tiere entnommen.
Ovarien von offensichtlich erkrankten, stark abgemagerten oder hoch tragenden
Tieren wurden nicht verwendet. Die Ovarien wurden mit PBS gewaschen und bis zur
Ankunft im Labor in einem mit 28°C warmer PBS geflllten Thermogefal® aufbewahrt.
Dort fand ein erneutes Waschen mit PBS statt.

2.4.5.2 KOK-Gewinnung

Die Oberflache der Ovarien wurde im Labor in PBS, unter Zusatz von 21U
Heparin/100ml mit Hilfe eines Vielklingenmessers angeritzt (Slicing-Methode,
ECKERT und NIEMANN, 1995), wodurch die in den angeritzten Follikeln befindlichen
KOK in die Sammelflissigkeit freigesetzt wurden. Die Sammelfllssigkeit wurde durch
ein Sieb gegossen und zur Sedimentation der KOK fur etwa 15-20min bei
Raumtemperatur stehengelassen. Der Uberstand wurde verworfen und das
Sediment wurde unter einem Binokular bei 15facher Vergroflerung auf KOK

durchmustert. Die KOK wurden in PBS gesammelt und in Anlehnung an die von
ECKERT (1994) und WRENZYCKI (1995) verwendeten Beurteilungskriterien
bewertet. Je nach Beschaffenheit des die Oozyten umgebenden Cumulus oophorus
und des Eizellplasmas wurden die KOK in zwei Klassen eingeteilt: Klasse 1-KOK
wiesen ein homogenes, dunkles Ooplasma und einen kompakten, mindestens
dreilagigen Cumulus oophorus auf. Klasse 2-KOK weisen ebenso wie die der Klasse
1 ein dunkles, homogenes Ooplasma auf, jedoch war der Cumulus oophorus
stellenweise weniger als drei Lagen dick. KOK, die ein nicht homogenes Ooplasma,
einen stark aufgelockerten, degenerierten oder gar keinen Cumulus aufwiesen,
wurden verworfen. Die ausgewahlten KOK der Klassen 1 und 2 wurden in PBS
gesammelt und innerhalb von 3h nach Ankunft der Ovarien im Labor in
Reifungsmedium Ubertragen.

2.4.5.3 In vitro-Maturation (IVM)

Fir die In vitro-Reifung wurde TCM 199 (mit L-Glutamin und 25mM Hepes)
supplementiert mit 2,2ug Pyruvat, 22ug NaHCOs3, 50ug Gentamycin pro ml als
Basismedium verwendet. Je nach Mediensystem wurden 0,1% BSA (Sigma, A7030)
bzw. 10% ECS zugesetzt. Weiterhin wurden pro ml Medium 101U eCG und 5IU hCG
(Suigonan, Intervet) zugegeben. Gruppen von 20-25 KOK wurden jeweils dreimal in

aquilibriertem Maturationsmedium gewaschen und anschlieend in 100ul Tropfen, in
35mm Petrischalen (Greiner) mit Silikondl Uberschichtet, fur 24h bei 39°C und
5%CO, in wasserdampfgesattigter Atmosphare inkubiert. Nach Ablauf der 24h
wurden die gereiften Oozyten in vitro befruchtet.
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2.4.5.4 In vitro-Fertilisation (IVF)

Zunachst wurden Sperm-TALP und Fert-TALP Medium (mit 6mg BSA pro ml
supplementiert) vorbereitet. Die KOK wurden in Fert-TALP gewaschen, und in Fert-
TALP, dem 10uM Hypotaurin (Sigma, H1384), 1uM Epinephrin (Sigma, E1635 ), 0,1
IU Heparin (Serva) sowie 6mg BSA pro ml zugesetzt wurden, fertilisiert.

Zur Befruchtung wurde tiefgefrorenes Sperma des Bullen “Erwin® verwendet, welches
sich bereits in vorhergehenden Versuchen im Labor bewahrt hatte. Nach Auftauen
der in FlUssigstickstoff gelagerten Spermienproben in einem Wasserbad bei 37°C
wurden diese in Fert-TALP-Medium entsprechend der modifizierten Swim-up
Methode (PARRISH et al., 1986 u. 1988) aufbereitet. Nach der Swim-up-Separation
wurden die Spermien gewaschen und in Fert-TALP mit Heparin und BSA
resuspendiert. Die Befruchtung erfolgte durch eine Kokultur der KOK und der
Spermien in einer Endkonzentration von 10°Spermien/ml fiir 19h bei 39°C und
5%CO; in wasserdampfgesattigter Atmosphare.

2.4.5.5 In vitro-Kultur von Embryonen (IVK)

Die in vitro fertilisierten oder durch Kerntransfer erstellten Embryonen wurden in
synthetischer Eileiterflissigkeit (Synthetic Oviduct Fluid, SOF) kultiviert (TERVIT et
al.,, 1972). Dabei wurden zwei verschiedene Kultursysteme verwendet. Im BSA-
System wurde das SOF-Grundmedium mit 1% BSA versetzt, wahrend es im ECS-
System mit 10% ECS supplementiert wurde. Die Kultur fand in einer
sauerstoffreduzierten, wasserdampfgesattigten Atmosphare von 5% O;, 5% COy,
und 90% Nz (Air Products, Hattingen) bei 39°C in modularen Inkubationskammern
(ICN Biomedicals, OH) statt. Am Tag 8 nach Befruchtung bzw. chemischer
Aktivierung wurden die erzeugten Blastozysten gesammelt, in PBS mit 0,1% PVA
gewaschen, einzeln eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei —80°C
gelagert.

2.4.5.6 Kerntransfer (NT)

Als Zellkerndonoren fir den Kerntransfer wurden primare Kulturen fetaler boviner
Fibroblasten verwendet. Als Ooplasten wurden gereifte bovine Oozyten eingesetzt,
die nach Hoechst33342-Farbung in TCM-air, das mit 7,5ug/ul CytochalasinB (Sigma,
C6762) supplementiert wurde, durch Aspiration des Polkdrpers und der
Metaphasenplatte entkernt wurden. Die erfolgreiche Enukleation wurde durch die
Identifikation der aspirierten chromosomalen DNA unter UV-Licht bestatigt.
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Nach dem Entkernen der Eizellen wurde je eine Donorzelle in den Perivitellarraum
der Ooplasten eingebracht und durch Elektrofusion mit diesem verschmolzen
(ZIMMERMANN et al., 1987; WELLS et al., 1999). Die Elektrofusion fand dabei 26h
nach Beginn der Oozytenmaturation statt und wurde 30min nach dem Elektropuls
lichtmikroskopisch bestatigt.

Die Kerntransferembryonen wurden 27h nach Beginn der Oozytenmaturation durch
eine Inkubation fur 5min in TCM 199, welches 5uM lonomycin (Sigma, 0634) enthielt,
chemisch aktiviert. Anschliefend erfolgte eine Inkubation fur 3-4h bei 37°C in TCM
199, das mit 2mM 6-DMAP (Sigma, D2629) versetzt war.

2.4.5.7 Erstellung parthenogenetischer Embryonen

Parthenogenetische Embryonen entstehen durch Aktivierung von Oozyten ohne
Spermienbeteiligung. Gereifte Rinder-Oozyten wurden 27h nach Beginn der
Maturation analog zu den Kerntransferembryonen chemisch aktiviert. Dies geschah
durch eine funfminutige Inkubation der Embryonen in TCM 199, das 5uM lonomycin
enthielt, und einer anschlieBenden 3-4h dauernden Inkubation bei 37°C in TCM 199,
das mit 2mM 6-DMAP versetzt war. Die aktivierten Eizellen wurden in SOF-BSA in
vitro kultiviert. Am Tag 8 nach der Aktivierung wurden die erzeugten Blastozysten
analog zu den anderen Embryonen gesammelt und einzeln in PBS mit 0,1% PVA
eingefroren.
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2.5 mRNA Extraktion aus Embryonen

Embryonale mRNA wurde durch Dynabead (Dynal, Oslo) Extraktion (WRENZYCKI et
al.,, 1999) aus Embryonengruppen und Einzelembryonen gewonnen. Dieses
Verfahren beinhaltet die Hybridisierung der Poly-(A)-Sequenzen am 3’-Ende der
mRNA-Molekule mit kovalent an magnetische Beads gebundenen Poly-d(T)-
Sequenzen. Die mit mRNA beladenen Beads koénnen dann mit einem
entsprechenden Separator, der einen Magnetstreifen enthalt, vom Uberstand
abgetrennt und die gebundenen mRNA-Molekile durch eine Reihe von
Waschschritten weiter aufgereinigt werden. Die vom Hersteller vorgegebene
Extraktionsprozedur wurde dabei wie folgt modifiziert: Pro Embryo wurden 5Spl, pro
Embryonengruppe 10ul Dynabeadsuspension eingesetzt. Die beladenen Dynabeads
wurden einmal mit Waschpuffer A und dreimal mit Waschpuffer B gewaschen, bevor
die gebundene mRNA in 11pl H,O eluiert wurden. Die Elution wurde durch die
Zugabe des Wassers zu den gewaschenen Beads und anschlieRende Inkubation fur
2min bei 65°C vorgenommen.

2.6 Murines Gewebe
Zur Gewinnung muriner Nieren-mRNA wurden NMRI-M&usen im Alter von 8 Wochen

nach zervikaler Dislokation die Nieren entnommen. Diese wurden in etwa 1mm?®
grol3e Stlicke zerteilt, welche einzeln eingefroren und bis zu ihrer Aufarbeitung bei
-80°C gelagert wurden.

2.7 RNA Extraktion aus murinem Gewebe

Die Extraktion von mRNA aus Gewebe wurde mit Hilfe des RNeasy- und des
Oligotex mRNA Extraktionskits (Qiagen) durchgefuhrt. Zunachst wurde mit den im
RNeasy-Kit enthaltenen Silica-Saulen entsprechend dem Herstellerprotokoll die
gesamte RNA des Gewebes extrahiert. Aus dieser wurde dann durch Oligotex-
Extraktion die mRNA aufgereinigt. Hierbei hybridisieren die Poly-(A)-Sequenzen am
3’-Ende der mRNA-Molekile nach einem Denaturierungsschritt mit kovalent an
Tragerbeads gebundenen Poly-d(T)-Sequenzen, welche dann durch Zentrifugation
oder Filtration vom Uberstand, der die restlichen RNA-Spezies, u.a. ribosomale und
Transfer-RNAs enthalt, abgetrennt werden konnen. Die Herstellervorgaben wurden
dabei insoweit modifiziert, als dass Denaturierung und Hybridisierung zweimal
durchgefuhrt wurden, um die Kontamination der mRNA mit rRNA weiter zu
vermindern. Extrahierte mRNA wurde bei -80°C eingefroren und gelagert.
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2.8 aRNA-Praparation fur die cDNA-Array Analyse

Die cDNA-Array Analyse von Embryonen erfordert die globale Amplifikation der
embryonalen mRNA. Im folgenden Schema sind die Arbeitsschritte zur cDNA-
Analyse von Embryonen zusammengefasst:

Embryo

Dynabead mRNA-Extraktion

MRNA

RT mit T7p-oligo-d(T)-Primern

T7p-cDNA

Globale PCR mit universellen Primern
T7 In vitro-Transkription

aRNA

Nukleinsduremarkierung mit DIG-Chemlink

DIG-markierte aRNA fur die cDNA-Array Analyse

Abbildung 7 Schema der aRNA-Praparation aus Embryonen fir die cDNA-Array Analyse
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2.8.1 cDNA Synthese

Zur Amplifikation der mRNA flr die cDNA-Array-Analyse wurde zunachst durch
reverse Transkription (RT) eine komplementare, doppelstrangige cDNA hergestellt.
Durch Verwendung eines entsprechenden Primers in der RT wurde dieser cDNA
eine Promotorsequenz der T7-RNA-Polymerase angefligt. Die so erstellten cDNAs
wurden dann in einer PCR-Reaktion global voramplifiziert und dienten anschliel3end
als Matrizen in einer In vitro-Transkriptionsreaktion. Das Ergebnis dieser Prozedur
waren amplifizierte Antisense-RNAs, die durch cDNA-Array-Hybridisierung analysiert
wurden.

2.8.1.1 Erststrangsynthese

Als Primer fur die Erststrangsynthese wurde ein modifizierter Oligo-d(T)-Primer
eingesetzt, der am 5’-Ende eine T7-RNA-Polymerase-Promotorsequenz enthielt. Die
Sequenz dieses, im Folgenden als T7-T21 bezeichneten Primers war: 5TCT AGT
CGA CGG CCA GTG CCT TGT AAT ACG ACT CAC TATAGG GCG TTT TTT TTT
[TTTTT TTT TTT3'. Die RT-Ansatze wurden nach folgendem Schema pipettiert:

11l RNA-Extrakt
0,5ul T7-T21-Primer, 20mM
0,5ul H,O

Primer und mRNA wurden fur 5min bei 70°C denaturiert. Danach wurden die
Ansatze zur Hybridisierung der Primer an ihre Zielsequenzen fur 5min bei 37°C
inkubiert. Nach Inkubation auf Eis wurden die Reaktionen durch Zugabe folgender
Komponenten komplettiert:

2ul 10x PCR-Puffer (Perkin Elmer)

2ul MgCl,, 50mM (Gibco)

2ul dNTP’s, 10mM (Amersham Pharmacia)
1ul RNaslIn, 20U ( Perkin Elmer)

1ul MULV-RT, 50U (Perkin Elmer)

Die RT-Ansatze wurden 60min lang bei 42°C inkubiert und danach bei 4°C gelagert.
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2.8.1.2 Zweitstrangsynthese

Zur Synthese des zweiten cDNA-Stranges wurden verschiedene degenerierte
Oligonukleotidprimer (DOP) verwendet. Diese Primer enthielten neben einer
universellen Sequenz am ©&5-Ende eine 6 Basen lange degenerierte
Nukleotidsequenz (Random Hexamer). Diese Region wurde von einer willklrlich
gewahlten, GC-reichen Hexanukleotidsequenz (Arbitrary Hexamer) am 3’-Ende
flankiert. Bei einer Annealingtemperatur von 30°C binden die 3’-Enden solcher
Primer ihre Zielsequenz auf den Matrizenstrangen, wobei diese Bindung durch das
benachbarte Random hexamer stabilisiert wird. Nach der Polymerisation des zweiten
cDNA-Stranges enthalten die entstandenen cDNA-Strange neben der T7-T21-
Sequenz am 3’-Ende auch die DOP-Sequenz am 5’-Ende.

5 CCGACTCGAG NNNNNN ATGTGG 3’

Universelle Random Arbitrary
Sequenz Hexamer Hexamer

Abbildung 8 Aufbau des verwendeten degenerierten Oligonukleotidprimers (DOP)

Zur Zweitstrangsynthese wurden den 20ul-RT-Ansatzen folgende Komponenten
hinzugefugt:

50ul 2x DOP PCR Master Mix (Roche, Mannheim)
0,5ul DOP, 40mM
24 5ul H,O

Zur Aktivierung der im DOP PCR Mastermix enthaltenen und durch einen Antikorper
inhibierten Taq-DNA-Polymerase wurden die Ansatze zunachst fur 5Smin bei 95°C
inkubiert. Die Hybridisierung des DOP erfolgte innerhalb von 90s bei 30°C, gefolgt
von einem kontrollierten Anheben der Temperatur um 0,2°C/s bis auf eine
Endtemperatur von 72°C. Zur vollstandigen Elongation und damit dem Abschluf3 der
Zweitstrangsynthese wurde fur 3min bei 72°C inkubiert.
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2.8.2 Globale PCR
Die erhaltenen Zweitstrange wurden nun mit den Primern T7-T21 und DOP, die

identisch mit denen der Erst- und Zweitstrangsynthese waren, in einer PCR global
amplifiziert. Hierzu wurden am Ende des 72°C-Inkubationsschrittes der
Zweitstrangsynthese den Reaktionsansatzen folgende Komponenten hinzugeflgt:

2,5ul T7-T21-Primer, 20mM
2,5u1 DOP, 40mM

Dann wurden 25 Zyklen eines PCR-Programmes mit folgenden Parametern
gefahren: Denaturierung bei 94°C fur 30s, Annealing der Primer bei 60°C fur 30s,
Elongation der Primer bei 72°C fur 4min. Nach Ablauf des PCR-Programmes wurden
die cDNA-Praparationen bis zur weiteren Verwendung bei 7°C inkubiert.

2.8.3 Aufreinigunqg der voramplifizierten cDNAs

Die cDNAs wurden aus den PCR-Ansatzen mit Hilfe von Mini-Spin Silica-Saulen
(Qiagen) entsprechend den Herstellerangaben aufgereinigt und in einem Volumen
von 50ul in 0,1x TE eluiert. Die eluierten cDNAs wurden in einer Vakuumzentrifuge
(Eppendorf) getrocknet, in 12ul H,O aufgenommen und als Template in der
folgenden In vitro-Transkription eingesetzt.

2.8.4 In vitro-Transkription (IVT)
Die cDNAs wurden in vitro mit dem T7-Ampliscribe-Kit (Epicentre Technologies)
transkribiert. Abweichend von den Herstellerangaben wurden die IVT-Ansatze

folgendermalien zusammengestellt:

12l cDNA-Praparation

2ul 10x IVT-Reaktionspuffer

2ul dNTP-Mix (ATP,CTP,GTP,UTP, jeweils 100mM)
2ul DTT, 0,1mM (Gibco)

2ul T7-RNA-Polymerase, 2U

Die Reaktionsansatze wurden fur 3h bei 42°C inkubiert, dann erfolgte ein DNase1-
Verdau: jedem Ansatz wurde nach Abkuhlung auf 37°C 1U DNasel hinzugefugt und
anschlieend wurde fiur 15min bei 37°C inkubiert. Die Transkripte wurden mit dem
RNeasy-Kit (Qiagen) entsprechend den Herstellerangaben aufgereinigt, in einem
Volumen von 35yl  H;O eluiert und bis zur Bestimmung der
Nukleinsaurekonzentration auf Eis gelagert.
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2.8.5 Photometrische Quantifizierung von Nukleinsaurelosungen

Die Konzentration von Nukleinsauren wurde photometrisch durch Messung der
Extinktion bei 260 nm gemessen. Hierzu wurde eine Quarzglaskuvette mit 5yl
Fassungsvermogen bei einer Schichtdicke von 0,5cm verwendet. Eine Extinktion von
10D 260nm entspricht einer Konzentration von 50 mg/ml doppelstrangiger DNA, 33
mg/ml einzelstrangiger DNA (z.B. Oligonukleotide) bzw. 40 mg/ml RNA (SAMBROOK
et al.,, 1989). Das Verhaltnis der bei 260 nm zu der bei 280 nm gemessenen
Extinktion (OD20/OD2g0) liegt bei einem sauber praparierten Nukleinsdureansatz
zwischen 1,8 und 2.

2.8.6 Nukleinsaure-Markierung
Die Markierung der aRNAs wurde nicht-enzymatisch durchgefuhrt. Das verwendete

DIG-Chem-Link-Reagenz (Roche) markiert Nukleinsauren mit einem Digoxigeninrest,
der Uber eine koordinative Bindung an die Position N7 der Guanosin- und
Adenosinbasen angelagert wird. Diese Bindung ist stark genug, um die verwendeten
Hybridisierungs- und Wasch-Schritte zu tUberstehen.

Nach der Bestimmung der Nukleinsdure-Konzentration wurden jeweils 2ug aRNA mit
jeweils 1,5ul DIG-Chem-Link-Reagenz versetzt und fur 30min bei 85°C inkubiert.
Dann wurden 5ul Stop-Lésung zugegeben, um die Reaktion zu beenden. Die
markierte aRNA wurde ohne weitere Aufreinigung in der Hybridisierung verwendet.
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2.9 cDNA-Array Analyse von mRNA- bzw. aRNA-Praparationen
Der grundsatzliche Ablauf der cDNA-Array Analyse embryonaler aRNA-
Praparationen ist in folgendem Schema dargestellt:

DIG-markierte aRNA cDNA-Array

. v

Hybridisierung

!

DIG-Detektion

!

Array-Bild

!

Digitalisierung

!

Daten-Prozessierung

!

Vergleichende Analyse der cDNA-Array
Daten zweier aRNA-Praparationen

Abbildung 9 Schema der cDNA-Array Analyse von aRNA-Praparationen
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2.9.1 Nukleinsaure-Hybridisierung

Zunachst wurden die cDNA-Arrays in High-SDS-Puffer, supplementiert mit 3ug
pGemT®-Easy ohne Insert fiir mindestens 1h bei 54°C vorhybridisiert. Die Inkubation
fand in 100ml Hybridisierungsrohrchen (Fa. Hybaid) in einem Hybridisierungsofen
(Fa. GFL) unter standigem, langsamem Drehen der Ro6hrchen statt. Nach
Beendigung der Vorhybridisierung wurde die jeweilige markierte aRNA direkt in die
Vorhybridisierungslosung pipettiert, so dass die Endkonzentration der markierten
aRNA in der Hybridisierungslosung 200ng/ml betrug. Die Hybridisierungsansatze
wurden mindestens 12h lang bei 54°C inkubiert. Nach dem Abnehmen der
Hybridisierungslosung wurden die hybridisierten Arrays zunachst zweimal 5min bei
Raumtemperatur in jeweils 100ml 2x SSC, 0,1% SDS gewaschen. Anschlie3end
wurden sie zweimal 15min bei 55°C in jeweils 100ml 0,1x SSC, 0,1% SDS
gewaschen.

2.9.2 Detektion hybridisierter Nukleinsauren

Die Detektion der hybridisierten Nukleinsauren wurde mit dem im DIG-Chem-Link Kit
enthaltenen Anti-DIG-AP-Antikdrper durchgefuhrt. Dies ist ein Antikdrper, an den
eine alkalische Phosphatase gekoppelt ist, welche unter alkalischen
Reaktionsbedingungen ein Fluoreszenzsubstrat (CSPD, Roche) spalten kann. Die
bei der Spaltung des Substrates entstehende Fluoreszenz kann mit einem

Biolumineszenzfilm detektiert werden.

Zunachst wurden die gewaschenen cDNA-Arrays zur Absattigung unspezifischer
Bindungen flir 30min bei Raumtemperatur in 100ml Block-Lésung (Roche) auf einem
Schuttler inkubiert. Dann wurde jeweils 1yl der Anti-DIG-AP-Antikérperldésung
hinzupipettiert und weitere 30min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde
dann in 100ml Waschlésung uberfuhrt und 30min lang darin gewaschen. Die
Waschlosung wurde dabei nach 15min ausgetauscht.

Zur Herstellung eines fur die alkalische Phosphatase geeigneten Reaktionsmilieu
wurde die Membran nach dem Waschen fur 5min in 50ml Detektionspuffer
aquilibriert, anschlieend aus dem Puffer herausgenommen, unter Zugabe von 1ml
CSPD-L6sung (Roche) in PE-Folie eingeschweil3t und fur 15min bei 37°C inkubiert.
Nach Absaugen der uUberschussigen CSPD-L6sung wurden die Fluoreszenzsignale
mit Hilfe von Biomax-Film (Kodak) detektiert. Die Belichtungszeiten betrugen dabei
jeweils etwa 15-20min.
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2.9.3 Digitalisierung
Die belichteten Filme wurden mit Hilfe einer CCD-Kamera (Quantix, Photometrix

Ltd.), die Uber IP-Lab-Software (Signal Analytics Corporation) gesteuert wurde, in
einen Computer eingelesen. Hierbei wurde eine Kamera mit einer Auflosung von
4000 Graustufen verwendet.

2.9.4 Densitometrie
Die Graustufenbilder der Arrays wurden mit Hilfe der IP-Lab-Software
densitometrisch vermessen. Auf diese Weise konnte flr jeden Sondenpunkt eine um

die Hintergrundsignale der direkten Umgebung dieses Sondenpunktes bereinigte
Signalintensitat bestimmt werden.

2.9.5 Normalisierung
Um verschiedene Arrays miteinander vergleichen zu konnen, wurden die ermittelten
Rohdaten prozessiert. Dies beinhaltete die Normalisierung der Signalintensitaten in

zwei Schritten. Im ersten Schritt wurden die gemessenen Signalstarken der
einzelnen Sonden auf die Gesamtsumme der Signalintensitaten bezogen
normalisiert. Dieses Verfahren eliminiert Differenzen, die aus versuchsbedingten
Variablen, wie z.B. unterschiedlich effizienten Markierungsreaktionen. In einem
zweiten Schritt wurden die so vornormalisierten Daten noch auf einen internen
Standard bezogen normalisiert. Als Standard wurde die Signalintensitat der GAPDH-
cDNA-Sonde verwendet. Dies ist ein Verfahren, das auch bei der Normalisierung von
RT-PCR-Daten vielfach Anwendung findet. In RT-PCR-Vorversuchen wurde
bestatigt, dass die Expressionsstarke von GAPDH bei in vitro erstellten bovinen
Embryonen nahezu konstant war. Somit konnen die Werte der GAPDH-cDNA-Sonde
als Bezugspunkt fur die Werte der anderen cDNA-Sonden definiert werden, wodurch
Datensatze verschiedener Embryonen vergleichbar werden. Die Korrelation zweier
Datensatze untereinander wurde durch Berechnung des Pearson'schen
Korrelationskoeffizienten ermittelt.

2.9.6 Berechnung des Cutoff-Value

Um positive von negativen Signalen abzugrenzen, wurde ein Cutoff-Value aus den
Versuchsdaten ermittelt. Dieser entsprach der Summe der mittleren Signalintensitat
der vier auf dem Array befindlichen Negativkontrollen und dem Doppelten ihrer
Standardabweichung.
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2.10Verwendete Gerate und Losungen

2.10.1 Gerate
COs-Inkubatoren

Feinwaagen
Fluorimeter
Fusionsgerat

Gelelektrophoresekammer
Gelfotografie

Stromquelle f. Elektrophor.
Hybridisierungsflaschen
Hybridisierungsofen

Klhlzentrifugen
PCR-Cycler
Pipettenspitzen

Plastikrohrchen
Reaktionsgefalle

Reinstwasseranlage
Schuttelinkubator
Schuttler
Thermoschuttler
Tischzentrifuge
Transilluminator
UKW-Radio
UV-Crosslinker
Vakuumzentrifuge

NUAIRE, NU 2700E, Zapf Instrumente, Sarstedt
Heraeus, Typ Heracell und Function Line, Kendro,
Hanau

Analytic AS210S, BP3100S, Sartorius, Géttingen
GeneQuant, Pharmacia, Cambridge, UK
Multiporator mit  Fusionsmodul 4308806001,
Eppendorf, Hamburg

Eigenbau

Prozessor: Cybertech CS1

Thermoprinter: Mitsubishi P68E

Papier: Mitsubishi K65SMM-CE, Mitsubishi Electric,
Japan

PP2-79, Daela ApS, Uldum, Danmark

Hybaid, Heidelberg

Typ 7601, Gesellschaft fur Labortechnik
(GFL),Burgwedel

Eppendorf-Zentrifuge 5402C, Eppendorf

PTC-200, MJ Research, Watertown, MA
Safeseal-Tips (0,25ul: #690005, 10ul: #692140,
#692150, 100ul: #692155, 1000ul: #691000)

15 ml und 50 ml, Greiner, Frickenhausen

0,2ml: #711080, Biozym, Hess. Oldendorf

0,5ml: #7060.1, Roth, Karlsruhe

1,5ml: #0030 120.086, Eppendorf, Hamburg
#ZMQSVFT1, Millipore, Eschborn

Gerhardt Thermoshake, Jurgens, Gehrden

Typ 3015, GFL, Burgwedel

Thermomixer 5436, Eppendorf, Hamburg

Typen 5415, 5417R, Eppendorf, Hamburg
Chromato-Vue TM-20, UVP, USA

Panasonic RF-5452, Matsushita Electric, Taiwan
UV-Stratalinker 2400, Stratagene, La Jolla, USA
Concentrator 5301, Eppendorf, Hamburg
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2.10.2 Lésungen
Medien fur die Zell- und Embryonenkultur

2.10.2.1
Fert-TALP:

2mM
1uM
50mg/l
101U/
10uM
3,2mM
0,5mM
114mM
0,3mM
25mM
10mM
0,2mM
0,02mM
0,01mg/I

Sperm-TALP:

PBS:

2mM
50mg/I
10mM
3,1mM
0,4mM
100mM
0,3mM
25mM
21,6mM
1mM
0,01mg/l

9,659/l
0,0364/l
0,05¢/I
1g/l
0,1044/l
0,069/l

Calciumchlorid (Merck, #102382)
Epinephrin (Sigma, #E4250)

Gentamycin (Sigma, #G3632)

Heparin (Serva, #24590)

Hypotaurin (Sigma, #H1384)
Kaliumchlorid (Sigma, #P5405)
Magnesiumchlorid (Merck, 5833)
Natriumchlorid (Roth, #3957)
Natriumdihydrogenphosphat (Merck, #6346)
Natriumhydrogencarbonat (Merck, #6329)
Natriumlaktat (Sigma, #L1375)
Natriumpyruvat (Sigma, #P4562)
Penicillin (Sigma, #P4875)

Phenolrot (Merck, #7241)

Calciumchlorid (Merck, #102382)
Gentamycin (Sigma, #G3632)

HEPES (Sigma,#H6147)

Kaliumchlorid (Sigma, #P5405)
Magnesiumchlorid (Merck, #5833)
Natriumchlorid (Roth, #3957)
Natriumdihydrogenphosphat (Merck, #6346)
Natriumhydrogencarbonat (Merck, #6329)
Natriumlaktat (Sigma, #L1375)
Natriumpyruvat (Sigma, #P4562)
Phenolrot (Merck, #7241)

PBS-Pulver Sigma (Sigma, #D5773)
Natriumpyruvat (Sigma, #P4562)
Streptomycinsulfat (Sigma, #S56501)
D-Glucose (Riedel-de-Haen, #16325)
Calciumchlorid (Merck, #102382)
PenicillinG Natriumsalz (Sigma, #Pen-Na)
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TCM 199:

15,19 TCM 199 Pulver (Sigma, #M2520)

0,59 Gentamycinsulfat (Sigma, #G3632)

0,22g Natriumpyruvat (Sigma, #P3663)

3,59 NatriumHydrogencarbonat (Merck, #6329)

Das Medium wurde mit NaOH auf pH 7,2 eingestellt.

TCM 199-air:
15,19 TCM 199 Pulver (Sigma, #M2520)
0,59 Gentamycinsulfat (Sigma, #G3632)
0,229 Natriumpyruvat (Sigma, #P3663)
2,29 Natriumhydrogencarbonat (Merck, #6329)

Der pH wurde durch Ruhren an der Luft auf 7,4 eingestellt.

Fusionsmedium:
285mM Mannitol (Sigma, #M4125)

0,1mM Magnesiumsulfat (Merck, #5886)
0,05% BSA (Sigma, #A7030)
SOF:
20ml/l Aminosauren, essentiell (Sigma, #B6766)
10ml/l Aminosauren, nicht essentiell (Sigma, #M7145)
1,7mM Calciumchlorid (Merck, #102382)
50mg/I Gentamycin (Sigma, #G3632)
1,5mM Glucose (Riedel-de-Haen, #16325)
1mM Glutamin (Sigma, #G1517)
7,2mM Kaliumchlorid (Sigma, #P5405)
0,5mM Magnesiumchlorid (Merck, #5833)
108mM Natriumchlorid (Roth, #3957)
1,2mM Kaliumdihydrogenphosphat (Serva, #777?)
25mM Natriumhydrogencarbonat (Merck, #6329)
3,3mM Natriumlaktat (Sigma, #L1375)
0,33mM Natriumpyruvat (Sigma, #P4562)
10mg/l Phenolrot (Merck, #7241)
Proteinsupplemente: BSA (Sigma, #A9647)

PVA (Sigma, #P8136)

ECS Ostrisches Kuhserum, aus dem Blut o6strischer,
Kihe gewonnen. Nach Hitzeinaktivierung (56°C,

30min) bei —20°C gelagert.
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2.10.2.2 Medium fur die Bakterienkultur
LB-Medium:
109/l Tryptone (DIFCO, #0127-17-9)
59/l Yeast Extract (DIFCO, #0123-17-3)
10g/l NaCl (Roth, #3957)

2.10.2.3 Losungen fiir die cDNA-Array Analyse

Block-Lésung: Stammldsung (aus Roche, #1585614) 1:10 in Maleinsaurepuffer
verdunnt

High-SDS-Puffer: 709/l Natriumdodecylsulfat (Roth, #2326)
1g/l N-Lauroylsarcosine (Sigma, #L9159)

50% v/v deionisiertes Formamid (Roth, #P040)
25% viv 20x SSC

5% viv Phosphatpuffer

20% viv ddH20

20x SSC: 3M NaCl (Roth, #3957)
300mM Natriumcitrat (Roth, #3580)
pH7

Phosphatpuffer: 21% viv 1M NaH;PO, -2H,0 (Roth, #K300)
79% viv 1M Naz;HPO, -2H,0 (Roth, #P030)

Detektionspuffer:  0,1M Tris-HCI, (Roth, #4855)
0,1M NaCl (Roth, #3957)
pH 9,5

Maleinsaure-Puffer: 0,1M Maleinsaure (Roth, #K304)
0,15M NaCl (Roth, #3957)
pH 7,5
Wasch-Puffer: Maleinsaure-Puffer mit 0,3% TWEEN 20 (Sigma, #P1370)

CSPD: Roche, #1755633
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2.11 Ablauf der Experimente
Der experimentelle Teil der vorliegenden Arbeit gliederte sich in drei Teile:

Im ersten Teil erfolgten in Vorversuchen Entwicklung und Optimierung eines
Protokolls zur cDNA-Array-Analyse embryonaler mRNA-Praparationen.

In einem zweiten Abschnitt wurde die Qualitat der mit Hilfe des entwickelten
Verfahrens erzielbaren Genexpressionsdaten evaluiert.

Der dritte Abschnitt umfasste die Analyse der Genexpression muriner und boviner

Blastozysten sowie die Analyse der Genexpression in verschiedenen
Embryonalstadien der Maus.
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3 Ergebnisse

3.1 Vorversuche

Die Strategie zur Amplifikation limitierter mMRNA-Mengen aus Embryonen bestand in
der Kombination der bereits etablierten Verfahren der reversen Transkription, der
globalen PCR und der T7-RNA-Polymerase-Amplifikation. Die beiden letztgenannten
Verfahren sind bereits erfolgreich in der Aufbereitung von mRNA-Praparationen aus
sehr kleinen Ausgangsmengen angewendet worden. Jedoch bietet keines dieser
Verfahren fur sich allein die Moglichkeit, aus derart geringen mRNA-Mengen, wie sie
aus einer einzelnen Blastozyste extrahiert werden kdnnen, genligend amplifiziertes
mRNA-abgeleitetes Material fir eine cDNA-Array-Analyse zu generieren.

Die Untersuchungen zur Entwicklung und Etablierung eines Protokolls mit einer flr
die cDNA-Array-Analyse praimplantatorischer Einzelembryonen ausreichenden
Amplifikationsleistung gliederten sich in zwei Phasen: zunachst wurden verschiedene
Oligodesoxynukleotid-Kombinationen auf ihre Leistungsfahigkeit in der globalen PCR
gepruft. Hierbei  wurden neben zwei  verschiedenen  degenerierten
Oligonukleotidprimern auch das SMART-II-Oligonukleotid untersucht. In einem
zweiten Schritt wurden einzelne Parameter der cDNA-Synthese, der PCR und der
T7-Amplifikation optimiert.

Verwendete Oligonukleotide:

T7-T21: 5-TCT AGT CGA CGG CCA GTG AAT TGT AAT ACG ACT CAC TAT
AGGGCGTTTTTITTTTTITTTTTITTTT-3

DOP: 5-CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G-3’

Kozak-DOP: 5-CCG ACT CGA GNN NNN NCC ATG G-

SMART-Il:  5-AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA GTA CGC GGG-3

UP: 5’-AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA GT-3

Zur Evaluierung des entwickelten Verfahrens, wurde die Qualitat der cDNA-Array-
Daten aus der Analyse von mRNA- und aRNA-Praparationen charakterisiert. Eine
hohe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und die Erhaltung der in der Originalprobe
enthaltenen Mengenverhaltnisse der einzelnen mRNA-Spezies wahrend der
Amplifikation waren wichtige Ziele der Entwicklung des Amplifikationsprotokolls.
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3.1.1 Vergleich verschiedener Strategien der globalen RT-PCR
Es gibt bereits eine Vielzahl kommerziell erhaltlicher Systeme zur globalen PCR-

Amplifikation komplexer Nukleinsaurepraparationen. Die grundsatzliche Strategie ist
die Einfuhrung von zwei universellen Primer-Bindungssequenzen am 5’- und am 3’-
Ende der zu amplifizierenden Nukleinsaurestrange.

Far die reverse Transkription wurde ein modifizierter Poly-d(T)-Primer (T7-T21)
verwendet, der am 5-Ende die T7-Promotorsequenz enthielt. Fur die
Zweitstrangsynthese  wurde ein  kommerziell  erhaltlicher  degenerierter
Oligonukleotidprimer (DOP, Roche) und ein modifizierter degenerierter
Oligonukleotidprimer, der einen Teil der Kozak-Consensus-Sequenz enthielt (Kozak-
DOP), getestet. Weiterhin wurde die SMART-Technologie auf ihre Leistungsfahigkeit
in der globalen PCR hin gepruft. Hierbei wurde das SMART-II-Oligonukleotid in
Kombination mit dem T7-T21-Primer verwendet.

Bei der globalen Amplifikation eines mRNA-Extraktes entsteht ein Gemisch von
Nukleinsaurefragmenten  unterschiedlicher Lange, das im Idealfall die
Langenverteilung der Moleklle des mRNA-Extraktes widerspiegelt. In der Praxis
beinhalten sowohl das Arbitrary-Priming der Zweitstrangsynthese als auch die
SMART-Technologie ein gewisses Potential zum Verlust 5-naher Sequenzen der
MRNA. Ein solcher Verlust macht sich in einer generellen Verkurzung der
amplifizierten Sequenzen bemerkbar. Durch gelelektrophoretische Auftrennung kann
man Rulckschlisse auf die Langenverteilung der amplifizierten Sequenzen erhalten.
Bei der Erstellung eines globalen PCR-Verfahrens zur Amplifikation embryonaler
MmRNA-Extrakte wurde angestrebt, ein Protokoll zu finden, das eine Amplifikation
mdglichst langer Sequenzen erlaubt, um den Verlust 5’-naher Sequenzen mdglichst
gering zu halten. Hauptkriterium bei der Bewertung der gepriften methodischen
Ansatze war daher die Lange der groRten amplifizierten Fragmente, also die Lage
der oberen Grenze der sichtbaren Spur des Amplifikates nach dessen Auftrennung
im Gel. Um dies zu verdeutlichen, wurde in Abbildung 10 auf der nachsten Seite ein
typisches Gel schematisch dargestellt:
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| Geltasche
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4\\ Markerspur

< ——— Indikator-Pfeil

cDNA-Spur

—1—Agarosegel

Abbildung 10 Schematisierte Darstellung eines Gels nach elektrophoretischer Auftrennung drei
verschiedener globaler PCR-Reaktionsansatze (I-111). Links und rechts sind DNA-L&angenstandards als
Marker (M) dargestellt. Die Indikator-Pfeile zeigen das obere Ende des sichtbaren Schmiers in der
Gelspur des jeweiligen Reaktionsansatzes, d.h. die maximale Fragmentlange im entsprechenden
Reaktionsansatz an.

Im Falle des im Schema dargestellten Gels ware dementsprechend dem Protokoll,
nach dem der Ansatz | amplifiziert wurde, gegenuber den Protokollen, die zur
Amplifikation der Ansatze Il und Ill verwendet wurden, der Vorzug gegeben worden.
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3.1.2 Vergleich von DOP-RT-PCR und SMART-Technologie

Zuerst wurde ein Vergleich zwischen DOP und SMART-II in Verbindung mit T7-T21
vorgenommen. Die Firma Clontech empfiehlt fur das SMART-System die
Verwendung einer RNaseH™-RT wie z.B. Superscript-Il RT (SSIl), da diese mRNAs
mit hoherer Effizienz ganz durchschreiben kann. Da im Labor in Mariensee ein RT-
Protokoll mit Perkin-EImer MULV-RT (Murine Leukemia Virus-RT) etabliert war,
wurde diese ebenfalls fur die Amplifikation mit DOP-Primern getestet. Weiterhin

wurde die Auswirkung der zeitlichen Ausdehnung des Elongationsschrittes auf die
Lange der erzeugten PCR-Fragmente im DOP-System untersucht.

Hierzu wurde die mRNA aus funf bovinen IVF-Blastozysten mittels Dynabeads
extrahiert, in 50ul H2O eluiert, in funf Aliquots aufgeteilt und mit jeweils 1pl T7-T21
und in einem Ansatz zusatzlich mit 1yl SMART-Il versetzt. AnschlieRend erfolgte
eine Denaturierung der mRNA und der Primer bei 72°C flir 2min. Nach einer
Inkubationszeit von 1min bei 37°C wurden die restlichen Reaktionskomponenten der
RT als Mastermix zugegeben. Dieser Mastermix bestand aus je 2ul 10x RT-Puffer
(fir Superscript-Il RT: 10xSS-1l-Puffer (Gibco), fir MULV RT: 10xPCR-Puffer (PE)),
2ul MgCly, 2ul ANTP’s und 1ul RNaslIn pro Reaktionsansatz. Jedem Ansatz wurden
7ul hiervon zugefugt. Weiterhin wurde jedem Ansatz 1pl Superscript-ll bzw. MULV-
RT beigefugt. Ein Ansatz fungierte als Negativkontrolle, um eine Amplifikation nicht
mRNA-abgeleiteter Sequenzen auszuschliefen, und wurde anstatt mit RT mit H,O
supplementiert. Die Reaktionsansatze wurden dann bei 42°C fur 1h inkubiert.
Danach wurde die Reaktion durch eine Inkubation bei 65°C flr 5min gestoppt. Die
Ansatze wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei 4°C gelagert. Bei den Ansatzen,
die nicht mit SMART-Il versetzt wurden, wurde eine Zweitstrangsynthese
durchgefuhrt. Hierzu wurde neben dem PCR-Puffer und den dNTP’s noch der
entsprechende Zweitstrangprimer zugegeben.

In allen Ansatzen wurde ein Hot Start durchgefiihrt, d.h. die Tag-Polymerase wurde
bei einer Temperatur von 72°C zugegeben. Zum Annealing der Zweitstrangprimer
wurden die Reaktionsansatze fur 90s bei 30°C inkubiert. Dann erfolgte eine
langsame Temperaturerhohung um 0,2°C/s bis auf 72°C. Zur Elongation der Primer
wurde fur 4min bei 72°C inkubiert. Nach Abschluss der Zweitstrangsynthese wurden
den einzelnen Reaktionsansatzen die jeweiligen PCR-Primer zugefligt und eine PCR
durchgefuhrt. Diese bestand aus 35 Zyklen, die jeweils einen Denaturationsschritt bei
94°C fur 30s, einen Annealingschritt bei 60°C fur 30s und einen Elongationsschritt
bei 72°C fur 2min bzw. 3min umfassten. Nach Abschluss der PCR wurden die
Ansatze bei 4°C gelagert. Tabelle 2 fasst die einzelnen Pipettier- und
Reaktionsschritte zusammen:
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Ansatz I I n v v
mRNA-Extrakt 10pl
Primer 1pl T7-T21 1wl T7-121 1pl T7-T21
1ul SMART-II
H,O 1pl - 1pl
Denaturierung .
37°C, 1’
MasterMix 7yl
RT 1pI SS-Il | 1pIMULV | 1pISS-l | 1yl MULV | 1pl H,0
42°C, 60
RT-Reaktion 65°C, 10’
4°C,
2x PCR-Buffer 50ul
Zweltstrang- 14l DOP . 14l DOP
dNTP’s 20l
H,0 214l 224 214l
Hot Start 95°C, 5
72°C, 1
Pol;-;grase 1l
_ 30°C, 90” 30°C, 90”
Z“;ﬁ:ffﬁ;i’;g +0,2°C/s bis 72°C 4°C,0 | 10,2°C/s bis 72°C 72°C,
72°C, 4 4
2 5ul T7-T21 2,50l T7- 2 5ul T7-T21
Primer 2,5ul DOP 121 2,5ul DOP
’ 2,5ul NUP !
94°C, 30” 94°C, 30”
60°C, 30” 60°C, 30”
Globale PCR 72°C, 2’ 72°C, 3’
35 Zyklen 35 Zyklen
4°C, oo 4°C, oo

Tabelle 2 Pipettierschema zum Vergleich von DOP-RT-PCR und SMART-Technologie. Das mRNA-
Eluat aus 5 bovinen IVF-Blastozysten wurde in Aliquots aufgeteilt und mit unterschiedlichen Primern
amplifiziert. Die Abkurzungen sind im vorhergehenden Text erldutert. «: bis zur weiteren Aufarbeitung;

"> Minute(n); ”:Sekunde(n);
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Nach der PCR wurden 10ul Aliquots der Ansatze auf ein 1,5%iges Agarosegel
aufgetragen und einer Gelelektrophorese unterzogen (Abbildung 11). Als Standard
wurde eine 100bp-Leiter aufgetragen.

M I -t v Vv M

Abbildung 11 Die Ansatze I-V des Vergleiches der DOP-RT-PCR und der SMART-Technologie nach
gelelektrophoretischer Auftrennung. Die Indikatorpfeile markieren das obere Ende der sichtbaren
cDNA-Spuren. Zusammensetzung und Reaktionsparameter der einzelnen Ansatze sind in der
vorhergehenden Tabelle dargestellt.

Ein Vergleich der Laufspuren | (DOP, Superscript 1I-RT, 2min Elongationszeit) und Il
(DOP, MULV-RT, 2min Elongationszeit) auf dem Gel ergab, dass beide Ansatze eine
ahnlichen maximalen Fragmentlange aufwiesen. Die beiden Spuren lieRen auf eine
maximale Fragmentlange von etwa 1,3-1,5kbp in den aufgetragenen Ansatzen
schlieen. Spur Ill (SMART, 3min Elongationszeit) zeigte im Vergleich zu den
anderen Laufspuren eine deutlich herabgesetzte maximale Lange der erzielten
Fragmente. Die geschatzte maximale Fragmentlange lag bei nur etwa 1kbp. Spur IV
(DOP, 3min Elongationszeit) wies eine im Vergleich zu den Spuren |, Il und Il
deutlich erhéhte maximale Fragmentlange von uUber 2kbp auf. Der Kontrollansatz
ohne RT lieferte aulder den Primer-Dimeren keinerlei Signal.

Dieser Versuch wurde zweimal mit identischen Ergebnissen reproduziert. Die
Resultate machten deutlich, dass die MULV-RT bei Verwendung des DOP-Primers
fur die Zweitstrangsynthese eine gleichwertige Alternative zur Superscript-ll RT
darstellte. Ferner wurde festgestellt, dass das modifiziete DOP-System in
Verbindung mit dem T7-T21-Primer langere cDNA-Fragmente als das SMART-
System liefern konnte. Eine Verlangerung der Elongationszeit von zwei auf drei
Minuten wirkte sich positiv auf die maximale Lange der amplifizierten Sequenzen
aus. Um die Methode im Hinblick auf die zu erzielende maximale Lange der
amplifizierten Sequenzen weiter zu optimieren, konzentrierten sich die weiteren
Versuche auf das DOP-System, das in diesem Punkt das grolere Potential
aufzuweisen schien.
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3.1.3 Optimierung des PCR-Schrittes der globalen RT-PCR

Das DOP-System kann zusammen mit einem zweifach konzentrierten PCR-Puffer
(DOP-Master) bezogen werden. Dieser enthalt neben anderen flr die PCR nétigen
Komponenten auch eine DNA-Polymerase, die durch einen Antikorper inaktiviert und
gleichzeitig stabilisiert wird. Erst durch eine finfmindtige Inkubation bei 95°C wird der
Antikoérper denaturiert und somit die DNA-Polymerase aktiviert. Dies bedeutet eine
nicht unerhebliche Erleichterung bei der Durchfuhrung des Hot Starts, da die Tag-
Polymerase nicht mehr in einem zusatzlichen Pipettierschritt zu den jeweiligen
Ansatzen hinzugegeben werden muss. Der Wegfall eines Pipettierschrittes ist
weiterhin vorteilhaft, da hierdurch eine Kontaminationsquelle ausgeschaltet wird.

Um die Leistungsfahigkeit der DOP-Master Tag-Polymerase mit der im Labor
verwendeten Gibco Tag-Polymerase zu vergleichen, wurde mit beiden Systemen
MRNA aus bovinen Blastozysten amplifiziert. Hierzu wurde die mRNA aus vier
bovinen IVF-Blastozysten extrahiert, in 40ul H,O eluiert und in vier Aliquots aufgeteilt,
welche mit jeweils 1ul T7-T21 versetzt wurden. Nach Denaturierung von mRNA und
Primern bei 72°C fur 2min und Inkubation bei 37°C flir 1min wurden die restlichen
Reaktionsteilnehmer der RT als Mastermix zugegeben. Dieser Mastermix bestand
aus je 2ul 10x PCR-Puffer (PE), 2ul MgCly, 2ul dNTP’s, 1ul RNasIn und 1yl MULV-
RT pro Ansatz. Jedem Reaktionsansatz wurden 8ul dieses Mastermixes zugegeben.
Die Ansatze wurden dann bei 42°C fur 1h inkubiert. Danach wurde die Reaktion
durch eine Inkubation bei 65°C flr 5min gestoppt, und die Ansatze wurden bis zur
weiteren Verarbeitung bei 4°C gelagert.

Die Zweitstrangsynthese erfolgte durch Zugabe von 50ul DOP-Master bzw. 50ul 2x
PCR-Puffer und 2ul dNTP’s, sowie 1yl DOP. Analog zur obigen
Versuchsbeschreibung wurde in allen Ansatzen ein Hot Start durchgefuhrt. Die
Hybridisierung des DOP an seine Zielsequenz erfolgte bei 30°C fur 90s. Es schloss
sich eine langsame Temperaturerhdhung um 0,2°C/s bis auf 72°C an. Zur Elongation
der Primer wurde fir 4min bei 72°C inkubiert. Nach Abschluss der
Zweitstrangsynthese wurden den einzelnen Ansatzen jeweils 2,5ul DOP und 2,5l
T7-T21 zugefugt. Dann erfolgte eine PCR mit 35 Zyklen wie oben beschrieben. Die
Elongationszeit der PCR-Zyklen betrug in den ersten beiden Ansatzen jeweils 3min
und in den Ansatzen Il und IV jeweils 4min. Die einzelnen Pipettier- und
Reaktionsablaufe sind in Tabelle 3 zusammengefasst:
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Ansatz | I ]| \")
mRNA-Extrakt 10ul
T7-T21 1l
H.O 1l
72°C, 2
Denaturierung
37°C, 1
MasterMix 8ul
42°C, 60’
RT-Reaktion 65°C, 10’
4°C, o
DOP-Master
. - 50pl - 50ul
(mit DOP-Taq)
2x PCR-Buffer 50ul - 50ul -
DOP 1ul
dNTP’s 2ul - 2ul -
H.O 21ul 24l 21ul 24l
95°C, 5’
Hot Start
72°C, 1
Gibco Tag-
Polymerase Tul i Tul i
30°C, 90”
Zweitstrang- o . o
+0,2°C/s bis 72°C
Synthese
72°C, 4
] 2,5ul T7-T21
Primer
2,5ul DOP
94°C, 30” 94°C, 30”
60°C, 30” 60°C, 30”
Globale PCR 72°C, 3 72°C, 4
35 Zyklen 35 Zyklen
4°C, 4°C, o

Tabelle 3 Pipettierschema zur Optimierung der DOP-RT-PCR: mRNA-Eluat aus vier bovinen IVF-
Blastozysten wurde in verschiedenen Ansatzen amplifiziert. Die Leistungsfahigkeit von DOP-Master
Tag-Polymerase und Gibco Taq Polymerase wurden verglichen. Weiterhin wurde die Auswirkung der
Verlangerung der Elongationszeit um eine Minute untersucht. co: bis zur weiteren Aufarbeitung; ’:

Minute(n); ”:Sekunde(n);
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Von jedem Ansatz wurden nach Abschluss der PCR 10ul auf ein Agarosegel
aufgetragen und einer Gelelektrophorese unterzogen (Abbildung 12). Als Marker
wurde eine 100bp-Leiter aufgetragen. Das Gel drehte sich wahrend der
Gelelektrophorese leicht in der Kammer, weshalb die einzelnen Spuren etwas schrag
durchs Gel liefen.

2000bp

1000bp
600bp

100bp

Abbildung 12 Gelelektrophoretische Auftragung der Reaktionsansatze zur Optimierung der DOP-
PCR. Die Indikatorpfeile zeigen das obere Ende der jeweiligen cDNA-Spur an. Zusammensetzung
und Reaktionsparameter der einzelnen Ansatze sind in der vorhergehenden Tabelle dargestellt.

Der Vergleich der Spuren | (Gibco Tag-Polymerase, 3min Elongationszeit) und Il
(Gibco Tag-Polymerase, 4min Elongationszeit) mit den Spuren Il (DOP-Master Tag-
Polymerase, 3min Elongationszeit) und IV (DOP-Master Tag-Polymerase, 4min
Elongationszeit) lield darauf schlielRen, dass sich durch den Einsatz von Gibco Tag-
Polymerase eine hohere maximale Lange der amplifizierten Sequenzen erreichen
lie® als durch den Einsatz der DOP-Master Taqg-Polymerase. Der Vergleich der
Spuren | (3min Elongationszeit) und Il (4min Elongationszeit) ergab, dass sich die
Verlangerung der Elongationszeit auf 4min positiv auf die erzielte maximale Lange
der amplifizierten Sequenzen auswirkte.
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3.1.4 Optimierung der Zweitstrangsynthese

Das Grundprinzip des Arbitrary-Primings ist, dass der Primer irgendwo auf der mRNA
einen zu seiner 3’-Basensequenz komplementaren Sequenzabschnitt bindet. Die
Position solcher Bindungssequenzen auf den mRNA-Strangen legt somit die Lange
der in der PCR amplifizierten Sequenzen fest. Uber Datenbank-Analysen kann man
nachweisen, dass in zahlreiche mRNAs die exakte DOP-Bindungssequenz nicht
vorhanden ist. Die 3’-Basensequenz dieses Primers ist jedoch G-reich und damit
vermutlich bei der fur die Zweitstrangsynthese verwendeten Annealingtemperatur so
“klebrig®, dass auch der DOP-Bindungssequenz sehr ahnliche Sequenzen gebunden

werden konnen. Die Verwendung eines degenerierten Arbitrary-Primers, dessen
Bindungssequenz zur Kozak-Consensus-Sequenz komplementar ist (DOP-
CCATGG), sollte entsprechend dieser Uberlegungen in der Lage sein, in der groRen
Mehrzahl der mRNAs die hierzu komplementare Sequenz auf dem ersten cDNA-
Strang zu binden. Somit kdnnte theoretisch die gesamte translatierte Region samt
der 3’-untranslatierten Region dieser mRNAs einer globalen Amplifikation zuganglich
werden.

Um DOP und “Kozak-DOP*“ zu vergleichen, wurde die mRNA aus drei bovinen IVF-
Blastozysten extrahiert, in drei Aliquots aufgeteilt und mit jeweils 1yl T7-T21 pro
Aliquot versetzt. Nach Denaturierung der Ansatze bei 72°C fur 2min und Inkubation
bei 37°C fur 1min wurden der RT-Mastermix zugegeben. Dieser bestand aus je 2yl
10x PCR-Puffer (PE), 2ul MgCl,, 2ul dNTP’s, 1yl RNasIn und 1pl MULV-RT pro
Ansatz. Jedem Reaktionsansatz wurden 8ul dieses Mastermixes zugeflgt. Die
Ansatze wurden fur die reverse Transkription 1h lang bei 42°C inkubiert. Danach
wurde die Reaktion durch eine Inkubation bei 65°C fur 5min beendet und die Ansatze
wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei 4°C gelagert.

Die Zweitstrangsynthese erfolgte durch Zugabe von 50ul 2x PCR-Puffer und 2yl
dNTP’s, sowie 1yl DOP bzw. Kozak-DOP. AnschlieRend wurde der Hot Start und
darauf folgend das Primer-Annealing bei 30°C fur 90s durchgefuhrt. Dann wurde die
Temperatur um 0,2°C/s bis auf 72°C erhéht und bei dieser Temperatur 4min
inkubiert. Nach Abschluss der Zweitstrangsynthese wurden den einzelnen
Reaktionsansatzen jeweils 2,5u1 DOP bzw. Kozak-DOP, sowie 2,5ul T7-T21
zugeflgt. Dann erfolgte die PCR mit 35 Zyklen wie bereits oben beschrieben. Die
Elongationszeit der PCR-Zyklen betrug im ersten Ansatz jeweils 4min und in den
Ansatzen Ill und IV jeweils 5min. Die einzelnen Pipettier- und Reaktionsablaufe sind
in Tabelle 4 aufgeflhrt:
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Ansatz

mRNA-Extrakt 10ul
T7-T21 1ul
H.O 1ul
72°C, 2
Denaturierung
37°C, 1
RT-MasterMix 8ul
42°C, 60’
Reverse 0 ’
Transkription 65°C, 5
4°C, o
2x PCR-Buffer 50ul
Zweitstrang- 1ul DOP 1l Kozak-DOP
Primer
dNTP’s 2ul
H.O 22ul
95°C, 1’
Hot Start
72°C, 1
Taq-Polymerase 1ul
30°C, 90~
Zweitstrang- 10,2°Cs bis 72°C
Synthese
72°C, 3
) 2,5ul T7-T21 2,5ul T7-T21
Primer
2,5ul DOP 2,5ul Kozak-DOP
94°C, 30” 94°C, 30” 94°C, 30”
60°C, 30” 60°C, 30” 60°C, 30”
Globale PCR 72°C, & 72°C, 5’ 72°C, &
35 Zyklen 35 Zyklen 35 Zyklen
4°C, 4°C, © 4°C,

Tabelle 4 Pipettierschema zur Optimierung der Zweitstrangsynthese: mRNA-Eluat aus drei
bovinen IVF-Blastozysten wurde in verschiedenen Anséatzen amplifiziert. Leistungsfahigkeit von DOP
und ,Kozak-DOP“ wurden verglichen. Weiterhin wurde die Auswirkung der Verlangerung der
Elongationszeit um eine Minute bei Verwendung von DOP in der Zweitstrangsynthese untersucht. :
bis zur weiteren Aufarbeitung; ’: Minute(n); ”:Sekunde(n);
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Von den einzelnen Ansatzen wurden jeweils 10pl auf ein Gel aufgetragen und einer
Gelelektrophorese unterzogen (Abbildung 13). Als Marker wurde eine 100bp-Leiter
aufgetragen.

Abbildung 13 Die Ansatze I-lll zur Optimierung der Zweitstrangsynthese nach gelelektrophoretischer
Auftrennung. Die Indikatorpfeile zeigen das obere Ende der cDNA-Spuren. Zusammensetzung und
Reaktionsparameter der einzelnen Ansatze sind in der vorhergehenden Tabelle dargestellt.

Der Vergleich der Spuren | (DOP, 4min Elongationszeit) und II (DOP, 5min
Elongationszeit) ergab, dass in beiden Ansatzen die maximale Lange der
amplifizierten Sequenzen etwa gleich gro® war. Spur Il (Kozak-DOP, 4min
Elongationszeit) zeigte dagegen eine herabgesetzte maximale Fragmentlange der
amplifizierten Sequenzen.

Die Verlangerung der Elongationszeit fuhrte somit nicht zu einer weiteren Steigerung

der maximal erreichten Fragmentgrofie. Die Versuche wurden daher im Folgenden
mit einer Elongationszeit von 4min durchgeflhrt.
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3.1.5 Reproduzierbarkeit der globalen RT-PCR aus Einzelembryonen

Die in den Versuchen gewonnenen Daten und Erkenntnisse wurden zu einem
Protokoll zur globalen PCR von mRNA-Praparationen aus Einzelembryonen
zusammengefasst, das im weiteren Verlauf der Untersuchungen verwendet wurde.
Zu den formulierten Parametern dieser Prozedur gehérten das Primerpaar
DOP/T7T21, die MULV-RT, die Kombination von Reaktionspuffer und Tag-
Polymerase sowie die Elongationszeit von 4min pro Zyklus.

Um zu untersuchen, ob das entwickelte Protokoll zur globalen Amplifikation
embryonaler mRNA-Praparationen reproduzierbare Resultate lieferte, wurden
MRNA-Extrakte aus drei einzelnen murinen Blastozysten separat amplifiziert und
jeweils 10ul der entsprechenden PCR-Ansatze auf ein Gel aufgetragen. Ein vierter
MRNA-Extrakt einer murinen Blastozyste wurde einer Amplifikationsprozedur ohne
Zugabe von Reverser Transkriptase unterzogen, um eine Amplifikation DNA-
abgeleiteter Sequenzen ausschlieBen zu koénnen. Die Pipettier- und
Reaktionsschritte sind in Tabelle 5 zusammengefasst:

Zur Bewertung der Reproduzierbarkeit der globalen PCR wurden nur murine
Blastozysten verwendet, da angesichts der Tatsache, dass durch die Verwendung
des Primerpaares DOP/T7T21 mRNA-Sequenzen unspezifisch global amplifiziert
werden, davon ausgegangen wurde, dass mRNA-Praparationen verschiedener Arten
nach einem identischen Mechanismus amplifiziert werden.
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Ansatz I | ]| v
mRNA-Extrakt 10l
T7-T21 1ul
H.0 1l 2yl
Denaturierung 12°c. 2
37°C, 1’
MasterMix
7ul
(ohne RT)
MULV-RT 1l -
37°C, 1’
Reverse 42°C, 60’
Transkription 65°C, 5
4°C, o
2x PCR-Buffer 50ul
DOP 1ul
dNTP’s 2ul
H.0 22ul
Hot Start 95°C, 1
72°C, 1’
Taq-Polymerase 1ul
. 30°C, 90”
Zweitstrang- . . .
Synthese +0,2°C/s bis 72°C
72°C, 3
. 2,5ul T7-T21
Primer
2,5ul DOP
94°C, 30” 94°C, 30” 94°C, 30” 94°C, 30”
60°C, 30” 60°C, 30” 60°C, 30” 60°C, 30”
Globale PCR 72°C, 4 72°C, 4 72°C, 4 72°C, 4
30 Zyklen 32 Zyklen 35 Zyklen 35 Zyklen
4°C, 4°C, o 4°C, o 4°C,

Tabelle 5 Pipettierschema zur Bewertung der Reproduzierbarkeit der globalen PCR: mRNA-Extrakte
aus vier murinen Blastozysten wurden separat amplifiziert. Es wurden unterschiedliche Zyklenzahlen
durchgefiihrt. Die Abkirzungen sind im vorhergehenden Text erldutert. co: bis zur weiteren
Aufarbeitung; ’: Minute(n); ”:Sekunde(n);

78



Nach Abschluss der PCR-Reaktionen wurden 10pl von jedem PCR-Ansatz auf ein
1,5%iges Agarosegel aufgetragen und einer Gelelektrophorese unterzogen
(Abbildung 14). Als Marker diente eine 100bp-Leiter.

2000bp
1000bp

600bp

100bp

Abbildung 14 Reproduzierbarkeit der DOP-PCR aus Einzelembryonen. Die Indikatorpfeile zeigen
das obere Ende des cDNA Schmiers der jeweiligen Gelspur an. Zusammensetzung und
Reaktionsparameter der einzelnen Ansatze sind in der vorhergehenden Tabelle dargestellt.

Der Vergleich der Spuren |, Il und Il lie® auf eine sehr ahnliche Langenverteilung der
cDNA-Fragmente in diesen drei PCR-Ansatzen schliel3en. Die maximale Lange der
amplifizierten Sequenzen betrug bei allen drei Reaktionsansatzen etwas Uber 2kb.
Offenbar verlief die Amplifikation der mRNA-Extrakte in allen drei Ansatzen ahnlich.
Die Spur von Ansatz IV (ohne reverse Transkriptase) zeigte keine Amplifikation DNA-
abgeleiteter Sequenzen.

Die hohen Zyklenzahlen der bisher durchgefuhrten PCR-Reaktionen dienten der
Sichtbarmachung der amplifizierten cDNAs. Derart hohe Zyklenzahlen bergen die
Gefahr, in die Plateauphase der PCR-Reaktion zu gelangen, was eine Verzerrung
der Ergebnisse bedeuten kdnnte. Daher wurde die Voramplifikation der cDNAs in
den weiteren Versuchen auf 25 Zyklen beschrankt.
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3.1.6 In vitro-Transkription von cDNA-Fragmenten aus der globalen RT-PCR

Aus murinem Nierengewebe wurde die Gesamt-RNA extrahiert. Aus vier jeweils 5ng
Gesamt-RNA enthaltenden Aliquots wurde die mRNA extrahiert und einer globalen
PCR-Voramplifikation unterzogen. Die voramplifizieten cDNAs wurden Uber
Silicasaulen aufgereinigt und so von nicht eingebauten Nukleotiden und Primer-
Dimeren befreit. Die gereinigten cDNAs wurden dann in 50ul 1/10 TE-Puffer eluiert
und durch Vakuumzentrifugation getrocknet. Die pelletierten cDNAs wurden in 13l
H,O aufgenommen und als Template in der IVT eingesetzt. Hierzu wurde der T7-
Ampliscribe Kit der Fa. Epicentre mit einem leicht modifizierten Protokoll des
Herstellers (s.u.) verwendet.

Die erstellten Transkripte wurden Uber Mini-Spin Saulen der Fa. Qiagen aufgereinigt,
in 35ul H,O eluiert und mittels eines Fluorimeters quantifiziert. Jeweils 5ul aRNA-
Ldésung wurden auf ein denaturierendes Agarosegel aufgetragen (Abbildung 15,
Spuren |I-V). Als Referenz wurde eine 100bp-Leiter verwendet. Weiterhin wurde aus
der restlichen Gesamt-RNA der Nierenprobe die mRNA aufgereingt und auf das Gel
aufgetragen (Abbildung 15, Spur I).

Abbildung 15 Gelelektrophoretische Auftrennung von mRNA (I) und aus der gleichen Quelle
amplifizierten aRNA-Praparationen (lI-V)

Der mRNA-Extrakt lieferte eine nur sehr schwache Spur im Gel. Die Spuren |I-V
waren dagegen sehr kraftig mit einer Verdichtung im Bereich von etwa 600-2000bp.
Die IVT-Reaktion hatte in allen vier IVT-Ansatzen eine fast identische
Langenverteilung der erstellten Transkripte zur Folge, die der des mRNA-Extraktes
stark ahnelte, welcher ebenfalls eine Konzentration im Bereich von 600-2000bp
aufwies.
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3.2 Erstellung eines Protokolls zur cDNA-Array-Analyse von

mRNA-Praparationen aus einzelnen Saugerembryonen nach

RT-PCR-IVT
Die aus den Erkenntnissen der Vorversuche entwickelte Methode zur Aufbereitung
von amplifizierter RNA aus einzelnen praimplantatorischen Saugerembryonen soll im
Folgenden im Detail dargestellt werden:

3.2.1 mRNA-Extraktion

Die mRNA Extraktion wurde mit dem Dynabead mRNA-direkt Kit der Firma Dynal
durchgefuhrt. Das Protokoll des Herstellers wurde leicht modifiziert. Dieses
modifizierte Protokoll war bereits im Labor etabliert und hatte sich bei der mRNA-
Extraktion aus Embryonen bewahrt.

Die bei —80°C gelagerten Embryonen wurden aus der TiefkUhltruhe enthommen und,
noch bevor sie aufgetaut waren, mit 20ul Lysis-Puffer versetzt. Nach Vortexen
wurden sie fir 10min bei Raumtemperatur zur Lyse der Embryonen stehengelassen.

Pro Embryo bzw. Embryonengruppe wurden 5ul bzw. 10ul der im Kit enthaltenen
Dynabead-Suspension zugegeben, vermischt und die Ansatze 5Smin bei
Raumtemperatur auf einem Schuttler zur Hybridisierung inkubiert. Die Dynabeads
wurden vor ihrer Zugabe dreimal in je einem Aliquot Lysis-Puffer gewaschen. Nach
der Hybridisierung wurden die Ansatze in einen magnetischen Separator gestellt. Der
Uberstand wurde von den Dynabeads abgenommen und verworfen. Die mit mRNA
beladenen Dynabeads wurden nun einmal mit Waschpuffer A und dann dreimal mit
Waschpuffer B gewaschen. Der Uberstand wurde jedes Mal komplett abgenommen.

Die Ruckgewinnung der an die Dynabeads hybridisierten mRNA erfolgte durch

Inkubation der Dynabeads fiur 2min bei 65°C in einem entsprechenden Volumen
H,0. Der mRNA-haltige Uberstand wurde abgenommen und bei 4°C gelagert.
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3.2.2 Erststrangsynthese

Die Uberstande aus der mRNA-Extraktion wurden zunéachst mit 1ul T7-T21 versetzt
und zur Denaturierung der Templatestrange und der Primer 2min bei 70°C inkubiert.
Zum Annealing der Primer wurde dann bei 37°C fur 1h inkubiert und danach auf Eis
gelagert.

Der RT-Mastermix wurde den Ansatzen zugeflugt, bestehend aus:

2ul 10x PCR-Puffer (Perkin Elmer)

2ul MgCl,, 50mM (Gibco)

2ul dNTP's, 15mM (Amersham Pharmacia)
1ul RNaslIn, (201U, Perkin Elmer)

1ul MULV-RT (501U, Perkin Elmer)

Eventuell an 20pl fehlendes Volumen wurde schlieBlich noch mit H,O aufgeflllt. Die
Reaktionsansatze wurden bei 42°C fur 60min inkubiert und dann durch eine
Inkubation flr 5min bei 65°C beendet.

3.2.3 Zweitstrangsynthese
Die 20ul RT-Ansatze wurden folgendermalien supplementiert:
20l RT-Ansatz
50ul 2xPCR-Puffer
2ul dNTP's
1ul DOP
22ul H,0

Die Zweitstrangsynthese wurde mit einem Hot Start begonnen. Hierbei wurden die
Ansatze zunachst fir 5min auf 95°C erhitzt, dann auf 72°C abgekuihlt und erst dann
mit 1ul Tag-Polymerase versetzt.

Zum Annealing des DOP wurden die Ansatze 90s lang bei 30°C inkubiert. Dies
ermoglichte die Bindung des Arbitrary-Hexamers am 3'-Ende des Primers mit dessen
Zielsequenz oder sehr ahnlichen Sequenzen. Zur Elongation wurde die Temperatur
zunachst mit einer Rate von 0,2°C/s erhoht, bis auf 72°C gesteigert und fur 4min
konstant gehalten.
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3.2.4 Globale PCR
Nach Abschluss der Zweitstrangsynthese wurden die Reaktionsansatze bei 72°C
inkubiert und sofort mit den PCR-Primern (jeweils 2,5ul T7-T21 und DOP) versetzt.
Dann wurde eine 25 Temperaturzyklen umfassende PCR durchgefuhrt. Die
einzelnen Zyklen folgten dabei diesem Schema:

94°C, 30"

60°C, 30"

72°C, 4'

Nach Durchlaufen der 25 PCR-Zyklen wurden die Ansatzen bei 4°C gehalten.

3.2.5 In vitro-Transkription

Vor Verwendung der cDNA-Fragmente als Matrizen in der T7-IVT wurden diese Uber
eine Silica-Matrix aufgereinigt. Diese Aufreinigung wurde mit dem GFX-PCR DNA
Purification Kit (Amersham Pharmacia) nach den Empfehlungen des Herstellers
durchgefuihrt. Die gereinigten cDNAs wurden in 50ul 1/10 TE eluiert und
anschlie3end durch Vakuumzentrifugation auf ein Volumen von 12ul aufkonzentriert.

Zur in vitro Transkription wurde der T7-Ampliscribe Kit (Epicentre Technologies)
verwendet. Die IVT-Ansatze wurden jeweils wie folgt zusammengestellt:

12ul cDNA-LGsung

2ul 10x Rxn Buffer

2ul NTP-Mix (ATP, CTP, GTP, UTP, 100mM)
2ul DTT

2ul T7 RNA Polymerase

Die IVT-Ansatze wurden dann fur 3h bei 42°C inkubiert. Danach wurde jedem Ansatz
11U DNase1 zugegeben und fir 15min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die
Transkripte mit Hilfe des Qiagen RNeasy Kits entsprechend den Empfehlungen des
Herstellers aufgereinigt. Die gereinigte aRNA wurde in 35ul H20 eluiert und mittels
eines Fluorimeters quantifiziert.

3.2.6 Markierung der aRNA

Jeweils 2ug aRNA wurden in einem neuen Reaktionsgefall mit 1,5ul DIG-Chem-Link
(Roche) versetzt und 30min bei 85°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 5yl Stopp-Losung beendet. Die markierten aRNA-Praparationen wurden direkt in
die Hybridisierungslésung gegeben.
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Das verwendete Markierungsprotokoll ist im Gegensatz zu anderen bekannten
Protokollen, in denen die Nukleinsduren durch den Einbau modifizierter
Nukleotidreste wahrend der DNA- oder RNA-Synthese markiert werden, eine
Reaktion, die ohne die Beteiligung eines Enzyms auskommt. Das DIG-Chem-Link
Reagenz ist eine cis-Platinverbindung, bei der eine der vier Koordinationsstellen des
Plainatoms Uber einen aliphatischen Spacer mit einem DIG-Molekul verbunden ist.
Zwei weitere Koordinationsstellen sind von einem Diaminoethanliganden besetzt,
wahrend die letzte einen leicht abspaltbaren Nitratliganden tragt. Bei Inkubation
dieser Verbindung mit Nukleinsauren in wassriger Losung erfolgt unter Abspaltung
des Nitratrestes eine koordinative Bindung des Platinatoms an die Position N7 der
Guanosin- und Adenosin-Reste der Nukleinsauren.

3.2.7 cDNA-Array-Hybridisierung

Die Arrays wurden mindestens eine Stunde lang bei 54°C in 10ml High-SDS Puffer
mit 1% Blocking Reagenz und 3pg nicht markiertem pGemTeasy ohne Insert
vorhybridisiert. Nach  Ablauf der Vorhybridisierungszeit wurde jedem
Hybridisierungsansatz die jeweilige markierte RNA direkt zugegeben. Die
Hybridisierung der Arrays erfolgte Uber mindestens 8h.

Die hybridisierten Arrays wurden zweimal 5min in 100ml 0,5x SSC, 0,1% SDS bei
Raumtemperatur und anschliel3end zweimal 15min in 100ml 0,1x SSC, 01% SDS bei
54°C gewaschen. Die Detektion der DIG-Markierungen erfolgte mit dem im DIG-
Chem-Link Kit enthaltenen Antikdrper, an den eine alkalische Phosphatase gekoppelt
ist. Die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen geschah durch Inkubation der
Arrays fur 30min bei Raumtemperatur in 100ml Block-Lésung. Dieser Lésung wurde
dann jeweils 1ul Anti-DIG-Antikérper zugesetzt. Nach weiteren 30min bei
Raumtemperatur auf dem Schuttler wurden die Arrays zweimal 15min in 100ml
Waschpuffer geschwenkt und danach 5min in Detektionspuffer aquilibriert.

Die Arrays wurden einzeln in PE-Folie eingeschwei3t und pro Array wurde 1ml
CSPD-Substrat zugefugt. Nach einer Aktivierung der alkalischen Phosphatase durch
Inkubation fur 15min bei 37°C konnten die chemilumineszenten Signale auf den
Arrays durch Exposition eines Biomax Films (Kodak) detektiert werden. Die
Entwicklung des Films erfolgte nach den Angaben des Herstellers. In Abbildung 16
ist beispielhaft ein Bild eines entwickelten cDNA-arrays dargestellt:
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Abbildung 16 cDNA-Array-Bild einer einzelnen murinen Blastozyste vom Tag 3,5. Jede cDNA-Sonde
wurde in zwei direkt nebeneinander liegenden punktférmigen Arealen aufgetragen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | apafl apc atm B-actin bad bax bcl2 bclx B-cat e- cad casp2 | casp3
B | casp8 |casp 11| cdc2 cdc 6 | cdc 25a cdk 4 cx43 | cycB cyc C cyc D1 cyc D2 cyc E
C daxx egf e2f5 erb A fas-ag fas- lig c-fos | gadd 45 p63 max mdm 2 | mdm x
D| miz1 mnt mxi myb c-myc I-myc p 15 p16 p19 p21 p 42 p73
E p 53 p 107 ras-H ras-K rip rb c-src t- ag tef-1 tf-1 tgf-B tgf-B-r
F ubi telo | telo Il fibro [ fgfr21llb | fgfr2lic | vim vim |l col ck-endoa | c-jun afp
G | albumin | c/ebp-a. | cdk2 |cyp 1a2 | cyp 1b1 | cyp 2b13 | dbp gapdh | PGCSlo | PGCSup | pBR322 | pBR322
H otc pepck sdh tat tdo telo Il tf - pGemT Globin pBKS 18S

Abbildung 17 Schema der auf dem Array befindlichen cDNA-Sonden und Kontrollen.
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3.3 Evaluierung des erstellten Protokolls

Nach der Etablierung des Protokolls zur globalen Amplifikation sehr kleiner mRNA-
Mengen wurde die erstellte Methode evaluiert. Besonderer Augenmerk lag dabei auf
der Reproduzierbarkeit der erhaltenen Daten. Um zu untersuchen, ob und in
welchem Male die ursprunglichen Mengenverhaltnisse der einzelnen mRNA-
Spezies untereinander durch die Amplifikation verzerrt wurden, wurden weiterhin
Daten aus amplifizierten RNA-Praparationen mit Daten, die aus nicht amplifizierten
RNA-Praparationen gleicher Herkunft gewonnen wurden, verglichen.

3.3.1 Analyse von mRNA-Praparationen verschiedener Maus-Gewebe

Um zu untersuchen, ob sich die aus dem Array-System erhobenen
Genexpressionsdaten in  Ubereinstimmung mit bereits verdffentlichten Daten
befanden und um in Erfahrung zu bringen, ob sich Unterschiede in der
Genexpression zwischen zwei biologischen Proben in den erhaltenen Signalmustern
widerspiegelten, wurden cDNA-Arrays aus mRNA verschiedener muriner Gewebe
produziert und verglichen.

Hierzu wurden jeweils 2ug mRNA aus murinem Nieren- und Lebergewebe markiert
und mit einem Array hybridisiert. Zur besseren Darstellung der unterschiedlichen
Genexpressionsmuster wurden in Abbildung 18 zwei der erzeugten (transparenten)
Array-Bilder so Ubereinandergelegt, dass die Punkte der jeweils gleichen cDNA-
Sonden sich einander direkt gegenlberlagen. Im so aufgenommenen Bild liel3en sich
differentiell exprimierte Gene identifizieren.
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Abbildung 18 zeigt zwei cDNA-Arrays aus Maus Nieren- bzw. Leber-mRNA. Die beiden Array Bilder
wurden leicht versetzt ibereinander gelegt und aufgenommen, so dass die Signale der cDNA-Sonden
des Nieren-mRNA Blots direkt Gber den Signalen der korrespondierenden cDNA-Sonden des Leber-
mRNA-Blots zu liegen kamen.

Zu beachten ist, dass es sich bei den dargestellten Bildern um die noch nicht
prozessierten Rohdaten handelt. Jedoch lieferte der interne Standard, namlich die
gapdh-Sonde auf G8, in beiden Arrays eine etwa gleiche Signaintensitat. Es ist auf
den ersten Blick zu erkennen, dass einige Sonden, wie zum Beispiel die fir albumin
(G1), transferrin (H7), cyp1a2 (G4), fgfr2 (F6), tat (H4) und tdo (H5) im Leber-Array
deutlich starkere Signale gaben als im Nieren-Array, wahrend es bei der dpb-Sonde
(G7) genau umgekehrt war. Die Sonden der Gene gapdh (G8), B-actin (A4) und
ubiquitin (F1) lieferten in beiden Arrays etwa gleich starke Signale.

Zur Analyse differentiell exprimierter Gene wurden die erhaltenen Signalwerte der

einzelnen cDNA-Sonden beider Arrays gegeneinander in einem Scatter-Plot
aufgetragen (Abbildung 19):
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Abbildung 19 Scatter-Plot eines murinen Leber- und eines murinen Nieren-Expressionsprofils. Die
dimensionslosen relativen Signalintensitaten der gleichen cDNA-Sonde in beiden Expressionsprofilen
wurden gegeneinander aufgetragen, wobei die Werte des Leber-Arrays auf der y-Achse und die des
Nieren-Arrays auf der x-Achse aufgetragen wurden. Auf diese Weise kénnen differentiell exprimierte
Gene identifiziert werden.

Fir den Fall der Ubereinstimmung der relative Signalstarkewerte einer cONA-Sonde
auf beiden Arrays, lage der erzeugte Datenpunkt im Scatter-Plot irgendwo auf der
Ausgleichsgeraden der Steigung 1 durch den Nullpunkt des Plots (dies trifft z.B. fur
die Signalintensitat des internen Standards gapdh zu, dem in allen Arrays ein Wert
von 1000 zugewiesen wurde. Der Datenpunkt der gapdh-Sonde im Scatter-Plot liegt
dementsprechend immer bei “1000/1000%). Um der Unscharfe der Methode gerecht
zu werden, definiert man einen Faktor der Abweichung der relativen
Signalintensitaten zweier Proben, ab dem ein Gen als reguliert betrachtet werden
kann. Die gestrichelten Linien in Abb. 19 geben den Bereich an, in dem alle
Datenpunkte liegen, deren x- und y-Werte um weniger als einen Faktor 2
voneinander abweichen. Die Werte der anderen cDNA-Sonden wurden analog
gegeneinander aufgetragen. Relativen Signalintensitaten unter dem Cutoff-Value
wurde der Wert 2 zugewiesen, da sich Nullwerte im gewahlten Koordinatensystem
nicht darstellen lassen. Wird mit einer Sonde eines Arrays ein starkeres oder
schwacheres Signal gemessen als auf dem Vergleichsarray, so verschiebt sich der
jeweilige Datenpunkt entsprechend. Die relative Verschiebung kann unabhangig von
der absoluten Signalstarke am besten in einem doppelt logarithmierten Scatter-Plot
dargestellt werden.
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In Abbildung 19 kdonnen die cDNA-Sonden, die z.B. nur im Leber-mRNA-Array ein
positives Signal lieferten, daran identifiziert werden, dass ihre y-Koordinate 2 betragt.
Auch andere differentiell exprimierte Transkripte kdnnen in dieser Abbildung leicht
identifiziert werden. So ergab beispielsweise die cDNA-Sonde fur albumin-mRNA, die
leberspezifisch exprimiert wird, im Leber-mRNA Array einen Wert von 2760 (x-
Koordinate), wahrend sie im Nieren-mRNA Array nur einen Wert von 35 (y-
Koordinate) lieferte. Die dbp-Sonde ergab dagegen im Leber-mRNA-Array nur einen
Wert von 73 (x-Koordinate), wahrend sie im Nieren-mRNA-Array einen Wert von 864
(y-Koordinate) lieferte.

Die Ergebnisse dieses Versuchs zeigten, dass Unterschiede in der Genexpression
muriner Gewebe bei einem Vergleich entsprechender Arrays als Unterschiede in den
erzeugten cDNA-Array-Signalmustern deutlich erkennbar waren. Das verwendete
cDNA-Array-System erschien somit geeignet zur Untersuchung relativer Haufigkeiten
muriner Transkripte in RNA-Praparationen.
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3.3.2 Analyse separat praparierter mRNA-Extrakte

Um Variabilitdt in mRNA-Extraktion und -Markierung der cDNA-Array-Prozedur zu
evaluieren, wurde aus einer murinen Lebergewebeprobe die Gesamt-RNA
aufgereinigt und in zwei Aliquots aufgeteilt, aus denen anschlieRend separat die
MRNA isoliert wurde. Jeweils 2ug dieser mRNA wurden markiert, mit einem Array
hybridisiert und die erhaltenen Daten der cDNA-Sonden der beiden Arrays wurden
gegeneinander in einem Scatter-Plot aufgetragen (Abbildung 20).
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Abbildung 20 Reproduzierbarkeit der cDNA-Array-Analyse nicht amplifizierter RNA-Praparationen.
Scatter-Plot der relativen Signalintensitaten zweier Arrays aus zwei Leber-mRNA-Praparationen. Die
mRNA-Praparationen wurden separat aus Teilen derselben murinen Leber aufgereinigt und markiert.
Die relativen Signalintensitaten der Praparation 1 wurden gegen die korrespondierenden relativen
Signalintensitaten der Préparation 2 aufgetragen. Der Pearson'sche Korrelationskoeffizient der beiden
Datensatze lag bei 0,983.

Aus diesen Daten konnte abgeleitet werden, dass die durch die RNA-Praparation
eingefuhrte Variabilitat der erhaltenen Daten minimal war und vernachlassigt werden
konnte. Diese Aussage lie3 sich jedoch aus diesem Versuch nur fur nicht
amplifizierte RNA-Praparationen machen.
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3.3.3 Analyse einer _aRNA-Praparation in_separaten Markierungs- und
Hybridisierungsreaktionen

Um den Einfluss von Markierung, Hybridisierung und Bildgebung bei der cDNA-
Array-Analyse amplifizierter RNA-Praparationen zu bestimmen, wurden von der
aRNA, die aus einer murinen Tag 3,5-Blastozyste prapariert wurde, zwei Aliquots von
2ug separat markiert und mit jeweils einer Array-Membran hybridisiert. Nach
Entwicklung der beiden Arrays wurden die erhaltenen Signalstarken in einem
Scatter-Plot gegeneinander aufgetragen (Abbildung 21).
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Abbildung 21 Reproduzierbarkeit der cDNA-Array-Analyse amplifizierter RNA-Praparationen.
Scatter-Plot der relativen Signalintensitaten zweier Arrays aus derselben aRNA-Praparation. Zwei
Aliquots einer aRNA-Praparation aus einer murinen Blastozyste wurden separat markiert und mit
jeweils einem cDNA-Array hybridisiert. Die relativen Signalintensitaten des Arrays 1 wurden gegen die
korrespondierenden relativen Signalintensitdten des Arrays 2 aufgetragen. Der Pearson'sche
Korrelationskoeffizient der beiden Datensatze lag bei 0,999.

Die erhaltenen Daten ergaben, dass der Beitrag von Markierungseffizienz,

Hybridisierung und Bildgebung zur Variabilitat der Ergebnisse vernachlassigbar klein
war.
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3.3.4 Analyse aus einer mRNA-Quelle separat amplifizierter aRNA-
Praparationen

Um herauszufinden, ob die Methode zur globalen Amplifikation muriner mRNA-

Praparationen aus einzelnen Blastozysten reproduzierbare Ergebnisse lieferte,

wurde die mRNA aus Gruppen von jeweils zwei murinen Tag 3,5-Blastozysten
extrahiert und revers transkribiert. Die RT-Ansatze wurden in jeweils zwei Aliquots
aufgeteilt, aus denen dann separat aRNA amplifiziert wurde. Die Daten aus der
cDNA-Array-Analyse dieser beiden aRNA-Praparationen wurden miteinander
verglichen, indem die normalisierten Signalstarken der jeweils korrespondierenden
Sondenpunkte in einem Scatter-Plot gegeneinander aufgetragen wurden. Einer der
erhaltenen Scatter-Plots ist in Abbildung 22 dargestellt:
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Abbildung 22 Scatter-Plot der relativen Signalintensitadten zweier Arrays aus zwei separat
praparierten aRNA-Praparationen. Die mRNA zweier muriner Blastozysten wurde extrahiert und in
zwei Aliquots aufgeteilt, aus denen jeweils aRNA prapariert wurde. Die relativen Signalintensitaten
des Amplifikates 1 wurden gegen die korrespondierenden relativen Signalintensitaten des
Amplifikates 2 aufgetragen. Der Pearson'sche Korrelationskoeffizient der beiden Datensatze lag bei
0,991.

Dieser Versuch wurde insgesamt dreimal durchgefuhrt. Der mittlere Pearson'sche
Korrelationskoeffizient lag dabei bei 0,979 + 0,01, was eine gute Reproduzierbarkeit
der erzielten Daten bedeutet.

92



3.3.5 Analyse amplifizierter und nicht amplifizierter RNA-Praparationen aus
derselben mRNA-Quelle

Ein weiteres wichtiges Kriterium fur die Qualitat von cDNA-Array-Daten, die aus der

Analyse amplifizierter RNA-Praparationen gewonnenen wurden, ist die Erhaltung der

relativen Mengenverhaltnisse der verschiedenen mRNA-Spezies zueinander. Eine
Verzerrung dieser in der Originalprobe vorhandenen Verhaltnisse wurde die aus
derartigen Experimenten erhobenen Daten stark entwerten.

Um die Genauigkeit der Signalreprasentation in Datensatzen aus cDNA-Array-
Analysen amplifizierter RNA-Praparationen zu bestimmen, wurden diese mit solchen
aus nicht amplifiziertem Material verglichen. Da die Erstellung von cDNA-Arrays aus
Embryonen ohne eine mRNA-Amplifikation nicht nur mit sehr hohem Aufwand,
sondern auch mit sehr hohem Tierverbrauch verbunden ist, weil einige tausend
Embryonen gewonnen werden mussten, wurden diese Versuche mit murinem
Nierengewebe durchgefuhrt.

Aus Nierengewebe wurde zunachst die gesamt-RNA gewonnen. Diese wurde
quantifiziert, und es wurde ein Aliquot von 5ng, also die in etwa der in einer einzelnen
bovinen Blastozyste enthaltenen gesamt-RNA entsprechende Menge, abgenommen.
Aus der restlichen Gesamt-RNA wurde die mRNA durch Oligotex-Extraktion
gewonnen. In der Array Hybridisierung wurden 2ug markierte (nicht amplifizierte)
Nieren-mRNA eingesetzt. Aus dem gesamt-RNA Aliquot von 5ng wurde die mRNA
durch Dynabead Extraktion gewonnen und amplifiziert. In der Array Hybridisierung
wurden 2ug markierte (amplifizierte) Nieren-aRNA eingesetzt.

Der Vergleich der Datensatze, die aus nicht amplifizierter und aus amplifizierter
muriner Nieren-mRNA gewonnen wurden, erfolgte wiederum durch Auftragen der
normalisierten Signalstarken der jeweiligen Arrays in einem Scatter-Plot. Die
Korrelation der Datensatze aus amplifiziertem und nicht amplifiziertem Material
wurde durch Berechnung des Pearson'schen Korrelationskoeffizienten bestimmt.

Dieser Versuch wurde insgesamt viermal durchgeflihrt. Der Pearson'sche
Korrelationskoeffizient lag dabei bei 0,950+0,02. In den Abbildungen 23 und 24
wurden die am besten und am schlechtesten korrelierten Datensatze jeweils in einem
Scatter-Plot gegeneinander aufgetragen.
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Abbildung 23 Scatter-Plot der relativen Signalintensitaten eines Arrays aus einer Nieren mRNA-
Praparation und eines Arrays aus einer Nieren aRNA-Praparation. Aus einem 5ng Gesami-RNA
entsprechenden Aliquot der Nieren-mRNA wurde aRNA prapariert. Beide Praparationen wurden
separat mit einem cDNA-Array analysiert. Der Pearson'sche Korrelationskoeffizient der dargestellten
Datensétze lag bei 0,968. In dieser Abbildung sind die beiden Datensatze mit der besten Korrelation,

die in diesem Experiment erzielt wurde, dargestellt.

100000
[AVAvAv vivs

10000 - 00
(] ’%.
> . S
C 1000 - o daa® °
<.t .. ‘..
< e 0 O
Z % N o
2 10 o 00 _ag° ®
= o °
[ ) ‘ °
X | |
10 100 1000 10000 100000
1

aRNA-Array #2

Abbildung 24 Scatter-Plot der relativen Signalintensitaten eines Arrays aus einer Nieren mRNA-

Praparation und eines Arrays aus einer Nieren aRNA-Praparation. Aus einem 5ng Gesamt-RNA

entsprechenden Aliquot der Nieren-mRNA wurde aRNA prapariert. Beide Praparationen wurden
separat mit einem cDNA-Array analysiert. Der Pearson'sche Korrelationskoeffizient der dargestellten

Datensatze lag bei 0,921. In dieser Abbildung sind die beiden Datensatze mit der schlechtesten

Korrelation, die in diesem Experiment erzielt wurde, dargestellit.
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Es wurde festgestellt, dass in 4 der auf dem Array befindlichen cDNA-Sonden bei der
Analyse amplifizierter RNA-Praparationen falsch negative Signale detektiert wurden.
Die falsch negativen Signale wurden immer in den gleichen Sondenpunkten, die in
Kapitel 3.3.6 aufgefuhrt sind, auf dem Array beobachtet. Die entsprechenden cDNA-
Sonden wurden daher als nicht mit der Amplifikationsmethode kompatibel
klassifiziert, und die Daten dieser Sonden wurden in weiteren Analysen von aRNA-
Praparationen nicht berlcksichtigt.

3.3.6 Sequenzanalyse falsch negativer cDONA-Sonden

Das Arbitrary-Priming der Zweitstrangsynthese bei der Amplifikationsprozedur
impliziert den Verlust 3'-ferner Sequenzen der mRNA-Praparation. Die Ergebnisse
der Vorversuche zur maximalen Lange der in der globalen PCR amplifizierten cDNA-
Sequenzen (s.o0.) lieBen vermuten, dass lange mRNA-Molekile nach deren
Amplifikation nicht komplett in der aRNA-Praparation reprasentiert sind.

Um zu prufen, ob diese Aussagen sich im Einklang mit den experimentellen Daten
befanden, wurde die Position der cDNA-Sonden auf der korrespondierenden mRNA
mit in die Auswertung der Daten der Arrays aus amplifizierter und nicht amplifizierter
muriner Nieren-mRNA einbezogen. Es fiel auf, dass die falsch negativen Signale alle
in Sonden, die 3'-ferne Sequenzen der korrespondierenden mMRNA reprasentierten,
gefunden wurden, wie aus Tabelle 6 deutlich wird:

Sonde cDNA-Accession-# cDNA-Lange Position der Sonde
[-catenin NM_007614 2702 345-850
dbp U29762 5527 3563-3735
pepck AF009605 12141 5922-6118
sdh AF095938 1596 55-314

Tabelle 6 Identitat falsch negativer cONA-Sonden. Die angegebenen Sonden lieferten bei der Analyse
amplifizierter RNA-Praparationen falsch negative Ergebnisse. Aufgefiihrt sind die Gen-Bank
Accession-Nummern der cDNAs und die Position der als Sonden verwendeten Sequenzen darauf.

Unter den verwendeten cDNA-Sonden befanden sich noch weitere, deren
Zielsequenzen weit entfernt vom 3’-Ende der jeweils korrespondierenden mRNA
lagen. Diese waren jedoch sowohl in den mRNA-Arrays als auch in den aRNA-Arrays
negativ. Aufgrund der vorliegenden Daten zur Langenverteilung der amplifizierten
cDNAs und zum Abstand der Sequenzen falsch negativer Sonden zum 3’-Ende der
jeweiligen mRNAs wurden Signale aus Sonden, deren Sequenz mehr als 1,5kb vom
3’-Ende der korrespondierenden mRNA entfernt lagen, und fir die eine korrekte
Signalreprasentation nicht nachgewiesen werden konnte, nicht in die weitere Analyse

95




amplifizierter

aufgeflihrten cDNA-Sonden.

RNA-Praparationen einbezogen.

Dies betraf die

in Tabelle 7

Sonde cDNA-Accession-# cDNA-Lange Position der Sonde
afp V00743 2009 88-350
albumin AJ011413 2050 2-257
cyp1b1 NM_009994 5128 1524-1753
tat X02741 2362 106-366
telomerase Il AF073311 3369 143-417

Tabelle 7 Identitdt verwendeter cDNA-Sonden, die mit hoher Wahrscheinlichkeit falsch negative
Signale bei der Analyse amplifizierter Sonden lieferten und deren Daten von der weiteren Auswertung

ausgeschlossen wurden.
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3.4 cDNA-Array-Analyse einzelner muriner Tag 3,5-Blastozysten

Die erste Anwendung des neu entwickelten Verfahrens bestand darin, die
Genexpression von funf einzelnen in vivo produzierten murinen Tag 3,5-Blastozysten

zu untersuchen. Zwei der so entstandenen Array-Bilder sind in Abbildung 25 und 26
dargestellt:
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Abbildung 25 cDNA-Array-Bild: murine Abbildung 26 cDNA-Array-Bild: murine
Blastozyste vom Tag 3,5 (Blastozyste 1) Blastozyste vom Tag 3,5 (Blastozyste III)

Die normalisierten Signalintensitatswerte der dargestellten Arrays sind in Tabelle 8
aufgefuhrt.

Weiterhin wurde das Genexpressionsprofil einer Gruppe aus 10 murinen Tag 3,5-
Blastozysten erstellt. Die Einbeziehung dieser Blastozystengruppe erfolgte zum
Einen, um zu untersuchen, ob und in welchem Ausmal die erzielten Ergebnisse von
der Menge der eingesetzten Embryonen beeinflusst werden. Zum Zweiten sollte auf
diese Weise das Expressionsprofil eines Querschnittes einer Blastozystenpopulation
erzeugt werden, in der die individuellen Unterschiede durch den Einsatz einer
grolReren Zahl von Blastozysten kompensiert waren, um einschatzen zu konnen, in
welchem Ausmaly die Werte der untersuchten Einzelblastozysten von diesem
~Standard“-Expressionsprofil abwichen.

Nach Normalisierung und Berechnung des Cutoff-Value konnten die in Tabelle 8
angegebenen Gene in den einzelnen Blastozysten und der Blastozystengruppe als
positiv klassifiziert werden. Angegeben wurde jeweils die mittlere relative
Signalintensitat der entsprechenden beiden cDNA-Sondenpunkte auf dem Array. Der
mittleren Signalintensitat von gapdh wurde der Wert 1000 zugewiesen.
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Sonde | Pos. | | [ In v Y (:;Z':g)e MW-SD (‘ﬁ/t()
apafl A1 - | 175 | 426 | 545 | 205 572 3214229 | 71
atm A3 - - - - | 237 247 81+124 | -
B-actin | A4 | 882 | 989 | 939 | 942 | 893 1172 970+107 | 11
bad A5 - - - - | 360 204 95+153 | -
bax A6 - - - - | 333 236 95+149 | -
casp3 | A12 | 624 | 621 | 640 | 693 | 469 784 638£103 | 16
cdc2 B3 | 232 | 140 | 279 | 435 | 402 584 345+160 | 46
cdkd B6 | 239 | 381 | 351 | 444 | 486 476 396193 | 24
conxd43 | B7 | 137 | - | 188 | 247 | 344 194 185+114 | 62
cycD1 | B10 | 763 | 797 | 802 | 752 | 770 996 813+92 | 11
cycE B12 - - - - 333 - 56+136 -
daxx C1 | 1066 | 974 | 955 | 708 | 552 939 866+194 | 22
e2f5 Cc3 - - - - | 320 352 114175 | -
erbA C4 | 552 | 461 | 629 | 631 | 611 663 501474 | 12
fas C5 | 325 | 309 | 441 | 433 | 439 428 396161 | 16
max c1o | - - - - - 306 524124 | -
mdm2 | C11 | 617 | 867 | 754 | 698 | 703 713 725:83 | 11
mdmx | C12 | 236 | 249 | - - | 393 612 2484235 | 94
miz D1 - - - | s2r |- 379 118+182 | -
mxi D3 - - | 228 | - - - 3993 -
p19 D9 - - - - | 491 - 831200 | -
p21 D10 | 389 | 352 | 292 | 546 | 927 441 4914230 | 47
p42 D11 | 206 | 182 | 219 | 282 | 399 239 254479 | 31
tef1 E9 - | 287 | - -] A 517 2004232 | 116
tgf--r | E12 | 470 | 511 | 566 | 583 | 671 636 573475 | 13
ubiquitin | F1 | 973 | 815 | 869 | 901 | 700 959 870+101 | 12
fgfr2 F6 | 202 | 200 | 206 | 344 | 357 285 266173 | 28
collagen | F9 | 682 | 759 | 510 | 749 | 829 724 7094109 | 15
ck-ea | F10 | 479 | 518 | 419 | 631 | 693 639 563+107 | 19
gapdh | G8 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 1000 0

Tabelle 8 Normalisierte relative Signalintensitaten der einzelnen cDNA-Sonden. Angegeben sind die
Werte fur finf einzelne Blastozysten (I-V) sowie eine Gruppe aus 10 Blastozysten (VI). -: Werte unter

dem Cutoff Value.

Aus den

normalisierten Werten wurden der

Standardabweichung (SD) sowie der Variationskoeffizient (VK) ermittelt.
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Die Variationskoeffizienten wurden in Tabelle 8 nur fir cDNA-Sonden angegeben,
die in mehr als der Halfte aller untersuchter Embryonenpraparationen positiv waren.
Die Angabe des Variationskoeffizienten fur die relativen Signalintensitaten von
cDNA-Sonden, die nur in der Minderheit der untersuchten Embryonenpraparationen
positive Signale lieferten, erschien nicht sinnvoll. Sechzehn der verwendeten cDNA-
Sonden lieferten in allen erstellten cDNA-Arrays ein positives Signal. Vier weitere
Sonden waren in mindestens drei der analysierten sechs Embryonenpraparationen
positiv, wahrend in neun Sonden nur bei zwei oder einer der erfassten
Embryonenpraparationen ein positives Signal erhalten wurde.

Die Datensatze der Einzelblastozysten waren untereinander mit einem mittleren
Koeffizienten von 0,91+0,05 korreliert, wahrend der mittlere Korrelationskoeffizient
des Datensatzes der Blastozystengruppe im Bezug auf die der Einzelblastozysten
0,91+0,02 betrug. Dies lie3 darauf schlieBen, dass die Menge des eingesetzten
Ausgangsmaterials die relativen Signaldaten nicht wesentlich beeinflusste.

Tabelle 9 ermdglicht eine Betrachtung der Variationskoeffizienten einzelner cDNA-

Sonden und verdeutlicht die Variabilitat des jeweils erhaltenen Signals innerhalb der
einzelnen Array-Bilder:
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Sonde MW4SD | VK (%)

B-actin 970+107 11
cycD1 813192 11
mdm2 725+83 11
erbA 591474 12
ubiquitin 870+101 12
tgf-p-r 573£75 13

collagen 709+109 15
caspase3 | 638+103 16
fas-antigen | 396+61 16

ck-ea 563+107 19
daxx 8661194 22
cdk4 396193 24
fgfr2 266+73 28
p42 254479 31
cdc2 345+160 | 46
p21 491230 | 47
conx43 185+114 62
apafl 321+229 71
mdmx 2484235 | 94
tef1 200+232 | 116

Tabelle 9 Mittelwerte der normalisierten relativen Signalintensitaten der einzelnen cDNA-Sonden
nach der GroRe des Variationskoeffizienten geordnet. Abkirzungen wie in Tabelle 8.

Es fiel auf, dass eine Gruppe von cDNA-Sonden in allen Arrays eine nur gering
schwankende Signalintensitat lieferte. Hierzu zahlten u.a. B-actin und ubiquitin
ebenso wie cycD1, mdm2 und caspase3.

Eine weitere Gruppe von cDNA-Sonden lieferte dagegen starker schwankende
Werte, wozu u.a. cdc2, p21, connexin43, mdmx, apaf1 und tef1 gehorten.
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3.5 cDNA-Array-Analyse muriner Embryonalstadien

Um die Genregulation wahrend der Maus-Embryonalentwicklung zu untersuchen,
wurden jeweils 10 Embryonen umfassende Gruppen der einzelnen
Entwicklungsstadien einer cDNA-Array-Analyse unterzogen. Im einzelnen wurden
reife Oozyten mit umgebenden Kumulus-Zellen (OC), reife Oozyten ohne Kumulus-
Zellen (00), 2-Zeller (2C) und Blastozysten (BL) untersucht.

Die erhaltenen Werte der als positiv klassifizierten Sonden sind in Tabelle 10
dargestellt. Die Angabe der Mittelwerte (MW) nebst Standardabweichung (SD) und
der Variationskoeffizienten (VK) ermoglichte die Identifikation wahrend der
Embryonalentwicklung differentiell sowie relativ konstant exprimierter Gene.

Sonde oc 00 2C BL MW-SD (‘ﬂ/f)
apafl 214 523 - 572 3274269 | 82

Apc - 124 - - 32461 194
Atm - 477 265 247 2474195 | 79
B-actin 918 154 641 1172 721436 | 60
Bad 150 307 - 204 165128 | 77
bax - 287 - 236 131£152 | 116
casp3 529 908 739 784 740£158 | 21

casp11 159 - - - 40479 | 195
cdc2 197 275 367 584 3561167 | 47
cdka 246 440 339 476 3754104 | 28
conx43 - 272 - 194 1174138 | 118
cycB - 516 337 . 214256 | 120
cycC - - 330 . 83165 | 198
cycD1 641 1065 690 996 848+214 | 25
cycD2 - 186 - : 47+93 | 196
cycE - - 456 . 1154227 | 198
daxx 989 1370 838 939 10344233 | 22

erbB - 184 - . 47491 196
e2f5 - 955 696 352 501415 | 83
erbA 521 813 485 663 620+149 | 24
fas 272 518 423 428 410+102 | 25
max - 155 - 306 116+£146 | 126
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VK

Sonde ocC (0] 0) 2C BL MW+SD (%)
mdm2 716 1446 1072 713 987+350 35
mdmx - 328 417 612 339+255 75
miz - 231 339 379 2374169 71
mut - 223 - - 57+111 196
mxi - 204 - - 52+101 196
myb - 254 - - 64+127 197
I-myc - - 232 - 59+115 197
p15 - 127 - - 32463 194
p21 1170 292 576 441 620+384 62
p42 - 260 356 239 2144151 70
p73 - 151 - - 38475 195
p107 - - 267 - 67+133 197
ras-h - - 479 - 121+£239 198
tef-I - - - 517 130+258 198
tgfp-r 465 733 480 636 579+129 22
ubiquitin 861 1677 1328 959 1206+372 31
fgfr2 - 257 - - 65+128 197
fgfr2 218 211 239 285 238133 14
collagen 658 337 789 724 627+201 32
ck-ea 506 259 364 639 442+166 37
gapdh 1000 1000 1000 1000 1000+0 0

Tabelle 10 Normalisierte relative Signalintensitaten der einzelnen cDNA-Sonden. Angegeben sind die
Werte fiir die analysierten Gruppen aus jeweils 10 Oozyten mit Kumulus-Zellen (OC), Oocyten ohne
Kumulus-Zellen (O0), 2-Zellern (2C) und Blastozysten (BL). -: Werte unter dem Cutoff Value. Aus den
normalisierten Werten wurde der Mittelwert (MW), die Standardabweichung (SD) sowie der

Variationskoeffizient ermittelt.

Um einen besseren Uberblick tber die Veranderungen der Signalintensitaten der
einzelnen cDNA-Sonden zu geben, wurden diese im Folgenden fur einige Sonden

grafisch dargestellt. In den Abbildungen 27 bis 41 sind die dimensionslosen

Signalintensitaten der einzelnen Embryonengruppen wiedergegeben.
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Abbildung 38 Expression von p21 mRNA in
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3.6 Evaluierung des erstellten Amplifikationsprotokolls zur Analyse

boviner aRNA-Praparationen uber heterologe cDNA-Array-

Hybridisierung

Das bovine Genom ist im Gegensatz zum murinen oder humanen Genom bislang nur
zu einem sehr kleinen Teil sequenziert. Daher ist es oft nicht mdglich, die cDNA-
Sequenz  einer interessierenden  bovinen mRNA  ohne  aufwendige
Sequenzierarbeiten zu erhalten. Um bovine RNA-Praparationen uber cDNA-Arrays
analysieren zu konnen, liegt im Anbetracht der Tatsache, dass insbesondere die
translatierten Sequenzen vieler mRNAs in den verschiedenen Saugerspezies
hochkonserviert sind, die Strategie nahe, diese mit murinen cDNA-Arrays zu
hybridisieren.

Dabei kdnnen stringente Hybridisierungs- und Waschbedingungen die Hybridisierung
von Nukleinsauren nicht 100% homologer Sequenzen beeintrachtigen oder gar
verhindern. Dies kann bei murinen cDNA-Sonden, die keine ausreichende Homologie
zu ihrer bovinen Zielsequenz aufweisen, zur Abschwachung oder zum Ausbleiben
eines Signals trotz Anwesenheit der entsprechenden Zielsequenz in der
untersuchten  bovinen RNA-Praparation fuhren. Eine Veranderung der
Hybridisierungs- und Waschparameter hin zu einer niedrigeren Stringenz dagegen
kann zu einer Kreuzhybridisierung nicht-homologer Sequenzen und somit zu falsch
positiven Signalen flhren.

In Analysen boviner Blastozysten Uber heterologe cDNA-Array-Hybridisierung, wurde
die Stringenz der Hybridisierungs- und Waschbedingungen im Vergleich zur Analyse
homologer RNA-Praparationen nicht verandert, da der Moglichkeit, einige Signale zu
verlieren, vor der Alternative, einige falsch positive Signale zu erhalten, der Vorzug
gegeben wurde.

Um zu untersuchen, ob die Analyse boviner RNA-Praparationen mit Arrays, die
murine cDNA-Sonden enthielten, die Variabilitat der erhaltenen Expressionsdaten
vergroRerte und somit deren Qualitadt minderte, wurde die mRNA aus einer Gruppe
von funf bovinen IVF-Blastozysten extrahiert und in finf Aliquots aufgeteilt. Diese
MRNA-Aliquots wurden separat amplifiziert und Uber die gleichen cDNA-Arrays
analysiert, die bereits in der Analyse muriner RNA-Praparationen eingesetzt wurden.
Die Datensatze der einzelnen Arrays wurden miteinander verglichen und in Scatter-
Plots gegeneinander aufgetragen. Der mittlere Korrelationskoeffizient der erzielten
Datensatze lag bei 0,968+0,01. In den Abbildungen 42 und 43 sind die am besten
und die am schlechtesten korrelierten Datensatze gegeneinander aufgetragen:
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Abbildung 42 Scatterplot zweier Datensatze aus der Analyse zweier aus derselben mRNA separat
amplifizierter aRNA-Praparationen durch heterologe cDNA-Array-Hybridisierung. Aus einer Gruppe
von finf bovinen Blastozysten wurde die mRNA extrahiert, in cDNA umgeschrieben und in funf
Aliquots aufgeteilt. Aus diesen wurde separat aRNA prapariert und Uber heterologe cDNA-Array-
Hybridisierung analysiert. Der Korrelationskoeffizient der beiden oben dargestellten Datensatze lag

bei 0,984. Dies waren die beiden am besten korrelierten Datensatze bei der Analyse der
Reproduzierbarkeit der heterologen Hybridisierung.
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Abbildung 43 Scatterplot zweier Datensatze aus der Analyse zweier aus derselben mRNA separat
amplifizierter aRNA-Praparationen durch heterologe cDNA-Array-Hybridisierung. Aus einer Gruppe
von finf bovinen Blastozysten wurde die mRNA extrahiert, in cDNA umgeschrieben und in funf
Aliquots aufgeteilt. Aus diesen wurde separat aRNA prapariert und UGber heterologe cDNA-Array-
Hybridisierung analysiert. Der Korrelationskoeffizient der beiden oben dargestellten Datensatze lag

bei 0,955. Dies waren die beiden am schlechtesten korrelierten Datensatze bei der Analyse der
Reproduzierbarkeit der heterologen Hybridisierung.
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3.7 cDNA-Array-Analyse individueller boviner Tag 8-Blastozysten
Es wurden bovine Tag 8-Blastozysten unterschiedlicher Herkunft untersucht. Hierbei
handelte es sich um zwei in vivo erstellte Blastozysten, jeweils sechs Blastozysten,
die durch IVF im BSA- oder ECS-System erstellt worden waren, drei Kerntransfer-
Blastozysten sowie drei parthenogenetische Blastozysten.

Die Tabellen 11 und 12 auf den nachsten Seiten geben einen Uberblick tiber die
normalisierten relativen Signalintensitaten der entsprechenden cDNA-Sondenpunkte
auf den Arrays der einzelnen Blastozysten.

Die erhaltenen Daten belegen, dass in den Blastozystengruppen unterschiedlicher
Herkunft verschiedene mRNAs unterschiedlich stark exprimiert wurden. Auffallend
war dabei, dass die Variabilitat in der relativen Signalstarke der einzelnen cDNA-
Sondenpunkte von Blastozyste zu Blastozyste beim Rind hdéher war, als bei den
untersuchten Maus-Blastozysten.

Bei allen individuellen Unterschieden in der Genexpression gab es jedoch auch
Sonden, die nur in Arrays von Blastozysten bestimmter Herkunft positive bzw.
negative  Signalwerte lieferten. So lieBen  sich  Transkripte  des
Fibroblastenwachstumsfaktor |l Rezeptors in der Spleilvariante IlIIC zwar in in vivo
erstellten und in IVF-BSA-und parthenogenetischen Blastozysten, nicht aber in IVF-
ECS-Blastozysten und NT-Blastozysten nachweisen.

Eine weitere Beobachtung war, dass drei Blastozysten (Vivo Il, IVF-ECS IV und NT
[Il) sich in der Expressionsstarke einzelner Gene stark ahnelten. Alle drei wiesen
starke Signalwerte in der p53- und der p107-Sonde auf. Jeweils zwei dieser
Blastozysten liferten erhdhte Signalwerte in der apaf1- bzw. in der caspase3-Sonde.
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Sonde| Invivo IVF-Blastozysten (BSA) IVF-Blastozysten (ECS)
| Il [ I 1] vV % Vi | I 1 \Y % VI

apafl | 360 | 823 | 400 | 217 | 452 | 332 | 409 | 217 | 210 | - - | 778 | - -
apc 61 - - - - - - - - - - - - -
atm 87 - 155 | 286 | - - 162 | 188 | - - - - - -
R-actin | 1899 | 840 | 1801 | 3024 | 2816 | 1223 | 2070 | 1001 | 1476 | 966 | 1653 | 501 | 749 | 1109
bad 103 | - 138 | 353 | 254 | - - 156 | 235 | - | 235 | - - -
bax 82 - | 409 | - - - | 403 | - | 350 | - | 336 | 671 - -
e-cad - - - - - - - - - - - 652 - -
casp3 | 424 | 756 | 496 | 829 | 439 | 454 | 514 | 543 | 351 | 378 | 338 | 477 | - -
casp8 55 - - - 221 - - - - - - - - -
cde2 | 111 - | 261 | 348 | - - | 236 | 151 - - - - - -
cdk4 | 212 | - | 242 | 485 | 277 | 339 | 236 | 230 | 256 | - | 237 | - - -
cycB | 181 - | 261 | 363 | 191 - | 238 | - - - - - - -
cycD1 | 241 - | 512 | 836 | 616 | 358 | 510 | 250 | 633 | - | 615 | - - -
daxx | 451 - | 829 | 1560 | 826 | 391 | 828 | 366 | 569 | - | 558 | - - -
e2f5 - - - 181 - - - - - - - - - -
erbA | 377 | 378 | 524 | 909 | 638 | 606 | 548 | 590 | 587 | 571 | 568 | - - -
fas-ag | 81 - 188 | 286 | 188 | 352 | 187 | 244 | 274 | - | 277 | 576 | - -
mdm2 | 2087 | - | 1396 | 2510 | 1507 | 1428 | 1439 | 1448 | 1430 | 795 | 1489 | - | 590 | 347
miz1 190 | - 145 | 374 | 138 | - 154 | - - - - - - -
mut - - - | 333 | - - - - - - - - - -
mxi 69 - - - - - - - - - - - - -
P21 63 - - - - | 205 | - 189 | - - - - - -
P42 65 - - - - - - - - - - - - -
P53 - | 478 | - - - - - - - - - | e7r7 | - -
p107 - | 406 | - - - - - - - - - | 695 | - -
ha-ras - - - - - - - - - - - 490 - -
rip 110 | - - | 261 | 216 | - 143 | - - - - - - -
Tof-B-r | 236 | 598 | 315 | - | 324 | 543 | 321 | 474 | 363 | 348 | 361 | 672 | - -
ubiquitin | 1701 | 918 | 1485 | 2834 | 2441 | 1051 | 1597 | 747 | 1001 | 573 | 1033 | - | 989 | 1043
fib - - - - - - - - - - - | 504 | - -
fgfr2 143 | - 192 | 712 | 1021 | 383 | 189 | 315 | - - - - - -
collagen | 311 | 477 | 618 | 299 | 662 | 729 | 608 | 754 | 633 | 501 | 613 | - - -
ckea | 189 | 532 | 393 | - | 262 | 526 | 400 | 556 | 416 | 494 | 409 | 736 | 756 | 645
gapdh | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
trf - - 121 | 150 | - | 226 | 134 | 193 | - - - | 702 | - -

Tabelle 11 Relative Signalintensitaten der Genexpressionsmuster einzelner boviner Blastozysten. In
vivo: In vivo erstellte Blastozysten, IVF-Blastozysten: durch in vitro Fertilisation erstellte Blastozysten,
BSA: BSA-supplementierte Medien; ECS: ECS-supplementierte Medien, -: die relative Signalintensitat
lag unter dem flr den entsprechenden Array berechneten Cutoff-Value.
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Sonde | In Vivo | NT-Blastozysten | Parth. Blastozysten
I Il I Il 1] I Il i
apafl 360 | 823 | 337 169 - - 248 -
apc 61 - - - - - - -
atm 87 - - - - - - -
R-actin | 1899 | 840 | 2304 | 931 605 - 896 1035
bad 103 - - - - - - -
bax 82 - 249 - 695 571 - 332
e-cad - - - - 663 593 - -
casp2 - - - - 643 581 - -
casp3 | 424 | 756 | 104 890 849 574 893 730
casp8 55 - - - - - - 347
cdc2 111 - - - - - - -
cdk4 212 - 106 243 - - - 251
cycB 181 - - - - - - -
cycD1 | 241 - 112 342 - - - -
daxx 451 - 509 281 - - - -
erbA 377 | 378 | 511 388 - - 327 444
fas-ag 81 - 130 196 - - - -
mdm2 | 2087 | - 417 | 1367 | 1076 662 1600 407
miz1 190 - - - - - - -
mxi 69 - - - - - - -
P15 - - - - 653 516 - -
P21 63 - - 191 - - - 250
P42 65 - - - - - - -
P53 - | 478 - - 683 - - -
p107 - 406 - - 630 602 - -
ha-ras - - - - - 547 - -
rip 110 - 188 - - - - -
tgf-R-r | 236 | 598 | 142 652 628 655 499 601
ubiquitin | 1701 | 918 | 1614 | 668 515 - 304 1623
fgfr2 143 - - - - - 272 -
collagen | 311 | 477 | 367 683 - - 451 400
ck-ea | 189 | 532 | 138 487 525 740 452 299
gapdh | 1000|1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 1000 1000
trf - - - 210 549 665 238 258

Tabelle 12 Relative Signalintensitaten der Genexpressionsmuster einzelner boviner Blastozysten. In
vivo: In vivo erstellte Blastozysten. NT-Blastozysten: durch Kerntransfer erstellte Blastozysten, Parth.
Blastozysten: parthenogenetische Blastozysten, -: die relative Signalintensitat lag unter dem fiir den
entsprechenden Array berechneten Cutoff-Value.
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Die relativen Signalwerte einiger ausgewahlter cDNA-Sonden wurden in den
Abbildungen 44 bis 49 grafisch dargestellt. Aufgetragen sind jeweils die Mittelwerte
und die Standardabweichungen der Signalwerte der einzelnen Blastozystengruppen.
Fur alle Abbildungen gilt der folgende Farbcode:

B o [ vEBsa

3000 -

2000 -

1000 - I T
. L

Abbildung 44 Relative Signalwerte der p-
actin cDNA-Sonde

3000 -
2000 -
1000 - T
L
0-

Abbildung 45 Relative Signalwerte der
ubiquitin cDNA-Sonde

3000 -
2000 A
1000 -

0__i_-rhi

Abbildung 46 Relative Signalwerte der
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Abbildung 48 Relative Signalwerte der fgfr2-
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Abbildung 49 Relative Signalwerte der
transferrin cDNA-Sonde
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Der Schwerpunkt dieses Versuchs lag in der Beurteilung der Genexpression von
Blastozysten aus verschiedenen In vitro-Produktionssystemen. In Tabelle 13 sind die
Mittelwerte (MW) der Signalstarken mit deren Standardabweichungen (SD) fur die
aus dem IVF-BSA- und dem [IVF-ECS-System stammenden Blastozysten
angegeben. Weiterhin wurden die Variationskoeffizienten (VK) berechnet.
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Sonde | MW+SDjyr.gsa | MWESDyvrecs | VKivrssa (%) | VKivr.ecs (%)
apafl 338+101 165+311 30 188
atm 1324112 - 85 0
R-actin 1989+820 10761435 41 40
bad 150+139 79+121 92 153
bax 136+209 2274275 154 121
e-cad - 109+266 0 243
casp3 546+144 258+205 26 79
casp8 38+90 - 238 0
cdc2 166+143 - 86 0
cdk4 302+99 83+127 33 153
cycB 176+147 - 83 0
cycD1 5134204 209+322 40 154
daxx 800+432 189+291 54 154
e2f5 31474 - 237 0
erbA 636+140 288+315 22 109
fas-ag 241+68 1881233 28 124
mdm2 1621+437 7751592 27 76
miz1 135+137 - 101 0
mut 56+136 - 241 0
p21 66+101 - 153
p53 - 1144276 0 243
p107 - 117+283 0 243
rasH - 82+200 0 242
rip 104+119 - 114 0
tgf-B-r 330+£187 2914256 57 88
ubiquitin| 16934803 773+418 47 54
fib - 85+205 0 242
fgfr2-llic 469+332 - 71 0
collagen 612+164 292+322 27 110
ck-ea 3561203 576+157 57 27
gapdh 100040 1000+0 0 0
trf 137177 1184286 56 243

Tabelle 13 Mittelwerte der Signalintensitdten (MW), deren Standardabweichungen (SD) und
Variationskoeffizienten (VK) von cDNA-Sonden in den untersuchten IVF-BSA- und IVF-ECS-
Blastozysten. -: in allen untersuchten Blastozysten dieser Gruppe negativ.

Aus Tabelle 13 lasst sich entnehmen, dass die aus dem BSA-System stammenden
Blastozysten insgesamt eine geringere Variabilitat in der Expression der einzelnen
Transkripte aufwiesen als die Vergleichsgruppe aus dem ECS-System.
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Acht der 32 dargestellten cDNA-Sonden lieferten nur bei jeweils einer der zwolf IVF-
Blastozysten ein positives Signal. Dies betraf die cDNA-Sonden flir e-cadherin,
caspase8, e2f5, mut, p53, p107, rasH und fibronectin.

Sechzehn der cDNA-Sonden wurden bei Blastozysten aus beiden Gruppen als
positiv klassifiziert. Die durchschnittliche Signalstarke in den einzelnen Gruppen war
jedoch bei einzelnen dieser cDNA-Sonden durchaus unterschiedlich.

Sechs der dargestellten Sonden schlieBlich lieferten bei mehr als der Halfte der
Blastozysten einer Gruppe ein positives Signal, wahrend sie in der jeweils anderen
Gruppe negativ waren.

Im Folgenden sollen einige der Sonden, die unterschiedliche Signale in beiden
Blastozystengruppen ergaben, detaillierter beschrieben werden:

Die Sonde fur apafl ergab bei allen IVF-BSA-Blastozysten positive, wenn auch
niedrige Signalwerte. Im Gegensatz dazu war sie nur in zwei Blastozysten der ECS-
Gruppe positiv. Einer dieser beiden Werte lag dabei genau doppelt so hoch wie die
durchschnittliche Signalstarke in der IVF-BSA-Gruppe.

Die atm-cDNA-Sonde lieferte in vier der IVF-BSA-Blastozysten schwache bis mafige
Signalwerte, war jedoch in allen IVF-ECS-Blastozysten negativ.

Die B-actin-Sonde lieferte in den IVF-ECS-Blastozysten im Durchschnitt deutlich
schwachere Signalwerte als in den IVF-BSA-Blastozysten. Diese Sonde wies in
beiden Gruppen einen fast identischen Variationskoeffizienten von etwa 40 auf.

Die cdc2-Sonde lieferte in vier BSA-Blastozysten positive Signale, war jedoch in allen
ECS-Blastozysten negativ.

Die cdk4-Sonde lieferte in allen BSA-Blastozysten positive Signale mit geringer

Streuung, bei den ECS-Blastozysten ergaben vier kein positives Signal, wahrend
zwei ein sehr ahnliches Signal lieferten.

Die cycB-Sonde war nur in BSA-Blastozysten positiv. Die CyclinD1-Sonde wurde in
allen BSA-Blastozysten, aber nur in zwei ECS-Blastozysten positiv bewertet.
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Die erbA-Sonde lieferte in allen BSA-Blastozysten positive Werte, jedoch nur in drei
der ECS-Blastozysten.

Die mdm2-Sonde ergab in allen BSA-Blastozysten starke Signalwerte. In der ECS-
Gruppe wiesen nur zwei der untersuchten Blastozysten starke Signalwerte auf,
wahrend drei weitere nur mafige Signalwerte lieferten und bei einer Blastozyste
diese Sonde negativ war.

Die fgfr2 lllc-Sonde lieferte in allen BSA-Blastozysten mafig bis stark positive
Signalwerte, wahrend sie in allen ECS-Blastozysten negativ blieb.
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4 Diskussion

4.1 Methodische Aspekte der cDNA-Array-Technologie beim

Nachweis der mRNA-Expression in praimplantatorischen

Saugerembryonen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode entwickelt, die es
ermdglichte, erstmalig Genexpressionsprofile aus praimplantatorischen Embryonen

von Maus und Rind Uber cDNA-Arrays zu erstellen. Es konnte nachgewiesen
werden, dass eine reproduzierbare semiquantitative Erfassung zahlreicher
Transkripte in praimplantatorischen Embryonen von Maus und Rind mit Hilfe der
cDNA-Array-Technologie nach vorhergehender mRNA-Amplifikation moglich ist. Die
relativen Mengenverhaltnisse der untersuchten mRNA-Spezies zueinander blieben
wahrend der globalen Amplifikation durch die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte
Methodik weitgehend erhalten. Der entwickelte methodische Ansatz bietet eine Fulle
von Anwendungsmaoglichkeiten, von denen in der vorliegenden Arbeit die Erstellung
von Genexpressionsprofilen aus murinen Einzelblastozysten, von verschiedenen
murinen Embryonalstadien und von bovinen Einzelblastozysten unterschiedlicher
Herkunft demonstriert wurden.

Zum heutigen Zeitpunkt existiert bereits eine Vielzahl von Strategien zur Amplifikation
sehr kleiner mRNA-Ausgangsmengen fur die cDNA-Array-Analyse. So
demonstrierten SALUNGA et al. (1999), dass es moglich ist, durch T7-Amplifikation
MRNA-Extrakte aus Zellteilen, die mittels Laser Capture Microdissection aus
Gewebepraparaten isoliert wurden, Uber cDNA-Arrays zu analysieren. Die
eingesetzte Menge an Zellmaterial entsprach dabei etwa 500 einzelnen Zellen.
Bereits auf dem Markt befinden sich Reaktions-Kits zur mRNA-Amplifikation mit Hilfe
der PCR. Das von der Fa. Clontech vertriebene SMART-System beinhaltet eine
derartige Technologie. Die Untergrenze flr deren Anwendung wird vom Hersteller mit
etwa 10ng Gesamt-RNA angegeben.

Da Zellzahl bzw. RNA-Gehalt von praimplantatorischen Saugerembryonen deutlich
unter der Grenze der flr die existierenden Verfahren nétigen Ausgangsmengen
liegen (PIKO und CLEGG, 1982; BILODEAU-GOESEELS und SCHULTZ, 1997),
erforderte die cDNA-Array-Analyse einzelner praimplantatorischer Embryonen eine
deutliche Steigerung der Leistungssfahigkeit der bekannten Amplifikationsverfahren.
Eine solche Steigerung bedeutet flr die T7-Amplifikation die Durchfihrung
zusatzlicher Amplifikationszyklen. In Anbetracht der Tatsache, dass die Durchfihrung
eines Zyklus etwa 12 Stunden in Anspruch nimmt und in der Arbeit von SALUNGA
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et al. (1999) bereits 3 Zyklen zur Amplifikation von mRNA-Extrakten aus etwa 500
Zellen bendtigt wurden, wurde diese Moglichkeit wegen des damit verbundenen
hohen Arbeits- und Zeitaufwands als nicht praktikabel angesehen.

Auch fur die globale PCR bedeutet eine Steigerung der Amplifikationsleistung in der
Regel eine Erhéhung der PCR-Zyklenzahl. Dies ist nicht wiinschenswert, da bei
hoher Zyklenzahl in der PCR die Gefahr besteht, die der linearen
Amplifikationsphase = folgende  Plateauphase zu  erreichen, was die
Mengenverhaltnisse der einzelnen Amplicons zueinander verzerren kann (ECKERT
und KUNKEL, 1991; SALOMON, 1995b).

Somit wurde in der vorliegenden Arbeit die Kombination beider Verfahren gewahlt,
d.h. die Konvertierung der extrahierten mRNA in cDNA, die mittels einer globalen
PCR voramplifiziert werden konnte, und der Einsatz der voramplifizierten cDNA als
Template in einer T7-IVT-Reaktion. Damit konnte die Anzahl der Zyklen in der
globalen PCR auf 25 begrenzt werden. Ebenso war eine Beschrankung auf einen
IVT-Amplifikationszyklus mdoglich, was im Vergleich zu mehreren IVT-
Reaktionsdurchlaufen eine deutliche Zeit-, Arbeits- und Kostenersparnis darstellit.

Der Schlissel zur globalen Amplifikation eines mMRNA-Extraktes liegt in der
quantitativen Konvertierung der mRNA in cDNA-Molekule, die an ihren Enden
universelle Priming-Sequenzen aufweisen und somit einer globalen PCR zuganglich
sind. Zum Erreichen dieses Zieles sind verschiedene Strategien denkbar. In der
vorliegenden  Arbeit wurde die Methode des Arbitrary-Primings der
Zweitstrangsynthese gewahlt. Es konnte gezeigt werden, dass mRNA-Praparationen
aus einzelnen praimplantatorischen Embryonen mit dieser Methode reproduzierbar
amplifiziert werden konnten. Die separate Amplifikation mehrerer Aliquots aus dem
gleichen Ausgangsmaterial ergab neben einem gut reproduzierbaren cDNA-Array-
Signalmuster auch eine reproduzierbare Gro3enverteilung der erzeugten Amplicons.

Die ebenfalls getestete SMART-Technologie lieferte bei der Amplifikation der
verwendeten mRNA-Extrakte eine geringere maximale Fragmentlange als das
Arbitrary Priming. Die SMART-Technologie reichert voll durchgeschriebene cDNAs
an, da die verwendete reverse Transkriptase einzelne Desoxyribonukleotidreste
bevorzugt an Uuberhangsfreien “blunt“Enden von DNA-RNA-Hybriden oder 3’-
Uberhangen anhangt, wahrend dieser Mechanismus bei 5’-Uberhdngen bedeutend
weniger effizient ablauft (ZHU et al., 2001). Wenn bei der reversen Transkription die
quantitative Durchschrift der Template RNA-Molekile nicht erreicht wird, flhrt dies
dementsprechend zu einem Verlust nur teilweise durchgeschriebener Sequenzen.
Die Effizienz, mit der eine bestimmte mMRNA-Sequenz wahrend der RT-Reaktion von
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der reversen Transkriptase vollstandig durchgeschrieben wird, hangt unter anderem
von Lange und Nukleotidfolge dieser Sequenz ab. Dies flhrt dazu, dass die
Reprasentation dieser mRNA-Sequenz im SMART-Amplifikat ebenfalls von diesen
Faktoren abhangig ist.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine mRNA-Amplifikationsstrategie zu
entwickeln, deren Effizienz vernachlassigbar gering oder gar nicht von Lange und
Nukleotidfolge der einzelnen mRNA-Sequenzen abhangt. Die Effizienz der
vollstandigen Durchschrift einzelner mRNA-Sequenzen ist einer experimentellen
Manipulation jedoch nicht gut zuganglich. Daher erschien eine Strategie, deren Erfolg
nicht von einer vollstandigen Durchschrift der Template-Moleklle abhangt, zum
Erreichen dieses Zieles besser geeignet. Eine solche Strategie stellt das Arbitrary-
Priming der Zweitstrangsynthese dar. Durch die Verwendung von DOP als Primer
der Zweitstrangsynthese konnte aullerdem eine im Vergleich zu den anderen
getesteten Systemen hdhere maximale Fragmentlange der in der globalen PCR
amplifizierten cDNAs erreicht werden.

Durch die Versuche zum Vergleich von Arrays nicht amplifizierter mRNAs mit Arrays
amplifizierter RNA-Praparationen konnte nachgewiesen werden, dass die
verwendete Technologie in der Lage ist, die meisten der in den Array cDNA-Sonden
enthaltenen Sequenzen korrekt zu konvertieren und zu amplifizieren. Dies lasst den
Schluss zu, dass die Amplifikation der betrachteten Transkripte mit der hier
entwickelten Methodik mit anndhernd identischer Effizienz verlauft, was
Voraussetzung fur die Erhaltung der Mengenverhaltnisse der einzelnen mRNA-
Spezies zueinander ist. Fur die Zweitstrangsynthese bedeutet das, dass das DOP-
Priming der cDNAs der betrachteten Transkripte mit annahernd identischer Effizienz
ablaufen muss.

Dies ist umso bemerkenswerter, als dass es eine Vielzahl von mRNAs gibt, die das
entsprechende 3’-DOP-Hexamer gar nicht enthalten und somit einem DOP-Priming
theoretisch gar nicht zuganglich sein dirften. Dies ist zum Beispiel fur die transferrin-
MRNA, aus der die entsprechende Array-Sonde kloniert wurde, der Fall. Es handelt
sich hierbei um eine 393 Basen lange mRNA (Gen-Bank Accession-#: J03299), die
keine 5-ATG TGG-3’ Sequenz aufweist. Die Zielsequenz dieser cDNA-Sonde wurde
jedoch durch das entwickelte Amplifikationsverfahren korrekt amplifiziert, was im
Vergleich nicht amplifizierter und amplifizierter Nieren-RNA-Praparationen belegt
werden konnte. Dementsprechend mussen die amplifizierten Sequenzen, die an die
transferrin-cDNA-Sonde auf dem Array gebunden haben, auf anderem Wege als
durch ein spezifisches Priming der DOP Zielsequenz 5’-ATG TGG-3' entstanden
sein.
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Eine mdgliche Erklarung liefert die Architektur des DOP in Verbindung mit der
verwendeten niedrigen Annealing Temperatur bei der Zweitstrangsynthese. Das 3’-
Ende des DOP ist durch seinen hohen G-Anteil ausgesprochen “klebrig“ (DELIDOW
et al., 1996). Es kann daher vermutlich neben exakt komplementaren Sequenzen bei
niedrigen Temperaturen auch noch leicht variierende Sequenzen binden, wie
beispielsweise 5-ATC TGG-3’, welche sich bei der transferrin-mRNA sehr nah an
deren 5’-Ende befindet. Derartige Sequenzen, die von der DOP 3’-Sequenz in nur
einem Nukleotid abweichen, finden sich bei fast allen mMRNAs aus denen im Rahmen
dieser Arbeit cDONA-Sonden flr die verwendeten Arrays kloniert wurden.

Aus den Ergebnissen der Experimente Iasst sich ableiten, dass die Verwendung von
DOP bei einer niedrigen Annealingtemperatur offenbar ein Weg ist, um an einer
Vielzahl von Erststrang-cDNAs mit annahernd gleicher Effizienz einen zweiten Strang
zu synthetisieren.

Das verwendete Amplifikationsprotokoll lieferte aus einzelnen murinen oder bovinen
Blastozysten, die zwischen etwa 1,5ng und 5ng Gesamt-mRNA enthalten (PIKO und
CLEGG, 1982; BILODEAU-GOESSELS und SCHULTZ, 1997), etwa 10-15ug aRNA.
Das Protokoll des Herstellers des zur T7-Amplifikation der voramplifizierten cDNA
verwendeten Reaktionskits wurde dahingehend verandert, dass eine reduzierte
Menge an Nukleotidtriphosphaten eingesetzt wurde. Fur die Array-Hybridisierung
wurde entsprechend jeweils nur ein kleiner Teil der erzeugten aRNA bendtigt, was
vermuten lasst, dass das System mit der Produktion von aRNA aus mRNA-
Praparationen einzelner muriner oder boviner Blastozysten keineswegs an der
Grenze seiner Leistungsfahigkeit stehen durfte, sondern dass diese z.B. durch die
Verwendung des vom Hersteller empfohlenen Protokolls zur T7-Amplifikation weiter
gesteigert werden kann. Die Verwendung eines modernen cDNA-Array-Systems und
hier vor allem der Einsatz eines nicht porosen Tragermaterials, das die Reduktion
des eingesetzten Volumens des Hybridisierungspuffers und damit eine Steigerung
der Konzentration der Zielseqauenzen im Hybridisierungspuffer ermaoglicht, ist eine
weitere Moglichkeit, die Sensitivitdt des Verfahrens noch weiter zu steigern
(NAKANISHI et al., 2001).

Die Ergebnisse des Vergleichs der Genexpressionsprofile verschiedener muriner

Gewebe ergaben, dass eine unterschiedliche mRNA-Expression in murinen

Gewebeproben sich in deutlich unterschiedlichen Signalprofilen der aus ihnen

erstellten Arrays niederschlagt. Das verwendete cDNA-Array-System kann damit als

geeignet zur Analyse von RNA-Praparationen im Hinblick auf die Detektion

differentiell exprimierter Transkripte angesehen werden. Die erzeugten cDNA-Array-
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Bilder bestatigen die von anderen Arbeitsgruppen publizierten Daten zur
Genexpression in Leber und Niere (MASER und CALVET, 1995; XU et al., 2001b).
So lieferten die Sonden flur B-actin, ubiquitin und gapdh in beiden Geweben etwa
gleich starke Signale, wahrend cDNA-Sonden fur leberspezifische Transkripte wie
albumin, tdo und transferrin starke Signale in den Leber-Arrays lieferten, jedoch in
den Nieren-Arrays nur schwache oder negative Signale gaben. Die starken Signale
der 18S rRNA-Sonde deuteten auf eine Kontamination der verwendeten mRNA-
Praparationen mit ribosomalen RNAs hin.

Bei der cDNA-Array-Analyse amplifizierter RNA-Praparationen gibt es eine ganze
Reihe von Faktoren, die als Ursache von Datenvariabilitat in Frage kommen. Die
Evaluationsversuche ergaben, dass Bildgebung, Markierung und Hybridisierung
kaum zur Variabilitat der Daten im verwendeten System beitrugen. Die mRNA-
Amplifikation war sowohl im homologen als auch im heterologen System sehr gut
reproduzierbar, was durch die Korrelationskoeffizienten von 0,979+0,01 bei
homologer Hybridisierung und von 0,968+0,01 bei heterologer Hybridisierung
unterstrichen wird. Die vergleichende cDNA-Array-Analyse nicht amplifizierter
MRNAs mit aus der gleichen Quelle erzeugten aRNAs wies darauf hin, dass es durch
die Amplifikation zu leichten Verschiebungen der im Ausgangsmaterial vorhandenen
Mengenverhaltnisse der einzelnen mRNA-Sequenzen zueinander kommt. Der
ermittelte Korrelationskoeffizient von 0,950+0.02 belegte jedoch, dass das Ausmal
dieser Verschiebungen nur sehr gering war. Die Datensatze der einzelnen aRNA-
Praparationen waren untereinander mit einem mittleren Koeffizienten von 0,975+0,01
korreliert, was bedeutet, dass die Verschiebung der Mengenverhaltnisse selbst ein
reproduzierbarer Prozess ist. Dies macht die entwickelte Amplifikationsprozedur fur
die vergleichende Analyse einzelner Embryonen oder anderer kleiner klinischer oder
biologischer Proben sehr wertvoll.

Vergleiche der cDNA-Array-Daten nicht amplifizierter mRNAs mit aus derselben
Quelle amplifizierten aRNA-Praparationen ergaben, dass cDNA-Sonden, die
Sequenzen, die weit vom 3’-Ende der korrespondierenden mRNA entfernt sind,
reprasentieren, nicht mit der Amplifikationsprozedur kompatibel sind, da sie bei der
cDNA-Array-Analyse amplifizierter RNA-Praparationen falsch negative Signale
erzeugten. Diese Beobachtung reflektiert die Annahme, dass vom 3’-Ende der
MRNAs entfernte Sequenzen durch das Arbitrary Priming der Zweitstrangsynthese
im RNA-Amplifikat unterreprasentiert sind. Dieses Phanomen wurde bei vier cDNA-
Sonden beobachtet.
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Die cDNA-Sonde mit der geringsten Distanz zwischen Sondensequenz und Poly-(A)-
Sequenz der entsprechenden mRNA unter den als nicht mit der
Amplifikationsprozedur kompatibel eingestuften cDNA-Sequenzen war die sdh-
Sonde. Hier betrug diese Distanz 1228 Nukleotide. Interessanterweise gibt es aber
auch cDNA-Sonden, deren Zielsequenzen trotz einer ahnlichen Distanz zur Poly-(A)-
Sequenz der korrespondierenden mRNA korrekt amplifiziert werden kénnen. Dies
legt den Schluss nahe, dass keine fur alle mRNAs guiltige kritische Distanz existiert,
von der ab sicher mit einem Verlust der entsprechenden Sequenzen in den
erzeugten aRNA-Praparationen gerechnet werden kann, sondern dass die Lange der
im Amplifikat darstellbaren aRNA-Fragmente fur jede mRNA-Sequenz spezifisch ist.
Die Verteilung potentieller DOP Priming-Sites in einer mRNA-Sequenz durfte die
Lange der aus ihr amplifizierbaren aRNA-Fragmente im Amplifikat entscheidend
beeinflussen.

Zur Klarung dieses Phanomens sind weitere Experimente erforderlich. Aus den
vorliegenden Daten kann jedoch abgeleitet werden, dass bei der Auswahl der cDNA-
Sonden fur Arrays, mit denen auf die vorgestellte Weise amplifizierte aRNA-
Praparationen untersucht werden sollen, darauf zu achten ist, dass die eingesetzten
cDNA-Sonden nicht zu weit von der poly-(A)-Sequenz der jeweiligen mRNA entfernte
Sequenzen reprasentieren. Eine mRNA-Sequenzanalyse im Hinblick auf die
Positionen moglicher Zielsequenzen des verwendeten Zweitstrangsynthese-Primers
kann bei der Wahl geeigneter Sondensequenzen ebenfalls wertvolle Hilfestellung
geben.

Ein grolRes Problem der Genexpressionanalyse biologischer Proben von anderen
Saugern als Mensch, Maus und Ratte, fur die bereits eine Vielzahl von cDNA-Arrays
auf dem Markt sind, stellt die bisher nur lickenhaft aufgeklarte genomische DNA-
Sequenz dieser Spezies dar. So ist zum heutigen Zeitpunkt nur ein relativ kleiner Teil
des bovinen oder porcinen Genoms sequenziert, was die Erstellung von cDNA-
Arrays mit bovinen oder porcinen Sonden stark erschwert. In Anbetracht des hohen
Konservierungsgrades zahlreicher translatierter mRNA-Sequenzen innerhalb der
verschiedenen Saugerspezies (ARPAGAUS et al., 1991) erscheint die Analyse von
RNA-Praparationen nicht muriner Herkunft mit Arrays, die murine oder humane
cDNA-Sonden  enthalten, als gangbarer Weg zur Erstellung von
Genexpressionsprofilen. Die Evaluationsversuche zur heterologen Hybridisierung
ergaben, dass sich die aus derartigen Experimenten erhaltenen Daten gut
reproduzieren lassen.

Die Hybridisierung heterologer Nukleinsaurestrange ist mit einer verminderten
Hybridisierungseffizienz verbunden. Daher konnen bei der cDNA-Array-Analyse
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heterologer RNA-Praparationen Signale zum Teil oder ganz verloren gehen. Dies
kann durch eine herabgesetzte Stringenz von Hybridisierungs- und
Waschparametern umgangen werden. Ein solches Vorgehen kann jedoch durch
Kreuzhybridisierung zu falsch positiven Signalen fuhren.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Weg der Beibehaltung stringenter Wasch- und
Hybridisierungsschritte gewahlt. Aus den Resultaten der Versuche zur heterologen
Hybridisierung konnte nicht abgeleitet werden, ob und welche der verwendeten
cDNA-Sonden unter den verwendeten Reaktionsparametern in der heterologen
Hybridisierung falsch negative Ergebnisse lieferten. Die Effizienz der Hybridisierung
von Sonden- und RNA-Strangen ist entscheidend vom Homologiegrad beider
Sequenzen abhangig. Aufgrund der festgestellten hohen Reproduzierbarkeit der
heterologen Hybridisierung kann jedoch angenommen werden, dass der Grad des
Signalverlustes bei der cONA-Array-Analyse heterologer RNA-Praparationen eine fur
jede cDNA-Sonde spezifische und bei konstanten Hybridisierungs- und
Waschparametern ebenfalls konstante GrofRe sein durfte.

Dies bedeutet, dass zwar das Ausmald des Signalverlustes von cDNA-Sonde zu
cDNA-Sonde unterschiedlich ist, jedoch die Werte der gleichen cDNA-Sonde bei der
Analyse desselben Amplifikates in verschiedenen Arrays nur im Rahmen der aus der
homologen Hybridisierung bekannten Variabilitat schwanken. Damit sind die Daten
aus der cDNA-Array-Analyse heterologer RNA-Praparationen der gleichen Spezies
untereinander ebenso vergleichbar wie die Daten aus der cDNA-Array-Analyse
homologer RNA-Praparationen es untereinander sind.

Aus einer negativen cDNA-Sonde bei der Analyse heterologer RNA-Praparationen
kann nicht unbedingt der Schluss gezogen werden, dass das entsprechende
Transkript nicht vorhanden sei, sondern nur der, dass dieses Transkript mit der
gewahlten Sonde unter den verwendeten Reaktionsparametern nicht nachzuweisen
ist. Im Gegensatz dazu reflektieren Veranderungen in der Signalstarke der positiven
Sonden aufgrund der oben angefuhrten hohen Reproduzierbarkeit der heterologen
Hybridisierungsreaktion Veranderungen in der Menge des entsprechenden Targets in
der Hybridisierungslosung.

Die obigen Ausfuhrungen zur heterologen Hybridisierung fihren zum Einen zu dem
Schluss, dass ein Vergleich von cDNA-Array-Daten muriner und boviner
Blastozysten aufgrund der unterschiedlichen Hybridisierungseffizienz der jeweiligen
Targetmolekile mit den murinen cDNA-Sonden unzulassig ist. Zum anderen kann
aber abgeleitet werden, dass der Vergleich von Arrays boviner Embryonen
untereinander zulassig ist.
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4.2 Genexpressionsanalyse bei murinen Blastozysten

Die Analyse der Genexpression einzelner Blastozysten und einer Gruppe aus zehn
Blastozysten ergab, dass die Menge des eingesetzten Ausgangsmaterials das

erzielte Signalmuster auf dem Array nur unwesentlich veranderte.

Die Array-Daten zeigten, dass es eine Gruppe von cDNA-Sonden gibt, die in allen
Arrays eine nur geringen Schwankungen unterliegende relative Signalintensitat
aufwiesen. Dieser Gruppe wurden alle cDNA-Sonden zugeordnet, deren relative
Signalintensitaten innerhalb der verschiedenen untersuchten aRNA-Praparationen
einen Variationskoeffizienten von weniger als 20 ergaben. Sie umfasst die Sonden
fur B-actin, cycD1, mdm2, erbA, ubiquitin, tgfp-r, collagen, caspase3, fas-antigen und
ck-endoA. Andererseits gab es eine Gruppe von cDNA-Sonden, deren
Variationskoeffizienten mehr als 40 betrug, die jedoch in der Mehrzahl der
untersuchten Embryonen positive Signale ergaben. Hierzu zahlen cdc2, p21,
connexin43, apafl, mdmx und tefl. Eine dritte Gruppe umfasst jene Sonden, die nur
in einzelnen der untersuchten Embryonen ein positives Signal lieferten, wie z.B. atm,
bad, bax, cycE, e2f5, max, mxi, p19.

Die erhaltenen Expressionsprofile spiegelten eine Vielzahl von Eigenschaften der
Genexpression muriner Blastozysten wider, die weitgehend mit bereits aus anderen
Arbeiten vorliegenden, mit anderen methodischen Ansatzen gewonnenen Daten
ubereinstimmen. So existieren Dbeispielsweise Veroffentlichungen Uber die
Expression von B-actin, gapdh, cyclinE, caspase3, tgf-p-rezeptor, fas-antigen, ck-
endoA, fgfr2, connexin4d3 in murinen Blastozysten (CHOW et al., 2001;
DOMASHENKO et al., 1997; EXLEY et al., 1999; HAFFNER-KRAUSZ et al., 1999;
HO et al., 1995; KIDDER und WINTERHAGER, 2001; ZIMMERMANN und
SCHULTZ, 1994; ZOU et al., 2000).

In den aufgeflhrten Publikationen wird jedoch jeweils nur einen kleiner Teil der im
Array untersuchten Transkripte abgebildet. Die Moglichkeit, mit Hilfe der cONA-Array-
Technologie komplexe Genexpressionsprofile aus einzelnen Embryonen
darzustellen, stellt insofern einen gewaltigen Fortschritt dar.

Die Analyse der Blastozystengruppe lieferte 26 positive cDNA-Sonden. Dieser Wert
wurde nur von einer der analysierten Einzelblastozysten erreicht, wahrend die Werte
der anderen analysierten Blastozysten deutlich darunter lagen, was durch einen
Ausgleich der individuellen Unterschiede in der Genexpression durch die
Verwendung einer Embryonengruppe oder aber mit der beginnenden Degradierung
der embryonalen mRNA vor deren Isolierung erklart werden kann. Diese konnte
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beispielsweise beim Auftauen der eingefrorenen Embryonen in den lysierten Zellen
stattgefunden haben, bevor die endogenen RNasen deaktiviert werden konnten. Eine
solche RNA-Degradierung fuhrt bei der Aufreinigung der mRNA aus
Einzelembryonen moglicherweise eher zu einem Verlust gerade von mRNA-Spezies,
die nur in geringer Kopienzahl pro Zelle vorliegen, als bei der mRNA-Praparation aus
Embryonengruppen. Diese Aussagen sollten aber immer vor dem Hintergrund der
relativ kleinen Zahl untersuchter Embryonen und vor allem der Existenz von Daten
aus nur einer Embryonengruppe gesehen werden.

Unterschiede in der Expression apoptoserelevanter Gene wie mdmx und apafl
deuten auf einen unterschiedlichen Apoptose-Status der einzelnen Blastozysten hin.
Die beiden Blastozysten mit den hdchsten relativen apaf1-Signalwerten wiesen
gleichzeitig als einzige kein positives Signal in der mdmx-Sonde auf. Dies deutet auf
eine entgegengesetzte Regulation des pro-apoptotischen apafl- und des anti-
apoptotischen mdmx-Gens hin. Die relativ konstante Expression des ebenfalls
apoptoserelevanten caspase3-Transkriptes steht dabei mit der Tatsache im Einklang,
dass die Aktivitat dieses Proteins posttranslational reguliert wird (COHEN, 1997).

4.3 Genexpressionsanalyse embryonaler Entwicklungsstadien der

Maus

Die Analyse von kleinen Gruppen embryonaler Entwicklungsstadien der Maus ergab
hingegen deutlich groRere Schwankungen in den relativen Signalintensitaten
einzelner Sonden als die Analyse einzelner Blastozysten. Die Darstellung der
relativen Signalintensitaten der einzelnen Sonden in Saulendiagrammen lieferte
einen Eindruck Uber Schwankungen in den relativen Signalintensitaten entlang der
Zeitachse der Embryonalentwicklung. Einige der erhaltenen Signalverlaufe
reflektieren bereits in friheren Arbeiten anderer Arbeitsgruppen veroffentlichte
Ergebnisse (DOMASHENKO et al., 1997; GIEBELHAUS et al., 1983; NISSON et al.,
1989).

So demonstrieten DOMASHENKO et al. (1997), dass die relative Haufigkeit von j-
actin Transkripten vom Entwicklungsstadium der Oozyte bis hin zur Blastozyste stark
ansteigt. NISSON et al. (1989) wiesen nach, dass die Menge an B-actin mRNA in
murinen Blastozysten deutlich hoher ist als in Achtzellstadien. GIEBELHAUS et al.
(1983) ermittelten weiterhin, dass Blastozysten eine etwa 4-5mal hohere relative
Haufigkeit von B-actin-mRNA aufwiesen als Achtzellstadien. In der vorliegenden
cDNA-Array-Analyse wurde in Oozyten ein schwaches B-actin Signal detektiert. Die
relative Signalintensitat der p-actin-Sonde lag bei den Zweizellern etwa viermal so
hoch und bei den Blastozysten etwa siebeneinhalb mal so hoch wie bei den Oozyten,
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was die obigen Befunde bestatigt und die Zuverlassigkeit des entwickelten
methodischen Ansatzes unterstreicht.

DOMASHENKO et al. (1997) konnten weiterhin nachweisen, dass max-Transkripte in
Oozyten und Blastozysten nachweisbar waren, deren relative Haufigkeit aber im
spaten Zweizellstadium deutlich unter denen der anderen beiden Stadien lag. In der
cDNA-Array-Analyse lag das Signal der Zweizellstadien unter dem ermittelten Cutoff-
Wert, wahrend in Oozyten und Blastozysten relativ schwache Signale detektiert
werden konnten. Es wurde weiterhin belegt, dass die relative Haufigkeit von cyclinE-
Transkripten in Oozyten sehr gering war, im Zweizellstadium stark anstieg und im
Blastozystenstadium fast wieder auf den Ausgangswert absank (DOMASHENKO et
al. 1997). In der cDNA-Array-Analyse konnte in Zweizellern ein moderates cyclinE-
Signal detektiert werden, wahrend die Signale dieser Sonde bei den anderen
Entwicklungsstadien unter den berechneten Cutoff-Werten lagen. Auch diese
Resultate bestatigen die Zuverlassigkeit der entwickelten Strategie zur cDNA-Array-
Analyse praimplantatorischer Embryonen.

NISSON et al. (1989) und GIEBELHAUS et al. (1983) demonstrierten, dass murine
Blastozysten cytokeratin endoA mRNA exprimieren. Die relative Haufigkeit von
endoA Transkripten wurde um einen Faktor 10-20 hoher als die von pB-actin-
Transkripten eingeschatzt. In der cDNA-Array-Analyse muriner Blastozysten war die
relative Signalintensitat der B-actin-Sonde nur um etwa einen Faktor 2 groRRer als die
der endoA-Sonde.

Ein wichtiger Gesichtspunkt ist, dass der Zusammenhang zwischen relativer
Signalintensitat und Menge der vorhandenen Zielsequenz der einzelnen cDNA-
Sonden sehr stark durch die spezifische Hybridisierungseffizienz von cDNA-Sonde
und Zielsequenz beeinflusst wird (SCHENA, 1999). Daher erscheint ein Vergleich der
Signalintensitaten verschiedener cDNA-Sonden eines Arrays nicht zulassig. Der
Vergleich der normalisierten relativen Signalintensitaten der gleichen cDNA-Sonde
zweier unter den gleichen Bedingungen hybridisierter und gewaschener cDNA-
Arrays ist dagegen zulassig, da fur diese eine konstante Hybridisierungseffizienz der
jeweiligen cDNA-Sonden mit ihren Zielsequenzen angenommen werden kann
(SCHENA, 1999). Dies gilt natlrlich nur flir die Analyse von Zielsequenzen mit
identischem Homologiegrad zu den verwendeten cDNA-Sonden.

Das Einsetzen der Transkriptionsaktivitat wahrend des Zweizellstadiums der murinen
Embryonalentwicklung (PIKO und CLEGG, 1982) wurde durch einige der erhaltenen
Datenreihen einzelner cDNA-Sonden bei der cDNA-Array-Analyse verschiedener

124



muriner Embryonalstadien bestatigt. So lieferte beispielsweise die B-actin-Sonde ein
starkes Signal in Oozyten, die von Kumuluszellen umgeben waren, wahrend sie bei
entkumulierten Oozyten einen etwa sechsmal niedrigeren Wert aufwies. Dies deutete
auf eine starke Expression von B-actin-mRNA in den Kumuluszellen hin, der eine
relativ. schwache Expression in den Oozyten gegenubersteht. Das starke Signal
dieser Sonde bei den Zweizellern lie} auf die einsetzende Transkription der
Zielsequenz schlie3en. Bei den untersuchten Blastozysten schlieBlich war der Wert
der B-actin-Sonde gegenuber dem bei Zweizellern noch weiter erhoht.

Ein derartiger Verlauf —Absinken oder Gleichbleiben der relativen Signalintensitat bei
Oozyten mit Kumulus zu Oozyten ohne Kumulus und dann ein erneuter Anstieg bei
Zweizell- oder Blastozystenstadien— liel3 sich bei einer Reihe von cDNA-Sonden
beobachten. Hierzu zahlen die Sonden fur p-actin, p21, I-myc, p107, rasH, tefl, fgfr2
llic, collagen und cytokeratin endoA.

Aus dem Vergleich von Oozyten mit und ohne Kumulus kann abgeleitet werden,
welcher Anteil der detektierten Zielnukleinsdure von den Kumuluszellen und welcher
von den Oozyten stammt. So lieRen z.B. die Werte der p21-Sonde darauf schlief3en,
dass dieses Transkript stark in Kumuluszellen und schwach in Oozyten exprimiert ist.
P21 fuhrt bei starker Expression zu einer Arretierung des Zellzyklus in der G1-Phase
(BOULAIRE et al., 2000; GARTEL et al., 1996; ROUSSEAU et al., 1999).

Auf der anderen Seite gibt es eine Vielzahl von cDNA-Sonden, die in den
entkumulierten Oozyten deutlich starkere relative Signalwerte lieferten als in den
nicht entkumulierten. Hierzu zahlen beispielsweise apafl, caspase3, cdk4, cycB,
cycD1, daxx, e2f5, erbA, fas-antigen, mdm2, mdmx, tgfp-r, ubiquitin und fgfr2 lllb. In
Anbetracht des geringen mRNA-Gehaltes der Oozyte im Vergleich zu anderen Zellen
erscheint es widerspruchlich, in diesen Zellen eine hohere Haufigkeit an mRNA einer
Spezies zu finden als in Oozyten mit umgebendem Kumulus (PIKO und CLEGG,
1982). Der beobachtete Effekt kann als eine Verschiebung des Verhaltnisses von
gapdh-Signalintensitat zu den jeweiligen Signalintensitaten der betreffenden cDNA-
Sonden aufgefasst werden, was auf verschiedene Ursachen zurlckgefuhrt werden
kann. So wurde eine in den Kumuluszellen heraufregulierte gapdh-Expression zu
einem Absinken der normalisierten Signalintensitaten aller anderen Werte flihren.
Umgekehrt wirde eine im Vergleich zu den Kumuluszellen herunterregulierte gapdh-
Expression in den Oozyten zu einem Anstieg der normalisierten Signalintensitaten
fuhren, was letztlich den gleichen Effekt bedeuten wurde.
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Die Verwendung der Signalwerte der gapdh-cDNA-Sonde als interner Standard in
experimentellen Ansatzen zum Vergleich der Genexpression in Kumuluszellen und
frihen Embryonen muss daher kritisch diskutiert werden. Mdglicherweise ist die
Normalisierung der Signalwerte Uber den gapdh-Wert bei der Analyse so
unterschiedlicher Zelltypen wie Oozyten und Kumuluszellen nicht zulassig. Zur
Evaluation der Eignung des gapdh-Signalwertes als Standard fir die Normalisierung
der Expressionsdaten verschiedener Zelltypen sind weitere Experimente nétig.

Weiterhin darf nicht unbeachtet bleiben, dass die obigen Aussagen vor dem
Hintergrund nur jeweils einer analysierten Gruppe der jeweiligen Embryonalstadien
gemacht wurden. Es ist nicht unwahrscheinlich, dass die Schwankungen der
Signalintensitaten einzelner cDNA-Sonden auf starken Abweichungen einzelner
Mitglieder dieser Gruppen vom “Standard®-Expressionsprofil beruhten.

4.4 Genexpressionsanalyse bei bovinen Blastozysten

Ziel der In vitro-Produktion boviner Embryonen ist es, qualitativ hochwertige und
somit voll entwicklungsfahige Embryonalstadien zu erzeugen. Als Referenz fur die
Qualitat von IVP-Embryonen dienen dabei in vivo erzeugte Embryonen, die meist
eine bessere Lebensfahigkeit und ein groReres Potential zur Implantation und
korrekten Entwicklung aufweisen als in vitro erzeugte Embryonen (RIZOS et al.,
2002; VAN WAGTENDONK-DE LEEUW et al.,, 1998). In der Annahme, dass
Lebensfahigkeit und Entwicklungspotential eines Embryos Funktionen der von ihm
exprimierten Genprodukte darstellen, kénnen die Genexpressionsprofile in vivo
erzeugter Embryonen als Referenz fir die aus In vitro-Systemen stammenden
Embryonen gelten (WRENZYCKI et al, 1996; FARIN et al., 2001).

Die Analyse einzelner boviner Blastozysten aus verschiedenen Produktionssystemen
ergab, dass mit dem verwendeten cDNA-Array-System Unterschiede in den
Genexpressionsprofilen der einzelnen Blastozysten reproduzierbar detektiert werden
konnen. Der Hauptaugenmerk lag dabei auf der Untersuchung von Unterschieden
der Genexpressionsprofile in vitro produzierter Blastozysten aus verschiedenen
Mediensystemen. Das BSA-System enthielt Medien, die mit bovinem Serumalbumin
supplementiert wurden, wahrend die Medien des ECS-Systems Ostrisches Kuhserum
als  Supplement enthielten. Ostrisches Kuhserum enthdlt zahlreiche
Wachstumsfaktoren in von Charge zu Charge stark unterschiedlichen
Konzentrationen. Bovines Serumalbumin stellt dagegen eine Proteinpraparation aus
bovinem Serum dar, deren Zusammensetzung weniger stark schwankt als die
verschiedener ECS-Chargen. Durch die Verwendung von Proteinsupplementen mit
semi-definierter Zusammensetzung soll in der In vitro-Produktion von Embryonen
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eine konstante Qualitat der Kulturmedien erreicht werden, was eine bessere
Kontrolle Uber die Qualitat der erstellten Embryonen ermdglicht (WRENZYCKI et al.,
1999).

Die analysierten in vivo und in vitro erstellten bovinen Blastozysten wiesen
untereinander eine groliere Differenz in der Genexpression auf als die untersuchten
in vivo erstellten murinen Blastozysten, was auf eine weniger stringente
Synchronisation der praimplantatorischen Embryonalentwicklung hinweist, die beim
Rind wesentlich langer ist und zeitlich weniger genau reguliert ist als bei der Maus
(HOGAN et al., 1986; RUSSE und SINOWATZ, 1991). Die Untersuchungen ergaben
weiterhin, dass es eine Gruppe von cDNA-Sonden gab, deren Zielsequenzen in
nahezu allen untersuchten Blastozysten nachweisbar waren.

Die Bobachtung, dass die Variationskoeffizienten der meisten cDNA-Sonden fir die
Blastozysten aus dem BSA-System geringer war als die aus dem ECS-System
erstellten Blastozysten, lasst auf eine konsistentere Qualitat der untersuchten
Blastozysten aus dem BSA-System im Vergleich zu denen aus dem ECS-System
schlielen. Dies steht im Einklang mit der Annahme, dass ECS-supplementierte
Medien groReren Schwankungen in der Konzentration z.B. von Wachstumsfaktoren
unterliegen als die semi-definierten, mit BSA-supplementierten Medien (KRISHER et
al., 1999; LONERGAN et al., 1999).

Eine interessante Beobachtung war, dass die cDNA-Sonde flr den fgfr2-Rezeptor in
der SpleiRvariante llic in allen IVF-BSA-Blastozysten positiv, jedoch in allen IVF-
ECS-Blastozysten und allen geklonten Blastozysten negativ war. Dies deutet auf
eine Regulation der Transkriptionsrate des fgfr2-Gens durch einen Faktor hin, der
entweder nur in einem der Medien oder aber in beiden Medien mit einer
unterschiedlichen Konzentration vorlag. Eine Beeinflussung der Transkriptionsrate
des fgfr2-Gens, dem eine wichtige Rolle in der pra- und postimplantatorischen
Entwicklung zugeschrieben wird (ARMAN et al., 1998), durch das gewahlte IVP-
System wurde bereits von DANIELS et al. (2000) fur bovine IVF- und
Kerntransferembryonen beschrieben. Von den beiden untersuchten In vivo-
Blastozysten lieferte nur eine ein schwaches fgfr2 llic-Signal, wahrend die Sonde in
der zweiten In vivo-Blastozyste negativ war. Diese zweite Blastozyste zeigte jedoch
ein Expressionsprofil, das auf eine p53 vermittelte Apoptose in den Zellen dieses
Embryos schlielRen lie. Aus den gewonnenen Daten bei In vivo-Blastozysten ist die
“‘normale" Expressionsstarke des fgfr2llc-Transkriptes nicht sicher abzuleiten. Damit
bleibt unklar, ob die erhdhte fgfr2-Expression in den IVF-BSA-Blastozysten oder die
nicht detektierbare fgfr2-Expression in den IVF-ECS-Blastozysten eher dem Status
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von In vivo-Blastozysten entsprechen. Weitere Analysen der fgfr2IIC-Expression bei
In vivo-Blastozysten sind zur Klarung dieser Fragestellung erforderlich.

Bei weiteren Sonden (u.a. apaf1, cdk4, cycD1, daxx, erbA, fas-antigen und collagen)
wurde eine Expression in allen untersuchten IVF-BSA-Blastozysten detektiert,
wahrend sie bei der Halfte oder mehr als der Halfte der analysierten IVF-ECS-
Blastozysten negativ waren. Dies ist ebenfalls ein Indiz fur die geringere Variabilitat
der Genexpression der IVF-BSA-Blastozysten gegenuber solchen aus dem ECS-
System. Fur die Expression der genannten Transkripte in bovinen Embryonen wurde
keine Referenzliteratur gefunden.

Die B-actin-Sonde war in allen untersuchten IVF-Blastozysten positiv und ergab bei
fast identischem Variationskoeffizienten in den IVF-BSA-Blastozysten im
Durchschnitt ein etwa doppelt so starkes Signal wie in den IVF-ECS-Blastozysten.
Dies lasst auf eine Erhdhung der relativen Mengen an B-actin-Transkripten in den
IVF-BSA-Blastozysten schlielen. Zum Vergleich der relativen Mengen von B-actin-
Transkripten in bovinen Blastozysten unterschiedlicher Herkunft wurde ebenfalls
keine Referenzliteratur gefunden.

Die Expressionsprofile der geklonten und der parthenogenetischen Blastozysten
lieferten ein recht uneinheitliches Bild. Wie bereits oben angefuhrt, wiesen DANIELS
et al. (2000) nach, dass die In vitro-Produktion und die Kerntransfer-Prozedur
Auswirkungen auf die fgfr2-Expression in den betreffenden Embryonen haben
konnen. In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung bemerkenswert, dass
samtliche Kerntransferembryonen ebenso wie die [|VF-ECS-Embryonen eine
negative fgfr2 Illc-cDNA-Sonde aufwiesen. Aufgrund der begrenzten Anzahl von nur
jeweils drei untersuchten Blastozysten und groRer Schwankungen in der relativen
Signalstarke der einzelnen cDNA-Sonden innerhalb der Gruppen erscheint es zu
diesem Zeitpunkt nicht sinnvoll, aus den erzeugten Expressionsprofilen
Rickschlisse auf die Beeinflussung der Expression einzelner Gene durch die
Kerntransferprozedur oder die Parthenogenese zu ziehen.

Eine interessante Beobachtung bei der Genexpressionsanalyse boviner Blastozysten
war, dass drei der untersuchten Blastozysten (Vivo-l, ECS-IV und NT-IIl) ein starkes
Signal in der cDNA-Sonde fur p53 lieferten. In zwei dieser Blastozysten war die
mdm2-Sonde negativ, und die apafl-Werte dieser beiden Blastozysten lagen deutlich
uber dem Durchschnitt der anderen untersuchten bovinen Blastozysten. Bei diesen
drei Blastozysten ergab die cDNA-Sonde des c-myc Repressors p107 starke
Signalwerte, die sonst nur noch in einer einzigen anderen bovinen Blastozyste positiv
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war. P53 kann verschiedene unabhangige Signaltransduktionswege aktivieren
(BARGONETTI und MANFREDI, 2002). So kann es Uber die Aktivierung des
Zellzyklusinhibitors p21 in den entsprechenden Zellen das Verlassen der G1-Phase
des Zellzyklus verhindern und das DNA-Reparatur-Protein GADDA45 aktivieren (COX
und LANE, 1995). Ferner kann p53 Apoptose in geschadigte Zellen induzieren
(BARGONETTI und MANFREDI, 2002). Der Signalweg, uber den dies geschieht, ist
jedoch nicht vollstandig aufgeklart.

Die Regulation der p53-Aktivitat erfolgt unter anderem Uber dessen Antagonisten
mdm2 (MOMAND et al., 1992; OLINER et al., 1993; CHEN et al., 1994). Dessen E3-
Ubiquitin-Ligasefunktion katalysiert die Ubiquitinierung von P53, wodurch die
Degradation des P53-Proteins beschleunigt wird (LANE und HALL, 1997). Weiterhin
bindet es direkt an den N-Terminus von p53 und inhibiert so dessen Funktion als
Transkriptionsfaktor. Das mdm2-Gen ist eines der Zielgene des aktiven p53-Proteins.
Die Interaktion von p53 und mdm2 erfolgt somit Gber eine negative Ruckkoppelung,
da eine hohe p53-Aktivitat die mdm2-Transkription verstarkt (PICKSLEY und LANE,
1993).

FORTIN et al. (2000) und MORONI et al. (2000) demonstrierten in neuronalen und
Tumorzellen, dass das Gen des Apoptose-Protease aktivierenden Faktors-1 (apaf1)
eines der Zielgene von p53 ist, und dass dessen Transkriptionsrate mit der p53-
Aktivitat ansteigt. In den beiden Blastozysten, die ein starkes Signal in der p53-
Sonde und kein Signal in der mdm2-Sonde aufwiesen, wurden die mit Abstand
starksten Signale fur apaf1 unter den untersuchten Blastozysten detektiert. Aus dem
Anstieg der relativen Signalintensitat in der p53-Sonde und dem Ausbleiben des
mdmz2-Signals kann daher eine p53-vermittelte Apoptoseinduktion abgeleitet werden,
was im Einklang mit der erhdhten relativen Signalintensitat der apaf1-Sonden in den
betreffenden Blastozysten steht. Im Gegensatz dazu lieferte die Blastozyste “NT-III*
neben dem p53- ein durchschnittiches mdm2-Signal. Fur diese Blastozyste kann
somit eine p53 vermittelte Apoptoseinduktion nicht abgeleitet werden. Dies wird auch
durch die negative apaf1-Sonde im Genexpressionsprofil dieser Blastozyste gestitzt.

Aus den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen kann abgeleitet werden, dass sich mit
Hilfe des hier entwickelten Verfahrens apoptotische Vorgange in bovinen
Blastozysten detektieren lassen. Dabei kann die Hypothese aufgestellt werden, dass
der Mechanismus der p53 vermittelten Apoptose bei bovinen Blastozysten dem
bereits bei anderen Spezies beschriebenen Mechanismus sehr ahnlich ist. So
erscheint eine Ableitung des bovinen mdm2-Genproduktes als p53-Antagonist
ebenso wie die des bovinen apaf1-Gens als Zielgen des aktiven bovinen P53
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maoglich. Diese Aussagen sollten jedoch vor dem Hintergrund der relativ kleinen Zahl
untersuchter Blastozysten gesehen werden.

In den letzten Jahren beschaftigten sich verschiedene Arbeitsgruppen mit der
Erforschung der Auswirkungen von Kultur- und Produktionssystem auf die
Apoptoseraten bei bovinen Embryonen (MAKAREVICH und MARKKULA, 2002;
KOLLE et al., 2002; MATWEE et al.,, 2000; BYRNE et al., 1999; WATSON et al.,
2000). Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Daten lassen die Aussage zu, dass
durch die cDNA-Array-Analyse nicht nur der apoptotische Status eines Embryos
sondern auch —unter Verwendung entsprechender cDNA-Sonden- der jeweilige
molekulare Ausldsemechanismus der Apoptose identifiziert werden kann.

4.5 Grenzen und Perspektiven der cDNA-Array-Analyse

praimplantatorischer Embryonen

Die in der vorliegenden Arbeit erzeugten Daten erlauben Ruckschlusse auf den
transkriptionellen und physiologischen Status praimplantatorischer Embryonen. Es
sei aber bemerkt, dass es in vielen Fallen unklar ist, inwieweit sich eine Schwankung
der relativen Transkriptmenge auf den physiologischen Status eines Embryos
auswirkt. In Anbetracht zahlreicher Mechanismen zur posttranskriptionellen und
posttranslationalen Regulation der Genfunktion ist ein proportionaler Zusammenhang
zwischen dem Anstieg der Transkriptionsrate und der Genfunktion nicht in jedem
Falle zu erwarten. Auf der anderen Seite konnen jedoch bereits minimale
Veranderungen der Expressionsstarke eines Transkriptes deutliche physiologische
Veranderungen mit sich bringen (YAN et al., 2002).

Weiterhin ist darauf zu verweisen, dass eine Reihe von Pseudogenen existiert, von
denen zu funktionellen Transkripten homologe, jedoch nicht funktionelle Messenger
transkribiert und prozessiert werden, die jedoch mit dem Verfahren der
Nukleinsaurehybridiserung oft nicht oder nicht ohne Weiteres von den funktionellen
Transkripten unterschieden werden kdonnen (GARBAY et al., 1996; MENON et al.,
1991). Das p-actin-Gen weist bei verschiedenen Saugern mehrere solcher
Pseudogene auf (DAVEY und WILDERMAN, 1995; NG et al., 1985). Der Nachweis,
ob Schwankungen der relativen Signalintensitat der betroffenen cDNA-Sonde von
Schwankungen der Haufigkeit des funktionellen Transkriptes herrihren oder nicht, ist
mit der cONA-Array-Analyse in manchen Fallen nicht sicher zu erbringen.

Der Hauptvorteil der cDNA-Array-Technologie liegt in der semiquantitative Erfassung
einer sehr groRen Zahl von Transkripten einer biologischen oder klinischen Probe in
einem einzigen Experiment. Dies erleichtert das Auffinden differentiell exprimierter
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Gene in zwei unterschiedlichen biologischen Proben. Die erhaltenen Daten mussen
jedoch aus den oben angefihrten Grinden in weiterfihrenden Experimenten, z.B.
durch spezifische, semi-quantitative RT-PCR oder den Nachweis des
entsprechenden Proteins validiert werden, bevor weitere Aussagen im Hinblick auf
die physiologische Bedeutung der Befunde getroffen werden kdnnen.

Die cDNA-Array-Technologie hat in den letzten Jahren eine rasante Fortentwicklung
erfahren (ARCELLANA-PANLILIO und ROBBINS, 2002). Mit der Miniaturisierung der
cDNA-Arrays und der Entwicklung immer leistungsfahigerer Verfahren zur
Aufbereitung von RNA aus limitierten Ausgangsmengen wurde die Sensitivitat der
Technologie immer weiter gesteigert. Ein Ende dieser Entwicklung ist nicht
abzusehen und auch die hier entwickelte Methodik kann in ihrer Leistungsfahigkeit
noch verbessert werden. Eine Analyse einzelner Zellen oder sogar von Zellteilen
oder Cytoplasmabiopsien z.B. von Oozyten erscheint mittelfristig mdglich zu sein.

Auf der anderen Seite besitzt auch die Anzahl der cDNA-Sonden, die sich auf einem
Array befinden, ein enormes Steigerungspotenzial. Arrays, auf denen Sonden fur die
Gesamtzahl der Transkripte eines Genoms aufgetragen werden, sind heute bereits
denkbar. Die quantitative Erfassung aller Transkripte des Genoms aus einzelnen
Blastomeren eines Embryos wird zu einem tieferen Verstandnis der molekularen
Mechanismen der Embryonalentwicklung beitragen. Dieses Wissen ist unerlasslich
zur Optimierung von IVP-Systemen und der Beseitigung der Defizite der aus ihnen
produzierten Embryonen.

Auch in anderen Bereichen der Biomedizin sind zahlreiche weitere Anwendungen

denkbar. Insbesondere die Analyse kleiner klinischer Proben konnte eine breite
Anwendung wie z.B. in der Beurteilung potentiell maligner Gewebebiopsien finden.
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4.6 SchluBfolgerungen
In Rahmen dieser Arbeit wurde der Prototyp einer sensitiven Methode fur die cDNA-
Array-Analyse einzelner Embryonen von Maus und Rind entwickelt und evaluiert. Mit

Hilfe des entwickelten Protokolls konnten sowohl Unterschiede in
Genexpressionsprofilen muriner Embryonalstadien als auch Effekte verschiedener
IVP-Systeme auf embryonale Genexpressionsprofile boviner Blastozysten aufgezeigt
werden. Die erarbeiteten Befunde lassen folgende Schlussfolgerungen zu:

Das im Rahmen dieser Arbeit erstellte Protokoll zur Amplifikation embryonaler RNA-
Extrakte ermoglicht die Analyse der Genexpression sowohl von einzelnen
praimplantatorischen Saugerembryonen als auch von Embryonengruppen uber die
cDNA-Array-Technologie.

Die erzeugten cDNA-Array-Daten sind von hoher Reproduzierbarkeit und weisen
eine gute Reprasentanz der relativen Mengenverhaltnisse der einzelnen mRNA-
Spezies im Ausgangsmaterial auf.

Die Methodik ist sensitiv genug, um Schwankungen in den relativen Mengen
einzelner Nukleinsdure-Spezies in individuellen Embryonen zu detektieren. Aus den
so gewonnenen Daten lassen sich Ruckschlisse auf den physiologischen Status der
analysierten Embryonen ziehen.

Eine heterologe cDNA-Array-Hybridisierung kann erfolgreich und reproduzierbar
durchgefuhrt werden, so dass Genexpressionsprofile auch von Embryonen anderer
Spezies mit cDNA-Sonden muriner Herkunft untersucht werden kénnen.

Die Verwendung der gapdh-Sonde zur Normalisierung der erhaltenen Array-Daten
beim Vergleich embryonaler RNA-Praparationen mit RNA-Praparationen anderer
Zelltypen erscheint wegen moglicherweise betrachtlicher Schwankungen in der
GAPDH-Expression fraglich.

Die cDNA-Array-Analyse von Embryonen erlaubt es, die Transkriptionsebene in
Embryonen komplex zu erfassen und abzubilden. Diese Funktion erscheint als
wertvolles Hilfsmittel fur die Optimierung von In vitro-Produktionssystemen ebenso
wie fur das vertiefte Verstandnis regulatorischer Netzwerke und Mechanismen der
frihen Embryonalentwicklung.
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5 Zusammenfassung

Untersuchungen auf Transkriptionsebene individueller praimplantatorischer
Embryonalstadien kénnen wertvolle Informationen Uber den physiologischen Status
der betrachteten Embryonen, die z.B. zur Verbesserung der Systeme zur In vitro-
Produktion von Embryonen genutzt werden kdnnen, liefern. Bisher fehlte es jedoch

an einer geeigneten Technologie, um eine gro3e Anzahl von Transkripten in
einzelnen Embryonen zu erfassen. Mit vorhandenen Methoden, wie z.B. der RT-
PCR, kann jeweils nur eine begrenzte Anzahl von Transkripten pro Embryo
quantitativ untersucht werden. Die Erstellung komplexer Expressionsprofile aus
biologischen Proben unterschiedlicher Herkunft ist durch die cDNA-Array-
Technologie mdglich. Dies erfordert jedoch den Einsatz von etwa 1-5ug mRNA bei
der Array-Hybridisierung. Da aus einzelnen Saugerembryonen jedoch nur einige
Pikogramm mRNA extrahiert werden kdnnen, war ein Einsatz dieser Technologie zur
Analyse individueller Sdugerembryonen bisher nicht moglich.

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, ein Verfahren zur globalen mRNA-
Amplifikation zu entwickeln, das die Analyse der Transkriptionsebene einzelner
praimplantatorischer Embryonalstadien Uber die cDNA-Array-Technologie ermoglicht.
Dazu wurde die Strategie gewahlt, zwei bereits etablierte Amplifikationsverfahren, die
Polymerasekettenreaktion und In vitro-Transkription, zu kombinieren, um so
synergistische Effekte beider Verfahren zu nutzen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde das entwickelte Verfahren evaluiert, wobei
verschiedene Aspekte der erstellten Amplifikationsprozedur untersucht wurden. Die
Erhaltung der relativen Mengenverhaltnisse einzelner mRNA-Spezies zueinander
wahrend der globalen mRNA-Amplifikation und die Reproduzierbarkeit von cDNA-
Array-Daten, die aus amplifizierten Proben gewonnen wurden, standen dabei im
Vordergrund.

Im dritten Teil der vorliegenden Studie wurden Genexpressionsprofile von murinen
und bovinen Embryonen erstellt. Hierbei wurden im Labor in Mariensee produzierte
und 96 Proben umfassende cDNA-Arrays verwendet.

Neben der Detektion individueller Unterschiede in den Genexpressionsprofilen
einzelner muriner und boviner Blastozysten lag dabei ein Schwerpunkt in der
Untersuchung der Auswirkungen verschiedener in vitro-Produktionssysteme auf die
embryonale Genexpression. Hierzu wurden die Genexpressionsprofile von in vitro
fertilisierten Embryonen, die in verschiedenen Mediensystemen kultiviert wurden,
sowie von geklonten und parthenogenetischen Embryonen mit denen von in vivo
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erstellten Embryonen verglichen. Weiterhin wurden Expressionsprofile kleiner
Gruppen verschiedener muriner Embryonalstadien erstellt, um Einblicke in die
transkriptionellen Ablaufe wahrend der frihen Embryonalentwicklung der Maus zu
erhalten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Ergebnisse erarbeitet:

In Vorversuchen wurde ein Protokoll zur globalen Amplifikation embryonaler mRNA-
Extrakte entwickelt, das eine cDNA-Array-Analyse der Genexpression in einzelnen
Embryonen ermdoglichte. Das Protokoll beinhaltete die Reverse Transkription der
MRNA in cDNA mit Hilfe eines modifizierten Oligo-d(T)-Primers, der an seinem 5’-
Ende die Consensus-Sequenz des T7-RNA-Polymerase-Promotors aufwies. Die
Synthese des zweiten cDNA-Stranges geschah mit Hilfe eines degenerierten
Oligonukleotidprimers (DOP), der an seinem 3’-Ende eine willkurlich gewahlte
Abfolge von sechs Basen (Arbitrary Hexamer) aufwies, der zum 5’-Ende hin eine
zufallige Abfolge von sechs Basen (Random Hexamer) folgte. Am 5’-Ende wies der
DOP eine spezifische Basenabfolge auf. Die so erstellte cDNA wurde in einer 25
Zyklen umfassenden PCR voramplifiziert und diente anschlieRend als Matrize fur die
T7-In vitro-Transkription, wodurch amplifizierte RNA entstand, die durch cDNA-Array-
Hybridisierung analysiert werden konnte.

Die cDNA-Array-Analyse amplifizierter embryonaler mRNA-Extrakte lieferte gut
reproduzierbare Genexpressionsdaten. Die relativen Mengenverhaltnisse einzelner
MRNA-Spezies zueinander wurden durch die Amplifikation nur in geringem Malde
verandert. Es wurde weiterhin festgestellt, dass Sequenzen, die weiter als 1,5kb vom
3’-Ende der amplifizierten mRNA-Molekile entfernt lagen, in den Amplifikaten
unterreprasentiert waren, was bei der Wahl der cDNA-Proben fur die Analyse
amplifizierter Proben Uber cDNA-Arrays zu beachten ist.

Die cDNA-Array-Daten von funf einzelnen murinen Blastozysten und einer Gruppe
von zehn murinen Blastozysten ergaben, dass die relativen Mengen einzelner
Transkripte, die in allen analysierten mRNA-Extrakten nachweisbar waren, innerhalb
der Blastozysten unterschiedlich stark schwankten. Die erhaltenen relativen
Signalwerte der Proben flir B-actin, cycD1, mdm2, erbA, ubiquitin, tgfp-r, collagen,
caspase3, fas-antigen und cytokeratin endoA wiesen dabei innerhalb der
untersuchten Embryonen einen Variationskoeffizienten von weniger als 20 auf. Die
Signalwerte der Proben fur cdc2, p21, connexin43, apafl, mdmx und tefl wiesen
dagegen einen Variationskoeffizienten von mehr als 40 auf. Weitere Proben lieferten
nur in einzelnen Blastozysten positive Signalwerte. Die Expressionsdaten der
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murinen Blastozysten befanden sich in Ubereinstimmung mit Daten friiherer
Publikationen anderer Arbeitsgruppen.

Die Analyse der Genexpression in verschiedenen murinen Embryonalstadien lieferte
Hinweise auf die Transkriptionsaktivitaten wahrend der frGhen
Embryonalentwicklung. Die Daten zur Regulation von p-actin- cyclinE- und
cytokeratin endoA-Transkripten wahrend der fruhen Embryonalentwicklung
bestatigten Aussagen friherer Publikationen anderer Arbeitsgruppen.

Die entwickelte Methodik ist somit geeignet, komplexe Genexpressionsprofile
einzelner Blastozysten zu erstellen und Unterschiede in der Expressionsstarke
einzelner Transkripte zu detektieren.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass es moglich ist, Uber heterologe
Hybridisierung Genexpressionsprofile boviner Blastozysten mit cDNA-Arrays, die
murine Probensequenzen enthalten, reproduzierbar darzustellen.

Die Untersuchungen zur Genexpression bei bovinen Blastozysten ergaben, dass
diese untereinander eine insgesamt hohere Variabilitdt in der Expressionsstarke
einzelner Transkripte aufwiesen als die murinen Blastozysten.

Die Genexpressionsprofile in vitro fertilisierter boviner Blastozysten aus
verschiedenen Mediensystemen gaben Hinweise auf Unterschiede in der
Genexpression zwischen Blastozysten aus dem ECS-System und Blastozysten aus
dem BSA-System. Die IVF-BSA-Blastozysten wiesen dabei eine insgesamt geringere
Variabilitat in der Expression einzelner Transkripte auf als die IVF-ECS-Blastozysten.
Auch die durchschnittliche Expressionsstarke einiger Transkripte war in den
einzelnen Blastozystengruppen unterschiedlich hoch. So wiesen die IVF-BSA-
Blastozysten im Durchschnitt etwa doppelt so hohe relative Signalwerte fur p-actin
auf wie die IVF-ECS-Blastozysten. Weiterhin war in den IVF-BSA-Blastozysten die
fgfr2llic-Probe positiv, wahrend sie in allen IVF-ECS-Blastozysten negativ war.

Bei drei der untersuchten bovinen Blastozysten konnten Veranderungen im
Expressionsprofil detektiert werden, die auf apoptotische Vorgange schliel3en liel3en.
So war bei allen die nachgewiesene Menge an p53-Transkript gegenltber den
restlichen untersuchten bovinen Blastozysten deutlich erhdht. In zwei dieser drei
Blastozysten konnten im Vergleich zum Durchschnitt deutlich geringere Mengen des
anti-apoptotischen mdm2-Transkriptes und deutlich erhdhte Mengen des pro-
apoptotischen apaf1-Transkriptes nachgewiesen werden.
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Die analysierten parthenogenetischen und geklonten bovinen Blastozysten lieferten
recht uneinheitliche Expressionsprofile.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zum ersten Mal Genexpressionsprofile einzelner
praimplantatorischer Saugerembryonen Uber cDNA-Array-Analyse erstellt. Die
entwickelte Technologie ermoglicht es -bei Verwendung entsprechender cDNA-
Array-Systeme-, eine theoretisch unbegrenzte Zahl von Transkripten in individuellen
Saugerembryonen semiquantitativ zu erfassen. Dies ist ein wichtiger Schritt hin zu
einem besseren Verstandnis komplexer Regulationsabldaufe wahrend der frihen
Embryonalentwicklung und einer besseren Beurteilung der Lebensfahigkeit und
Entwicklungskompetenz in vitro produzierter Embryonen, was flr die Verbesserung
von In vitro-Produktionssystemen fur Embryonen sowohl bei Tieren als auch beim
Menschen unerlasslich ist.
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6 Summary

Transcript expression profiling in single mammalian embryos can provide valuable
information about their physiological status and developmental competence that can

be exploited to improve systems for embryo in vitro production. Conventional
methodologies such as RT-PCR limit the number of transcripts that can be
quantitatively screened in a single embryo to only a few. The recently emerged
cDNA-technology provides the possibility to generate more complex expression
profiles from various biological samples. However, the application of this technology
to single preimplantation embryos is limited by the small amount of mRNA that can
be extracted from a single mammalian embryo which is not sufficient for standard
array hybridization protocols which require 2-5ug labelled mRNA, whereas a single
mammalian blastocyst contains only picogram quantities of mRNA.

The purpose of this study was to develop and evaluate a methodology for the global
amplification of mMRNA that permits cDNA-array analysis of individual preimplantation
embryos. For this purpose, two conventional amplification procedures — polymerase
chain reaction and in vitro transcription — were combined to a global amplification
procedure.

The methodology developed in the first part of the study was evaluated regarding
different parameters of the amplification procedure such as maintenance of the
relative transcript levels found in the original (non-amplified) sample throughout the
amplification process and reproducibility of the results obtained from amplified
material.

In the third part of this study cDNA-array profiles were generated from murine and
bovine embryos. The model cDNA-arrays employed consisted of 96 probes and were
produced in the laboratory in Mariensee.

The focus of this study was to establish a methodology to detect differentially
expressed genes in individual murine and bovine embryos from the same origin and
in bovine embryos derived from different in vitro production systems. Gene
expression profiles from bovine in vivo and in vitro fertilised, cloned, and
parthenogenetic embryos were generated to study the effects of different in vitro
production procedures on embryonic gene expression. Furthermore, small pools of
different murine cleavage stages were analyzed to investigate changes in mRNA
expression during early mammalian development.
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The following results were obtained:

A protocol for the global amplification of mMRNA-pools obtained from single embryos
was developed in preliminary experiments. In a first step the mRNA was converted to
cDNA by reverse transcription using a modified oligo-d(T)-primer, containing a T7-
RNA-polymerase consensus promotor sequence at its 5-end. Second strand
synthesis was carried out employing an degenerated oligonucleotide primer (DOP),
containing an arbitrary hexamer followed by a random hexamer sequence at its 3’end
and a specific priming site at its 5’-end. After a 25 cycles of a preamplification PCR
using T7- and DOP- primers the generated double stranded cDNA was employed as
a template for an in vitro transcription reaction. The procedure yielded amplified RNA
in amounts sufficient for cONA-array analysis of single preimplantation embryos.

The cDNA-array data generated from embryonic mRNA-pools were found to be
highly reproducible. Furthermore, original relative mRNA levels were not significantly
biased in amplified RNA preparations. However, sequences close to the 5’-end of the
mMRNA were not found correctly represented in amplified RNA samples. This has to
be carefully considered for the design of cDNA-probes that are used to analyze RNA
samples amplified with the above methodology.

In expression profiles generated from five single murine blastocysts and one pool of
ten murine blastocysts expression levels of different transcripts varied at different
rates among individual embryos. Relative signal values of the cDNA-probes for (-
actin, cycD1, mdm2, erbA, ubiquitin, tgfp-r, collagen, caspase3, fas-antigen and
cytokeratine endoA showed a coefficient of variance of less than 20 among the
assessed embryos, whereas values obtained from the probes for cdc2, p21,
connexin43, apafl, mdmx and tefl showed a coefficient of correlation of more than 40.
The data obtained from murine blastocyst expression profiles were in agreement with
data previously published by other groups.

Expression profiles from different murine cleavage stages revealed the onset of
transcription of different mMRNAs during early murine development. The signal values
detected in the cDNA-probes for B-actin-, cyclinE- and cytokeratine endoA- were in
agreement with previous publications of other groups.

The method developed in this study can be used to generate complex gene

expression profiles and to detect differentially expressed transcripts in individual
murine blastocysts.
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Furthermore, the protocol was evaluated regarding the possibility to generate
expression profiles from bovine embryos using murine cDNA-probes. The evaluation
experiments revealed that data obtained by using a heterologous hybridization
protocol were highly reproducible.

Gene expression levels of different transcripts were found to be more variable in
bovine blastocysts compared to their murine counterparts.

In vitro fertilized bovine blastocysts derived from two different media systems were
analyzed and compared. Blastocysts generated and cultivated in media
supplemented with BSA showed more consistent expression profiles compared to
those of blastocysts generated and cultivated in media supplemented with ECS.
Furthermore, the average expression levels of some transcripts were found to be
different in these two groups. The average expression of -actin was detected up by
a factor of about 2 in IVF-BSA blastocysts compared to IVF-ECS blastocysts. The
cDNA-probe for fgfr2-lllc was positive only in in vivo derived blastocysts, IVF-BSA-
blastocysts and parthenotes whereas it was negative in IVF-ECS- and cloned
blastocysts.

In three of the assessed bovine blastocysts an increased expression of the pro-
apoptotic p53-transcript could be detected. In two of these, expression of the anti-
apoptotic mdm2-transcript was dow- and apaf1-transscript (pro-apoptotic)
expression was upregulated.

Parthenotes and cloned bovine blastocysts showed inhomogenous gene expression
profiles.

In this study, for the first time, gene expression profiles were generated from single
mammalian preimplantation embryos via model cDNA-arrays. Using state-of-the-art
cDNA-arrays this technology features the quantitative screening of a virtually
unlimited number of transcripts in individual blastocysts and cleavage stages.
Complex expression profiles of preimplantation embryos will contribute to the
understanding of the molecular mechanisms essential for embryogenesis. This is
crucial for the improvement of systems for in vitro production of mammalian embryos.
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8 Anhang

8.1 Nukleotidsequenzen der als Standard verwendeten Proben

8.1.1 PGCS-lo
5’CCGCGGGAATTCGATTY

8.1.2 PGCS-up
5’CGGCCGCAATTCACTAGTZ

8.1.3 pBR322
Es wurde der geschlossene Vektor verwendet.

Sequenz (Sutcliffe,d.G. Nucleotide sequence of the ampicillin resistance gene of
Escherichia coli plasmid pBR322 1978 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 75 (8), 3737-

3741):
TTCTCATGIT
AGTCAGGCAC
TAGGCATAGG
CAGTCACTAT
CTGICCGACC
TCATGGCGAC
AGGIGCGGTIT
ATGAGCGCTT
TGCATGCACC
GGAGTCGCAT
GCGCGEEEC
CCGGCAGCGC
TTGCGGTATT
CGAGAAGCAG
CGAGCCTGGA
CCATCCTGTC
CCTAACTTCG
TTGGCATGGA
GGGCCACCTC
AATCAATTCT
TCTCCAGCAG
CCTGICGITG
GAGCGAACGT
TCCGTGITTC
AGGATGCTGC
ATTTTTCTICT
GITCATCATC
AAATCCCCCT
AGAAGCCAGA
AATCCCTTCA
CCTCTGACAC
CGTCAGGECG
GAGTGTATAC
ATACCGCACA
TGCGCTCGGT
ATCAGGGGAT
GCGITGCTGG
GGTGCCGAAA
TGTTCCGACC
AGCTCACCCT

TGACAGCTTA
CGTGTATGAA
CTTGGITATG
GGCGTGCTGC
GCTTTGGECCG
CACACCCGTIC
GCTGGECGECCT
GITTCGGCGT
ATTCCTTGCG
AAGGGAGAGC
ATGACTATCG
TCTGGGTCAT
CGGAATCTTG
GCCATTATCG
TGGECCTTCCC
CAGGCAGGTA
ATCACTGGAC
TTGTAGGCGC
GACCTGAATG
TGCGGAGAAC
CCGCACGCGG
AGGACCCGEC
GAAGCGACTG
GTAAAGTCTG
TGGCTACCCT
GGTCCCECCG
AGTAACCCGT
TACACGGAGG
CATTAACGCT
CGACCACGCT
ATGCAGCTCC
CGTCAGCGEG
TGCCTTAACT
GATGCGTAAG
CGITCGECTG
AACGCAGGAA
CGITTTTCCA
CCCGACAGGA
CTGCCCCTTA
GTAGGTATCT

TCATCGATAA
ATCTAACAAT
CCGGTACTGC
TAGCGCTATA
CCGCCCAGTC
CTGTGGATCC
ATATCGCCGA
GGGTATGGTG
GCGECGGTGEC
GICGACCGAT
TCGCCGCACT
TTTCGGECGAG
CACGCCCTCG
CCGGECATGEC
CATTATGATT
GATGACGACC
CGCTGATCGT
CGCCCTATAC
GAAGCCGEECG
TGTGAATGCCG
CGCATCTCGG
TAGCCTGCECG
CTGCTGCAAA
GAAACGCGGA
GIGGAACACC
CATCCATACC
ATCGTGAGCA
CATCAGTGAC
TCTGGAGAAA
GATGACGCTTT
CGGAGACGGT
TGTTGECCEG
ATGCGGCATC
GAGAAAATAC
CGGCGAGCGG
AGAACATGTG
TAGGCTCCGC
CTATAAAGAT
CCGGATACCT
CAGITCGGTG

GCTTTAATGC
GCGCTCATCG
CGGECCTCTT
TGCGTTGATG
CTGCTCGCTT
TCTACGCCGG
CATCACCGAT
GCAGCECCCCG
TCAACGGCCT
GCCCTTGAGA
TATGACTGIC
GACCCCTTTC
CTCAAGCCTT
GGCCGACGCG
CTTCTCGCTT
ATCAGGGACA
CACGCCGATT
CTTGICTGCC
GCACCTCGCT
CAAACCAACC
GCAGCGTTGG
GGGTTCCCTT
ACGTCTGCGA
AGTCAGCCGCC
TACATCTGTA
GCCAGITGIT
TCCTCTCTCG
CAAACAGGAA
CTCAACGAGC
ACCCCAGCTG
CACAGCTTGT
TGTCGEEECG
AGAGCAGATT
CGCATCAGEC
TATCAGCTCA
AGCAAAAGCC
CCCCCTGACG
ACCAGECGT T
GICCGCCTTT
TAGGTCGITC
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GGTAGTTTAT
TCATCCTCGG
GCGGGATATC
CAATTTCTAT
CGCTACTTGG
ACGCATCGTG
GGGGAAGATC
TGGCCEEEEG
CAACCTACTA
GCCTTCAACC
TTCTTTATCA
GCTGGAGCGC
CGICACTGGT
CTGGCCTACG
CCGGECGECAT
GCTTCAAGGA
TATGCCGCCT
TCCCCGCGTT
AACGGATTCA
CTTGGCAGAA
GICCTGGCCA
ACTGGTTAGC
CCTGAGCAAC
CTGCACCATT
TTAACGAAGC
TACCCTCACA
TTTCATCGGT
AAAACCGCCC
TGGACGCGGA
CCTCGECECGT
CTGTAAGCGG
CAGCCATGAC
GTACTGAGAG
GCTCTTCCCC
CTCAAAGGCG
CAGCAAAAGG
AGCATCACAA
TCCCCCTGGA
CTCCCTTCGG
GCTCCAAGCT

CACAGITAAA
CACCGTCACC
GICCATTCCG
GCGCACCCGT
AGCCACTATC
GCCGGCATCA
GGGCTCGCCA
ACTGTTGGECC
CTGGCECTGCT
CAGTCAGCTC
TGCAACTCGT
GACGATGATC
CCCGCCACCA
TCTTGCTGCEC
CGGGATGCCC
TCCCTCECGG
CGGCGAGCAC
GCGTCCCGGET
CCACTCCAAG
CATATCCATC
CGGGTGCGCA
AGAATGAATC
AACATGAATG
ATGTTCCGGA
GCTGCCATTG
ACGITCCAGT
ATCATTACCC
TTAACATGGEC
TGAACAGGCA
TTCGGTGATG
ATGCCGGGAG
CCAGTCACGT
TGCACCATAT
TTCCTCGCTC
GIAATACGGT
CCAGGAACCG
AAATCGACGC
AGCTCCCTCG
GAAGCGTGEC
GGEECTGIGTG

TTGCTAACGC
CTGGATGCTG
ACAGCATCGC
TCTCGGAGCA
GACTACGCGA
CCGECGCCAC
CTTCGGECTC
GCCATCTCCT
TCCTAATGCA
CTTCCGGTGG
AGGACAGGTG
GGCCTGTCGC
AACGTTTCGG
GITCGCGACG
GCGTTGCAGG
CTCTTACCAG
ATGGAACGGG
GCATGGAGCC
AATTGGAGCC
GCGTCCGCCA
TGATCGTGCT
ACCGATACGC
GICTTCGGIT
TCTGCATCGC
ACCCTGAGTG
AACCGGGECAT
CCATGAACAG
CCGCTTTATC
GACATCTGTG
ACGGTGAAAA
CAGACAAGCC
AGCGATAGCG
GCGGTGTGAA
ACTGACTCGC
TATCCACAGA
TAAAAAGGCC
TCAAGTCAGA
TGCGCTCTCC
GCTTTCTCAT
CACGAACCCC



CCGTTCAGCC
ATCGCCACTG
TTGAAGTGGT
TTACCTTCGG
TGTTTGCAAG
TCTGACGCTC
CCTAGATCCT
CAGTTACCAA
TGACTCCCCG
CGCGAGACCC
AAGTGGTCCT
TCGCCAGITA
GTATGGCTTC
AGCGGTTAGC
ATGGCAGCAC
CAACCAAGTC
TACCGCGCCA
AGGATCTTAC
TTACTTTCAC
GACACGGAAA
CTCATGAGCG
GAAAAGTGCC
GAGGCCCTTT

CGACCGCTGC
GCAGCAGCCA
GGCCTAACTA
AAAAAGAGT T
CAGCAGATTA
AGTGGAACGA
TTTAAATTAA
TGCTTAATCA
TCGTGTAGAT
ACGCTCACCG
GCAACTTTAT
ATAGITTCCG
ATTCAGCTCC
TCCTTCGGTIC
TGCATAATTC
ATTCTGAGAA
CATAGCAGAA
CCCTGITGAG
CAGCGITTCT
TGTTGAATAC
GATACATATT
ACCTGACGTC
CGICTTCAAG

8.1.4 pGEMT easy

Es wurde der geschlossene Vektor verwendet.
Herstellers):

GGGECGAATTG
AATTCGCGCEC
CTATAGIGTIC
TCACAATTCC
ACTCACATTA
TGAATCGGECC
CGCTGCGCTC
AGAATCAGGG
GCCGECGTTGC
AGAGGTGECG
TCCTGTTCCG
CATACCTCAC
CCCCCGITCA
CTTATCGCCA
TTCTTGAAGT
CAGTTACCTT
TTTTGTTTGC
GGGTCTGACG
TCACCTAGAT
TGACAGITAC
GCCTGACTCC
TACCGCGAGA
CAGAAGTGGT
AGTTCGCCAG
TTGGTATGEC
AAAAGCGGT T
GITATGGCAG
ACTCAACCAA
TAATACCGCG
TCAAGGATCT
CTTTTACTTT
GGCGACACGG

GGECCCGACGT
CGCCTGCAGG
ACCTAAATAG
ACACAACATA
ATTGCGITGC
AACGCGCCEG
GGICGITCGG
GATAACGCAG
TGECGITTTT
AAACCCGACA
ACCCTGCCCC
GCTGTAGGTA
GCCCGACCGC
CTGGCAGCAG
GGIGGCCTAA
CGGAAAAAGA
AAGCAGCAGA
CTCAGTGGAA
CCTTTTAAAT
CAATGCTTAA
CCGTCGIGTA
CCCACGCTCA
CCTGCAACTT
TTAATAGITT
TTCATTCAGC
ACGCTCCTTCG
CACTGCATAA
GICATTCTGA
CCACATAGCA
TACCGCTGIT
CACCAGCGTT
AAATGTTGAA

GCCTTATCCG
CTGGTAACAG
CGGCTACACT
GGTACGCTCTT
CGCGCAGAAA
AAACTCACGT
AAATGAAGTT
GIGAGGCACC
AACTACGATA
GCTCCAGATT
CCGCCTCCAT
CAACGITGIT
GGTTCCCAAC
CTCCGATCGT
TCTTACTGIC
TAGIGTATGC
CTTTAAAAGT
ATCCAGITCG
GGGTGAGCAA
TCATACTCTT
TGAATGTATT
TAAGAAACCA
AA

CGCATGCTCC
TCGACCATAT
CTTGGCGTAA
CGAGCCGGAA
GCTCACTGCC
GAGAGGCGGT
CTGCGGCGAG
GAAAGAACAT
CCATAGECTC
GGACTATAAA
TTACCGGATA
TCTCAGITCG
TGCGCCTTAT
CCACTGGTAA
CTACGGCTAC
GITGGTAGCT
TTACGCGCAG
CGAAAACTCA
TAAAAATGAA
TCAGTGAGEC
GATAACTACG
CCGCCTCCAG
TATCCGCCTC
GCGCAACGIT
TCCGGTTCCC
GI'CCTCCGAT
TTCTCTTACT
GAATAGTGTA
GAACTTTAAA
GAGATCCAGT
TCTGGGTGAG
TACTCATACT

GIAACTATCG
GATTAGCAGA
AGAAGGACAG
GATCCGGCAA
AAAAGGATCT
TAAGGGATTT
TTAAATCAAT
TATCTCAGCG
CGGGAGGECT
TATCAGCAAT
CCAGTCTATT
GCCATTGCTG
GATCAAGGECG
TGTCAGAAGT
ATGCCATCCG
GCCGACCGAG
GCTCATCATT
ATGTAACCCA
AAACAGGAAG
CCTTTTTCAA
TAGAAAAATA
TTATTATCAT

CGGCCGCCAT
GGGAGAGCTC
TCATGGTCAT
GCATAAAGTG
CCCTTTCCAG
TTGCGTATTG
CGGTATCAGC
GIGAGCAAAA
CGCCCCCCTG
GATACCAGGEC
CCTGrCcaece
GIGTAGGTCG
CCGGTAACTA
CAGGATTAGC
ACTAGAAGAA
CTTGATCCGG
AAAAAAAGGA
CGITAAGGGA
GITTTAAATC
ACCTATCTCA
ATACGGGAGG
ATTTATCAGC
CATCCAGTCT
GITGCCATTG
AACGATCAAG
CGITGTCAGA
GTCATGCCAT
TGCGGCGACC
AGIGCTCATC
TCGATGTAAC
CAAAAACAGG
CTITCCTTTTT
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TCTTGAGICC
GCGAGGTATG
TATTTGGTAT
ACAAACCACC
CAAGAAGATC
TGGTCATGAG
CTAAAGTATA
ATCTGICTAT
TACCATCTGG
AAACCAGCCA
AATTGTTGCC
CAGGCATCGT
AGTTACATGA
AAGTTGGECCG
TAAGATGCTT
TTGCTCTTGC
GGAAAACGTT
CTCGITGCACC
GCAAAATGCC
TATTATTGAA
AACAAATAGG
GACATTAACC

GGCGEECCECG
CCAACGCGIT
AGCTGTTTCC
TAAAGCCTGG
TCGGGAAACC
GGCCCTCTTC
TCACTCAAAG
GGCCAGCAAA
ACGAGCATCA
GITTCCCCCT
TTTCTCCCTT
TTCGCTCCAA
TCGICTTGAG
AGAGCGAGGT
CAGTATTTGG
CAAACAAACC
TCTCAAGAAG
TTTTGGTCAT
AATCTAAAGT
GCGATCTGIC
GCTTACCATC
AATAAACCAG
ATTAATTGIT
CTACAGGCAT
GCGAGITACA
AGTAAGITGG
CCGTAAGATG
GAGTTGCTCT
ATTGGAAAAC
CCACTCGTGC
AAGGCAAAAT
CAATATTATT

AACCCGGTAA
TAGGCGGTGC
CTGCCCTCTG
GCTGGTAGCG
CITTGATCTT
ATTATCAAAA
TATGAGTAAA
TTCGITCATC
CCCCAGTGCT
GCCGGAAGEG
GGGAAGCTAG
GGTGTCACGC
TCCCCCATGT
CAGIGITATC
TTCTGTGACT
CCGGCGTCAA
CTTCGGEEECG
CAACTGATCT
GCAAAAAAGG
GCATTTATCA
GGITCCGCGC
TATAAAAATA

Sequenz (laut Manual

GGAATTCGAT
GGATCCATAG
TGTGTGAAAT
GGTGCCTAAT
TGTCGTGCCA
CGCTTCCTCG
GCGGTAATAC
AGGCCAGGAA
CAAAAATCGA
GGAACGCTCCC
CGGGAAGCGT
GCTGGECECTGT
TCCAACCCGG
ATGTAGGECGG
TATCTGCGCT
ACCCCTGGTA

GACACGACTT
TACAGAGITC
CTGAAGCCAG
GIGGITTTTT
TTCTACGGEGEG
AGGATCTTCA
CTTGGICTGA
CATAGITGCC
GCAATGATAC
CCGAGCGCAG
AGTAAGTAGT
TCGICGITTG
TGTGCAAAAA
ACTCATGGTT
GGTGAGTACT
CACGGGATAA
AAAACTCTCA
TCAGCATCTT
GAATAAGGGEC
GCGTTATTGT
ACATTTCCCC
GGCGTATCAC

des

ATCACTAGIG
CTTGAGTATT
TGITATCCGC
GAGTGAGCTA
GCTGCATTAA
CTCACTGACT
GGITATCCAC
CCGTAAAAAG
CCCTCAAGIC
TCGTGCGCTC
GGECCCTTTCT
GIGCACGAAC
TAAGACACGA
TGCTACAGAG
CTGCTGAAGC
GCGGTGGTTT

ATCCTTTGAT
GAGATTATCA
ATATATGAGT
TATTTCGITC
TGGCCCCAGT
CCAGCCGGAA
GCCGGGAAGC
CGTGGTGTCA
TGATCCCCCA
CCGCAGIGTT
CTTTTCTGTG
TGCCCGECGT
GITCTTCGGEG
ACCCAACTGA
GCCGCAAAAA
GAAGCATTTA

CTTTTCTACG
AAAAGGATCT
AAACTTGGTC
ATCCATAGIT
GCTGCAATGA
GGGCCGAGCG
TAGAGTAAGT
CCCTCGTCGT
TGTTGTGCAA
ATCACTCATG
ACTGGTGAGT
CAATACGGGA
GCGAAAACTC
TCTTCAGCAT
AGGGAATAAG
TCAGGGTTAT



TGTCTCATGA
CCCGAAAAGT
AATTGTAAGC
TAGGCCGAAA
TTTGGAACAA
CGATGGCCCA
CGGAACCCTA
GGAAGAAAGC
ACCCGCCCCG
GGCGATCGGT
TTGGGTAACG
CTATA

GCGGATACAT
GCCACCTGAT
GITAATATTT
TCGGCAAAAT
GAGTCCACTA
CTACGTGAAC
AAGGGAGCCC
GAAAGGAGCG
CTTAATGCGC
GCGGEECCTCT
CCAGCGITTT

8.1.5 Globin
Es wurde ein PCR-PRodukt verwendet.
Sequenz (Cheng,J.F., Raid,L. and Hardison,R.C. Isolation and nucleotide sequence
of the rabbit globin gene cluster psi zeta-alpha 1-psi alpha. Absence of a pair of
alpha-globin genes evolving in concert 1986 J. Biol. Chem. 261 (2), 839-848):

GCAGCCACGG
CGAGCCCGCC
CCAAGACCTA
GICCGAAGCC
CTGCACGCGC

TGGCGAGTAT
GGECECCECEC
CTTCCCCCAC
CTGACCAAGG
ACAACGCTCCG

8.1.6 pBKS

Es

wurde der

ATTTGAATGT
GCGGTGTGAA
TGITAAAATT
CCCTTATAAA
TTAAAGAACG
CATCACCCTA
CCGATTTAGA
GGCGCTAGGEG
CGCTACAGGG
TCCCTATTAC
CCCAGTCACG

GGCGCCGAGG
CCCGCTCACG
TTCGACTTCA
CCGTGGGCCA
GGTGGACCCG

ATTTAGAAAA
ATACCGCACA
CGCGITTAAAT
TCAAAAGAAT
TGGACTCCAA
ATCAAGITTT
GCTTGACGGEG
CCCTGGCAAG
CGCGTCCATT
GCCACGCTGEC
ACGTTGTAAA

CCGTGGAGAG
GCCTCCTGIC
CCCACGCCTC
CCTGGACGAC
GIGAATTTCA

geschlossene Vektor

ATAAACAAAT
GATGCGTAAG
TTTTGTTAAA
AGACCGAGAT
CGTCAAAGGG
TTGGGGTCGA
GAAAGCCGGEC
TGTAGCGGTC
CGCCATTCAG
GAAAGGGGGA
ACGACGGCCA

GIGAGGACCC
CCCGCAGGAT
TGAGCAGATC
CTGCCCGECG
AGGTGAGCCC

verwendet.

AGGEEGTTCCG
GAGAAAATAC
TCAGCTCATT
AGGGTTGAGT
CGAAAAACCG
GGIGCCGTAA
GAACGTGGCG
ACGCTGCCCG
GCTGCGCAAC
TGTGCTGCAA
GTGAATTGTA

CCGCCCCECe

GITCTTGGEEC

AAAGCCCACG

CCCTGICTAC
GC

Sequenz

CGCACATTTC
CGCATCAGGA
TTTTAACCAA
GITGITCCAG
TCTATCAGGG
AGCACTAAAT
AGAAAGGAAG
TAACCACCAC
TGTTGGGAAG
GGCGATTAAG
ATACGACTCA

CCGCCCCECe
TTCCCCACCA
GCAAGAAGGT
TCTCAGCGAC

(Short,J.M.,

Fernandez,J.M., Sorge,J.A. and Huse,W.D.: Lambda ZAP: a bacteriophage lambda
expression vector with in vivo excision properties Nucleic Acids Res. 1988 16 (15),

7583-7600):

CTAAATTGTA
CCAATAGGECC
CCAGITTGGA
AGGGCGATGG
AAATCGGAAC
GAAGGGAAGA
CCACACCCGC
GGAAGGGCGA
TTAAGTTGGG
ACGACTCACT
GCTGCAGGAA
TTCCCTTTAG
TATCCGCTCA
TGAGCTAACT
GCATTAATGA
ACTGACTCGC
TATCCACAGA
TAAAAAGGCC
TCAAGTCAGA
TGCGCTCTCC
GCTTTCTCAT
CACGAACCCC
GACACGACTT
TACAGAGITC
CTGAAGCCAG

AGCGITAATA
GAAATCGGCA
ACAAGAGTCC
CCCACTACGT
CCTAAAGGGA
AAGCGAAAGG
CGCCCTTAAT
TCGGTGCGEG
TAACGCCAGG
ATAGGGCGAA
TTCGATATCA
TGAGGGTTAA
CAATTCCACA
CACATTAATT
ATCGGCCAAC
TGCCCTCGGT
ATCAGGGCGAT
GCGTTGCTGG
GGIGGCGAAA
TGITCCGACC
AGCTCACCCT
CCGTTCAGCC
ATCGCCACTG
TTGAAGTGGT
TTACCTTCGG

TTTTGITAAA
AAATCCCTTA
ACTATTAAAG
GAACCATCAC
GCCCCCGATT
AGCGGGECCCT
GCGCCCGCTAC
CCTCTTCGCT
GITTTCCCAG
TTGGAGCTCC
AGCTTATCGA
TTGCGCGCTT
CAACATACCGA
GCGTTGCGCT
GCGCCEEGAG
CGITCGECTG
AACGCCAGGAA
CGITTTTCCA
CCCGACAGGA
CTGCCGCTTA
GTAGGTATCT
CGACCGCTGC
GCAGCAGCCA
GGCCTAACTA
AAAAAGAGT T

ATTCGCGITA AATTTTTGIT AAATCAGCTC ATTTTTTAA

TAAATCAAAA
AACGTGGACT
CCTAATCAAG
TAGAGCTTGA
AGGECECTGG
AGGECGECGTC
ATTACGCCAG
TCACGACGIT
ACCGCCGGTGG
TACCGTCGAC
GGCGTAATCA
GCCGGAAGCA
CACTGCCCGC
AGGCGGITTG
CGGCGAGCGG
AGAACATGTG
TAGGCTCCGC
CTATAAAGAT
CCGGATACCT
CAGITCGGTG
GCCTTATCCG
CTGGTAACAG
CGGCTACACT
GGTAGCTCTT
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GAATAGACCG
CCAACGTCAA
TTTTTTGEGEG
CGGGGAAAGC
CAAGIGTAGC
CCATTCGCCA
CTGGCGAAAG
GTAAAACGAC
CGGCCCCTCT
CTCGAGEEEG
TGGTCATAGC
TAAAGTGTAA
TTTCCAGICG
CGTATTGGGEC
TATCAGCTCA
AGCAAAAGGEC
CCCCCTGACG
ACCAGGCGTT
GICCCCCTTT
TAGGTCGITC
GTAACTATCG
GATTAGCAGA
AGAAGGACAG
GATCCGGCAA

AGATAGGGTT
AGGGCGAAAA
TCGAGGTGCC
CGGCGAACGT
GGTCACGCTG
TTCAGGCTGC
GGGGATGTGC
GGCCAGTGAG
AGAACTAGTG
GGCCCGGTAC
TGITTCCTGT
AGCCTGGEEGET
GGAAACCTGT
GCTCTTCCGC
CTCAAAGGCG
CAGCAAAAGG
AGCATCACAA
TCCCCCTGEA
CTCCCTTCGG
GCTCCAAGCT
TCTTGAGICC
GCGAGGTATG
TATTTGGTAT
ACAAACCACC

GAGIGITGIT
ACCGTCTATC
GTAAAGCACT
GCCGAGAAAG
CGCGTAACCA
GCAACTGITG
TGCAAGGCGA
CGCGCGTAAT
GATCCCCCGG
CCACCTTTTG
GTGAAATTGT
GCCTAATGAG
CGTGCCAGCT
TTCCTCGCTC
GTAATACGGT
CCAGGAACCG
AAATCGACGC
AGCTCCCTCG
GAAGCGTGEC
GCCCTGIGIG
AACCCGGTAA
TAGGCGGTGC
CTGCCGCTCTG
GCTGGTAGCG



GIGGTTTTTT

TTCTACGEGG
AGGATCTTCA
CTTGGTCTGA
CATAGITGCC
GCAATGATAC
CCGAGCGCAG
AGTAAGTAGT
TCGICGITTG
TGTGCAAAAA
ACTCATGGTT
GGTGAGTACT
TACGGGATAA
AAAACTCTCA
TCAGCATCTT
GAATAAGGCEC
GGGTTATTGT
ACATTTCCCC

TGTTTGCAAG
TCTGACGCTC
CCTAGATCCT
CAGTTACCAA
TGACTCCCCG
CGCGAGACCC
AAGTGGTCCT
TCGCCAGITA
GIATGCCTTC
AGCGGITAGC
ATGGCAGCAC
CAACCAAGTC
TACCGCGCCA
AGGATCTTAC
TTACTTTCAC
GACACGGAAA
CTCATGAGCG
GAAAAGTGCC

8.1.7 18S rRNA
Es wurde ein PCR-Amplicon verwendet

Sequenz:

AGAGGGAGCC
CGGGGAGGTA
TAAATCCTTT
AGCGTATATT
CGAGGCGAGT

TGAGAAACGG
GIGACGAAAA
AACGAGGATC
AAAGTTCCTG
CACCGCCCGT

CGCGEEECCC GAAGCGTTTA

CAGCAGATTA
AGTGGAACGA
TTTAAATTAA
TGCTTAATCA
TCGIGTAGAT
ACGCTCACCG
GCAACTTTAT
ATAGITTCCG
ATTCAGCTCC
TCCTTCGGTC
TGCATAATTC
ATTCTGAGAA
CATAGCAGAA
CGCTGITGAG
CAGCGITTCT
TGTTGAATAC
GATACATATT
AC

CTACCACATC
ATAACAATAC
CATTGGAGGEG
CAGTTAAAAA
CCecaeeceeeT

CTTTGAAAAA

CGCGCAGAAA
AAACTCACGT
AAATGAAGTT
GIGAGGCACC
AACTACGATA
GCTCCAGATT
CCGCCTCCAT
CAACGITGIT
GGTTCCCAAC
CTCCGATCGT
TCTTACTGIC
TAGIGTATGC
CTTTAAAAGT
ATCCAGITCG
GGGTGAGCAA
TCATACTCTT
TGAATGTATT

CAAGGAAGEC
AGGACTCTTT
CAAGTCTGGT
GCTCGTAGTT
TGCCTCTCGG

ATTAGAGIGT
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AAAAGGATCT
TAAGGGATTT
TTAAATCAAT
TATCTCAGCG
CGGGAGGECT
TATCAGCAAT
CCAGICTATT
GCCATTGCTA
GATCAAGGECG
TGTCAGAAGT
ATGCCATCCG
GCCGACCGAG
GCTCATCATT
ATGTAACCCA
AAACAGGAAG
CCTTTTTCAA
TAGAAAAATA

AGCAGGECCCG
CGAGGCCCTG
GCCAGCAGCC
GGATCTTGGEG
CGCCCCCTCG

CAAGAAGATC
TGGTCATGAG
CTAAAGTATA
ATCTGICTAT
TACCATCTGG
AAACCAGCCA
AATTGITGCC
CAGGCATCGT
AGTTACATGA
AAGTTGECCG
TAAGATGCTT
TTGCTCTTGC
GGAAAACGTT
CTCGIGCACC
GCAAAATGCC
TATTATTGAA
AACAAATAGG

CAAATTACCC
TAATTGGAAT
GCGGTAATTC
AGCGEGECEEG
ATGCTCTTAG

TCAAAGCAGG  CCCGAGC

CITTGATCTT
ATTATCAAAA
TATGAGTAAA
TTCGITCATC
CCCCAGTGCT
GCCCGAAGEG
GGGAACGCTAG
GGTGICACGC
TCCCCCATGT
CAGIGITATC
TTCTGTGACT
CCGGCGTCAA
CTTCGGEECG
CAACTGATCT
GCAAAAAAGG
GCATTTATCA
GGTTCCGECGC

ACTCCCGACC
GAGTCCACTT
CAGCTCCAAT
CGGICCGCCG
CTGAGIGTCC



8.2 Erklarung der Abkiirzungen und Gen-Nomenklatur

o0

18S

A

Abb
afp
apafl
apc
aRNA
atm
AV
B-actin
B-cat
bad
bax
bcl2
bclx
bp
BSA
C
c/ebp
casp 2
casp 3
casp 8
casp 11
cdc2
cdc 6
cdc 25a
cdk 2
cdk 4
cDNA
c-jun
ck-ea
ck-endoa
c-fos
c-myc
cx43
col
cyc B
cyc C
cyc D1
cyc D2
cyc E
Ccyp
daxx
dbp
d.h.
DNA
dNTP

d.h. bis zur weiteren Verwendung
Minute(n)

Sekunde(n)

18S-rRNA

Adenin

Abbildung

Alpha fetoprotein

Apoptotic protease activating factor 1
Adenomatous polyposis coli protein
Amplified ribonucleic acid

Mouse homolog of the ataxia-telangiectasia gene
Average

beta-Actin

beta-Catenin

Bcl-associated death promoter
Bcl2-associated X protein

B-Cell lymphoma protein 2

B-Cell lymphoma protein x
Basenpaare

Bovines Serumalbumin

Cytosin

CCAAT/Enhancer core binding protein
Caspase 2

Caspase 3

Caspase 8

Caspase 11

Cell division cycle protein 2

Cell division cycle protein 6

Cell division cycle protein 25a
Cyclin dependent kinase 2

Cyclin dependent kinase 4
Complementary desoxyribonucleic acid
C-jun protein

Cytokeratin endo A

Cytokeratin endo A

C-fos protein

Cellular myelocytomatosis protein
Connexin 43

Collagen

Cyclin B

Cyclin C

Cyclin D1

Cyclin D2

Cyclin E

Cytochrome P-450

Death domain associated protein xx
D-box binding protein

das heisst

Desoxyribonucleic acid
Desoxyribonukleosidtriphosphat
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DOP
e2f5
e-cad
ECS
egf
erbA
fas-ag
fas-lig
c-fos
fgfr2lllib
fgfr2llic
fibro
G
gadd
gapdh
h

ICM
IVC
IVF
IVP
IVT
kbp
ket
mad
max
mdm
min
mnt
mRNA
mxi
myb
c-myc
I-myc
NT
NTP
otc
p15
p16
p19
p21
p42
p63
p53
p73
p107
pBKS
pBR322
PBS
PCR
pepck
pgcs lo

Degenerated olignucleotide primer

E2F5 transcription factor

E-cadherin

Estrous cow serum

Epidermal growth factor

Erb-A thyroid hormone receptor
Fas(CD95)-Antigen

Fas(CD95)-Ligand

Cellular fos protein

Fibroblast growth factor receptor 2, splice variant lllb
Fibroblast grwoth factor receptor, splice variant llic
Fibronectin

Guanin

Growth arrest and DNA-damage inducible protein
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Stunde

Inner cell mass

In vitro culture

In vitro Fertilisation

In vitro Produktion

In vitro Transkription

Kilobasenpaare

siehe p63

Mitotic arrest deficient homolog

Max protein

Mouse double minute protein

Minute

Max binding protein

Messenger ribonucleic acid

Max-interacting protein

Myeloblastosis protein

C-myc transcription factor

L-myc transcritption factor

Nuclear Transfer

Ribonukleosidtriphosphat

Ornithine transcarbamylase
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (ARF)
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (Cip1)
Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase 6
Cytoskeleton associated protein 4

Tumor protein p53

Tumor Protein p73

Tumor suppressor p107

Plasmidvektor Bluescript KS

Plasmidvektor BR322

Phosphate Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction
Phosphoenolpyruvatcarboxykinase

pGem T easy Cloning Site lower Primer
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pgcs up pGem T easy Cloning Site upper Primer
pGemT Plasmidvektor pGem T easy

rasH RasH protein

raskK RaskK protein

rb Retinoblastoma protein

rip Receptor interacting protein
RNA Ribonucleic acid

RT Reverse Transkription

S Sekunde

SD Standard Deviation

sdh Succinat-dehydrogenase
SDS Sodiumdodecylsulfat

SOF Synthetic Oviduct Fluid

T Thymin

t-ag T-Antigen

TALP Tyrode, Albumin, Laktat, Pyruvat
Taq Termophilus aquaticus

tat Tyrosine aminotransferase
TCM Tissue Culture Medium

tdo Tryptophan-2,3-dioxygenase
tef-1 TEA domain family member 1
tf-ll Transcription factor Il

telo | Telomerase, clone |

teloll Telomerase, clone Il

telo IlI Telomerase, clone Il

tgf-p Transforming growth factor beta
tgfpr Transforming growth factor beta receptor
tf Transferrin

ubi Ubiquitin

uv Ultraviolett

vim | Vimentin, clonel

vim |l Vimentin, clone Il

VK Variationskoeffizient

z.B. zum Beispiel

bzw. beziehungsweise

Die Namen von Genen wurden entsprechend der Human Gene Nomenclature
(www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature) verwendet. Generell wurden Bezeichnungen von
Genen klein geschrieben, wahrend Bezeichnungen von Proteinen grol geschrieben
wurden.
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