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1. Einleitung 1

1 Einleitung

Die Entwicklung eines Saugetierembryos lasst sich grob in zwei Phasen unterteilen,
einer Pra- und einer Postimplantationsphase. Der  Abschnitt  der
Praimplantationsentwicklung umfasst die Zeitspanne von der Befruchtung der Eizelle
bis zur Einnistung der geschlipften Blastozyste in die Uterusschleimhaut, das
Endometrium. Trotz der Kirze dieser z.B. beim Menschen nur etwa 5-7 Tage
wahrenden Phase der Embryonalentwicklung erfolgen in dieser Zeit grundlegende
entwicklungsbiologische Weichenstellungen. Dazu zadhlen u.a. die Aktivierung des
embryonalen Genoms, der Wechsel von den totipotenten Blastomeren zu den
pluripotenten Blastozystenzellen, die Ausbildung von Zellkontakten und die
Umstellung des Metabolismus auf eine Verwertung von Glukose. Ein
programmgemales Durchlaufen dieser und zahlreicher weiterer zell- und
molekularbiologischer Prozesse bestimmt die Entwicklungsfahigkeit des Embryos.
Dabei spielt das Energiesubstrat Glukose eine wesentliche Rolle. Seine Aufnahme
und Verfugbarkeit ist fir den Embryo essentiell. Sie ist an die Expression von
speziellen Transmembranproteinen, den Glukosetransportern gebunden. Die
folgenden  Kapitel sollen einen  Einblick in die  Entwicklung von
Praimplantationsembryonen des Rindes, dem Untersuchungsobjekt der vorliegenden
Arbeit, und eine Einfihrung in die Molekilklasse der Glukosetransporterproteine
geben. Am Ende werden die bisher erlangten Erkenntnisse Uber die Expression
dieser Proteine und deren Regulation und Funktion und die daraus abgeleitete

Bedeutung fur die Entwicklung von Praimplantationsembryonen dargestellt.

1.1 Die Entwicklung von Praimplantationsembryonen beim
Rind

Rinder sind ganzjahrig zyklisch (polyoestrisch), wobei ein Zyklus 21 Tage umfasst.
Wahrend des Oestrus vollzieht die im Follikel heranreifende Oozyte die erste
Reifeteilung der Meiose. Die zweite Reifeteilung arretiert in der Metaphase Il und
wird erst nach der Befruchtung vollendet. Im Eileiter teilt sich der Embryo bis zum 8-
Zellstadium. Dieses Entwicklungsstadium ist verbunden mit der Aktivierung des
embryonalen Genoms (Telford et al., 1990) und einer Umstellung des Metabolismus
von einer Laktat/Pyruvat- zur anaeroben Glukoseverwertung. Der Embryo gelangt

Uber den Eileiteristhmus in das Uterushorn und erreicht dort etwa 5 bis 6 Tage nach
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der Ovulation (post ovulation — p.o.) das Morula— bzw. nach etwa 6-8 Tagen p.o. das
Blastozystenstadium. Das Erreichen des Stadiums der Blastozyste ist mit der
Differenzierung des Embryos in zwei Zellinien - den Embryoblast- (inner cell mass —
ICM) und den Trophoblastzellen (im englischsprachigen Raum meist als
Trophektoderm bezeichnet) - verbunden. Das Schlipfen der Blastozyste aus der
Zona pellucida am Tag 9 geht einher mit der Eingliederung des Embryoblasten in die
Trophoblastzellen und dem Beginn der Ausbildung einer dritten Zellschicht, dem
Endoderm, welches die Blastozystenhohle auskleidet. Die Entwicklung von
Praimplantationsembryonen bei Wiederkauern und dem Schwein ist gekennzeichnet
von einem Auswachsen (Elongation) der Trophoblastzellen in die Uterushdrner. Im
Unterschied zur erheblichen Verlangerung des Trophoblasten nimmt der
Embryoblast kaum an GrofRe zu. Die Elongation beginnt am Tag 13 und ist mit
weiteren Differenzierungen wie der Mesodermbildung am Tag 15 und der Ausbildung
von Saulenzellen und bi- oder polynukledren Riesenzellen aus den
Trophektodermzellen verbunden (Russe and Sinowatz, 1991). Die Erkennung und
Aufrechterhaltung der Graviditat erfolgt wahrend der Elongation (Tag 15) durch die
Sezernierung von IFN-tau (auch bTP-1) (Cross and Roberts, 1991; Roberts et al.,
1998). IFN-tau wird durch die Trophoblastzellen gebildet und inhibiert die uterine
Ausschittung von PGF4 (Hansen et al., 1999). Die Rickbildung des Corpus luteum
wird verhindert und eine kontinuierliche Progesteronausschittung gewahrleistet. Bis
zum Tag 16 sind Rinderblastozysten noch transferierbar. Danach ist die maternale
Erkennung der Graviditat erfolgt und die Implantation des Embryos beginnt zwischen
dem 18. und 19. Tag (Russe and Sinowatz, 1991).

111 Embryonalentwicklung und -kultur in vitro

Oozyten (bzw. die Kumulus-Oozyten-Komplexe — KOK) fur die Embryokultur in vitro
kénnen aus Schlachthofovarien (in vitro) oder in vivo durch Laparoskopie (Rath,
1993) gewonnen werden. In vitro werden Eizellen durch ein Aspirieren der Follikel
(Sirard and Lambert, 1985), das ,Slicen* der Ovarien (Xu et al., 1992) oder durch
Praparation aus intakten Follikeln (Pavlok et al., 1992) erhalten. Eine Reifung der
Eizellen, bemessen vor allem am Erreichen des Metaphase II-Stadiums der Meiose,
wird bei dem zumeist verwendeten Medium TC-199 (Bavister et al., 1992) durch
Supplementierung  mit Hormonen, FCS (Fukui and Ono, 1989) oder

Wachstumsfaktoren bei Temperaturen zwischen 38-39°C und Luftsauerstoff sowie
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5%CO, vorgenommen und dauert ca. 24h. Nach Reifung der Eizellen wird die
Fertilisation entweder mit frisch gewonnenem (Lengwinat et al, 1990),
bevorzugterweise jedoch mit tiefgefrorenem und zuvor gereinigtem Bullensperma
durchgefiihrt. Ubliche Methoden der Gewinnung motiler Spermien und einer
Abtrennung von Gefriermitteln sind das ,swim up“ (Parrish et al., 1985) und die
Percollgradientenzentrifugation (Sapienza et al., 1993). Ein haufig eingesetztes
Medium fur die In-vitro-Fertilisation ist das TALP (Tyrode's Albumin Lactate
Pyruvate)-Medium (Bavister and Yanagimachi, 1977; Saeki et al., 1993), welches in
Verbindung mit Kapazitierungs— bzw. Motilitdtsfaktoren wie Heparin (Parrish et al.,
1984), Penicillamin (Andrews and Bavister, 1989), Hypotaurin und Epinephrin
(Leibfried and Bavister, 1982) eingesetzt wird. Nach etwa 18-20h Kokultur von
Eizellen und Spermien werden die Eizellen von den umgebenden Kumuluszellen
befreit (Hyaluronidase-Behandlung, Vortexen oder Pipettieren) und kdnnen dann bis
zum Blastozystenstadium kultiviert werden, wobei unterschiedliche Kulturmedien und
-techniken zum Einsatz kommen. Fir kommerzielle Anwendungen werden
insbesondere komplexe Kulturmedien wie das TCM-199, Ham’s F-10 oder Menezo’s
B2-Medium in Verbindung mit Serum (FCS) oder in Kokultur mit somatischen Zellen
wie z.B. bovinen Eileiterzellen verwendet. Die Fortschritte in der Embryokultur
erlauben zunehmend den Einsatz definierter Medien, wobei das SOF-Medium
(synthetic oviductal fluid) mit verschiedenen Modifikationen wie z.B. einer
Supplementierung mit Serum, BSA, EDTA, oder auch PVA eingesetzt wird.

1.2 Der passive Glukosetransport - Glukosetransporter

Wahrend Insulin, der wichtigste hormonelle Regulator des Glukosetransportes,
bereits 1922 entdeckt wurde (Banting and Best, 1990; Bliss, 1982), wurde erst 1977
das Protein, welches den Transport der hydrophilen Glukose durch die
Plasmamembran in die Zelle erméglicht, isoliert (Kasahara and Hinkle, 1977) Die
entsprechende cDNA des Proteins konnte 1985 kloniert werden und erlaubte
Aussagen uber die Struktur des Glukosetransporters (Mueckler et al., 1985). Neben
dem aus Erythrozytenmembranen isoliertem Glukosetransporter 1 (Glutl) sind heute
weitere  zehn humane Isoformen bekannt, welche die Funktion des
Glukosetransportes und strukturelle Eigenschaften vereinen, sich jedoch in ihrer

Regulation, Kinetik und ihrem Expressionsmuster unterscheiden.
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Gemeinsamkeiten der einzelnen Glukosetransporterisoformen sind gekennzeichnet
durch die konservierten Regionen der Primarstruktur und die zwolf transmembranen
Helices dieser Membranproteine (Abbildung 1-1). Sowohl das C- als auch N-
terminale Ende dieser Proteine ist im Zytoplasma lokalisiert. Sequenzhomologien des
C— und N- terminalen Endes weisen auf eine Dimerisierung von zwei, urspringlich
sechs transmembrane Helices umfassenden, Proteinen hin (Marger and Saier,
1993).

Abbildung 21 Strukturmodell der Glukosetransporterfamilie mit den 12 transmembranen Helices. Die
mit dem Einbuchstabenkode bezeichneten Aminoséuren stellen die konservierten Bereiche zwischen
den humanen Isoformen 1-5 dar. Die Glykosylierungstelle der Transporter ist ebenfalls
gekennzeichnet (N45) (nach: Gould, 1997).

Die Kenntnis der Glutl-cDNA-Sequenz ermoglichte anhand von
Hybridisierungstechniken unter wenig stringenten Bedingungen (,low stringent
conditions®) die Klonierung weiterer Isoformen bis 1993: Glut2 (Fukumoto et al.,
1988a; Thorens et al., 1988), Glut3 (Kayano et al., 1988; Nagamatsu et al., 1992),
Glut4 (James et al., 1989) und Glut5 (Kayano et al., 1990). Eine Glut6-cDNA wurde
als Pseudogen identifiziert (Kayano et al., 1990). Ein aus Leberzellen der Ratte
isolierter Glut7 (Waddell et al., 1992), dem eine mikrosomale Lokalisation mit einer

innerzellularen  Glukosetransporterfunktion ~ zugeschrieben  wurde, stellte ein
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Klonierungsartefakt dar (Burchell, 1998). Sowohl das Screenen von EST (expressed
sequence tags)-Nukleotidsequenzdatenbanken als auch die Entschlisselung des
humanen Genoms ermdglichte die Klonierung und Sequenzierung neuer
Glukosetransporterisoformen. Aufgrund der rasch aufeinanderfolgenden
Klonierungs- und Sequenzierungsergebnisse ist die Nomenklatur bisher nicht geklart.
So sind der GlutX1l (lbberson et al, 2000; Reagan et al., 2001) und Glut8
(Carayannopoulos et al., 2000; Doege et al., 2000b) identische Proteine, wéhrend
der von den Arbeitsgruppen Phay et al. (Phay et al., 2000a) bzw. Doege et al.
(Doege et al., 2000a) beschriebene Glut9 zwei verschiedene Transporter bezeichnet.
Die publizierte Glutl0-Sequenz (McVie-Wylie et al., 2001) unterscheidet sich von
dem Glutl0-Genbankeintrag der Gruppe Doege et al. (Accession Nr. NP_110434).
Bis heute sind, mit Ausnahme des Klonierungsartefaktes Glut7 und dem Pseudogen
Gluté, 10 Glukosetransporterisoformen bekannt. Ein  Dendrogramm  der
Transporterproteinsequenzen ist in der Abbildung 1-2 dargestellt. Die Familie der
Glukosetransporterproteine lasst sich aufgrund ihrer Primarstruktur in  drei
Untergruppen  unterteilen.  Vergleichbar zum  Drosophila-Genom  kdnnten
mdoglicherweise in  Saugern ebenfalls 12 Gene die Familie der
Glukosetransporterproteine kodieren. Die Tabelle 1-1 fasst die Expressionsmuster

der Glukosetransporterisoformen und ihre Michaelis-Menten-Konstanten  (Km)

Zusammen.
AR Gut1l
+--|
Sl B R R Gut4
[

R [ G ut3

I I

| AR R EEE L Gut2
Fememe e e aa |
| | R L E LR R R Qut9-1 (Phay et al., 2000a)
| | RREE
| Hoeee o | o el G ut10-1 [ NP_110434]
I I
| R G uth
I
| Fom - G ut8/d ut X1
| T
R | oo Qut9-2 (Doege et al., 2000a)

I

R LR Qutl10-2 (MVie-Wlie et al.,

2001)

Abbildung %2 Dendrogramm der bisher bekannten humanen Glukosetransporterproteine. Bis auf die
Sequenz des Glutl0-1 (Genbankeintrag NP_110434, Doege et al, 2001) sind alle Isoformen publiziert.
Ein Vergleich der Proteinsequenzen zeigt, dass die Familie der Glukosetransporter sich in drei
Gruppen unterteilen lasst (s.a. Doege et al., 2000a). Der Sequenzvergleich wurde mit Hilfe des
CLUSTAL-Programms erstellt.
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Isoform Organe/Gewebe/Zellen km-Wert in mM
Glutl ubiquitar; Erythrozyten; Plazenta, Gehirn, Endothelzellen 6,9
Glut2 Leber, &-Zellen des Pankreas, Niere, Dinndarm 11,2
Glut3 Gehirn, Plazenta 1,4
Glut4 Skelettmuskel, Fettgewebe, Herz 4,6
Gluts Dunndarm, Spermatozoen, Niere 6
Glut8 Testis, Skelettmuskel, Gehirn 2,4
Glut9-1 Niere, Leber n.b.
Glut9-2 Gehirn, Milz, Leukozyten n.b.
Glut10-1 Leber, Pankreas n.b.
Glut10-2 n.b. (Sequenzdaten) n.b.
SGLT-I Dinndarm, Niere 0,1-0,8
SGLT-2 Niere 1,5-6

Tabelle :1 Ubersicht der Expressionsmuster der Glukose- bzw. Fruktose(Glut5)transporterisoformen

und ihrer Michaelis-Menten-Konstanten (k) (n.b. = nicht bekannt).

121 Glukosetransporter 1

Die humane cDNA, die den Glukosetransporter 1 kodiert, wurde 1985 durch die
Arbeiten der Gruppe um Mueckler isoliert (Mueckler et al., 1985). In den
darauffolgenden Jahren wurde die cDNA-Sequenz dieser Isoform fir zahlreiche
weitere Spezies beschrieben (u.a. Ratte: Birnbaum et al., 1986 Kaninchen: Asano et
al., 2000; Rind: Boado and Pardridge, 1990; Schaf: Currie et al., 1997). Anhand der
abgeleiteten Aminosauresequenz wurden 12 transmembrane Helices vermutet, die
spater durch  spektroskopische  Methoden wie  Zirkulardichroismus  und
Fouriertransformation bestatigt werden konnten (Alvarez et al., 1987; Chin et al.,
1986; Jung et al., 1986). Der Glutl wird in adulten Geweben ubiquitar exprimiert,
wobei eine starke Expression in der Niere, dem Gehirn, in Erythrocyten und Blut-
Gewebe-Grenzen wie der Blut/Hirn-Schranke, der Plazenta oder der Retina vorliegt
(Boado and Pardridge, 1990; Currie et al., 1997; Farrell and Pardridge, 1991a; Farrell
and Pardridge, 1991b; Harik et al., 1990; Takata et al., 1992; Takata et al., 1994).
Neben einer schwachen Expression dieses Transporters in der Leber (Spolarics et
al., 1993) ist der Glutl in geringen Mengen auch in Geweben mit einem Insulin-
sensitiven Glukosetransport wie dem Muskel und Fettgewebe nachweisbar
(Calderhead et al., 1990). Die ubiquitéare Verbreitung ist u.a. anhand der Kinetik des
Glukosetransportes dieser Isoform zu erklaren. Als eine Art ,housekeeping“-
Transporter ermdglicht der Glutl aufgrund seines ky,-Wertes eine Aufrechtherhaltung
der Glukosehomoostase einer Zelle sowohl unter normoglykédmischen als auch
hypoglykédmischen Bedingungen (Gould, 1997). Hyperglykdmie verursacht eine
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reduzierte Glutl-Expression z.B. in Nierenzellen diabetischer Ratten (Dominguez et
al., 1994) oder auch in humanen Trophoblastzellen (Hahn et al., 1998). Die
Promotersequenzen des Glutl Gens umfassen neben TATA- und CAT-Boxen,
Serum-, Glucocorticoid- und cAMP-responsive Elemente sowie TRE- und spl-
Bindungsstellen. Diese Genstruktur erlaubt die Transkriptionskontrolle des Glutl
durch Wachstumsfaktoren und Hormone wie EGF, FGF (Hiraki et al., 1988), Insulin
(Taha et al., 1999), IGF-I (Maher et al., 1989), PDGF (Rollins et al., 1988), TNF-&
(Liong et al., 1999) oder TGF-a (Inoki et al., 1999). Onkogene wie src, abl (White et
al., 1994), ras (Onetti et al., 1997) oder myc (Osthus et al., 2000) kontrollieren die
Glutl-Expression und sind u.a. verantwortlich fir eine erhdhte Proteinmenge in
Tumorzellen (Smith, 1999). Der Glutl ist auch involviert in eine Stress-induzierte
Zellantwort (Wertheimer et al., 1991), ausgeldst durch Hypoxie (Chen et al., 2001;
Kozlovsky et al., 1997a; Kozlovsky et al., 1997b), Kalzium-vermittelten (Dominguez
et al., 1996; Quintanilla et al., 2000) oder osmotischen Stress (Barros et al., 1997).

1.2.2 Glukosetransporter 2

Die geringe Expression des Glutl in Leberzellen und die Kinetik des
Glukosetransportes in  Hepatozyten lie3 einen anderen Mechanismus des
Transportes vermuten und fihrte durch das Screenen von cDNA-Banken zur
Klonierung des Glut2 (Fukumoto et al., 1988b; Thorens et al., 1988). Im Gegensatz
zum ubiquitér vorliegenden Glutl wird diese Isoform spezifisch in Leberzellen, den
Insulin-sezernierenden Zellen der Langerhans-inseln (&-Zellen) sowie den
Epithelzellen des Dinndarms und der Niere exprimiert. Der Glut2 weist die geringste
Affinitat aller Isoformen gegentber Glukose auf und ermdglicht eine ,low affinity—high
capacity” Kinetik des Glukosetransportes. Eine weitere Besonderheit dieser Isoform
besteht in der &hnlich hohen Affinitat fur zwei Saccharide: Glukose und Fruktose. Die
Lokalisation dieses Transporters in den basalen Membranen der Epithelzellen des
Dunndarms und der Niere schafft die Voraussetzung fur den zweiten Schritt des
transepithelialen Transportes: die Freisetzung der durch die apikal lokalisierten
Transporter SGLT-I und Glut5 aufgenommenen Glukose bzw. Fruktose an die
Blutkapillaren. Die Bedeutung des Glut2 fiir die Glukose stimulierte Insulinsekretion
der a-Zellen sowie den Glukosestoffwechsel von Hepatozyten konnte anhand des
Glut2-knockout-Modells gezeigt werden (Guillam et al., 1997). Die Mause entwickeln

eine Hyperglykamie, Hypoinsulinamie, haben einen erhohten Glukagongehalt im
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Plasma, weisen eine Glukosurie auf und sterben um die Zeit der Entwdhnung
(Guillam et al.,, 1997). Die mit dem Ausschalten des Glut2-Gens verbundenen
Stoffwechselstérungen  sind u.a. auf den verdnderten Glukagon- und
Glukosestoffwechsel der Leberzellen (Thorens et al., 2000) und eine Storung der
Glukose stimulierten Insulinsekretion der &-Zellen zuriickzufiihren (Burcelin et al.,
2000a; Burcelin et al., 2000b; Guillam et al., 1998). In Glut2-defizienten Hepatozyten
wurde ein Glukosetransport gemessen, der nicht auf eine Expression bisher
beschriebener Isoformen beruhte und deshalb mit dem Vorliegen einer bisher
unbekannten Isoform erklart wurde (Burcelin et al.,, 2000a). Der vor allem in der
Leber und im Pankreas exprimierte Glutl0 wurde aufgrund seiner Lokalisation auf
dem Chromosom 20 als Kandidatengen fir ,non-insulin-dependent diabetes mellitus*
(NIDDM) postuliert (McVie-Wylie et al., 2001) und kénnte moéglicherweise eine
Erklarung fur den Glukosetransport in Hepatozyten bei Glut2-defizienten Mause

bieten.

1.2.3 Glukosetransporter 3

Die humane cDNA einer dritten Isoform der Glukosetransporterfamilie wurde 1988
kloniert (Kayano et al., 1988). Auch in anderen Spezies wurden die entsprechenden
cDNA dieser Isoform kloniert (Kaninchen: Asano et al., 1988 Hund: Borson et al.,
1996 Ratte: Nagamatsu et al., 1993 Maus: Nagamatsu et al., 1992 Schaf. Bennett et
al., 1995). Der Glut3 wird vor allem in neuronalem Gewebe, in der Plazenta und in
geringen Mengen in Muskel, Fett— und Nierengewebe exprimiert. Der Glut3 weist die
hochste Glukoseaffinitat der Glut-lsoformen auf. In Gehirnen von Ratten wird der
Glut3 durch Stressoren wie z.B. Hypoxie Uber einen durch HIF1-a (Hypoxie inducible
factor) vermittelten Signalweg (Royer et al.,, 2000) oder Hypoglykamie (Lee et al.,
2000) in seiner Expression beeinflusst. Die Rolle des Glut3 im fetomaternalen
Glukosetransport wurde unter diabetischen Zustanden der Hyperglykdmie an
Plazenten von Schafen (Das et al., 2000) und bei diabetischen Muttern untersucht
(Sciullo et al., 1997), wobei beide Studien eine Herabregulation dieses Transporters
nachweisen konnten. Die maligne Entartung von testikularen Keimzellen (Younes et
al., 1997) und das Ehrlich-Karzinom (Au et al., 1997) sind mit einer erhohten
Expression des Glut3 verbunden.

Die Expression des Glut3 steht unter dem Einflu3 von Insulin und wird Uber den

Signaltransduktionsweg der MAP-Kinase reguliert (Taha et al., 1995; Taha et al.,
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1997). Die Transkription des Glut3-Gens unterliegt u.a. den Transkriptionsfaktoren
spl und sp3 (Rajakumar et al., 1998), Proteinen der Zinkfinger-Familie. Trotzdem der
Glut3 in vielen Spezies beschrieben wurde, sind, im Vergleich zu den Transportern 1,
2 oder 4, bisher relativ wenige Studien Uber die spezifische Regulation und Funktion

dieser Isoform vorgenommen worden.

1.2.4 Glukosetransporter 4

Die Arbeiten von Suzuki und Kono (1980) und Cushman und Wardzala (1980)
konnten einen Insulin-stimulierten Glukosetransport in Adipozyten nachweisen, der
mit der Translokation eines Glukosetransporterproteins aus intrazellularen Vesikeln
in die Plasmamembran verbunden sein mul3te. Die cDNA, welche das
entsprechende Protein kodiert, wurde 1988 bzw. 1989 von mehreren voneinander
unabhéngig arbeitenden Arbeitsgruppen publiziert (Maus: Kaestner et al.,, 1989
Ratte: Birnbaum, 1989; James et al., 1988). Die Besonderheit dieser Isoform besteht
in der Insulin-abhéngigen, innerhalb von Minuten (Patki et al., 2001) ablaufenden
Mobilisierung des Transporters aus intrazellularen Vesikeln und deren Translokation
in die Plasmamembran. Sie resultiert z.B. in isolierten Adipozyten der Maus in einer
bis zu 20fach erhdhten Glukoseaufnahme (Toyoda et al., 1987). Der Glut4 wird fast
ausschlief3lich in Insulin-responsiven Geweben wie Fettgewebe, Skelett— und
Herzmuskel exprimiert. Das Protein ist in der Niere (Heilig et al., 1995) und der
Plazenta (Kainulainen et al., 1997; Xing et al., 1998) nachweisbar. Neben der Insulin-
sensitiven Translokation des Glut4 erlaubt die Rekrutierung dieses Transporters aus
intrazellular vorliegenden Pools eine rasche Reaktion der Zelle auf metabolische
Erfordernisse wie der Muskelkontraktion (Rodnick et al., 1992; Ryder et al., 2001,
Tsao et al., 2001). Die Mobilisierung des Glut4 aus intrazellularen Vesikeln in
Abhéngigkeit von Insulin fuhrte dazu, dass dieser Transporter sowohl aus rein
funktioneller Sicht auf den Mechanismus der Translokation als auch in
Zusammenhang mit Diabetes und der Regulation des Glukosehaushaltes von Fett-
und Muskelgewebe gut charakterisiert ist.

Insulin aktiviert nach Bindung an seinen Rezeptor die PI3-Kinase, welche Uber den
Signalweg der Proteinkinase B (oder auch Akt) die Exozytose des Glut4 in die
Plasmamembran auslost (Hernandez et al., 2001). Der Glut4 liegt intrazellular in zwei
verschiedenen Vesikelpopulationen vor, den Glut4-enthaltenden Vesikeln (GSV —

Glut4 containing vesicles) und den ,recycling endosoms®, wobei erstere primar fur die
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Insulin-abhéngige Translokation des Glut4 verantwortlich zu sein scheinen (Pessin et
al., 1999). Neuere Studien konnten zeigen, dass der Glut4 aus perinuklear
lokalisierten GSV in Abhéangigkeit vom Mikrotubulinetzwerk der Zelle in die
Plasmamembran gelangt (Guilherme et al., 2000; Olson et al., 2001; Patki et al.,
2001).

Die Existenz eines Insulin-sensitiven Glukosetransporters, dem Glut4, und die mit
dem Krankheitsbild des Diabetes mellitus einhergehenden Stoffwechselstérungen,
warfen die Frage auf, ob die Auspragung dieser Krankheit mit einem veranderten
Expressionsmuster  dieser  Isoform  verbunden ist. Eine  methodische
Herangehensweise, um die Funktion des Glut4 zu untersuchen, war die Herstellung
Glut4-difizienter Mause. Ein Ausschalten des Glut4-Gens zeigte, dass heterozygote
Mause einen ausgepragteren Phanotyp ausbilden als homozygote Mause (Charron
et al., 1999; Katz et al., 1995; Stenbit et al., 1997). Wahrend Glut4”’-Mause eine
erhohte Insulintoleranz aufweisen (Katz et al., 1995), entwickeln sie keinen Diabetes,
wie es in Glut4*"-Mausen beobachtet werden konnte (Charron and Katz, 1998;
Stenbit et al., 1997). Uberraschend war der Befund, dass Muskelzellen weiblicher
Glut4-defizienter Tiere einen Insulin-abhangigen Glukosetransport zeigen, der nicht
auf eine Expression der bisher bekannten Isoformen zurtickgefuhrt werden konnte
(Stenbit et al., 1996). Die Autoren dieser Studie postulierten die Expression einer
weiteren, Insulin-abhéngigen Isoform der Glukosetransporterfamilie, was mit der

Klonierung des Glut8 bestatigt werden konnte (Carayannopoulos et al., 2000).

1.25 Glukosetransporter 5

Durch Bell und Kollegen wurde 1990 aus humanen Gewebe ein weiterer
Glukosetransporter kloniert, der Glut 5 (Kayano et al., 1990). Das Protein weist nur
eine geringe Homologie (40%) zu den bis zu diesem Zeitpunkt bekannten Isoformen
(Glut1-4) auf und wurde spater ebenfalls in Spezies wie der Ratte (Rand et al., 1993)
und dem Kaninchen (Miyamoto et al., 1994) nachgewiesen. In Geweben wie dem
Dunndarm (besonders Duodenum und Jejunum) und der Niere wird diese Isoform
sehr stark exprimiert, wahrend geringe Mengen des Proteins auch im Muskel - und
Fettgewebe (Shepherd et al.,, 1992), im Hirn und in Spermatozoen (Burant et al.,
1992) vorliegen. Der Befund einer apikalen Lokalisation des Glut5 in den
Epithelzellen des Dinndarms und der Niere war zunachst Uberraschend (Davidson et

al., 1992). Die Expression eines Glukosetransporters in den apikalen Membranen
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konnte den paradoxen Effekt des Effluxes der aktiv (s.u. SGLT-I) durch diese Zellen
aufgenommenen Glukose hervorrufen (Gould, 1997). Die Studien von Burant et al.
zeigten jedoch, dass der Glut5 Fruktose transportiert (Burant et al., 1992).

Reguliert wird die Expression des Glut5 u.a. durch Fruktose (Burant et al., 1992;
Inukai et al., 1993; Miyamoto et al., 1994), hohe Blutglukose (Corpe et al., 1996) und
CAMP (Mahraoui et al., 1994). Der Glut5 wird Uber Signaltransduktionswege der PI3-
Kinase und MAP-Kinase reguliert, wobei weniger de Expression als vielmehr die
intrinsische Aktivitat des Fruktosetransporters einer Anderung unterliegt (Helliwell et
al., 2000).

1.2.6 Glukosetransporter 8 = GlutX1

Auf der Basis homologer Bereiche der Glukosetransportersequenzen 1-5 fuhrte das
Screenen von Nukleotidsequenzdatenbanken zur Klonierung des GlutX1 (Ibberson et
al., 2000) bzw. Glut8 (Carayannopoulos et al., 2000; Doege et al., 2000b). Die
Proteinsequenz des Glut8 besitzt hohe Homologien zu pflanzlichen und bakteriellen
Transportern (vgl. Ibberson et al., 2000), wahrend sie nur zu 29-32% mit den
Isoformen von S&ugetierarten Ubereinstimmt. Wesentliche Unterschiede zu den
bisher beschriebenen Isoformen bestehen in der Glykosylierungsstelle des Glut8, die
sich nicht zwischen den transmembranen Helices 6 und 7, sondern 9 und 10 befindet
(Carayannopoulos et al., 2000; Ibberson et al.,, 2000). Gemeinsame Motive der
Primarstruktur zwischen den Proteinen der Glukosetransporterfamilie wie GRR(K)
oder EXg(R/K) (Abbildung 1-1) kennzeichnen auch die Aminosauresequenz des
Glut8. Vergleichbar mit dem Glut4 weist der Glut8 ein Dileucin-Motiv im C-Terminus
des Proteins auf. Dieses Motiv scheint fur die intrazellulare Lokalisation des
Transporters verantwortlich zu sein. Die Funktionalitdt des Glukosetransporters liegt
nach einer Translokation des Proteins in die Plasmamembran vor, wobei die
Translokation nach einem Aminosaureaustausch (Ibberson et al., 2000) oder als
Insulin-sensitiv nachgewiesen wurde (Carayannopoulos et al., 2000). Der Glut8 wird
vor allem in Geweben wie Testis, Gehirn, Herz- und Skelettmuskel exprimiert. Der
Nachweis dieser Isoform in adulten Rattentesti im Gegensatz zu préapubertalen,
oestrogenbehandelten und maligne entarteten Rattenhoden weist auf eine
hormonelle Regulation der Glut8-Expression hin (Doege et al., 2000b). Eine erhthte
Transkription des Glut8 konnte im Hippokampus diabetischer Mause gezeigt werden,

wobei kein Effekt auf die Expression des Proteins vorlag (Reagan et al., 2001).
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1.2.7 Glukosetransporter 9

Zwei nicht identische Glukosetransporterproteine wurden unter der Bezeichnung
Glut9 publiziert (Doege et al., 2000a; Phay et al., 2000a). Die Arbeiten der Gruppe
Phay beschreiben eine Glut9-Nukleotidsequenz mit 1620bp, die ein Protein mit 540
Aminosauren kodiert. Die Isoform wird in der Niere, Leber und Plazenta transkripiert.
Der Nachweis eines funktionellen Transporterproteins wurde bisher nicht
vorgenommen.

Doege et al. (2000a) beschreiben die Expression einer Glukosetransporterisoform
(Glut9) in lymphatischen Geweben wie Milz und peripheren Leukozyten sowie im
Gehirn. Die Primarstruktur des Proteins zeigte eine hohe Homologie zu dem Glut8.
Neben einer Glykosylierungsstelle zwischen den Helices 7 und 8 fehlt dieser Isoform
das fur die Substratbindung wichtige QLS-Motiv (Seatter et al., 1998). Das Protein ist
durch das Vorliegen von zwei Argininpositionen in den Helices 7 und 8
gekennzeichnet (Doege et al., 2000a). Glukosetransport— und Cytochalasin B-
Bindungsstudien wiesen fur den Glut9 eine dem Glut2 ahnliche ,low affininty—high

capacity” Kinetik nach (Doege et al., 2000a).

1.2.8 Glukosetransporter 10

Fur zwei weitere Mitglieder der Proteine der Glukosetransporterfamilie liegen
Nukleotidsequenzen vor. Beide Sequenzen wurden als Glutl0 bezeichnet, wobei
eine Glutl0-Sequenz verbunden mit einer Expressionsstudie publiziert wurde
(McVie-Wylie et al., 2001), wahrend fir die andere ein Genbankeintrag von Doege et
al. (NP_110434) vorliegt.

Die Arbeitsgruppe um McVie-Wylie klonierte einen Glukosetransporter, der aufgrund
seiner Lokalisation auf dem Chromosom 20913.1 als Kandidatengen im
Zusammenhang mit Diabetes mellitus diskutiert wurde. Die Studie beinhaltet einen
Transkriptionsnachweis des Transporters, der vor allem in der Leber und im
Pankreas exprimiert wird (McVie-Wylie et al.,, 2001). Es bleibt zu zeigen, ob ein

Protein translatiert wird und welche Funktion dieser Isoform zukommt.
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1.3 Der aktive, Natrium-abhangige Glukosetransport

Der aktive, an Natrium gekoppelte Transport von Glukose wurde 1961 beschrieben
(Crane et al., 1961). Hediger und Koautoren konnten 1987 die cDNA des SGLT-I aus
Dunndarm-RNA vom Kaninchen klonieren (Hediger et al., 1987). Neben dem SGLT-I
wurde noch ein zweiter aktiver Glukosetransporter, der SGLT-2, durch Screenen
einer humanen Nieren-cDNA-Biobliothek isoliert (Wells et al., 1992). Beide Isoformen
unterscheiden sich in ihrem Expressionsmuster, der Kinetik des Glukosetransportes
und der Substratspezifitat. Wahrend der SGLT-I zwei Natriumionen je Molekdl
Glukose transportiert, bendtigt der SGLT-2 ein Natriumion fir den Symport. Die
Untersuchungen zur Kinetik des Natrium-gekoppelten Glukosetransportes wiesen
einen ,high affinity“- fur den SGLT-I (k~= 0,1-0,8mM) und ,low affinity“-Mechanismus
fur den SGLT-2 (kn = 1,5-6mM) nach. Wahrend der SGLT-I sowohl im Dinndarm als
auch in der Niere (proximaler Tubulus, S1-Bereich) vorkommt, ist der SGLT-2
ausschlieBlich in den S3-Bereichen der proximalen Tubuli lokalisiert. Der SGLT-I
transportiert neben dem Substrat Glukose auch Galaktose, wahrend der SGLT-2 nur
eine Affinitdt gegeniiber Glukose aufweist. Beide Isoformen erméglichen den Zellen
eine gegen den Konzentrationsgradienten gerichtete Aufnahme von Glukose. Sie
sind in den apikalen Membranen der Epithelzellen des Diunndarms und der
Nierentubuli lokalisiert und im Zusammenspiel mit dem in den Basalmembranen
vorliegendem Glut2 fur die Resorption der Glukose verantwortlich (Hediger and
Rhoads, 1994). Der SGLT-I besitzt auch die Funktion einer Wasserpore (Loike et al.,
1996). Patienten mit einem Defekt des Natrium-abhéngigen Glukosetransportes
zeigen eine durch gestorte Glukose-Galaktose-Resorption verursachte Diarrhoe, die
mit einer Glukose-Galaktose-Diat behandelt werden kann (Turk et al., 1991).
Streptocotozin-induzierter Diabetes fuhrt bei Ratten zu einer Verédnderung der
Expression des SGLT-I sowohl in der Niere als auch im Dinndarm (Burant et al.,
1994; Harris et al., 1986; Miyamoto et al., 1991; Yasuda et al., 1990). Neue Wege in
der Behandlung von Diabetes mellitus setzen u.a. auf die Verwendung spezifischer
Inhibitoren des SGLT-I (Arakawa et al., 2001; Tsujihara et al., 1999; Wagman and
Nuss, 2001), um Krankheitshilder wie diabetische Nephropathie, Proteinurie und

Hyperglykamie der Niere zu kontrollieren (Burant et al., 1992).
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1.4 Glukose und Glukosetransporter in Praimplantations-
embryonen von Saugetieren

14.1 Das Energiesubstrat Glukose und die Entwicklung von
Praimplantationsembryonen

Die Aktivierung des embryonalen Genoms in Praimplantationsembryonen von
Saugern geht einher mit einer Umstellung des embryonalen Metabolismus von einer
Pyruvat/Laktatverwertung zur Metabolisierung von Glukose (Rind: Javed and Wright,
1991; Khurana and Niemann, 2000). Geringe Mengen Glukose werden in friihen
Teilungsstadien tber den Pentosephosphatweg (PPP) metabolisiert, wahrend mit der
Aktivierung des embryonalen Genoms die Aktivitat des Embden-Meyerhof-Parnas-
Weges (EMP - Glykolyse) ansteigt (Rind: Javed and Wright, 1991; Rieger et al.,
1992a; Rieger et al., 1992b). Die Umstellung des embryonalen Stoffwechsels von der
Pyruvat/Lakatverwertung zum Glukosemetabolismus ist an die Aktivierung eines
.Schrittmacherenzyms® der  Glykolyse, der Phosphofruktokinase, gebunden
(Barbehenn et al., 1974; Barbehenn et al., 1978).

Glukose vermindert die Entwicklungsfahigkeit von Embryonen in Spezies wie
Mensch (Coates et al., 1999) oder Hamster (Ludwig et al., 2001), wahrend die
Embryonalentwicklung bei Maus (Biggers and McGinnis, 2001), Schaf (McGinnis and
Youngs, 1992) oder Schwein (Hagen et al, 1991) an das Vorliegen des
Energiesubstrates gebunden ist. Die Arbeiten von Chatot et al. (1994) und Martin
und Leese (1995) an Embryonen der Maus zeigten, dass ohne das Vorliegen von
Glukose wahrend der ersten Reifeteilungen (zwischen 22 bis 96h nach hCG) keine
Blastozystenentwicklung mdglich ist. Bereits eine Kurzzeitexposition von 4-Zell-
Embryonen mit Glukose von einer Minute filhrte zur Blastozystenentwicklung und
weist neben einer metabolischen Funktion auch auf eine Signalwirkung der Glukose
hin (Chatot et al., 1994). Verschiedene Glukosekonzentrationen wiesen keinen
negativen Effekt der Glukose auf die Embryonalentwicklung der Maus nach (Biggers
and McGinnis, 2001).

Untersuchungen an Rinderembryonen zeigten, dass Glukose mdglicherweise
essentiell fur das Schlupfen der Blastozysten ist (Renard et al, 1980).
Glukoseaufnahme und Entwicklungsfahigkeit von Rinderblastozyten scheinen positiv
zu korrelieren (Dorland et al., 1992). In dem definierten Kulturmedium SOF wirken
sich geringe Glukosekonzentrationen  von  1,5mM  positv  auf die

Blastozystenentwicklung aus (Brackett et al., 1997; lwata et al., 1998). Eine Kultur
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von Zygoten ohne Glukose fir 24h und das anschlieRende Wachstum in einem
Medium mit 1,5mM bzw. 3,0mM Glukose erhdhte die Blastozystenrate (Furnus et al.,
1997), wahrend hohe Konzentrationen von 4,5mM bzw. 5mM die Entwicklung

hemmten (Furnus et al., 1997; lwata et al., 1998).

1.4.2 Glukosetransporterisoformen in Praimplantationsembryonen

1.4.2.1 Expressionsmuster, Lokalisation und Funktion

Im  Vergleich verschiedener Saugetierspezies ist die Expression von
Glukosetransporterisoformen  fur  Praimplantationsembryonen der Maus gut
charakterisiert. Praimplantationsembryonen der Maus exprimieren die
Glukosetransporter 1-3 und 8 (Aghayan et al., 1992; Carayannopoulos et al., 2000;
Hogan et al.,, 1991; Schultz et al., 1992). Glutl-RNA und -Protein werden in den
frihen Embryonalstadien der Maus von der Eizelle bis zur Blastozyste exprimiert
(Hogan et al.,, 1991). Wahrend die Glut2-RNA bereits ab dem 8-Zellstadium
nachzuweisen ist (Schultz et al., 1992), wird das Protein erst ab dem Morulastadium
translatiert (Hogan et al., 1991). Die Expression der Glut3-RNA und Glut3-Proteins
beginnt ab dem 4-/6-Zellstadium (Pantaleon et al., 1997). Der Glut8 wurde in
Blastozysten der Maus lokalisiert (Carayannopoulos et al., 2000). Daten Uber eine
Expression in friheren Stadien liegen nicht vor. Wahrend der Glut4 in
Embryonalstadien der Maus nicht nachgewiesen werden konnte (Aghayan et al.,
1992; Hogan et al., 1991; Schultz et al., 1992), wurde diese Isoform in embryonalen
Stammzellen der Maus und den sogenannten ,embryoid bodies* nachgewiesen, wo
eine nukleare Lokalisation des Proteins gefunden wurde (Navarette Santos et al.,
2000c). Untersuchungen zur Expression des Glut5 in Praimplantationsembryonen
sind bisher nicht vorgenommen worden.

Die Lokalisation von Glukosetransportern in Praimplantationsembryonen der Maus
ermdglichte Aussagen zur Bedeutung einzelner Isoformen fur die Glukoseaufnahme
und mogliche Mechanismen der Glukosebereitstellung fur den Embryo
(Carayannopoulos et al., 2000; Pantaleon et al.,, 1997; Pantaleon and Kaye, 1998)
Die Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Kaye zeigten, dass der Glut3 die
entscheidende Rolle bei der Aufnahme externer Glukose spielt (Pantaleon et al.,
1997). Ein aus den Studien zur Lokalisation des Glut2 (Aghayan et al., 1992) sowie
den Untersuchungen zur Funktion der Glutl und Glut3 in Blastozysten der Maus
(Pantaleon et al., 1997) entwickeltes schematisches Modell (Abbildung 1-3) fasst die
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Daten zur Lokalisation der Glukosetransporterisoformen zusammen (Pantaleon and
Kaye, 1998). Die neueren Ergebnisse eines in den Trophektodermzellen
zytoplasmatisch lokalisierten Glut8, der unter Insulineinfluss in die apikalen
Plasmamembranen transloziert wird (Carayannopoulos et al., 2000), sind in dieser
Darstellung noch nicht berticksichtigt. Der Glut3 ist in den apikalen Membranen der
Trophektodermzellen lokalisiert und fir die Aufnahme der maternalen Glukose
verantwortlich (Pantaleon and Kaye, 1998). Der Glutl scheint aufgrund seiner
Lokalisation vor allem die Glukoseaufnahme der Embryoblastzellen zu regulieren
(Pantaleon and Kaye, 1998). Die Funktion des Glut2, welcher in den basolateralen
Membranen der Trophektodermzellen lokalisiert ist und uniform verteilt in
Plasmamembranen der Embryoblastzellen vorliegt (Aghayan et al, 1992), ist
ungeklart (Pantaleon and Kaye, 1998). Mit dem Nachweis der Expression des
Insulin-sensitiven Glut8 in Mausblastozsten (Carayannopoulos et al., 2000) , konnten
die Befunde einer Insulin-stimulierten Glukoseaufnahme von Blastozysten

(Pantaleon and Kaye, 1996) erklart werden.

Abbildung %3 Schema des Models fir den
Glukosetransport in Blastozysten der Maus.
Der in den apikalen Zellmembranen der
Trophektodermzellen (TE) lokalisierte Glut3
(orange) ist fur die Aufnahme maternaler
Glucose  Glukose (violett) verantwortlich, wahrend der
- Glutl (grin) den Glukosetransport Uber die

basolateralen Membranen reguliert. Die

Funktion des Glut2 (hellblau), der ebenfalls

Fsasnlater;i. TE in den basolateralen Membranen der

Trophektoderm- und ICM-Zellen lokalisiert

GLUT3 wurde, ist nicht geklart (nach: Pantaleon and

Kaye, 1998). Die Zellkerne sind blau
GLUTY dargestellt.

Die Ergebnisse zur Expression des Glut8

(Carayannopoulos et al., 2000) sind in dieser

GLUT2 - _ o
Darstellung nicht berucksichtigt.
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Fur fruihe Embryonalstadien des Menschen (Dan-Goor et al., 1997) oder beim
Schwein (Pantaleon et al., 2001) wurde die Expression des Glutl nachgewiesen. Die
Glukosetransporterproteine 1 und 3 werden in Kaninchenembryonen (Robinson et
al.,, 1990) exprimiert. Transkripte des Glutl sind in allen Stadien der
Praimplantationsentwicklung bei Rinderembryonen nachweisbar (Lequarre et al.,
1997; Navarrete Santos et al., 2000a). Der Insulin-sensitive Glut4 wird in elongierten

Rinderblastozysten transkribiert (Navarrete Santos et al., 2000a).

1.4.2.2 Funktionelle Studien zur Expression von Glukosetransporterisoformen in
Praimplantationsembryonen

Eine veranderte Expression von Glukosetransporterisoformen wéahrend der
Entwicklung von Praimplantationsembryonen wurde bei einem Vergleich von in vivo
mit in vitro Embryonen (Morita et al., 1994; Navarrete Santos et al., 2000a) bei einer
Verwendung verschiedener Kulturmedien (Wrenzycki et al.,, 1999) oder beim
Vorliegen von Hyperglykamie (Moley et al., 1998b) gefunden.

In vitro gewachsene Blastozysten der Maus weisen gegenuber in vitro produzierten
Embryonen eine bis zu 50% reduzierte Transkription des Glutl auf (Morita et al.,
1994). In elongierten Stadien von in vitro produzierten 16 Tage alten
Rinderblastozysten konnten im Gegensatz zu den in vivo gewachsenen Embryonen
Glut4-Transkripte nachgewiesen werden (Navarrete Santos et al., 2000a).

Ein Vergleich der Glutl-Transkriptmengen von im SOF-Medium unter Zusatz von
Polyvinylalkohol (PVA) oder Serum gewachsenen Embryonen zeigte eine signifikant
erhohte Expression des Transporters in 8-/16-Zellstadien der PVA-Gruppe.

Maternale Hyperglykdmie resultierte in einer Herabregulation der Glutl-3 in
Blastozysten der Maus (Moley et al., 1998b) und induzierte Apoptose (Moley et al.,
1998b) Uber die BAX-vermittelte Apoptosekaskade durch eine verringerte Expression
des Glutl (Chi et al., 2000a).

1.4.3 Der aktive Glukosetransport in Pradimplantationsembryonen

Das Vorliegen eines aktiven Mechanismus des Glukosetransportes in
Praimplantationsembryonen ist umstritten. Indirekte Methoden wie Inhibitorstudien
unter Verwendung von Phlorizin oder Messungen der Glukoseaufnahme in Natrium-
freien Medien konnten keinen aktiven Glukosetransport nachweisen (Gardner and

Leese, 1988; Gardner and Kaye, 1995). Dem widersprechen die Untersuchungen der
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Arbeitsgruppe Wiley et al. (1991), die mit immunhistochemischen Methoden eine
Lokalisation des Natrium-abhéngigen Glukosetransporter in den apikalen
Membranen friiher Teilungsstadien von Mausembryonen zeigen konnte. Die
Beobachtung einer mit Phlorizin inhibierbaren Expansion von Blastozysten weist
ebenfalls auf die Expression eines aktiven Glukosetransporters hin (Wiley and
Obasaju, 1989). Sie spricht weiterhin flr eine mdgliche Funktion eines gerichteten
Flussigkeitstransportes durch den SGLT-I (Loike et al., 1996; Loo et al., 1999).

1.5 Effekt von Insulin auf Praimplantationsembryonen

Rezeptoren fur Insulin, IGF-I und IGF-II werden in Praimplantationsembryonen von
Maus, Ratte, Kaninchen und dem Rind exprimiert (Herrler et al., 1998; Schultz et al.,
1992; Zhang et al., 1994). Metabolische Kurzzeit— und mitogene Langzeiteffekte von
Insulin  (Shymko et al, 1999; Whitehead et al, 2000) konnten an
Praimplantationsembryonen nachgewiesen werden.

Morulae und Blastozysten der Maus zeigen eine Insulin-stimulierte Proteinsynthese
(Harvey and Kaye, 1988; Harvey and Kaye, 1991; Rao et al., 1990). In
Schweineblastozysten wurden unter Insulineinfluss eine gesteigerte Proteinsynthese
und Expansion der Embryonen nachgewiesen (Lewis et al.,, 1992). Insulin stimuliert
die Glukoseaufnahme bei Mausblastozysten (Pantaleon and Kaye, 1996) und
induziert die Translokation des Glut8 (Carayannopoulos et al., 2000). Neben den
oben genannten Kurzzeiteffekten von Insulin konnten auch mitogene Langzeiteffekte
wie erhohte Zellzahlen bei Blastozysten der Maus (Harvey and Kaye, 1990) und des
Rindes (Matsui et al., 1995) beobachtet werden. Eine Kultur von 2Zell-Embryonen
der Maus unter Insulinsupplementierung des Mediums resultierte in erhdhten
Teilungs-, Kompaktierungs- und Blastozystenraten (Gardner and Kaye, 1991), wobei
die erhaltenen Blastozysten vergleichbare Zellzahlen wie in vivo gewachsene
Embryonen aufwiesen (Gardner and Kaye, 1991). Insulin bewirkt eine gesteigerte
DNA- und RNA-Synthese in Blastozysten der Maus (Rao et al., 1990).
Antiapoptotische  Wirkungen von Insulin  wurden fir Kaninchenblastozysten
beschrieben (Herrler et al., 1998). Einen Zusammenhang zwischen Insulin, Apoptose
und Glukosetransport in Mausblastozysten konnten die Arbeiten von Chi et al. (2000)
aufzeigen. Danach bewirkten hohe Insulin- und IGF-Konzentrationen eine

Herabregulation des IGF-I-Rezeptors, was in einer reduzierten Glukoseaufnahme
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des Embryos resultierte, die schlie3lich eine erhéhte Apoptose ausloste (Chi et al.,
2000a; Chi et al., 2000b).

1.6 Insulin  und Glukosetransporter: Regulation und
Signaltransduktion

Die Mechanismen des Einflusses von Insulin auf die Expression und Translokation
von Glukosetransportern sind fur den Glut4 sehr gut charakterisiert. Fir andere
Glukosetransporterisoformen liegen hingegen nur wenige Daten einer Insulin-
regulierten Transkriptions-, Translations- und Translokationskontrolle vor. Die
Abbildung 1-4 fasst die Wege der Insulin/IGF-I-Signaltransduktionskaskade
zusammen, die an einer Regulation der Glukosetransporterexpression (RNA und

Protein) und —translokation beteiligt sind (hach: Taha and Klip, 1999).

Insulin-/ oder IGF-I-Rezeptor

IRS-Proteine LY 29004
h 4 | Wortmannin
Ras
v
# PI3-Kinasen
Protein Serin/Threonin-Kinasen ¢
v Protein Serin/Threonin-Kinasen
Raf-Kinase
# ML-9 Rapamycin
MAP-Kinase v A 4
AKUPKB p”°S6-Kinase
PD 98059 .
- + GLUT4-translokation +GLUT1
A 4
p® S-Kinase
+GLUT2
+ GLUT3
+GLUT5

Abbildung 1-4 Verkirzte Darstellung der Insulin/IGF-I-Signaltransduktionswege, die an einer
Regulation der Glukosetransporterexpression (RNA; Protein) und —translokation beteiligt sind
(verandert nach: Taha and Klip, 1999).

Wie aus der Abbildung 1-4 hervorgeht, werden die einzelnen
Glukosetransporterisoformen durch Insulin Uber verschiedene

Signaltransduktionswege angesprochen. Der Glut4 wird sowohl in seiner
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Transkription als auch Translokation Uber den PI3-Kinase vermittelten Signalweg der
Akt/PKB kontrolliert (Hernandez et al., 2001). Die spezifische Regulation des Glut4
durch Insulin Uber die Aktivierung der Akt/PKB-Kinase konnte unter Verwendung des
kirzlich beschriebenen Inhibitors ML-9 der Akt/PKB-Kinase (Smith et al., 2000)
gezeigt werden (Hernandez et al., 2001).

Der Glutl wird durch Insulin tiber die PI3-Kinase-abhangige p’°S6-Kinase in seiner
Expression und Translokation in die Plasmamembran beeinflusst (Taha et al., 1995;
Taha et al.,, 1997). Eine Akt/PKB-vermittelte Signaltransduktion scheint ebenfalls die
Expression des Glutl zu regulieren (Barthel et al., 1999; Taha et al., 1999).

Der Signalweg der MAP-Kinase ist hingegen an der Regulation des Glut3 (Taha et
al.,, 1995; Taha et al.,, 1997) und der Isoformen 2 und 5 beteiligt (Helliwell et al.,
2000). Fur den Glut8, der eine dem Glut4 vergleichbare Insulin-sensitive
Translokation aufweist (Carayannopoulos et al., 2000), liegen bisher keine Daten
Uber eine Regulation dieses Transporters durch Insulin/IGF-I-

Signaltransduktionswege vor.

1.7 Zielstellung der Arbeit

Glukose ist essentiell fur die Entwicklung von Praimplantationsembryonen (Chatot et
al., 1994; Martin and Leese, 1995). Spezifische Glukosetransporterisoformen
regulieren die Glukoseaufnahme der Zelle (Gould, 1997). Insulin kontrolliert die
Transkription, Translation und Translokation der Glukosetransporterproteine (Taha
and Klip, 1999) wund nimmt Einflud auf die Entwicklung von
Praimplantaionsembryonen.

Ziel dieser Arbeit war es, die Expression von Glukosetransporterisoformen in den
verschiedenen Entwicklungsstadien von Praimplantationsembryonen des Rindes zu
untersuchen. Die entscheidende Grundlage dieser Arbeit bildete die Klonierung
bisher unbekannter boviner Glukosetransporter-cDNA. Die Lokalisation von
Glukosetransporterisoformen, eine vergleichende Betrachtung der Expression dieser
Gene zwischen in vivo und in vitro gewachsenen Embryonen sowie Untersuchungen
zur transkriptionellen Kontrolle dieser Gene durch Insulin wurden durchgefihrt, um
Aussagen zur Funktion und Regulation einzelner Isoformen in

Praimplantationsembryonen des Rindes treffen zu kénnen.
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2 Material und Methoden
2.1 Klonierung und Sequenzierung boviner Glukosetransporter
cDNA

Far die Studien zur Expression von Glukosetransportern wahrend der
Praimplantationsentwicklung von Rinderembryonen war es notwendig, die zu
Untersuchungsbeginn  noch unbekannten bovinen cDNA-Sequenzen fir die
einzelnen Isoformen zu ermitteln. Neben dem Screenen von cDNA-Banken und dem
Einsatz verschiedener Hybridisierungsmethoden oder der Datenbankrecherche von
Eintragen sogenannter ,expressed sequence tags" (EST) ist es auch mdglich, unter
Verwendung degenerierter PCR-Primer, welche unter Bertcksichtigung konservierter
Bereiche bekannter Sequenzen von verschiedenen Spezies konstruiert werden, das
interessierende Transkript der entsprechenden Spezies mit RT-PCR zu amplifizieren

und dessen Sequenz zu bestimmen.

21.1 Gesamt-RNA Extraktion aus Gewebe

Gesamt-RNA aus  Geweben  wurde durch  Phenol/Chloroform-Extraktion
(Chomczynski and Sacchi, 1987) unter Verwendung von Trizol (Life Technologies,
Eggenstein) nach Angaben des Herstellers gewonnen. In Flussigstickstoff
gemorsertes Gewebe wurde nach Zugabe von 1mL Trizol mit dem Ultra-Turrax
homogenisiert. Nach Hinzufigen von 0,2mL Chloroform wurde fir 3min bei RT
inkubiert und air Trennung der wassrigen von der phenolischen Phase flr 15min bei
13000g und 4°C zentrifugiert. Die in der wassrigen Phase vorliegende RNA wurde
mit 0,5mL Isopropanol prazipitiert und fir 20min mit 13000g bei 4°C sedimentiert.
Das Pellet wurde nach dem Waschen mit 70%igen Ethanol sedimentiert, bei RT
getrocknet und in 100uL DEPC-behandeltem Wasser resuspendiert. Mdgliche
Kontamination der Gesamt-RNA mit genomischer DNA wurde durch einen DNAse }
Verdau entfernt: die in DEPC-Wasser vorliegende Gesamt-RNA wurde nach Zugabe
von RNAse-Inhibitor, NaOAc, MgSO, sowie 1U DNAse | je pg RNA fur 1h bei 37°C
inkubiert. Die Inaktivierung der Enzymreaktion erfolgte durch Hitzedenaturierung bei
80°C fur 15min. Die RNA wurde mit 96%igem Ethanol und 3M NaOAc prazipitiert,
nach Sedimentation mit 70%igen Ethanol gewaschen und abschlieRend in 100uL

DEPC Wasser resuspendiert.
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Die Konzentrationsbestimmung der erhaltenen Gesamt-RNA erfolgte mit einem UV-
Photospektrometer (Pharmacia, Freiburg) durch Bestimmung der optischen Dichte
bei 260nm (O.D. 1 = 40ug RNA/ mL).

2.1.2 Reverse Transkriptase Reaktion — cDNA-Synthese aus Gesamt-RNA

In einem Reaktionsvolumen von 20uL wurden 3ug Gewebe Gesamt-RNA in
komplementare DNA (cDNA) unter Verwendung der Superscript Il Reverse

Transkriptase (Life Technologies) umgeschrieben:

RNA XUL
oligo(dT)12.1s (500Ng/uL) luL
dNTP Mix 10mM 1uL
DTT 0,AM 2uL
Superscript I lpL
Wasser ad 20puL

Die RNA wurde mit dem oligo(dT)12.1s8 Primer bei 68°C fur 2min préinkubiert. Nach
dem Denaturierungsschritt wurden alle weiteren Reagenzien bei 4°C zugegeben und
folgende Reaktionsbedingungen schlossen sich an: 10min bei 22°C, 1h bei 43 °C
und 15min bei 50 °C. Das Reaktionsgemisch wurde mit Wasser ad 100uL aufgefulit.

2.1.3 Polymerase — Ketten — Reaktion (PCR)

2.1.3.1 PCR - Primer

Degenerierte Primer zur Amplifikation unbekannter boviner cDNA-Sequenzen
wurden auf der Basis der ausgewiesenen homologen Bereiche von ,multiple
alignments” bekannter Sequenzen verschiedener Spezies mit Hilfe des Software
Programms Gene Runner 3.0 konstruiert. Die Tabelle 2-1 (Anhang) fasst sowohl die
degenerierten Primer, die zur Amplifikation unbekannter boviner cDNA-Sequenzen

fuhrten, als auch die rindspezifischen Primerpaare zusammen.
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2.1.3.2 PCR - Reaktionsbedingungen

Die cDNA-Amplifikation erfolgte in 50ul Gesamtvolumen:

cDNA XUL
Primer Mix je 25pM lpL
dNTP Mix 10mM 1uL
Puffer 10x 5uL
MgCL 50mM 1,5uL
Wasser XUL
Taq Polymerase (Life Technologies) 0,2pl

Die Reaktion wurde mit Ol Uberschichtet und in einem programmierbaren Heizblock

der Firma Biometra unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:

Denaturierung 94°C 3min

Denaturierung 94° 30sec X Zyklen
Primerannealing 50-60°C 30sec

Elongation 72°C 45sec

Elongation 72°C 5min

In Abhangigkeit der verwendeten Primer und der zu bearbeiteten Fragestellung
wurden verschiedene Annealing-Temperaturen und Zyklenzahlen gewahlt. Uberpriift
wurden die PCR-Amplifikate nach elektrophoretischer Trennung in einem
Agarosegel (1,8%) mit Ethidiumbromid durch Visualisierung unter UV-Licht. Als
Elektrophoresepuffer diente TAE (40mM Tris-Acetat, 1ImM EDTA, pH 8,0).

2.14 Klonierung von DNA — Fragmenten und Sequenzierung

2141 Ligation und Transformation

Durch Sequenzierung zu verifizierende PCR-Produkte wurden nach gelelektro-
phoretischer Trennung aus der Agarose mit dem Wizard Kit (Promega) gereinigt. Die
Ligation der saulengereinigten PCR-Fragmente erfolgte in den pGEM-T-Vektor
(Promega) nach den Angaben des Herstellers: 5-10uL DNA, 2uL Ligationspuffer,
50ng pGEM-T-Vektor, 1U T4 Ligase, Wasser ad 20uL bei 16°C tber Nacht. Fir die

Transformation standen kompetente E. coli-XL-1Blue-Zellen zur Verfigung. Nach
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Auftauen von 100 pL Zellsuspension fur 10min bei 4°C und Zugabe von 10upL
Ligationsansatz wurde der Ansatz fir 20min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde 45s
auf 42°C erwarmt, 2min auf Eis gestellt, mit 800uL LB-Medium (1% Pepton, 0,5%
Hefe-Extrakt, 1% NaCl) versetzt und zur Vermehrung der Zellen fir 1 Stunde bei
37°C inkubiert. Die Zellsuspension wurde auf Agarplatten mit Selektionsmedium
ausplattiert (LB-Medium mit 1,5% Agar, 50pug/mL Ampicillin, 40pug/mL X-Gal, 0,2mM
IPTG) und Uber Nacht bei 37°C angeztichtet. Zellen weil3er Einzelkolonien wurden in
3mL LB-Medium mit 50ug/mL Ampicillin Gberimpft und Uber Nacht bei 37°C

vermehrt.

2.1.4.2 Plasmidpraparation und Sequenzierung

Plasmid-DNA wurde mit dem GFX Micro Plasmid Prep Kit (Amersham-Pharmacia,
Freiburg) isoliert. Durch doppelten Restriktionsverdau des Plasmides mit geeigneten
Enzymkombinationen  wie  Apal/Sacl oder Ncol/Notl und anschlieRender
Agarosegelelektrophorese wurde der Vektor auf die DNA-Insertion geprift. Die
Sequenzierung des klonierten DNA-Inserts erfolgte nach der Methode von Sanger
(Sanger et al., 1977; Sanger et al., 1992) mit dem ,ABI Prism Ready Reaction
Dyedeoxy Terminator Sequencing Kit* der Firma Applied Biosystems - Perkin Elmer.
Durch den Einsatz von T7 bzw. sp6 Primer wurden beide DNA-Strdnge des Inserts
sequenziert. Ca. 0,5ug Plasmid DNA, 10pmol Primer, 8uL Dyedeoxy Terminator —
Mix und Wasser ad 20uL wurden in einem Heizblock (Biometra Uno) fur 28 Zyklen
mit je 96°C fur 30s, 45°C fur 15s und 60°C fur 4min inkubiert. Die DNA wurde mit
96%igem Ethanol und 8M Ammoniumacetat prazipitiert und das Pellet nach
Trocknung unter Vakuum in 4puL Formamid (Ladepuffer) resuspendiert. Die
gelelektrophoretische Auftrennung und Analyse der Probe wurde im Zentrum fir
Medizinische Grundlagenforschung der Medizinischen Fakultat der MLU mit einem

ABI 373 der Firma Applied Biosystems — Perkin Elmer durchgefinhrt.

2.15 Sequenzanalyse und Datenbankvergleich

Die DNA-Sequenzdaten wurden mit dem ,Basic Local Alignment Tool“ (BLAST)
Programm des National Center for Biotechnology Information (NCBI) im BLASTn
searchmode mit den Sequenzen der Datenbank verglichen. Unter Verwendung der
Gene Runner 3.0 Software wurden die Proteinsequenzen der Nukleotide abgeleitet

und ein Datenbankvergleich im BLASTp searchmode vorgenommen.
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2.2 Proteinnachweis

Kommerziell erhdltliche Glukosetransporter-Antikbrper sind vorwiegend gegen
Epitope der Proteine von Mensch oder Maus gerichtet. Zum Nachweis von
Glukosetransporterproteinen in Rinderembryonen wurden verschiedene Antikorper
auf Kreuzreaktivitdt mit Rinderprotein sowohl im Western Blot als auch mit der
Immunhistochemie getestet. Eine Zusammenfassung der verwendeten Antikdrper
findet sich in Tabelle 2-2 (Anhang).

221 Western Blot

2211 Proteinpréaparation

Gewebeproben wurden in flissigem Stickstoff gemérsert und im Extraktionspuffer
(PBS, 1% Nonidet NP-40, 0,5% Na-Deoxycholat, 0,1% SDS) mit dem Ultra-Turrax
homogenisiert. Nach Zugabe von Phosphatase- und Protease-Inhibitoren (Sigma,
Deisenhofen) wurden die Proben fir 30min auf Eis inkubiert. Die Zelltrtimmer wurden
bei 10000rpm sedimentiert und die Proteinkonzentration des Uberstandes

photometrisch bei 595nm mit dem ,Biorad-Protein-Assay" (Bradford, 1976) bestimmt.

221.2 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Eine denaturierende SDS-PAGE mit einem 10%igen Trenngel wurde fur die
Auftrennung der Proteine in einem GréRenbereich von 20-80kDa genutzt. Die
Proteinproben wurden 1:1 mit Ladepuffer (20% Glycerol, 5% SDS, 10uM DTT,
250mM Tris/HCI pH 6,8 , 0,02% Bromphenolblau) gemischt und fir 7min bei 95°C
denaturiert. 20ug  Gesamtprotein  wurden je Bahn aufgetragen und

gelelektrophoretisch getrennt (Laemmli, 1970).

2.2.1.3 Immunoblot

Nach gelektrophoretischer Trennung erfolgte das Ubertragen der Proteine auf eine
Zellulosemembran (ECL Membran, Amersham-Pharmacia, Braunschweig) mit dem
Semidry Blotsystem (Bio-Rad) fur 45min bei 250mA und unter Verwendung eines
diskontinuierlichen Puffersystems. Die Effizienz des Transfers wurde durch reversible

Proteinfarbung mit 0,1% Ponceau-S/7% Trichloressigsaure tUberpruft.
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AnschlieBend wurden freie Bindungsstellen der Proteine durch Inkubation der
Zellulosemembran in 5% Magermilch in TBST fur 45min bei RT unter Schiitteln
blockiert. Nach kurzem Waschen der Membran in TBST erfolgte die Inkubation des
Primarantikbrpers (verdunnt in 10%FCS in TBST) fur 90min bei RT unter leichtem
Schiitteln. Die Membran wurde 2x5min in 10%FCS in TBST sowie 2x10min in TBST
gewaschen und anschlieBend fir 45min  mit dem Peroxidase-konjugierten
Sekundarantikdrper (verdinnt in 10%FCS in TBST) inkubiert. Nach Waschen der
Membran fur 5min in 10% FCS in TBST, 10min TBST und abschlie3end fur 10min in
TBS wurden spezifisch markierte Proteinbanden durch Oxidation des Substrates
Luminol mit ,Enhanced Chemiluminiscence” (Amersham-Pharmacia, Braunschweig)

detektiert und die Emission auf einem Rontgenfilm visualisiert.

222 Immunhistochemie

Immunhistochemische Farbungen wurden an 5um Schnitten parraffineingebetteter
Gewebe durchgefuihrt. Nach Entparaffinieren in Xylol und Rehydration in einer
absteigenden Alkoholreihe wurden die Schnitte in TBST (Tris-gepufferte Saline, pH
7,4; 0,1% TritonX-100) Uberfuhrt. Endogene Peroxidasen wurden durch Behandlung
mit 3% HO; in MeOH (20min) inaktiviert und nach Waschen in TBST unspezifische
Wechselwirkungen der Antikdrper mit 10% Ziegenserum und 3% BSA in TBST
blockiert (30min). Im Anschluf3 wurden die Schnitte mit dem Primarantikérper (in 3%
BSA in TBST) uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach Waschen der Schnitte fir 3x10min
in TBST wurde ein ,horse radish*-Peroxidase (HRP)-konjugierter-Sekundarantikorper
fur die Detektion spezifischer Immunreaktion verwendet (1h bei RT). Die Schnitte
wurden fur 2x5min in TBST, abschlieBend 5min in TBS gewaschen und die
Immunreaktion mit dem Substrat Diaminobenzidin, welches nach Oxidation durch die
Peroxidase polymerisiert und ein braunes Prazipitat bildet, visualisiert. Als
Negativkontrolle wurden Ansatze ohne Inkubation mit dem Primarantikérper

mitgeflhrt.
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2.3 Expression von Glukosetransportern in in vitro
produzierten Praimplantationsembryonen des Rindes

231 Untersuchungsmaterial

Fur die vorliegenden Untersuchungen wurden in vitro gewonnene Rinderoozyten und
Embryonen eingesetzt. Die Embryonen wurden bis zum Blastozystenstadium am Tag
8 nach Befruchtung (p.i. — post insemination) in vitro Kkultiviert. Elongierte
Blastozysten der Stadien Tag 14 und Tag 16 wurden nach in vitro Reifung und

Befruchtung (IVM/IVF) von Rindereizellen gewonnen (s. 2.3.4).

2.3.2 In-vitro-Produktion von Rinderembryonen

Die Produktion von Embryonen in vitro (IVP) basiert im wesentlichen auf vier
Schritten: der Eizellgewinnung, der Eizellreifung in vitro (IVM), der In-Vitro-
Fertilisation (IVF) sowie der sich anschlieBenden In-Vitro-Kultur (IVC) der nach
IVM/IVF erhaltenen Zygoten.

Die fir die einzelnen IVP-Schritte eingesetzten Medien sind in der Tabelle 2-3
(Anhang) zusammengefasst. Wenn nicht anderweitig erwahnt, wurden alle fur die

IVP verwendeten Chemikalien von der Firma Sigma (Deisenhofen) bezogen.

2.3.21 Eizellgewinnung

Eizellen wurden aus Schlachthofovarien isoliert, welche kurz nach dem Schlachten
der Tiere entnommen wurden. Die Ovarien stammten zumeist von Kihen und Farsen
der Holstein-Rasse. Sie wurden in sterilen Flaschen in PBS mit Antiobiotika und
Antimykotika (cat#A5955) bei 37°C aufbewahrt. Innerhalb von 1-2 Stunden erfolgte
der Transport in das Labor, wo die Ovarien zweimal mit frischem PBS gewaschen
wurden. Fur die Gewinnung der Eizellen wurde die Methode des ,Slicen* (Xu et al.,
1992) angewendet. Der Kortex des Ovars wird mittels Rasierklingen mehrfach
zerschnitten. Aus angeschnittenen Follikeln werden die Kumulus-Oozyten-Komplexe
(KOK) frei und durch Waschen des Ovars in das ,slicing“-Medium (Tabelle 2-3 -
Anhang) gespdult. AnschlieRend wurde das ,slicing“-Medium zum Entfernen grober
Gewebeteile durch ein Sieb gegeben. Nach 10 minltiger Sedimentation der KOK
wurde der Uberstand abgenommen und die verbleibende Suspension in 15 mL
Falcon-Rohrchen gegeben. Nach wiederholter Sedimentation wurde das Pellet mit

einer sterilen Glaspipette entnommen, in eine 90mm Petrischale tberfihrt und mit
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,slicing“-Medium verdinnt. Die Suche der KOK in der nunmehr vorliegenden
Suspension erfolgte mit dem Stereomikroskop. Die KOK wurden nach
morphologischen Kriterien wie Kumuluszellanordnung und Ooplasmastruktur
klassifiziert (Leibfried and First, 1979). KOK mit nicht expandierten Kumuluszellen
und einem homogenen Ooplasma (Klasse | und 1) wurden selektiert, in TCM-D-
Medium (Tabelle 2-3 — Anhang) Uberftihrt und anschlieRend in das Reifungsmedium
gegeben. Die Eizellgewinnung war innerhalb von 2 Stunden nach Eintreffen der

Ovarien im Labor abgeschlossen.

2.3.2.2 In-vitro-Maturation

Die Eizellreifung erfolgte in Gruppen von 30-40 KOK in 500pL Reifungsmedium
(Tabelle 2-3 - Anhang), dem 10lU/mL PMSG und 5IU hCG (Suigonan — Intervet)
hinzugefigt wurden. Die KOK wurden fur 24h bei 39°C und 5% CO; kultiviert. Zwei
Kriterien, die Expansion der Kumuluszellen und die Kernreifung (Anteil der Oozyten
im Metaphase-Il-Stadium der Meiose), dienten zur Beurteilung der Maturation in vitro
(First et al., 1988; Sirard and First, 1988). Fur die Kontrolle der Kernreifung wurden
nach mechanischem Entfernen der Kumuluszellen die Oozyten in Ethanol mit
Eisessig (3:1) uber Nacht fixiert, anschlieRend auf Objekttrager gebracht und die

Chromosomen mit Lacmoid gefarbt.

2.3.2.3 In-vitro-Fertilisation

2.3.2.3.1 Spermienpraparation

Fur die Fertilisation der Oozyten in vitro wurde tiefgefrorenes, auf Fertilitdt getestes
Bullensperma verwendet (Quelle: Institut fur Tierzucht und Tierverhalten (FAL),
Neustadt). Das bei 34°C fur eine Minute im Wasserbad aufgetaute Sperma wurde
unter dem Lichtmikroskop auf Motilitét gepruft. Als Technik der Spermienpréparation
zur Gewinnung hoch motiler Spermatozoen wurde die Percoll-
Gradientenzentrifugation verwendet (Moohan and Lindsay, 1995; Mortimer, 1994;
Van der Zwalmen et al., 1991). Ein diskontinuierlicher Percollgradient von 45% und
90% wird mit dem aufgetauten Sperma Uberschichtet. Nach 30 mindtiger
Zentrifugation bei 600g wurde das Pellet mit 5SmL TALP ,Ca™" free* gewaschen und
fur 10min bei 200g sedimentiert. Das Spermienpellet wurde in IVF-Medium

aufgenommen.
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2.3.2.3.2 Oozyten-Spermien-Kokultur

Nach 24h Maturation in vitro wurden die Oozyten in TALP-Medium (Tyrode’s
Albumin Lactate Pyruvate) gewaschen. Als Fertilisationsmedium diente IVF-TALP,
welches durch Zugabe der Kapazitationsfaktoren Heparin, Hypotaurin und
Epinephrin zum TALP-Medium hergestellt wurde. Die In-vitro-Fertilisation erfolgte
durch gemeinsame Kultur von Oozyten und Spermien fur 18-20h bei 39°C und
5%CO; in mit Ol Uiberschichteten 100uL Tropfen IVF-TALP. Dabei wurden je Tropfen
15-20 Oozyten mit 1x10° Spermien/mL kultiviert. Die Fertilisationsrate wurde durch

Anfarben der Vorkerne einiger reprasentativer Zygoten mit Lacmoid ermittelt (s.u.).

2.3.24 In-vitro-Kultur

Die In-Vitro-Kultur der Rinderembryonen wurde in einem definierten Medium, dem
,Synthetic oviductal fluid® (SOF, modifiziert nach Tervit et al 1972), vorgenommen.
Die befruchteten Eizellen (Zygoten) wurden durch dreiminitiges Schitteln (Vortexen)
in TCM-199-D von den umgebenden Kumuluszellen befreit. Sie wurden mehrfach in
SOF gewaschen, in Gruppen von 6-8 in mit Ol Uberschichteten 30uL Tropfen
Kulturmedium Uberflhrt und bei 39°C in einer Atmosphéare von 5%CO,, 5%0, in N,
kultiviert. Zur Aufrechterhaltung der Kulturbedingungen wurde eine ,modular
incubation chamber” (billups-rothenberg, del Mar, CA) eingesetzt, welche, anstelle
eines kontinuierlichen Gasflusses, einmalig begast und luftdicht verschlossen wurde.
Die gesattigte Luftfeuchte der Kammer war durch eine wassergefillte Petrischale
gewabhrleistet.

Die Embryonen wurden auf diese Weise bis zum benétigten Entwicklungsstadium
kultiviert. Als ein Kriterium der Kulturbedingungen diente die am Tag 8 p.i. bestimmte
Blastozystenrate.

2.3.3 Lacmoidfarbung

Die Maturation- und Fertilisationsraten wurden durch Farbung der Chromosomen mit
Lacmoid bestimmt. Die Eizellen bzw. Zygoten wurden von umgebenden
Kumuluszellen befreit, in Ethanol mit Eisessig (3:1) Uber Nacht bei 4°C fixiert, auf
Objekttrager gebracht und anschlieBend fir 10min in 1%iger Lacmoidlosung gefarbt
(1g Lacmoid wird in 55 mL geldst, fur 5-10 min gekocht und anschlieRend mit 45 mL
Eisessig aufgefiillt). UbermaRige Farbung wurde durch Inkubation in 10% Glycerol



2. Material und Methoden 30

und 45% Eisessig in Wasser ausgewaschen. Die Maturationsrate wurde in Prozent
als Anzahl der Eizellen in der Metaphase Il und Telophase | der Meiose mit
sichtbaren Polkorperchen zur Gesamtzahl der eingesetzten Eizellen ermittelt (Sirard
and First, 1988). Als Fertilisationsrate ist der prozentuale Anteil an normal
fertilisierten Eizellen, dass heildt Zygoten mit zwei sichtbaren Vorkernen, gegeniber
nicht fertilisierten Eizellen und Zygoten mit mehr als zwei Vorkernen bestimmt

worden.

2.34 Gewinnung 14 und 16 Tage alter Blastozysten

234.1 Gewinnung von in vitro Embryonen nach IVM/IVF

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten 14 und 16 Tage alten elongierten
Blastozysten wurden aus in vitro gereiften und fertilisierten Oozyten gewonnen. Als
2-/4-Zell-Embryonen wurden sie in abgebundene Schafeileiter Ubertragen und bis
zum Blastozystenstadium am Tag 7 p.i. kultiviert. AnschlieBend wurden sie in
synchronisierte Empfangerkihe transferiert. Am Tag 14 bzw. 16 p.i. konnten
elongierte Blastozysten aus den Uteri der Empfangertiere gewonnen werden (Galli
and Lazzari, 1996).

2.3.4.2 Gewinnung von in vivo Embryonen

Nach Superovulation von Farsen durch intramuskulare Injektion von 1500IU PMSG
(pregnant mare serum gonadotrophins, Folligon, Intervet UK Ltd, Cambridge, UK), in
der Mitt-Lutealphase, gefolgt von 500ug Cloprostenol (Estrumate, Coopers Animal
Health, Berkhamsted, UK) 48h spater zur Auslésung der Luteolyse, wurden die Tiere
zweimal nach dem Beginn der Brunst (nach 6-10 sowie 24h) kinstlich besamt. (Al —
artificial insemination). Durch mittventrale Laparotomie 14 und 16 Tage nach Al
wurden die Embryonen gewonnnen. Nach Spulen der Uterushdérner mit je 40mL
PBS, 1mM Glukose, 0,1% PVA und 0,5mM Pyruvat wurden die Embryonen mittels
Stereomikroskop aus dem Spulmedium isoliert (Grealy et al., 1996; Kliem et al.,
1998).
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2.35 Poly(A)*-RNA Isolation aus in vitro gewonnenen Oozyten und
Praimplantationsembryonen

Poly(A)"-RNA wurde mit Hilfe des Dynabeads mRNA Direct Kit isoliert (Dynal, Oslo).
Die Proben wurden nach Zugabe von 20uL ,Lysis/Binding buffer* (0.1M Tris/HCI, pH
7.5; 0.5M LIiCl; 10mM EDTA, pH 8.0; 1% LiDS; 5mM DTT) kraftig geschuttelt, kurz
zentrifugiert und fur 10min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden 5uL der zuvor
zweimal mit ,Lysis/Binding buffer* gewaschenen Dynabeads hinzugegeben. Die
Hybridisierung zwischen der Poly(A)’-RNA und den oligo (dT),s besetzten
Dynabeadpartikeln erfolgte fir 5min bei leichtem Schitteln und RT. Mit Hilfe des
.Dynal magnetic seperator* wurden die Dynabeads vom Lysispuffer abgetrennt und
einmal mit 30uL Puffer A (10mM Tris/HCI, pH 7.5; 0.15M LIiCL; 1mM EDTA; 0.1%
LiDS) und anschlieBend zweimal mit demselben Volumen Puffer B (10mM Tris/HCI,
pH 7.5; 0.15mM LIiCl; 1mM EDTA) gewaschen. Nach magnetischer Separation
wurden die Dynabeads in 11uL DEPC Wasser aufgenommen und die Poly(A)-RNA
bei 65°C fur 2min von den Dynabeads eluiert. Die Separation der Dynabeads erfolgte
bei 4°C und die RNA wurde nach Entnahme des Uberstandes direkt fiir die cDNA-

Synthese eingesetzt.
2.3.6 cDNA-Synthese aus Poly(A)"-RNA

Fur die Reverse Transkription embryonaler Poly(A)*-RNA wurde der Gene Amp PCR
Core Kit (Applied Biosystems — Perkin Elmer, Weiterstadt) verwendet:

Poly(A)"-RNA 11pL
Hexamer Random Primer 100uM luL
dNTP Mix 10mM 2uL
Puffer 2uL
MgClL, 50mM 2uL
RNAse Inhibitor luL
MuLV Reverse Transkriptase lpL

Um die Evaporation im letzten Schritt der Synthese zu verhindern, wurde das
Reaktionsgemisch mit Ol tiberschichtet: 10min 25°C, 1h 42°C, 5min 99°C.
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2.3.7 Extraktion von Gesamt-RNA aus 14 und 16 Tage alten Blastozysten
und cDNA-Synthese

Die 14 und 16 Tage alten, elongierten Blastozysten lagen in 500uL
Guanidiniumisothiocyanat (GTC) vor und wurden bei —80°C gelagert. Sie wurden
nach dem Auftauen durch mehrmaliges Aufziehen mit einer 20G Kanulenspritze
homogenisiert. Nach Hinzugabe von 100uL 2M Natriumacetat (pH 4), 500uL
wassergesattigtem Phenol sowie 200uL Chloroform/Isoamlyalkohol (49:1) wurde
geschuttelt und die RNA aus der wassrigen Phase nach Zentrifugation bei 13000
rpm fur 15min zur Phasentrennung mit 1 Vol Isopropanol prazipitiert. Die weiteren
Schritte der Phenol/Chloroform-Extraktion embryonaler Gesamt-RNA (Chomczynski
and Sacchi, 1987) wurden wie unter Punkt 2.1.1 durchgefiihrt. Die Synthese der
cDNA erfolgte im Anschlufl? wie in Abschnitt 2.1.2 beschrieben.

2.3.8 PCR-Amplifikation von Glukosetransportern in Gameten und
Praimplantationsembryonen des Rindes

Die PCR-Amplifikation der bovinen Glukosetransporterisoformen wurde mit den in
Tabelle 21 (s. Anhang) zusammengefassten spezifischen PCR-Primer durchgefihrt.
Embryonale cDNA wurde wie unter 2.1.3.2 beschrieben amplifiziert und die PCR-
Produkte nach Agarosegelelektrophorese und Visualisierung unter UV-Licht

ausgewertet.
2.3.9 In-situ-Hybridisierung

Die Lokalisation von Glut4-Transkripten in  Rinderembryonen wurde an
Paraffinschnitten elongierter in vivo Blastozysten (s. 2.3.4.2) der Stadien Tag 14 und
Tag 16 durchgefuhrt.

2.39.1 Herstellung der Hybridisierungssonde — In-vitro-Transkription

Die Hybridisierungssonde (cRNA) wurde durch In-vitro-Transkription des pGEM-
Vektors mit dem Glut4-Insert unter Einbau von Digoxigenin (DIG)-markiertem UTP
hergestellt. Zuvor wurde das Plasmid durch Restriktion mit einem Enzym (Ncol oder
Notl) linearisiert. Die Synthese der sense- bzw. antisense-cRNA erfolgte mit T7 oder
sp6 RNA-Polymerase mit 2uL des linerarisierten Plasmids, 1xTranskriptionspuffer,
NTP Mix mit DIG-markiertem UTP mit Wasser ad 20uL far 30min bei 37°C. Die
cRNA wurde durch Ethanolfallung gereinigt, das Prazipitat in 100uL DEPC
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behandeltem Wasser aufgenommen und die Konzentration der DIG-markierten RNA-

Sonde mit Dot-Blot-Analyse bestimmt.

2.3.9.2  Hybridisierung

Die Detektion von GIlut4-RNA wurde an 5um Schnitten paraffineingebetteter
Embryonen durchgefiihrt, die auf zuvor silanisierten (3-amino-propyltriethoxysilane)
Objekttragern fixiert wurden. Die Lokalisation von Transkripten mit In-situ-
Hybridisierung bendtigt drei Tage. Am ersten Tag werden die Schnitte in einer
absteigenden Xylol-Alkohol-Reihe entparaffiniert. Nach dem Proteinverdau durch
Proteinase K-Behandlung werden die Schnitte in Paraformaldehyd refixiert und Uber
Nacht mit der Hybridisierungssonde inkubiert (Dig-markierte sense cRNA dient als
Kontrolle). Die einzelnen Schritte bis zur Hybridisierung benottigen besondere
Vorsicht vor RNAse-Kontaminationen aller benutzten Reaktionsgefal3e. Am zweiten
Tag wird durch RNAse-Behandlung der Schnitte die einzelstrangige RNA abgebaut.
Die durch die spezifische Hybridisierungsreaktion doppelstrangige RNA bleibt
erhalten. Mit einem Phosphatase-gekoppelten anti-DIG-Antikorper wird die
doppelstrdngige RNA Uber Nacht markiert. Am dritten Tag wurden zur Detektion der
positiven  Reaktion  Nitroblau-Tetrazoliumsalz  (NBT) und  5-Brom-4-Chlor-
Indolylphosphat (BCIP) als Substrate der alkalische Phosphatase auf die Schnitte
gegeben. Durch die katalytische Aktivitdt des Enzyms wird die Phosphatgruppe des
BCIP abgespalten. Gleichzeitig wird durch die Alkalische Phosphatase NBT
reduziert. In dephosphorylierter Form erscheint BCIP blau, die reduzierte Form von
NBT bildet einen violetten schwerloslichen Niederschlag. Gemeinsam ergeben beide

Farbstoffe ein blauviolettes Prazipitat.

2.3.10 Immunhistochemie an Embryonen

2.3.10.1 Lokalisation von Glutl- und Glut4-Protein an Schnitten 14 und 16 Tage
alter Blastozysten

Die Lokalisation des Glutl-Proteins wurde an Schnitten parraffineingebetteter, 14
und 16 Tage alter Blastozysten vorgenommen. Der Proteinnachweis wurde wie unter
2.2.2 beschrieben durchgefiihrt. Als Primarantikbrper dienten der Glutl-Antikdrper
der Firma Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg (rabbit polyclonal, #sc-7903) in
einer Verdinnnung von 1:100. Fir den Proteinnachweis des Glut4 wurde ein
monoklonaler Glut4-Antikorper der Firma DPC, Bad Nauheim (KlonlF8, # BM 436),
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in einer Verdinnung von 1:2500 verwendet. Mit einem HRP-konjugierten goat-anti-
rabbit (Glutl) bzw. goat-anti-mouse (Glut4) Sekundarantikbper wurde die spezifische

Immunreaktion nachgewiesen und mit dem Substrat Diaminobenizidin visualisiert.

2.3.10.2 Whole-mount-Immunohistochemie an 8 Tage alten Blastozyten

Der Nachweis des Glutl-Proteins am Gesamtembryo bei 8 Tage alten Blastozysten,
wurde mit der Whole-mount-immunohistochemie durchgefiihrt. Die Blastozysten

wurden nach der In-vitro-Kultur in PBS gewaschen und es schlossen sich folgende

Schritte an:

Waschen PBS/PVA 2x 10min RT

Fixation in MeOH : PBS (1:1) 2min 4°C
MeOH : PBS (2:1) 2min 4°C

PBS und 0,002% Triton 2x10min RT

PBS, 0,01% Triton X-100, 1% BSA

und 1% Ziegenserum 45min RT

PBS/PVA 3x10min RT

Primarantikorper in PBS, 0,01% Triton X-100,

1% BSA und 10% Ziegenserum 60min RT

Waschen in PBS und 0,05% Tween 3x10min RT

Sekundarantikdrper goat — anti — rabbit

FITC konjuguert 30min RT

Waschen in PBS und 0,05% Tween 3x10min RT

Die Blastozysten wurden anschlieBend zum Féarben der Zellkerne fir 10min in
Propidiumiodid (10pg/mL in PBS mit 0,02% TritonX-100) inkubiert oder direkt in
.Flouroguard — mounting medium* (Bio-Rad) auf Objektragern fixiert. Die Auswertung
der Immunreaktion erfolgte mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop (TCS-
System) der Firma Leica (Wetzlar, Deutschland). Als Negativkontrolle dienten

Embryonen, die nur mit dem Sekundéarantikdrper inkubiert worden waren.
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2.4 Quantifizierung von Glutl- und Glut4-Transkripten in in
vitro produzierten und in vivo gewachsenen 14 und 16
Tage alten Rinderblastozysten

Unterschiede zwischen 14 und 16 Tage alten und in vitro und in vivo gewachsenen
Embryonen im Bezug auf die Transkription der Glukosetransportergene 1 und 4
wurden mit der kompetitiven RT-PCR untersucht.

Die kompetitive RT-PCR (cRT-PCR) ermdglicht die Quantifizierung spezifischer
MRNA-Transkripte. Das Prinzip der cRT-PCR st in Abbildung 2-1 (s. Anhang)
dargestellt. Eine Standard-RNA, welche die gleichen PCR-Primerbindungsstellen wie
das in seiner Quantitat zu bestimmende Transkript enthalt, wird vergleichbar einer
Titration in verschiedenen Konzentrationen zur jeweils gleichen Menge der RNA-
Probe gegeben (Schritt 1, Abbildung 2-1, Anhang). Nach RT-Reaktion wird durch
PCR sowohl die Standard- als auch die Proben-cDNA amplifiziert. Da sich die Lange
der Nukleotidsequenzen von Standard- und Proben-RNA unterscheiden, kénnen die
Amplikons nach PCR mit einem Agarosegel separiert und die Intensitaten als
optische Dichte (O.D.) bestimmt werden.

2.4.1 Herstellung der Standard-cRNA (Mimic)

Die Standard-RNA fur die Quantifizierung des Glutl und Glut4 wurde durch Deletion
der PCR-Produkte gewonnen. Es kamen zwei verschiedene Methoden zum Einsatz:
(I) fur den Glutl wurde ein Restriktionsverdau mit anschlieRender Ligation genutzt
(Abbildung 2-2a, Anhang); (I) der Glut4-Deletionsklon wurde durch PCR-
Amplifikation mit einem internen Primer hergestellt (Abbildung 2-2B, Anhang). Nach
Erhalt der deletierten DNA wurden diese in den pGEM-T-Vektor kloniert. Die
erhaltenenen Klone wurden durch Sequenzierung auf das Vorliegen der Deletion
gepruft. Nach Linearisierung der Plasmide durch Restriktionsverdau (Glutl-Klon Notl,
Glut4-Klon Ncol) wurde die DNA in vitro mit 20U T7- oder —sp6 Polymerase in
Transkriptionspuffer mit je ImM NTPs in cRNA umgeschrieben. Die Plasmid-DNA
wurde anschlieRend durch 15 minttige DNAselBehandlung verdaut und die cRNA
nach Phenol/Chlorform Extraktion préazipitiert. Das Pellet wurde in 70% Ethanol
gewaschen, in DEPC behandeltem Wasser resuspendiert und die RNA-
Konzentration photospektrometrisch bei 260nm bestimmt. Die Standard-RNA wurde
anschlieend in Serien von 10-, 5-, oder 3 facher Verdinnung aliquotiert und bei

-80°C gelagert.
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2.4.2 Kompetitive RT-PCR

Fur die Reverse Transkriptase-Reaktion wurden 56 Aliquots embryonaler Gesamt-
RNA (100ng fur Glutl bzw. 200ng fir Glut4) mit entsprechenden Aliquots der Glutl-
bzw. Glut4-Standard-cRNA-Verdinnungsreihen gemischt. Die cDNA wurde mit dem
Superscript-RTI-kit (Life Technologies) unter Verwendung von 10pmol 3’ antisense
Primer (Glutl) bzw. 20pmol Hexamer Primer (Glut4) in einem Volumen von 20uL flr
1h bei 42°C synthetisiert. Die Reaktion wurde nach Hitzeinaktivierung des Enzyms
bei 72°C fur 15min auf 4°C gekuhlt. Die erhaltenen cDNAs wurden unter folgenden
PCR Bedingungen amplifiziert: 3min Denaturierung bei 94°C, 1min bei 94°C, 1min
bei 57°C (Glutl) bzw. 60°C (Glut4) und 1min bei 72°C fur 35 (Glutl) bzw. 40 (Glut4)
Zyklen mit einem abschlie3enden Elongationschritt von 5min bei 72°C. Die RT-PCR-
Amplifikate der Proben- und Standard-RNA wurden elektrophoretisch in einem
1,8%igen Agarosegel getrennt. Photographien der Gele wurden densitometrisch mit
der Scan Pack Il Software (Biometra, Goéttingen) ausgewertet. Nach Korrektur der
GrolRenunterschiede zwischen Standard- und Proben—Amplifikat (Glutlpgpe O.D.X
0,8/0.D.Glutl standard bzw. GlutdpppeO.D.X 0,79/0.D.Glutdsiandarg) Wurden embryonale
Transkripte fur Glutl und Glut4 bestimmt als die Menge an Standard-RNA, die ein

Verhaltnis von 1 zwischen Standard/Probe (Aquivalenzpunkt) ergab.

2.5 Insulinexposition in vitro produzierter Rinderembryonen

251 Effekt von Insulin auf die Expression von Glukosetransportern und
Enzymen der Glykolyse

2511 In-vitro-Produktion der Blastozysten und Insulin-Exposition

Untersuchungen zum  Einflu@ von Insulin  auf die Transkription von
Glukosetransportern und Enzymen der Glykolyse wurde an expandierten
Blastozysten (s. 2.3.2 ) vorgenommen. Die Blastozysten wurden fur 1, 2, oder 4h
Stunden in SOF mit 10pg/mL Insulin kultiviert, wobei als Kontrolle Embryonen im
gleichen Zeitschema ohne Insulin mitgefuhrt wurden. Die Embryonen wurden
anschlieBend in PBS mit PVA gewaschen, einzeln in einem Volumen von 1pl in
0,5mL Eppendorf-Hiutchen pipettiert, in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bei -80°C

aufbewahrt.
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2512 Semiquantitative RT-PCR: Poly(A)"-RNA-Isolation und cDNA-Synthese
aus Blastozysten unter Hinzufiigen einer externen Standard-Poly(A)-RNA

Fir die semiquantitative Analyse der Genexpression von Blastozysten nach
Insulinexposition wurde als externer Standard rabbit Globin-Poly(A)"-RNA (Life
Technologies) eingesetzt. Pro Embryo wurden 0,1pg (Konzentration O,1pg/pL)
Globin-Poly(A)"-RNA verwendet und zu Beginn der Extraktion mit dem ,Lysis/Binding
buffer” hinzugegeben. Als Positivkontrollen fur jede Extraktion wurde jeweils eine
Probe Globin-mRNA separat (ohne Embryo) extrahiert sowie eine cDNA-Synthese
von 0,1pg Globin-mRNA ohne Extraktion mitgefuhrt. Die cDNA-Synthese entsprach
dem unter 2.3.5. beschriebenen Protokoll.

Blastozysten der Insulin- bzw. Kontrollgruppe wurden bzgl. der Transkription der
Gene Glutl, 3, 8, Phosphofruktokinase und Hexokinase mit der semiquantitativen
RT-PCR miteinander verglichen. Die exponentiell verlaufende Amplifikation einer
Zielsequenz durch PCR ist nur dann quantitativ auswertbar, wenn diese im linearen
Bereich der PCR-Reaktion durchgefuhrt wird. Entsprechend wurden die PCR-
Bedingungen fir jedes zu quantifizierende Gen mit embryonaler cDNA ermittelt
(Tabelle 2-4). Die verwendeten Temperatur/Zeitablaufe der PCR entsprachen dem
Protokoll unter 2.1.3.2. Die PCR-Produkte wurden im Agarosegel elektrophoretisch
getrennt und durch Farbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht visualisiert. Mit einem
Geldokumentationssytem (Bioprint; LFT-Labortechnik, Wasserburg, Deutschland )
wurden die erhaltenen Bilder digital aufgenommen und die optische Dichte (O.D.) der
einzelnen Amplikons mit dem Bio-1-D Programm der Firma LTF bestimmt. Da die
Digitalisierung der Bilder in 250 Graustufen erfolgt, war darauf zu achten, daf3
wahrend der Bildaufnahme keine Uberexposition auftrat, um eine Auswertung der

PCR-Produkte zu gewahrleisten.

Gen cDNA in uL Zyklenzahl (X)
Globin 1 28
Aktin 1 26
Glutl 1 34
Glut3 3 40
Glut8 1 34
Phosphofruktokinase | 3 40
Hexokinase 2 38

Tabelle 24 Zusammenfassung der fir die semiquantitative RT-PCR verwendeten cDNA-Mengen und
Zyklenzahlen. Die Bedingungen fur jede zu amplifizierende cDNA wurden so gewahlt, dass eine
Amplifikation der PCR-Produkte im linearen Bereich der PCR gewahrleistet war.
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2.5.2 Der Einflu3 von Insulin auf die Embryonalentwicklung in vitro

Nach der In-vitro-Fertilisation wurden die Zygoten bis zum Blastozystenstadium am
Tag 8 p.i. in SOF mit 10pg/mL Insulin kultiviert. In jedem Experiment wurde eine
Kontrollgruppe (n-vitro-Kultur in SOF) mitgefuhrt. Die unter dem Einflu3 von Insulin
kultivierten Embryonen wurden mit der Kontrollgruppe hinsichtlich Blastozystenrate,
der Rate geschlUpfter Blastozysten, Gesamtzellzahl und Zellzahl der Embryoblast-

(ICM) und Trophoblastzellen (Trophektoderm —TE) verglichen.

2521 Differentialfarbung der Zellkerne des Trophoblasten und Embryoblasten

Die separate Bestimmung der Zellzahl von Tropho- und Embryoblasten von 8 Tage
(p.i.) alten Blastozysten wurde mit einer Differentialfarbung durchgefiihrt. Diese
Farbetechnik nutzt Fluoreszenzfarbstoffe und beruht auf der Kernfarbung lysierter
Zellen durch Propidiumiodid und einer generellen Kernmarkierung letaler Zellen mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342 (Handyside and Hunter, 1984; Stojkovic et
al., 1998). Trinitrobenzensulfonsdure (TNBS) bindet kovalent an Nterminale Amine,
so auch von Phospholipidproteinen der Zellmembranen. Durch TNBS werden die
Membranen der Trophektodermzellen durch die kovalente Bindung der
Trinitrophenole an die Phospholipidproteine markiert. Ein Kaninchen anti-DNP-BSA-
Antikorper erkennt neben den Dinitro— auch die Trinitrophenole und durch Zugabe
von Meerschweinchen-Komplement lysieren die mit dem Antiserum markierten
Zellen. Propidiumiodid farbt die Zellkerne der lysierten Zellen. Die nicht mit dem
Antiserum markierten Zellen (Embryoblastzellen) werden nicht lysiert, sondern
kénnen nach Fixation des Embryos mit Hoechst 33342 kerngefarbt werden. Tight
junctions verhindern ein Vordringen des Antiserums bis zum Embryoblasten.

Die Embryonen wurden nach der In-vitro-Kultur in TC-199 Medium gewaschen und

die Zona pellucida durch Pronasebehandlung entfernt:

Zona pellucida mit Pronase bei 37°C verdauen.
2x Waschen in TCM-199-D

Trinitrobenzensulfonsdure (TNBS) 10 min 4°C
3x Waschen in TCM-199-D
anti-DNP-BSA (rabbit anti-DNP-BSA Antikorper) 30 min 37°C

Waschen in PBS/PVA

Komplement (guinea pig complement serum)
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mit Propidiumiodid in PBS/PVA 15 min 37°C
Waschen in PBS/PVA mit Propidiumjodid

Fixation in 96% EtOH 3 min 4°C
Farbung mit Hoechst 33342 10 min 4°C

Einbetten der Embryonen in Glycerol auf einem Objektrager.

Die im Fluoreszenzmikroskop pink erscheinenenden Trophoblastzellen (Farbstoffe

Propidiumiodid und Hoechst 33342) kénnen gut von den blau markierten

Embryoblastzellen (Farbstoff Hoechst 33342) unterschieden und ausgezéhlt werden
(Abbildung 2-3).

Abbildung 2-3 Beispiel einer Differentialfarbung der Embryo- und Trophoblastkerne einer
Blastozyste. Dargestellt ist ein Embryo in zwei verschiedenen Fokusebenen (1, 2), wobei rote Kerne

Trophoblast- und blaue Kerne Embryoblastzellen markieren.

2.6 Amplifikation, Klonierung und Sequenzierung der Protein—
kodierenden Sequenz des bovinen Glukosetransporters 3

Weiterflhrende Folgestudien sollen die spezifische Rolle des Glut3 wéahrend der
Embryonalentwicklung in vitro bis zum Blastozystenstadium am Tag 8 (p..) u.a.
anhand von Ausschaltexperimenten mit Antisense-Oligonukleotiden untersuchen.
Antisense-Oligonukleotide unterdriicken die Translation eines ausgewahlten Proteins
durch Bindung an die mRNA. Um die Proteinsynthese zu verhindern werden die
Oligonukleotide so konstruiert, dass Bereiche des Translationsstarts (5° Ende der
cds) blockiert werden und auf diese Weise auch eine Synthese kurzer Peptide des
jeweiligen Proteins unterbunden wird.

Fur die geplanten Experimente ist deshalb die Kenntnis der proteinkodierenden

Sequenz der bovinen Glut3-RNA (insbesondere der 5 Bereich mit Startcodon)
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notwendig. Die vollstdndige Bestimmung einer unbekannten RNA-Sequenz kann u.a.
durch Sequenzierung von PCR Produkten nach Amplifikation einer cDNA-Population
mit der RACE (rapid amplification of cDNA ends)-Methode oder auch nach
Datenbankrecherche unter Nutzung Dbereits bekannter cDNA-Teilsequenzen,
sogenannter ESTs (expressed sequence tags), erfolgen.

Nach der Datenbankrecherche (BlastN search mode, Rubrik ,other est®) unter
Verwendung der Glut3 RNA-Sequenz vom Schaf konnten insgesamt funf bovine
cDNA Teilsequenzen gefunden werden, die hohe Homologien zur Schaf Glut3-RNA
aufwiesen (Abbildung 2-4). Zwei dieser cDNA-Abschnitte lagen im Protein-
kodierenden Bereich der RNA und dienten als Grundlage fiur die Konstruktion der
PCR-Primer (BE899741; AV595992). Drei weitere Sequenzen codieren den 3’
untranslatierten Bereich der bovinen Glut3-RNA (AW464247; BF040501; AU097957).
Die Amplifikation der bovinen Glut3-cds erfolgte nach RNA-spezifischer Reverse
Transkriptase-Reaktion boviner Gehirn-Poly(A)-RNA mit dem rindspezifischen Glut3

3'-Primer.

Schaf Glut 3 mRNA-Sequenz

Start 116 _ Stop 1600
coding sequence

Color Key|for Alignnent Scores

50-80 [ 80-200  INSESOONNN

0 B0 1000 000 2500 3000 3500
(LLBESOO74l, . (QLAVD93002 . @LAW4G4247,  (4LBEO040S0L__(5) AU097957

1318 1926
bovine Glut3
Sequenz

Abbildung 2-4 Darstellung der nach Datenbankvergleich erhaltenen bovinen EST (expressed
sequence tags), die eine hohe Homolgie zur Schaf Glut3-mRNA aufwiesen. Angegeben sind die
Nummern der Datenbankeintrage (Accession number) fiir die funf ausgewiesenen [(1) — (5)] bovinen
EST.

2.7 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit dem Software Programm SPSS 10.0
vorgenommen. Statistische Signifikanzen wurden mt dem einfachen ANOVA-Modell

(u.a. vgl. der Blastozystenzellzahl von Insulin - Kontrollgruppe) oder univariaten
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Modell (EinfluR von Insulin auf Transkription spezifischer Gene) getestet. Ein

signifikanter Unterschied wurde ab dem Signifikanzniveau von p<0,05 angenommen.

2.7.1 Statistische Auswertung des Einflusses von Insulin auf die relativen
Transkriptmengen in 8 Tage alten Blastozysten

Der EinfluR@ von Insulin auf die Expression von Glukosetransportern sowie
metabolisch  relevanten Enzymen der Glykolyse (wie Hexokinase und
Phosphofruktokinase) wurde an expandierten Blastozysten untersucht. Die
Embryonen wurden fur 1, 2 oder 4 Stunden mit oder ohne Insulinzusatz kultiviert und
die relativen Transkriptmengen der Gene an Einzelembryonen mit RT-PCR
semiquantitativ bestimmt. Insgesamt wurden je Gruppe (Insulin bzw. Kontrolle) und
Zeitreihe 10 Einzelembryonen ausgewertet. Es wurden fur jede Expositionszeit
mindestens zwei unabhéngige Versuchswiederholungen durchgefinhrt,
einschliesslich der In-vitro-Kultur der Embryonen. Eine Extraktion der Poly(A)-RNA
erfolgte fur jeweils 3 Embryonen, wobei stets Blatozysten der Insulin- mit Embryonen
der Kontrollgruppe parallel aufgearbeitet wurden. Fir jede von einem Einzelembryo
erhaltene cDNA konnten insgesamt sieben PCR-Reaktionen durchgefuhrt werden
(Globin, Aktin, Glutl, Glut3, Glut8, Hexokinase, Phosphofruktokinase).

Die Transkriptmengen fir die einzelnen Gene wurden als relative Einheiten auf die
als externen Standard dienende Kaninchen-Globin-mRNA bezogen. Eine
statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS 10.0. Verwendet wurde
hierbei das univariate Modell zum Vergleich der Varianzen (I) beider Gruppen unter
Einbeziehung der Versuchswiederholungen fur jede einzelne Expositionszeit sowie
(I als Vergleich der Gruppen Uber die Expositionszeiten von 1 bis 4 Stunden. Der
erste Ansatz gewahrleistet den Vergleich der beiden Gruppen (Insulin bzw. Kontrolle)
fur jedes einzelne Gen pro Expositionszeit (1, 2 und 4 Stunden) unter Einbeziehung
der Versuchswiederholungen. Im zweiten Modell wurde versucht, den Effekt der

Gruppe (Insulin bzw. Kontrolle) fur jedes untersuchte Gen als Zeitverlauf zu erfassen.

Der statistische Vergleich der relativen Transkriptmengen fiir die oben beschriebenen
Gene zwischen der Kontroligruppe und den unter Insulineinfluss kultivierten
Embryonen wurde mit dem univariaten Modell unter Einbeziehung der
Versuchswiederholung ausgewertet (s.0. — Modell 1). Auch hier wurden fir die

Bestimmungen jeweils 10 Einzelembryonen jeder Gruppe ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Sequenzanalysen

Mit der RT-PCR konnte unter Verwendung degenerierter Primer, die in konservierten
Bereichen von  Glukosetransporter-RNA-Sequenzen  verschiedener  Spezies
konstruiert wurden, bovine Glukosetransporter-cDNA amplifiziert und ihre Sequenzen
ermittelt werden. Die Nukleotid- und die davon abgeleiteten Aminosauresequenzen
wurden in der Genbank des NCBI eingetragen. Die ,Accession Number" der
jeweiligen bovinen Isoformen ist im Text und in den Tabellen der

Homologievergleiche angegeben.

311 Glukosetransporter 2

Eine bovine Glut2-cDNA konnte nach PCR-Amplifikation unter Verwendung
degenerierter Primer, die auf homologen Bereichen der Spezies Mensch, Ratte,
Maus und Huhn beruhten, aus Lebergewebe kloniert werden AF308828). Die 427
bp lange Nukleotidsequenz weist eine 90%ige Homologie zur humanen Glut2-RNA
auf (Fukumoto et al., 1988a; Thorens et al.,, 1988 - Tabelle 3-1) und erstreckt sich
Uber die Exons 6-8 des humanen Glut2-Gens (Takeda et al., 1993). Die bovine
Nukleotidsequenz kodiert mit einer Homologie von 90% zum humanen Protein die
Aminosauren 259-400 (Abb. 3-1; Tabelle 3-1), welche die Sekundarstrukturen der
zytoplasmatischen Schleife und der transmembranen Helices 7-9 des humanen
Glut2-Proteins bilden.

Spezies Homologie Glut2 (AF308828)

Nukleinsaure Protein

bp in % Datenbankeintrag AS in % Datenbankeintrag
Mensch [ 376/415 90 reffXM_003153.1| 129/142 |90 ref[NP_000331.1|
Maus 422 82 emb|X16986.1| 117/142 |82 pir||S05319
Ratte 225/266 84 ref[NM_012879.1| 117/142 |82 pir||S68362

Tabelle 3-1 Zusammenfassung der Homologievergleiche von Nukleotid— und Proteinsequenzen

verschiedener Spezies mit dem bovinen Glut2.
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<-em----- Intrazel |l ul &arer Loop-------------- ><---mmmm - TV - -
Rl ND 1  SWKRLRGSDDI TKDI TEMRKEGEEASNEKKVSI | QLFTNASYRQPI LVALM_HAAQQFSG 60
Human 259 . L..... Y..V....N.... R...SQ......... S V..., 318
Maus 258 .L..... TEV....N.K.K...T.Q..V..... DN........... M..... 317
Ratte 257 .L..... TE. ..... N.... K...T.Q..V..... DPN..... Vo.o.... L...... 316
----- > <--ee- - TMB-- - - - - - > <----TM-
Rl ND 61 | NG FYYSTSI FQTAG SQDWATI GVGAVNTVFTAVSVFLVEKAGRRSLFLI GVBGWV 120
Human 319 ... K M. 378
Maus 318 ......... T .. ._ .......... I.M...... Lo....... T..T..1...F 377
Ratte 317 ... FE I.M..c...L........ T...A.l...F 376
---------- >
Rl ND 121 CAl FMBVGLVLLSKFPWBYVS 142
Human 379 ...l N.S ..... 400
Maus 378 . T.......... D..A..... 399
Ratte 377 ..V...L..... D.T...... 398

Abbildung 3-1 Alignment der von boviner Glut2-cDNA abgeleiteten Aminosauresequenz mit Glut2-
Proteinen der Spezies mit den hdchsten Homologien (. homologe Aminosaure, X konservativ

substituierte Aminosaure)

3.1.2 Glukosetransporter 3

Fur Untersuchungen zur Expression des Glukosetransporters 3 in Praimplantations-
embryonen des Rindes konnte ein 601bp groRes cDNA-Fragment nach RT-Reaktion
aus boviner Gehirn-RNA amplifiziert und kloniert werden (AF308829). Die bovine
Glut3-Nukleotidsequenz weist mit 95% eine hohe Homologie zum Glut3 vom Schaf
auf (Bennett et al., 1995; Currie et al., 1997) und kodiert die Aminosauren der
transmembranen Helices 11 und 12 sowie den C-terminalen Bereich des Glut3-
Proteins (Abbildung 3-2; Tabelle 32). Die amplifizierte cDNA umfasst neben dem
Protein-kodierenden Bereich einen Teil der 3'-untranslatierten Region (utr —

untranslated region) der RNA.

S TMLL ------- > <eee-- TML2 ------
RI ND 3 VYCAELFGQGPRPAANVAVAGCSNWI SNFLVGELLFPSAAFYLGAYVFI VETVFLVI FW/FT 62
Schaf 390 ... T 446
Hund 390 ....... S 1..G.I1V.L... 446
Kani nchen 297 ... S D . Yoo VI.A...AF.. 351
Se > intrazellul are C terninale Dondne -->
Rl ND 63 FFKVPETRGRTFEEI TRAFEC-QTQTGI’RGEKGPI MEMNSI QPTKDTNA 121
Schaf 447 o 494
Hund 447 G DAN. A . ... V....M.V.E 492
Kani nchen 352 ... D....... AAEANKLG .. T........IET. 397

Abbildung 3-2 Alignment der von boviner Glut3 cDNA abgeleiteten Aminosauresequenz mit Glut3-
Proteinen der Spezies mit den hdchsten Homologien (. homologe Aminoséaure, X konservativ

substituierte Aminosaure)
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Spezies Homologie Glut3 (AF308829)

Nukleinsaure Protein

bp in % Datenbankeintrag AS in % Datenbankeintrag
Schaf 576/601 |95 gb|L39214.1 103/105 |98 sp|P47843|
Hund 395/452 |87 gb|L35267.1 88/103 |85 sp|P47842]
Kaninchen | 297/335 88 gb|AF117812.1| 79/101 78 gb|AAD26251.1|

Tabelle 3-2 Zusammenfassung der Homologievergleiche von Nukleotid— und Proteinsequenzen

verschiedener Spezies mit dem bovinen Glut3.

3.1.21 Protein-kodierende Region des Glukosetranspoters 3 (cds)

Die Sequenzierung des 5’ Bereiches der Protein-kodierenden Region (cds — coding
sequence) der bovinen GIut3-RNA wurde anhand boviner EST-Sequenzen
durchgefuhrt. Nach Datenbankrecherche konnten funf EST-Sequenzen mit hoher
Homologie zur ovinen Glut3-RNA gefunden werden (BE899741, AV595992,
AWA464247, BF040501, AU097957). Die Datenbankeintrage BE899741 und
AV595992 liegen in der coding-Region, wobei ersterer auch 116bp der 5%
untranslatierten Region Uberspannt. Anhand der klonierten bovinen Glut3-cDNA,
welche die 3 cds und utr umfalt, und den EST-Sequenzen BE899741 und
AV595992 konnte die gesamte Protein-kodierende Nukleotidsequenz des bovinen
Glut3 ermittelt werden (Abbildung 3-3; Tabelle 3-3).

R ND 1 MGITKVTAPLI FAI SVATI GSFQFGYNTGVI NAPEAI | KDFLNYTLEERSEPPPSSVLLT 60

Schaf 1 T ...... L T....... 60

Hund 1 .. Q..Vs . Ll T K.NL.TE.... 60

Mensch I o Qo PA L T K..El.K.TDRGNA..TE.... 60

RI ND 61 SLWSLSVAI FSVGGM GSFSVALFVNRFGRGNSMLI VNLLAI AGGCLMEFCKI AESVEML 120
Schaf 6l R 120
Hund 61 . R...M....V............ Q.... 120
Mensch BL R...oo. VI...F..L..V.K.... 120
RI ND 121 | LGRLI | GLFCE.CTGFVPMWYI GElI SPTALRGAFGTLNQLG VI G LVAQI FGLKVI LGT 180
Schaf D 180
Hund 120 ot M. 180
Mensch 121 ..... Ve Vi, EF.7.S 180
R ND 181 EDLWPLLLGFTI LPAI | QCAALPFCPESPRFLLI NRKEEEKAKEI LORLWGTEDVAQDI Q 240
Schaf PP 240
Hund 181 .E.......... l..VL.S ..o o N Q.S ... 240
Mensch 181 .E.......... LS N.Q....... Q.5.... 240
R ND 241 EMKDESMRVBQEKQVTVLELFRAPNYRQPI | | SI MLQLSQQALSGA NAVFYYSTA FKDAG 300
Schaf 2L 300
Hund 241 ... ... AA ..o SRS. .. 300

Mensch 241 ..., Ao VSS...oi Vo 300
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Rl ND 301 VQEPVYATI GAGYWNTI FTWSVFLVERAGRRTLHLI GLGGAVAFCSI LMTT SLLLKDNYS 360
Schaf B0L L 360
Hund 301 . E .l M...... Voo N 360
Mensch 301 T Lo M. T Voo, N 360
Rl ND 361 WWVBFI Cl GAI LVFVAFFEI GPGPI PWFI VAEL FGQGPRPAAVAVAGCSNWISNFLVGELLF 420
Schaf B0l 420
Hund 361 ...V S 420
Mensch 361 G ..V S 420
Rl ND 421 PSAAFYLGAYVFI VFTVFLVI FW/FTFFKVPETRGRTFEEI TRAFEGQTQTGTRGEKGPI 480
Schaf L Voo, 480
Hund 421 . I..G.IV.L...o GDAN A .... 480
Mensch 421 ... H ... T..G.TT.LA ..., D....... AHGAD. SG DGV 480
Rl ND 481 MEMNSI QPTKDTNA 494

Schaf 481 ... 494

Hund 481 V....M. V. E 492

Mensch 481 ©....'EAE 492

Abbildung 33 Proteinsequenz des bovinen Glukosetransporters 3. Alignment des bovinen mit Glut3-

Proteinen verschiedener Spezies (. homologe Aminoséaure, X konservativ substituierte Aminoséaure).

Homologie Glut3 cds
Spezies | Nukleinsdure Spezies |Protein
bp in % | Datenbankeintrag AS in % Datenbankeintrag
Schaf 1732/1791 96 gb|L39214.1] Schaf 488/492 |98 Sp|P47843|
Hund 1069/1230 |86 gb|L35267.1] Hund 4417492 |89 sp|P47842)
Mensch | 1343/1584 85 gbjU25651.1| Mensch |[424/492 |86 [INP_008862.1

Tabelle 3-3 Zusammenfassung der Alignments fir die Nukleotid— und Aminosauresauresequenzen

zwischen dem bovinen Glut3 und Spezies hoher Homologie.
3.1.3 Glukosetransporter 5

Ein bovines cDNA-Fragment von 617bp Lange, welches den bovinen
Glukosetransporter 5 kodiert, konnte aus Dunndarm-cDNA nach PCR-Amplifikation
kloniert werden (Abbildung 3-4). Die bovine Sequenz weist eine Homologie von 85-
87% gegenuber der entsprechenden humanen Sequenz (Kayano et al.,, 1990) auf.
Die bovine cDNA kodiert 204 Aminosauren, welche die intrazellulare Schleife und die
transmembranen Helices 612 des Glukosetransporters 5 umfassen (Abbildung 3-4;
Tabelle 3-4).
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<---intrazellul &rer Loop---><----- ™ ---->
R ND 1  EDEAEKAVGFI SVLKLFKVRSLRAWVI SI | VLMAGQQLSGVNAI YYYADQ YLSAGVNED 60
Hurman 253 ....... A........ R...... LL...... Goote e P.E 312
Maus 252 ....... AL W..T.Q....L.M..oo KS. 311
Ratte 252 ....... AW RQ..LL. T KSN 311
Cemmnns T™MB ------ > Cemmmns ™ ------- >
R ND 61 DVQYVTAGTGAVNVLI TVCAI FWELMERRFLLLLGFSVCLTACCVLTGALALQDVI SWM 120
Hurman 313 H............ VWF. .V..... L...Lo...... [ [P A..... TV... 372
Maus 312 FMILT...... W...... V... T..T..L...A....NT.... 371
Ratte 312 .. FMWTV. .. .. W..N..T...T..... l... V..., NT.... 371
<------ TMIO ------ > <------- TMLL ------ >
R ND 121 PYVSI ACVI SYVI GHALGPSPI PALLVTEI FLQSSRPAAYM/AGTVHW. SNFTVGLVFPF 180
Huran 373 Ll Ve | I SF.GS.......... I 432
Maus 372 TV Ve T T IGS .......... [ 431
Ratte 372 ... VLVl Voo FlL.......... S...IGS....... o 43
<---- TML2 ------
R ND 181 | QUGLGAYSFVI FAVI CLLTTI VI 204
Hurman 433 .. E...P...IV.... ... 456
Maus 432 ..M..P...1...T..F...... 455
Ratte 432 ... .. Pooolooiloo.. 455

Abbildung 3-4 Alignment der von boviner Glut5-cDNA abgeleiteten Aminosauresequenz mit Gluts-
Proteinen der Spezies mit den hdchsten Homologien (. homologe Aminoséure, X konservativ

substituierte Aminosaure)

Spezies Homologie Glut5 (AF308830)
Nukleinsaure Protein
bp in % Datenbankeintrag AS in % Datenbankeintrag

Mensch [ 140/163 85 ref XM_001557.1| 182/204 (84 ref|[NP_003030.1|
229/262 87

Maus 136/160 82 ref[NM_019741.1| 161/204 (84 ref|[NP_062715.1|
216/262 85

Ratte 168/202 83 gb|L05195.1| 159/204 (81 sp|P43427|GTR5_
222/262 84

Tabelle 3-4 Zusammenfassung der Homologievergleiche von Nukleotid— und Proteinsequenzen

verschiedener Spezies mit dem bovinen Glut5.

3.14 Glukosetransporter 8

Unter Verwendung heterologer Primer, auf der Basis der bekannten Glut8-RNA-
Sequenzen von Mensch, Maus und Ratte konnte eine bovine Glut8-cDNA von
1012bp Lange aus Gehirn-RNA amplifiziert und kloniert werden (AF321324). Die
Nukleotidsequenz des bovinen Glut8 weist eine Homologie von 87% zum humanen
Glut8 auf (Carayannopoulos et al., 2000; Doege et al., 2000b; Ibberson et al., 2000).

Die von der klonierten cDNA abgeleitete bovine Aminosauresequenz kodiert mit einer
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Homologie von 87% zum humanen Protein die transmembranen Helices 612 und

umfasst weiterhin das C-terminale Ende desGlut8 (Abbildung 3-5 und Tabelle 3-5).

L ™ -------- >
R ND 1 | SElI AYPEVRGLLGSCVQLMAVTG LLAYLAGAWL EWRW.AVL GCVAPSFM_LLMCFMPE 60
Human 145 . ...... Ao Ve Pl 204
Ratte 145 ....... A Voo P.TL...... Y... 204
Maus 145 ....... A Voo P.TL...... Y... 204
[,
R ND 61 TPRFLLSQHKHQEAMAAMFLWGYAQGNEEPPL GAQHQDFHVAQLRRPGVYKPFI | G SL 120
Human 205 ...... T.RR..... LR...SE....D..1..E.S..L.L..Q.1....... V.. 263
Ratte 205 ...... T.QV...... LR ...SEE...... V..E.GQL.M..... H.L....C 264
Maus 205 ...... T.QV...... CR...SEE...... V.E.GQ.L..... | I 264
--- TM? - - ----- > <-mmm - - ™ ------- > <--
R ND 121 MAFQQLSGVNAVMFYAETI FEEAKFKDSSLASVWVGVI QVLFTATAALI MDRAGRRLLLT 180
Human 264 Voo V 323
Ratte 265 .V......... LoooN Tl Voo K ..A 324
Maus 265 .V......... T...NS.o T.lo...... Voo A 324
e TMD - > <-- TMLO--
R ND 181 LSGWM/FSTSAFGTYFKL TEGGPSNSSHVDL PALVSVEAADTNVGL AW AVGNMCLFI A 240
Human 324 ... A. ... Q..G....AISP..AQPV.AS......... S...... 383
Ratte 325 ... ... ML [0 S GLWI.AP. . VH........ S...... 384
Maus 325 ... T....M......... &L G-VWPIAAPV.VQ........ S 383
---------- > Cemeeeee- TMLL------> < TML2 -
R ND 241 GFAVONGP! PW.LMSE! FPLHVKGVATGVCVL TNWFMAFL VTKEFSSLVEVLRPYGAFW. 300
Human 384 L [ .. Lt e 443
Ratte 385 ... [ P NI 444
Maus B84 | I V..M. 443
TML2 - --------- >< - intrazelluldre C - term nal e Donméne
R ND 301 ASAFC FGVLFTLACVPETKGKTLEQ TAHFEGR 334
Human 444 .. ... .. S..... Foe e 477
Ratte 445 TA....LS..... TF...... R 478
Maus 444 TA . ALS.. ... TV...... R...V....... 477

Abbildung 3-5 Alignment der von boviner Glut8-cDNA abgeleiteten Aminosauresequenz mit Glut8-
Proteinen der Spezies mit den hdchsten Homologien (. homologe Aminoséaure, X konservativ

substituierte Aminosaure)

Spezies Homologie Glut8 (AF321324)

Nukleinsaure Protein

bp in % Datenbankeintrag AS in % Datenbankeintrag
Human 886/1110 |87 ref[ XM_011828.1| 293/334 |87 reffXP_011828.1|
Ratte 853/998 85 Emb|AJ245935.1| 277/334 |82 emb|CAB75729.1|
Maus 541/692 86 gb|AF232061.1| 275/334 |82 gb|AAF78366.1]

298/336 88

Tabelle 3-5 Zusammenfassung der Homologievergleiche von Nukleotid— und Proteinsequenzen

verschiedener Spezies mit dem bovinen Glut8.
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3.15 Natrium-abhéangiger Glukosetransporter SGLT-I

Mit Hilfe von degenerierten Primern, konstruiert anhand konservativer Bereiche
bekannter SGLT-I-RNA-Sequenzen von Kaninchen, Schaf und Mensch, wurde ein
552bp groRes cDNA-Fragment der bovinen SGLT-I-Sequenz aus Nieren-RNA durch
RT-PCR amplifiziert und kloniert (AF308831). Die bovine Sequenz weist eine
Homologie von 97% zur ovinen RNA auf und kodiert 184 Aminosauren, welche hoch
homolog (97%) zu den Aminosauren 218-401 des ovinen SGLT-I sind (Abbildung 3-6
und Tabelle 36). Innerhalb der insgesamt 14 transmembranen Helices des SGLT-I-
Molekils (Turk and Wright, 1997) kodiert die abgeleitete Aminosauresequenz die

Helices 6-9.

--TMB -> <

Rl ND 1  LTGFAFHEVGGYGAFVTKYI NAI PTVTSYGNTTI KAECYTPRADSFH FRDPLKGDLPWP 60

Schaf 218 .. S...... M. . VoK o 277

Schwei n 161 .. D..IE..M..... Dol K A 220

Human 218 ... D.ME..MK...IV.D....FQEK . ...t To..... 277
--------- ™ -----e----> Se-memmmee---- TMB ------

Rl ND 61 GLI FGATI | SLWWETDQVI VQRCL SAKNIVBHVKAGCH MOGYLKLLPMFLMYMPGM SRl 120

Schaf 278 M. 337

Schwei n 221 . T S LA V....E..... Y/ V 280

Hurman 278 L F.. .MBLT........ooiiii .. G..L..... M..T......... . 337
> [ ™D -----

Rl ND 121 LFTEKVACTVPSECENYCGTKVGCTNI AYPTLWELMPNGLRGLM_SVMLASLMVSSLTSI 180

Schaf 338 Ko e 397

Schwei n 281 Y.l Koo, S | I 340

Hunan 338 .Y...1..V...... Koo 397
—-ee>

Rl ND 181 FNSA 184

Schaf 398 .... 401

Schwei n 341 .... 344

Human 398 .... 401

Abbildung 36 Alignment der von boviner SGLT-I-cDNA abgeleiteten Aminosauresequenz mit SGLT-
I-Proteinen  verschiedener Spezies (. homologe Aminoséaure, X konservativ  substituierte

Aminosaure)

Spezies Homologie SGLT-l (AF308831)

Nukleinsaure Protein

bp in % Datenbankeintrag AS in % Datenbankeintrag
Schaf 531/547 97 emb|X82410.1| 178/184 |96 sp|P53791|
Schwein | 491/549 89 gb|M34044.1] 161/184 |87 SP|AAA31122 |
Human 479/551 86 reflXM_009937.1| 158/184 (85 reffXM_009937.1|

Tabelle 3-6 Zusammenfassung der Homologievergleiche von Nukleotid— und Proteinsequenzen

verschiedener Spezies mit dem bovinen SGLT-I.
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3.1.6 Phosphofruktokinase (EC 2.7.1.11)

Insulin und dessen Einflul auf die Transkription metabolisch relevanter Gene in 8
Tage alten Rinderblastozysten wurde u.a. fur das  Glykolyseenzym
Phophofruktokinase (PFK) mit der semiquantativen RT-PCR untersucht. Hierflr war
die Klonierung der spezifischen bovinen Nukleotidsequenz der PFK notwendig.
Anhand eines Vergleiches der Nukleotidsequenzen von Mensch, Kaninchen und
Ratte wurden degenierte Primer in konservativen Bereichen konstruiert, die eine RT-
PCR-Amplifikation einer 588bp grof3en cDNA aus boviner Muskel-RNA ermdglichten.
Das amplifizierte Fragment kodiert mit einer 89%igen Homologie zur humanen RNA-
Sequenz fur die Phosphofruktokinase-l (EC 2.7.1.11.). Die abgeleitete
Aminosauresequenz umfasst die Domanen 7 und 8 des als Tetramer mit je zwei

Untereinheiten vorliegenden Glykolyseenzyms (Abbildung 3-7).

T

Mg?*+ ATP

Abbildung 3-7 Strukturmodell einer Untereinheit des tetrameren Enzyms Phosphofruktokinase von
Bacillus stearothermophilus. Die rot dargestellten Bereiche weisen die Bereiche des Alignments mit

der bovinen Aminosauresequenz aus.

Rl ND 1 RSFVN\VEVYKLLAHVRPPKSKSGSHTVAVMNVGAPPAGVNAAVRSTVRI GLI QGNRMLV 60
Hurmran 376 ..M. Voo A V.. 435
Maus 376 ... .M.............. V..GL.......... A V.. 435
Kani nchen 376 ... M.......... LoAP Y A V.. 435
R ND 61 VHDGFEGLAKGQ EEAGASYVGGA GQGGSKLGTKRTLPKKSFEQ SANI TKFNI QGLVI 120
Hunan A36 495
Maus 436 . N 495
Kani nchen 436 ....... P S 495
Rl ND 121 | GGFEAYTGGLELMEGRKQYDELC PFVWI PATVSNNVPGSDFSVGADTA 170
Hurmran 496 ... Fo 545
Maus 496 ... oo [ 545
Kani nchen 496 ... Fo o 545

Abbildung 3-8 Alignment der von boviner PFK-cDNA abgeleiteten Aminosauresequenz mit PFK-

Proteinen verschiedener Spezies (. homologe Aminosaure, X konservativ substituierte Aminoséaure).
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Homologie PFK
Spezies | Nukleinsdure Spezies | Protein
bp in % | Datenbankeintrag AS in % | Datenbankeintrag
Human |451/505 89 gh|U24183.1] Human 165/170 |97 ref[NP_000280.1|
Hund 439/483 91 gh|U25183.1] Maus 160/170 |94 refINP_067489.1|
Ratte 435/505 86 gb|U25651.1] Kaninchen | 160/170 |94 gbh|M14470Q|
Tabelle 3-7 Zusammengefasster = Homologievergleich der bovinen  PFK-Nukleotid— und

Aminoséuresequenzen mit verschiedenen Spezies hoher Ubereinstimmung

3.2 Untersuchungen zur Kreuzreaktivitat von Antikorpern
gegen Glukostransporter vom Rind mit Immunhistochemie
und Western Blot

Kommerziell erhaltliche Antikorper sind gegen Epitope der

Glukosetransporterisoformen der Maus oder des Menschen gerichtet. Um eine
Lokalisation von Glukosetransporterproteinen in Praimplantationsembryonen des
Rindes anhand immunhistochemischer Methoden vornehmen zu kdnnen, war durch
Voruntersuchungen zu zeigen, ob die verwendeten Antikbrper mit bovinen
Glukosetransporterproteinen kreuzreagieren. In Tabelle 38 sind die Ergebnisse der

mit Western Blot und Immunhistochemie getesteten Antikorper zusammengefalit.

Antigen Firma/ Institut Katalog Western Blot Immunhistochemie
Nummer [ Positivkontrolle Rinderprotein Positivkontrolle Rindergewebe
Glutl Santa Cruz sc 1603 - - - -
Biochemicals
Santa Cruz sc 7903 - - + +
Biochemicals
Glut2 Chemicon AB 1342 + - + -
Pharmakologie + + nt nt
RWTH Aachen
Glut3 Chemicon AB 1345 nt nt - -
Glut4 Santa Cruz sc 1608 - - - -
Biochemicals
Santa Cruz sc 7938 + - + -
Biochemicals
Chemicon AB 1346 + - + -
DPC BM 436 + + + nt
Glut Chemicon AB 1041 - - -
Glut8 Pharmakologie bei Uberexpression | keine unspezifisch unspezifisch
RWTH Aachen in COS 7 Zellen Uberexpression
moglich
Gynékologie kA kA nt nt
Washington
Universitat
St. Louis
SGLT- Chemicon AB 1352 - + -

Tabelle 3-8: Aufstellung der Antikérper gegen Glukosetransporter, die auf Kreuzreaktivitat mit

Rinderprotein mittels Immunohistochemie und/oder Western Blot getestet wurden (+ =

negativ; nt = nicht getestet; kA = keine Aussage Uber Spezifitdt moglich)

positiv, - =
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3.2.1 Glukosetransporter 1

Zwei Antikorper der Firma Santa Cruz Biochemicals wurden auf Kreuzreaktivitat mit
bovinen Protein getestet. Der gegen den C-Terminus des humanen Glutl gerichtete,
in der Ziege erzeugte Antikorper (sc 1605) reagierte weder im Western Blot noch in
der Immunhistochemie mit Protein der Positivkontrolle (Rattengewebe). Es war keine
Kreuzreaktivitdt gegentiber bovinen Proteinen detektierbar, was den von Schultz et
al. (1992) erhobenen Daten entspricht. Der im Kaninchen hergestellte, gegen die
Aminosauren 218-260 des humanen Glutl-Proteins gerichtete Antikorper (sc 7903)
erbrachte im Western Blot keine spezifische Reaktion sowohl mit Proteinen der
Positivkontrolle als auch mit Rinderprotein. Mit der Immunhistochemie konnte die
Kreuzreaktivitat des Antikérpers mit Rinderprotein gezeigt werden. Dieser Antikdrper
wurde fir die Studien zur Lokalisation des Glutl in Praimplantationsembryonen des

Rindes verwendet.

3.2.2 Glukosetransporter 2

Die Studien von Schultz et al (1992) zur Expression der Glukosetransporterisoformen
1-4 in Praimplantationsembryonen der Maus und des Rindes zeigten, dass ein gegen
die Aminosauren des C-Terminus des murinen Glut2 gerichteter Antikorper nicht mit
Rinderprotein kreuzreagiert. Daraufhin wurde ein Glut2—Antikérper der Firma
Chemicon (AB1342), welcher als Epitope die Aminosauren 40-55 der
exoplasmatischen Schleife des humanen Proteins erkennt, auf Kreuzreaktivitat mit
Rinderprotein getestet. Fur die als Positivkontrolle eingesetzten Gewebe von Maus
bzw. Ratte konnten sowohl im Western Blot als auch mit der Immunhistochemie
spezifische Farbungen erhalten werden. Eine Kreuzreaktvitdt mit bovinen Gewebe
war nicht nachweisbar. Ein gegen den C-Terminus des humanen Glut2-Proteins
gerichteter Antikorper (nicht kommerzieller, polyklonaler, durch Immunisierung von
Kaninchen hergestellter Antikdrper - Institut fur Pharmakologie der RWTH Aachen)
erbrachte im Western Blot spezifische Farbungen im Molekulargewichtsbereich von
53kDa fur murine (Maus) als auch bovine Leberproteinextrakte (Abbildung 3-9).
Proteinextrakte des Muskels der Maus und des Rindes, die als Negativkontrolle
dienten, wiesen Farbungen im Molekulargewichtsbereich von 47-49kDa auf. Diese
Groflle stimmt nicht mit dem Molekulargewicht des Glut2 (53-61kDa) tberein und

stellt unspezifische Wechselwirkungen des Antikdrpers mit Muskelproteinen dar.
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Anhand der Ergebnisse, die mit dem Western Blot erhalten wurden, kann dieser

Glut2-Antikorper in der Immunhistochemie mit bovinen Gewebe getestet werden.

1 2 3 4 MW in kDa
70

50

Abbildung 3-9 Immunreaktion des polyklonalen Glut2-Kaninchenserums (Verdinnung 1:250;
Pharmakologie RWTH Aachen) detektiert mit ,enhanced chemoluminiscence* (ECL) nach Inkubation
mit HRP konjugierten goat—anti-rabbit Sekundarantikdrper (1:8000). Bahn 1 Maus — Leber Bahn 2
Maus — Muskel Bahn 3: Rind —Leber Bahn 4: Rind — Muskel

3.2.3 Glukosetransporter 3

Der kommerziell erhaltliche Kaninchen Glut3-Antikorper (Chemicon, AB1345) ist
gegen 12 Aminosaduren des C-Terminus des humanen Proteins gerichtet
(SIEPAKETTTNV). Aufgrund der sehr geringen Sequenzhomologien zwischen
bovinen und humanen Glut3 in diesem Bereich (vgl. Abbildung 32), war nur eine
geringe Wahrscheinlichkeit einer Kreuzreaktivat des verwendeten Antikdrpers mit
bovinen Protein zu erwarten. Es konnten nach Testung des Antikdrpers mit Western
Blot und Immunhistochemie keine Kreuzreaktivitaten des Antikérpers mit bovinem

Protein nachgewiesen werden (vgl. auch Das et al., 1999).

3.24 Glukosetransporter 4

Vier verschiedene kommerziell erhaltliche  Glut4-Antikbrper  wurden  auf
Kreuzreaktivitat mit bovinen Protein untersucht. Die von den Firmen Santa Cruz und
Chemicon stammenden polyklonalen Antikorper (Tabelle 22) reagierten sowohl im
Western Blot als auch in der Immunhistochemie positiv mit Kontrollgeweben der
Ratte und Maus (auf3er sc 1608). Eine spezifische Immunreaktion mit Rinderprotein
konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Mit dem von der Firma DPC erhaltlichen
monoklonalen Antikorper (Klon mAB 1F8; — James et al., 1988; James and Pilch,
1988) konnte im Western Blot eine Kreuzreaktivitdt mit Rinderprotein gezeigt werden
(Abbildung 3-10). Das in Rinderproteinextrakten des Muskels und der Niere

detektierte Protein liegt im Molekulargewichtsbereich von 43kDa. Die spezifische
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Farbung und das Molekulargewicht des nachgewiesenen Proteins befinden sich in
Ubereinstimmung mit dem von James und Koautoren (1989) beschriebenen Daten
Uber die Klonierung des Glut4 und seine Expression in Insulin-sensitiven Geweben
der Ratte. Proteinextrakte von Rinderleber dienten als Negativkontrolle und zeigten

keine Immunreaktion im Molekulargewichtsbereich des Glut4.

1 2 MW in kDa

50

-

Abbildung 3-10 Immunreaktion des monoklonalen (Klon mAB 1F8) Glut4-Antikérpers (1:400; DPC
BM 436) mit Rinderprotein nach ,enhanced chemoluminiscence* (ECL) Detektion mit einem HRP-
konjugierten goat—anti-mouse Sekundéarantikdrper (1:5000). Bahnl: Rind — Muskel Bahn2: Rind —

Niere

3.2.5 Glukosetransporter 5

Ein polyklonaler rabbit-Gluts5-Antikérper (12 Aminosaduren des C-Terminus des
humanen Glut5; AB 1041, Chemicon) wurde mit Western Blot und
Immunhistochemie auf Kreuzreaktivitdt mit Rinderprotein getestet. Beide Methoden
konnten keinen Nachweis einer spezifischen Immunreaktion mit Proteinen der Niere
und des Dunndarms erbringen. Um die Spezifitat und Sensitivitdt der Immunreaktion
des Western Blot zu erh6hen, wurde eine  Konzentrierung  von
Glukosetransporterproteinen durch Préparation von ,brush border membranes® des
Dunndarms und der Niere nach Malathi et al. (1979) vorgenommen. Auch unter
Verwendung dieser Extraktionsmethode war die Detektion eines bovinen Proteins im

Molekulargewichtsbereich des Glut5 mit dem eingesetzten Antikdrper nicht moglich.

3.2.6 Glukosetransporter 8

Der in den Publikationen Thorens et al., Doege et al. sowie Carayannopoulos et al.
im gleichen Jahr (2000) beschriebene Glut8 wird in Praimplantationsembryonen des
Rindes exprimiert (Augustin et al., 2001). Fir Studien zur Lokalisation dieses Insulin-

sensitiven Glukosetransporters wurden zwei Antikorper auf Kreuzreaktvitdt mit
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Rinderprotein untersucht. Sie stammten von der Arbeitsgruppe Prof. Joost (Institut flr
Pharmakologie, RWTH Aachen) und Prof. Moley (Department of Obstetrics and
Gynecology, School of Medicine, Washington University, St. Louis) und sind gegen
Epitope des C-Terminus des humanen GIlut8 gerichtet (Aminosauren
KGRTLEQVTAHFEGR bzw. LEQVTAHFEGR). Der von der Aachener Arbeitsgruppe
eingesetzte Antikdrper ermdglicht die Detektion des Glut8-Proteins nur nach
Uberexpression in COS-7 Zellen, wobei ein Nachweis des Proteins sowohl
immunhistochemisch als auch im Western Blot moglich ist. Neuere Versuche der
Gruppe erlaubten die Detektion des Glut8 in Testis der Maus anhand
fluoreszenzmarkierter Sekundarantikorper mit einem Verstarkersystem (biotinylierter
Sekundarantikdrper und ein an Streptavidin gekoppelter Fluoreszenzfarbstoff).
Jedoch scheint es sich hierbei um unspezifische Wechselwirkungen des Antikdrpers
zu handeln, wie weiterfiihrende Untersuchungen der Gruppe in Aachen zeigten
(personl. Mitteilung — Frau Dr. Schirmann, Mérz 2001).

Mit einem zweiten zur Verflgung stehenden polyklonalen Kaninchen Glut8-
Antiserum (Carayannopoulos et al.,, 2000) konnten bisher keine Ergebnisse

bezlglich einer Kreuzreaktivtat nach Versuchen im Western Blot erzielt werden.

3.2.7 Natrium —abhangiger Glukosetransporter (SGLT-I)

Ein Kaninchen SGLT-l-Antiserum der Firma Chemicon (AB 1352) wurde auf
Kreuzreaktivitdt mit Rinderprotein sowohl in der Immunhistochemie als auch im
Western Blot getestet. Der Antikorper ist kreuzreaktiv mit verschiedenen Spezies
(Ratte, Maus, Mensch, Kaninchen, Hund) und erkennt die Aminoséuren 402-420 der
extrazellularen  Schleife des Kaninchen-SGLT-I des Dunndarms. In  der
Immunhistochemie konnten spezifische Farbungen in den als Positivkontrolle
verwendeten Nierenschnitten der Ratte erzielt werden, wohingegen in
Rindergeweben keine Kreuzreaktivitdit nachgewiesen werden konnte. Der Einsatz
des Antikorpers im Western Blot erbrachte keine spezifische Immunreaktion im
erwarteten GrofRenbereich von 75kDa, sowohl in der Positivkontrolle als auch in
Rinderproteinextrakten (Niere, Dinndarm). Um auszuschlieBen, dass es sich hierbei
um Sensitvitatsprobleme der Immunreaktion und Detektion handelt, wurden
Membranproteine der ,brush border membranes” der Niere und des Dunndarms im
Western Blot eingesetzt. Ein Nachweis des SGLT-I war mit dem vorliegenden

Antikdrper auch hier nicht méglich.
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3.3 Expression der Glukosetransporterisoformen inin vitro
produzierten Praimplantationsembryonen des Rindes

3.3.1 In-vitro-Produktion von Rinderembryonen

Um die vorliegende Studien durchfihren zu koénnen, war es notwendig, die
Rinderembryonenkultur in vitro in einem definierten Kulturmedium (SOF) zu
etablieren und eine Optimierung der In-vitro-Kultur zu erzielen. Die Tabelle 3-9 fasst
die dabei erreichten Ergebnisse bezlglich Maturations-, Fertilisations- und
Blastozystenrate zusammen. Kulturen mit Fertilisationsraten von <60% oder
Blastozystenraten <15% wurden nicht fur weiterfihrende Versuche verwendet. Die
Abbildung 3-11a zeigt eine fertilisierte Eizelle nach Farbung des Chromatins mit
Lacmoid und Abbildung 3-11b Blastozysten (Tag 8 p.i.) nach 7 Tagen In-vitro-Kultur.

Die Testung verschiedener Maturations- und Fertilisationsprotokolle ergab, dass u.a.
die Spermienpraparation und das verwendete Fertilisationsprotokoll einen
erheblichen Einflud auf die Fertilisations- und Blastozystenraten hat. Ein Vergleich
der Spermienpraparationsmethoden ,Swim-up“ und einer anschlie3enden
Fertilisation der Oozyten in 1004l  Microdrops mit der  Percoll-
Gradientenzentrifugation und einer Fertilisation in 300uL Medium in 4-well-dishes
(Nunc, Roskilde, Danemark) zeigte, dass die Gewinnung der motilen Spermien unter
Verwendung von Percoll und eine Fertilisation in 300puL Medium in einer um

durchschnittlich 10% hoéheren Fertilisationsrate resultierte.

Kulturkriterien in % der insgesamt kultivierten Oozyten
Maturationsraten 75-90%
Fertilisationsraten 60-88%
Blastozystenraten 15-37%

Tabelle 39 Zusammenfassung der Erfolgsraten in Prozent der eingesetzten Oozyten, wie sie mit dem

unter 2.2. beschriebenen Protokoll erzielt wurden.
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A

Abbildung 311 a) befruchtete Eizelle nach Chromatinfarbung mit Lacmoid PK — Polkdrperchen, VK
— Vorkern, SSw — Spermienschwanz b) 8 Tage (p.i.) alte Blastozysten nach 7 Tagen In-vitro-Kultur eB
— expandierte Blastozyste, sBL - schlipfende Blastozyste, dg — degenerierter Embryo; Tr —

Trophoblast, EB, Embryoblast, ZP — Zona pellucida

3.3.2 Nachweis von Glukosetransporter-RNA in  Praimplantations-
embryonen des Rindes in vitro

Mit genspezifischen Primern fir die bovinen Glukosetransporter wurden Eizellen,
gereifte Eizellen und Pramplantationsembryonen vom 2-/4-Zellstadium bis zu
elongierten Blastozysten am Tag 16 auf die Expression der einzelnen Isoformen mit
RT-PCR untersucht. Durch die Verwendung der Dynabeads fir die Extraktion
embryonaler mRNA aus den frihen Stadien bis zur geschlipften Blastozyste, konnte
mit geringen Mengen embryonaler RNA gearbeitet werden (Nachweis der
Glukosetransporterexpression an Einzelblastozysten — entspricht >64 Zellen).

Das Expressionsmuster der Glukosetransporterisoformen ist in Tabelle 3-10
zusammengefal3t. Die Transkripte fur die Glukosetransporter 1, 3, 8 und SGLT-I sind
sowohl maternalen als auch embryonalen Ursprungs. Sie konnten in den Eizellen
sowie in allen untersuchten Embryonalstadien nachgewiesen werden (Abbildung 3
12a-d). Fir die Glukosetransporter 2 und 4 wurde eine Transkription erst in
Blastozystenstadien nachgewiesen. Dabei ist der Glut2 ausschlief3lich in den spaten,
bereits elongierten Blastozysten am Tag 14 und 16 detektiert worden, wohingegen
eine geringe Transkription fir den Glut4 in gepoolten Tag 8-Blastozysten (p.i.)
gezeigt werden konnte (Abbildung 3-12f und g ). Der Glukosetransporter 5 wurde mit
dem Beginn der Aktivierung des embryonalen Genoms ab dem 8-/16-Zellstadium
(Telford et al., 1990) transkribiert (Abbildung 3-12e).
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10 11 12

c) Glut8

__235bp
d) SGLT-I

___460bp
E) Gluts E 531bp
f) Glut4*

__497bp
g) Glut2

__309bp

Abbildung 3-12 Expression er Glukosetransporterisoformen in Oozyten und

Praimplantationsembryonen des Rindes in vitro. Bahn 1/12: 100bp Marker, Bahn 2: ungereifte
Oozyten (n=40), Bahn 3 gereifte Oozyten (n=40), Bahn 4 2/4-Zellstadien (n=40), Bahn 5 8/16-
Zellstadien (n=20), Bahn 6: Morulae (n=6), Bahn 7: expandierte Blastozyste (n=1), Bahn 8:
geschlipfte Blastozyste (n=1), Bahn 9: elongierte Blastozyste Tagl4, Bahn 10: elongierte Blastozyste
Tagl6.

*Die Transkription des Glut4 war nur in Pools expandierter (n=4) bzw. geschllpfter Blastozysten (n=2)

nachweisbar.

Gen Oozyte | gereifte |2-/4-Zell |8-/16-Zell | Morula | Blastozyste [ geschlipfte | d14 di4
Oozyte Embryo | Embryo Blastozyste | Blastozyste | Blastozyste
Glutl + + + + + + + + +
Glut3 + + + + + + + + +
Glut8 + + + + + + + + +
SGLT-l [+ + + + + + + + +
Glut5 - - - + + + + + +
Glut4 - - - - - -+ * -+ % + +
Glut2 - - - - - - - + +

Tabelle 3-10. Zusammenfassung des Expressionsmusters der einzelnen Glukosetransporter-
isoformen in in vitro Praimplantationsembryonen des Rindes * Die Transkription des Glut4 war bei
expandierten (n=4) und geschlipften Blastozysten (n=2) nur beim Poolen mehrerer Blastozysten

nachweisbar.



3. Ergebnisse 58

3.3.3 Lokalisation von Glut4-RNA in elongierten, 14 und 16 Tage alten
Blastozysten mit In—situ-Hybridisierung

Die Transkription des Glut4 wahrend der Praimplantationsentwicklung von
Saugetierembryonen  konnte erstmals in Rinderblastozysten mit RT-PCR
nachgewiesen werden. Die Lokalisation und der Nachweis der Glut4-Transkripte in
Embryonalzellen wurde mit der In-situ-Hbyridisierung an Schnitten 14 (n=2) und 16
(n=3) Tag alter in vivo Blastozysten durchgefiihrt. Glut4-Transkripte konnten im
Zytoplasma von Trophoblast- und Endodermzellen (primitives Endoderm) 14 Tage
alter Embryonen nachgewiesen werden (Abbildung 3-13a). Die Transkripte waren
spezifisch in den apikalen und basalen Bereichen der Trophoblastzellen lokalisiert.
Da keine Schnitte von Blastozysten mit Keimscheibenbereichen vorlagen, kann keine
Aussage zur Lokalisation und Transkription des Glut4 in Embryoblastzellen getroffen
werden. Gegenuber 16 Tage alten Embryonen (Abbildung 313b) wiesen 14 Tage
alte Blastozysten eine wesentlich intensivere Farbung auf (Abbildung 3-13a). Die mit
der In-situ-Hybridisierung detektierte Tendenz einer hoheren Glut4-mRNA-Menge in
den 14 Tage alten Embryonen konnte unter Verwendung der kompetitiven RT-PCR
bestatigt werden (Abschnitt 3.3.4)
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Abbildung 3-13 Glut4-In-situ-Hybridisierung von 14 (a) und 16 (b) Tage alten in vivo gewonnenen
Blastozysten. Glut4-Transkripte sind im Zytoplasma sowohl von Endoderm (e) als auch
Trophektodermzellen (tr) nachweisbar. Im Vergleich mit dem In-situ-Nachweis der Glut4-mRNA in 14

Tage alten Blastozysten war eine deutlich geringere Signalintensitat in 16 Tage alten Blastozysten
festzustellen.
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3.34 Quantifizierung der Transkriptmengen fir Glutl und Glut4 in 14 und
16 Tage altenin vitro und in vivo Blastozysten

Mit kompetitiver PCR wurden die Transkriptmengen fir die Glukosetransporter 1 und
4 in 14 und 16 Tage alten in vivo und in vitro Blastozysten bestimmt. Hintergrund
dieser Analysen war es, eine mogliche Korrelation zwischen den Transkriptmengen
beider Gene und dem Entwicklungsstadium der Blastozysten oder ihres Wachstums
in vivo bzw. in vitro zu untersuchen. Es wurden insgesamt 5 Gruppen 14 Tage alter
in vivo und in vitro Embryonen sowie drei 16 Tage alte in vivo und funf 16 Tage alte
in vitro Blastozysten ausgewertet (Tabelle 3-11). Voruntersuchungen zeigten, dass
die Quantifizierung der Transkription des Glutl bzw. Glut4 50 bzw. 200ng
embryonale Gesamt-RNA je Aliquot Standard-RNA erfordete. Da fur eine einzelne
CcRT-PCR funf Messpunkte (finf Konzentrationen der Verdinnungsreihe der
Standard RNA) bestimmt wurden, war eine RNA Menge von mindestens 1,25ug je
Embryo notig. Fur die Messung der Transkriptmengen an 14 Tage alten Embryonen
wurden zwei Embryonen gepoolt, um Uber genigend Gesamt-RNA fir die
Durchfuhrung der cRT-PCR insbesondere fur den schwach exprimierten Glut4 zu
verflgen.

Mit der Quantifizierung der Glutl-mRNA in den einzelnen Blastozystenstadien konnte
eine hohere Transkription dieses Genes in 16 Tage gegeniber 14 Tage alten
Embryonen nachgewiesen werden, wobei keine Unterschiede zwischen in vivo und
in vitro gewachsenen Blastozysten gefunden wurden. Die absoluten Mengen lagen
zwischen 29,2 + 7,6 fir d14 und 45,0 + 9,1 x 10° Molekllen/100ng Gesamt-RNA fur
d16 Blastozysten.

Der Glut4 wird deutlich starker in 14 Tage alten gegeniber 16 Tage alten
Blastozysten transkripiert. Ein Unterschied in den absoluten Transkriptmengen
zwischen in vivo und in vitro Blastozysten war nicht nachweisbar. Jedoch féllt auf,
dal in allen d16 in vivo Embryonen kein Glut4-Transkript detektiert werden konnte,
wohingegen in vitro Embryonen gleichen Stadiums geringe Mengen dieses Gens
exprimieren (Tabelle 3-11). Ein Vergleich der absoluten Transkriptmengen fir die
beiden Transporter zeigt eine etwa 1500 fach hohere Expression des Glutl
gegeniber dem Glut4, wobei festzustellen ist, dass eine grof3e Variation zwischen

den Einzelembryonen zu verzeichnen war.



3. Ergebnisse 61

Embryonen- Glutl Amplifikat Glutl mRNA Glut4 Amplifikat | Glut4 mRNA
anzahl nach RT-PCR [pg/100ng total RNA] [ nach RT-PCR [fg/100ng
total RNA]
in vivo
di4 2 + 4,6 + 5
2 + 6,4 + 65,9
2 + 8,4 + 6,0
1 + 19,6 + nb
d16 1 + 14,4 -
1 + 5,6 -
1 + 12,1 -
in vitro
di4 2 + 0,8 + 3,9
2 + 3,0 + nb
2 + 8,7 + nb
1 + 9,9 + nb
d16
1 + 15,0 - 15,2
1 + 7,5 + <1
1 + 23,0 -+ <1
1 + 5,3 -+
1 + nb -

Tabelle 311 Glutl- und 4mRNA-Expression und -Transkriptmengen in 14 und 16 Tage alten in vivo
und in vitro Blastozysten (+ Transkript mit RT-PCR detektiert, - Transkript mit RT-PCR nicht detektiert,

nb — nicht bestimmbar).

3.35 Immunhistochemischer Nachweis von Glutl und Glut4 in
Rinderblastozysten

Die Lokalisation des Glukosetransporter 1-Proteins wurde an Schnitten
paraffineingebetteter 14 und Tag 16 alter Embryonen und mit der Whole-mount-
Immunhistochemie an 8 Tage alten expandierten Blastozysten vorgenommen. Es
zeigte sich, dass diese Isoform vor allem in den lateralen Membranen und im
Zytoplasma der Trophoblastzellen vorkommt (Abbildung 3-14 und 3-15). Mit der
Whole-mount-Immunhistochemie wurde der Glutl auch in den Embryoblastzellen bei

expandierten Blastozysten nachgewiesen (Abbildung 3-15).

Der immunhistochemische Nachweis des Glut4 in elongierten 14 und 16 Tage alten
Blastozysten zeigte eine unterschiedliche Lokalisation des Proteins in Zellen der
Keimscheibe und der Endoderm— sowie Trophoblastzellen (Abbildung 3-16a). Die
Embryoblastzellen weisen eine ausgepragte zytoplasmatische Farbung auf. In den
Trophoblast— und Endodermzellen sind vor allem die Zellkerne angefarbt. Das

Zytoplasma dieser Zellen ist nur schwach markiert.
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Abbildung 3-14 Immunhistochemischer Nachweis des Glutl-Proteins an einer 14 Tage alten
Blastozyste. Der Glutl konnte in den lateralen Membranen der Trophoblasten (tr) lokalisiert werden.

Die endodermalen Zellen (e) exprimieren keinen Glutl.
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Abbildung 3-15 a) Schematische Darstellung der mit dem konfokalen Laserscanningmikroskop
erhaltenen Schnitte einer Blastozyste, wie sie unter b) dargestellt sind. b) Immunhistochemischer
Nachweis des Glutl am Gesamtembryo (whole mount). Gezeigt ist eine Auswahl von 9 mit dem
konfokalen Laserscanningmiskroskop erhaltenen Schnitten. Grin dargestellt ist der durch einen FITC-
markierten Sekundarantikorper detektierte Glutl, wahrend die Zellkerne mit Propidiumiodid rot
gegengefarbt sind. Die Whole-mount-Immunhistochemie zeigt, daf? der Glutl vor allem in lateralen
Zellmembranen der Trophoblastzellen lokalisiert ist (Schnitt2 — Pfeil). Apikale Membranen der
Trophoblastzellen zeigen keinen Glutl (Schnitt5 — Pfeil), wahrend in Embryoblastzellen eine Farbung

vorliegt (Schnitt9 — Pfeilspitze).
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Abbildung 316 Immunhistochemische Lokalisation des Glut4 in einer 14 Tage alten Blastozyste. a)
Ubersichtsbild des Gesamtembryos b) Eine vor allem zytoplasmatische Farbung zeigen die Zellen der
Keimscheibe (eb — Embryoblast). Die Zellen des Endoderms (e) und Trophoblasten (tr) weisen eine
starke Kernfarbung auf, wahrend das Zytoplasma negativ oder nur schwach positiv ist.
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3.4 Der Einfluld von Insulin auf die Expression von metabolisch
relevanten Genen in 8 Tage alten Blastozysten

34.1 Insulinexposition von expandierten Blastozysten

Der Vergleich der relativen Transkriptmengen wurde unter Verwendung des
univariaten  ANOVA-Tests unter Einbeziehung der Versuchswiederholungen
durchgefuhrt (s. 2.7.1). Eine Stunde Insulinexposition resultierte im Vergleich zu
Embryonen der Kontrollgruppe in  einer signifikant erhdhten relativen
Transkriptmenge fir die Gene Glut3, Glut8, Hexokinase und Phosphofruktokinase.
Das Signifikanzniveau wurde bei p<0,05 festgelegt.

Ein Effekt des Insulins auf die Transkription der untersuchten Gene Uber den
gesamten Expositionszeitraum (1-4 Stunden) wurde nicht gefunden (univariater
ANOVA-Test unter Einbeziehung des Faktors Zeit — s. 2.7.1). Jedoch weist der Glut3
mit einem p=0,057 die Tendenz einer relativ erhdhten Transkriptmenge Uber den
gesamten Zeitraum auf. Im Vergleich zu den anderen untersuchten Genen wird
dieser Transporter tUber den betrachteten Zeitraum am starksten in seiner Expression
durch Insulin veréandert (Abbildung 3-17).
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Abbildung 3-17 Diagramme zur Darstellung der relativen Transkriptmengen fir die untersuchten
Gene (s. Text) nach Insulinexposition expandierter Blastozysten fir eine, zwei oder vier Stunden.
Wiedergegeben sind in jedem Diagramm die Mittelwerte beider Gruppen mit dem entsprechenden
Standardfehler fur die einzelnen Expositionszeiten. Ein direkter Vergleich einer verénderten
Transkription Uber die Zeit ist in dieser Darstellung nicht moéglich, da die hier wiedergegebenen Daten
nur eine Auswertung des Insulineffektes flir einen Zeitraum beinhalten. Nach einer Stunde Insulin-
supplementierter Kultur der Blastozysten wurden fur die Gene Glut3, 8, Hexokinase und
Phosphofruktokinase signifikante  Unterschiede (gekennzeichnet mit *) in den relativen
Transkriptmengen gefunden. Signifikante Unterschiede Uber den gesamten Untersuchungszeitraum
waren nicht nachzuweisen. Jedoch zeigte sich flr den Glut3 die Tendenz einer erhdhten relativen

Transkriptmenge Uber den gesamten Expositionszeitraum (p=0,057).
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3.4.2 Insulinexposition wahrend der In-vitro-Kultur von Rinderembryonen

Um bestimmen zu kdnnen, ob Insulin auch einen Langzeiteffekt auf die Expression
von Glukosetransportern und Gene der Glykolyseenzyme Hexokinase und
Phosphofruktokinase ausubt, wurden Embryonen mit dem Beginn der In-vitro-Kultur
vom Tag 1 p.. bis zum Tag 8 p.i. mit bzw. ohne Zugabe von 10ug/mL Insulin
kultiviert. Neben der Bestimmung der relativen Transkriptmengen fir die unter 3.4.1
besprochenen Gene wurde der Insulineffekt an Parametern wie Blastozystenrate
dem Anteil geschlipfter Blastozysten, Blastozystenzellzahl und dem Verhdltnis von
Trophoblast -/Embryoblastzellzahl bemessen.

Fur die Bestimmung der relativen Transkriptmengen wurden je Gruppe 10
geschlupfte  Blastozysten, aus zwei unabhangigen Versuchswiederholungen
stammend, ausgewertet. Der Vergleich des Verhaltnisses von Trophoblast— zu
Embryoblastzellzanl wurde fir 28 Blastozysten der Kontrollgruppe sowie 26
Embryonen der Insulingruppe vorgenommen. Eine Zusammenfassung der nach 10

unabhangigen In-vitro-Versuchen erhobenen Daten findet sich in Tabelle 3-12.

Kontrolle Insulin
Eizellen |Blastozysten Geschlipfte Eizellen | Blastozysten Geschlipfte
Blastozysten Blastozysten
Gesamt |in % Gesamt |in % Gesamt |in % | Gesamt in %
749 180 24,0 51 28,3 628 150 23,8 |68 45,3

Tabelle 3-12 Zusammenfassung der in 10 Versuchswiederholungen ermittelten Daten zum Einflu3
von 10pg/mL Insulin auf die Blastozystenentwicklung nach 7 Tagen (durchschnittlich 168h) In-vitro-
Kultur.

Die Auswertung der Kulturkritierien Blastozystenrate und Rate geschllpfter
Blastozysten wies einen signifikant erhdhten Prozentsatz (p<0,05) geschlupfter
Embryonen in der Insulin- verglichen mit der Kontrollgruppe auf (Abbildung 3-18b).
Im Gegensatz dazu blieb Insulin ohne Effekt auf die Blastozystenrate (Abbildung 3
18a).

Die Ergebnisse der Insulin— und Kontrollgruppe bezlglich der Blastozystenzellzahl
und dem mit dem ,Differential staining“ bestimmten Verhaltnis zwischen Tropho- und
Embryoblastenzellzahl zeigt Abbildung 3-20. Insulin bewirkt eine signifikante

Erhéhung der Blastozystenzellzahl nach 7 Tagen In-vitro-Kultur (Abbildung 3-19a),
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hat aber keinen Einfluss auf das Verhéltnis der Zellen zwischen dem Tropho — und
dem Embryoblasten (Abbildung 3-19b).
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Abbildung 318 Blastozystenrate und Rate geschlipfter Blastozysten (Tag8 p.i.) nhach 7 Tagen In-
vitro-Kultur mit bzw. ohne Insulin. Es zeigte sich kein Insulineffekt auf die Blastozystenrate (a), jedoch
auf den Anteil der geschlupften Embryonen (b). Einfacher ANOVA —Test (p<0,05).
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Abbildung 3-19 Insulineffekt auf die Zellzahl von Blastozysten und das Zellzahlverhéltnis zwischen
Trophoblast und Embryoblast. Wéahrend eine signifkant erhdhte Zellzahl nach Insulinkultur vorliegt (a),
war kein Effekt des Insulins auf das Zellzahlverhéltnis zwischen Trophoblastzellen und Embryoblasten
nachzuweisen (b). Einfacher ANOVA Test (p<0,05).

Der statistische Vergleich zwischen den relativen Transkriptmengen der einzelnen
Gene beider Gruppen erfolgte mit der zweifaktoriellen Varianzanalyse (Modell
univariat) unter Einbeziehung der durchgefihrten Versuchswiederholungen. Es
konnten keine signifikaten Unterschiede zwischen den Gruppen fur die untersuchten
Gene nachgewiesen werden (Abbildung 3-20). Jedoch war zu beobachten, dass, mit
Ausnahme des Glutl, die relativen Transkriptmengen aller bestimmten Gene in der

Insulingruppe hoher ausfielen. Da diese Tendenz auch fir das als internen Standard
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mitgefuhrte ,housekeeping gene“ Aktin vorliegt, scheinen die in der Insulingruppe
relativ erhohten Transkriptmengen auf die signifikant hohere Zellzahl der

Blastozysten der Insulingruppe (s.u.) zurtickzufiihren zu sein.
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Abbildung 3-20 Semiquantitative Bestimmung der relativen Transkriptmengen durch RT-PCR
bezogen auf den externen Standard Kaninchen-Globin-mRNA fiir die Gene Aktin, Glutl, Glut3, Glut8 ,
Hexokinase und Phosphofruktokinase in 8 Tage alten geschlupften Blastozysten nach In-vitro-Kultur

mit bzw. ohne 10pg/mL Insulin (Insulin bzw. Kontrolle).
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4 Diskussion

4.1 Expression von Glukosetransporterisoformen beim Rind

Im Gegensatz zu dem mittlerweile entschlisselten menschlichen Genom und den
zahlreichen Genbankeintragen fir Spezies wie Maus und Ratte liegen nur wenige
Sequenzdaten fiur die Spezies Bos taurus vor. Die Grundlage fir die vorliegende
Studie zur Expression von Glukostransporterisoformen in Prdimplantations-
embryonen des Rindes bildete die Klonierung und Sequenzierung boviner
Glukosetransporter-cDNA. Bovine Sequenzen fir die Isoformen 2, 3, 5 und 8 und
den aktiven Transporter SGLT-I konnten mit PCR unter Verwendung degenerierter
Primer amplifiziert und sequenziert werden. Wahrend des Erstellens der Arbeit
wurden die Sequenzen fur die humanen Glukosetransporterisoformen 8 bis 10
publiziert (Carayannopoulos et al., 2000; Doege et al., 2000a; Doege et al., 2000b;
Ibberson et al., 2000; McVie-Wylie et al.,, 2001; Phay et al., 2000a). Die
Nukleotidsequenzen dieser Transporter wurden unter Zuhilfenahme von EST-
Datenbanken ermittelt. Der Zugriff auf die mehr als 2 Millionen Eintrage umfassende,
rasant wachsende Datenbank erlaubt das schnelle Screenen nach homologen
Teilsequenzen und die Klonierung neuer cDNA. Die in kurzem Zeitintervall erfolgte
Publikation dieser neuen Isoformen, die eine geringe Homologie zu den bereits
bekannten Glut-Proteinen aufweisen, zeigt die Vorteile dieser Methode im Finden
unbekannter Sequenzen gegenuber bisher eingesetzten Methoden wie dem
Screenen von cDNA Banken unter ,low stringent conditions®, das u.a. zu
Klonierungsartefakten wie dem Glut7 fuhrte (Burchell, 1998).

Die im Rahmen dieser Arbeit klonierten bovinen Glukosetransporterisoformen 2, 3, 5
und der aktive Transporter SGLT-I weisen nur geringe Homologien zu humanen
Nukleotid— und Proteinsequenzen auf. Dies erschwert den Nachweis oder gar eine
Lokalisation der Proteine anhand immunoreaktiver Methoden, da kommerziell
erhaltliche Glut—Antikdrper gemeinhin Epitope humaner oder muriner Proteine
erkennen (Das et al., 1999; Ehrhardt and Bell, 1997).

Fur weiterfihrende Studien zur Rolle der Glukosetransporter wahrend der friihen
Embryonalentwicklung beim Rind ist die Verwendung spezifischer Antikorper
notwendig. Insbesondere RNA-Antisense-Oligonukleotidexperimente zur Repression

einer Glut3-Translation bedingen den Nachweis der unterdriickten Proteinsynthese.



4. Diskussion 71

Die Kenntnis der Protein-kodierenden Sequenz des bovinen Glut3 ermdglicht sowohl
die Konstruktion von Antisense-Oligonukleotiden als auch die Herstellung eines

spezifischen Antikorpers.

4.2 Bovine Glukosetransporter werden in Praimplantations-
embryonen entwicklungsspezifisch exprimiert

Die vorliegende Studie erlaubt erstmals eine umfassende Betrachtung der
Expression von Glukosetransporterisoformen wahrend der Praimplantations-
entwicklung von S&ugetierembryonen. Es wurde gezeigt, dass Glukosetransporter
wahrend der Embryonalentwicklung beim Rind bis zur elongierten Blastozyste am
Tag 16 stadienspezifisch exprimiert werden. Dabei liegen die Glukosetransporter 1,
3, 8 und SGLT-I als maternale Transkripte vor und sind in allen untersuchten
Embryonalstadien nachweisbar. Mit der Aktivierung des embryonalen Genoms im 8-
/[-16-Zellstadium (Telford et al., 1990) ist eine Transkription des Glukosetransporters
5 detektierbar, wohingegen die Isoformen 2 und 4 erst im Blastozystenstadium
transkribiert werden. Wahrend in S&ugetierembryonen der Glukosetransporter 5
bisher nicht untersucht wurde und fir den SGLT-I widersprtchliche Proteindaten und
Inhibitorstudien vorliegen, wurden sowohl Expressionstudien als auch funktionelle
Untersuchungen zur Rolle der Isoformen 1-4 sowie 8 in Praimplantationsembryonen
der Maus durchgefiihrt (Aghayan et al., 1992; Hogan et al., 1991; Schultz et al, 1992;
(Carayannopoulos et al., 2000; Pantaleon et al., 1997; Pantaleon et al., 2001). Daten
zur Expression von Glukosetransportern liegen auch fir humane (Dan-Goor et al.,
1997), Kaninchen (Robinson et al., 1990) und Praimplantationsembryonen des
Rindes (Lequarre et al., 1997; Wrenzycki et al., 1998) vor. Allerdings beschranken
sich die Untersuchungen an Kaninchen—~ und Rinderembryonen auf den
Glukosetransporter 1 (Lequarre et al., 1997; Robinson et al., 1990; Wrenzycki et al.,
1998). Erste Studien zur Expression der Glukosetransporter 2-4 in Rinderembryonen
blieben aufgrund fehlender spezifischer Antikérper und PCR-Primer ohne Ergebnis
(Schultz et al., 1992).
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4.2.1 Die Glukosetransporter 1 und 3

Rinderblastozysten exprimieren den Glutl in den lateralen Membranen der
Trophoblast— und Embryoblastzellen (Abbildung 314 und 315). In Blastozysten der
Maus wurde gezeigt, dass der Glutl in den basolateralen Membranen der
Trophoblastzellen lokalisiert ist und daher der Aufnahme der maternalen externen
Glukose nicht zur Verfiigung steht (Pantaleon et al., 1997; Pantaleon and Kaye,
1998). Vielmehr ist dem Glut3 aufgrund seiner Lokalisation in den apikalen
Membranen der Trophoblastzellen diese Rolle zuzuschreiben. Die offenbar
entscheidende Funktion des Glut3 fir die Versorgung des Embryos mit Glukose
bestétigt die Beobachtung einer um zirka 50% verringerten Blastozystenrate nach
Kultur von 2-Zell-Embryonen unter Repression der Glut3-Translation durch
Antisense-Oligonukleotide (Pantaleon et al., 1997).

Aufgrund der Lokalisation des Glutl in den lateralen Membranen von
Rinderblastozysten ist diese Isoform, vergleichbar mit den Blastozysten der Maus,
nicht an einer Aufnahme externer Glukose beteiligt. Die konstitutive Expression des
»high  affinity“-Glukosetransporters 3 lasst vermuten, dass dieser Isoform in
Rinderembryonen eine ahnlich entscheidende Rolle wahrend der
Embryonalentwicklung zukommt wie es fir Blastozysten der Maus gezeigt werden
konnte. Im Gegensatz zum embryonal kodierten Glut3 der Maus liegt diese Isoform
im Rind bereits als maternales Transkript vor. An dieser Stelle sei darauf verwiesen,
dass glukosetransporterdefiziente Mause bisher nur fur die Glukosetransporter 2 und
4 hergestellt wurden (Charron and Katz, 1998; Dutour, 1996; Guillam et al., 2000;
Guillam et al.,, 1997; Kadowaki, 2000). Beide Knockout-Modelle weisen keine
phanotypisch veranderte Praimplantationsentwicklung auf. Da der Glut4 in
Praimplantationsembryonen der Maus nicht exprimiert wird und dem Glut2 aufgrund
seiner Lokalisation und Kinetik des Glukosetransportes keine entscheidende
Bedeutung in der Bereitstellung externer Glukose fir den Embryo zukommt (s.u.),
missen Untersuchungen unter Verwendung von Knockout-Modellen Aufschluss tber
die Funktion und Bedeutung anderer Glukosetransporterisoformen fur die

Glukosehomdoostase bei Embryonen geben.
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4.2.2 Die Insulin-sensiviten Glukosetransporter 4 und 8

In Embryonalstadien des Rindes werden zwei Insulin-sensitive Glukosetransporter
exprimiert. Im Gegensatz zu dem ausschlie3lich in Blastozysten transkribierten Glut4
wird die Glut8-RNA in allen untersuchten Embryonalsstadien gefunden.

In Praimplantationsembryonen der Maus werden Insulin- und IGF-Rezeptoren
exprimiert. Der in Mausembryonen durch Insulin- und IGF-I-stimulierbare
Glukosetransport (Pantaleon and Kaye, 1996), die Insulin-sensitive Translokation des
Glut8 (Carayannopoulos et al., 2000) und eine erhdhte Apoptoserate von
Mausblastozysten nach Einfluss hoher Insulin- und IGF-l-Konzentrationen (Chi et al.,
2000b) zeigen das Vorliegen einer funktionellen Insulin/IGF-I-
Signaltransduktionskaskade. Rinderembryonen exprimieren Transkripte fur Insulin-,
IGF-I- und IGF-Il-Rezeptoren sowie die Liganden IGF-lI und IGF-Il (Schultz et al.,
1992), wobei die entsprechenden RNA maternalen Ursprungs und spéter embryonal
kodiert sind (Schultz et al., 1992). Daher lasst die konstitutive Expression des Glut8
vermuten, dass auch Praimplantationsembryonen des Rindes Uber eine funktionelle
Insulin/IGF-I-Signalvermittiung und damit Uber einen Insulin-sensitiven
Glukosetransport und -metabolismus verfligen. Aufgrund der wenigen Daten zum
Glut8, sowohl in embryonalen als auch adulten Zellen, kann man u{ber eine
funktionelle Bedeutung dieses Transporters, insbesondere wahrend der
Embryonalentwicklung, derzeit nur spekulieren. Die starke Expression in allen
untersuchten Embryonalstadien des Rindes in Verbindung mit der Insulin-Sensitivitat
(Carayannopoulos et al., 2000; Ibberson et al., 2000) sollte diese Isoform in weiteren
Studien in einen funktionellen Zusammenhang mit Insulin und ,Insulin like growth

factors” und der Embryonalentwicklung von Praimplantationsembryonen stellen.

Die Expression des Glut4 in S&ugetierembryonen wurde im Rahmen dieser Arbeit
erstmals nachgewiesen (Navarrete Santos et al., 2000a). Bisherige Untersuchungen
an Praimplantationsembryonen verschiedener Spezies konnten keine Expression
des Glut4 zeigen (Mensch: Dan-Goor et al., 1997 Maus: Aghayan et al., 1992;
Schultz et al., 1992). Kompetitive RT-PCR und In-situ-Hybridisierung wiesen eine
verstarkte Transkription des Glut4 in elongierten 14 Tage alten Blastozysten nach.
Eine Besonderheit in der Entwicklung von Praimplantationsembryonen in Saugern
wie Wiederkduer und dem Schwein betrifit das als Elongation bezeichnete

Auswachsen der Trophoblastzellen in die Uterushérner (Russe and Sinowatz, 1991).
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Dieser im Hinblick auf Differenzierungsprozesse nur wenig charakterisierte Prozess
ist mit der Ausbildung des Mesoderms am Tag 15 verbunden (Betteridge et al., 1980;
Russe and Sinowatz, 1991). Unter anderem weisen eine verringerte Proteinsynthese
(Morris et al., 2000), ein verandertes Expressionsmuster von Wachstumsfaktoren
(Kliem et al, 1998) und der Synthesebeginn von Arachidonsaure als
Prostaglandinvorstufe am Tag 14 (Menezo et al, 1982) auf eine nicht nur
morphologische, sondern auch molekulare Differenzierung wéhrend der Elongation
hin. Interessanterweise aktiviert Arachidonséure in Adipozyten die Glukoseaufnahme
durch Translokation und teilweise Neusynthese der Glukosetransporter 1 und 4
(Nugent et al.,, 2001) und kénnte so eine mdgliche Erklarung fur die gezeigte hohe
Expression des Glut4 in 14 Tage alten Blastozysten sein. Erste Untersuchungen zur
Lokalisation des Glut4-Proteins zeigten Unterschiede zwischen Embryoblast-,
Trophoblast- und Endodermzellen. Eine ausgepragte zytoplasmatische Farbung
weisen Zellen der Keimscheibe auf, wahrend in Trophoblast- und Endodermzellen
eine Kernmarkierung vorliegt (Abbildung 3-16). Die beobachtete Kernfarbung fur den
Glut4 ist derzeit nicht zu erklaren. Eine unspezifische Immunreaktion kann
ausgeschlossen werden, da einerseits im Western Blot eine Kreuzreaktivitat des
Antikdrpers mit bovinen Protein gezeigt werden konnte, andererseits Kernfarbungen
in Embryonalzellen bei anderen Spezies (6 Tage alte Kaninchenblastozysten) und in
embryoid bodies der Maus (Navarrete Santos et al., 2000c) beobachtet wurden. Der
in zwei Vesikelpools, den ,early endosoms* (Slot et al., 1997) und den ,glut4 storage
vesicles” (GSV) (Rea and James, 1997), vorliegende Glut4 wird unter dem Einflul3
von Insulin in die Zellmembran transloziert. Trotz zahlreicher Untersuchungen zur
Regulation (Wang et al., 2000) und dem Mechanismus (Kupriyanova and Kandror,
2000; Millar et al., 1999) dieser Hormonantwort wurde eine Kern— oder
Kernmembranlokalisation nicht beobachtet. Allerdings zeigten neuere
Untersuchungen an 3T3-L1-Adipozyten eine Translokation Glut4-enthaltender
Vesikel aus juxtanuklearen Bereichen in die Zellmembran innerhalb von 5-7 min nach
Insulin (Patki et al., 2001) bzw. konnte das ,recycling” des Glut4 aus perinuklearen
Kompartimenten gezeigt werden (Guilherme et al., 2000; Palacios et al., 2000).

Zwei verschiedene, parallel vorliegende Mechanismen der Insulin gesteuerten Glut4-
Translokation werden postuliert: (I) die Rekrutierung des Glut4 aus ,recycling
endosoms” (Abbildung 4-1a) und (ll) die Verschmelzung der GSC mit der
Zellmembran (Abbildung 4-1b) (Pessin et al., 1999; Simpson et al., 2001).
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Endosome
Recycling

Abbildung 4-1 Schematische Darstellung der beiden fir die insulinabhéngige Glut4-Translokation
postulierten Mechanismen. a) Glut4 wird durch Bindung an einen ,Retention receptor (RR) dem
konstitutiven Recycling von Endosomen entzogen. Insulin stimuliert die Freisetzung des Glut4 vom RR
und Glut4-enthaltende Vesikel treten in das Recycling von Endosomen ein und akkumulieren an der
Zellmembran. b) Synaptisches Model der Glut4-Translokation. Kleine synaptische sowie
tubuvesikulare Glut4-Vesikel enthalten das wSNARE protein VAMP2. Insulinstimulation bewirkt die
Bindung der Glut4-enthaltenden Vesikel an die Plasmamembran durch Interaktion von VAMP2 mit
dem t-SNARE-Komplex bestehend aus Syntaxin4 und SNAP23. Die Proteine Muncl8c und Synip

Uiben eine inhibitorische bzw. stimulierende Funktion aus (nach: Pessin et al., 1999).

Letzterer Weg scheint hauptsachlich fur die 10-bis 20-fach erhdhte Translokation des
Glut4 nach Insulinstimulation verantwortlich zu sein (Pessin et al., 1999). Das
Recycling von Membranen und Rezeptoren in die Zellmembran ist an zwei
verschiedene Populationen von Endosomen, den ,early* und ,recycling endosoms*,
gebunden. Proteine der rab Familie der kleinen GTPasen, wie rab4, 5 und 11
regulieren die Membranorganisation und Kompartimentierung dieser Endo- und
Exozytoseprozesse (Sonnichsen et al., 2000). Rab 11 enthaltende Endosomen sind
vorwiegend in perizentriolaren Bereichen lokalisiert (Sonnichsen et al., 2000). Rab11
reguliert die Kompartimentierung der ,early endosoms” in Verbindung mit dem
Transport zum trans-Golgiapparat (trans-Golgi network —TGN) und wurde mit Glut4
enthaltenden Vesikeln kolokalisiert (Kessler et al., 2000). Bisher liegen kaum Daten
Uber Endo— und Exozytosemechanismen und beteiligter Molekile wéahrend der
frihen Embryonalentwicklung vor (Heyner et al., 1989a; Rassoulzadegan et al.,
2000). Antisense-Experimente an Embryonen von Caenorhabditis elegans zeigten,
dal3 bei Ausschalten der Syntaxin-4 Synthese (Syntaxin: target membrane SNAP
Rezeptor = t-SNARE) polynukleare Embryonen entstanden, da Zytokinese und
Zellkernverschmelzung gestort waren (Jantsch-Plunger and Glotzer, 1999). Syntaxin-

4 ist u.a auch wesentlich an der Translokation von GSV zur Plasmamembran beteiligt
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(Abbildung 4-1b). Drospophila melanogaster-Nullmutanten fiir das ROP-Gen,
welches ein dem humanen Muncl8 homologes Protein kodiert, wiesen eine
dramatisch  reduzierte Vesikelexozytose auf und waren in der spaten
Embryonalentwicklung letal (Harrison et al., 1994). Muncl8c, eine Munc 18 Isoform,
ist ebenso wie Syntaxin-4 am Glut4-Vesikeltransport zur Zellmembran beteiligt
(Abbildung 4-1b). In Mausblastozysten stimuliert Insulin die Endozytose in
Trophoblastzellen, wobei eine erhthte Anzahl endozytotischer Vesikel sowie
Membranfusionen beobachtet wurden (Dunglison et al., 1995).

Dass Glukosetransporter eine untypische Lokalisation in Embryonalzellen aufweisen
zeigten neuere Studien an frihen Teilungsstadien der Maus. Der Glutl wurde sowohl
in ,polyspermic oocytes” als auch in Embryonen, die unter Glukoseentzug kultiviert
wurden, im Zellkern gefunden (Pantaleon et al., 2001). Wahrend der Kompaktierung
und Blastozystenbildung war eine Kernlokalisation des Glutl nicht mehr
nachweisbar. Stattdessen wurde der Glutl in diesen Stadien, wie bereits zuvor
beschrieben (Pantaleon et al.,, 1997), in den basolateralen Membranen der
Trophoblasten sowie uniform in den Plasmamembranen der Embryoblastzellen
gefunden (Pantaleon et al., 2001). Unter Einbeziehung der oben genannten Daten
scheint die gefundene Lokalisation des Glut4 in elongierten Rinderblastozysten
aufgrund der Unterschiede zwischen den Endoderm-, den Trophoblast- und den
Embryoblastzellen (Abbildung 3- 16) und insbesondere wegen der ungewdhnlichen
Kernlokalisation in den Endoderm- und Trophoblastzellen darauf hinzuweisen, dass
die Differenzierung embryonaler Zellen wahrend der friihen Embryonalentwicklung
mit einer Reorganisation und Kompartimentierung des vesikularen Transportes

verbunden ist (Rassoulzadegan et al., 2000).

4.2.3 Glukosetransporter 2

Eine Expression des Glut2 wurde bisher nur in Praimplantationsembryonen der Maus
beschrieben (Aghayan et al., 1992; Moley et al., 1998b; Schultz et al., 1992). In
humanen Embryonen konnte mittels Western Blot kein Glut2 nachgewiesen werden
(Dan-Goor et al., 1997). Wahrend eine Transkription des Glut2 ab dem 8-Zellstadium
(Schultz et al., 1992) bzw. 68h nach hCG-Injektion gefunden wurde (Moley et al.,
1998b), ist das Protein erst in der Blastozyste detektierbar (Aghayan et al., 1992;
Moley et al., 1998b). Elektronenmiskrokopische Untersuchungen lokalisierten den

Transporter in den basolateralen Membranen der Trophoblastzellen und zeigten eine



4. Diskussion 77

einheitliche Verteilung in den Plasmamembranen von Embryoblastzellen und eine
Markierung zytoplasmatischer Vesikel in Embryoblastzellen (Aghayan et al., 1992).
Aussagen Uber eine Lokalisation des Glut2 wurde in der Arbeit von Moley nicht
getroffen. Die Lokalisation und eine damit verbundene Funktion dieses Transporters
in Praimplantationsembryonen ist bisher nicht geklart (Pantaleon and Kaye, 1998). In
Rinderembryonen kann die ausschlie3lich in den elongierten 14 und 16 Tage alten
Blastozysten nachgewiesene Expression des Glut2 im Zusammenhang mit der
Trophoblastelongation diskutiert werden. Die Elongation ist gekennzeichnet durch
eine Zelldifferenzierung. Die ab dem Schlupfen der Blastozyste gebildeten
endodermalen Zellen kleiden am Tag 10 die Blastozystenhdhle vollstandig aus
(Russe and Sinowatz, 1991). Am Tag 13 sind mesodermale Zellen bereits angelegt.
Am Tag 14 werden aus der einschichtigen Zellschicht der Trophoblasten zwei
Zelltypen, die Saulen— und die Riesenzellen, gebildet (Risse and Sinowatz, 1991).
Im adulten Gewebe ist der Glut2 ausschlie3lich in den Basalmembranen der
Epithelzellen von Niere und Dinndarm lokalisiert. Durch seine Eigenschaft, sowonhl
Glukose als auch Fruktose zu transportieren, katalysiert der Glut2 den zweiten Schritt
der transepithelialen Aufnahme dieser Substrate: den Transport der im ersten Schritt
durch SGLT-I konzentrierten Glukose bzw. durch passive Diffusion mit dem Glut5
aufgenommene Fruktose in die Kapillaren (Gould, 1997). Das Zusammenspiel der in
adulten Epithelzellen apikal vorliegenden Transporter SGLT-I und Glut5 und dem in
den Basalmembranen lokalisierten Glut2 lieBe sich mdglicherweise auch auf die
embryonalen Zellen des Trophektoderms und Endoderms Ubertragen. Es scheint
nicht Uberraschend, dal die Transporter SGLT-I und Glut5 wegen ihrer o.g.
Kooperation bereits in frihen Teilungsstadien exprimiert werden, wohingegen der
Glut2 erst mit der vollstandigen Ausbildung eines Epithels (Trophektoderm) mit einer
darunterliegenden  Zelllage (Endoderm) nachzuweisen ist.  Weiterflhrende
Untersuchungen zur Rolle des Glut2 bedurfen der Lokalisation des Transporters mit

einem spezifischen bovinen Antikdrper.

424 Glut5 - der Fruktosetransporter

Die Expression des Glut5 wurde in dieser Arbeit erstmals in Praimplantationsstadien
von Saugetierembryonen nachgewiesen. Im adulten Organismus wird der Glut5 in
den apikalen Membranen der Epithelzellen des Dinndarms und der Niere exprimiert

und dient dort der Aufnahme bzw. Resorption von Fruktose. Neben einer geringen
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Expression in Muskel und Nervengewebe (Hundal et al., 1998; Shepherd et al.,
1992) ist der Glut5 auch in den Testis, inbesondere in den reifen Spermien,
nachweisbar (Burant et al., 1992). In bovinen Embryonen konnten Glut5-Transkripte
ab dem 8/16-Zellstadium detektiert werden. Dieses Embryonalstadium ist mit zwei
fur die weitere Entwicklung wichtigen Schritten verbunden: (I) der Aktivierung des
embryonalen Genoms (Hyttel et al., 2000; Memili and First, 2000) und (Il) dem
sogenannten ,glucose switch”, der Umstellung des Metabolismus von Laktat/Pyruvat
auf die Verwertung von Glukose uber den Embden-Meyerhof-Parnas-Weg (EMP-
Weg) (Thompson et al., 1996). Beide Schritte liefern eine mdgliche Erklarung dieser
spezifischen, nur fir diese Isoform gefundenen de novo-Synthese der Glut5-RNA im
8-/16-Zellstadium. Die Aktivierung des embryonalen Genoms ist an das
Vorhandensein von Ribose-5-phosphat fir die RNA-Synthese gebunden. Ein
funktioneller Glut5 konnte durch Bereitstellung von Fruktose einen erhohten Bedarf
an Ribose-5-phosphat durch EinflieRen der Fruktose als Fruktose-6-phosphat in die
Transaldolase- und Transketolasereaktion des Pentosephosphatzyklus decken (Voet
and Voet, 1995). Der nur in wenigen Geweben vorkommende Glut5 wird neben
Epithelzellen der Niere und des Dinndarms nur in Zellen mit hoher metabolischer
Aktivitdt wie Muskel oder Gehirnzellen sowie malignen Zellen exprimiert (Shepherd
et al., 1992; Zamora-Leon et al.,, 1996). Maligne Zellen zeichnen sich durch eine
stark erhohte Glukoseaufnahme und anaerobe Glukoseverwertung aus (Warburg
and Dickens, 1930) und kénnen u.a. auch aufgrund dieser Eigenschaft diagnostiziert
werden (Phay et al., 2000b). Die Brustkrebszellinien MCF-7 und MDA-468
exprimieren den Glut5, wahrend diese Isoform in normalen Brustdrisenzellen nicht
vorkommt (Zamora-Leon et al.,, 1996). Es kann daher angenommen werden, dass
der Beginn der Glut5 Expression im 8-/16-Zellstadium der bovinen Embryogenese in
Zusammenhang mit 1) dem gestiegenen Bedarf an Nukleotiden und/oder II) einer
beginnenden glykolytischen Aktivitdt zu sehen ist. Der Glukosemetabolismus ist in
Praimplantationsembryonen  verschiedener  Spezies  gut  untersucht  (fur
Rinderembryonen: Khurana and Niemann, 2000; Kim et al.,, 1993), wahrend nur
wenige Daten zum Energiesubstrat Fruktose und dessen EinfluR auf die
Embryonalentwicklung vorliegen (Guyader-Joly et al.,, 1996; Ludwig et al., 2001,
Sakkas et al, 1993). So sind Untersuchungen zu Effekten einer
Fruktosesupplementierung glukosehaltiger Medien auf die Embryonalentwicklung in

vitro bisher nicht durchgefiihrt worden. Die Embryonalentwicklung in vivo ist mit einer
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Fruktoseexposition verbunden, da Fruktose Bestandteil der Uterusflissigkeit ist
(Casslen and Nilsson, 1984). Nach dem Nachweis der Glut5-Expression in friihen
Teilungsstadien sollten nun weiterflhrende Studien u.a. den EinfluR einer
Fruktosesupplementierung des Kulturmediums zum Ziel haben. Eine Méglichkeit des
indirekten Nachweises aufgenommener Fruktose und deren Bedeutung als Lieferant
fur Ribose-5-phosphat durch Metabolisierung tber den Pentosephosphatweg besteht
in der Verwendung von [3-*C] Fruktose. Hierbei kénnte ein Vergleich des Einbaus
von Ribose-5-phosphat in DNA und RNA, generiert aus [3-}*C] Fruktose oder aus [6-
3H] Glukose, durchgefilhrt werden. Dies gabe Aufschlu iiber den Syntheseweg der

Ribose.

4.2.5 SGLT-I—der aktive Glukosetransporter

Das Vorliegen eines energieabhangigen, aktiven = Mechanismus  der
Glukoseaufnahme in Praimplantationsembryonen ist umstritten. Der Einsatz von
Phlorizin, einem  effektiven Inhibitor des  Natrium-gekoppelten  aktiven
Glukosetransportes (Lin et al., 1982; Sacktor, 1989), zeigte keine Auswirkungen auf
die Glukoseaufnahme von Praimplantationsembryonen der Maus (Chi et al., 1993;
Gardner and Leese, 1988) und des Menschen (Chi et al., 1993). Der Entzug von
Natrium durch Austausch mit Cholin oder Kalium im Kulturmedium erbrachte in
Studien an Embryonen verschiedener Spezies (Maus, Mensch, Kaninchen) ebenfalls
keinen Hinweis auf einen energieabhangigen Glukosetransport bei Embryonen
(Benos, 1981; Chi et al.,, 1993; Gardner and Leese, 1988). Untersuchungen mit
einem SGLT-lFAntikorper konnten sowohl im Western Blot als auch in der
Immunhistochemie in unbefruchteten Eizellen und Praimplantationsembryonen der
Maus ein Antigen nachweisen (Wiley et al., 1991). Die Lokalisation des Antigens in
apikalen Membranen bei einzelnen Blastomeren in frihen Teilungsstadien und eine
maximale Expression in Morulae und wéhrend der Blastozystenbildung wurde im
Zusammenhang mit der Ausbildung der apikal-basalen Zellpolaritat und dem damit
verbundenen gerichteten  Stofftransport  diskutiert (Wiley et al.,, 1991).
Vorangegangene Untersuchungen derselben Arbeitsgruppe zur Wirkung von
Phlorizin auf Praimplantationsembryonen der Maus hatten einen Dosis-abhangigen
Effekt auf die Ausbildung und Akkumulation von Blastozystenhohlenflissigkeit
nachweisen konnen. Geringe Dosen Phlorizin  (10°M) begiinstigten die

Blastozoelbildung, wahrend hohere Konzentrationen (10*M) sie verzdgerten (Wiley
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and Obasaju, 1989). Diese nicht ndher charakterisierten Befunde der Hemmung der
Blastozystenhohlenbildung durch Phlorizin missen im Zusammenhang mit neueren
Untersuchungen zu Transporteigenschaften des SGLT-I diskutiert werden. Demnach
agiert der SGLT-l nicht allein als ein an Natrium-gekoppelter Glukosetranporter,
sondern ist auch in der Lage, Wasser (ca. 200 Molekile/ Molekil Glukose/2
Natriumionen) zu transportieren (Loike et al.,, 1996; Loo et al., 1996). Die Funktion
des SGLT-I als Wasserpumpe (Meinild et al., 2000) ist inhibierbar durch Phlorizin und
durch den Entzug von Natrium, jedoch unabhéngig von Glukose (Loike et al., 1996).
Die Expression des SGLT-l in Praimplantationsembryonen scheint nicht
notwendigerweise  und  auschlie@lich mit einer Funktion als aktivem
Glukosetransporter verbunden zu sein, sondern konnte auch dem gerichteten
polarisierten Transport von Natrium und Wasser dienen. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden erste  Voruntersuchungen zum  Effekt von Phlorizin  auf die
Blastozystenbildung durchgefiihrt. Eine Inkubation von Rindermorulae mit 0,5mM
Phlorizin hatte keine Auswirkungen auf die Blastozystenrate oder den Durchmesser
der Embryonen. Aufgrund der nachgewiesenen hohen Expression des Transporters
in Oozyten und frihen Teilungsstadien sollten Folgestudien eine Inhibierung des
SGLT-I mit Phlorizin bereits ab dem Beginn der Embryokultur (20h p.i.) im Hinblick

auf eine Stérung der Ausbildung der Blastomerenpolaritéat beinhalten.

4.3 Glukosetransporter 1- und 4—Expression inin vitro undin
vivo gewachsenen Praimplantationsembryonen

Die Produktion von Embryonen in vitro hat insbesondere bei landwirtschaftlichen
Nutztieren eine volkswirtschaftliche Bedeutung. Optimierte IVP-Systeme, die eine
Supplementierung des Kulturmediums mit Serum und/oder somatischen Zellen
verwenden (Bavister, 2000), erzielen Blastozystenraten von 30-40% gereifter
Oozyten, die z.T. fur einen anschlieBenden Embryotransfer geeignet sind. Trotz
zahlreicher Fortschritte in den Techniken der In-vitro-Kultur von Rinderembryonen
unterscheiden sich in vitro produzierte in zahlreichen Parametern von in vivo
Embryonen. So sind neben morphologischen Unterschieden wie Farbe, Grof3e oder
Zellzahl, Stabilitat der Zona pellucida und Widerstandsfahigkeit gegenuber
Tiefgefrieren (Leibo and Loskutoff, 1993; Niemann, 1995) auch Diversitaten im
embryonalen Metabolismus, bei der Aufnahme von Proteinen und nicht zuletzt in der

Expression zahlreicher Gene nachweisbar (Niemann and Wrenzycki, 2000; Wrenzyki
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et al., 2001). Die Unterschiede zwischen in vitro erzeugten und in vivo gewachsenen
Embryonen zeigten sich ferner in hoheren Abortraten, Komplikationen wahrend des
Verlaufes der Graviditat sowie im sogenannten ,large calf syndrome®, dem signifikant
erhohten Geburtsgewicht und der Grol3e der Kalber (Hasler et al., 1995; Kruip and
denDaas, 1997; Reichenbach et al., 1992). Jingere Studien konnten zeigen, dass
eine unterschiedliche Mediensupplementation wéhrend der Kultur in vitro signifikante
Auswirkungen auf das Geburtsgewicht sowie die Laktatkonzentration im Serum der
Kalber (Jacobsen et al., 2000) oder die Expression von IGF-IFRNA in Feten hat
(Blondin et al., 2000).

Eine differentielle Genexpression zwischen in vitro und in vivo gewachsenen
Embryonen einerseits und unter verschiedenen Bedingungen in vitro kultivierter
Embryonen andererseits konnte in verschiedenen Spezies nachgewiesen werden
(Maus: Ho et al., 1995; O'Neill, 1997; Stojanov et al., 1999, Rind: Eckert and
Niemann, 1998; Wrenzycki et al., 1996; 1998; 1999; 2001 Kaninchen: Koerber et al.,
1998; Navarrete Santos et al., 2000b). Auch Glukosetransporter werden differentiell
in in vitro und in vivo gewonnen Embryonen exprimiert (Morita et al., 1994,
Wrenzycki, April 2001 personl. Mitteilung). Die Studien von Morita et al. (1994) zur
Expression des Glutl in Embryonen der Maus wiesen eine etwa 3 fach hohere
Transkription dieses Gens in in vivo gegendber in vitro Embryonen nach. Bei
Rinderembryonen variiert die Transkription des Glutl in Abhé&ngigkeit von den
gewahlten Bedingungen der In-vitro-Kultur. 8/16-Zellstadien weisen eine signifikant
hohere Transkription des Glutl bei einer Kultur unter Verwendung von
Polyvinylalkohol im Vergleich mit Serum-supplementierten Medium auf (Wrenzycki et
al., 1999). Die in dieser Arbeit vorgenommene Quantifizierung von Transkripten des
Glukosetransporters 1 in 14 und 16 Tage alten Blastozysten zeigte keine
Unterschiede beziglich der Transkriptmengen beider Gene zwischen in vitro und in
vivo gewonnenen Embryonen. Ein Vergleich der Transkriptmengen zwischen 14 und
16 Tage alten Embryonen konnte eine erhéhte fur den Glutl und eine verringerte
Transkription fir den Glut4 nachweisen. Der Glut4 wird in 16 Tage alten in vitro
Blastozysten schwach exprimiert, konnte jedoch in in vivo gewachsenen Embryonen
nicht nachgewiesen werden (Tabelle 3-11). Dass in vitro und in vivo gewonnene
Embryonen Glukosetransporter differentiell exprimieren, konnte durch neuere
Untersuchungen bestétigt werden. Unabh&ngig von einer Supplementierung des

Kulturmediums (SOF mit BSA oder Serumzusatz) weisen in vitro Kkultivierte
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gegenuber in vivo Blastozysten eine erhdhte Transkription der Glukosetransporter 3
und 4 auf, wohingegen der Glutl keine transkriptionelle Veranderung erfahrt (personl
Mitteilung — Dr. C. Wrenzycki, April 2001).

4.4 Effekte von Insulin auf die Embryonalentwicklung in vitro

und die Transkription von Glukosetransportern und
Enzymen der Glykolyse in Rinderblastozysten

Die beiden wichtigsten Faktoren einer transkriptionellen sowie translationalen
Kontrolle der Glukosetransporterexpression, Glukose und Insulin, keeinflussen ganz
entscheidend die Entwicklung von Praimplantationsembryonen (Biggers and
McGinnis, 2001; Chatot et al., 1994; Chi et al., 2000a; Pantaleon and Kaye, 1996;
Rao et al.,, 1990). Ob die Expression embryonaler Glukosetransporter sowie
metabolisch relevanter Gene dem Einflu® von Insulin unterliegt, wurde in dieser
Arbeit fur Transkripte der Glukosetransporter 1, 3 und 8 sowie zwei ausgewahlten
Enzymen der Glykolyse, der Phosphofruktokinase und der Hexokinase, untersucht.
Eine Einbeziehung der Glut2 und 4 in die vorliegende Studie war nicht méglich, da
diese Isoformen in 8 Tage alten Blastozysten nicht bzw. nur sehr gering exprimiert
werden. Der Glut5 und der SGLT-I wurden nicht untersucht, da sie einerseits den
Fruktosetransport betreffen und andererseits ein Insulineffekt auf einen aktiven

Glukosetransport bisher nicht beschrieben wurde.

441 Kurzzeiteffekte

Die Insulinexposition von Blastozysten fir 1 Stunde bewirkt eine Aktivierung der
Transkription der Gene fur Glut3, Glut8, Hexokinase und Phosphofruktokinase,
wohingegen die Transkription des Glutl nicht signifikant beeinflusst wird. Der
Insulineffekt ist Uber einen Zeitraum von vier Stunden noch fur den Glut3
nachweisbar, jedoch ohne statistisch signifikanten Unterschied (p<0,057). Die
Bewertung der transkriptionellen Veranderung der untersuchten Gene nach
Insulinexposition wurde an Einzelblastozysten unter Verwendung einer externen
Standard-mRNA vorgenommen. Diese Form der Standardisierung bedarf starker
transkriptioneller Veranderungen, um signifikante Unterschiede zwischen den
variablen Einzelembryonen zu erfassen. Der Einsatz einer externen Standard-RNA,
im vorliegenden Falle Globin-mRNA vom Kaninchen, stellt eine vielfach verwendete

und akzeptierte Methode dar, um relative Transkriptmengen mit semiquantitativer
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RT-PCR bestimmen zu kénnen (De Sousa et al., 1998; Lequarre et al., 2001; Watson
et al., 2000; Wrenzycki et al., 2000).

Die nach Insulinexposition in ihrer Transkription hochregulierten Gene betreffen die
fur eine Aufnahme externer Glukose postulierten Glukosetransporter 3 und 8 und die
Glykolyseenzyme Hexokinase und Phosphofruktokinase. Diese Ergebnisse weisen
erstmals einen Einflu3 von Insulin auf die Transkription von Glukosetransportern und
metabolisch relevanten Genen in Praimplantationsembryonen nach. Die Betrachtung
der Signaltransduktionskaskaden fir Insulin/IGF-1 (Abbildung 3-2) erlaubt eine
gezielte Diskussion der gefundenen transkriptionellen Veranderungen fur die

untersuchten Gene.

Insulin-/oder IGF-I-Rezeptor

IRS-Proteine LY 29004
Y Wortmannin
RAS '
\ 4
¢ PI3-Kinase
Protein Serin/Threonin-Kinasen ¢
v Protein Serin/Threonin-Kinasen
Raf-Kinase
¢ ML-9 Rapamycin
MAP-Kinase A 4 v
AKt/PKB p”°S6-Kinase
PD 98059
+ GLUT4-Translokation + GLUT1
\ 4
p”° S-Kinase +PFK-2
+ GLUT3

Abbildung 3-2 Elemente der Insulin/IGF-I-Signaltransduktionskaskade in Verbindung mit der

Regulation von Glukosetransporterisoformen und der PFK-2.

Im wesentlichen kdnnen drei fiur eine metabolische Antwort entscheidende
verschieden regulierte Kaskaden das Insulinsignal weitergeben: (I) die Uber das Ras-
G-Protein und MAPK vermittelte (Il) eine Uber PI3-Kinase und Aktivierung der
AKt/PKB gerichtete sowie (lll) die ebenfalls ausgehend von einer Phosphorylierung
der PI3-Kinase gefolgte Aktivierung der p’°S6-Kinase. Die Aktivierung der
Insulin/IGF-I-Signaltransduktionskaskade verandert u.a. spezifisch die Expression
und Translokation einzelner Glukosetransporterisoformen. Dabei werden der Glutl
Uber den durch Rapamycin inhierbaren Weg (Ill) der p°S6-Kinase, der Glut3 ber
den Ras—MAPK-Weg (I) (inhibierbar mit PD 98059) und die Phosphofruktokinase
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sowie der Glut4 dber den mit ML-9 bzw. Wortmannin und LY 29004 (PI3-Kinase)
inhibierbaren Weg (Il) der Akt/PKB reguliert (Taha and Klip, 1999; Smith et al., 2000).

Die nach Insulinexposition unveranderte Glutl-Transkription in Rinderblastozysten
weist darauf hin, dass eine embryonale Signaltransduktion vorliegt, die
moglicherweise keine p’°S6-Kinaseaktivierung in Verbindung mit dem Glutl
beinhaltet. Neuere Untersuchungen an einer Hepatoma-Zelllinie zeigten zwar, dass
eine Insulin-induzierte Glutl-Transkription auch Uber den Akt/PKB
Signaltransduktionsweg gesteuert wird (Barthel et al., 1999), jedoch sind diese
Studien an Zellen eines primar Glukoneogenese betreibenden Organs durchgefihrt
worden. Eine Ubertragbarkeit einer durch Akt/PKB-vermittelten Regulation des Glutl
auf das Embryonalstadium der Blastozyste, welches durch eine hohe glykolytische
Aktivitat gekennzeichnet ist, scheint daher wenig wahrscheinlich. Das Onkogen h-
Ras wird in bovinen Blastozysten exprimiert (Tetens et al., 2000). Die Insulin-
induzierte Aktivierung der Glut3-Transkription deutet daraufhin, dass in bovinen
Blastozysten eine funktionelle Insulin/IGF-I-Ras/MAPK-Signaltransduktionskaskade
vorliegt, die fur den beobachteten Effekt verantwortlich sein kénnte. Die nach einer
Stunde Insulinbehandlung leicht erhéhte Transkription des Glut8 lait sich aufgrund
fehlender Daten zur Transkriptionskontrolle, auch bei Annahme einer dem Glut4
vergleichbaren Regulation, nur schwer diskutieren. Die Regulation der Glut4-
Transkription differiert zwischen in vitro Zellen und Geweben in vivo (Charron et al.,
1999). Wahrend Insulin-behandelte Tiere eine erhdhte Transkription der Transporter-
RNA zeigen (Cusin et al., 1990; Postic et al., 1993), weisen 3T3-L-Adipozyten unter
Insulineinfluss keine Anderung oder eine leicht verringerte Glut4-RNA-Menge auf
(Flores-Riveros et al.,, 1993; Tordjman et al.,, 1989). Eine Kontrolle des Insulin
regulierten Glukosetranportes erfolgt primér durch die Translokation des Glut4 in die
Zellmembran (Pessin et al.,, 1999). An Embryonen der Maus konnte bereits eine
vergleichbare Translokation des Glut8 gezeigt werden (Carayannopoulos et al.,
2000), wobei jedoch die Frage nach dem Mechanismus und der Kontrolle der
Hormonantwort noch nicht beantwortet werden konnte. Die oben diskutierten
Befunde einer Insulin-sensitiven Transkriptionskontrolle spezifischer
Glukosetransporterisofomen spricht fir das Vorliegen einer funktionellen Insulin/IGF-
l-Signaltransduktionskaskade in  Rinderblastozysten. Dabei unterliegen die
untersuchten  Glukosetransporter-RNA  wahrscheinlich einer Uber verschiedene

Insulinsignalwege vermittelten Kontrolle. Die unterschiedlichen Auswirkungen von
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Insulin auf die Transkription der Isoformen 1 und 3 in Blastozysten sprechen fir eine
mogliche Ubertragbarkeit der Ergebnisse von Studien an L6-Muskelzellen, welche
die verschiedenen, oben besprochenen Signalwege einer Insulin/IGF-|
Signaltransduktion fur die Regulation der Glutl- und Glut3-Expression nachweisen
konnten (Taha et al., 1995).

Im Muskelgewebe stimuliert Insulin die Glykolyse durch Phosphorylierung und damit
Aktivierung der 6-Phosphofruktokinase-2. Die Phosphofruktokinase-2 katalysiert die
Synthese  von  Fruktose2,6-bisphosphat, welches den  geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt der Glykolyse, die 6-Phosphofruktokinase-1 Reaktion,
kontrolliert (Voet and Voet, 1995). Die Aktivierung der Glykolyse durch Insulin Gber
die 6-Phosphofruktokinase-2 erfolgt Uber den mit Wortmannin, LY 29004 oder ML-9
hemmbaren Weg der PI3-Kinase und Akt/PKB-Phosphorylierungsreaktionen der
Insulin/IGF-I Signaltransduktiosnkaskade (Deprez et al., 1997; Lefebvre et al., 1996).
Unter Verwendung von Inhibitoren wie Wortmannin, LY 29004 oder ML-9 kénnte
gezeigt werde, ob dieser Weg einer insulininduzierten Glykolysesteigerung die
Erh6hung der Transkriptionsraten fur die Hexokinase | sowie 6-

Phosphofruktokinase-2 in Insulin exponierten Rinderblastozysten verursacht.

Eine mogliche, von einer Betrachtung der Insulin/IGF-I-Signaltransduktionskaskade
unabhangige Interpretation der Kurzzeiteffekte von Insulin auf die Transkription von
Glukosetransportern in Rinderblastozysten erlauben auch bisher erhobene Daten
zum Einflud wvon Insulin wahrend der frithen Embryonalentwicklung. Eine
Insulinexposition Uber Zeitraume von 30min—-4 h stimuliert die RNA-, DNA- (Heyner
et al., 1989b; Rao et al., 1990) und Proteinsynthese (Harvey and Kaye, 1988; Harvey
and Kaye, 1991), die Endozytose (Dunglison et al., 1995; Heyner et al., 1989a) und
Glukoseaufnahme (Carayannopoulos et al., 2000; Pantaleon and Kaye, 1996).
Insulinbehandelte Blastozysten der Maus weisen eine erhohte Glukoseaufnahme
auf, die nach etwa 40-80min ein Maximum erreicht (Pantaleon and Kaye, 1996).
Bereits nach 30 min Insulinexpositon ist die Translokation des Glut8 in die apikalen
Membranen der Trophoblastzellen von Mausblastozysten vollstandig abgeschlossen
(Carayannopoulos et al., 2000). Da der Glutl, vergleichbar mit Embryonen der Maus
(Pantaleon et al., 1997), nicht in den apikalen Membranen der Trophoblastzellen von
Rinderblastozysten vorliegt und damit an der Aufnahme externer Glukose nicht

beteiligt ist (s.a. 2.4.1), ware eine weitere Steigerung der Glukoseaufnahme nur
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durch eine Aktivierung der Transkription/Translation des Glut3 und/oder Glut8

moglich.

Weiterfihrende Studien zu dem in dieser Arbeit gezeigten Kurzzeiteffekt von Insulin
auf die Transkription von Glukosetransportern und Enzymen der Glykolyse in
Rinderblastozysten sollten mit anderem Untersuchungen gekoppelt werden wie
Glukoseaufnahme Einsatz von Transkriptions— und Translationsinhibitoren wie z. B.
Actinomycin D oder Cycloheximid, um die Mechanismen der Insulin-regulierten
embryonalen  Glukoseaufnahme—  und  Glukosetransporterexpression  néher
charakterisieren zu koénnen. Die Arbeit an frihen Embryonalstadien ist stets mit
einem Materialproblem verbunden. So kdnnen Studien Uber embryonale Insulin/IGF-
l-Signaltransduktionskaskaden nicht wie in Zelllinien mit Methoden wie quantitativen
Proteinnachweisen gefuhrt werden. Denkbar ware hingegen eine Inhibierung
spezifischer Insulin/IGF-I-Signaltransduktionswege (Abbildung 32) in Verbindung mit
anschlieRenden Glukoseaufnahmestudien und Untersuchungen der

Glukosetransporterexpression.

4.4.2 Langzeiteffekte

Neben einer kurzfristigen Wirkung von Insulin auf die Transkription, die im Kap. 4.4.1
als sogenannte metabolische Kurzzeiteffekte dargestellt wurden, besitzt Insulin auch
eine mitogene Wirkung, die am Ende der In-vitro-Kultur mit Insulinexposition
untersucht wurden und als Langzeitteffekt bezeichnet wird. Langzeiteffekte von
Insulin in  Embryonen der Maus sind gekennzeichnet durch erhohte
Blastozystenraten und hohere Gesamt— und Embryoblastzellzahlen (Gardner and
Kaye, 1991; Harvey and Kaye, 1990). Der proliferative Effekt einer Insulinexposition
von Praimplantationsembryonen konnte in einem verstarkten Wachstum von
Méausefoeten nachgewiesen werden (Kaye and Gardner, 1999).

Der EinfluR von Insulin auf die Entwicklung von Praimplantationsembryonen des
Rindes ist bisher wenig untersucht. Die In-vitro-Kultur von Rinderembryonen in SOF-
Medium unter dem Einflu3 von Insulin hatte keinen Effekt auf die Blastozystenrate
(Matsui et al., 1995; Mihalik et al., 2000), resultierte jedoch in einer erhdhten
Blastozystenzellzahl (Matsui et al., 1995). Die in dieser Arbeit gefundene signifikant
erhohte Rate geschlUpfter Blastozysten in Verbindung mit einer erhdhten Zellzahl der

unter Insulineinflu® kultivierten Embryonen (Tabelle 3-12) kdnnte auf dem mitogenen



4. Diskussion 87

Langzeiteffekt von Insulin beruhen (Ish-Shalom et al., 1997). Die Insulinexposition
von Rinderembryonen wahrend der In-vitro-Kultur (Tag 1p.i. — Tag 8 p.i.) hatte keinen
Einfluss auf die relativen Transkriptmengen der untersuchten Gene (Abbildung 3-20).
Insulin degradiert im Zellkulturmedium (Barthel et al., 1999). Es kann daher nicht vom
Vorliegen einer biologisch wirksamen Insulinkonzentration zum Zeitpunkt einer stark
steigenden glykolytischen Aktivitdt - und damit mdglicherweise Insulinsensitivitat - im
Morula- (nach 96h) und frihen Blastozystenstadium (nach 168h — Tag 8)
ausgegangen werden. Eine Degradation des Insulins wahrend der In-vitro-Kultur
konnte deshalb die Ursache fur den Befund einer unveranderten Transkription fir die
untersuchten Gene darstellen. Die beobachteten mitogenen Effekte des Insulins
wahrend der Embryonalentwicklung werden schon frih, mdoglicherweise mit dem
Beginn der Aktivierung des embryonalen Genoms im 8-/-16-Zellstadium induziert und
gingen nicht mit transkriptionellen Veranderungen der untersuchten Gene einher.

Der positive mitogene Langzeiteffekt des Insulins wahrend der Embryokultur in vitro
resultierte in einer erhdhten Blastozystenzellzahl und einem hdheren Prozentsatz
geschlupfter Blastozysten. Beide Parameter sind Kriterien zur Beurteilung der
Embryoqualitat und dienen der Einschatzung eines In-vitro-Kultursystems (Gordon,
1994). Das Schliupfen der Blastozyste aus der Zona pellucida ist essentiell fur die
Implantation der Blastozyste. Zwei Faktoren beeinflussen das Schlupfen einer
Blastozyste: (I) die Lyse der Zona Pellucida durch Substanzen, die entweder vom
Reproduktionstrakt oder vom Embryo selbst sekretiert werden, und/oder (ll) der
durch die Expansion der Blastozyste ausgelbte Druck auf die Zona pellucida. In
humanen IVF-Programmen wird das ,assisted hatching” erfolgreich eingesetzt, um
die Schwangerschaftsraten nach Embryotransfer zu erhdhen (Mahadevan et al.,
1998; Mansour et al., 2000). Die Verbesserung von In-vitro-Kultursystemen und der
Einsatz definierter Kulturmedien kénnte auch die Verwendung von Insulin vorsehen.

Mit der bereits angesprochenen Degradation von Insulin im Medium wahrend der
Kultur in Zellkulturmedien stellt sich die Frage, welchen Effekt eine spatere bzw.
wiederholte  Supplementierung mit Insulin  z.B. im 8-/16-Zellstadium oder
Blastozystenstadium erzielen konnte. Informationen Uber positive oder negative
Effekte eines ,Mehr-Schritt-Kultursystems®, dass heil3t dem Wechsel des
Kulturmediums wahrend der Kultur, beziehen sich vor allem auf Untersuchungen zur
Vermeidung einer Akkumulation von Ammonium im Kulturmedium (Gardner and

Lane, 1993; Lane and Gardner, 1995). Diese Arbeiten konnten zeigen, dass ein
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Wechsel des Kulturmediums mit erhéhten Blastozystenraten und Zellzahlen
verbunden ist (Gardner et al., 1994). Fur Rinderembryonen liegen keine Daten ber
die Verwendung einer erhéhten Glukosekonzentration und dem Einsatz von Insulin in
Verbindung mit einem Wechsel des Kulturmediums zum Zeitpunkt der ersten
Furchungsteilungen vor. Es sollte untersucht werden, inwieweit Insulin, auch in
Kombination mit einer erhdhten Glukosekonzentration, die Embryonalentwicklung ab
dem 8-/16-Zellstadium beeinflusst und so der veranderten metabolischen Aktivitat
und Substratanforderung des Embryos Rechnung tragt. Dieser experimentelle
Ansatz lieRe erwarten, dass auch metabolische Effekte im Sinne einer
moglicherweise veranderten Expression metabolisch relevanter Gene nachzuweisen
sind. In diesem Zusammenhang sollte die Expression der Na*/K*-ATPase als einem
Insulin-sensitivem System mitbetrachtet werden (Sweeney and Klip, 1998), da dieses
Enzym ganz wesentlich durch die Etablierung eines gerichteten Stofftransportes an
der Bildung und Expansion der Blastozyste beteiligt ist (Betts et al., 1997).

4.5 Glukosetransporter - Differenzierung und stressinduzierte
Apoptose in Praimplantationsembryonen

Wie wir in den Kapiteln 3.3. und 3.4. sehen konnten, werden Glukosetransporter (I)
entwicklungsspezifisch in Praimplantationsembryonen des Rindes exprimiert, sind
spezifisch in den verschiedenen embryonalen Zellen lokalisiert und (lI) werden in
Blastozysten durch Insulin spezifisch in ihrer Transkription verandert.

Im nun folgenden Kapitel sollen Glukosetransporter und ihre Funktion in
Praimplantationsembryonen  unter dem  Aspekt von Differenzierung und
Stressantwort diskutiert werden. Verwendung finden sowohl Daten zur Regulation
der Glukosetransporterexpression in adulten- als auch in embryonalen Zellen. Sie
zeigen, dass Glukosetransporter eingebunden sind in das komplexe Flechtwerk der
Zelldifferenzierung und in stressinduzierte Apoptosemechanismen. Die aufgrund ihrer
Kinetik, Regulation und nicht zuletzt Funktion und Lokalisation im adulten Gewebe
abgrenzbaren Glukosetransporterisoformen sind aller Wahrscheinlichkeit nach auch
wahrend der Embryonalentwicklung in zellbiologische Prozesse wie Differenzierung
und Apoptosemechanismen bei embryonalen Zellen involviert.

Dass Zelldifferenzierung mit einer Verschiebung und/oder Veranderung des
Expressionsmusters einzelner  Glukosetransporterisoformen  einhergeht, wurde

bereits an Tumorzellen (North et al., 2000; Younes et al., 1997), Adipozyten
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(Pederson and Rondinone, 2000) und Blutzellen (Malide et al., 1998) beobachtet.
Tumorzellen zeichnen sich gegenuber normalen Zellen durch eine stark erhohte
glykolytische Aktivitat aus — ein Merkmal, das fir die Tumordiagnose eingesetzt
werden kann (Musholt et al.,, 1997; Smith, 1998). Die Tumorgenese ist
gekennzeichnet durch eine voranschreitende Dedifferenzierung der malignen Zellen.
Diese ist verbunden mit einem steigenden Glukosebedarf der Zellen, der mit einer
Veranderung des Expressionsmusters von Glukosetransporterisoformen einhergeht.
Zahlreiche Untersuchungen an verschiedenen Krebszellarten wiesen u.a. eine
erhbhte Expression des Glutl nach (Brown and Wahl, 1993; North et al., 2000;
Younes et al, 1995), wobei bei Darmkrebs eine positive Korrelation zwischen
erhohter Glutl-Expression und Schweregrad des Tumors gefunden wurde (Haber et
al., 1998). Der Glut5 konnte mit immunhistochemischen Methoden nur in
Brustkrebszellen, jedoch nicht in normalen Brustzellen lokalisiert werden (Zamora-
Leon et al.,, 1996). Die Klonierung der neuen Glukosetransporter 9 und 10 ging von
der Beobachtung aus, dass maligne Schilddrisenzellen keinen der bisher bekannten
Isoformen exprimieren (Musholt et al., 1997). Daher mussten andere Transporter fir
die mit fluoro —deoxyglucose positron emission tomography (FDG-PET) detektierte
erhohte Glukoseaufnahme der Zellen verantwortlich sein (Phay et al., 2000b). Rote
Blutkorperchen einiger Spezies, wie Huhn oder Schwein, zeigen verglichen mit dem
Menschen nur einen geringen Glukosetransport. Wéahrend der Differenzierung roter
Blutkérperchen aus Knochenmarkszellen verlieren diese die Fahigkeit des
Glukosetransportes durch Herabregulation des Glutl (Johnstone et al.,, 1998). Die
Differenzierung humaner Makrophagen aus Monozyten ist gekennzeichnet durch
eine erhohte Glutl-Expression, einer Herabregulation des Glut3 und einer
verzogerten, jedoch mit fortschreitender Differenzierung ansteigenden Expression
des Glut5. Dabei liess sich fur die einzelnen Isoformen eine spezifische subzellulare
Lokalisation nachweisen (Malide et al., 1998). Die Differenzierung humaner
Vorlauferzellen von Adipozyten ist verbunden mit einer de novo bzw. ansteigenden
Expression des Glut4 und Proteinen der Insulin/IGF-I-Signaltransduktionskaskade
(Hauner et al., 1998; Pederson and Rondinone, 2000).

Die in dieser Arbeit an Praimplantationsembryonen des Rindes gefundene
stadienspezifische Expression der Glukosetransporterisoformen zeigt, dass die
Transkription dieser Gene einer differentiellen Regulation wahrend der Entwicklung

unterworfen ist. Dass Glukosetransporterisoformen in Rinderembryonen nicht nur als
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mogliche Differenzierungsmarker der Entwicklung, sondern auch fur die einzelnen
embryonalen Zellinien dienen kdnnten, lasst der Nachweis des Glutl-Proteins in den
Trophoblast- nicht jedoch in den Endodermzellen der elongierten Blastozysten
vermuten (Abbildung 3-14). Die Lokalisation weiterer Glukosetransporterproteine in
Praimplantationsembryonen des Rindes sollte daher neben dem Verstandnis der
Regulation des embryonalen Metabolismus auch unter dem Aspekt einer Beteiligung
dieser Proteine an Differenzierungsprozessen betrachtet werden. Ein Hinweis auf
eine Verbindung zwischen der Regulation von Differenzierungsprozessen der frihen
Embryonalentwicklung und der Expression von Glukosetransportern stellt z.B. die
transkriptionelle Kontrolle des Glut3 dar. Der Glut3 wurde als ein downstream Gen
der Transkriptionsfaktoren Oct-3/4 beschrieben (Saijoh et al., 1996). Diese
Transkriptionsfaktoren der POU-Familie werden in Mausblastozysten (dies gilt
allerdings nicht fir Rinderblastozysten (Kirchhof et al., 2000) ausschliel3lich im
Embryoblasten exprimiert und sind an Differenzierungsprozessen pluripotenter

embryonaler Stammzellen beteiligt (Niwa et al., 2000) .

In adulten Zellen wurde gezeigt, dass die Expression der Isoformen Glutl und Glut3
z.B. durch Stressoren wie Hypoxie (Lin et al., 2000) , Streptozotocin-induzierten
Diabetes (Reagan et al., 1999) und Hyperosmolaritéat (Taha et al., 1997) beeinflusst
wird. Eine Uberexpression des Glutl reduziert die Hypoxie-induzierte Apoptose uiber
die Inhibierung eines Stress-aktivierten Proteinkinasesignalweges (Lin et al., 2000).
Nach einer Aktivierung humaner T-Zellen durch CD95 verlieren diese Zellen die
Mdoglichkeit des Glukosetransportes und unterliegen dem Zelltod (Berridge et al.,
1996).

Inwieweit sind Glukosetransporter an einer stressinduzierten Apoptose in
Praimplantationsembryonen beteiligt? Hierzu sollen u.a. Befunde zur Rolle von
Glukosetransportern  speziell in  Mauseembryonen im Zusammenhang mit
Apoptoseprozessen unter Stresszustanden wie Hyperglykdmie und Hyperinsulinamie
herangezogen und diskutiert werden. Drei verschiedene, teilweise Uberlappende
Signalwege verbinden Apoptosemechanismen und Glukosetransport und -
metabolismus: (I) Verminderter Glukosetransport resultiert in ATP-Mangel und sto(3t
die mitochondriale Apoptosekaskade an () Reduzierte Glukoseaufnahme und
verringerter Glukosemetabolismus fuhren zu oxidativem Stress, was uber einen

veranderten Redoxstatus der Zelle Apoptose verursachen kann (lll) Intrazellulare
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Hyperglykdmie und Hypoxie bewirken eine erhdhte HIF-1a-Expression, wodurch p53
stabilisiert und eine p53-assoziierte Apoptose eingeleitet wird (Moley and MueckKler,
2000).

Hyperglykamie hervorgerufen durch Diabetes sowie Hyperinsulindmie in Verbindung
mit dem spolycystic ovary syndrome* (POS) flhren beim Menschen zu
Komplikationen wahrend der frGhen Embryonalentwicklung wie Fehlgeburten,
Wachstumsstérungen oder gar Erbschaden (Balen et al., 1993; Greene, 1993; Mills
et al.,, 1988; Sagle et al., 1988; Sutherland and Pritchard, 1987; Tulppala et al.,
1993). Wie an Mauseblastozysten gezeigt werden konnte, verursacht Hyperglykamie
eine Herabregulation der Glukosetransporter 2 und 3 sowohl auf RNA- als auch
Proteinebene (Moley et al., 1998a; Moley et al., 1998b) und induziert Apoptose durch
eine erhohte Expression von BAX, einem Apoptoseprotein der Bcl-2-Familie (Moley
et al., 1998a). Wie neuere Untersuchungen unter Verwendung von BAX" knockout
Mausen zeigten, resultiert eine verminderte Glukosetransporterexpression in einer
erhohten Expression von BAX, liegt damit upstream und ist die Ursache der
aktivierten Apoptosekaskade (Chi et al., 2000a).

Die Insulin/IGF-I-Signaltransduktionskaskade ist durch eine Regulation der
Proteinkinase B (Akt) an antiapoptotischen Prozessen beteiligt (Coffer et al., 1998).
Die antiapoptotische Wirkung von Insulin und IGF-I wahrend der frihen
Embryonalentwicklung, konnte an Kaninchenblastozysten und humanen Embryonen
nachgewiesen werden (Herrler et al., 1998; Spanos et al., 2000). Hohe Insulin- oder
IGF-I-Konzentrationen hingegen bewirken in  Mauseblastozysten eine durch
Herabregulation des IGF-l-Rezeptors erhéhte Apoptose (Chi et al., 2000b). Es gilt
noch herauszufinden, inwieweit in Praimplantationsembryonen die Insulin/IGF-I-
Signaltransduktionskaskade EinfluR auf die Expression von Glukosetransporter-
isoformen hat, und so einen programmierten Zelltod verursachen kann (Hardy,
1999). Die in diesem Abschnitt aufgezeigte Verbindung von
Glukosetransporterexpression, Insulin/IGF-I-Signalvermittlung und Apoptose macht
deutlich, dass Glukosetransporter nicht nur an Apoptoseprozessen wahrend der
frihen Embryonalentwicklung beteiligt sind, sondern eine durch verschiedene
Stressoren veranderte Expression dieser Proteine vielmehr Apoptose induzieren

kann.
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5 Zusammenfassung

Die Aufnahme von Glukose in die Zelle erfolgt Gber Transmembranproteine - die
Glukosetransporter - durch aktive (SGLT) und passive (Glut) Mechanismen.
Verschiedene Isoformen der Glukosetransporter-Familie konnen anhand der
Primarstruktur, spezifischer Transportkinetiken und dem Gewebeexpressionsmuster
unterschieden werden. Insulin beeinflusst den Glukosetransport durch Regulation der
Glukosetransporterexpression und -translokation. Fur die Entwicklung von S&augetier-
Praimplantationsembryonen ist die Verfugbarkeit von Glukose - und somit ihre

Aufnahme - essentiell.

Die vorliegende Arbeit beschéftigte sich mit dem Expressionsmuster von
Glukosetransporterisoformen in Praimplantationsembryonen des Rindes. Grundlage
war die Klonierung bisher nicht bekannter boviner Glukosetransporter-cDNA.
Untersucht wurden die Glukosetransporter 1-5, 8 und der SGLT-I. Die Transkription
dieser Gene wurde an in vitro gewonnenen Eizellen und Embryonen bis zum
Stadium 16 Tage alter elongierter Blastozysten untersucht. Eine vergleichende
Betrachtung der Glukosetransporterexpression zwischen in vitro und in vivo
gewachsenen Embryonen wurde durch RNA-Quantifizierung der Glukosetransporter
1 und 4 an 14 und 16 Tage alten Blastozysten vorgenommen. Die Isoformen Glutl
und Glut4 in Rinderblastozysten mittels Immunhistochemie lokalisert. An 8 Tage
alten Blastozysten wurden Kurzzeiteffekte von Insulin (1, 2 und 4 Stunden nach
Insulin-Supplementierung) auf die Transkripton von Glutl, 3, 8 wund die
Glykolyseenzyme Hexokinase und Phosphofruktokinase untersucht. Mitogene
Langzeiteffekte des Insulins (am Ende der ca. 168stiindigen In-vitro-Kultur) wurden
anhand von Kiriterien wie Blastozystenrate, Rate der geschliipften Blastozysten,

Zellzahl und Bestimmung des TE/ICM-Zellzahlverhaltnisses betrachtet.

Glukosetransporterisoformen werden in Praimplantationsembryonen des Rindes
stadienspezifisch exprimiert. Transkripte der Isoformen 1, 3, 8 und SGLT-I sind
maternalen Ursprungs und in allen untersuchten Embryonalstadien nachweisbar.

Der Glut5 wird mit dem Beginn der Aktivierung des embryonalen Genoms ab dem 8-
/16-Zellstadium transkribiert. Die mRNA der Glukosetransporter 2 und 4 ist im

Blastozystenstadium nachweisbar. Glut4-Transkripte sind bereits in expandierten
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Blastozysten, von Glut2 hingegen erst in den untersuchten elongierten Stadien (14

und 16 Tage alt) zu finden.

Bei der Quantifizierung von Glutl- und Glut4-RNA in 14 und 16 Tage alten in vitro
und in vivo gewachsenen Embryonen wurde eine verringerte Expression des Glut4
und eine gesteigerte Transkription des Glutl bei 16 Tage alten verglichen mit 14
Tage alten Blastozysten gefunden. In 16 Tage alten in vivo Embryonen wurden keine
Glut4-Transkripte detektiert, wahrend eine schwache Expression dieses Transporters
in in vitro Embryonen gleichen Stadiums vorliegt, was auf eine

Entwicklungsverzégerung in vitro kultivierter Embryonen zurtickzufiihren sein kénnte.

Das Glutl-Protein wurde in expandierten 8 Tage alten und in elongierten 14 und 16
Tage alten Blastozysten nachgewiesen. Es wurde im Zytoplasma und den lateralen
Membranen der Trophektodermzellen lokalisiert. Embryoblastzellen exprimieren das
Glutl-Protein ebenfalls, Endodermzellen nicht. Die Glut4-mRNA wurde bei 14 und 16
Tage alten Blastozysten mit In-situ-Hybridisierung nachgewiesen. Das Glut4-Protein
wurde immunhistochemisch in 14 und 16 Tage alten Blastozysten in den
Embryoblastzellen zytoplasmatisch und in den Endoderm- und Trophektodermzellen

nuklear lokalisiert.

Die Supplementierung des Mediums mit 10ug/mL Insulin hatte keinen langfristigen
Einflu@ auf die Transkription der Gene Glutl, 3, 8, Hexokinase und
Phosphofruktokinase. Die In-vitro-Kultur von Rinderembryonen unter Insulingabe
resultierte in erhdhten Blastozystenzellzahlen und Raten geschlipfter Blastozysten.
Insulin beeinflul3te jedoch die MRNA-Expression von Glukosetransporterisoformen
und Glykolyseenzymen kurz nach dem Insulinzusatz. Eine erhOhte Transkription von
Glut3, 8, Hexokinase und Phosphofruktokinase wurden nach einer einstindigen
Inkubation von expandierten Blastozysten mit 10ug/mL Insulin nachgewiesen. Insulin
hatte in der vorliegenden Studie somit einen Kurzzeiteffekt auf die Transkription

einiger Gene und eine mitogenen Langzeiteffekt.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit werfen neue Fragen auf, wie z.B. zu Ursache und
Notwendigkeit eines so weiten Spektrums an Glukosetransporterisoformen bei
Praimplantationsembryonen. Wird ein energieabhangiger Transport bendtigt und
wenn ja, warum und ab welchem Stadium? Unterscheiden sich der Mechanismus
und die Regulation des embryonalen Glukosetransporters von dem in adulten
Zellen? Gibt es einen Zusammenhang zwischen Differenzierung, Metabolismus und
Glukosetransport? Neben diesen Fragen sollten weiterfihrende Studien versuchen
aufzuzeigen, ob und inwieweit Zusammenhdnge zwischen der Expression von
Glukosetransporterisoformen, dem Glukosemetabolimus eines Embryos, den
metabolischen und mitogenen Einflissen von Insulin  bzw. IGF-l und der
Entwicklungskompetenz bzw. Vitalitit eines Embryos bestehen. Ein besseres
Verstandnis dieser Zusammenhdnge wird dazu beitragen, die frihe
Embryonalentwicklung und die Entwicklung eines individuellen Embryos nicht nur
nach morphologischen sondern auch nach molekularen Kriterien besser beschreiben

und bemessen zu konnen.



6. Summary 95

6 Summary

Glucose transport across plasma membranes in mammalian cells is mediated by two
different mechanisms: by an active, sodium-dependent transport (SGLT) which
couples glucose uptake with Na/ influx against a concentration gradient, and by
passive energy independent transport via facilitative glucose transporters (Glut).
Different glucose transporter isoforms exist that share common structure features
and differ in their substrate affinity and show a tissue specific expression pattern.
Insulin effects glucose transport altering glucose transporter expression and —
translocation.

The utilisation and transport of glucose as an energy substrate is essential for the

development of the mammalian preimplantation embryo.

The recent work investigated the expression pattern of different glucose transporter
isoforms in bovine preimplantation embryos. Bovine specific glucose transporter
cDNA (Glut2, 3, 5, 8 and SGLT-I) were cloned and sequenced. The expression
pattern of Glutl-5, 8 and SGLT-I were studied in in vitro derived oocytes and
preimplantation embryos up to the elongated 16 days old blastocyst. Elongated 14
and 16 days old blastocysts derived in vitro or in vivo were compared for their mMRNA-
expression of the isoforms 1 and 4 using a competitive RT-PCR approach. The
isoforms  Glutl and Glut4 were localised in bovine blastocysts by
immunohistochemistry. In 8 days old expanded blastocysts short time effects of
insulin (1, 2 and 4 hours) on the transcription for Glutl, 3, 8 and the glycolytive
enzymes hexokinase and phosphofructokinase were investigated. Long term effects
of insulin (after 168 hours of in vitro culture) on the transcription of glucose
transporters and glycolytic enzymes and embryo culture criteria such as blastocyst
and hatching rate, blastocyst cell number and ratio of trophectoderm to

embryoblastcells were determined.

Glucose transporters are developmentally expressed in bovine preimplantation
embryos. Trancripts for the isoforms 1, 3, 8 and SGLT-I are of maternal and
embryonic origin and were found to be expressed in all stages investigated.

Glut5 transcription starts with the beginning of the embryonic genome activation at

the 8/16-cell stage. The mRNA expression for Glut2 and Glut4 were restricted to the
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blastocyst stage. While Glut4 transcripts were detected in 8 days old expanded
blastocysts, Glut2 expression was found only in the elongated 14 and 16 days old

embryos.

The mRNA quantification for Glutl and Glut4 in 14 and 16 days old in vitro and in
vivo derived elongated blastocysts showed an increased Glutl expression in 16
compared with 14 days old embryos, while Glut4 expression decreased. In 16 days
old in vivo derived embryos no Glut4 expression was dectetable. A weak expression
of this isoform in in vitro grown embryos suggests, that compared to in vivo embryos

these embryos show a delayed development.

Glutl protein was localised by immunohistochemistry in 8 days and 14 and 16 days
old elongated blastocysts in the cytoplasm and the lateral membranes of
trophectoderm cells. Embryoblastcells show Glutl expression, while endodermcells
do not express the Glutl protein.

Glut4 transcripts were shown by in situ hybridisation in trophectoderm- and
endodermcells of 14 and 16 days old embryos. The Glut4 protein was localised by
immunohistochemistry in 14 and 16 days old elongated blastocysts. In
embryoblastcells Glut4 was localised in the cytoplasm while endoderm- and

trophectodermcells showed a nuclaer staining.

Insulinsupplementation (10pg/mL) of embryo culture media did not have long term
effects on the mMRNA expression of Glutl, 3, 8 and hexokinase and
phosphofructokinase. Blastocysts obtained from in vitro culture under
insulinsupplementation dd result in higher blastcyst cell number and hatching rates.
Short time exposure of blastocyst to insulin increased the gene expression of Glut3,
8, hexokinase and phosphofructokinase in a time dependent manner. These data
suggest a metabolic short time and mitogenic long term effect of insulin on in vitro
derived bovine embryos.

The results of the present work raises new questions, e.g. about the need and
reasons for the expression of such a variety of glucose transporter isoforms during
preimplantation embryo development. Is there a need for an active, energy

dependent mechanism of glucose transport for the embryo and if yes, why and from
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which stage on? Do the mechanisms and regulations of embryonic glucose
transporters differ from the ones known from adult cells? Is there a connection
between differenziation, metabolism and glucose transport? Further studies should
be undertaken to show, if there are connections between glucose transporter
expression, glucose metabolism, metabolic and mitogenic effects of insulin and IGF-
and the developmental competence and viability of the embryo. A better
understanding of these processes will achieve in advancements to characterise and
describe the early development of the embryo not only by morphological but also by
molecular criteria.
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7 Anhang
Gen heterologe Primerpaare — Amplifikation | GréRe [ genspezifische Primerpaare (5'-3’) Grol3e
nicht bekannter boviner cDNAs (5’-3’) in bp in bp
Glutl - F 544
AGCGTCATCTTCATCCCAGC
R
CCACAATGCTCAGGTAGGAC
Glut2 F 427 F 309
AGYTGGAARAGRCTMAGAGG AAAGAGGGGGAAGAAGCATC
R R
TGCTSASATAACTCATCCARG GGCACAAACAAACATCCCAC
Glut3 F 580 F 508
CATYCCCTGGTTTATTGTGGC ATGGCAGTGGCTGGTTGTTC
R R
CARTYCCTCCTGAAATGAAG TCCTGAGCTGAAGAGAATGTCC
Glut4 - F 497
CTCTCTTCCCCATTACTTCCAG
R
GAAGGCTGAGCAAGAGGACTGAG
Gluts F 607 F 531
AGGAGGATGAGGCWGAGAAG CATCTCCATCATCGTCCTCA
R R
TCTTCCCRTTCATYCARGTG GTAGATGGTGGTGAGGAGAC
Glut8 F 986 F 632
ATCTCSGAAATCGCCTACCC CCTTCATCATCGGCATCTCC
R R
GGCTGTGAYTTGTTCCAGAGTC AGTCTTCCCTTTGGTCTCAG
SGLT-I F 550 F 460
CACYGCCCTYTACACAATYAC ATCAGGCCTCGCAGTCCATTG
R R
TGGCRCTGTTGAAGATGGAG ATGGTGCCTTCGTGACAAAATAC
Phospho F 588 F 404
fruktokinase GCMGGAGCTTYRWGAACAAC ACTGCTTCCTGCCTTCCATC
R R
GATRAACACBCGYCGCTTGGT CAACTGGGAGGTATACAAGC
Hexokinase - F 723
GAACTATGTGGTGAAGCTGC
R
ATACTGTGGGTGCGTCTTGT

Tabelle 21: Zusammenstellung der verwendeten Primerpaare (F = Forward, R = Reverse), die fiir die

PCR-Amplifikation der ausgewiesenen cDNA der entsprechenden Gene benutzt wurden. Die als

heterologe Primer

boviner cDNA-Sequenzen eingesetzt.

bezeichneten Oligonukleotide wurden fur die PCR-Amplifikation unbekannter
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Antigen | Firma/ Institut | Katalog Beschreibung/ | Epitope Bekannte Applikationen
Nummer | Herkunft Spezifitat
Glutl Santa Cruz sc 1605 polyclonal/ C-Terminus Maus, Ratte, | WB, IP, IHC
Biochemicals Ziege Mensch
Santa Cruz sc 7903 polyclonal/ AS 218-260 der Maus, Ratte, | WB, IP, IHC
Biochemicals Kaninchen humanen Proteinseq. | Mensch
Glut2 Chemicon AB 1342 | polyclonal/2< Exoplasmat. loop (40- | Maus, Ratte, | WB, IP, E
Kaninchen 55AS) der Helices Mensch
lund 2
Pharmakologie polyclonal/ C-Terminus Mensch WB
RWTH Aachen Kaninchen
Glut3 Chemicon AB 1345 | polyclonal/ C-Terminus Mensch IHC, WB, E
Kaninchen (12 AS)
Glut4 Santa Cruz sc 1608 polyclonal/ Maus, Ratte, | ICH, WB, IP
Biochemicals Schaf Mensch
Santa Cruz sc 7938 polyclonal/ AS 230-290 der Maus, Ratte, | WB, IP, IHC
Biochemicals Kaninchen humanen Proteinseq | Mensch
Chemicon AB 1346 polyclonal/ AS 498-509 der Maus, Ratte, | WB, IHC, E
Kaninchen Mausproteinseq. Mensch
DPC BM 436 monoclonal/ Mensch, Affe, | IHC, IP, WB
Ms 1gG 1F8 Ratte, Maus,
Kaninchen,
Huhn
Gluts Chemicon AB 1041 | polyclonal/ C-Terminus (12 AS) Mensch IHC, WB, DB
Kaninchen
Glut8 Pharmakologie polyclonal/ C-Terminus Mensch, WB bei
RWTH Aachen Kaninchen Maus Uberexpression
in COS-7
Zellen
Gynéakologie polyclonal/ C-Terminus Maus WB, ICH
Washington Kaninchen
Universitat
St. Louis
SGLT-I Chemicon AB 1352 polyclonal/ AS 402-420 der Mensch, WB, IP, E
Kaninchen Kaninchenproteinseq. | Maus, Ratte,
Hund,
Kaninchen,
Schwein

Tabelle 22: Zusammenstellung der Antikérper gegen Glukosetransporter, die auf Kreuzreaktivitat mit

Rinderprotein mittels Immunohistochemie und/oder Western Blot getestet wurden (WB = Western blot,

IP = Immunoprazipitation, IHC = Immunohistochemie).
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IVM-Medium

Medium M199 — C (Karbonat gepuffert)
M-199 # 3769 0.98 g
Kanamycin 0.0075 g
Sodium Bicarbonate 0.21 g
Cell Culture Water # 3500 100 mL

IVE-Medien

TALP — Calcium frei 10x

TALP — Calcium frei

Fert — TALP

TALP Calcium | TALP Fert TALP
frei 10x Calcium frei
HEPES 2.38 0.476 g NaCl 0.6658 g
Kanamycin 0.075 0.015 g KCI 0.0239 g
KCI 0.230 0.046 g NaHCO3 0.2100 g
MgCl» 6H20 0.310 0.062 g NaH,PO, 2H,0O 0.0041 g
Na pyruvate 0.110 0.022 g CaCl, 2H,0 0.0294 g
NapHPO4 0.040 0.008 g MgCl, 6H,0 0.0048 g
NaCl 5.4 1.08 g Penicillamin 0.0003 g
Na Laktat 60% 3700 740 ul Na Laktat 60% 0.1860 g
NaHCO3 2.1 0.420 g Wasser 100 mL
PVA - 0.200
Wasser 100 200 mL
Wasch-Medium und Slicing-Medium

Medium M-199 — D (Hepes gepuffert)

Slicing Medium - modifizierte PBS
M-199 Hepes 4.9 g Slicing Medium — mod. PBS | # 6650
PVA 0.5 g BSA #3311 | 0,5 g
BSA Fraction V | #3311 | 2.0 g Heparin 0,005 | g
Penicillin 0.0275 |g Wasser # 3500 | 500 mL
Streptomycin 0.035 g
Heparin 0.005 g
Hepes 25mM 3.25 g
Wasser # 3500 | 500 mL
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IVC-Medium
SOF (Synthetic Oviductal Fluid)
NacCl 0.63 g
KCI 0.0537 g
KHoPOy4 0.0163 g
NaHCO3 0.21 g
MgCl» 6H20 0.00476 | g
CaCly 2H>0 0.025 g
Na Laktat 60% 0.062 pl
Glukose 0.027 g
Phenolrot 0.001 g
Wasser # 3500 100 ml

vor jedem Gebrauch werden a 10mL Medium hinzugegeben:

essentielle Aminosauren 200 pL
nicht essentielle Aminosauren 100 pL
Pyruvat 36 pL
Glutamin 50 pL
Gentamycin 50 l

BSA (fatty acid free) # 8806 80 mg

Tabelle 23 Ubersicht der fir die In-vitro-Produktion von Rinderembryonen verwendeten Medien. Alle

Chemikalien wurden von Sigma (Deisenhofen) bezogen.

Katalognummern (#) angegeben.

Far

spezielle Reagenzien sind die
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Gesamt-RNA Standard-RNA

-aliquotierte Verdiinnungsreihe -

e, DTV VRV

5 ﬁ_/a’./
5 3 1 0,1 0,01 0,001 0,0001
| Einheiten
, 3
5: — 3
5— 73
S —
*’ 3

Reverse Transkriptase-Reaktion — cDNA-Synthese

v

PCR

!
e UV

PCR-Amplifikat der
«4— Proben-cDNA
I PCR-Ampilifikat der
Standard-cDNA

- densitometrische Bestimmung der O.D. der PCR-Produkte

- Ermittlung des Aquivalenzpunktes zwischen Probe und Standard

- Aquivalenzpunkt = Menge eingesetzter Standard-RNA entspricht der

Transkriptmenge der spezifischen mRNA im Bezug auf die isolierte

Gesamt-RNA (Standard/Proben =1)

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung der kompetitiven RT-PCR, wie sie zur Bestimmung der

Transkriptmengen von Glutl und Glut4 in 14 und 16 Tage alten in vivo und in vitro gewachsenen

Blastozysten durchgefuhrt wurde.
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RNA-Isolation

¢ RT- Reaktion

Glutl cDNA 544bp Glut4 cDNA 497 bp
v PCR
G1F ;
—> 111 bp Sy N
<_
stl — GIR 12|5 b G4R
154 bp 279 bp P _
o 2. PCR mit
Restriktion G4F int und G4R
Gelektrophorese
v Frggmentaufrelnlgung GA4F int
111 bp (Wizard Promega) \l I
154 bp 279 bp r -
Ligation 3. PCR mit
PCR G4F und G4R
v
(ﬁ; G4F
<_ |
GI1R G4R
433 bp Glutl-Standard-DNA 395 bp Glut4-Standard-DNA

Klonierung in pPGEM-T
Restriktion mit Ncol

In vitro Transkription mit sp6

v RNA Polymerase

Glutl- und Glut4-Standard-cRNA
- RNA Quantifizierung (O.D. 260 nm)
- Verdunnnungsreihe der Standard-RNA

Abbildung 2-2 Schematische Darstellung fiir die Herstellung der Standard-RNA fur den Glutl (A)
bzw. Glut4 (B). Die aus den Deletionsklonen durch In-vitro-Transkription erhaltenen Standard-cRNAs
wurden nach Konzentrationsbestimmung am UV-Spektrophotometer in Aliquots einer definierten

Verdiuinnungsreihe bei —80°C aufbewahrt und konnten spater @ir die kompetitive RT-PCR eingesetzt
werden.
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8 Abkulrzungsverzeichnis

BCIP
BSA
cDNA
cds
cRNA
DNA
ECL
EST
FCS
FITC
Glut
GSV
HRP
IGF-I
ICM
IFN-tau
IHC
IvVC
IVF
IVM
kDa
Km
KOK
NBT
PAGE
PBST
PCR
PDGF
PFK
PGF,4
p.i.
p.o.
PVA
RNA
RT
SDS
SGLT
SOF

5-Brom-4-Chlor-Indolylphosphat
Rinderserumalbumin
komplementare DNA

coding sequence
komplementére RNA
Desoxyribonukleinsaure
enhanced chemoluminiscence
expressed sequence tag
fetales Kélberserum
Flouresceinisothiocyanat
Glukosetransporter

glut4 storage vesicle

horse radish peroxidase

insulin growth factor |

inner cell mass

interferon-tau
Immunhistochemie
In-vitro-Kultur
In-vitro-Fertilisation
In-vitro-Reifung

Kilodalton

Michaelis-Menten Konstante
Kumulus — Oozyten — Komplexe
Nitroblau-Tetrazoliumsalz
Polyacrylamidgelektrophorese
phosphatgepufferte Saline undTritonX-100
Polymerasekettenreaktion
plateled derived growth factor
Phosphofruktokinase
Prostaglandin Fy4

post inseminationem

post ovulationem
Polyvinylalkohol
Ribonukleinséure

Reverse Transkriptase
Natriumdodecylsulfat
Natrium-abhangiger Glukosetransporter

synthetic oviductal fluid
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TALP
TGF-
TCM
TNBS
utr

WB

Vmax

Tyrode’s Lactat Albumine Pyruvate
transforming growth factor

tissue culture medium
Trinitrobenzensulfonséure
untranslated region

Western Blot

maximale Geschwindigkeit
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