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Vai ao encontro da sabedoria, como aquele gque lavra e semeia, espera
pacientemente os seus excelentes frutos,; terds alguma pena em cultiva-la, mas, em
breve, comerds os seus fruftos...

(Eclo 6, 19-20)

Wie ein Pflidger und Schnitter gehe auf die Weisheit zu, und warte auf ihren
reichen Ertrag. ,,Du wirst in ihren Dienst Mdihe brauchen, aber bald kannst du ihre
Frichte geniefen..."

(Jesus Sirach 6, 19-20)
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1- EINLEITUNG

In den zurtckliegenden zwei Dekaden ist national und international das Verfahren
der In-vitro-Produktion (IVP) zur Erzeugung von Rinderembryonen erarbeitet worden.
Heute werden diese [n-vitro-Techniken zur Realisierung von Zuchtprogrammen
eingesetzt, aber trotz aller Fortschritte ist die Methode auch noch
Forschungsgegenstand. Der Grund dafir besteht vor allem darin, dass weltweit
durch IVP einen Ausbeute an transfertauglichen Blastozysten von 30 — 40 % nicht
ubertroffen wird. Es wird vermutet, dass suboptimale Kultivierungsbedingungen
malfdgeblich fur die begrenzten Erfolgsraten verantwortlich sind.

Dariber hinaus ist festzustellen, dass biologische Parameter, welche
Entwicklungsvorgange von Eizellen und Embryonen steuern, nur bruchstlickhaft
bekannt sind. Dies gilt vor allem fur Prozesse der zytoplasmatischen Reifung.

Das Fortschreiten der Kernreifung kann mikroskopisch gut beurteilt werden.
Obwohl im Durchschnitt 90 % aller in vitro gereiften Eizellen die Metaphase |l
erreichen, ist die Ausbeute an transfertauglichen Blastozysten wesentlich geringer.
Dieser Sachverhalt fihrte zur Formulierung der Hypothese, dass eine asynchron
verlaufende Kern- und Zytoplasmareifung wahrend der /n-vitro-Reifung (IVM), dafir
verantwortlich ist. Daraus wurde die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit abgeleitet.
Diese besteht in der Untersuchung zytoplasmatischer Faktoren, die an der
Regulation der Translation wahrend der meiotischen Endreifung beteiligt sind.

Der biologische Hintergrund fir derartige Untersuchungen sind Erkenntnisse, die
belegen, dass die Genexpression wahrend der Meiose, beim Ubergang von der
Prophase | zur Metaphase Il, hauptsachlich auf dieser Ebene reguliert wird. Obwohl
die Synthese neuer Proteine als eine grundlegende Voraussetzung fur Reifungs- und
Differenzierungsprozesse betrachtet wird, liegen bei Eizellen Uber die beteiligten
Regulationsprozesse nur sehr geringe Erkenntnisse vor. Diese wurden hauptsachlich
an Modellorganismen (Maus, Xenopus) erarbeitet und fehlen beim landwirt-
schaftlichen Nutztier praktisch weitestgehend.

Es ist davon auszugehen, dass Erkenntnisse, welche detailliert molekulare
Mechanismen der Regulation der Genexpression beschreiben, mittel- bis langfristig
einen Beitrag zur Optimierung der IVP leisten kdénnen. Zu nennen ist hier die
Etablierung mehrstufiger Reifungssysteme, durch deren Anwendung die Ausbeute

an transfertauglichen Blastozysten erhéht werden kénnte.
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Konkret wurden in der vorliegenden Arbeit Untersuchungen zum Auftreten, zur
Wirkung und zur Funktion eines spezifischen Initiationsfaktors der Translation
(elF4E) und eines potentiellen Repressors (4E-BP1) durchgefuhrt. Da es sich bei
beiden Faktoren um Phosphoproteine handelt, wurden weitergehende Analysen von
Signalkaskaden  durchgefuhrt, um  beteiligte = Phosphorylierungswege zu
charakterisieren. Damit sollten Regulationsmechanismen der Genexpression
untersucht werden, welche an der friher beschriebenen Stimulation der
Proteinsynthese im Zeitraum des Germinal Vesicle Breakdown (GVBD), also in

Abwesenheit von Transkriptionsprozessen, beteiligt sind.
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2- LITERATUR

2.1- Alilgemeine Ubersicht iiber die Entwicklung von Eizellen

2.1.1- Wachstumsphase

2.1.1.1- OQogenese

Die Bildung von primordialen Keimzellen stellt den Beginn der Oogenese dar. In
Rinderembryonen wurden primordiale Keimzellen erstmals am Tag 18 der
Entwicklung festgestellt. Am Tag 110 befinden sich ca. 2,7 Mio. ursprungliche
Keimzellen in beiden Gonadenanlagen. Durch Apoptose nimmt die Keimzellmenge
bis zur Geburt um mehr als 50 % und bis zur Pubertat um mehr als 90 % ab. Zu
diesem Zeitpunkt sind in den Rinderovarien ca. 210.000 Eizellen vorhanden. Von
diesen erreichen nicht mehr als 300 das ovulatorische Stadium (KANITZ et al.,
2001).

2.1.1.2- Follikelentwicklung

In den Eierstocken von Saugetieren reifen die Eizellen in Follikeln heran. Je nach
Entwicklungsstufe unterscheidet man folgende Follikelklassen: Primordiale, primare,
sekundare und tertiare Follikel. HYTTEL et al. (1997, 1999) geben nachfolgende

Male fur die Follikel und die in ihnen enthaltenen Oozyten an.

— Primordiale Follikel: Die Follikelgrof3e betragt 34,6 = 3,7 um und die EizellgréRe
27,9 £ 3,3 pym. Diese Oozyten werden von einem flachen, einschichtigen

Follikelwandepithel umgeben.

— Primare Follikel: Die GroRe dieser Follikel betragt 46,1 = 6,1 um und die
EizellgroRe 31,6 £ 4,3 pm. Die einlagige Granulosazellschicht, welche die Eizelle
umgibt, bekommt eine kubische Form. Diese Zellen sind Nahr- und Stutzzellen.
Sie versorgen die Oozyte mit kleinmolekularen Stoffen, die fur ihre
Syntheseleistungen bendtigt werden. Zwischen Oozyte und Granulosazellen sind

gap junctions nachweisbar.
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— Sekundare Follikel: Die Follikelgrofie betragt 101,7 £ 41,8 um und die EizellgréRe
45,6 = 14,0 ym. Die Eizellen sind von zwei oder mehr Granulosazellschichten
umgeben, welche sich im Laufe der Zeit vermehren und mehrlagige Zellschichten
bilden. Die Verbindung zwischen Ei- und Granulosazellen erfolgt durch die gap
junctions, wodurch ein Stoffaustausch bis zu einem Molekulargewicht von bis zu

1,5 kDa ermaoglicht wird.

— Tertiare Follikel: Die Follikelgrofde ist > 1 mm und die Eizellgrofie 80 - 120 pum.
Diese Follikeln besitzen ein Antrum. Die Eizelle wird von einer vollstandigen Zona

Pellucida umgeben und befindet sich jetzt im Cumulus oophorus.

Es wurde gezeigt, dass in vitro die Entwicklungskompetenz von Eizellen von der
GroRe der Follikel, aus denen diese gewonnen wurden abhangig, ist (CROZET,
1989; HELEIL et al., 2001). Eizellen aus Follikeln < als 2 mm sind nur eingeschrankt

kompetent, in vitro die Meiose zu vollenden.

2.1.1.3- Eizellentwicklung

- Morphologische Veranderungen

Die Entwicklung von Eizellen kann in zwei Phasen unterteilt werden, die
Wachstumsphase und die meiotische Endreifung. Die lange Phase des Eizellwachs-
tums ist gekennzeichnet durch eine Groenzunahme der Oozyten von 20 - 30 ym
bis ca. 120 um bei voll ausgewachsenen Rindereizellen (HYTTEL et al., 1997;
KANITZ et al., 2001). Wahrend dieser Phase nehmen Organellen, wie
Mitochondrien, kortikale Granula und Golgi-Komplexe zu. Eine deutlich erkennbare
Nukleolusstruktur ist ausgepragt. HYTTEL et al. (1997) zeigten, dass Eizellen
zwischen 100 und 120 ym graduell die Fahigkeit erlangen, wahrend der Reifung in
vitro, die Metaphase Il zu erreichen.

Oozyten, die ihre volle meiotische Kompetenz noch nicht erreicht haben, sind
fahig, in vitro die Metaphase | zu erreichen. Nach erfolgter In-vitro-Fertilisation ist
aber keine weitere Embryonalentwicklung moglich (PAVLOK et al., 1992, 1997).

Die voll ausgewachsenen Eizellen sind in der Prophase der ersten meiotischen

Teilung im Diplotan-Stadium arretiert. Dieses Stadium wird auch als Germinal-
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vesikel-Stadium (GV) bezeichnet. Diese Phase ist morphologisch durch einen
prominenten Zellkern, einen deutlichen Nukleolus und das weitgehend diffus verteilte

Chromatin gekennzeichnet.

- Biochemische Prozesse

Uber biochemische Prozesse, die dieses Wachstum der Eizellen begleiten, ist bei
Nutztieren relativ wenig bekannt.

Untersuchungen an wachsenden Eizellen der Maus zeigten hohe Trans-
kriptionsraten und eine Akkumulation von Makromolekilen (RNAs und Proteine).
Dabei ist die Genexpression im Verlauf des Wachstums relativ konstant, d.h. es
treten weder quantitativ noch qualitativ signifikante Unterschiede in der
Proteinsyntheserate auf (PAYNTON und BACHVAROVA, 1994; MARELLO et al.,
1992). Bei Oozyten der Maus wurde gefunden, dass nur ein Bruchteil der
akkumulierten Ribosomen (ca. 15 %) und mRNAs an der Proteinsynthese beteiligt
sind. Es ist also davon auszugehen, dass ein Grolteil der Ribosomen, wie auch
spezifische mRNAs und Proteine wahrend dieser Entwicklungsphase in einer
inaktiven Speicherform vorliegen (PAYNTON und BACHVAROVA, 1994) und erst in

einer spateren Entwicklungsphase oder nach erfolgter Befruchtung aktiviert werden.

2.1.2- Endreifung

2.1.2.1 - Morphologische Anderungen

Der Ubergang von der Prophase | zur Metaphase Il wird als meiotische Endreifung
bezeichnet. In vivo vollzieht sich der Ubergang nach dem prdovulatorischen LH-
Peak. Wird die Eizelle aus dem Follikel entfernt, so beginnt dieser Prozess spontan
(SIRARD und BLONDIN, 1996).

Die kurze Phase des Ubergangs von der Prophase | zur Metaphase |l ist durch
eine dramatische Anderung der Genexpression gekennzeichnet.

Das zytologische Kennzeichen des Beginns der meiotischen Endreifung ist die
Kondensation des Chromatins und die Auflosung der Kernhiille, der sogenannte
,aerminal Vesicle Breakdown“ (GVBD). Nach dem GVBD organisieren sich die
Chromosomen weiter so, dass durch ihre Verlagerung in die Aquatorialplatte die

Metaphase | erreicht wird. Anschlielend, in der Anaphase |, trennen sich die
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homologen Chromosomen voneinander, so dass in der Telophase | zwei Zellen mit
einem haploiden Chromosomensatz entstehen. SchlieRlich wird die Metaphase I
erreicht, in welcher das Zytoplasma asymmetrisch auf zwei Zellen verteilt ist. Eine
Zelle ist der erste Polkérper (PK), eine rudimentare Zelle, die im wesentlichen nur
den zweiten Chromosomensatz enthalt und bald zugrunde geht. Die andere Zelle ist
eine sekundare Oozyte, die nahezu das gesamte angehaufte Material (Ribosomen,
MRNAs, Nahrstoffe) in einem grossen Zytoplasmaraum enthalt (NIEMANN und
MEINECKE, 1993). In diesem Stadium wird die Meiose, bedingt durch die Aktivitat
eines cytostatischen Faktors (CSF), noch einmal arretiert (PAGE und ORR-
WEAVER; 1997; SAGATA et al., 1989).

Die Dauer der meiotische Endreifung variiert bei den verschiedenen Tierarten.
Sie benodtigt durchschnittlich 24 Stunden bei Rinder- und 32 - 34 Stunden bei
Schweineizellen. Daten von Rindereizellen sind in der Tabelle 1 dargestellt
(WEHREND und MEINECKE, 2001).

Die weitere Entwicklung der Eizellen erfolgt erst nach Befruchtung oder
parthenogenetischer Aktivierung.

Cumuluszellen scheinen Einflisse auf die Kinetik der Reifung zu haben.
Cumulusfreie Ratten- und Rindereizellen zeigten eine Beschleunigung des GVBDs
(LINDNER et al.,1980; FISSORE et al., 1996). Andererseits wurde bei Mauseizellen
kein oder nur ein geringer Effekt der Cumulus-Zellen auf die Reifung beobachtet
(POLANSKI, 1997).

Tabelle 1 - Reifungszeit und durchschnittiche Dauer der Meiosestadien bei

Rindereizellen (WEHREND und MEINECKE, 2001).
Meiosestadium | Dauer Meiosestadium | Reifungszeit
GV 8,5 Std. GV 0 -4 Std.
Diakinese 1,2 Std. Diakinese 6 — 14 Std.
M I 8,3 Std. M I 10 — 18 Std.
Al 1,6 Std. Al-TI 16 — 24 Std.
TI 1,9 Std.
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2.1.2.2- Biochemische Faktoren: Proteinkinasen

Die Wiederaufnahme der Meiose und damit der Beginn der meiotischen Endreifung
wird durch umfangreichen Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsprozesse
spezifischer Proteine gesteuert (RIME et al., 1989; MOOR und CROSBY, 1986;
ENDO et al.,, 1986; LOHKA et al., 1987; DOREE et al., 1983). Dabei kommt zwei
Proteinkinasen oder Proteinkinasekaskaden eine besondere Bedeutung zu. Diese
sind einerseits Kinasen aus der Familie der mitogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAPKs oder ERKSs, extrazellular regulierte Kinasen) und andererseits der
cyklinabhangigen Kinasen (cdks oder cdcs, cell division cycle). Die Bedeutung dieser
Kinasen wird aus Versuchen, die zeigten, dass deren spezifische Inhibition, Eizellen
wahrend der IVM in Germinalvesikelstadium arretieren, deutlich (KUBELKA et al.
2000; TOMEK et al., 2002b).

Die beiden Formen von MAPK (eine Serin / Threoninkinase), ERK1 und ERK2
sind im GV-Stadium in nicht phosphorylierter Form nachweisbar. Die
Phosphorylierung dieser Kinasen, welche mit deren Aktivierung korreliert, findet im
Zeitraum des einsetzenden GVBD, beim Rind 6 - 10 Stunden nach Beginn der
Reifung statt (KUBELKA et al., 2000; TOMEK et al., 2002b). Wahrend des weiteren
Reifungsverlaufs wurden stabile Aktivitaten der MAPK mit maximalen Werten in der
Metaphase Il gefunden (TOMEK et al., 2002b; TORNER et al., 2001). Die
Aktivierung von ERK1 und ERK2 erfolgt Uber eine Proteinkinasekaskade welche
extrazellulare Signale auf Faktoren des Zellkerns und des Zytoplasmas Ubertragt und
uber Ras, Raf und MEK verlauft (KOSAKO et al., 1994). Bei Eizellen verschiedener
Spezies (Xenopus — SAGATA et al., 1989; NEBREDA und HUNT, 1993; NEBREDA
et al., 1993; CHAU und SHIBUYA., 1998; Maus —VERLHAC et al., 1996; 2000;
Seestern — TACHIBANA et al., 2000) wurde in diesem Zusammenhang eine weitere
Kinase beschrieben, welche als c-Mos bezeichnet wird. c-Mos, eine 39 kDa Serin
und Threonin Kinase, ist eine MAPKKK und ihre Aktivitat wird tber MEK auf MAPK
ubertragen. Die Substrate vom MAPK selbst sind vielfaltig (SEGER und KREBS,
1995; CAMPBELL et al., 1995; MARAIS et al., 1993). Die am besten untersuchten
Substrate sind in somatischen Zellen Transkriptionsfaktoren, wie z.B. Stat, c-Jun und
TCF-Elk-1 (LI et al.,, 2002; SEGER und KREBS, 1995; MARAIS et al., 1993) und
Kinasen ribosomaler Proteine (z.B. p90rsk — KALAB et al., 1996; GAVIN et al.,
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1999). In Rindereizellen stehen detaillierte Untersuchungen in diesem Zusammen-
hang noch aus.

In neuesten Untersuchungen an Eizellen der Maus wurde von LEFEBVRE et al.
(2002) ein weiteres MAPK-Substrat, genannt MISS (MAPK-interacting and spindle-
stabilizing protein), identifiziert. Dieses Protein ist offensichtlich an der Stabilisierung
des Spindelapparates in der Metaphase Il beteiligt. Da MISS nur in der Metaphase |l
stabil ist, vermutet man, dass es auch eine wichtige Rolle bei der Arretierung der
Eizellen in der Metaphase Il spielt.

Cyclinabhangige Kinasen sind malgeblich an der Regulation des Zellzyklus
beteiligt. Wahrend der Meiose kommt der cdc2 Kinase (cdc2K) eine besondere
Bedeutung zu. Cdc2K (eine 34 kDa Serin / Threonin Proteinkinase) ist der
katalytische Bestandteil des MPF (Maturation Promoting Factor oder auch M-Phase
Promoting Factor). Die genannte Proteinkinase ist nur aktiv in Verbindung mit ihrer
regulatorischen Untereinheit Cyclin B (Xenopus - NEBREDA und FERBY, 2000;
TAIEB et al.,1997; LI et al., 1995; GAUTIER und MALLER, 1991; Seestern -
KISHIMOTO, 1999; PICARD und PEAUCELLIER, 1998; PICARD, 1991; Fisch -
HIRAI et al., 1992).

Untersuchungen an verschiedenen Spezies (Maus - CHESNEL und EPPIG,
1995a; CHESNEL und EPPIG, 1995b; Xenopus - SADLER und MALLER, 1983; Rind
- TOMEK et al., 2002b; MEINECKE et al., 2001; KUBELKA et al., 2000; Schwein -
KUBELKA et al., 2002a, b) ergaben, dass im GV-Stadium nur eine sehr geringe, d.h.
als basal zu beschreibende MPF-Aktivitdt nachzuweisen ist. Speziell bei Sdugetieren
und Xenopus wurde gezeigt, dass cdc2K in dieser Phase vorhanden ist. Die
Neusynthese von Cyclin B ist aber notwendig zur Bildung des aktiven Komplexes
(TAIEB et al., 1997). Bis kurz vor Beginn des GVBD wird die Aktivitat des MPF durch
Phosphorylierung an den Aminosauren Thr 14 und Tyr 15 der katalytischen
Untereinheit unterdriickt. Diese inaktive Form des cdc2 / Cyclin B Komplexes wird als
pra-MPF bezeichnet (TAIEB et al.,1997). Die Proteinkinasen Myt1 und Wee1 sind flr
diese inhibitorische Phosphorylierung verantwortlich (KANATSU-SHINOHARA et al.,
2000; NIGG, 2001; COLEMAN und DUNPHY, 1994). Die Aktivierung des pra-MPF
erfolgt durch die Unterdriickung der Myt1-Kinaseaktivitdt und Dephosphorylierung
von cdc2K an den Aminosauren Thr 14 und Tyr 15 durch Aktivierung der
Phosphatase cdc25 (LINCOLN et al., 2002; NIGG, 2001; TAIEB et al., 1997).
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Beim aktiven sowie beim inaktiven MPF ist die Aminosaure Thr 161
phosphoryliert (TAIEB et al., 1997; COLEMAN und DUNPHY, 1994). Diese
Phosphorylierung wird von einer ,cdk-activating kinase” (CAK) katalysiert
(KARAISKOU et al., 2001; MAKELA et al., 1994; COLEMAN und DUNPHY, 1994).

Die Aktivierung des pra-MPF erfolgt in Eizellen von Saugetieren zeitgleich oder
kurz vor Beginn des GVBD. Aber im Gegensatz zur MAPK-Aktivitat, die stabile, hohe
Werte bis zur Metaphase Il zeigt, beobachtete man einen drastischen Ruckgang der
Aktivitat des MPF beim Ubergang von der Metaphase | zur Anaphase | (KUBIAK et
al., 1992; VERLHAC et al., 1994; TORNER et al., 2001; KUBELKA et al., 2000;
2002b). Dieser Rilckgang erfolgt durch Cyclindegradierung mittels eines
ubiquitinabhangigen proteolytischen Systems. In somatischen Zellen, wie auch in
Eizellen verschiedener Spezies, wurde ein 26S Proteinkomplex, genannt Proteasom
identifiziert, der fur diese Degradierung verantwortlich ist (COX et al., 2002;
REVERTE et al., 2001; JOSEFSBERG et al., 2000).

Bei fortschreitender Entwicklung werden in der Metaphase Il erneut maximale
MPF-Aktivitaten beobachtet (KUBELKA et al., 2000;.VERLHAC et al., 1994)

Verschiedene Studien legen den Schluss nahe, dass die Reaktivierung des MPF
wahrend des Ubergangs von der Metaphase | zur Anaphase | fiir die Verhinderung
der Neubildung der Kernhulle, wie auch fur die Unterdriickung der DNA-Replikation
(Maus —VERLHAC et al., 1994; Rind und Schwein — WEHREND und MEINECKE,
2001) verantwortlich ist. Die genauen Mechanismen dieser Phanomene sind noch
weitgehend unbekannt.

Cdc2K kann als Histon-Kinase wirken und phosphoryliert Lamin (PETER et al.,
1990). Das deutet darauf hin, dass cdc2K an der Desintegration der Kernhulle und
damit am GVBD beteiligt ist (KUBELKA et al., 2000).

Nach vollstandiger meiotischer Endreifung werden die Eizellen in der Metaphase |l

erneut arretiert.

- Cytostatic Factor (CSF)

Die Arretierung der Eizellen in der Metaphase Il wird der Wirkung eines
zytostatischen Faktors (CSF) zugeschrieben (MASUI und MARKERT, 1971; KUBIAK
et al., 1993; CIEMERYCH und KUBIAK, 1999). Dessen Aktivitat wurde als erstes bei
Amphibienoozyten nachgewiesen (MASUI und MARKERT, 1971). Die Mikroinjektion
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von Zytoplasma aus Eizellen, welche in der Metaphase Il arretiert waren, in eine
Blastomere zweizelliger Embryonen, inhibierte deren Mitose, wahrend sich die
andere Zelle weiter teilte. KUBIAK et al. (1993) haben &ahnliche Ergebnisse bei
Eizellen der Maus erhalten. Die Hauptwirkung des CSF scheint die Unterdrickung
der Cyclindegradierung und damit die Aufrechterhaltung hoher MPF-Aktivitaten zu
sein (HIRAO und EPPIG, 1999).

Die Aktivierung verschiedener Proteinkinasen ist Voraussetzung zur Erlangung
der CSF Aktivitat. Daran beteiligt sind MAPK (GROSS et al, 1999) und c-Mos
(HASHIMOTO et al., 1994; SAGATA et al., 1989). Neuere Untersuchungen zeigten,
dass die MAPK-abhangige CSF-Aktivierung, durch p90rsk, einem MAPK Substrat,
vermittelt wird (GROSS et al, 1999; MALLER et al., 2001). Die konstitutive
Expression von aktivierter p90rsk flhrte zu einer Inhibition der Zellteilung in
Xenopusblastomeren. Zytologische Untersuchungen ergaben, dass sich diese Zellen
in der M-Phase befanden und einen Spindelapparat aufwiesen, wie er
charakteristisch fur die meiotische Metaphase ist.

Die Befruchtung filhrt zu einer Erhdhung der zytoplasmatischen Ca?*-
Konzentration. Dieses Phanomen férdert die Inaktivierung des CSF. REIMANN und
JACKSON (2002) zeigten, dass dafiur der ,anaphase-promoting complex/cyclosome*
(APC), eine Ubiquitin-Ligase, welche die Cyclin-Degradierung steuert, verantwortlich
ist. Im Gegensatz dazu unterdrickt ein spezifischer Inhibitor des APC-Aktivators,
cdc20, das Absinken der MPF-Aktivitat bei niedriger Ca®*-Konzentration in der
Metaphase Il. Der Emi 1 genannte Faktor ist unerlasslich fur die Arretierung von
unbefruchteten Eizellen in der Metaphase Il und scheint ein wichtiger Mediator der
CSF-Aktivitat zu sein (REIMANN und JACKSON, 2002). NIXON et al. (2002) haben
festgestellt, dass wiederholte Erhthungen der Ca*-Konzentration nétig sind, um
langerfristig die Cyclin B-Degradierung zu férdern. Diese wird erst in der S-Phase

des mitotischen Zellzyklus gestoppt.

Neben Anderungen im Proteinphosphorylierungsmuster werden wahrend der
meiotischen Endreifung auch Anderungen bei der Proteinsynthese und im RNA-
Metabolismus festgestellt. Bei der Maus (SCHULTZ et al, 1978) wurde ein
Ruckgang der Gesamtproteinsyntheserate mit Erreichen der Metaphase |l

beschrieben. Neuere Untersuchungen an Rindereizellen zeigten maximale Werte der
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Proteinsynthese wahrend des GVBD. In der Prophase | und Metaphase Il wurden
hingegen nur basale Werte erreicht (TOMEK et al., 2002a).

Nach Abschluss der Prophase, wenn die Oozyte die maximale Kondensation
ihrer Chromosomen aufweisen, verliert die Eizelle die Moglichkeit, neue mRNA zu
transkribieren (TOMEK et al., 2002a), so dass ihre Zellfunktionen bis zum ersten
Mitoseszyklus Uber bereits vorliegende, gespeicherte mRNA und / oder Uber
postranslationale Modifikationen von vorhandenen Polypeptiden geregelt werden
mussen. Dieser zellphysiologische Aspekt verdeutlicht die Dominanz der
zytoplasmatischen Kontrolle wahrend der finalen Oozytenreifungsphase (NIEMANN
und MEINECKE, 1993, S. 89).

Neben dem Ruckgang der Transkription im Verlauf der IVM wurde aber eine
Akkumulation von polyadenylierter mRNA bei Rindereizellen beobachtet (TOMEK et.
al., 2002a). Genauere Untersuchungen legen den Schluss nahe, dass es sich dabei
um zytoplasmatische Polyadenylierung bereits vorhandener zytoplasmatischer
MRNA handelt. Im Gegensatz zu somatischen Zellen, wo eine Verlangerung der
Poly(A)-Sequenz mit einer Aktivierung der betroffenen mRNA und damit mit einer
Stimulierung der Translation korreliert (STUTZ et al., 1998; RICHTER, 1999), ist in
Rindereizellen die akkumulierte, polyadenyliete mRNA in der Metaphase I
translatorisch inaktiv (TOMEK et al., 2002a). Welche Mechanismen diesen
Unterschied zwischen somatischen und germinativen Zellen begrinden, ist
unbekannt.

Die grundlegende Bedeutung zytoplasmatischer Polyadenylierungsprozesse flr
die meiotische Endreifung von Rindereizellen zeigten Experimente mit dem
Polyadenylierungshemmer Cordycepin (KRISCHEK und MEINECKE, 2002). Die
Autoren fanden, dass die Inhibition der Polyadenylierung die Chromatin-
kondensation, wie auch den GVBD sowie die MPF- und MAPK Aktivierung inhibiert.
Dabei wurde ein Effekt in den ersten sechs und im weiteren Reifungsverlauf
zwischen 9 und 12 Stunden beobachtet. Bei Erreichen der Metaphase Il ist die
polyadenylierte mRNA dann in translatorisch inaktiver Form gespeichert (TOMEK et
al., 2002a). Dies deutet darauf hin, dass neben der zytoplasmatischen
Polyadenylierung weitere Prozesse an der Regulation der Translation beteiligt sind.
Kandidatenmolekulle fir diesen Regulationsprozess sind Initiationsfaktoren (elFs)
welche die Aktivitat des Translationsapparates beeinflussen kénnen, d.h. Faktoren

welche die cap-abhangige Translation regulieren.
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2.2 — Regulation der Translation

Die Synthese neuer Proteine ist ein hochgradig regulierter Prozess, der es Zellen
erlaubt, auf eine Vielzahl von Stimuli, auch ohne De-novo-Transkription zu reagieren.

Die Regulation der Genexpression auf der Ebene der Translation ist bei Eizellen
von zentraler Bedeutung, da diese Zellen groRe Mengen an mRNA in einer stabilen,
aber translatorisch inaktiven Form speichern und Transkriptionsprozesse mit
einsetzendem GVBD praktisch vollstandig zum Erliegen kommen (CURTIS et al.,
1995; TOMEK et al., 2002a). Die Genexpression wahrend Reifungs- und
Befruchtungsvorgangen sowie wahrend friher Phasen der Embryonalentwicklung
wird hauptsachlich auf dieser Ebene kontrolliert (DREYFUSS et al., 1996; DE
VANTERY et al., 1997; RICHTER et al., 1999). Dabei kommt der cap-abhangigen
Translation eine besondere Bedeutung zu. Die uberwiegende Mehrheit der zellularen
MRNAs (mit Ausnahme von mRNAs aus Mitochondrien) besitzen an ihrem 5°-Ende
ein modifiziertes Guanosin (m’GpppN), die sogenannte cap-Struktur. Diese Struktur
wird von spezifischen Faktoren erkannt, welche an Regulationsprozessen beteiligt
sind. Im Folgenden werden die einzelnen Schritte der Translation kurz erlautert. Eine
Auswahl der beteiligten Faktoren ist in der Tabelle 2 (S. 22) dargestellt.

Die Proteinbiosynthese wird in 3 Phasen unterteilt, welche die sogenannten
Initiations-, Elongations- und Terminationsprozesse umfassen. Die Reaktionen bei
jeder dieser Phasen werden von Proteinfaktoren reguliert (Initiationsfaktoren, elFs;
Elongationsfaktoren, eEFs und Terminationsfaktoren), welche voribergehend mit
Ribosomen, mRNAs oder Aminoacyl-tRNAs interagieren. Dabei wird die
Initiationsphase als limitierender Prozess bei der Neusynthese von Proteinen
angesehen (HERSHEY, 1991; THACH, 1992; SONENBERG und GINGRAS, 1998).

Die biologische Aktivitat von Initiations-, Elongations- und Terminationsfaktoren

wird durch Phosphorylierung oder Dephosphorylierung reguliert.

2.2.1- Initiations-, Elongations- und Terminations-Phase

Im ersten Schritt der Initiationsphase verbindet sich Met-tRNA mit den
Initiationsfaktoren elF2, elF5 und GTP. Dieser Komplex interagiert mit elF3 und der
kleinen ribosomalen Untereinheit und bildet den 43S-Prainitiationskomplex. Unter
Mithilfe von elF4B bindet dieser Komplex nahe der elF4F-cap-Struktur der mRNA.
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Bei dieser Bindung kommt dem Initiationsfaktor elF4F eine entscheidende
Bedeutung zu. Er besteht aus drei Untereinheiten, dem elF4E (ein cap-
Bindungsprotein), dem elF4A (eine RNA Helicase) und dem elF4G, welcher die
Integritdt des Komplexes gewahrleistet. Der elF4F ist verantwortlich fur die Auflésung
von Sekundar- und Tertiarstrukturen am 5’-untranslatierten Ende (5'UTR) der
MRNA. Seine Wirkung ist somit Voraussetzung fiur die Bindung des 43S-
Prainitiationskomplexes an die mRNA. Der entstandene Komplex, bestehend aus
dem 43S-Prainitiationskomplex, dem elF4F, und der mRNA wird als 48S-
Prainitiationskomplex bezeichnet.

Beim letzten Schritt im Verlauf der Initiation der Translation stimuliert elF1 den
»~ocanning“-Prozess der kleinen ribosomalen Untereinheit vom 5°-Ende nahe der
cap-Struktur bis zum Initiationscodon AUG. Unter Mitwirkung von elF5B bindet die
grofde ribosomale Untereinheit und bildet den funktionellen Translationskomplex.

Die Elongation, d.h. die eigentliche Bildung der Polypeptidkette wird durch
Elongationsfaktoren stimuliert (eEF1-3). Dieser Prozess beinhaltet die Bindung der
Aminoacyl-tRNA an das Ribosom, die Katalyse der Peptidbindung durch eine
Peptidyltransferase und die Translokation des Ribosoms. Diese Prozesse sind GTP
abhangig. Pro Sekunde werden ca. 6 Peptidbindungen gekntipft (HERSHEY, 1991)

Bei Erreichen des Stopcodons fordert ein ,releasing factor” (eRF) die Termination
der Translation. Das fuhrt zur Freisetzung des Proteins.

Wie bereits erwahnt, besteht heute weitgehend Ubereinstimmung in der Ansicht,
dass die Initiation der Translation der limitierende Prozess der Proteinsynthese ist
(HERSHEY, 1991; MINICH et al., 1994). In diesem Zusammenhang wird die Wirkung
des cap-Bindungskomplexes elF4F als begrenzend fir die Gesamtprotein-
syntheserate angesehen (THACH, 1992; PAIN, 1996; SONENBERG und GINGRAS,
1998).

FrGhere Untersuchungen an somatischen Zellen zeigten, dass das cap-
Bindungsprotein elF4E nur in phosphorylierter Form in 48S Prainitiationskomplexen
und Polysomenfraktionen zu finden ist (JOSHI-BARVE et al., 1990; TUAZON et al.,
1990). Diese Ergebnisse flhrten zu der Vermutung, dass die Phosphorylierung

dieses Initiationsfaktors an Ser 209 bedeutsam flr dessen biologische Affinitat ist.
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Tabelle: 2 — Ubersicht iber Funktion und Eigenschaft ausgewahlter Initiations-,
Elogantions- und Terminationsfaktoren der Translation (HERSHEY, 1991; PAIN,
1996; PESTOVA et al., 2001).

Initiations- MW MW Untereinheiten | Funktion

faktor (kDa) (kDa)

elF1/elF1A 13,5/19 Teil des 43S Prainitiationskomplexes, stimuliert
scanning von cap zu Initiationscodon AUG

elF2 130 a: 36; B: 38;v: 55 Rekrutierung tRNA; Bildung des 43S
Prainitiationskomplexes, GTP-abhangig

elF2B 272 a: 26; B: 39; Katalyse des GDP-GTP Austausches an elF2

v: 58; 6: 67; ¢: 82

elF3 550 Bildung des 43S Prainitiationskomplexes

elF4B 80 RNA-Helicase, wirkt zusammen mit der RNA-
Helicase elF4A

elF4F 295 4A:50; 4E:25; 4G:220 | Cap Erkennung und Bindung, Auflésung von
Sekundarstrukturen an 5° UTR der mRNA,
Stimulation der Bildung des 48S Prainitiations-
komplexes, Bindung zu PABPs, begrenzend fur
Translationsraten

elF5/elF5B 150/49 Interaktion mit elF1, elF1A, elF2, elF3 des 48S
Prainitiationskomplexe, Stimulierung der Bildung
des 80S Initiationskomplexes

Elogantions- | MW MW Untereinheiten | Funktion

faktor (kDa) (kDa)

eEF-1a 51 bindet aa-tRNA, GTPase

eEF-13 23 GTP:GDP Austausch an eEF-1a

eEF-1y 49 GTP:GDP Austausch an eEF-1p

eEF-2 100 stimuliert Translokation des Ribosoms, GTPase

Terminations- | MW Untereinheiten Funktion

faktor (kDa) (kDa)

eRF 54 erkennt Stop-Codons, stimuliert Peptidyl-tRNA

Trennung und Freisetzung den Proteine

Nach MINICH et al. (1994) wird die Affinitat von elF4E zur cap-Struktur durch
Phosphorylierung erhéht und die Bildung des vollstandigen Faktors elF4F gefdérdert.

Somit ist die Phosphorylierung von elF4E ein wichtiger Regulationsmechanismus der

Initiation der Translation.
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Die Wirkung von elF4E kann durch spezifische Bindungsproteine unterdriickt
werden (PAUSE et al.,, 1994; GINGRAS et al.,, 1999). Bisher sind in somatischen
Zellen drei solche 4E-BPs beschrieben worden (4E-BP1, -BP2 und -BP3). Diese sind
strukturell verwandt und binden in ihrer nicht phosphorylierten Form an elF4E
(PAUSE et al, 1994; GINGRAS et al, 1999). Dabei scheinen diese
Bindungsproteine nicht die Bindung von elF4E an die cap-Struktur zu unterbinden.
Vielmehr unterdricken sie die Interaktion von elF4E mit elF4G und elF4A und damit
die Formation des funktionellen Komplexes elF4F. Somit wird durch die Wirkung der
4E-BPs die Auflésung von Sekundarstrukturen und Tertiarstrukturen in der 5’"UTR
verhindert, so dass die kleine ribosomale Untereinheit nicht an die mRNA binden
kann (GINGRAS et al., 1999). Ob derartige Repressoren von elF4E oder elF4F auch
in Eizellen vorkommen, ist nicht bekannt.

Neben der beschriebenen cap-abhangigen Translation existiert in somatischen
Zellen offensichtlich auch ein Initiationsmechanismus, welcher cap-unabhangig ist.
Ein derartiger Mechanismus wurde erstmals bei viralen mRNAs beschrieben
(HONDA et al., 2000). Dort spalten virale Proteasen den zellularen Faktor elF4G,
verhindern damit die elF4F-Bildung und schalten die zellulare cap-abhangige
Translation ab. Die Initiation der Translation viraler mRNAs erfolgt dann an
spezifischen Sequenzen, den ,Internal Ribosome Entry Sites” (IRES). Neuerdings
wurden solche IRES auch bei zelluldaren mRNAs gefunden (KIM und JANG, 2002;
FERNANDEZ et al., 2002; PYRONNET und SONENBERG, 2001). Dies trifft aber
offensichtlich nur fir mMRNAs von wenigen Proteinen zu (z.B. Chaparone und einige
Wachstumsfaktoren; PYRONNET und SONENBERG, 2001). Man muss davon
ausgehen, das die Translationsinitiation der Uberwiegenden Mehrheit der mRNAs
cap-abhangig ist. Uber das Auftreten der cap-unabhéngigen Translation bei Eizellen

ist noch nichts bekannt.

2.2.2- Zytoplasmatische Polyadenylierung und cap-Struktur

Neben der 5’-cap-Struktur besitzen mit wenigen Ausnahmen (z.B. beta-Actin-,
Histon-mRNA, GORLACH et al., 1989; SCHRODER et al., 1989) alle mRNAs am 3’-
Ende eine Poly(A)-Sequenz (GEBAUER et al., 1994). Diese Poly(A)-Sequenz wird im
Zellkern gebildet. Beim Transport ins Zytoplasma findet eine Verklrzung statt
(GEBAUER et al, 1994). Die Poly(A)-Sequenz ist zusammen mit Poly(A)-
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Bindungsproteinen (PABPs) offensichtlich fur die Stabilitat der mRNA verantwortlich,
da mRNAs mit weniger als 30 Adenosinresten schnell abgebaut werden (RICHTER,
1999; WAKIYAMA et al., 2001).

Daneben existiert ein Mechanismus, durch den die Poly(A)-Sequenz im
Zytoplasma verlangert wird. Daflr sind die Poly(A)-Polymerase und spezifische
Sequenzen in der 3-UTR verantwortlich. Dies sind neben dem nukledren
Polyadenylierungssignal AAUAAA, sogenannte zytoplasmatische Polyadeny-
lierungselemente (CPEs). Unter Verwendung von somatischen Zellen wurde gezeigt,
dass die zytoplasmatische Polyadenylierung mit der Aktivierung der Translation der
betroffenen mRNA korrelierte (STUTZ et al., 1998; RICHTER, 1999).

An CPEs binden spezifische Proteine, die stimulierend oder inhibierend auf die
Translation wirken koénnen. Stimulierend wirkt die Interaktion eines 62 kDa-
Phosphoproteins (CPE-Bindungsproteins — CPEB; HAKE und RICHTER, 1994;
HAKE et al., 1998; MENDEZ et al., 2002). Diese Bindung férderte die Aktivitat der
Poly(A)-Polymerase und fuhrt zu einer Verlangerung der Poly(A)-Sequenz (MENDEZ
et al., 2000b).

Im Gegensatz dazu flihrte die Bindung eines Proteins, genannt Maskin, zu einer
Inhibition der zytoplasmatischen Polyadenylierung und damit zur Reprimierung der
betroffenen mMRNA (CAO und RICHTER, 2002;. MENDEZ und RICHTER, 2001;
RICHTER, 1999)

Damit wird deutlich, dass Modifikationen und die Bindung von Faktoren am 3'-
Ende der mRNA die Initiation der Translation am 5°-Ende beeinflussen. Dies setzt
eine direkte Interaktion der beiden Enden der mRNA voraus. Verantwortlich hierfir
sind nach neuesten Vorstellungen Poly(A)-Bindungsproteine (PABPs), welche mit
elF4G des cap-Bindungskomplexes elF4F direkt oder uUber ein ,Poly (A)-binding
protein interacting protein“ (PAIP) interagieren (ROY et al., 2002). Untersuchungen
von PREISS und HENTZE (1999), zeigten, dass eine synergetische Aktivierung der
Translation auftritt, wenn sowohl cap-Struktur wie auch Poly(A)-Sequenz vorhanden
waren. Die Autoren fuhren dies neben der Stimulation der Initiation durch den cap-
Bindungskomplex elF4F auf eine zusatzliche Foérderung der Bindung des 43S
Prainitiationskomplexes an die mRNA durch die beschriebene Interaktion von 5°- und
3’-Ende der mRNA zurick.

Man kann also vereinfacht von zwei unterschiedlichen Wirkungsspektren bei der

Regulation der Translation ausgehen. Ein Wirkungsspektrum betrifft die biologische
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Aktivitat von spezifischen Initiationsfaktoren wie elF4E oder elF4F. Diese wirken eher
global, indem sie die Gesamtaktivitat des Translationsapparates beeinflussen. Auf
der anderen Seite scheinen mRNA-Bindungsproteine spezifisch flr unterschiedliche
MRNAs zu sein. Diese Bindungsproteine stimulieren oder inhibieren die Translation
bestimmter mRNAs durch Modifikation der Stabilitdt von Sekundarstrukturen am 5°-
Ende oder durch Beeinflussung von Prozessen wie der zytoplasmatischen
Polyadenylierung. Im Gegensatz zur global wirkenden Beeinflussung (d.h.
Phosphorylierung / Dephosphorylierung) von Initiationsfaktoren, ist dieser Mecha-
nismus also eher als spezifisch anzusehen.

Ein weiterer spezifisch wirkender Mechanismus der Translationsregulation wurde
kirzlich bei C. elegans beschrieben. Dieser umfasst die Funktion kleiner RNAs, die
aus 21 - 25 Nukleotiden bestehen, welche durch die zytoplasmatische Endonuklease
,Dicer aus einem langeren Transkript mit charakteristischen ,stem-loop“ Strukturen
gebildet werden (PROVOST et al, 2002; ZHANG et al., 2002). Die dabei
entstehenden micro RNAs (miRNAs) oder small interfering RNAs (siRNAs) sind nicht
als ,antisense-RNA" aufzufassen, da sie nicht mit der codierenden Region einer
gegebenen mRNA hybridisieren. Vielmehr bilden diese miRNAs Hybride mit der 3'-
UTR der mRNA und fihren dadurch zu Repression der Translation, indem sie
moglicherweise Polyadenylierungsprozesse und damit die beschriebene Interaktion
von 5°- und 3’-Ende der mRNA unterdricken. Die Wirkung dieser miRNAs wird als
»,RNA interference” (RNAi) bezeichnet (LAGOS-QUINTANA et al., 2001, LEE und
AMBROS et al., 2001). ,Dicer® wurde auch fur hohere Eukaryoten, bis hin zum
Menschen beschrieben (ZHANG et al., 2002). Ob dieser Mechanismus jedoch bei

Prozessen der Eizellreifung eine entscheidende Rolle spielt, ist nicht bekannt.



