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1 Einleitung

Die Eilaterschieimhaut it im Rahmen des Zyklusgeschehens sténdigen Veranderungen
unterworfen. Dies gilt nicht nur fir die Morphologie, sondern auch fur die Bildung von
Stoffwechsdprodukten und deren Sekretion in das Eileterlumen (IRITANI et d. 1974, WU et 4d.
1976, MASTROIANNI und GO 1979, MURRAY 1996).

Um Uberhaupt die Befruchtung der Eizelle zu ermdglichen und anschlief3end den Beginn der
Entwicklung des Konzeptus unterstiitzen zu konnen, snd eine Vidzahl von Stoffen, wie
Signapeptide, Nahrstoffe, Wachstumsfaktoren u.sw. nétig (XIA et a. 1996, BUHI et d. 1997)..
Vide davon gelangen nicht als Transsudat aus dem Serum in den Eileiter, sondern werden von
dessen Schleimhautzellen synthetisert und sezerniert. Dies bedeutet, dal3 in diesen Zelen
zyklusabhangig die entsprechenden Gene &ktiviert und desktiviert werden miissen.

Mit den diversen Wachstumsfaktoren sind bereits einige Proteine bekannt, die den mitogenen Effekt
der Sexuagteroide an die Zellen des Reproduktionstraktes und der Frichte vermitteln (LIU et dl.
1989). Es bestehen aber noch Differenzen dariiber, wann die einzelnen Wachstumsfaktoren bel den
verschiedenen Spezies produziert werden und welchen genauen biologischen Stellenwert de
besitzen.

Bisher wurden in der Regel Einzelgene oder eine Gruppe von Genen untersucht, deren
Expression in Eileiterzellen wahrend verschiedener Zyklusphasen oder bei tréchtigen bzw.
nicht-tréchtigen Tieren analysiert wurden. Mit der Technik des Differential Display (LIANG
und PARDEE 1992) kann auch die messengerRNA unbekannter Gene, die zyklusabhangig
exprimiert werden, analysiert werden.

Da die In-vitro-Produktion von Schweineembryonen nach wie vor nur unbefriedigende Ergebnisse
aufwelst, erscheint es wiinschenswert, weitere Informationen Uber die zyklusabhangig vom Eileiter
produzierten Proteine zu erhaten, um diese moglicherweise as Mediumszusétze bel der In-vitro-

Produktion zu verwenden.
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Zid dieser Arbet it es, be prépuberden, oOdrischen und interOstrischen  Schweinen
zyklusabhangige Unterschiede im Vorhandensein von messengerRNA  ds Ausdruck der
Genexpresson mit Hilfe des Differentia Display darzustellen. Aul3erdem soll das Vorhandensein
der messengerRNA vom Insulin-like-growth-factor-1, Insulin-like-growth-factor-binding-protein-2
und Epidermal-growth-factor-precursor in diesen Phasen mittels herkémmlicher RT-PCR Uberprift

werden.
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2 LiteraturUbersicht

2.1 Embryologie des Eileiters

Wahrend der Embryonaentwicklung werden anfangs sowohl der Wolff'sche Gang, ds auch der
Muller’sche Gang angelegt. Dieser wird zunéchst aus einer Rinne des Zolomepithels gebildet, ist
aso mesodermaer Herkunft. Im kraniden Bereich liegt er lateral des Wolff'schen Ganges,
Uberkreuzt ihn weiter kaudal und befindet sich somit im hinteren Bereich media. Im kranialen Tell
verkleben die Rander der Rinne und bilden so einen nach vorne, zur Bauchhohle offenen Gang. Im
kaudalen Bereich liegt der spéatere Miller'sche Gang zuerst ds solider Epithelstrang vor. Dieser
kandlisert dann und beide Seiten verschmelzen danach sowohl mit der Dorsawand des Sinus
urogenitalis, as auch, tierartlich verschieden welt, miteinander. Im weiblichen Geschlecht wird der

kranide Tell desMller’schen Ganges zum Eileter, der kaudale zu Uterusund Vagina.

2.2 Morphologie des Eileiters

Der Eileter ist in die Abschnitte Infundibulum, Ampulle und Isthmus gegliedert. Das trichterformige
Infundibulum geht in die relativ weitlumige Ampulle tber. Daran schliefdt sich der enge Isthmus an.
Die dazwischenliegende ampullo-isthmische Verbindung wird von keiner speziellen anatomischen
Struktur gebildet, hat aber die wichtige Funktion des Zurickhaltens der Oocyten bis zur
Befruchtung (HALBERT et d. 1988). Die Wand des Eileiters besteht aus Schleimhaut, Muskulatur
(auRen Langs, innen Ringmuskulatur) und Serosa. Die Mukosa bildet je nach Eileter-Abschnitt
eine unterschiedlich grof3e Anzahl von Langsfalten aus. Die Schleimhaut wird aus cilientragenden
Zdlen und Driusenzellen aufgebaut. FREDERICKS (1986) beschrieb zudem sogenannte ,,Peg-
Cdls’. Dabe konnte es sch um erschopfte Driisenzellen handeln. Das Mengenverhdtnis der
Zdlarten zueinander variiert je nach Abschnitt des Eileiters (kaudad snd mehr Drisen-Zelen
vorhanden) und Zeitpunkt des Zyklus. Die Lange der Zilienist im Ovulationszeitraum maximdl.
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2.3 Aufgaben des Eileiters

Nach der Paarung werden die Spermien im kaudalen Bereich des Eileiters bis zum
Ovulationszeitpunkt gespeichert. Sie schmiegen sich dabel dicht an die Schlemhautfaten an. In wie
weit der Eileiter die Kapazitation der Spermien beeinfluldt, it derzeit noch nicht geklart. Die
freigesetzten Oozyten werden vom Infundibulum aufgefangen und in Richtung Uterus transportiert.
Dieswird durch enen verstarkten Zilienschlag unterstiitzt, so dal3 die Oozyten nach kurzer Zat den
Bereich des Uberganges von Ampulle in den Isthmus erreichen (HUNTER 1974), wo auch die
Befruchtung gtattfindet. Beim Schwein dauert die Wanderung des Konzeptus durch den Eileiter
zwe Tage. In dieser Zeit sorgt das Ovidukt durch eine entsprechende Sekretion flr ein optimales
Milieu zur Weiterentwicklung. Dies geschient nicht nur durch die Beratstelung von Nahrstoffen
und Puffersubstanzen, sondern auch durch die Sezernierung von bestimmten Proteinen, die die
Genexpression im Embryo aktivieren und durch andere, die eine Immunreaktion des mitterlichen
Organismus auf das Fremdprotein unterdriicken (OLIPHANT 1986).

2.4 Sekretiondeistung des Ellaters

Das Eileitersekret enthét u.a. Mineralstoffe, Glucose, Lactat und diverse Proteine. ROBERTS und
Mitarbeiter (1975) stdlten fest, dal? die Proteinkonzentrationin der Eilaterfliissgket geringer ist ds
im Serum und zogen daraus den Schiuf3, dal? die Flissgkeit durch aktive Sekretion ins Lumen

gelangt.

AulRRerdem wurde beobachtet, dal3 sch sowohl die Menge ds auch die Zusammensetzung des
Sekretes wahrend des Brunstzyklus verandert (IRITANI et a. 1974). Zusétzlich wurde festgestellt,
dald im Sekret auch Substanzen vorhanden waren, die nicht im Serum vorkommen (BUHI et 4d.
1989). Daraus wurde geschlossen, dal3 diese Bestandtelle von den Schleimhautzellen sezerniert
werden. Solche spezifischen Proteine, z.B. (3-Glycoproteine, werden tellweise in Abhéngigkeit von
der Phase des Zyklus gebildet (MASTROIANNI et a. 1970; BRACKETT u. MASTROIANNI
1974). Beigpiele fir solche Proteine zeigt Tabelle 1. NIEDER und MACON (1987) gtellten bel der
Maus weitere Modifikationen in der Sekretzusammensetzung fest, je nachdem, ob Embryonen
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vorhanden waren oder nicht. Untersuchungen von equinen Eileterepithelkulturen dleine und in Co-
Kultur mit Spermien wiesen Unterschiede in der Proteinsynthese nach (THOMAS et d. 1995).
BUHI und Mitarbeiter (1989) fanden be Vergleichen von Zdlkulturen von gedeckten und nicht
gedeckten Schweinen dlerdings keine Unterschiede.

Tab. 1. Belspide von Proteinen, die nur in speziellen Zeitréumen im Eileiter nachgewiesen wurden

untersuchte Art | nachgewiesenes Protein nachgewiesener Zeitraum | Quelle
Schwein 335000, 115000-, 85000-Mr- | Prodstrus und Ostrus BUHI et 4.
Glycoprotein 1989
Schwein 60000-, 20000-Mr-Glycoprotein Diogtrus BUHI et 4.
1989
Schwein 100000-, 75000-, 85000-Mr-Ostrus- | Ostrus BUHI e 4.
assoziierte Proteine 1990
Rind Tissue Inhibitor of Metdlo- | postovulatorisch SATOH et d.
proteinases 1994
Schwein 97-kDa-Protein Ostrus WOLLEN-
HAUPT et d.
1995
Schwein Estrogen-dependent-oviducta Pro- bis Metastrus BUHI et 4.
secretory glycoprotein 1996
Schwein 97000-, 33000-Mr-Protein nach Estradiol-Behandlung | XIA et 4.
1996
Rind 18 kDa-acidic fibroblast growth|Ostrus GABLER et
factor a. 1997
Rind 16 kDa und 18 kDa-basc fibroblast | Prodstrus GABLER &
growth factor al. 1997
Schwein Tissue inhibitor of  Metdlo- | postovulatorisch BUHI et 4.
proteinases-1 1997
Schwein Plasminogen-activator-inhibitor-1 pramplantative Phase KOUBA «

a. 2000
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2.5 Genexpresson

In Sdugerzelen sind ca. 140.000 Gene vorhanden. Da in praktisch jeder Zelle die Ausstattung mit
DNA gleich ist, miissen fur eine unterschiedliche Funktion der Zellen verschiedene Gene aktiviert
werden, im Normadlfall zu jedem Zetpunkt ca. 15.000. Bei den meisten davon handelt es sich um
sogenannte ,, housekeeping-genes’, die in dlen Zellen zur Aufrechterhdtung der Zdlfunktion nétig
and. Nicht nur fir Entwicklung und Differenzierung (CAPECCHI 1994), sondern auch be

Alterungsprozessen und dem programmierten Zd ltod liegen spezifische Aktivierungsmuster vor.

2.5.1 Aufbau der DNA

Der Zdlkern nimmt ca. 10 % des Volumens der Zdlle ein. Durch eine Doppemembran, die durch
Poren unterbrochen it und mit dem Endoplasmatischen Retikulum in Verbindung steht, wird sain
Inhalt vom Zytoplasma abgetrennt. Dieses erméglicht es bel den Eukaryonten, im Gegensatz zur
Situation bel den Prokaryonten, eine posttranskriptiondlle Veranderung der RNA vorzunehmen.
Hierdurch kann die Zelle effektiver arbaten (ALBERTS et d. 1990).

Der Zdlkern enthdt das Chromatin und die sogenannte Kern-Matrix. Diese besteht aus speziellen
Proteinen und soll an der Transkription und Replikation beteiligt sein. Genaueres ist alerdings noch
nicht bekannt.

Das Chromatin besteht aus DNA, Histonen und Nicht-Histon-Proteinen (u.a. RNA-Polymerasen).
Bel den Histonen handdlt es sch um Proteine aus vielen kleinen, positiv geladenen Aminosauren,
die eine feste Bindung an die DNA bewirken. Sie haben eine globulére zentrale Doméne, einen
flexiblen aminoterminaden Arm und oft auch einen carboxyterminaden Arm. Die Histone bilden ein
Oktamer aus verschiedenen Bausteinen (H2A, H2B, H3, H4). Das Higon-Oktamer wird jewells
von zwel Windungen DNA umwickelt und bildet so das sogenannte Nukleosom (ISENBERG
1979, SMITH 1991). Zwischen den Nukleosomen befindet sich ein Stiick gerade DNA, die Linker-
DNA genannt wird (ARENTS und MOUDRIANAKIS 1993). Sie it durchschnittlich zwischen 1
und 80 bplang. Nach WU und Mitarbe tern (1986) wird die Bindungsafinitét der Histone zur DNA
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durch Acetylierung, Phosphorylierung und Methylierung modifiziert, was fir die Durchftihrung der
Reamplifikation wichtig ist.

In transkriptionsaktiven Bereichen liegt das Chrometin in einer wenig kondensierten Form vor, die
als Euchromatin bezeichnet wird. Daneben gibt es noch das sogenannte Heterochrometin (BROWN
1966). Es macht ca. 5-10% des gesamten Chromatins aus. Man kann zwischen kongtitutivem und
fakultativem Heterochromatin unterscheiden. Das kongtitutive it besonders héufig in den
zentromernahen, repititiven Bereichen, die ds Satelliten-DNA bezeichnet werden, vorhanden.
Dagegen wird das bei viden Tieraten inaktivierte zweite X-Chromosom ds fakultatives

Heterochromatin bezeichnet.

2.5.2 Aufbau der RNA

Im Gegensatz zur DNA liegt die RNA as Einzelstrang vor. Durch entsprechendes Falten werden
as Tertidrstruktur Schieifen ausgebildet. Ansgtatt von Thymin wird in der RNA Uracil eingebaut, das
sich wie Thymin mit Adenin paaren kann. Am 5"-Ende befindet sich eine sogenannte Cap-Struktur,
die die sofortige Degradation der RNA verhindet. Am 3-Ende ist be praktisch dlen
eukaryotischen mRNASs ein sogenannter Poly(A)-Schwanz vorhanden, der aus fast genau 250
Adenyl-Resten besteht. Er beschleunigt den Trandationsbeginn und bestimmt die mRNA-Stabilitét
(KELLER 1995; WAHLE und KELLER 1996).

Messenger-RNA  ohne Poly(A)-Schwanz wird vermutlich schnell abgebaut und wirde bel
Bestehenbleiben eine schlechte Matrize flr die Trandation abgeben (COLGAN et d. 1996).

Im Gegensatz zur zytoplasmatischen mMRNA enthdlt die gerade transkribierte mRNA noch
sogenannte Introns. Dies sind nicht codierende Bereiche von stark variierender Lange. Im Rahmen
des Genspleif3ens werden diese Bereiche entfernt (CHAMBON 1981), so dal3 letztendlich die reife
MRNA nur noch aus den codierenden Exons besteht.
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2.5.3 Transkription

Zunéchgt bindet die RNA-Polymerase an den Promotor. Hierbel handelt es sich um eine spezielle
DNA-Sequenz, zu der die RNA-Polymerase eine sehr starke Affinitdt hat. Er kann bestimmen,
welcher DNA-Strang transkribiert wird, well die Polymerase nur vom 5-Ende in 3"-Richtung
arbeiten kann. Stromaufwérts bel -25 (d.h. 25 Nukleotide oberhab von der Startstelle der
Transkription aus gerechnet ) liegt die sogenannte TATA-Box und bel -35 eine weitere konservierte
Sequenz. Je weniger Mutationen an diesen Stellen vorkommen, desto besser funktioniert der
Promotor. Sogenannte Transkriptionsfaktoren, die unabhangig von der Polymerase an die DNA
binden, sind bel Eukaryonten zur Erkennung des Promotorsnétig (BROWN 1984).

Nach der Bindung des Promotors werden die beiden DNA-Strénge voneinander getrennt. Um dabel

ein Verdrillen zu verhindern, wird ein Strang kurzzeitig gedffnet.

Eskommen drel verschiedene Klassen von Polymerasen, d.h. Enzymen, die die RNA synthetis eren,
in der Eukaryonten-Zdle vor. Klasse | synthetisert ribosomae RNA (rRNA), Klasse |1 synthetigert
MRNA und kleine RNAs (diese bilden im Kern mit Proteinen sogenannte ,smal nuclear
ribonucleoproteins® und vermitteln unter anderem das Spleif}en der RNA) und Klasse I
gynthetisert eine Reihe sehr kleiner stabiler RNAs. Die RNA-Polymerase |l beditzt mehrere
Transkriptionsainheiten (NEVINS 1983).

Nach dem Offnen des DNA-Stranges kann die Polymerase an diesem entlangwandern. Dabei
synthetisert die Polymerase Uber die Terminationssequenz hinaus und falt erst spéter ab. Zunéchst
wird dabel ein DNA-RNA-Hybrid gebildet. Dann wird der RNA-Strang abgeldst und die beiden
komplementdren DNA-Strange kénnen wieder untereinander Bindungen aushilden. Danach wird
vom 3 -Ende der mMRNA, an der Stelle, an der die Termination vorgesehen i<, ein nicht-kodierendes
Fragment abgespalten und direktim Anschiuld daran mittds Polyadenylierung der Paly(A)-Schwanz
angehdngt. Als Hinwes fur die Abspdtungsstele liegt die Sequenz AAUAAA vor und
stromabwaérts der Spatungsstelle entweder ein Poly-U-Stlick oder eine G- und U-reiche Sequenz
(WAHLE und KELLER 1996). Der entfernte Strang wird aufgrund der fehlenden Cap-Struktur
rasch abgebauit.



-17 -

Um das RNA-Molekil vor einem sofortigen Abbau zu schitzen, wird schon wéhrend der
Transkription, und zwar nachdem ca. 30 Nucleotide aneinandergehéngt wurden, am 5°-Ende des
neuen RNA-Stranges eine sogenannte Cap-Struktur angehéngt. Diese besteht aus einem 7-Methyl-
guanosinrest und Triphosphat. Die Verknipfung kann mit einer Methylierung weiterer Nukleotide
verbunden sein (SHUMAN und MOSS, 1990).

Nach Ausschleusung der mRNA aus dem Kern konnen weitere, s RNA-Editing bezeichnete
Prozesse ablaufen (SCOTT 1995). Hierbal wird die mRNA durch Insertion, Deletion oder

Substitution von Nucleotiden weiter verandert.

2.5.4 Differentielle Genexpression

Friher wurde vermutet, dal3 wéahrend der Differenzierung irreversbel genetische Informationen
verloren gehen wirden. Dies wurde aber dadurch widerlegt, dal3 nach Injektion der DNA aus
Darmzdlen von Fréschen in enukleierte Eizellen sich vollstandige Kaulquappen entwickelten.
(GURDON 1962). In letzter Zet ist der Bewes daflr, da3 aus etablierten Zelinien und
differenzierten Zdlen (,,Dolly*) nach ihrer Klonierung sogar intakte adulte Tiere entstehen kénnen
(CAMPBELL et al. 1996, WILMUT et a. 1997).

Tatsachlich erfolgt die Regulation der Genexpression hauptséchlich Uber die Kontrolle der
Transkription: In der Zele snd Gen-Regulatorproteine vorhanden, die an spezifische DNA-
Sequenzen binden. Diese konnen sowohl in der N&he des Promotors, as auch welt von diesem
entfernt liegen (DAVISON et a. 1983, WASYLYK 1988) und durch eine entgprechende
Schleifenbildung der DNA einen Einflufd auf den Promotor ausiiben. Man unterscheidet aul3erdem
noch zwischen DNA-Sequenzen, die die Aktivitdt vom gleichen oder von direkt benachbarten
Genen beainflussen (cis-acting), und Genen, die en Produkt hervorbringen, das die Expresson enes
Gens, daswoandersim Genom liegt, beainflufdt (trans-acting). Repressorproteine binden oft so, dal3
de den Promotor tellweise verdecken, so dal3 die Polymerase nicht binden kann. Hingegen
verbessern  Aktivatorproteine die Bindungsfahigkeit der Polymerase an den Promotor. Die
Regulatorproteine  (=Operon)  kénnen  z.B. durch  vorhandenes Substrat  enen
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Konformationswechsal durchmachen, der ihre Affinitét zur DNA erhdht oder erniedrigt.

In den Zdlen liegen die Transkriptionsfaktoren wahrend der meisten Zeit gebunden vor. Wenn die
Zdlle von einem Signd erreicht wird (z.B. durch Bindung eines Hormons an einen Rezeptor) wird
der entsprechende Transkriptionsfaktor freigesetzt und kann mit hoher Spezifitét im Promotor oder
Enhancer binden.

Die verschiedenen RNA-Polymerase |I-Startgtellen sind unterschiedlich effektiv, so dal?3 die
entsprechenden Gene m.o.w. haufig transkribiert werden (HASTIE und BISHOP 1976, LEWIN
1980).

Die cis-acting DNA besteht aus kurzen (10-12bp) Erkennungssequenzen, die mit spezifischen
Transkriptionsfaktoren interagieren kénnen (MANIATIS et d. 1987).

Somit kann die Zelle mit ihrer Genexpression sowohl auf externe (z.B. Substratabweichungen oder
Bindung von Liganden an Rezeptoren) ds auf interne Veranderungen reagieren, ohne dal? an den

differenzierten Zellen Genomveranderungen auftreten miissen.

2.6 Differentia Display

Hohere Organismen enthalten etwa 140.000 verschiedene Gene. Etwa 15.000 werden davon jewells
in der Zele exprimiert. Um Unterschiede in der Genexpresson von Zdlen festzustellen, wurde
zunéchst die subtraktive Hybridiserung verwendet. Hierbel wird von einer Probe die mRNA, von
der anderen die cDNA (nach reverser Transkription der mRNA) der zu untersuchenden Zdlen in
einem Gefdd zusammengebracht. Von den mRNAS, die in beiden Zdlen vorhanden sind,
hybridisert die entsorechende mMRNA mit der jewelligen cDNA. Der nicht-hybridiserende Rest
entspricht der mRNA, die nur von einer Zelle exprimiert wurde. Nachtelle dieser Methode sind der
Zeitaufwand und die Tatsache, dal3 immer nur zwel Proben miteinander verglichen werden konnen.
Abbildung 1 verdeutlicht die Methode der subtraktiven Hybridiserung und die Unterschiede zum
Differentia Display. 1992 veroffentlichten LIANG und PARDEE die Beschrelbung einer Methode,
die se ,Differentia Display” nannten. Hierbel wird die isolierte mRNA mittels eines 3"-Anker-
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Primers transkribiert. Die Primer haben dle ein 5°-Ende, das aus €f Thymidin-Resten besteht und
somit an den Poly(A)-Schwanz der mRNA binden kann. Am 3"-Ende sind an der vorletzten Stelle
die Nucleotide Adenin, Cytosin oder Guanin vorhanden. Als letzte Base kann aul3er diesen drel
Nukleotiden auch Thymin vorkommen. Als 5"-Primer wird in der DDRT-PCR ein Zufalsprimer
(Decamer) verwendet. Er bindet in unterschiedlicher Entfernung vom 3'-Primer, so dal3 die
unterschiedlich langen cDNA-Stlicke el ektrophoretisch aufgetrennt werden konnen.

|dedlerweise bindet der 5™-Primer in einer Entfernung von bis zu 500 bp, weil diese Grél3en auf dem
Gel am besten aufgetrennt werden kénnen. Die normae Lange einer gesamten mRNA betrégt
durchschnittlich 1,2 kb.



-20-

Subtraktive Hybridisierung

1. 2.
RNA RNA
cDNA RNA

Differential Display

1. 2. 3.
RNA RNA RNA
cDNA cDNA cDNA
PCR PCR PCR

Abb. 1: Vergleich der Methoden "subtraktive Hybridisierung" und "Differential Display"
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2.6.1 Technik des Differentid Display

2.6.1.1 RNA-Gewinnung

Die Gesamt-RNA ener Zelle gt sch as ein Gemisch aus mRNA, rRNA und tRNA dar. Nur die
fur das Differentid Display benttigte mRNA zeichnet sich durch einen Poly(A)-Schwanz aus. Da
die Downstream-Primer mit ihrem Poly(T)-Ende entsprechend kongtruiert sind, spidt es keine
Rolle, ob Gesamt-RNA oder sdektiv mRNA aus dem Probenmaterial isoliert wird (LIANG u.
PARDEE 1992; LIANG et a. 1993).

Vorteile der Gewinnung von Gesamt-RNA sind die grof3ere Menge (mMRNA macht nur einen Antell
von 5-10% an der Gesamt-RNA aus) und die Moglichkelt, die Integritét der isolierten RNA mittels
Gelelektrophorese anhand der Schérfe der 18 S- und 28S-rRNA-Banden zu Uberpr Ufen.

Die Schwierigkeit der RNA-Isolierung liegt darin, dal3 die RNA sofort nach der Zerstorung der
Zdlmembran von den ubiquitd&r vorkommenden Ribonukleasen abgebaut wird. Um dies zu
verhindern, mul3 zum enen die Kontamination der Proben mit Ribonukleasen durch geeignete
Mal3nahmen verhindert werden, zum anderen die Aktivitst der in der Probe vorhandenen
Ribonukleasen unterbunden werden. Dies wird i.d.R. durch Guanidinium Chlorid (COX 1968) oder
Guanidinium Thiocyanat (CHIRGWIN et d. 1979), die proteindenaturierend wirken,
bewerkstelligt.

Die RNA wird entweder durch Fdlung (Methode nach CHOMCZYNSKI u. SACCHI 1986),
durch Bindung an Séulen (zB. QIAGEN/RNessy Mini Kit™) oder durch Bindung an, mit
Antikérpern beschichtete, magnetische Kugeln (Dynabead™) isoliert.

Die Kontamination mit genomischer DNA wirde in der RT-PCR zu deren Vermehrung fuhren und
in der Elektrophorese fdsche Banden erzeugen. Deshdb muld die DNA vor der Reversen

Transkription mittels DNasen zerstort werden.
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2.6.1.2 Reverse Transkription

Zunéchgt war nur bekannt, dal? die Transkription von der DNA zur RNA dattfinden kann. Erst
pdter wurden Viren entdeckt, die den umgekehrten Weg beschreiten. Diese Reaktion wurde
Reverse Transkription genannt.

Am Anfang muf3 eine eingrangige Nukleinsdure vorliegen (be der DNA durch Trennung des
Doppestranges). Daran hybridisert ein Oligonukleotid, der Primer. Beim Differential Display wird
hierfir ein relativ wenig Basen umfassendes Stiick verwendet, das am 5'-terminden Ende €f mal
Thymin aufweist. Daran anschlief3end folgen zwel spezifische Basen. LIANG und PARDEE (1992)
verwendeten zunéchst Primer, bel denen an der vorletzten Stelle Adenin, Guanin oder Cytosin
vorhanden waren (ein weiteres Thymin wirde nur den Poly(T)-Tell verlangern) und am 3'-Ende dle
vier Basen. Durch die entsprechenden Kombinationen kamen sie somit auf zwolf verschiedene
Primer. In weiteren Untersuchungen (LIANG et a. 1993) beschrieben sie die Verwendung von nur
noch vier, sogenannten degenerierten Oligo-(dT)-Primern, bel denen die zweite Base vom 3'-Ende
an gerechnet unbestimmt ist, dso ein Gemisch der drel Nucleotide Adenin, Guanin und Cytosin
dargtdlt. Somit wurden dann Primer eingesetzt, die sich nur noch in der Base am 3'-terminaen
Ende unterscheiden. Nach Feststellung der Autoren sind bel der Verwendung der degenerierten
Primer nicht mehr Banden sichtbar as bel Verwendung von jewells einem Origina-Primer. Daraus
schlossen sie, dal? auch bel den nicht-degenerierten Primern FehlverknUpfungen auftreten. Der
Vortell i, dal3 die Verwendung von degenerierten Primern zu einer deutlichen Reduzierung der
notigen RT-Ansétze fuhrt.

Die Reverse Transkriptase besteht aus zwe Aktivitéten, ndmlich einer DNA-Polymerase und der
Ribonuklease H, die den RNA-Strang eines DNA-RNA-Hybrids zu 5 -phosphoryl Oligomeren von
2-30 Nucleotiden hilden kann (BERGER et d. 1983). Die Reverse Transkriptase kataysert die
Reaktion, in der die freien Nukleotide (Desoxy-Adenosntriphosphat (dATP), Desoxy-Thymintri-
phosphat (dTTP), Desoxy-Cytosintriphosphat (dCTP) und Desoxy-Guanosintriphosphat (dGTP))
mit ihrer 5'-Phosphatgruppe an die 3'-Hydroxylgruppe des vorhergehenden Nukleotids in Form
einer Esterbindung angehéngt werden. Die Basen Snd immer komplement& zum RNA-Strang.
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2.6.1.3RT-PCR

Beim Differential Display wird die herkdmmliche RT-PCR modifiziert verwendet. Das Template
besteht aus der mittels der reversen Transkription hergestellten cDNA. Das Problem hierbei ist, dal
von den aktiven Genen die mRNA in stark variierender Kopienzahl vorliegt. Die meisten mRNAS
treten in weniger as 15 Kopien in ener Zdle auf (LUCE und BURROWS 1998). Unter den
Bedingungen des Differentid Display wird die cDNA, die in grof3er Menge vorhanden ig,
bevorzugt amplifiziert. Oft beruhen aber Unterschiede in der Genexpression zweler Zelarten auf
einer unterschiedlichen Expresson von mRNA, die nur in wenigen Kopien in der Zelle vorkomimt.
Zudem mecht die ,Masser-mRNA" nur einen kleinen Prozentsatz der gesamten mRNA aus
(BERTIOLI et d. 1995). Somit kann nur die Gesamtmenge an eingesetzter cDNA optimiert

werden, nicht digenige flr das einzelne Gen.

Als Downgtream-Primer wird der schon in der Reversen Transkription verwendete Oligo-(dT)-
Primer eingesetzt. Im Gegensatz zur herkdmmlichen RT-PCR, die einen spezifischen Upstream-
Primer verwendet, und somit ein Produkt von konstanter Lange synthetisert wird, wird bel der
PCR des Differentia Digplay ein sogenannter Zufallsprimer eingesetzt. Da er moglichst unspezifisch
hybridiseren soll, umfal3t er nur wenige Basen. Die kritische Mindestlange sind hierbel neun
Nukleotide. Dabel werden dann 20 bis 30 detektierbare Banden erzeugt. Ba enem Dekamer and es
50 bis 100 (LIANG und PARDEE 1992), weshdb diese i.d.R. bem Differentid Display
Verwendung finden. Bel kirzeren Primern ist die Hybridiserung zwischen Primer und Template
nicht ausreichend stabil (BAUER et a. 1993).

Bel der Verwendung der Autoradiographie zur Detektion der elektrophoretisch erzeugten Banden
wird radioaktiv markiertes dATP in Konkurrenz zu unmarkiertem dATPengesetzt. Um den Einbau
von *S-dATP zu fordern, wird eine suboptimale Menge an dNTP verwendet. AulRerdem wird
dadurch die Spezifitét der Amplifikation erhoht (LIANG u. PARDEE 1992).

Die Elongationszeit ist vergleichsweise kurz (30 sec.), um die Synthese von kurzen Produkten im
Bereich von 100 bis 500 bp zu forcieren, die gut auf dem Sequenziergel aufgetrennt werden

kdnnen.
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AlsKontrolle mui3 auf jeden Fall eine Negativ-Kontrolle mitgefuhrt werden. Dabel wird in der PCR
die cDNA durch Wasser ersetzt. AulRerdem sollte der vollsténdige Verdau von genomischer DNA
vor der reversen Transkription Uberprift werden. Dazu wird ein PCR-Ansatz ohne vorherige

reverse Transkription gemacht.

Die Verifikation der Produkte, die mit spezifischen Primern amplifiziert werden, kann durch
Digegtion mit Redriktionsenzymen (NATHANS und SMITH 1975), im Southern Blot
(SOUTHERN 1975) oder mittels Sequenzierung (SANGER 1981) erfolgen. Im Differentiell
Display it dies nicht moglich, well keine speziellen Produkte amplifiziert werden.

2.6.2 Uberprifung der Genfragmente

Schon in der Ergtbeschrelbung der Methode schlagen LIANG und PARDEE (1992) die
Uberprifung der isolierten cDNA-Fragmente mittels Northern Blot vor.

Oft gibt es im Northern Blot dlerdings keine Signde. Dies wird auf diverse Ursachen
zurickgefihrt:  RNA-Konzentrationen unterhalb  der  Northern-Blot-Nachweisgrenze  und
Transkripte, die kirzer als 200 bp snd (LIANG et d. 1993), mehrere Uberlappende cDNA-Stiicke
in ener Bande (LI et d. 1994) oder die Isolierung eines Fragmentes, das im Bereich eines Introns
liegt (LUCE u. BURROWS 1998).

Nach SCHULTE (1994) liegt die Nachweisgrenze des Northern Blots bal 10-20 ug Gesamt-RNA.
Dies hebt den Vortell des geringen Bedarfs im Differentid Display wieder auf und ist bel vilen
Geweben nicht zu redliseren. Daher wurden weitere Methoden beschrieben, die deutlich geringere
RNA-Mengen benttigen:

WATSON und FLEMING (1994) beschrieben eine Methode der spezifischen RT-PCR. Se setzten
Oligo(dT)-Primer und Cap-Finder-Primer (die an die Cap-Struktur binden) ein und deckten somit
die gesamte RNA ab. Anschlief3end wurde in der PCR mit einem Primerpaar, das spezifisch fur die
Sequenz desisolierten cDNA-Fragmentesist, amplifiziert.

ROSS und Mitarbater (1997) versahen die gesamte cDNA mit Adaptermolekilen und
amplifizierten diese. Mit den Produkten wurde anschlief3end ein Southern Blot durchgeftihrt. Der
Vortell it hierbel, dal3 nur sehr geringe Mengen an RNA benétigt werden.
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2.6.3 Probleme des Differentia Display

Einer der Nachteile des Differentid Display ist, dal3 die DDRT-PCR nicht quartitativ ist. Eine
scheinbar differentielle Bande (d.h. auf dem Gel bel einer Probe gut, in den anderen Spuren nicht
sichtbar) bedeutet nicht, dal3 nur dort die mMRNA exprimiert wird, denn schon bel einem flnffachen
Konzentrationsunterschied tritt dieses Phénomen auf (BAUER et a. 1994). Dies wird dadurch
forciert, dal3 die Polymerase cDNA, die in grof3en Mengen vorkommt, bevorzugt amplifiziert, so
dal’ es dadurch zu scheinbaren Unterschieden in der Expression kommen kann. |m Gegensatz dazu
werden tatséchliche Unterschiede in der Genexpression zweier Zellarten héufig nicht sichtbar, wenn
die entsprechende mRNA nur in wenigen Kopien in der Zelle vorkommt und nicht genug
amplifiziert wird, um eine Bande zu erzeugen (BERTIOLI et d. 1995).

Die fasch pogtiven Banden ddlten den Hauptgrund fir die Modifikation des urspriinglichen
Differentiad Digplay-Protokolls dar. Inzwischen sind eine Unzahl von Verbesserungen ver6ffentlicht
worden, die oft aber neue Schwierigkeiten im Gefolge haben. Im Folgenden sollen beispiehaft
M odifikationen des urspriinglichen Protokolls dargestellt werden:

1) verwendete RNA:

Um ene Isolation von Introns ds differentile mRNA auszuschlief3en, verwendeten
SOMPAYRAC und Mitarbeiter (1995) bevorzugt zytoplasmatische RNA. Auch LUCE und
BURROWS (1998) ziehen zytoplasmatische RNA vor.

Die Verwendung von ausschliefdlicher Poly(A)-RNA hat sich nicht bewdhrt, weil es durch eine
Verschleppung von Oligo-(dT)-Fragmenten zu einer starken Hintergrundschwarzung kommt
(LIANG et d. 1995).

2) Reverse Transkription:

Die Verwendung von den Original-3'-Primern wurde schnell durch degenerierte Primer ersetzt.
Diese unterscheiden sich nur durch die endsténdige Base. Wéhrend LIANG und Mitarbeiter (1993)
angeben, dal3 die Zahl der Banden bel den Originaprimern und den degenerierten Primern in etwa
gleichigt, berichtet SOMMER (1994) von einer reduzierten Komplexitét der Banden auf dem Gd.
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3) PCR:
BERTIOLI und Mitarbeiter (1995) schlagen vor, die Konkurrenz zwischen den cDNA-Kopien
durch einfachere Templates und langere, d.h. effizientere und spezifischere, Primer zu verringern,

um so die Bevorzugung der ,, Massen*-RNA zu verringern.

LINSKENS und Mitarbeiter (1995) vermuteten, dal3 das haufig unterschiedliche Bandenmuster von
wiederholten Gelen an der grof3en Zahl von Zyklen mit einer niedrigen Annedling-Temperatur, die
somit wenig stringent sind, liegt. Deshab benutzten se Primer aus 22 Nukleotiden. Nur in den
ersten Zyklen wurde eine niedrige Anneding-Temperatur von 41 °C verwendet, anschlief3end
wurde die Anneding-Temperatur auf 60 °C erhdht. Damit konnte die Reproduzierbarkeit deutlich

erhdht werden.

Zufdlig ausgewahlte 5™-Primer zeigen die Neigung, die 3"-untrandatierte Region zu bevorzugen.
Dies kann dadurch verbessert werden, indem ausgewdhlte Primer mit einem A/T-Gehdt von
60-80 % verwendet werden, deren geringere Affinité durch die grof3ere Lange von 12-14
Basenpaaren ausgeglichen wird (GRAF et al. 1997).

Um die Anzahl der notigen Ansétze zu reduzieren, indem mehr Banden detektierbar gemacht
werden, verwendeten GUIMARAES und Mitarbeiter (1995) eine hohere 5 Primer-Konzentration
(d.h. 30 uM), eine Annedling-Temperatur von 32°C, einen Katstart und 40 Zyklen.

Be der Verwendung von *S-dATP kann es durch radioaktive Dampfe durch die Erhitzung zu einer
Kontamination des Thermo-Cyclers kommen. Bei der Verwendung von a-**P-dCTP soll dies nicht
der Fall sein (TRENTMANN et d. 1995).

4) Elektrophorese:

AN und Mitarbeiter (1995) benutzten datt radioaktiv markierter Nukleotiden die Chemi-
lumineszenz, die dch in anderen Bereichen as senstiv herausgestellt hat. Beim Differentia Display
koénnen 100-200 Banden auf dem Gel festgestellt werden, was etwa der radioaktiven Markierung
entspricht.
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5) Isolation der differentiellen Banden und deren Charakterisierung:

Beim herkdmmlichen Differential Display miissen die isolierten differentiellen Banden zweima
reamplifiziert werden. Die Sequenz wird danach in enem Vektor vermehrt und nach der
Préparation sequenziert. Bei der Reamplifikation tritt durchschnittlich ein falscher Baseneinbau pro
200 bis 300 Nukleotiden auf, so dal3 Sch die Fehler mit der Zahl der Zyklen der PCR summieren.
Auch bei den anschliefRenden Schritten kann es zu Anderungen der uspriinglichen Sequenz kommen
oder eine Kontamination stattfinden. Deshab wére eine direkte Sequenzierung der Produkte nach
der Reamplifizierung der differentiellen Banden sehr wiinschenswert. WANG und FEUERSTEIN
(1995) hidten dies so fur nicht moglich, well die Primer zu kurz sind. Durch eine Verlangerung der
urspriinglichen Primer um neun Basen (5™-Primer) bzw. um acht Basen (3"-Primer) jewells am 5'-
Ende (EcoRI Site fir den 5™-Primer und BamHI Site am 3-Primer)bei der Reamplifikation konnten
ge direkt sequenzieren. Sie geben an, dal? jegliche Sequenz zur Verlangerung verwendbar ist. Die
Annedling-Temperatur betrug bel der Reamplifikation 42 °C.

Demgegeniiber sequenzierten BUESS und Mitarbeiter (1997) direkt nach der Reamplifikation, die
mit den kurzen Differential-Digplay-Upstreamprimern durchgefiihrt wurde. Die Sequenzierreaktion
wurde dafir folgendermal3en modifiziert: 96°C fir 30 sec., 40°C fur 15 sec. und 60°C fur 4 min.
mit insgesamt 25 Zyklen.

Eine andere Methode der direkten Sequenzierung von differentiellen Banden verwendeten
REEVES und Mitarbeiter (1995): Die extrahierte cDNA wird in ein PCRfragment cloning vector
pCRTMII™ (Invitrogen) ligiert und danach mit einem poly(dT)Primer und einem T7 Promotor
Primer reamplifiziert. Die cDNA konnte anschlief3end direkt sequenziert werden.

Die euierten differentiellen Banden stellen oft nicht nur eine Sorte cDNA dar, sondern vielfach
handelt es sich um ein Gemisch aus verschiedenen cDNAS, die aber die gleiche Grof3e aufweisen.
Dies kdnnte ein Grund fr das Auftreten von falsch-postiven Banden sein. SMITH und Mitarbeiter
(1997) beschreiben ein Verfahren, mit dem de die einzelnen Bestandtelle der Banden schnell
identifizieren konnen. Dabel wird bel der PCR zunéchst mittels entsorechender Primer cDNA
hergestdlt, die am 3'-Endefluoreszenzmarkiertist. Die aus dem Gd extrahierte cDNA wird mit den
gleichen Primern reamplifiziert und anschlief3end mit Restriktionsenzymen verdaut. Die heterogenen
fluoreszenzmarkierten 3’-Enden werden danach elektrophoretisch aufgetrennt, wobei jede cDNA
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nach dem Verdau eine andere Grole (=Lange) bedtzt. Somit it dann die Anzahl der zu
anaysierenden verschiedenen Kolonien bekannt, wenn die cDNA kloniert wird.

Beim Differentia Display entsteht, bedingt durch die Primer, ein Produkt, das nur die maxima
ersten 300 Basen am 3'-Ende représentiert. Dies it beim Vergleich mit Sequenzen in der Genbank
zu beachten. Es handdlt sich dabel i.d.R. um die 3"-untrandatierte Region, so dal? die Sequenzen der
differentiellen Banden oft nicht in der Genbank registriert snd. Aul3erdem variieren die Sequenzen
gark von Organismus zu Organismus Deshdb andyserten SOMPAY RAC und Mitarbeiter (1995)
schrittweise die gesamte Lange der entsprechenden mRNA.

2.6.4 Sengitivitét des Differentia Display

Bel der Ergbeschreibung der Methode des Differentid Display gingen die Autoren von einer
grof3en Sengttivitét aus. I|hnen gelang der Nachwels eines Thyminkinase-cDNA-Fragmentes bel der
Maus, dasin nur 30 Kopien pro Zelle vorliegt (LIANG u. PARDEE 1992).

Spéter kam es zu Zwefeln an der hohen Sengtivitét, as be definierten Transkripten, deren
Expression in einem biologischen System bekannt war, die erwarteten differentiellen Banden nicht
auftraten. Dieses Problem spidte besondersbel cDNA, die nur in wenigen Kopien vorlag, eine Rolle
BERTIOLI und Mitarbeiter (1995) konnten bei Untersuchungen an Pflanzen trotz tellweise grof3er
morphologischer Unterschiede keine differentiellen Banden feststellen. In anderen Experimenten
konnten nur dann differentielle Banden nachgewiesen werden, wenn es sich um mRNA-Arten
handelte, die in mittlerer bis hoher Kopienzahl vorlag.

Durch die Summe von klenen Fehlern bal der Amplifikation entstehen oft fasch postive
differentille Banden. Dadurch sind differentidle Banden bei Wiederholungen mit 20-40%
Wahrscheinlichkelt nicht reproduzierbar (BAUER et d. 1994). SUN und Mitarbeiter (1994) geben
den Prozentsatz von fasch-positiven differentiellen Banden mit mehr as 70% an. Dagegen sollen
Banden, die bel einer Wiederholung reproduzierbar waren, mit 90 % Wahrscheinlichkelt auch bel
weiteren Kontrollen auftreten (BAUER et d. 1994). Die Wahrscheinlichkeit von falsch-postiven
differentiellen Banden kann aul3erdem dadurch verringert werden, dal? jede Probe im Doppeansatz
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aufgetragen wird (SOMPAY RAC et a. 1995, LUCE u. BURROWS 1998).

Nach LI und Mitarbeitern (1994) kann die Tatsache, dal3 es sich oft nicht um eine einzelne cDNA-
Bande handdt, sondern aus mehreren Uberlgppenden, die Ursache daflr sein, dal3 differentielle
Banden hdufig im Northern Blot nicht wiedergefunden werden. Entweder ist dann gar kein Signal

vorhanden oder esigt in den verglichenen Proben nicht unterschiedlich.

Die Wahrscheinlichkeit, dal3 mit Hilfe des Differentid Display ein neues Gen entdeckt wird, ist
gering. In den meigen Fdlen handdt es sch um Gene, die keinen Einfluld auf den Unterschied
zwischen den untersuchten Zellen haben.

2.6.5 Weitere Methoden

Be der (Re-)Kontamination der Proben mit genomischer DNA wird diese wie die cDNA
amplifiziert und verursacht dann bel der Elektrophorese Banden. Im Gegensatz zum Differentia
Display ist die sogenannte RAP-PCR (RNA-arbitarily primed PCR) unempfindlich gegentiber einer
Kontamination mit genomischer DNA. Esentsteht nur ein Hintergrund-Grauschleier (WELSH et d.
1992). Die Methode dient hauptséchlich zum Mapping von Genen mit unbekannter Sequenz
(WILLIAMS et d. 1990). Das Prinzip besteht darin, dal3 zwel Zufallsprimer verwendet werden, die
aus jewells 20 Basen bestehen. Im ersten Zyklus wird mit einer niedrigen Temperatur von 37-42 °C
ein wenig stringentes Annedling vorgenommen. Die restlichen Zyklen haben eine Anneding-
Temperatur von > 50 °C, so dal? es hoch-gringent ist (BUCHNER u. MCKENZIE 1995).

Auf der Basis der subtraktiven Hybridiserung berunt die Representational Difference Andyss
(RDA) von cDNA. Dies hat den Nachteil, dal3 nur zwel Proben miteinander verglichen werden
koénnen. Demgegentiber it die RDA-cDNA im Gegensatz zum Differential Digplay schnell, sehr
sengtiv und unempfindich gegentiber fasch postiven Ergebnissen (HUBANK u. SCHATZ 1994).
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2.7 Wachstumsfaktor-System

2.7.1 Insulin-like-growth-factor

2.7.1.1 Entdeckung

Die Somatomedine wurden entdeckt, als man feststellte, dal3 die Gabe von Wachstumshormon
(=Somatotropin) bel In-vitro-Kulturen von Muskelzellen und Chondrozyten keinen Effekt erzeugte.
Dies gand im Gegensatz zu Ergebnissen be hypophysektomierten Ratten, bel denen die
Subgtitution von Someatotropin  normaes Wachstum bewirkte. Daraus schlol3 man, dal3
Somatotropin seine Wirkung tiber M ediatoren ausiiben muf3te, die zunéchst Somatomedine genannt
wurden (SALMON u. DAUGHADAY 1957). Se wurden spéter in Insulin-like-growth-factor
umbenannt, well de aulRerdem Insulin-dhnliche Wirkungen haben, aber nicht durch Antikorper
gegen Insulin gehemmt werden kénnen (FROESCH et d. 1963).

2.7.1.2 Struktur und allgemeine Wirkung

IGF-1 igt ein aus 70 Aminosiuren bestehendes Protein. Das porcine IGF-1 ist nach TAVAKKOL
und Mitarbeitern (1988) identisch mit dem humanen IGF-1.

IGF-2 it aus 67 Aminosauren aufgebaut. Das |GF2 von Schweinen gleicht dem humanen bis auf
eine Aminosdure (FRANCIS et a. 1989).

Beide snd in vier Doménen aufgetellt. Doméne A und B sind jeweils mit den entsprechenden von
Insulin gleich. Die Doméne C entspricht dem verbindenden Peptid des Pro-Insulins und Doméne D
hat keine Engprechung im Insulin (Abb. 2).
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|GF-1.
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFYFNKPT ~ GYGSSSRRAPQT  GIVDECCFRSCDLRRLEMYCA  PLKPAKSA

|GF-2:
YRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFYF SRPASRVNRRSR  GIVEECCFRSCDLALLRTYCA  TPAKSE

Domane: B C A D

Abb.2: Aminosiuresequenz vom porcinen |GF1 und IGF-2

Durch unterschiedliche Prozesserung kommt es zur Bildung von sogenanntem , truncated | GF-1°.
Ihm fehlen die ersten drel Aminosauren am aminoterminalen Ende. Es kommt u.a. im Uterus von
Schweinen (OGASAWARA et d. 1989) und im Kolostrum von Rindern (FRANCIS et d. 1988)
vor. Interessanterweise soll die biologische Aktivitét dieser Form bis zu zehn ma hoher sain ds
beim normalen |GF-1.

Sowohl IGF1 ds auch IGF2 dnd in die metabolische Regulation von Wachstum und
Reproduktion eingebunden, indem sie die Synthese und Sekretion von Proteinen beeinflussen. 1GF-
2 scheint dabei besonders im fetalen Lebensabschnitt wichtig zu sein. Bel Ratten und Lammern fallt
die IGF-2-Konzentration zur Geburt hin sark ab (MOSES et d. 1980; GLUCKMANN wu.
BUTLER 1983). Bam Menschen dnkt der IGF-2-Spiegel dagegen nicht ab. Beide
Wachstumsfaktoren sind in smtlichen Korperflissgkeiten sowie in diversen Geweben vorhanden
und Uben endokrine, parakrine und autokrine Funktion aus. IGF-1 hat einen mitogenen Effekt auf
Fibroblasten und Epithelzellen. Er bewirkt aulRerdem eine erhdhte Zdllteilung und -differenzierung
(ZAPF u. FROESCH 1986).

IGF-1 wird von Somatotropin (SCOTT et d. 1985), Insulin (JOHNSON et a. 1989), Prolactin
(MURPHY et d. 1988), Gonadotropinen (HSU u. HAMMOND 1987) und Ostrogenen (HSU u.
HAMMOND 1987) beeinfluft.

Das grofdte Reservoir fur PlasmalGF-1 igt die Leber. Das Wachstumshormon beeinflul3t dort die
Synthese entsprechender mRNA.
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Der IGF-Rezeptor bindet sowohl IGF-1 ds auch IGF2, wobel die Affinitéa fur letzteren aber
geringer igt. IGF-2 kann aul3erdem an den Mannose-6-Phosphat-Rezeptor binden, der damit auch
an manchen |GF-2-Wirkungen beteiligt ist. Der |GF-Rezeptor gehdrt zur Gruppe von Rezeptoren
mit Thyrosin-pezifischen Proteinkinasen. Das heif3t nach Bindung eines Liganden wird die
terminde Phosphatgruppe vom ATP auf die Hydroxylgruppe enes Thyrosnrestes eines
spezifischen Proteins Ubertragen.

Zuerst wurde bei Ma&usen entdeckt, dal3 die Expression des IGF-2 dem ,,Imprinting” unterliegt (DE
CHIARA et d. 1991). Es kommt nur zur Aktivierung des Allels , das vom Vater sammt. Beim
|GF-2-Rezeptor wird dagegen das mitterliche Alld exprimiert (BARLOW et a. 1991). Das
Imprinting muf3 aber nicht smtliche Gewebe gleichermalen betreffen. Bei der Maus fehlt esin der
Leptomeninx und im Plexus chorioideus, so dal3 das miitterliche und véterliche Gen aktiviert wird
(DE CHIARA et d. 1991). Auch in bestimmten Tumoren funktioniert das Imprinting des IGF-2
nicht (OGAWA et al. 1993, FEINBERG 1993).

In Fissgkeiten sind die IGFs an sogenannte | GF-binding-proteins (IGFBP) gebunden (BAXTER
und MARTIN 1989). Insgesamt sind sechs verschiedene Bindungsproteine identifiziert worden
(IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-5 und IGFBP-6). Se kdnnen anhand der
verschiedenen Moleklilgrofe unterschieden werden und bestehen jewels aus mehreren
Untereinheiten. IGFBP-3 bis -6 liegen glykosyliert vor. Alle kdonnen prinzipiell sowohl IGF1 as
auch | GF-2 binden, haben aber unterschiedliche Affinitéten zu beiden Proteinen.

|GFBP-2 wurde zuerst in BRL-3A-Zdlen isoliert (MOTTOLA et d. 1986). MONDSCHEIN und
Mitarbeiter (1990) identifizierten in Granulosazellen von Schweinen mittels Antikorpern eine Bande
von 34 kDa ds IGFBP-2. Es igt nicht Somatotropin-abhangig. Das IGFBP-2 des Rindes hat eine
héhere Affinitét zu IGF-2 dszu IGF1 (BOURNIER et a. 1992).

|GFBPs sollen:

» en Plasma-Resarvoir darsellen, wodurch die Halbwertszeit von IGF-1 und IGF-2 verlangert
wird (ZAPF et al. 1986)

* den Organismusvor der Insulin-Wirkung von freaem | GF schiitzen (ZAPF et d.1986)

* den Trangport durchs Endothel ermdglichen (BAR et a. 1990)
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o die IGF-Wirkung an der Zelle modulieren ( CLEMMONS et a. 1986; RITVOS et a. 1988;
DEMELLOW und BAXTER 1988; BLUM et d. 1989). Beispielsweise erhdhen IGFBPs die
Wirkung beztiglich DNA-Synthese von IGF-1 auf Fibroblasten (ELGIN et a. 1987).

2.7.1.3 Vorkommen und Wirkungen im Genitatrakt

a) Ovar

Bem Schwen ig die IGFBP-2-Konzentration in kleinen Ovarfollikeln héher ds in grof3en
(MONDSCHEIN et a. 1991). Es ergeben gch aber keine Schwankungen im mRNA-Gehalt
wéhrend des Zyklusverlaufs (SAMARAS et d. 1991).

IGF-1 und Insulin stimulieren die Produktion von IGFBP-2 und -3 im Ovar, was durch |GF-2 nicht
der Al ist (GRIMES und HAMMOND 1992).

| GFBPs hemmen am Ovar die FSH-Wirkung (Ul et a. 1989).

b) Eileiter

Bel Schweinen wurde mittels Katheteriserung die Eileterfliissgkelt gesammelt. Bei den Tieren war
im Ogtrus der IGF1 und -2-Gehdt erhoht. Dies gat auch firr die Serumgehdte im Ostrus
(WISEMANN et a. 1992).

c) Uterus

Ostrogen regt die Produktion von IGF-1 stark an. SIMMEN und Mitarbeiter (1990) applizierten
prépuberalen Schweinen Ostrogen. Kurz danach konnte im Uterus eine erhdhte 1GF-1-
Konzentration festgestellt werden. Es kommt auch bel tréchtigen Schweinen um den Tag 12 herum
zu ener Anreicherung von IGF-1 in der Uterudfliissigkeit, well zu dieser Zeit der Embryo mit einer
massiven Ostrogen-Produktion beginnt (GEISERT et a. 1982). Auch SAHLIN und Mitarbeiter
(1990) stellten eine Erhdhung desmRNA-Gehd tes durch Ostrogenim Uterusfest.



SIMMEN und Mitarbeiter (1990) erhidlten bel ovariektomierten Schweinen nach Progesteron-
Applikation einen, im Vergleich zur Kontrolle, erhdhten Wert an IGF-1, der aber niedriger war, as
derjenige nach Ostrogengabe. LETCHER und Mitarbeiter (1989) stellten bei trachtigen Schweinen
ab Tag 8 einen Gehdlt von ca. 20 ng IGF1/ g Uterusgewebe fest. Die entsprechende mRNA stieg
be diesen Tieren bis Tag 12 an. Be zyklischen Schweinen lag die |GF-1-Konzentration zwischen
15 und 20 ng/g Uterusgewebe. SSIMMEN und Mitarbeiter (1992) untersuchten an jedem Zyklustag
dre Schweine hingchtlich |GF1-gpezifischer mRNA im Uterus. Am Tag O war der Gehdt am
geringsten und stieg dann bei zyklischen und tréchtigen Tieren gleichermal3en bis Tag 12 an. Nach
diesem Maximum sanken die Werte in beiden Gruppen wieder ab. Die mMRNA-Konzentration lag

bel den tréchtigen Tieren immer Uber derjenigen der zyklischen.

Im Uterus von ovariektomierten Schweinen ist nach Progesterongabe sehr viel mRNA des | GFBP-
2 nachzuweisen (SIMMEN et d. 1990). Dagegen zeigte sich bei intakten zyklischen Schweinen ein
anderes Bild. Bel t&glichen Untersuchungen wahrend des Zyklus stellen SSIMMEN und Mitarbeiter
(1992) fest, dal? der IGFBP-2-Gehdtim Ostrus am hochsten war. Er fid dann stark bis zum Tag 10
ab, um dann wieder zum néchsten Ostrus hin anzusteigen. Auch tréchtige Schweine zeigten diesen
Verlauf, wobel sich der IGFBP-2-mRNA-Gehdt ab Tag 12 sehr stark erhthte und deutlich Gber
dem der zyklischen Schweine lag.

Der Gehdt von IGF und der entsprechenden mRNA mul3 nicht immer Ubereinstimmen.
Beispidsweise wurde in Untersuchungen bel Kiihen zwar ein Angtieg im Gehdt von IGF1 und -2
im Endometrium vom Pro- bis Metdstrus gefunden, aber keinen Angtieg von entsprechender
mRNA, so dal3 die Erhdhung durch einen Ubertritt vom Serum zustande gekommen sain mui
(GEISERT et a. 1991).

Relaxin bewirkt am Genitaltrakt Wachstum. Bel den Granulosazellen wird dies durch IGF-1
vermittelt. Im Uterus bewirkt eine Relaxin-Gabe keine Zunahme von |GF-1- oder -2-mRNA. Aber
die Menge an IGFBP-2 und -3 in der Uterusfliissigkeit steigt an. Auch eine vermehrte Bindung von
|GF-1 an den Rezeptor findet nicht statt (OHLETH et d. 1997).
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Be Schafen it in der Uterusflissigkeit be zyklischen Tieren mehr IGF-1 vorhanden as bel
tréchtigen. 1IGF-2 it be zyklischen und tréchtigen Tieren gleich vie vorhanden, mit einem
Maximuman Tag 14 (KO et d. 1991).

d) Frichte

Bel Schweinen wurde IGF1 und -2 ds wichtig fur die Entwicklung des Fotus gefunden (SSIMMEN
et al. 1990). Uber den | GF-Rezeptor auf den Trophodermzelen kann er das | GF binden (CORPS et
al. 1990). Aul%erdem exprimieren Schweineembryonen an den Tagen 12 bis 16 geringe Mengen an
| GF-1-spezifischer mRNA (LETCHER et al. 1989).

Schweineembryonen reagieren in vitro auf eine IGF1-Gabe mit einer Erh6hung der Aromatase-
Aktivitat (HOFIG et al. 1991).

KO und Mitarbeiter (1991) beobachteten, dal3 IGF1 und IGF-2-Applikation (beides zusammen)
be 13 Tage dten Schafembryonen zu einer Sekretion von Trophoblast-Protein-1 fihrt, das beim
Schaf zur Erkennung der Tréchtigkeit wichtigist.

2.7.2 Epidermal-growth-factor

2.7.2.1 Struktur und algemeine Wirkung

Der EGF-precursor besteht aus 1200 Aminosauren. Daraus entsteht das EGF, das 53 Aminosduren
umfaldt. Der Rest des Precursors besteht aus mehreren Elementen, die z.T. Uber die Spezies hinweg
hoch konserviert snd (JORGENSEN et a. 1998). Daraus kann man schlief3en, dal3 sie selbst auch
eine biologische Funktion haben. Aul3erdem enthdt der EGFprecursor u.a. eine Sequenz, die
charakteristisch fur ein Membranprotein is. MROCZKOWSKI und Mitarbeiter (1989) konnten
nachweisen, dal? der EGF-precursor daher tatséchlich s Membranprotein existieren kann.

EGF-Rezeptor: Nach der Bindung von EGF an den extrazelluldren Teil des Rezeptors wird im
intrazelluldren Bereich die Aktivitét der Tyrosin-Kinase erhoht.
Neben dem EGF bindet auch der Transforming-growth-factor (TGF-a) an den EGF-Rezeptor. Das
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TGFa gdlt en sruktureles und funktioneles Homolog zum EGF dar. Hingchtlich der
Funktionen und Wirkungsstérke in verschiedenen Geweben gibt es aber Unterschiede zwischen
EGF und TGF-a. Daher kommen beide Wachstumsfaktoren z.B. im Eileitergewebe wahrend der
einzelnen Zyklusphasen in einem variierenden Verhdtnisvor (LEI u. RAO 1992).

Das EGF kann zum einen direkt auf Gene, die die Zdlproliferationen kontrollieren, einwirken. Dies
geschieht innerhab von kurzer Zeit und bedarf keiner Proteinsynthese. Zum anderen wirkt es
indirekt auf Gene, die selbst vom Wachstumsstatus der Zdlle reguliert werden. Dies beansprucht
mehrere Stunden und ist an eine spezielle Proteinsynthese gebunden. Neben der Zédlproliferation
(COHEN u. CARPENTER 1979) und erhthten DNA-Synthese (HOLLENBERG wu.
CUATRECASAS 1973) konnte auch festgestellt werden, dal? das EGF auf Gene Einflufd nimmt,
die kein Wachstum bewirken. SCHONBRUNN und Mitarbeiter (1980) wiesen dies zuerst an der
erhohten Prolaktinsynthese von Hypophysentumor-Zellkulturen nach. Spéter konnten auch EGF
Wirkungen bel der Steroid- und Prostaglandin-Synthese festgestdllt werden (JONES et d. 1982,
MITCHELL 1987).

2.7.2.2 Vorkommen und Wirkungen im Genitatrakt

a) Ovar

Mittels RT-PCR konnte EGF-mRNA in Schweineoozyten nachgewiesen werden, in Kumulus-,

Granulosa= und Thekazellen war sie nur ganz wenig vorhanden. Bel der EGF-Rezeptor-mRNA

verhigt es9ch genau umgekehrt (SINGH etal. 1995).

b) Eileiter

Nach TIEMANN und HANSEN (1995) stimuliert EGF das Wachstum und die DNA-Synthese von

Eilaiterzelen.

KENNEDY und Mitarbeiter (1994) untersuchten mittels RT-PCR das Vorkommen von mRNA
von EGF-Rezeptoren und EGF im Eileiter. Sowohl fir den Rezeptor as auch fur das EGF konnten
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Banden zu alen untersuchten Zetpunkten bel zyklischen (Tag 4, 13, 15 und 20) und tréchtigen
(Tag 10, 12, 14, 18 und 22) Schweinen festgestellt werden.

WOLLENHAUPT und Mitarbeiter (1997) untersuchten mittels Histochemie Eileiter und
Endometrium von Schweinen auf das Vorhandensain von EGF-Rezeptoren. An Tag 1 des Zyklus
wurden im Eileiter Konzentrationen von 22,4 fmol/ mg Protein, am 6. Tag 11,0 fmol/ mg Protein
und am 12. Tag 16,0 fmol/ mg Protein gemessen. Die Unterschiede waren nicht signifikant.
AuRBerdem wiesen de nach, da} der EGFRezeptor besonders am gpikden Ende der
Eileiterepithelzellen lokaligert ist. Dies gelang auch SWANCHARA und Mitarbeitern (1995) mittels
Huoreszenz-Assays. Sie untersuchten am Tag 2 des Zyklus gedeckte (=tréchtige) und ungedeckte
(=zyklische) Schweine. Im Eileiter konnten sie sowohl in der Ampulle as auch im Isthmus EGF
nachweisen (13,91 bzw. 12,53 ng EGF/ml be zyklischen bzw. trachtigen Schweinen im der
Ampulle, 16,21 bzw. 14,27 ng EGF mg im Ishmus). Wie aus den Daten erschtlich i,

unterschieden sich auch jewells die Gehalte bei zyklischen und tréchtigen Tieren kaum.

WOLLENHAUPT und Mitarbeiter (1999) untersuchten bei tréchtigen Schweinen das V orkommen
des EGF-Rezeptors im Eileiter. Dabal wurden an Tag 1 sehr hohe Proteinkonzentraionen gemessen
(42,6 fmol/mg Protein). Sie fielen bis zum Tag 12 deutlich ab (6. Tag: 21,6 fml/mg Protein; 12.Tag
17,1 fmol/mg Protein). Hingchtlich EGF-mRNA wurden am Tag 1 relativ niedrige Werte
gemessen. Siewaren an Tag 6 und 12 be zyklischen und an Tag 6 bel tréchtigen Schweinen hoher.

c) Uterus

WOLLENHAUPT und Mitarbeiter (1999) stellen bel tréchtigen Schweinen vom Tag 1 zu Tag 6
zunéchst eine Erhdhung der EGF-Rezeptor-Proteinkonzentration fest (von 14,7 fmol/mg Protein
auf 29,0 fmol/mg Protein). Bis Tag 12 kam es dann zu einem leichten Absinken auf 27,5 fmol/mg

Proten.

EGF erhoht die Proliferation von Zellen des Endometriums beim Menschen (HAINING et 4d.
1991).
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Die EGF-Rezeptor-Dichte an den Stromazellen wird bei Zdlkulturen von humanem Endometrium
durch die Zugabe von Ostrogen und Progesteron gefordert. Bei den Driisenzellen konnte nur dann
eine Erhohung der Rezeptordichte bewirkt werden, wenn Ostrogen und Progesteron zusammen
appliziert wurden. Die Affinitét des Rezeptors fur EGF wurde nicht verdndert (WATSON et 4d.
1996).

Nach GARDNER und Mitarbeitern (1987) kann die Zugabe von EGF eine Erhthung der
Uteruskontraktionen in vitro bewirken.

d) Frichte:

EGF hat einen mitogenen Effekt auf ektodermae und mesodermde Zdlen (GOSPODAROWICZ
1981; GROVE u. PRATT 1984).
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3 Materia und Methoden

3.1 Allgemeine Mal3nahmen

Um eine Kontamination der Proben mit RNasen zu verhindern, wurden in alen Schritten sterile
Einmalhandschuhe benutzt. Die Gefdl3e und Gebrauchsgegenstande wurden vor der Benutzung bel
121°C autoklaviert.

Wenn nicht anders erwahnt, wurden die Proben wéhrend des Pipettierens auf Eis gelagert.

3.2 Tiermaterid

Die Proben fiir den ersten Tell der Versuche wurden von Schlachtschweinen gewonnen. Das gleiche
gilt fir die Proben von funf prépuberden Tieren im zweiten Tell der Versuche. Es handdte sich
hierbel um Hybrid-Schweine der Rassen Deutsches Edelschwein x Deutsche Landrasse mit einem
Gewicht von ca. 100 kg Korpergewicht. Die Zyklusstadien der Tiere (prapuberal, Ostrus,
Blitegelbkorper) wurden anhand des Ovarbefundes diagnostiziert.

Im zweiten Teil des Versuchs wurden die Proben aus dem Ostrus und der Gelbkérperphase von
jewellsfunf peripuberalen Schweinen gewonnen. Den Tieren wurde 800 |.E. PMSG, sowie nach 48
Stunden 500 |.E. hHG injiziert. Die Sauen wurden zwei (Ostrus) bzw. zehn Tage (Bliitegelbkorper)
Spéter geschlachtet.

Die Anzahlen der untersuchten Tiere zagt Tabdlle 2.

Tab.2: Anzahl der verwendeten Tiere (=Proben) pro Zyklusstadium

Versuchsgruppen Anzahl der Tiere

Erger Teil der Versuche

prapubera 1

Ostrus 1

BlUtegelbkorper 1
Zweiter Teil der Versuche

prapubera 5

Ostrus 5

BlUtegelbkorper 5
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3.3 Chemikaien und songtige Hilfamittel

Eswurden folgende Chemikalien und Kits verwendet:

[dpha-*s|dATP >1000 Ci/mmol; ICN, Meckenheim

Acrylamid; Sigma, Delsenhofen

Agarose dectrophoresis grade; Life-Technologies, Karlsruhe
Ammoniumpersulfat reingt; AppliChem, Darmstadt

Ampuwa, Fresesnius, Bad Homburg

Borsaure pro analys; Merck, Darmstadt

Bromphenolblau; Sigma, Deisenhofen

Chloroform pro analys; AppliChem, Darmstadit

Deoxynucleosde Triphosphate Set; Boehringer, Mannheim
Desoxyribonuclease |, Amplification Grade; Life-Technologies, Karlsruhe
Dimethylformamid; Sigma, Deisenhofen

DNA Clean Kit; Angewandte Gentechnologie Systeme GmbH, Heidelberg
EDTA-Dinatriumsaz-Dihydrat; AppliChem, Darmstadt
Essgsdure 100 %; Merck, Darmstadt

Ethanol 96% reinst; Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid; Sigma, Delsenhofen

Formaldehyd 37%; AppliChem, Gaterdeben

Formamid, Sigma, Delsenhofen

Glycerol; Serva, Heidelberg

Glycogen; Boehringer, Mannheim

Guanidinium-Thiocyanat research grade; Serva, Heldelberg

IPTG; Sigma, Deisenberg

| soamylakohol; AppliChem, Darmstadt

| sopropanol pro analys wasserfrei; AppliChem, Darmstadt
3-Morpholinopropansulfonsiure Gehat >99%; Merck, Darmstadt
N- Lauroylsarcosine Sodium Salt; Sigma, Deisenhofen

Natrium Chlorid pro anadys; Merck, Darmstadt



-41-

Natrium Hydroxid-Pl&tzchen pro anays; AppliChem, Darmstadt
Natrium-Acetat-Trihydrat pro andys; AppliChem, Darmstadt
Nucleobond AX™: Machery-Nagd, Diren

pegGold RNAPURE™: Peglab, Erlangen

Phenol wassergesittigt, stabilisert; AppliChem, Darmstadt
Phosphorsaure 85% pro analys; Merck, Darmstadt

Primer; Pharmeacia, Freiburg

QlAshredder™: Qiagen, Hilden

RNeasy Mini Kit™; Qiagen, Hilden

[3-Mercaptoethanol; Sigma, Deisenhofen

Stop Solution; Amersham, Braunschwelg

Superscript™ 11 RNAse H Reverse Transkriptase; Life-Technologies, Karlsruhe
Tag DNA Polymerase rekombinant; Life-Technologies, Karlsruhe
TEMED; Serva, Heidelberg

tri-Natrium-Citrat-2-hydrat pro andys;Merck, Darmstadt

TRIS pro analys; Roth, Karlsruhe

Urea 98 %; Sigma, Deisenhofen

X-Gd; AppliChem, Darmstadt

Weiterhin wurden verwendet:

Quadlitative Filter Pgper; Whatmen, Schiacher & Schill
Biomax MR; Kodak, Stuttgart

3.4 Geréte

Folgende Geréte fanden Verwendung:

Tischautoklav EK; Tuttnauer, Fa. Systec, Wettenberg

Mode S2 Sequencing Gel Electrophoresis Apparatus, Life-Technologies, Karlsrtuhe
UNO-Thermoblock; Biometra, Gottingen
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CON-1000 und CON-JET; Frobd, Lindau

Hybaid Omni-Gene; MWG-Biotech

UltraTurrax T 25; Janke & Kunkel

Biofuge fresco; Heraeus, Hanau

Labofuge GL ; Heraeus, Hanau

UV-Visble Spectrophotometer; Pharmacia, Freiberg
Thermocycler; Landgraf, Langenhagen

The Unlegkable Horizonta Minigel System; AGS, Heidelberg

3.5 Gewinnung des Materids

Die Probenentnahme wurde durchschnittlich 30 min. nach dem Entbluten durchgeftihrt. Bis zur
Préparation, die durchschnittlich 60 min. nach der T6tung erfolgte, wurden die vollsténdig entnom-
menen Eileiter auf Eis gelagert. Danach wurden die Eileter mit einer Schere der Lange nach
aufgeschnitten. Mit der Riicksate einer Skalpellklinge wurde die Schieimhaut aus dem Bereich der
Eileiterampulle abgeschabt und sofort in eine denaturierende Losung verbracht. Die Geschabsel der

beiden Ampullen eines Tieres wurden dabel zu einer Probe vereinigt.

3.6 Isolation der RNA

Be der Isolation der RNA wurden verschiedene Methoden miteinander hinschtlich Ausbeute und

Reinheit der RNA verglichen.

3.6.1 RNeasy Mini Kit™/ Qiagen

Das Schleimhautgeschabsel wurde in 600 pl RLT-Puffer (der vorher nach Anwelsung mit 3

Mercaptoethanol versetzt wurde) verbracht und auf den QlAshedder™ gegeben. Die Séule wurde
fur 2 min. mit 12000 x g zentrifugiert. Anschlief3end wurde das Lysat fir 3 min. mit 12000 x g
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zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und mit einem gleichgroRen Volumen von
70 %igem Ethanol durch Auf- und Abpipettieren vermischt. Hiervon wurden 700 pl abgenommen
und auf die RNeasy-Saule gegeben und fir 15 sec. mit 12000 x g zentrifugiert. Anschlie3end wurde
700 ul RW1-Puffer als Waschschritt auf die Saule pipettiert und fir 15 sec. mit 12000 x g
zentrifugiert. Danach wurde die Saule auf ein neues Reaktionsgefd? gesteckt und 500 pl RPE-
Puffer (der vorher nach Anweasung mit Ethanal versetzt wurde) auf die Saule gegeben. Nach enem
15 sec. langen Zentrifugationsschritt mit 12000 x g wurden erneut 500 pl RPE-Puffer auf die Séule
pipettiert und anschlief3end fur 2 min. mit 12000 x g zentrifugiert. Dieses dient der Trocknung der
Saule. Abschlief3end wurde die Saule auf ein neues Resktionsgefdd gesteckt und 50 pl Wasser
daraufpipettiert, wonach eine Zentrifugation tber 1 min. mit 12000 x g zur Elution der RNA folgte.

3.5.2 Herkdmmliche Phenol-Chloroform-Extraktion

Ein Tell der Proben wurde nach der Methode der Phenol-Chloroform-Extraktion behandelt
(CHOMCZYNSKI u. SACCHI 1986), die leicht modifiziet zur Anwendung kam. Das
Schleimhautgeschabsdl wurde auf Eis in 0,9 ml einer Losung aus 50 g Guanidinium-Thiocyanat,
2,64 m 1 M Natrium-Citrat, 0,528 g Sarcosyl, 64,76 ml Aqua dest. und 720 ml 3-Mercaptoethanol
gebracht und anschliel3end mittels UltraTurrax homogenisert. Der Stab wurde vor Gebrauch
autoklaviert und zwischen den Proben mit Aqua dest., 1 M NaOH-L6sung und dann wieder mit
Aqua dest. gereinigt. Den Proben wurde anschliefiend 90 pul 3 M Natrium-Acetat (pH 4,5)
zugesetzt und mit 8000 x g be 4°C fir 5 min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde in neue
Zentrifugengefél3e Uberfihrt. Fur die anschliel3ende Extraktion wurde eine Losung aus 25 Tellen
wassergesittigtem Phenol, 24 Tellen Chloroform und 1 Tell Isoamylakohol hergestdit. Von dieser
L6sung wurde 9/10 Volumen und 1/10 Volumen Chloroform zum Uberstand gegeben und nach
Mischen der Phasen mit 10000 x g bel 4°C fir 10 min. zentrifugiert. Anschlief3end wurde die
wéldrige Phase in ein neues Zentrifugengeféld Uberfihrt und dieser Schritt wiederholt. Danach wurde
zweima der jeweilige Uberstand mit je 1 Volumen Chloroform zur Entfernung der Phenolreste
versetzt und nach Zentrifugation mit 10000 x g bei 4°C fir 10 min. der Uberstand in ein neues
Zentrifugengefald Uberfthrt. Anschliefend wurde 1 Volumen Isopropanol hinzugefiigt und zur
Prézipitation 60 min. auf Eis stehen gelassen. Daraufhin wurde mit 12000 x g bel 4°C fir 10 min.



zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde zweimd mit 70 %igem Ethanol gewaschen. Danach
wurde das Pellet kurz getrocknet, in 100 pl Aquadest. aufgelost und bel -20°C gelagert.

3.5.3 PegGOLD RNAPURE™/Peqlab

Das Schieimhautgeschabsel wurde in 09 ml pegGOLD RNAPure™ verbracht. Die
Homogenisation erfolgte wie oben beschrieben mit dem UltraTurrax. Nachdem die Proben fur 5
min. ba 20°C sehen gelassen wurden, wurde 200 pl Chloroform hinzugegeben und kréftig
geschiittelt. Nach weiterem Stehenlassen fir 5 min. bei 20°C wurden die Proben fir 5 min. mit
12000 x g zentrifugiert. Anschlief3end wurde die wal¥rige oberste Phase in ein neues Reaktionsgefal3
Uberfihrt. Zur Prazipitation der RNA wurden 900 pl Isopropanol hinzupipettiert. Die Proben
wurden for 10 min. bel 20°C stehengelassen und danach fir 10 min. be 4°C mit 12000 x g
zentrifugiert. Im AnschluR® daran wurde der Uberstand entfernt und das Pellet zweima mit 1 ml
70%igem Ethanol gewaschen. Hiernach wurde das Pellet kurz an der Luft getrocknet, in 100 pl
Aquadest. aufgeldst und bel -70°C eingefroren.

3.7 Konzentration und Reinheit der RNA
Von der RNA-L6sung wurden 7 pl abgenommen und mit 693 pl Aqua dest. gemischt. In einem
Spektrophotometer wurde die Absorption der Lésung bei 260 und 280 nm Wellenldnge in einer
Quarzkivette gemessen. Die RNA-Konzentration wurde nach der Formel

Azso X Verdinnungsfaktor x 44,19 = RNA pg/ml (FARELL 1993)
Ao =Absorption ba 260 nm Welenlangein optischer Dichte (OD)

44 19 = Extinktionskoeffizient der RNA
berechnet.



- 45 -

Zur Bestimmung der Reinheit der RNA wurde der Quotient aus Axso/Azso berechnet, der zwischen
1,7 und 2 liegen soll.

3.8 Verdau der DNA

Da en Vorhandensein von DNA-Kontaminationen in der Probe nicht ausgeschlossen werden
konnte, wurde @n Verdaumitteds DNase vorgenommen. Pro 1 mg RNA wurden 1 Jl 10x DNAse |
Reaction Puffer, 1 pl DNAse | verwendet und jewells mit Aqua dest. auf 10 pl aufgefillt. Die
Proben wurden fir 15 min bel 20°C inkubiert. Anschlief3end wurde das Enzym nach Zugabe von
1ul EDTA (25 mM) bel 65°C fir 10 min inaktiviert.

3.9 Uberpriifung der RNA-Integritét

Zur Hergtellung des Gels wurden 1,2 g Agarose in einen Erlenmeyerkolben eingewogen, 10 ml
10xFA-Gel-Puffer zugegeben und auf 100 ml mit Aqua dest. aufgefiillt. Der Kolben wurde erhitzt,
bis die Agarose vollstandig gelost war. Danach wurden 1,8 ml Formaldehyd und 1 pl Ethidium-
bromid hinzupipettiert und durch Schwenken gemischt. Anschlief3end wurde der Kalben fir 15 min.
in en 60°C wames Wasserbad gestellt. Danach wurde das Gd in enen horizontaen
Hachbettgetrager (12x14 cm) gegossen.

10 pl Probenlésung wurde mit 2 pl 10x FA-Gd Puffer und 5 pl Formaldehyd gemischt und 5 min
bel 65°C denaturiert. Nach der Kondensation auf Eis wurden die Proben kurz zentrifugiert. Nach
Hinzuflgen von 2 ul 5x RNA-Auftragspuffer wurden die Proben in die Taschen des Gels gefilllt.
Die Elektrophorese wurde mit 70V fir ca. eine Stunde durchgefuihrt.

Unter UV-Licht konnten danach die Banden dargestellt werden. Als intakt wurde die RNA
bewertet, wenn die 18S- und die 28S-RNA-Banden klar sichtbar waren und die 28S5-RNA-Bande
eine hohere Intensitét aufwies.
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3.10 Reverse Transkription

Die Zentrifugation erfolgte jewells bel 4°C. Alle Proben wurden im Doppelansatz angefertigt.

Nach dem DNA-Verdau wurde die Menge an Losung, die 200 ng RNA entsprach, in en
Eppendorff-Gefd’ pipettiert. Anschlief3end wurde 1 pl eines der in Abbildung 3 aufgefiihrten
Oligo(dT)-Primers (20 uM) hinzugefigt und auf 9 pl mit Aqua dest. aufgeftllt. Anschliefzend
wurde 10 min ba 70°C erhitzt, um die Sekundérstruktur der RNA zu zerstéren. Nach der
Kondensation auf Eis und kurzem Zentrifugieren wurden 2 pl dNTP (250mM), 4 pl RT-Puffer und
2 Ul dTT hinzupipettiert und die Losung gevortext. Anschlief3end wurde 3 min bal 20°C inkubiert
und 2 |.E. Superskript hinzugeftgt. Eine Durchmischung erfolgte durch Auf-und Abpipettieren. Es
schlof3 sich eine Inkubation von 8 min bei 20°C an. Danach wurden die Proben fur 1 Std. bel 37°C
gehdten und anschlief3end das Enzym zerst6rt, indem auf 95 °C fur 5 min erhitzt wurde. Nach der
Kondensation auf Eis und kurzem Zentrifugieren wurden je 10 pl Aqua dest. hinzugeftigt und die
Proben bei -20°C eingefroren.

T12NA STTTTTTTTTTTTTAAZ
S5TTTTTTTTTTTTTCA3
STTTTTTTTTTTTTGAS

T1NC S5TTTTTTTTTTTTTCC3
STTTTTTTTTTTTTAC3
STTTTTTTTTTTTTGC3

T1oNG S5TTTTTTTTTTTTTGG3
STTTTTTTTTTTTTAGS
S5TTTTTTTTTTTTTCG3

Abb.3:  Verwendete Oligo(dT)-Primer
T=Thymin, A= Adenin, C= Cytosin, G= Guanin
N= Thymin, Adenin, Cytosin oder Guanin
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Vorab wurde zur Veringerung der Fipettierfenler en sogenanntes Premix hergestd It:

160 4 25uM dNTP
1025 ul  Aquabides.
200 gl 10x PCR-Puffer
SO0 50mM MgClo

NV wl

Pro Gd wurde jeweils ein Zufalsprimer (Tab. 3) benutzt.
Der Ansatz wurde folgendermal3en hergestellt:

Probenlésung 1 u
Oligo-dT- Primer (20uM) 2

(jeweilsder gleiche

wie be der RT)

Zufdlsprimer (20 M) 1 u
Premix 15,25 pl
Tag-Polymerase 05 ul
[S*]dATP 02 pl

Die Proben wurden im Thermocycler nach folgendem Programm amplifiziert:

1x 3min. 94 °C
30sec. 94°C

40 X 2 min.40°C
30sec. 72°C

1x 5min. 72°C

danach Kihlung bei 4 °C

einmaige Denaturierung
Denaturierung
Annedling

Elongation

einmdige Elongation
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Tab.3: Be der Amplifikation und Reamplifikation verwendete Zufallsprimer
T=Thymin, A= Adenin, C= Cytosin, G= Guanin

Bezeichnung desPrimers Sequenz
Axd 5 GCTCTTTGTC 3
B 5GGTACTAAGG 3
Babs 5GATCAAGTCC3
Edith 5 CAAGATAGGC 3
Gesa 5CTTTCTACCC3
Lutz 5TTTTGGCTCC3
Moni 5CGTAAGAGTA 3
Sophie 5TACAACGAGG 3
Wolf 5 GGAACCAATC3
3.12 Elektrophorese

Hierbel wurde die Reproduzierbarkeit der Banden jewells in selbstgegossenen Gelen und kauflichen

Fertiggelen miteinander verglichen.

3.12.1 Sdbstgegossene Gele

Die PCR-Produkte wurden in ein sechsprozentiges denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetragen.
Zunéchst wurden zwel Glasplatten wurden mit Spllmittel gewaschen. Danach wurden se mit
70%igem Ethanol entfettet, das mit Wasser abgewaschen wurde. Nun wurden die Platten mit 0,1 M
NaOH-L6sung gesplilt, wiederum mit Wasser abgewaschen und getrocknet. Die grof3ere Glasplatte
wurde hiernach horizontal gelagert und zweima mit RepelSilan abgerieben und anschliel3end
poliert. Die kleine Platte wurde mit 70%igem Ethanol abgerieben und mit dieser Seite auf die grol3e
Platte gelegt, auf der saitlich zwel Spacer plaziert wurden.

Fur das Gel wurde 42 g Harngtoff in 10 ml 10xTBE-Puffer, 14,5 ml Acrylamid-Stammlésung und
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60 ml Aqua dest. aufgelost. Anschliel3end wurde die Losung mit Aqua dest. auf 100 ml aufgefillt.
Mittels Sterilfiltration wurde es in ene Plagtikflasche geflllt und in dieser durch ene
Wassergtrahlpumpe entgast. Anschlief3end wurden 500 pl APS (0,1 g APS in 1 ml Aqua dest.
gelost) und 100 ul TEMED hinzugeflgt und durch Schwenken vermischt. Die beiden Glasplatten
wurden aneinandergeklammert und das Gel auf die Uberstehende untere Platte gegossen. Durch
leichtes Anheben dieser Sate wurde die Vertallung des Gels beschleunigt. Am Ende wurden
Luftblasen entfernt und der Kanmengesetzt.

Nach 1,5 Std. wurden die Klammern entfernt und die Glasplatten in die Elektrophoresekammer
(Model S2 Sequencing Gel Electrophoress Apparatus) eingesetzt. Nach dem Einfillen des
Laufpuffers (100 ml 10x TBE-Puffer und 900 ml Aqua dest.) wurde der Kamm gezogen. Die
Geltaschen wurden mittels Pipette mit Laufpuffer gesplilt, um Harnstoffreste zu entfernen. Dann
wurde in jede Tasche 3 ul Stop Solution geftillt und fur 45 min. ein Vorlauf gemacht (1500 mV, 60
mA), um die glechméfiige Polymerisation zu Uberprifen.

Die Proben wurden zwischenzeitlich auf 5 pl mittels Vakuumzentrifuge eingedampft. Dann wurde
3 ul Stop Solution hinzupipettiert und fir 5 min. bei 95°C erhitzt. Die Kondensation erfolgte danach
auf Eis.

Die Proben wurden dann in die Gdtaschen eingebracht. AulRerdem wurde in die beiden
flankierenden leeren Geltaschen 3 pl Stop Solution eingefiillt, um ein ungleichméliges Laufen zu
verhindern. Es lief kein Langenstandard mit. Die Lange der spéter isolierten cDNA-Stlicke der
differentiellen Banden wurde spéter im Agarosegd bestimmt (s 3.15).Die Gerdteeinstellungen
entsprachen denen des Vorlaufs.

Nach einer Laufdauer von ca. ener Stunde wurde die grol3e Glasplatte vorsichtig entfernt. Ein
Stiick Whattman-Papier wurde auf das Gd gelegt und mit diesem von der kleinen Platte abgezogen.
Nach dem vollsténdigen Trocknen des Gelswurde en Rontgenfilm fir 24-48 Stunden aufgelegt.

3.12.2 Fertiggele

Be den Fertiggelen (CastAway Precast Sequencing Gels™) handelte es sich um sechsprozentige

Polyacrylamidgele. Nach der Entnahme aus der Verpackung wurden die Glasplatten abgetrocknet
und in der Elekrophoresskammer (CastAway Sequencing Device™) fixiert. Als Laufpuffer diente
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ein Gemisch aus 450 ml Aqua dest. und 50 ml 10x TBE-Puffer. Die Geltasche wurde mittels einer
Pipette gesplilt und anschlie3end ein Haifischzahnkamm eingesetzt. Die Proben wurden wie oben
beschrieben eingedampft, mit Stop-Solution versetzt und fir 5 min. auf 95°C erhitzt. Vor dem
Einbringen der Proben in die Geltaschen wurden diese zum Kondensieren auf Eis gebracht. Es lief
kein Langenstandard mit. Die Lange der spéter isolierten cDNA-Stiicke der differentiellen Banden
wurde spéter im Agarosegel bestimnt (s. 3.15). Nach der Laufdauer von ca. einer Stunde wurde die
grofiere Glasplatte entfernt. Die kleinere Glasplatte wurde fir 10 min. in eine Fixierlosung aus 5%
Methanol, 5% Essgsaure und 90 % Aqua dest. gelegt. Anschlief3end wurde die Glasplatte fur 10
min. in Aqua dest. gelegt. Danach erfolgte die Trocknung des Gels im Geltrockner (CastAway Gel
Dryer™) und das anschliellende Auflegen des Rontgenfilmsfiir 24-48 Stunden.

3.13 Isolation der differentiellen Banden

Die differentiellen Banden wurden mittels einer Skapellklinge aus dem Gel ausgeschnitten und in
ein Eppendorff-Reaktionsgefdld verbracht. Es wurden jewells 100 pl Ampuwa hinzupipettiert.
Daraufhin wurde eine Stunde bel 20°C inkubiert und anschlief3end die cDNA fur 15 min. in
kochendem Wasser aus dem Gel herausgelost. Die Reaktionsgefél3e wurden auf Eis gestellt und
anschlielRend bei 4°C fiir 2 min. bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Uberstand wurde
in en neues Reaktionsgefdl? Uberfuhrt. Es wurden danach 10 pl sterile 3 M Na-Acetat-L6sung
(pH6), 5 pl Glycogen (10 mg/ml) und 450 ul kaltes (4°C), 96%iges Ethanol hinzugefiigt und fir 30
min. be -70°C inkubiert. Im Anschlu® daran wurde fir 10 min. be 4°C mit maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Das verbliebene Pellet wurde mit 500 pl
85%igem Ethanol gewaschen. Nach dem Entfernen des Ethanols wurde das Pellet in 10 pl
Ampuwa gelost und bel -20°C eingefroren.
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3.14 Reamplifikation

Zur Verringerung von Pipettierfehlern wurde wiederum ein Premix hergestellt:

160 pl 250 pM dNTP

650 ul Aquabidest.

200 pl 10x PCR-Puffer
50 l 50mM MgClo

90 Hwl

Bel der Reamplifikations-PCR wurden 5 pl des Templates der differentiellen Bande, 2 pl des
gleichen degenerierten Primers wie be der vorangegangenen PCR und 13 pl des Mastermix
(bestehend aus 1 pl Zufalsprimer, 11,5 pl Premix und 0,5 pl Tag-Polymerase) zusammenpipettiert.
Das PCR-Programm entsprach demjenigen der DDRT-PCR.

In einem zweiten Reamplifikationsschritt wurden von dem neuen Template wieder 5 pl pro Probe
genommen. Pro Probe wurden drei Ansétze gemeacht. Sonst wurde genauso verfahren wie im ersten
Reamplifikationsschritt.

3.15 Kontrolle auf 1solation von nur einer cDNA-Sorte pro differentieller Bande

Zur Kontrolle, ob bei der Elution der Bande aus dem Gel nur eine Sorte cDNA isoliert wurde,
wurden 10 pl des Templatesin einem Agarose-Gel eektrophoretisch aufgetrennt.

Dazu wurde 1 g Agarose in einen Erlenmeyerkolben eingewogen, 80 ml 1XTAE-Puffer zugegeben
und beides erhitzt, bis die Agarose vollstandig gelost war. Danach wurden 2 pl Ethidiumbromid
hinzupipettiert und durch Schwenken gemischt. Anschliel3end wurde das Gd gegossen.

10 pl des Templates wurden mit 4 pl 6x Agaroseauftragspuffer gemischt und in die Taschen des
Gels gefillt. AuRerdem lief ein Langenstandard mit. Die Elektrophorese wurde mit 70V fur ca eine
Stunde durchgefuihrt.Unter UV-Licht konnten danach die Banden dargestellt werden.

Eswurden nur solche Proben weiterverwendet, in denen nur eine deutliche Bande sichtbar war.
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3.16 Aufreinigung der PCR-Produkte

Zur Aufreinigung wurde der DNAClean™ Kit verwendet.

Die restlichen 50 pl des Templates wurden in ein Reaktionsgefd pipettiert und mit 100 pl der
Losung 1 vermischt. Dann wurden pro mg DNA 1 ml Silica-Ldsung, die vorher gevortext wurde,
hinzugeflgt. Anschliel3end wurde bel 20°C fir 5 min. inkubiert. Im Anschlul® daran wurde das
Silicadurch Zentrifugation fiir 30 sec. bai 12000 x g sedimentiert und das Pellet zweimal mit 400 pl
L6sung 2 gewaschen. Danach wurde der Uberstand entfernt und das Pellet ca. 10 min. bei 37°C
getrocknet. Hiernach wurde es mit 20 ul 0,1x TE-Puffer resuspendiert und fir 10 min. bel 37°C
inkubiert, um die DNA zu eluieren. Dabel wurde 2-3 mal gevortext. Hiernach wurde die Probe fur 1
min. zentrifugiert und der Uberstand daraufhin in ein neues Reaktionsgef 43 Uberfulhrt.

3.17 Ligation

Fir die Ligation wurde das Produkt pGEMR-T Vector System benutzt.

Die Menge an eingesetzter cDNA soll idedlerweise 3:1 von Insert zu Vektor betragen. Sie wurde
nach der Formel

ng Vektor x GrofRe (kb) desinsart « 3 - ngdesinserts

Grofe (kb) desVektors
berechnet.
In ein Reaktionsgefal? wurden folgende Substanzen pipettiert:
T4 DNA Ligase 10X Puffer 1l
pGEMR-T Vektor 1pl  (=50ng)
PCR Produkt Xl (entsprechend oberer Formel)
T4 DNA Ligase 1ul (=3 Weissunits)
Aquadest. ad 10 pl

Mittels Auf- und Abpipettieren wurden die Bestandteile gemischt und tber Nacht bal 4°Cink ubiert.
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3.18 Klonierung

Zunéchst wurde das LB-Medium hergestdllt. Dazu wurden 10 g Casein, 5 g Hefe und 10 g NaCl in
einen Kolben vorgdegt und auf 1 | mit Aqua dest. aufgeflllt. Der pH-Wert wurde mittels 1 M
NaOH-L6sung auf pH 7,0 eingestelt. Nach Durchmischen der Lésung wurde das Medium
autoklaviert. Vor dem Giel3en der Platten wurde 1 ml Ampicillin (= 100 pg/ml) hinzugefiigt. Pro
Platte wurde ca. 5ml Medium verwendet.

Zunéchgt wurde auf den Platten 40 ml X-Ga ( 50 mg/ ml DMF) und 40 ml IPTG ( 200 mM)
ausgespatelt. Anschlief3end wurden 2 pl der Ligation und 50 pl kompetente Zdlen, die auf Eis
aufgetaut wurden, vorschtig gemischt und fir 20 min. auf Eis gestellt. Anschlief3end wurden die
Reaktionsgefdl3e flr 45-50 sec. in ein 42°C warmes Wasserbad gebracht und danach wieder fir 2
min. auf Eis gestellt. Danach wurde 900 pl LB-Medium hinzugegeben und die Reaktionsgefal3e fir
1,5 Std. bei 37°C mit 150 rpm in einem Schiittelinkubator bebritet. Danach wurden jewells 100 pl
und 400 ul Lésung pro Probe auf je zwel Platten ausgespatelt. Die Platten wurden daraufhin ca. 16
Std. bei 37°C bebritet.

Am néchsten Tag wurden von den Platten jeder Probe samtliche well3en Kolonien gepickt, d.h.
mittels sterilem Zahnstocher Koloniemateria aufgenommen und auf ene neue Fatte (LB-Medium +
Ampicillin) s ein Strich ausgeimpft. Diese Platten wurden wiederum fir 16-20 Stunden bei 37°C
bebritet.

3.19 PCR und Elektrophorese

Um zu kontrallieren, ob das Insertin den we [¥en Kolonien tatsachlich enthdtenist, wurdeeine PCR
durchgefihrt und anschlief?end das Produkt elektrophoretisch aufgetrennt, wie unter 3.9
beschrieben wurde.



Der PCR-Ansatz setzte sich folgendermal3en zusammen:

10x Puffer 30ul
10 mM dNTP 0,6 pl
25 mM MgCl, 1,8l
5mM Primer Mix (M13R+ M13F 1:1) 2,0ul
Aquabides. 21,4 ul
cDNA 104
Tag-Polymerase 02u

Als Abschlul3 wurden jewells en Tropfen Minerddl hineinpipettiert, um en Verdampfen der

Losung zu verhindern.

Das PCR -Programm lief folgendermalen:

90sec. 92°C
45X 30 sec. 56 °C
90 sec. 72°C
1x 10 min.72°C

danach Kihlung bei 4 °C

3.20 Midi-Prép

Die Plasmide wurden mit Hilfe des Nucleobond AX20™ prépariert.

Glasrohrchen mit Deckel wurden mit 4 ml LB-Medium geftillt. Hinzu wurde 4 pl Ampicillin
( = 100 pl/ml) pipettiert. Mit einem Serilen Zahnstocher wurde ein Klon (dessen Inserteinbau
positiv war) aufgenommen und in das LB-Medium verbracht. Nach Abflammen des Réhrchens vor
dem Verschlief3en wurde es in einem Schiittelinkubator in Schréglage bei 37°C und ca. 215 rpm.
Uber Nacht inkubiert.

Am né&chsten Tag wurde der Zahnstocher entfernt und je 2 ml des Mediums in ein Reaktionsgefél3
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Uberfihrt und be 4°C fur 5 min mit 12000 x g zentrifugiert. Im Anschluf3 daran wurde der
Uberstand abgegossen und das Pellet in je 200 pl S1-Puffer resuspendiert. Die beiden Halften einer
Probe wurden danach wieder vereinigt. Danach wurden 400 pl S2-Puffer dazupipettiert. Nach
vorschtigem Durchmischen wurde der Ansatz fur 5 min. be 20°C stehengelassen. Anschlief3end
wurden 400 ul S3-Puffer zugesetzt und durch vorsichtiges Schwenken untergemischt. Die Sus-
pension wurde 5 min. auf Eis gelagert und danach fir 15min. ba 4°Cmit 12000 x g zentrifugiert.
Waéhrenddessen wurden die Nukleobond-Saulen mit dem Puffer N2 &quilibriert. Nach der
Zentrifugation wurde die Losung unter sorgfdtiger Vermeidung des Ansaugens des weil3en
Prézipitats auf die Saule gegeben. Sobald die Fllissigkeit durch die Saule gelaufen war, wurde diese
mit jeweils 1 ml des Puffers N3 gewaschen. Anschlief3end wurde ein Resktionsgefdl unter die Saule
gestdlt und die DNA mittds Puffer N5 aus der Séule duiert. Dem Eluat wurden 600 il | sopropanol
dazugegeben und fur 60 min. bel 20°C préazipitiert. Die L6sung wurde hiernach fir 30 min. bei 4°C
mit 12500 x g zentrifugiert und der Uberstand abgezogen. Das Pellet wurde mit 70%igem Ethanol
gewaschen und anschlief3end getrocknet. Daraufhin wurde das Pellet in 100 pl Aqua dest. geost
und bei -20°C eingefroren.

Zur Bestimmung des Plasmidgehates wurden 10 pl der Lésung mit 90 pl Aqua dest. gemischt und
in einem Spektrophotometer bel der Wellenlange von 280 nm gemessen.

3.21 Kontrolle auf Insert-Einbau

Sicherheitshalber wurde die Losung nochmals auf das Vorhandensein des Inserts Uberpriift, wobe

genauso verfahren wurde, wie unter 3.19 beschrieben. Hierbel wurde 1 pl der Lésung eingesetzt.

3.22 Sequenzierung

Fur die Sequenzierung wurden jeweils 3 mg Plasmid in einem Reaktionsgefal3 an die Firma Segl.ab
geschickt. Die Sequenz wurde mit einer Datenbank verglichen.



- 56 -

3.23 Untersuchung auf Wachstumsfaktoren

3.23.1 Reverse TransKription

Die Konzentration der RNA, die bereits fur das Differential Digplay verwendet wurde, wurde erneut
bestimmt, wie unter 3.7 beschrieben.

Der Ansatz fir die Reverse Transkription wurde wie in 3.9 beschrieben durchgefiihrt. Es wurden
aber pro Ansatz 500 ng RNA eingesetzt. Der spezifische Oligo(dT)-Primer des Differential Display-
Ansatzes wurde durch 1 pl eines unspezifischen Oligo (dT)-Primers (10 uM) ersetzt.

3.23.2 Amplifikation

Der PCR-Ansatz wurde mit jewells einem der in Tabelle 4 aufgefiihrten Primerpaare (im Internet
mit dem Program ,, Primer-3* ausgesucht) wie folgt durchgefhrt:

10X PCR Puffer 2 ul
MgCl, 0,6 ul
dNTP 04 ul
Primer je o5ul
cDNA 1
TagPolymerase 0,2ul
Aquadest. 14,8 pl

Um Pipettierfehler zu verringern, wurden samtliche Komponenten mit Ausnahme der cDNA vorab
zusammenpipettiert und dann jewells 19 pl der Lésung in die entsprechenden Eppendorff-Gefélde
gegeben.

Der Ansatz wurde mit einem Tropfen Mineraldl Gberschichtet, um ein Verdampfen zu verhindern.
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Tab. 4: Inder PCR verwendete Primer

T=Thymin, A= Adenin, C= Cygtin, G= Guanosin
Wachstums- | Primerbe- | Position des| Sequenz Quélen-angabe
faktor zeichnung | Primers
porciner IGF1 I-a 156-176 |TTATTT CAA CAA GCC CACAGG TAVAKKOL
Insulin-like- | IGFL 1-b 536-516 |GGA ATGCCCATCTTT TGA AAT et . 1988
growth- IGF1 Il-a 36-56 TCT CTT CTACTT GGC CCT GTG AccNr.
factor 1 IGF1 II-b 443-423 |CAGTGG CAT GTCATT CTT CAC M31175
porcines IGFbp2 a 955-975 |ACCCCGAGT GTCATCTCT TCT BADINGA et
Insulin-like- | IGFop2 b | 1355-1334 | AAG AGA CAC AGG GGT TCA AAA A |d. 1999
growth- AccNr.
factor AF20326
binding
protein 2
porciner EGF Il-a | 1116-1136 |TGGAACTGCTCAGTGTTT GTG JOERGENSEN
Epidermd- |EGF |-b | 1516-1496 |CACCTT CGG TAT TGA TGCACT et a. 1998
growth- EGF Il-a 138-158 |AACATGTAGCGGCTGTTCATC AccNr.
factor EGF Il-b 539-519 |TTA CGG CCA ATCCAGTCT ATG AF053364
precursor

Die cDNA wurde nach folgendem Programm im Thermocycler ( Landgraf ) amplifiziert:

1x 94°C
94°C
35X 60°C
72°C
1x 72°C

240 sec
50 sec

60 sec

60 sec
600 sec

anschlief3end Khlung bei 4°C
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3.23.3 Elektrophorese

Fur die Elektrophorese wurde ein 1,2 prozentiges Agarose-Gel (bestehend aus 0,6 g Agarose,
50 ml 1x TPE-Puffer und 2 pl Ethidiumbromid) in einen Hachbettgelelektrophoresetréger ( AGS)
gegossen. Als Pufferldsung wurden 400 ml 1x TPE-Puffer verwendet.

10 pl des jewslligen PCR-Templates wurde mit 2 il 6x Agaroseauftragspuffer vermischt und damit
die Taschen des Gels beladen.

Die Elektrophorese wurde bei 60 V fur ca. 30-45 min. durchgefihrt.

Anschlief3end wurden die entstandenen Bandenim UV-Licht beurteilt.

3.23.4 Sequenzierung

Um gichprobenartig die Spezifitét der detektierten Banden zu Uberprifen, wurden 5 Proben zur
Sequenzierung an die Firma GATC geschickt.

3.24 Statistische Auswertung

Die gatistische Auswertung des Vergleichs der verschiedenen RNA-Isolierungsmethoden erfolgte
durch das Statigtikprogramm SAS® am Institut fiir Biometrie und Epidemiologie der Tierdrztlichen
Hochschule Hannover. Mit Hilfe des Wilcoxon-Testes wurde untersucht, ob die Reinheit und die
Gesamtmenge anisolierter RNA zwischen den dra Methoden ggnifikante Unterschiede aufwies.
Beim Differential Digplay und bei den Untersuchungen zu den Wachstumsfaktoren wurde aufgrund
des kleinen Stichprobenumfanges auf eine Satistische Auswertung verzichtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Vergleich der verschiedenen Methoden zur RNA-Isolierung

Bel der RNA-Isolierung wurden drel verschiedene Methoden miteinander hingichtlich der Menge an
isolierter RNA und deren Reinheit miteinander verglichen: der RNeasy Mini Kit™ von QIAGEN
(Bindung der RNA an Saulen), die herkdmmliche Phend-Chlorof orm-Extraktion (Fdlung der RNA
mittels 1sopropanol) und das GoldPeq RNA-Pure™ von Peglab (Prinzip wie bei der Phenol-
Chloroform-Extraktion). Die Ergebnisse sind in Tabdlle 5 zusammengefalt.

Beim RNeasy Mini Kit™ wurden trotz verschiedener Methoden der Homogenisation nur geringe
Mengen (Median 2,43 g pro Probe) an RNA isdliert.

Bel der herkémmlichen Phenol-Chloroform-Extraktion schwankte die Menge an isolierter RNA
trotz identischer Verfahrensweise erheblich. Se reichte von 2,65 g bis 36,69 ug pro Probe. Dies
war in dlen Gruppen von Tieren zu beobachten.

Be der Verwendung des GoldPeq RNA-Pure™  konnten bis auf wenige Ausnshmen firr die
Weiterverarbeitung ausreichende Mengen an RNA isoliert werden. Der Median betrug 68 ug RNA
pro Probe. Be den Schweinen mit Gelbkorper konnte nur wenig Materid gewonnen werden,
wéhrend bel den Odtrischen Tieren deutlich gréfRere Mengen an Schlemhautgeschabsel anfielen.
Dadurch konnte bel diesen Schweinen mehr RNA gewonnen werden as bel denen in der
Gelbkorperphase.

Hingchtlich der Gesamtmenge an isolierter RNA konnten bezogen auf dle drei Proben signifikante
Unterschiede (p< 0,05) festgestellt werden. Zwischen der RNeasy- und der Phenol-Chloroform-
Gruppe gab es keine sgnifikanten Unterschiede (p= 0,08). Sowohl zwischen der RNeasy- und der
RNAPure-Gruppe as auch zwischen der Phenol-Chloroform-Gruppe und der RNAPure-Gruppe
konnte jeweils ein sgnifikanter Unterschied festgestellt werden (p= 0,005 bzw. p=0,01).

Die Reinheit war bel allen drel Methoden vergleichbar gut. Es konnten zwischen den Gruppen
keinerlel sgnifikante Unterschiede festgestellt werden (p> 0,05). Der gewtinschte Wert von 1,7
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beim Quotienten der Absorption be 260 nm und 280 nm wurde fast immer erreicht. Bel ganz
geringen Konzentrationen von RNA in der gemessenen Losung kam es aufgrund von Mel¥fehlern

oder durch Kontaminationen mit Proteinen oder Salzen zu einem Quotienten > 2,0.
Tab. 5: Dargtellung der Absorptionen bei 260 und 280 nm und der daraus berechneten Reinheit
und Konzentrationen an RNA nach der Isolierung mittels RNeasy Mini Kit™,

herkémmlicher Phenol-Chloroform-Extraktion bzw. GoldPeg RNAPure™

RNeasy Mini Kit ™

Probe Absorption bel Absorption bel Reinheit der Konzentration an
260 nm 280 nm RNA* RNA (ug/ul)
1 0,101 0,069 1,46 0,446
2 0,005 0,002 2,50* 0,022
3 0,002 0,001 2,00 0,009
4 0,022 0,014 157 0,097
5 0,015 0,008 1,88 0,066
6 0,007 0,004 1,75 0,031

Phenol-Chloroform-Extraktion nach CHOMCZY NSKI und SACCHI (1986):

Probe Absorption bei Absorption bei Reinheit der Konzentration an
260 nm 280 nm RNA* RNA (ug/ul)
1 0,031 0,016 1,94 0,137
2 0,036 0,021 1,71 0,159
3 0,010 0,006 1,67 0,044
4 0,030 0,016 1,88 0,133
5 0,006 0,003 2,00 0,027
6 0,015 0,010 1,50 0,066
7 0,036 0,020 1,8 0,159
8 0,010 0,006 1,67 0,044
9 0,083 0,042 1,98 0,367

GoldPeq RNAPure™ :
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Probe Absorption bel Absorption bel Reinheit der Konzentration an
260 nm 280 nm RNA* RNA (ug/ul)
1 0,021 0,011 191 0,093
2 0,14 0,092 1,67 0,681
3 0,209 0,128 1,63 0,924
4 0,178 0,094 1,89 0,787
5 0,182 0,109 1,67 0,804
6 0,007 0,003 2,33* 0,031
7 0,052 0,028 1,86 0,230
8 0,008 0,003 2,67* 0,035
9 0,040 0,021 1,90 0,177
10 0,035 0,020 1,75 0,155
11 0,138 0,083 1,66 0,610
12 0,273 0,164 1,66 1,207
13 0,913 0,499 1,83 4,035
14 0,437 0,258 1,69 1,932
15 0,529 0,307 1,72 2,338

» Die Reinheit der RNA wird as gut bezeichnet, wenn der Quotient der im Photometer bei 260
nm und 280 nm gemessenen Absorptionen zwischen 1,7 und 2,0 liegt. Werte Uber 2,0 beruhen
auf Mef¥fehlern aufgrund der geringen RNA-Gehate oder auch durch Verunrenigungen

4.2 Erger Versuchgell: Differentiele Banden

Es konnten beim Vergleich von jewells einem prépuberaen, einem Gstrischen und einem Schwein
mit Gelbkorper insgesamt 16 differentielle Bandenisaliert werden (Tab. 6).

Nach Isolation und zweimaiger Reamplifikation konnten bel ef Proben eektrophoretisch scharfe
Banden dargestellt werden.
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Tab. 6: |solierte differentielle Banden und die Lange der enthdtenen cDNA

Bezeichnung der differentiellen Bande* Grofl3e des cDNA-Stlickes
Edith  Osrus 1 | e
Edith  Ostrus G2 150 bp

B Gelbkorper A2 | e

B Gelbkorper A2 | e

Moni  Ostrus Al 150 bp

Moni  Ostrus A2 150 bp

Moni  Ostrus s, 0

Moni  Ostrus 2 |

Sophie Ostrus G 1 oben 150 bp
Sophie Ostrus G 2 oben 150 bp
Sophie Ostrus G 1 unten 300 bp
Sophie Ostrus G 2 unten 300 bp
Babs Gelbkorper A 1 150 bp
Babs Gelbkorper A 2 150 bp
Babs prépuberad G1 200 bp
Babs prépubera G2 200 bp

* Edith= Name des Zufalsprimers
Ostrus= Zyklusphase des beprobten Schweines
A/C/G= Oligo-(dT)-Primer
1/ 2= Bezeichnung des Doppelansatzes
oben/unten= Ort der Bande

Abgesehen von ,Babs Gelbkdrper A 1° trat be dlen Proben mindestens eine Kolonie mit Insert
auf.
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Bei fiinf Proben (Moni Ostrus A 1; Moni Ostrus A 2; Sophie Ostrus G 1 oben; Sophie Ostrus G 2
oben; Babs Gelbkorper A 2) wurde die Sequenz andysert.Die Sequenzen wurden mit bereits
verdffentlichten Sequenzen einer Gendatenbank (embl) verglichen. Die Sequenzen waren zu grof3en
Tellen identisch mit der des Vektors. Die restlichen Bereiche enthidten keine Sequenzen, die tber
eine langere Strecke identisch mit bereits verdffentlichten Genen waren. Deshab wurde auf den

Versuch der Sequenzierung der anderen Proben verzichtet.

4.3 Zweiter Versuchstel: Differentielle Banden

Zunéchgt wurden die Schweine, die sich in der gleichen Zyklusphase befanden, untereinander
verglichen. Aufgrund der begrenzten Taschenzahl in den Gelen konnte bel der Verwendung der
Fertiggele nur der Vergleich von vier Tieren gemacht werden.

Es gdlte sch heraus, dal3 bei den Tieren innerhab der einzelnen Gruppen differentielle Banden
auftraten. Dabel gab es sowohl Banden, die nur bel einem Tier auftraten, as auch welche, die nur
bei enem Tier fehiten. Bel funf von neun differentidllen Banden waren diese auf dem
Wiederholungsgel auch detektierbar (Tab. 7).

Die Abbildungen 4 und 5 zeigen Gele ohne bzw. mit einer differentiellen Bande bel prépuberaen
Schweinen.
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Abb. 4: RNA-Fingerprint von prépuberalen Schweinen, Ausschnitt ohne differentielle Banden
1-5: Proben mit aund b as Doppelansatz

lalb 2a 2b 3a 3b 4a 4b

Abb. 5: RNA-Fingerprint von prépuberalen Schweinen, Ausschnitt mit einer differentiellen Bande
1-4: Proben mit aund b as Doppelansatz
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Tab. 7: Differentielle Banden beim Vergleich innerhab der jeweiligen Gruppen

Gruppe Bezeichnung der Bande | Vorhandensein bzw. Fehlen bei dem entsprechenden Tier
prgpuberd | Moni 5 C1/2 extra
Sophie 1 A1/2 extra
Ostrus Moni 4 A1/2 fehlt
Moni 4 C1/2 fehlt
Sophie 4C1/2 fehlt
Wolf 4 A1/2 extra
Gelbkorper |Babs 1 A2 oben extra
(Tag9) Babs 1 A2 unten extra
Sophie 4 C1/2 fehlt
4.4 Wachstumsfaktoren

Die Proben wurden mittds RT-PCR auf das Vorhandensen von mRNA von drel Faktoren

untersucht. Beim IGF-1 und EGF-precursor wurden jewells zwel Primerpaare verwendet, beim
IGFBP-2 eins. In Tabelle 8 Snd die Ergebnisse zusammengef alit.

44.11GF1

Bel den prépuberden Tieren waren nur Tier 3 beim ersten Primerpaar und Tier 5 beim zweiten

Primerpaar postiv. Bei den anderen Tieren konnte keine entsprechende cDNA amplifiziert werden.

Bel den ogtrischen Tieren waren beim ersten Primerpaar alle Proben negativ, beim zweiten dle

postiv.
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Bel den Tieren an Tag 9 des Zyklus waren ale Tiere beim ersten Primerpaar negativ. Bem zweiten

Primerpaar war nur Tier 5 pogtiv.

4.4.2 |GFBP-2

Bel den prépuberden Tieren konnte nur bel Schwein 3 und 4 IGFBP-2-spezifische cDNA

amplifiziert werden.

Bei den Tierenim Ostruswar nur Tier 5 negativ.

Bel den Tieren mit Gelbkdrper waren Tier 1 und 4 postiv. Die restlichen Proben waren negetiv.

4.4.3 EGF-precursor

Die prépuberaden Tiere waren beim ersten Primerpaar positiv mit Ausnahme von Tier 4, das negativ

war. Beim zweiten Primerpaar zeigten ale Proben ein positives Ergebnis,

Bel den Ogrischen Tieren waren beim ersten Primerpaar Tier 1, 3 und 5 postiv, Tier 2 und 4

negativ. Beim zwelten Primerpaar waren alle Tiere positiv.

Bel den Tieren in der Gelbkorperphase lag nur bel Tier 3 @n negatives Ergebnis beim ersten

Primerpaar vor. Die anderen Proben waren postiv.

Abbildung 6 zeigt Ergebnisse der Elektrophorese von mehreren Proben mit dem Primer fir den
EGF-precursor.
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300 —»
500 —»

300 —»
500 —»

Abb. 6: Elektrophoretisch aufgetrenntes PCR-Produkt mit EGF-precursor-spezifischen Primern

L: Langenstandard
1-13: Proben aus verschiedenen Zyklusphasen
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Tab. 8: Ergebnisse der Elektrophorese nach Amplifikation mit IGF1-, IGFBP-2- und EGF
precursor-spezifischen Primern

Zyklusphase | Probe | IGF-11 | IGF-111 | IGFBP-2 | EGF-I | EGF-II
1 - - - + +*
2 - - - + +
prépuberae 3 + - +* + +
Phase 4 - - +* - +*
5 - + - + +
1 - + +* + +
2 - +* +* - +*
Ostrus 3 - + + + e
4 - +* + - +
5 - + - + +
1 - - + + +
2 - - - + +
Gelbkorper 3 - - - - +
4 - - +* + +
5 - ¥ - + +

! EGF-precursor
+ Bande detektierbar
- keine Bande vorhanden

*: Bel einer Probe des Doppel ansatzes konnte kelne Bande detektiert werden.



- 69 -

5 Diskussion

Es ist schon seit langerer Zeit bekannt, dal? die Proteinzusammensetzung des Eileitersekretes
wéahrend des Zyklus variiert (IRITANI et a. 1974). So wurden bei Untersuchungen mit
Eileiterzellkulturen, bei denen die wahrend der Kultivierungszeit synthetiserten Proteine
analysiert wurden, zyklusabhangige Variationen beziiglich der Menge und Zusammensetzung
der Proteine im Uberstand festgestellt (MASTROIANNI u. GO 1979).

Da die Eilaterflissigkeit auch Bestandteile enthdlt, die nicht im Serum vorhanden sind, ist
davon auszugehen, dal3 von Epithelzellen des Eileiters Proteine aus bereits vorhandener mRNA
oder nach Transkription spezifisch-aktivierter Gene synthetisiert und sezerniert werden (BUHI
et a. 1989). Die in den Zelen von der DNA transkribierte mRNA ist Ausdruck der
Aktivierung spezifischer Gene, die zur Aufrechterhatung der Zellfunktion (sogenannte

housekeeping-genes) oder zur Erfullung der Aufgaben der Zdleim Organismus dienen.

In bisher veroffentlichten Arbeiten wurden in der Regel Einzelgene oder eine Gruppe von
Genen untersucht, deren Exprimierung in Eileiterzellen wahrend verschiedener Zyklusphasen

oder bei tréachtigen bzw. nicht-trachtigen Tieren analysiert wurden (BUHI et al. 1990).

Erst mit der von LIANG und PARDEE (1992) etablierten Technik des Differentid Display, die
BAUER und Mitarbeiter (1993) methodisch zur Differential-Display-Reverse-Transcriptions-
PCR (DDRT-PCR) erwelterten, steht sait jingerer Zeit eine Technik zur Verfligung, die einen

genaueren Einblick in die endokrin vermitte te Genaktivierung einer Zdlpopulation erlaubt.

Bei der Methode des Differentia Display beschrénkt man sich nicht auf die Untersuchung
spezieller Gene, sondern betrachtet die Veranderung der gesamten in der Zelle vorhandenen
MRNA in den untersuchten Zeitabschnitten. Hierzu wird die mRNA mit Hilfe der reversen
Transkription in cDNA umgeschrieben und durch die PCR mit Zufalprimern vervidfditigt. Die
Darstellung der *S-dATP markierten cDNA-Banden erfolgt mittels Elektrophorese. Durch den
Vergleich der dargestellten cDNA-Banden ergibt sich die mRNA, die in dem betrachteten

Untersuchungszeitraum transkribiert wurde.
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Unter den bekannten Einzelgenen ist das System der Wachstumsfaktoren von Interesse. Sie
Uben einen grol3en Einflul? auf die zyklusabhéngigen Verdnderungen des Reproduktionstraktes
aus. Aul3erdem beeinflussen sie bel trachtigen Tieren das Wachstum und die Differenzierung

der Frucht und deren Hllen.

Ziel meiner Arbeit war es, aus Epithelzellen von Schweineeileitern verschiedener Zyklusstadien
RNA zu isolieren und nach der Methode des Differential Display zu untersuchen. Die dabei zu
detektierenden differentiellen Banden sollten nach ihrer Isolierung kloniert und sequenziert
werden. AulRerdem sollte in diesem Stadien mittels RT-PCR das Vorliegen von mRNA von
IGF-1, IGFBP-2 und EGF-precursor Uberprift werden.

5.1 Vergleich von drel Methoden der RNA-Isolierung

Der Bedarf an mRNA flr das Differential Display wurde mit 4 pg pro Probe angesetzt. Baeim
RNeasy Mini Kit™ wurde dieser Wert deutlich unterschritten. Bei der herkémmlichen Phenol-
Chloroform-Extraktion wurde der angesetzte Bedarf nur von ca. der Héafte der Proben deutlich
Uberschritten. Beim GoldPeqg RNAPure™ waren nur bei zwei der 15 Proben zu geringe Mengen zu
verzeichnen. Die tellweise sehr hohen Werte fUr die Absorption (Probe 13, 14, 15) snd
moglicherweise auf eine Kontamination mit Sazen zurlckzufihren. Be der rRNA-Banden-
Dargtellung wiesen die Proben ene vergleichbare Intenstét wie die anderen auf, wobel bel den
Proben 13 bis 15 fiir den Ansatz von einer Konzentration von ca. 1 pg/pl ausgegangen wurde.

Ursachen fiir die Probleme bei der Isolierung mit dem RNeasy Mini Kit™ liegen méglicherweise
darin, da die schleimige Konsistenz der Schieimhautgeschabsel die Poren des QIA-Shredders™
und der Saulen des RNeasy Mini Kit™ verstopfte. Auffalig war, da? die in der Anleitung des Kits
angegebenen Zeiten fur die Zentrifugation hdufig nicht ausreichten, um die Lésung ganz durch die

Sule zu presen.

Bel der herkbmmlichen Phenol-Chloroform-Extraktion schwankte die Menge der extrahierten RNA
bel den einzelnen Proben erheblich, ohne dal3 die Vorgehensweise unterschiedlich war. Eventuell
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hat die verwendete Guanidinium-Thiocyanat-Losung im Vergleich zum GoldPeqg RNAPure™eine
geringere Potenz, RNasen zu desktivieren, so dald es bel einem Tell der Proben trotzdem zur

Zerstorung der RNA gekommenist.

Bel Proben mit geringen Absorptionswerten nahm teilweise der Quotient der Absorptionen bel 260
nm und 280 nm einen Wert grof3er s zwel an. Diesigt auf eine Kontamination mit Proteinen oder
Salzen oder durch Mel¥fehler aufgrund der geringen Absorptionen zurlickzufUhren. Letzteres
erscheint dabel as die wahrscheinlichere Ursache. Mutmaldich sind bel alen Proben, bei denen die
RNA-Isolierung an einem Tag stattgefunden hat, vergleichbare Kontaminationen mit Proteinen oder
Salzen vorhanden. Da Quotienten >2 nur bel Proben mit geringen RNA-Gehalten auftreten,
erscheint es logischer, da3 dies durch Mel¥ehler hervorgerufen wird und nicht durch
Kontaminationen, die ausgerechnet nur be diesen Proben vorhanden and.

5.2 Wiederholbarkeit der differentiellen Banden

Von den insgesamt neun differentiellen Banden, die beim Vergleich innerhab der drei Gruppen
auftraten, waren fUnf wiederholbar. Dies entspricht einem etwas niedrigeren Wert as ihn BAUER
und Mitarbeiter (1994) angegeben haben.

Fasch pogtive differentielle Banden machen sich nicht nur in ener geringen Wiederholbarkeit
bemerkbar. Auch die oft geringe Wiederfindungsrate im Northern Blot (SUN und Mitarbeiter
(1994) geben se mit weniger as 30 % an.) beruht auf fasch postiven Banden. CALLARD und
Mitarbeiter (1994) vermuten as Ursache unter anderem die Tatsache, dal3 die Bande oft nicht nur
aus einer cDNA-Sorte besteht, sondern aus mehreren. Dies wird nach dem Klonieren an dem
Vorhandensain von Inserts gleicher Lange aber unterschiedlicher Sequenz deutlich. Deshalb
verwendeten Se nur die Halfte des Templats zum Klonieren und blotteten die Produkte gegen die
andere Héalfte des Templats. Bel der Probedie ein starkes Signd ergibt, handelt es sch um das
gesuchte cDNA-Fragment.
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Andere Autoren versuchen schon im Vorfeld moglichst falsch postive Banden auszuschlief3en.
SOMPAY RAC und Mitarbeiter (1995) verwenden moglichst cytoplasmatische RNA. Alle Proben
werden in mehrfachen Ansitzen aufgetragen. Beim Auftreten von differentiellen Banden werden
diese Reaktionen unter Verwendung von den entsprechenden undegenerierten Primern statt der
degenerierten 3"-Primer wiederholt. Auch die Verwendung von langeren Primern und die Erhéhung
der Anneding-Temperaturen in der PCR fir eine sringentere Bindung wurden mehrfach
vorgeschlagen (ZHAO et d. 1995). HADMAN und Mitarbeiter (1995) sehen in der Amplifikation
zwischen zwei 5°-Primern eine Ursache fir fasch postive Banden. Angtatt der Markierung der
dNTP verwenden se radioaktiv markierte 3 -Primer, so dal3 cDNA-Stiicke, die so amplifiziert
wurden, nicht sichtbar sind.

Eine weitere Ursache fur das Auftreten von nicht wiederholbaren differentiellen Banden konnte
auch eine unterschiedliche Schwarzung der beiden Autoradiographiefilme sain. Es wére denkbar,
dal3 bei einem FIm die Schwarzung so stark ist, dal3 eine bestimmte Bande Sichtbar ist, bei dem FHIm
der Wiederholung diese aber gerade unterhab der Sichtbarkeitsgrenze bleibt. RICKLING (1999)
isolierte cDNA aus e@nem Bereich des Gds, wo kane Bande dchtbar war. Nach der Elektrophorese
des Eluates in einem Agarose-Ge konnte eine Bande der erwarteten Grol3e dargestellt werden. Die
Schwierigkeit besteht darin, dal3 die Dauer der Expostion des Autoradiographiefilmes von dem
Alter (und damit der Strahlungsintensitét) des *S-dATPs abhéngig gemacht werden muR. Das
Problem konnte dadurch gelost werden, dal3 PCR und Elektrophorese am gleichen Tag wie der
erse Ansatz des Zufalprimers wiederholt werden und die Aut oradiographiefilme genau gleich lange
auf die Gele gelegt werden.

Durch das haufige Vorkommen von fasch postiven Banden, die zudem noch durch die
verschiedensen Grinde entstehen konnen, wird eine ganze Reihe von arbeitsaufwendigen
Mal3nahmen (Doppedansitze, Northern Blot u.sw.) nétig. Dies macht oft den Vortell des
Differentiad Display hingchtlich Arbeitsaufwand, Kosten und RNA-Bedarf wieder zunichte, so dal3
Methoden wie die subtraktive Hybridiserung wieder an Attraktivitét gewinnen.
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5.3 Schwierigkeiten bel der Sequenzierung der differentiellen Banden

Die Lange der cDNA, die aus den differentiellen Banden isoliert wurde, betrug durchschnittlich
150 bp. Diese geringe Grof3e fuhrte beim Sequenzieren dazu, dald der Vektor Uber eine grofRere
Strecke mitsequenziert wurde. Daher mufdten zundchst Uber eine Gegentberstellung mit der
Vektor-Sequenz die Stlicke herausgefiltert werden, die dem Insert entsprachen. Beim Vergleich mit
verdffentlichten Sequenzen in der Gendatenbank (embl) mit den verbliebenen Fragmenten konnte
be keiner Probe eine Homologie Uber eine langere Nukleotidfolge festgestdlt werden. Dies kann
daran liegen, da3 be der DDRT-PCR aufgrund der verwendeten Oligo(dT)-Primer oft
hauptsachlich die 3"-untrandatierte Region amplifiziert wird, well die cDNA-Fragmente haufig nur
bis zu 300 bp umfassen (SOMPAYRAC et d. 1995). Dieser Abschnitt it i.d. R. nicht mit
verdffentlichten Genabschnitten homolog. Auszuschlief3en ist aber auch nicht, dal3 wéahrend der
Préparation der Proben eine Kontamination stattgefunden hat, die in das Plasmid eingebaut wurde
und somit angtatt des gewtinschten Inserts kloniert und sequenziert wurde. Dies ist besonders leicht

maglich, well gerade kurze DNA-Stiicke (wie z.B. Primer-Dimere) ds Insert bevorzugt werden.

5.4 Auftreten von differentiellen Banden innerhab einer Gruppe

Eigentlich sollten zuné&chst die Schweine innerhab ener Gruppe auf Ubereingimmende
Genexpression hin untersucht werden, um dann bel deren Vorliegen die Tiere aus den drei Gruppen
miteinander zu vergleichen. Es ddlte sch aber heraus, dal3 schon innerhadb der Gruppen
Unterschiede im Bandenmuster auftraten. Diese Tatsache kann mehrere Griinde haben:

5.4.1 Genetische V ariabilitat

Jedes Individuum unterscheidet sich von den Artgenossen durch eine Vielzahl von Mutationen. In
der Regd beantrachtigen diese Verdnderungen des Genoms die Funktion der Proteine nicht.
Allerdings spidlen diese Mutationen beim Differentid Display fast keine Rolle, weil ene
differentielle Bande nicht durch ihre von den anderen Proben abweichende Sequenz charakterisiert
wird, sondern nur durch ihre unterschiedliche Grof3e, die die Laufgeschwindigkeit und damit die
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Podtion der Bande beanflufd. Das helfd, dald nur bel Deletion oder Addition von grof3eren
Fragmenten die Lange der cDNA deratig verdndert wird, dald sch Abweichungen im
Bandenmuster ergeben. Die einzige Stelle, an der auch Punktmutationen eine Rolle spielen kénnen,
ig der Ort, an den normaerweise der Primer hybridiseren wirde. Wenn eine Mutation eine
Bindung verhindert, fehlt eine Bande in der entsprechenden Spur, wenn ein Primer an einer Stelle
zusétzlich binden kann, wird eine Bande mehr detektierbar.

Beim Differentia Display wird in der PCR durch die Verwendung von Poly(T)-Anker-Primern die
3’ -untrandatierte Region amplifiziert. Da diese, wie schon der Name sagt, nicht trandatiert wird, ist
der Sdlektionsdruck auf die Beibehdtung der Sequenz geringer, so dal3 die Sequenz sich stark von
Tier zu Tier unterscheiden kann, ohne dal3 ein Funktionsverlust auftritt. Auf3erdem enthalten diese
Bereiche von vollig verschiedenen Genen oft dhnliche Sequenzen (SOMPAYRAC et d. 1995).

In dlen mir bekannten Arbeiten mit Verwendung des Differentia Display wurden die Proben von
verschiedenen Tieren gepoolt (z.B. GREEN und Mitarbeiter (1996) beschrieben die differentielle
Genexpresson im Uterus von tréchtigen Schweinen). Es wurden in den Arbeiten keine Angaben
darlber gemacht, ob auf Variationen im Bandenmuster zwischen den spédter gepoolten Proben

untersucht wurde.

5.4.2 Inhomogentitét der Proben hindchtlich verschiedener Zellarten

Das Schleimhautgeschabsel bestet aus verschiedenen Zdlarten, wie Drisenzellen und
cilientragenden Zellen, die entsprechend ihren Aufgaben verschiedene Gene exprimieren. Die
gewonnenen Geschabsel der Tiere enthdten diese Fraktionenin variierendem Antel. Esist denkbar,
dal3 eine MRNA-Sorte, die nur in einer Zdlart vorkommt, i.d.R. nicht s Bande in Erscheinung tritt.
Wenn in ener Probe die Zdlat aber in grofler Menge vorhanden ist, kdnnte damit die
Nachweisgrenze Uberschritten werden und eine neue Bande auftreten. Zukinftig konnte man diese
Ursache ausschlief3en, indem man von jedem Tier von verschiedenen Stellen des Eileiters
Schleimhautgeschabsdl entnimmt und diese gegeneinander testet. Da in der Ampulle vergleichs-
weise mehr cilientragende Zellen vorhanden sind, im Isthmus mehr Driisenzellen, miif3ten bel einem
Vergleich der Geschabsal unterschiedliche Bandenmuster auftreten, falls die Varianz der Zdll-



-75 -

fraktionen eine Rolle flr die Entstehung von differentiellen Banden spielt.

Das Anlegen einer Zdlkultur igt aus verschiedenen Grinden nicht snnvoll. Wenn in dem
Schleimhautgeschabsdl, das zum grofdten Tell aus vollgandig differenzierten Zellen besteht,
Tellpopulationen zum Wachstum angeregt werden kdnnen, miissen dies bel jedem Ansatz nicht
immer die gleichen Zellen sain. Somit wére eine Vergleichbarkeit zwischen den Proben nicht
gewdhrleigtet. Von verschiedenen Autoren wurde beim Anlegen einer Eileterepithelzellkultur eine
garke Vermehrung der Zellen und die Aushildung eines Monolayers beschrieben (JOSHI 1995,
HENRIKSEN et d. 1990). Morphologisch entsprachen die Zdlen im Prinzip normaen
Epithelzellen. WALTER (1995) stdlte aber das Fehlen von Zilien und das seltene V orkommen von
sekretorischen Granula fest. OUHIBI und Mitarbeiter (1989) beschrieben eine mehr oder weniger
darke Veranderung in der Morphologie nach mehreren Passagen. WALTER (1995) und
HENRIKSEN et d. (1990) konnten einen podtiven Cytokeratin-Nachwels fuhren. Trotz der
Ahnlichkeiten der Zellen in Kultur mit dem Eileiterepithel kommt WALTER (1995) zu dem SchiuR,
dal3 Zelkulturen nur bedingt fir Experimente geeignet sind. Dies dirfte in besonderem Mal3e fir
die Untersuchung der Genexpresson zutreffen. Davallstandig differenzierte Zellen keine Zdltellung
mehr durchfiihren kdnnen, bedeutet dies, dal? sie sich entweder dedifferenziert haben oder dal es
sch um Zellen handdt, die noch gar nicht differenziert waren. In beiden Féllen liegt eine andere
Genexpresson vor ds be differenzierten Zellen. Auch die tellweise abweichende Morphologie

deutet auf eine veranderte Genexpression hin.

5.4.3 Gruppenhomogenitét

Auch nach hormoneller Behandlung mit PMSG und hCG variiert der Ovulationszeitpunkt um
mehrere Stunden. Beim Schwein ist es leider nicht mdglich, den voraussichtlichen Ovulations-
zeitpunkt mittels Ultraschall vorherzusagen (WABERSKI u. WEITZE 1998). Dies mifdte dann
auch sehr genau (z.B. bis auf 30 min. Abweichungen) geschehen. Auch Blutuntersuchungen haben
bisher keinen Anhatspunkt fir die Terminierung der Ovulation gegeben.

Eine genaue Festlegung des Ovulationszeitpunktes kann aso mit den derzeitigen Methoden nur
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retrogpektiv fur die Schweine in der Gelbkorperphase gemacht werden. Diese Tiere kdnnte man um
den vorausschtlichen Ovulationszeitpunkt herum beispidsweise adle 30 min. mit Ultraschall
untersuchen und dann die Schweine nach exakt der gleichen Zeitspanne schlachten. Allerdings stellt
dch die Frage, ob fur diese Gruppe nicht andere Faktoren einen grofderen Einflul auf die
Genexpression haben (Tagesunterschiede, unterschiedliche Zykludange).

Bel den 6strischen Schweinen kénnte derzeit nur unter sehr grof3em Aufwand von Tiermateria eine
relativ genauie Gruppeneintellung vorgenommen werden. Man konnte im entsprechenden Zeitraum
nach der Behandlung ale 30 min. jewells beispidsweise drel Schweinen die Eileter entfernen und
den spéteren Ovulationszeitspunkt mittels Ultraschall feststellen. Anschlief3end kénnten dann die
Proben der Tiere, die dch gleich lange vor der Ovulation befanden, zu einer Gruppe
zusammengefaldt werden.

5.5 Wachsumsfaktoren

Die Wachstumsfaktoren tiben einen grof3en Einfluf3 auf das Wachstum und die Differenzierung von
Embryonen und deren Hillen aus (LIU et d. 1989).

KENNEDY und Mitarbeiter (1994) konnten bei Untersuchungen des Eileiters und des Uterus von
Schweinen in alen Zyklusphasen mRNA sowohl vom EGF selbst als auch vom EGF-Rezeptor
nachweisen. In den eigenen Untersuchungen konnte mit dem einen Primerpaar bel dlen Tieren
(prépuberd, Ostrus und Gelbkorperphase) die mRNA fir den EGF-precursor mittes PCR
festgestdlt werden. Mit dem anderen Primerpaar waren in jeder Gruppe bel en bzw. zwei
Schweinen keine entsprechende Bande bei der Elektrophorese detektierbar. Wahrscheinlich ist dies
darauf zurtickzufUhren, dal3 das Primerpaar nicht optima war. WOLLENHAUPT und Mitarbeiter
(1999) zeigten, dal3 die Gehalte des EGFs wéahrend der Gdbkorperphaseim Eilater zunehmen.

Bel der Untersuchung auf |GF1-mRNA funktionierte das eine Primerpaar gar nicht. Bei der einen
positiven Probe handdlt es sich vermutlich um eine unspezifische Bande. Beim anderen Primerpaar
waren ale Schweine der Ostrus-Gruppe positiv. Aulerdem konnte bei einem prapuberalen Tier
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| GF-1-spezifische MRNA nachgewiesen werden. Méglicherwelse wére das Schwelin in aosehbarer
Zeit bringig geworden. Diese Ergebnisse decken sich mit den Resultaten von SSIMMEN und
Mitarbeitern (1990), die nach Applikation von Ostrogen an ein prapuberales Schwein kurze Zeit
godter erhohte Gehdte an IGF1 im Uterus messen konnten. GEISERT und Mitarbeiter (1982)
vermuteten eine gegensatige Beanflussung von einem 12 Tage dten Embryo und dem
Endometrium hinsichtlich Ostrogen- (durch den Embryo) und IGF-1-Synthese (im Endometrium).
Im Gegensatz dazu stehen Ergebnisse ener spéteren Arbeit von SIMMEN und Mitarbatern (1992),
die sich auch auf den Uterus bezog. Bei dieser Untersuchung, die intakte Schweine an jedem Tag
des Zyklus enbezog, wurden gerade im Ostrus besonders niedrige |GF-1-mRNA-Gehdte
gemessen. Moglicherwelse reagiert der Eileiter anders auf den hormonellen Status as der Uterus.
Darauf deuten die Ergebnisse von WISEMANN und Mitarbeitern (1992) hin. Sie gewannen
Eileiterflissigkeit mittels Katheter und untersuchten sie auf IGF-1. Im Ostrus war der Gehdlt an
diesem Wachstumsfaktor erhoht. Allerdings stdlt 9ch die Frage, in wiewat die Sekretion durch die
Katheteriserung beeinflul3t wurde.

In den eigenen Untersuchungen waren vier von funf ostrischen Schweinen fir |GFBP-2-mRNA
positiv. Aul3erdem wiesen die Proben zweier Tiere der Gelbkorper-Gruppe in der Elektrophorese
entsprechende Banden auf. IGFBP-2 bindet zwar bevorzugt IGF-2, hat aber auch eine Affinitét zu
IGF-1. Moglicherweise ist die Synthese von IGFBP-2 im Ostrus in den Eileiterepithelien darauf
zurtickzufUhren, dal3 die | GF-1-Konzentration erhdht ist. In den Korperflissigkeiten ist der grofite
Tel des IGF-1 und IGF-2 an die entsprechenden Bindungsproteine assoziiert, um die Insulin-
ahnliche Wirkung der frelen Wachstumsfaktoren zu unterbinden. Die Menge an zur Verfligung
stehenden Bindungsproteinen miiféte sich deshalb nach dem vorhandenen IGF-1 und | GF-2 richten,
damit weder zuvidl noch zuwenig freles | GF verfligbar it.

Auch SIMMEN und Mitarbeiter (1992) stellten fest, dal3 im Ostrus der Gehdlt des IGFBP-2 am
hochsten war. Mdglicherweise liegt bel den elgenen Versuchen die Nachweisgrenze fur die mRNA
s0 hoch, dal3 geringe Gehdte von mRNA in der Gelbkdrperphase nicht nachgewiesen wurden. In
zukinftigen Untersuchungen mifdte dso eine moglichst hohe Sengitivitét angestrebt werden, um

vorhandene mRNA auch nachzuweisen.

Sicher and EGF und IGF-1 und -2 nicht die einzigen Wachstumsfaktoren, die Einflu3 auf das
Wachstum des Konzeptus nehmen. Es wurden bereits diverse Proteine entdeckt, die nur zu
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bestimmten Zeten in der Eilaterflissgket nachweisbar snd (z.B. BUHI e a. 1989,
WOLLENHAUPT et d. 1997). Somit ist welterer Forschungsbedarf vorhanden, um den Einfluf3
des Eileters auf das Wachstum und die Differenzierung der Frucht zu verstehen und ewvtl.

nachahmen zu koénnen.
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6 Zusammenfassung

Der Eileter trégt mit seiner Sekretion wesentlich zum Erfolg der Reproduktion bel. Es werden nicht
nur die VVorgange bis zur Befruchtung beeinfluf3t, sondern auch das Wachstum und die Entwicklung
des Konzeptus werden durch bestimmte Proteine unterstiitzt.

Bisher ist noch wenig Uber die zyklusspezifische Genaktivierung in den Eileterschleimhautzellen
bekannt. Zid dieser Arbeit war es deshdb, bel prépuberalen, 6strischen und Schweinen mit
Gelbkorper das Eileterepithel hinschtlich Genaktivierung in Abhéngigkeit von der Zyklusphase
mittels der Technik des Differentid Display zu untersuchen. Aul3erdem sollte in diesen Phasen
mittels herkbmmlicher RT-PCR das Vorliegen von mRNA von IGF-1, IGFBP-2 und EGF-

precursor Uberprift werden.

Be der Isolation der RNA wurden drei Methoden miteinander verglichen: Der RNeasy Mini Kit ™
von Qiagen, die herkdmmiliche Phenol-Chloroform-Extraktion und die GoldPeqg RNAPure ™ von
Peglab. Letztere ergab konstant groflere Mengen an RNA.

Im ersten Versuchstell wurde fir jede Gruppe ein Schwein untersucht. Es handelte sch hierbel um
unbehandete Schlachtschweine, deren Zyklusstand anhand des Ovarbefundes diagnogtiziert wurde.
Dies gdt auch fur die Tiere der prpuberaen Gruppe im zwelten Versuchstel (Die Gruppengrolie
betrug jewels funf Tiere). Die Schweine der Gruppen ,Ostrus‘ und ,Gelbkorper wurden
hormonell vorbehandelt und dann kurz préovulatorisch bzw. am Tag 9 des Zyklus geschlachtet.

Im ersten Versuchgtell konnten 16 differentielle Banden isoliert werden. Davon stellten sich €lf nach
Reamplifikation in der Elektrophorese ds eine scharfe Bande dar. Die Lange der cDNAS betrug
Uberwiegend 150 bp. Be funf Proben wurde nach der Klonierung eine Sequenzierung durchgefthrt,
die aber in keinem Fall auswertbare Ergebnisse ergab. Dies lag vermutlich daran, dal3 die Inserts zu
kurz waren. Auch nach Herausfiltern der nachfolgenden Sequenz des Vektors wiesen Sie zu geringe
Homologien mit bekannten Genen auf. Daher wurde auf den Sequenzierversuch bel den restlichen
Proben verzichtet.
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Im zweiten Versuchdell traten beim Vergleich der Tiere innerhdb der jewelligen Gruppe
Unterschiede im Bandenmuster auf. Insgesamt wurden neun differentielle Banden festgestdlit. Die
Ursache fUr das Auftreten von abweichenden Banden bel Tieren, die Sich im Prinzip in der gleichen
Phase des Zyklus befinden, kdnnte zum einen in der genetischen Variahilitét der Tiere liegen. Diese
ist in der 3"-untrandatierten Region, die beim Differentiad Display bevorzugt amplifiziert wird und
auf der kein Sdlektionsdruck liegt, besonders grof. Die zweite Ursache konnte darin liegen, dal3 es
sch baeim Schleimhautgeschabsel um ein Gemisch von Zellen handdlt, die bel den verschiedenen
Proben in unterschiedlichen Antellen vorkommen. Der dritte Grund konnte die relativ grobe
Gruppeneintellung sain. Selbst die hormonell behanddten Schweine variieren  hingchtlich
Ovulationszeitpunkt noch um mehrere Stunden, so dal3 zwischen diesen Tieren durchaus

Unterschiede in der Genexpression auftreten knnen.

Beim IGF-1 konnte nur im Ostrus entsprechende mRNA nachgewiesen werden. Auch die | GFBP-
2-mRNA war ausschlielflich im Ostrus detektierbar. Dagegen konnte die mRNA fir den EGF-
precursor in dlen Zyklusstadien nachgewiesen werden. Die Ergebnisse widersprechen tellweise den
Beobachtungen, die andere Autoren am Uterus gemacht haben, so dal3 scherlich im Eileiter noch
genauere Untersuchungen durchgeftihrt werden missen. AulRerdem handelt es sich bel den
untersuchten nicht um die einzigen relevanten Wachstumsfaktoren, denn in letzter Zeit snd noch

eine Reihe weiterer entdeckt worden.
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6.1 Summary

AnjaSeefddt: Investigation of gene expressonin the porcne oviduct.

The secretion of the oviduct is essentia for a successful reproduction. It does not only influence the
process until fertilisation but also supports the growth and differentiation of the conceptus.

Thereis little information about genes that are expressed in the epithelium of the oviduct during the
estrous-cycle. In this study the oviducta gene expresson was determined in prepuberta, estrous
and interestrous pigs usng the ,differentid display“-method. In additional experiments the
expresson of IGF1-, IGFBP-2- and EGFprecursor-mRNA in the oviductal epitheium of these
animaswas investigated by the means of RT-PCR.

In the first experiments of this study three pigs (one per group) were investigated. They were
normally fattened and the stage of estrous cycle was determined by visua examination of the
ovaries. In the second experiments the oviducts of five pigs per group were examined. The
perpubera ones were daughtered untreated, the others were treated with 800 |.E. PMSG and 500
|.E. hCG and were daughtered 36 h (estrous group) respectivdy ten days(interestrous group) later.

In thefirst experiments 16 differentidly expressed bands were detected. After reamplification eleven
of them resulted after electrophoresis in a sharp band. Five of the eleven samples were sequenced
showing no homology to known genes documented in databases.

In the second experiments the MRNA patterns of the pigs within the same group were compared.

Asthe patterns were heterogenous within the groups a comparison of the different groups appeared

senseless. There are three possble reasonsfor this heterogenity:

1. Cycle-specific expresson of genes is a continuous process. In pigs there is a problem in
predicting the time of ovulation resulting in heterogenity and differentidly expressed genes.

2. Each sample contains different portions of cell-species which express different genes. In some
cases only aspecid mRNA is probably amplified and detected in eectrophoress.

3. Mutationslead to variationsin mRNA patterns of each individua pig.
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In the third experiments IGF1- and IGFBP-2-mRNA were detected only in estrous pigs, whereas
EGF-mRNA was detected in dl stages. Because of partly different results in former publications
further investigations would be ussful.
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8 Anhang
8.1 AbkUrzungen
A Adenin
Agquadest. Aquadedtillata
ATP Adenosintriphosphat
bp basepairs
C Cytosin
cDNA komplementédre DNA
dATP Desoxyadenosintriphosphat
dCTP Desoxycytosintriphosphat
DDRT-PCR Differentid-Display-Reverse-Transkriptions-PCR
dGTP Desoxyguanintriphosphat
DNA desoxyribonucleic add
DNase Desoxyribonuklease
dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat
drTP Desoxythymintriphosphat
EDTA Ethylendiamintetraazetat-Dinatriumsalz
EGF epidermal-growth-factor
etd. et dii
fmol fentomol
FSH Follikelstimulierendes Hormon
g Gramm
g Gravitationskongtante
Guanin
hCG humanes Chorion Gonadotropin
|.E. Internationale Einheiten
IGF insulin-like growth factor
IGFBP insulin-like growth factor binding protein

kb Kilo-Basenpaare



kDa
kg

UM

ml

mM

min.
MOPS
MRNA
NaCl
NaOH
ng

nm

oD

PCR

pH
PMSG
RAP-PCR
RDA-cDNA
RNA
RNase
rpm
rRNA
RT
RT-PCR

Std.

TAE
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Kilo-Dalton

Kilogramm

Mol

Mikroliter

Mikromol

Milligramm

Milliliter

Millimol

Minute
3-Morpholinopropansulfonséure
messenger RNA

Natriumchlorid
Natriumhydroxid

Nanogramm

Nanometer

Optische Dichte

polymerase chain reaction
negativer dekadischer Logarithmus der H™-Ionen-Konzentration
pregnant mare serum gonadotropin
RNA arbitrarily primed PCR
representationd difference andysis of cDNA
ribonucleic acid

Ribonuklease

rounds per minute

ribosomale RNA

Reverse Transkription

Reverse Transkriptions-PCR
Sekunde

Stunde

Thymin

TRIS-Acetat-EDTA



TBE
TPE
TRIS
tRNA

uv
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TRIS-Borat-EDTA
TRIS-Phosphat-EDTA
Tris-Hydroxymethylaminomethan
Transfer-RNA

Unit

Ultraviolett

Volt

Abkurzungen der Aminosduren:

I @ M m U O W >

N <s< 402307 zZzZr X

Alanin
Asparagin
Cydein
Asparaginsdure
Glutaminséure
Phenyldanin
Glycin
Higtidin
Isoleucin
Lysn
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Vdin
Tryptophan
Thyrosin
Glutamin
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8.2 Zusammensetzung von Losungen und Puffern

10x FA-Gd-Puffer:

41,8 gMOPS
800 ml Aqua dest

mit 1 M NaOH-L6sung pH-Wert auf 7,0 enstellen
16,6 ml 3 M Natriumacetat-L 6sung

20ml 0,5M EDTA-L6sung

Agquadest. ad 1000 ml

seril filtrieren

10x TBE-Puffer:

108g TRIS
559 Borsaure

40 ml 0,5M EDTA-L6sung (pH 8,0)
ad 1000 ml Aquabidest.

5x RNA-Auftragspuffer:

16 pl Bromphenolblau
80l 500 mM EDTA, pH 8,0
720 Wl 37% Forma dehyd
2000 pl Glyceral
3084 pl Formamid
4000 pl 10x FA Gel Puffer
100 pl Aquadest.
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dNTP-Mixe:

1 Y 100mM A-Nucleotide
1 Y 100mM T-Nucleotide
1 Y 100mM C-Nucleotide
1 Y 100mM G-Nucleotide
96 ul Ampuwa
ergibt 1 mM dNTP-Mix

1x TAE-Puffer:

0,04 M Tris-Acetat

0,001 M EDTA

1x TPE-Puffer:

0,09 M Tris-Phosphat

0,002 M EDTA

6x Agaroseauftragspuffer:

0,25 % Bromphenolblau

0,25 % Xylen Cyanol
Glyceral in Aquadest.
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8.3 Sequenzen der Wachstumsfaktorery-bindungsproteine

IGF-1:

1 tacaaggtta agatgcacat cacatcctct tcgeatctct tetacttgge cetgtgcttg

61 ctctecttca ccagetetge cacggetgga cctgagacce tetgtggggc tgagetggatg
121 gacgctcttc agttcgtgtg cggagacagg gacttttatt tcaacaagcc cacagggtac
181 ggctecagcea gtcggagggc gecacagacy ggcatcgtgg atgagtgctg cttceggage
241 tgtgatctga ggaggctgga gatgtactgt gcaccectca agectgecaa gteggeccge
301 tcegteegtg cecagegeca cacggacaty cccaaggctc agaaggaagt acattigaag
361 aacacaagta gagggagttc aggaaacaag aactacagaa tgtaggaaga ccttcctgaa
421 gagtgaagaa tgacatgcca ctggcaggat cctttgetct gcacgagtta cctgttaaac
481 accagaagac ctaccaasaa aataagtttg aaaacatttc aaaagatggg cattcceece
541 aatgaaatac acaagtaaac attcceg
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|GFBP-2:

1 gaggeggctc cegegetege agggeegtge cacctgeccy ctegetegec geegtegege
61 tcaccgecge caacatgetg cogagactgg geggeaccege getgtegttg ctgecgetge
121 tgctgctget getgggeacy ggcggecgeg gggegegege cgaggtgctg ttecgetgee
181 cgeectgeac geccgagage Ctggeogect geaggeccec teecgecyeg cegeccteeg
241 ccggggecgy gecggetgge gactecegeg cgecctgega gettgtecgg gagecgggct
301 geggcetgctg ctetgtgtge gegeggetyg agggegageg gtgeggegty tacacceege
361 getgcgecca ggggctgegc tgctatcece accegggctc cgagetgecc ctgcaggege
421 tggtcctggg cgagggeact tgcgasaage geogegatge cgagtacgge gecageceey
481 agcaggttgc agacaatggc gacgatgcetg agggaggcct ggtigagaac cacgtggatg
541 ggaacgtgaa cttgttggga ggtacaggey gtgetggecg gaageccctc aagtcaggea
601 tgaaggagct ggctgtgttc cgggagaaag tcacggagea gcaccggcag algggcaagg
661 gtggcaagca tcacctcggc ctggaggage ceaagaaget geggeegecy cetgecagga
721 ccecectgeca gcaggagitg gaccaggtec tggaacggat ctecaccatg cgecttccgg
781 atgagegggg ccccctggag cacctgtact cettgcacat ccccaactgt gacaagcatg
841 gectgtacaa cctcasacag tgcaagatgt ctetgaatgg gcagegtggg gagtgctggt
901 gegtgaacce caacaccggg aagcetgatce agggggecee caccatccgy ggggacceey
961 agtgtcatct cttctacaac gagcagcagg gggctcgegg ggcacacace cageggatge
1021 agtasaccac agccagecgg tgcctggcac CCCCCCCCCC accectettc aaacgcagge
1081 agagcgggga gagtgcttge gtggtgagty ggggaggatt ttecaggagt tetgacatge
1141 gtatttatat ttggasagag accagcaccg agcttggcac ccgtcececc ctecttceee
1201 cctceecage tggagatgec cagetggaga tgcecgeacc ctecctectg gaatcectge
1261 tggggaggga ggggatggct gcagtggegg agetggggta gagottiggg aggggggaaa
1321 aaagaadttt ttatttttga accectgtgt ctcttttget taagettasa ggaaggacaa

1381 atasaoooca aoaaoaa80a a088a
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EGF-precursor:

1 cteectgatg ggaaacqgty teatcaatta atttectgee caageaatgt gtctgagtat
61 agccatgact gtgttctgac atcagatggt cccatatgtt tetgtectga agactcagta
121 cttgaggcag atggaaaaac atgtageggc tgttcatcac ctgataatgg tgggtgcage
181 cagctctgcc ttectetcag teccagtaacc tgggaatgtg getgctttec tgggtatgac
241 ctacagttgg acaaasagag ctgtagagct tcaggaccac caccgttttt getgtttge
301 aattctcaag atattcgaca catgeatttt gacggaacag attatgaaac tctgctcaac
361 cagcaaatag gaatggtttt ggccctagat catgaccctg tggaasataa ggtatacttt
421 geccatacag cectgaaaty gatagagaga gcetaatatgy atggttecca gcgagaaagy
481 ctttttgagg aagcagtcga tgtgecagaa ggtcettgeca tagactggat tggecgtasa
541 ttctattgga cagacagagg gagatctctc attgaaggga gtgatttaaa tggaaaatac
601 cgcgaaataa tecattaagga agacatctct cagecacgag gaattgetgt tcatccagtg
661 gccaagagat tattctggac tgatatgggg actaatccac gaattgasag ttcatcectt
721 caaggcattg geegacgggt tatagecage teggatcetgg tetggeccag cggaataaca
781 attgattact taactgacaa gttgtattgg tgegatgcca agcagtctgt gattgaaatg
841 tccaatctgg atggttcgag acgccagaga cttgcccaga acgatgtagg tcacceattt
901 geggtagctg tgtttgagga tcacgtgtgg ttctctgact ggactatgec atcggtaata
961 agggtgeeca agaggactgy casaeatagg gtacgtctec gaggcageat getgaagece
1021 tcatcactgg ttgtagttca tccattggca aaaccaggaa caastcectg cttacaccaa
1081 aatggaggct gtgaacatat ctgcaaagag agttttggaa ctgctcagtg tttgtgtcat
1141 gaaggttttc tgaaagccee agatggaasa atgtgtctgg ctetgaatgg ccaagagata
1201 ttggcaggtc gtgggaaaga tctgagtgat ggagtaatge cagtggacac cttacccaga
1261 agcagagagc ttgaagataa cettacagaa tctcaacaca ttctagtggce tgaaatcatg
1321 gtttcagatg acgaggactg cggegetgey ggatgeagty cgcaggegeg gtgtgttaca
1381 gagggagagg acgccacgtg teagtgttty asaggatity ctggagatgg asacctgtgt
1441 tctgatatag atgagtgtga gctgggcacc teggtgtgcee ctectacctce ctecegagtge

1501 atcaataccg aaggtggtca cgtetgeegc tgcteggaag getaccaggg agatgggatc
1561 cactgtctcg atattgatga gtgccaacta ggtgtgcaca cetgtgggga asatgecacc

1621 tgtacaaata cggagggaaa ctacacctgce acatgtgetg gecgeccctc tgaacccgga
1681 cggatttgcce ctgaccctac tccaccetct cacctcgggg agg
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