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Referat und bibliografische Beschreibung

Der Arylhydrocarbonrezeptor (AhR), ein durch Liganden aktivierter Transkriptionsfaktor,
wurde beziiglich seiner Rolle als Vermittler toxischer Effekte von Umweltgiften, wie zum
Beispiel 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-Dioxin (TCDD), untersucht. Neuere Studien berichten
iiber eine potentielle Rolle des AhR in der Physiologie des Ovars, insbesondere bei der
Reifung der Oozyten. Das Ziel der hier vorliegenden Studie ist die Analyse der AhR-
Aktivierung und seiner Rolle wihrend der In-vitro-Maturation (IVM) von Sdugetieroozyten
aus physiologischer und toxikologischer Sicht. Dafiir wurden Kumulus-Oozyten-Komplexe
(KOKs) vom Rind wihrend der In-vitro-Reifung mit dem Serin/Threoninkinaseinhibitor 6-
Dimethylaminopurine  (6-DMAP), mit einem Inhibitor der Proteinbiosynthese,
Cycloheximide, und einem spezifischen Inhibitor der MAPK-Kinase, PD98059, behandelt
und die Wirkung auf IVM und die Expression der AhR-Zielgene mit Hilfe
molekularbiologischer Techniken auf mRNA- und Proteinebene untersucht. Unter der
Behandlung mit 6-DMAP konnte eine signifikante Reduktion der Kernreifungsrate sowie der
Transkription von CYP1Al und der MAP-Kinase (MAPK) beobachtet werden.
Cycloheximide inhibierte die Reifung der KOKs, zeigte jedoch keinen signifikanten Einflufl
auf die Expression von CYP1A1l. PD98059 fiihrte zu einer 3-stiindigen Verzégerung der
Aktivierung von CYP1A1 und MAPK wihrend der IVM. Diese Ergebnisse legen eine
Beteiligung von Serin/Threoninkinasen an der Regulation des AhR wihrend der Maturation
von Rinderoozyten nahe. Des Weiteren wurde untersucht, ob und unter welchen Umstinden
der AhR in Kumulus-Oozyten-Komplexen vom Schwein aktiviert wird und wie sich in der
Entwicklung befindliche Oozyten durch exogene AhR-Liganden in ihrer Reifung
beeinflussen lassen. Die Ergebnisse zeigen, dass es wihrend der In-vitro-Reifung von KOKs
vom Schwein zu einer konstitutiven Induktion von CYP1A1 kommt und lassen somit auf
eine Aktivierung des AhR durch die Anwesenheit noch unbekannter endogener Liganden
schlieBen. Die Anwesenheit von exogenen Liganden des AhR, in diesem Fall B-
Naphthoflavone, fithrte iiber eine Induktion von Apoptose in den Kumuluszellen zur
Ovotoxizitit. Die Tatsache, dass dieser Effekt bei Anwesenheit von Follikelfliissigkeit im
Maturationsmedium nicht auftrat, deutet auf noch nicht identifizierte Komponenten in der
Follikelfliissigkeit mit einer protektiven Rolle gegeniiber schidlichen exogenen Liganden fiir

die Eizellreifung hin.
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1 Einleitung

1.1 Der Arylhydrocarbonrezeptor
1.1.1 Eigenschaften und Funktion

Der Arylhydrocarbonrezeptor (AhR), ein durch Liganden aktivierter Transkriptionsfaktor,
wurde 1976 von Poland und Mitarbeitern entdeckt (Poland et al., 1976). Er ist ein Mitglied
der basic helix-loop-helix (bHLH)-Per-ARNT-Sim (PAS)-Familie. Diese besteht aus
regulatorischen Transkriptionsfaktoren, die schon friih wihrend der Embryogenese
exprimiert werden und eine wichtige Rolle wihrend der Entwicklung spielen. Diese
beinhaltet im Detail Funktionen im Rahmen der Neurogenese, der Morphogenese des
Atemtraktes, des Metabolismus toxischer Substanzen, des zirkadianen Rhythmus, von
Reaktionen auf Hypoxie, von Hormonrezeptorfunktionen und der Reproduktion (Chang und
Puga, 1998).

Das gemeinsame Merkmal aller bHLH-PAS Proteine stellt die PAS-Domiéne dar, die nach
den ersten drei Proteinen benannt wurde, in denen diese Domine entdeckt wurde: das
Drosophila-Protein Per, das menschliche Protein Arylhydrocarbon nuclear translocator
(ARNT) und das Drosophila-Protein Sim (Nambu et al., 1991).

Der Rezeptor wird nahezu ubiquitdr exprimiert (Okey et al., 1994). Zwischen den Spezies
gibt es Unterschiede in der Bindungsaffinitit und dem Molekulargewicht. Es wurden
Molekulargewichte von 95 kDa (C57BL/6-Mauslinien), 104 kDa (Kaninchen), 124 kDa
(Hamster) bis 130 kDa (Wildmaus) nachgewiesen (Poland und Glover, 1987).

Eine der Hauptfunktionen des AhR besteht in der Vermittlung toxischer Effekte von
Umweltgiften, wie zum Beispiel den polychlorierten Dibenzodioxinen und Dibenzofuranen,
sowie den koplanaren polychlorierten Biphenylen (PCBs), die den Dioxinen in ihrer Struktur
sehr dhnlich sind. Diese chemischen Verbindungen werden zu der Gruppe der
diaromatischen polyhalogenierten Arylhydrocarbone (PAHs) gezidhlt. Weitere solche
Xenobiotika sind Dibenzo[a]anthrazene (DMBA) und Flavone (Nebert et al., 2004). Der
stiarkste Ligand des AhR ist das 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) (Safe, 1984).
Das gemeinsame Merkmal dieser chemischen Verbindungen besteht in einer schidlichen
Wirkung auf die Gesundheit von Mensch und Tier. Verdnderungen im Zellwachstum und der
Zelldifferenzierung, von Homoostase und Hormonbalance (DeVito und Birnbaum, 1995)
und eine Reproduktionstoxizitdt sind beschrieben (Fischer, 2000; Stapleton und Baker,
2003).

In den letzten Jahren wird dem AhR aufgrund von neuen Erkentnissen auf diesem Gebiet
zusdtzlich zu seiner Rolle als Mediator der toxischen Effekte von Xenobiotika eine

physiologische Rolle zugeschrieben. Der Rezeptor existiert seit tiber 450 Millionen Jahren
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(Hahn, 2002). Sein Ursprung liegt in einer Zeit, in der Art und AuBmafl der
Umweltverschmutzung, wie sie heute besteht, nicht existierte. Der Ah-Rezeptor wird zu
verschiedenen Zeitpunkten wihrend der Entwicklung in einer Vielzahl von Geweben
verschiedener Spezies, zum Beispiel in Lunge, Niere, Leber, Milz, Herz- und
Skelettmuskel, sowie in Thymus und Plazenta exprimiert (Ema et al., 1992; Carver et al.,
1994; Hayashi et al., 1994; Pohjanvirta und Tuomisto, 1994). Damit lédsst sich eine alleinige
Funktion im Rahmen des Metabolismus toxischer Substanzen ausschlieBen (Abbott et al.,
1998; Jain et al., 1998; Tscheudschilsuren et al., 1999).

Um die Rolle des AhR ohne eine Aktivierung durch einen exogenen Liganden zu
untersuchen, wurden Experimente mit Mausen durchgefiihrt, in denen der Rezeptor nicht
exprimiert wird (Fernandez-Salguero et al., 1995; Schmidt et al., 1996; Mimura et al., 1997).
Diese werden als AhR-Nullmduse beziehungsweise AhR-Knockoutmduse (AhRKO-Miuse)
bezeichnet. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass der Rezeptor eine Rolle bei der
Reproduktion, dem Uberleben von Neugeborenen und dem Wachstum spielt (Fernandez-
Salguero et al., 1995; Schmidt et al., 1996; Mimura et al., 1997; Gonzalez und Fernandez-
Salguero, 1998).

Es gibt vielféltige Hinweise auf eine mogliche Beteiligung des Rezeptors an ovariellen
Mechanismen (Barnett et al., 2007a,b). Bei fehlender Expression des Rezeptors in
weiblichen Knockoutmdusen konnten eine Reihe komplexer Defizite wihrend der
Reproduktion ermittelt werden. Diese beinhalteten eine erhthte Mortalititsrate dieser Miuse
wihrend der Schwangerschaft und Stillzeit, eine kleine Wurfstirke zur Geburt, eine
geringere Uberlebensrate von Neugeborenen in den ersten zwei Wochen nach der Geburt
und das Sterben von Neugeborenen nach dem Abstillen

Zusammenfassend sprechen diese Ergebnisse fiir die Existenz von natiirlichen, endogenen
Liganden des AhR. Bis heute ist die Identifikation eines physiologischen Liganden des AhR,
der AhR-abhingige Signale unter physiologischen Bedingungen vermittelt, nicht gelungen.
Als potentielle physiologische Liganden gelten Tryptophanderivate und Indol(3,2-
b)carbachol (Kleman et al., 1992; Rannug et al., 1995), Bilirubin (Sinal und Bend, 1997) und
Flavone (Reiners et al., 1999), die mit hoher Aktivitit an den AhR binden.

Adachi et al. (2001) gelang es, in menschlichem Urin die Tryptophan-Analoga Indirubin und
Idigo nachzuweisen, die beide im direkten Vergleich zu TCDD eine hohere Affinitdt zum

Ah-Rezeptor aufwiesen.
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1.1.2 Ah-Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion

Die Ergebnisse von Studien beziiglich der Aktivierung des Rezeptors lassen vermuten, dass
der AhR das einzige Mitglied dieser Familie von Transkriptionsfaktoren zu sein scheint, bei
dem eine Bindung durch einen Liganden die Voraussetzung fiir eine Aktivierung darstellt
(Chang und Puga, 1998). Vor einer Bindung durch einen potentiellen Liganden befindet sich
der Rezeptor in Assoziation mit dem Hitzeschockprotein 90 (hsp90) (Denis et al., 1988;
Perdew, 1988) und einem Immunophilin-Related-Protein von einer Proteingrosse von 38
kDa (XAP2) (Ma und Whitlock, 1996; Carver und Bradfield, 1997; Meyer et al., 1998).
Dieser Assoziationskomplex ist im Zytoplasma lokalisiert. Die Bindung eines Liganden an
den AhR fiihrt zu Verdnderungen seiner Konformation und resultiert in der Aussendung
eines Signals und einer sich anschlieBenden Translokation des gesamten Komplexes in den
Zellkern (Pollenz et al., 1994).

Im Zellkern erfolgt eine Ablosung von hsp90 und XAP2 und eine Dimerisierung mit ARNT.
Dieser Schritt dient der Bildung eines aktiven Transkriptionsfaktors, der mit hoher Affinitét
an spezifische DNA-Sequenzen bindet (Reyes et al., 1992). Die spezifischen Sequenzen
werden als xenobiotic-responsive elements (XREs), auch als dioxin-responsive elements
(DREs), bezeichnet und befinden sich in der Promoterregion der durch den AhR regulierten
Genen. Als Resultat der Interaktion zwischen dem Transkriptionsfaktor und den DNA-
Sequenzen kommt es zur Transkription der entsprechenden Zielgene (Denis et al., 1988)

(Abb. 1).

ZYTOPLASMA

Abb. 1 Der AhR-Signalweg mit einem der bekanntesten Zielgene, dem CYP1ALI.
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1.1.3 Ah-Rezeptor-Zielgene

Zu den Mitgliedern der sogenannten Ah-Rezeptor-Genbatterie zdhlen Gene, deren
Expression durch dioxinartige Verbindungen beeinflusst wird (Abbott, 1995).

Eine Gruppe umfasst die Cytochrom P 450 Monooxygenasen 1A1, 1A2 und 1B1; die
Gluthatione S-Transferase =nl; die Aldehyd-3-Dehydrogenase; die NAD(P)H-Quinon-
Oxidoreduktase und die UDP-Glukuronosyltransferase (Poland und Knutson, 1982; Nebert
und Gonzalez, 1987; Dunn et al., 1988; Jaiswal et al., 1988; Bock et al., 1990). Die
Induktion dieser Enzyme stellt eine adaptive Antwort der Zelle auf die Wirkung chemisch
toxischer Verbindungen dar und fiihrt tiber eine Oxygenierung zu der Entgiftung diverser
Xenobiotika (Conney, 1982).

Zusitzlich wurden Gene identifiziert, die in die Proliferation und Differenzierung von Zellen
involviert sind, wie zum Beispiel Plasminogen Aktivator-Inhibitor 2 (PAI-2), Interleukin 1
(IL-1B) (Sutter et al., 1991) und die Protoonkogene c-fos und c-jun (Puga et al., 1992).

Des Weiteren gehoren dazu auch Gene, die in direkter Verbindung mit Wachstumsfaktoren
und den Signalwegen von Hormonrezeptoren, wie dem Rezeptor des Epidermalen
Wachstumsfaktor EGF (epidermal growth factor) und dem Ostrogenrezeptor, stehen (Poland
und Knutson, 1982; Safe, 1986; Peterson et al., 1993; Huff et al., 1994).

1.1.4 Die toxikologische Rolle des AhR im Ovar

Der AhR und ARNT konnten im Ovar von Madusen, Ratten, Kaninchen, Rindern und
Menschen nachgewiesen werden [Ratte: (Chaffin et al., 2000), Kaninchen: (Hasan und
Fischer, 2003), Mensch: (Khorram et al., 2002), Rind: (Pocar et al., 2004) und Maus:
(Robles et al., 2000)] und hat fiir die Physiologie des Ovars eine wichtige Bedeutung
(Benedict et al., 2000,2003; Barnett et al., 2007a,b). Liganden des AhR sind in der Lage die
Funktion des Ovars zu verdndern.

Die Exposition von Ratten gegeniiber TCDD resultierte in einem signifikant geringerem
Gewicht des Ovars (Gao et al., 1999; Son et al., 1999). Li et al. (1995) und Cummings et al.

(1996) konnten bei Einsatz von TCDD einen Verlust des physiologischen ovariellen Zyklus
von ausgewachsenen Ratten beobachten, wihrend Chaffin et al. (1996) und Giavini et al.
(1983) iiber eine reduzierte Ovulationsrate berichteten.

In Experimenten mit Rhesusaffen konnte unter Einflul von TCDD eine Stérung des
Ostrogenzyklus beobachtet werden (Allen et al., 1977; Barsotti et al., 1979). Eine Exposition
von Nagetieren gegeniiber polychlorierten Biphenylen resultierte in Stérungen der
Funktionen des Ovars, wie zum Beispiel einer Reduktion der Anzahl der Keimzellen

(Ronnback und de Rooij, 1994) und der Anzahl der Follikel (Jonsson et al., 1975).
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In weiteren Studien beziiglich der Wirkung von Umweltgiften wurde iiber Verdnderungen im
Menstruationszyklus, Amenorrhoe und eine Hemmung der Ovulation in nicht-menschlichen
Primaten berichtet (Muller et al., 1978; Barsotti et al., 1979).

Es existieren nur sehr wenige Untersuchungen iiber die Effekte der PAHs auf den
menschlichen Organismus. In Follow-up-Studien mit Frauen, die akzidentell hohen
Konzentrationen von PCBs, polychlorierten Dibenzofuranen (PCDF) und TCDD ausgesetzt
waren, wurde eine Irregularitit im Menstruationszyklus nachgewiesen. Interessanterweise
wurden diese Storungen vor allem bei den Frauen entdeckt, die sich wihrend der Exposition
noch in der primenarchalen Phase befanden. Diese Erkenntnis fiihrt zu der Annahme, dass
Unterschiede in der Sensitivitit gegeniiber Xenobiotika bestehen, die vom reproduktiven
Entwicklungsstadium der Frau zum Zeitpunkt der Exposition abhingig sind (Mendola et al.,
1997; Yu et al., 2000; Eskenazi et al., 2002). Somit wird das Ausmal} einer Schidigung
durch reproduktiv toxische Verbindungen durch die Phase im reproduktiven Leben eines
Organismus determiniert, in der es zu der Exposition gekommen ist. Zusitzlich gibt es nur
sehr wenige Studien, die sich mit den Effekten einer prinatalen Einwirkung von PAHs auf
die Entwicklung des Ovars beschiftigt haben.

Eine Behandlung von Nagetieren wihrend der Gestation mit TCDD wihrend kritischer
Phasen der Organogenese wirkte sich schidlich auf die Entwicklung des reproduktiven
Systems aus. Eine Exposition von Nagetieren mit TCDD in utero beeinflusste die Anatomie
und Funktion der Geschlechtsoragane bei weiblichen Nachkommen, beispielsweise traten
ein reduziertes Gewicht des Ovars, eine Reduktion der Anzahl der Corpora lutea, ein zu frith
einsetzender Alterungsprozess des Ovars und ein frith auftretender Riickgang der
Fruchtbarkeit auf (Silbergeld und Mattison, 1987; Gray et al., 1997; Wolf et al., 1999).

Im Rahmen einer prinatalen Exposition mit PCBs, wurde eine um 40-50 % reduzierte
Anzahl der Follikel in allen Stadien der Entwicklung, verglichen mit der Kontrollgruppe,
beobachtet. Diese Verinderung fithrte zu einer frithzeitigen Alterung des
Reproduktionssystems in den exponierten Nachkommen (Ronnbck, 1991). Die
Ahnlichkeiten der Effekte von Dioxin-dhnlichen PCBs und TCDD (Gray und Kelce, 1996;
Smits-van Prooije et al., 1996) legen den Schluf} nahe, dass der AhR an diesen Vorgéingen
beteiligt ist.
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1.1.5 Die physiologische Rolle des AhR im Ovar

Es gibt vielfiltige Hinweise fiir eine Funktion des AhR-Signalweges im Rahmen der
Regulation der Physiologie des Ovars. Es wird vermutet, dass er das Wachstum der Oozyten
und der Follikel wihrend der pri- und postnatalen Phase beeinflussen konnte (Benedict et
al., 2000). Einige Studienergebnisse sprechen fiir eine Rolle des AhR bei der Regulation der
Apoptose wihrend der weiblichen Gametogenese und Follikulogenese.

Weibliche Miuse, in einem Alter von 53 Tagen, die den AhR nicht exprimierten, zeigten
eine reduzierte Rate antraler Follikel (Benedict et al., 2000) und eine Unfidhigeit der
Keimzellen, in die Apoptose einzutreten (Robles et al., 2000). Eine reduzierte Zahl von
Antrafollikeln konnte die in Schwangerschaft und Stillzeit erforderliche Hormonsynthese
eventuell nicht leisten und so die beobachteten Effekte in AhR-Knockoutmdusen erkliren
helfen. Zusitzlich wurde herausgefunden, dass bei Abwesenheit des AhR das
Follikelwachstum gehemmt und die Zahl der ovulierenden Follikel, die sich zu Corpora lutea
entwickeln, reduziert wird (Benedict et al., 2003).

Barnett et al. (2007b) berichten iiber ein gestortes Follikelwachstum in AhRKO-Miusen.
Ursachen fiir die beobachteten Effekte sind eine Reduktion der Proliferation von
Granulosazellen, Storungen des Zellzyklus und der Bildung sowie des Ansprechen auf
Ostradiol. Ein reduziertes Ansprechen auf Gonadotropine ist durch verminderte Level von
Gonadotropinrezeptoren im Ovar verursacht und hemmt die fiir die Ovulation notwendige
Synthese von Ostradiol (Barnett et al., 2007a).

Die Erkentnisse aus den Studien mit den AhRKO-Miusen und der Nachweis einer
konstitutiven Expression des AhR in der humanen Granulosazelllinie KGN (Horling, 2009)
und des Hauptzielgenes CYPIA1l im Ovar und den Oozyten der Maus, sowie die
Notwendigkeit einer konstitutiven Stimulation der Aktivitit des AhR fiir die physiologische
Eizellreifung beim Rind (Pocar et al. 2004) unterstiitzen die Hypothese einer moglichen

Funktion des AhR bei der Regulation der Oozytenreifung.
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1.2 Die Interaktion zwischen dem AhR und der Mitogen Activated
Protein Kinase (MAP-Kinase)

1.2.1 Die Funktion von Phosphorylierungen/Dephosphorylierungen bei der
Regulation der Reifung

Studien zu molekularen Mechanismen, die in die zelluliren Vorginge wihrend der
Fortsetzung der Meiose involviert sind, beschreiben eine Beteiligung von
Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsprozessen, die durch Proteinkinasen und
Proteinphosphatasen induziert werden, an der Regulation dieser Vorginge (Dekel, 1996;
Whitaker, 1996; Ferrell, 1999).

Sdugetieroozyten werden im Verlauf der 1. Reifeteilung der Meiose in der Prophase
arretiert, bis es in vivo durch den Anstieg der Konzentration von Luteinisierendem Hormon
(LH) beziehungsweise in vitro durch adidquate Kulturbedingungen zu der Fortsetzung der
Meiose kommt (Pincus und Enzmann, 1935; Edwards, 1965). Die Wiederaufnahme der
Meiose ist durch zahlreiche morphologische Verdnderungen im Zellkern und Zytoplasma
gekennzeichnet. Die nukledren Vorgidnge umfassen das Wachstum des Zellkernes zum
Keimbldschen, auch als Germinalvesikel (GV) bezeichnet, den Abbau der Kernmembran
[Germinal Vesicle breakdown (GVBD)], die Kondensation des Chromatin, die Formation
des Spindelapparates und eine Weiterentwicklung bis zu Stadium Metaphase II. Diese wird

im Falle einer Fertilization aufgehoben (Wassarman und Albertini, 1994).



Einleitung 8

1.2.2 Maturation Promoting Factor (MPF)

Dem Maturation Promoting Factor (MPF) wurde eine bedeutende Rolle im Rahmen des
physiologischen Ablaufes der Meiose zugeschrieben, da eine Aktivierung des Faktors vor
dem Beginn des GVBD oder zum Einsetzten des GVBD erfolgt (Hashimoto und Kishimoto,
1988; Choi et al., 1991; Kalous et al., 1993; Gavin et al., 1994).

Der MPF-Komplex wird aus der katalytischen Untereinheit p34 und dem Cyclin B, der
regulatorischen Untereinheit, gebildet (Draetta und Beach, 1988; Brizuela et al., 1989) und
ist in seiner aktiven Form dazu fihig, Proteine an Serin/Threoninresten zu phosphorylieren.
Dazu gehoren insbesondere Proteine, die an der Bildung der Zellkernhiille und an der
Kondensation des Chromatin und der Organisation des Zytoskeletts beteiligt sind (Gurley et
al., 1978; Peter et al., 1992; Verde et al., 1992).

In Studien wurde die Kaskade der Mitogen Activated Protein Kinasen (MAPK) als ein
weiteres regulatorisches System bei der Progression der Meiose von Oozyten identifiziert

(Ruderman, 1993).

1.2.3 Mitogen activated Protein Kinase (MAP-Kinase)

Die 44/42 MAP-Kinasen, die auch als Extracellular Signal-Regulated Protein Kinases
(ERK 1 oder p44™* und ERK 2 oder p42 ™) bezeichnet werden, gehéren zu der Familie der
Serin/Threoninkinasen, zu deren Aktivierung eine Phosphorylierung an Threonin- und
Tyrosinresten erforderlich ist (Posada und Cooper, 1992). In Eizellen von M#usen, Ratten,
Ziegen, Schweinen und Rindern konnten beide Isoformen [Maus: (Sobajima et al., 1993;
Verlhac et al., 1993), Ratte: (Goren et al., 1994), Ziege: (Dedieu et al., 1996), Schwein:
(Inoue et al., 1995), Rind: (Fissore et al., 1996)] nachgewiesen werden.

44/42 MAPK wird direkt iiber eine Phosphorylierung von Threonin-183 und Tyrosin-185
durch eine spezifische Proteinkinase, die MAPK-Kinase (MAPKK auch MAPK-ERK-
Kinase 1, MEK1 genannt), aktiviert (Crews und Erikson, 1992). In somatischen Zellen wird
MEKT iiber die Phosphorylierung durch die Serin/Threoninkinase raf 1 (MAPKKK)
aktiviert (Seger und Krebs, 1995). In den Oozyten von Wirbeltieren wird MEK1 iiber eine
Phosphporylierung durch MOS  aktiviert. MOS ist eine keimzellspezifische
Serin/Threoninkinase (Papkoff et al., 1982) und ein Produkt des Proto-Onkogens c-mos,
dessen RNA als maternale Information in der wachsenden Oozyte gespeichert wird (Gebauer
und Richter, 1997) (Abb. 2).

Die inaktive Form der MAP-Kinase und MAPKK befinden sich in kultivierten somatischen
Zellen im Zytoplasma der entsprechenden Zelle. Nach der Aktivierung wandert ein Teil von
ihr in den Zellkern, um die extrazelluldren Signale in den Zellkern zu iibertragen (Chen et

al., 1992; Seth et al., 1992; Gonzalez et al., 1993; Lenormand et al., 1993).
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Abb. 2 Signalweg der MAP-Kinasen.

Eine Aktivierung von MAPKK und MAPK findet wihrend der Oozytenreifung
verschiedener Spezies, wie z.B. Meereswirbeltieren (Sanghera et al., 1991; Shibuya et al.,
1992), dem Krallenfrosch (Gotoh et al., 1991a; Posada und Cooper, 1992) und Sdugetieren
[Maus: (Sobajima et al., 1993; Verlhac et al., 1993; Verlhac et al., 1994), Rind: (Fissore et
al., 1996)], statt. Zusétzlich konnten Inoue et al. (1998) durch Mikroinjektion der aktiven
Form in den Zellkern unreifer porziner Eizellen den GVBD auszuldsen. Das deutet auf eine
Beteiligung der MAP-Kinase in der Vermittlung reifungsinduzierender Signale vom
Zytoplasma in den Zellkern hin.
In Kulturen mit unterschiedlichen Zelllinien und wihrend der Oozytenreifung von
Krallenfrosch- und Mausoozyten konnte nachgewiesen werden, dass die MAP-Kinasen als
Antwort der Zelle auf die Einwirkung von Wachstumsfaktoren aktiviert werden (Cobb et al.,
1991; Ferrell et al., 1991; Gotoh et al., 1991a,b; Shibuya et al., 1992; Verlhac et al., 1993).
Es existieren zahlreiche molekulare, sowohl zytoplasmatische als auch nukledre Substrate,
die die MAP-Kinase phosphoryliert (Seger und Krebs, 1995).
Zu den zytoplasmatischen Zielproteinen gehoren Proteine des Zytoskeletts (Verlhac et al.,

1993; Minshull et al., 1994) und Lamine (Peter et al., 1992), die beide eine Rolle wihrend

der Reifung der Eizellen spielen.
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Davis (1993,1995) berichtet iiber weitere Ziele von MAPK, zu denen die Phospholipase A2,
die Transkriptionsfaktoren c-Jun und c-myc, sowie der membranstindige EGF-Rezeptor
gezidhlt werden. Das erste identifizierte und am intensivsten charakterisierte physiologische
Substrat der MAP-Kinase ist die Proteinkinase p90”k, die dazu fihig ist, das S6-Protein, das
einen Teil der 40 S-Ribosomenuntereinheit bildet, in Oozyten von Krallenfroschen zu
phosphorylieren (Jones et al., 1988).

ERK 1/2 ist in der Lage, p90rsk in vivo und in vitro zu phosphorylieren (Dalby et al., 1998).
Studien mit Oozyten vom Krallenfrosch demonstrieren, dass p90™* den iiberwiegenden Teil
der Funktionen der MAPK bei der Regulation der Fortsetzung der Prozesse im Rahmen der
Meiose vermittelt (Bhatt und Ferrell, 1999; Gross et al., 1999; Gross et al., 2000).

Der Signalweg der MAP-Kinase scheint zusitzlich an der Organisation der Mikrotubuli
wihrend der Oozytenreifung beteiligt zu sein. Zhao et al. (1991) zeigten, dass der Finsatz
eines Antikorpers gegen MOS in den Mausoozyten zu einer Hemmung der Bildung eines
meiotischen Spindelapparates fiihrt.

Die MAP-Kinase und MPF werden in Rindereizellen ca. 6 Stunden nach Beginn der Kultur,
vor dem Auftreten des GVBD (ca. 8 Stunden nach Beginn der Kultur), aktiviert und die
Aktivitdt von MAPK steigt bis zur Metaphase I an. Dieses Niveau wird bis zum Stadium der
Metaphase II auf einem gleichbleibenden Niveau gehalten (Fissore et al., 1996).

Dedieu et al. (1996) konnten in Oozyten der Ziege eine Aktivierung der MAP-Kinase nach
dem Auftreten des GVBD nachweisen. In porzinen Oozyten befand sich die MAP-Kinase-
Aktivitit wihrend der Germinalvesikel-Phase auf einem niedrigen Level, der im weiteren
Verlauf zum Zeitpunkt der Metaphase I abrupt anstieg (Inoue et al., 1995). Ahnliche
Verlidufe der Aktivierung sind auch in Oozyten beim Menschen, beim Esel und Kaninchen
beschrieben worden (Goudet et al., 1998; Sun et al., 1999; Yu et al., 2002). In Mausoozyten
findet die Aktivierung von MAPK nach dem GVBD statt (Gavin et al., 1994; Verlhac et al.,
1994).

Es ist weitgehend bekannt, dass in Sidugetieroozyten (vor allem von Nagetieren) zwei
verschiedene Wege zur physiologischen Fortsetzung der Reifung nach der Arretierung im
G2/M -Stadium der Meiose | existieren. Im Fall einer Trennung der Oozyten von den
inhibitorisch wirkenden anderen Follikelkomponenten kommt es zu einer spontanen
Fortsetzung der Reifungsprozesse. Diese passiert unabhingig von der MAP-Kinase. In dem
anderen Fall ist es moglich, die inhibitorischen Effekte der Follikel durch den Einfluf} der
Gonadotropine zu iiberwinden. Fiir diesen Vorgang bedarf es der Aktivierung der MAP-

Kinase (Su et al., 2001; Su et al., 2002; Fan et al., 2003).
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1.24 MAPK und AhR

Eine Vielzahl von Ergebnissen, die bei In-vitro- oder In-vivo-Studien gewonnen werden
konnten, lassen auf eine Funktion der MAPK-Kaskade bei der AhR-Aktivitidt schlieBen
(Puga et al., 2002). In Tierexperimenten lie} sich nachweisen, dass TCDD, der Hauptagonist
von AhR, dazu fihig ist, die Aktivitdt von ERK zu stimulieren (el-Sabeawy et al., 1998).
Weiterhin lie sich eine Funktion der durch TCDD stimulierten MAPK-Kaskade bei der
Induktion der Transkription AhR-abhingiger Gene und vor allem bei der Expression von
CYP1A1l beobachten (Tan et al., 2002). Die Aktivierung von Jun-N-Terminal-Kinasen
(JNK) oder ERK fiihrt iiber die Potenzierung der transkriptionalen Aktivitat von ARNT zu
einer Steigerung der von AhR und ARNT abhingigen Transkription (Tan et al., 2004).

Die MAP-Kinase konnte somit ein weiteres Ziel fiir TCDD in der Zelle darstellen, iiber das
die Aktivitit des AhR-Komplex moduliert wird.

Diese Studien =zeigen, dass die Regulation der MAPK-Kaskade eine essentielle
regulatorische Komponente des AhR in seiner Funktion als Transkriptionsfaktor darstellt.
Soweit aus der Literatur bekannt ist, wurde die Bedeutung der MAPK-Kaskade fiir die
Regulation des AhR-Signalweges in Abwesenheit exogener Liganden bisher nicht

untersucht.
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1.3 Ziel der Arbeit

In fritheren Studien wurde beschrieben, dass die Aktivitdt des AhR wahrend der In-vitro-
Reifung von Rinder-KOKs in Abwesenheit exogener Liganden stimuliert wird. Die
Exposition gegeniiber spezifischen AhR-Antagonisten fithrte neben einer Reduktion der
Expression von CYP1A1 zu einer Beeintrichtigung der Fihigkeit der Oozyten, die In-vitro-
Reifung zu durchlaufen (Pocar et al., 2004). Diese Ergebnisse sprechen fiir eine Rolle der
Aktivierung des AhR und der Induktion von CYP1Al wihrend der Reifung von
Rindereizellen. Bisher ist nicht geklért, ob diese Aktivierung direkt oder indirekt in den
korrekten Ablauf der In- vitro- Reifung involviert ist.

Zudem sind die genauen molekularen Mechanismen, die an der Aktivierung des AhR im
Follikel beteiligt sind, nicht bekannt. Uber eine kritische Rolle von Phosphorylierungen im
Rahmen der Regulation der Aktivitit des AhR ist berichtet worden (Chen und Tukey, 1996;
Long et al, 1998). Zusitzlich wurde frith erkannt, dass Phosphorylierungs- und
Dephosphorylierungsprozesse ~ von  Proteinen, die durch Proteinkinasen und
Proteinphosphatasen reguliert werden, eine Funktion wihrend der Meiose von Oozyten
besitzen (Dekel, 1996; Whitaker, 1996; Ferrell, 1999).

Die Kaskade der MAP-Kinase stellt dabei einen wichtigen regulatorischen Faktor im
physiologischen Ablauf der Meiose von Oozyten (Fan und Sun, 2004) dar.

Das Ziel der hier vorliegenden Studie ist die Analyse der Bedeutung der Aktivierung des
AhR wihrend der In-vitro-Reifung. Um die Funktion der Phosphorylierungsprozesse im
Rahmen der Aktivierung des AhR und der Eizellreifung zu definieren, wurden der
Serin/Threoninkinaseinhibitor 6-Dimethylaminopurine (6-DMAP) und Cycloheximide, ein
Hemmstoff der Proteinsynthese, eingesetzt und deren Wirkung auf IVM und die Expression
der AhR- Zielgene auf mRNA- und Proteinebene analysiert.

Um die Interaktionen zwischen dem AhR-Signalweg und der Kaskade der MAP-Kinase zu
untersuchen, wurde der spezifische MEK-Inhibitor 2-(2°-amino-3"-methoxyphenyl)-
oxanaphthalen-4-one (PD98059) verwendet und seine Effekte auf die Expression von
CYP1A1 und den physiologischen Ablauf der Reifung der KOKs untersucht.

Der AhR ist ein bekannter Mediator der Toxizitdt von Xenobiotika, wie den Dioxinen und
Dioxin-dhnlichen Verbindungen. Die Reifung der Eizelle ist eine vulnerable Phase wihrend
der Follikulogenese bis zur optimalen Befruchtung und weiteren Embryonalentwicklung.
Um neue Erkenntnisse beziiglich der toxikologischen und potentiellen physiologischen
Rolle des AhR wihrend der Reifung von Oozyten zu gewinnen, wurde der Einflufl des AhR-
Liganden B-Naphthoflavone (B-NF) auf die Eizellreifung und die Effekte verschiedener
Kulturbedingungen auf den AhR-Signalweg in porzinen Kumulus-Oozyten-Komplexen in

Anwesenheit beziehungsweise Abwesenheit von -Naphthoflavone untersucht.
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Das Schwein wurde fiir diesen Studienteil ausgewdhlt, weil beziiglich der ovariellen

endokrinen Funktionen Ahnlichkeiten zwischen dem Menschen und dem Schwein bestehen.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Chemikalien
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Tab. 1

Acrylamid Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Agarose Biozym, Hamburg, Deutschland
Amphotericin B Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Annexin V-CY3 Apoptosis-Detection-Kit

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

APS (Ammoniumpersulfat)

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Cycloheximide

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Coomassie Brillante Blue- Losung

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Pure Extreme ™ dNTPs

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

DEPC (Diethylpyrocarbonat)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

6-Dimethylaminopurine

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Dulbecco’s Phosphate buffered Saline (PBS)
10x Fertiglosung

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Dynabeads mRNA DIRECT kit

Deutsche Dynal, Hamburg, Deutschland

Chemilumineszenzldsung
fiir Westernblot (ECL-L&sung)

Super Signal® West Pico Chemiluminescent
Substrate, Pierce, Rockford, IL, USA

EDTA

Carl Roth GmbH & Co.; Karlsruhe,
Deutschland

Westernblot Entwickler- 6 Fixiererlosung
(GBX Developer & Fixer Twin Pack)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Ethanol (absolut)

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Ethidiumbromid

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Essigsédure

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Fetales Kélberserum (FKS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Fluoro Gard Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Gene Amp PCR Core kit PerkinElmer, Wellesley, MA, USA

Gentamycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

L-Glutamin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Glycin Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Heparin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Hepes 25 mM Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Hoechst 33258 Firbelosung

MoBiTec, Gottingen, Deutschland
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Humanes Choriongonadotropin

Suigonan, Intervet, Wiesbaden, Deutschland

Kanamycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland
Kaliumchlorid (KCl) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,

Deutschland

Kulturmedium M199 (Katalognr. 5017)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Magermilchpulver Gliicksklee

Nestlé, Frankfurt, Deutschland

-Mercaptoethanol

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Methanol

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

[-Naphthoflavone

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumdesoxycholate

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Natriumhydrogencarbonat
(NaHCO3)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Natriumhydoxid (NaOH)

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Nonidet P-40 (NP40)

Minerva biolabs, Berlin, Deutschland

17B-Ostradiol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

PCR-Nukleotid-Mix (ANTP’s)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

PD98059 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Penicillin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

PFA (Paraformaldehyd) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,

Deutschland

Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSG)

Intervet, Wiesbaden, Deutschland

Phosphataseinhibitor-Cocktail

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Polyvinylalkohol (PVA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Ponceau-S-Losung

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Pyruvat Na-salt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Rinderserumalbumin (BSA)
(bovines Serumalbumin)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Salzsdure (HCI) 37%ig

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

SDS (sodium dodecyl sulfat)

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Streptomycin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Tag DNA Polymerase (incl. 10xPCR-Puffer +

50 mM MgCl2)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

TEMED
(N,N,N,N’-Tetramethylethylendiamin)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Tris [Tris(hydroxymethyl)-aminomethan]

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Tween20

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
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Zellkulturwasser

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

2.1.2 Gerite und Gebrauchswaren

Tab. 2
Analysenwaage Typ BP 3100 S, Typ BP 210 S,
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Autoclav Technoclav Integra Biosciences, Tecnomora
Deutschland GmbH, Fernwald, Deutschland
BioProfil LTF software LTF Labortechnik, Wasserburg/B,
Deutschland
Blot-Apparatur fiir Westernblot X Cell I ™Blot Module,

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Brutschrank Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Chemilumineszenzfilm Hyperfilm ™ ECL, Amersham Bioscience,
Buckinghamshire, UK

Deckgliser VEB Ilmenau, Deutschland

Durchlicht- und Auflichtmikroskop

Axioplan, Zeiss AG, Oberhochen,

Deutschland

Elektrophoresekammer (incl. Gelschlitten)
[horizontal] fiir Argarose-Gele

Agagel Mini, Biometra blomed Analytik
GmbH, Goéttingen, Deutschland

Elektrophorese-Apparatur [vertikal] fiir
Westernblot

X Cell Sure Lock ™ Mini Cell
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Eppendorf-Reaktionsgefilie
(0,6 ml; 1,5 ml; 2,0 ml)

Carl Roth GmbH & Co.; Karlsruhe,
Deutschland

Falcon-Tubes

Becton Dickinson, San Jose, USA, iiber
Greiner GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Gelblotting-Filterpaper (0,37 mm)

Schleicher & Schuell GmbH, Dassel,
Deutschland

Halb-Laminarbox

Lamin Air®, Heraeus Instruments, Hanau,
Deutschland

HeiBluftsterilisator Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Laborspiilautomat Typ Desinfector Automatic G 7735,
Miele & Co KG, Giitersloh, Deutschland

Magnetriihrer MLW Riihrgeritewerk Medingen, Sitz

Freital, Deutschland

Typ R3T Variomag® Elektronoriihrer Poly
15, Laborbedarf K.J. Werner GmbH,
Leipzig, Deutschland

Magnetic Particle Concentrator (MPC)

Dynal MPC®—E, Dynal, Oslo, Norwegen

Stereomikroskop

Stereomikroskop Olympus SZH 10
Optical Co.GmbH, Hamburg, Deutschland

Microwell-Platte Nucleon

Nunc, Roskkilde, Danemark

Mikrowelle

Panasonic

Nitrocellulose Blotting Membran

Hybond ™ - ECL ™ Nitrocellulose
Membran, Amersham Bioscience,
Buckinghamshire, UK

Osmometer GONOTEC GmbH, Berlin, Deutschland
Petrischalen (30 mm) Falcon, BD GmbH, Heidelberg, Deutschland
pH-Meter Digital pH-Meter pH 525, Wissenschaftlich-

Technische Werkstitten GmbH, Weilheim,
Deutschland
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Pipetten Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg,
Deutschland
Prédzionswaage Sartorius Basic
Sartorius AG Gottingen, Deutschland
Reinstwasseranlage Milli-Q UF Plus, Millipore GmbH,
Eschborn,
Deutschland
Schiittelgerite Thys 2, MLW Labortechnik Ilmenau,

Deutschland
Heidolph unimax 2010,Deutschland

Spritzen (steril, 10 ml)

Becton Dickinson, San Jose, USA, iiber
Greiner GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Sterilfilter (PorengréBe 0,22 um)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Thermoblock

Trio-Thermoblock, Biometra blomed
Analytik GmbH, Géttingen, Deutschland

UV-Tisch fiir Argarose-Gele

LTF Labortechnik, Wasserburg/B,
Deutschland

Vortexer MS 2 Minishaker, Schiitt Labortechnik
GmbH, Géttingen, Deutschland
Wasserbad Thermostad B3-DC 1, Haake, Karlsruhe,
Deutschland
Zellkulturschalen Nunc GmbH, Wiesbaden, Deutschland
Zentrifugen Eppendorf 5415C
Biofuge fresco Heraeus (Kiihl-
zentrifuge),Heraues, Hanau, Deutschland
Marker PCR und WB MassRuler™ DNA Ladder, Low Range,

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland




Material und Methoden 18

2.1.3 Primer und Antikorper

Die verwendendeten oligonucleotiden Primer (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) sind
zusammen mit den entsprechenden RT-PCR Bedingungen in der folgenden Tabelle

zusammengefasst.

Tab. 3 Primersequenzen der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonukleotide und
RT-PCR-Bedingungen fiir Rinder-KOKs.

Gen Primersequenz T Z D |G
553 [°C] [u] | [bp]

B-Aktin S CCAAGGCCAACCGTGAGAAG 57 (30| 2 | 268
As CCATCTCCTGCTTCGAAGTCC

AhR S AGAGAGTCGCATGATAGTGTTC 57 (40| 2 | 603
As GCCTAGGTGTTTCATAATGTTG

ARNT S TTACCTGCAGTCTGCCAATGG 57 (40| 2 | 492
As AGACAGGCCGGGTGGTATATG

CYPI1A1 S TCGGGCACATGCTGATGTTG 57 |40 2 | 454
As GCACAGATGACATTGGCCACTG

CYPI1B1 S TCAACCGCAACTTCAGCAAC 57 (40| 2 | 500
As GTCATGATTCACAGACCACT

S = Sense, As = Antisense, T = Annealing-Temperatur, Z = Anzahl der PCR-Zyklen, D =
eingesetzte Menge c-DNA, G = GroBe des Amplifikates.

Tab. 4 Primersequenzen der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonukleotide und
RT-PCR-Bedingungen fiir porzine KOKs.

Gen Primersequenz T Z D |G
553 [°C] [n] |[bp]

B-Aktin S GTGCGGGACATCAAGGAGAAG 57 |30 2 |400
As CGATCCACACGGAGTACTTGCG

AhR S AGAGAGTGGCATGATAGTGTTC 57 140 2 | 603
As GCCTAGGTGTTTCATAATGTTG

ARNT S CAGCAAACGGAATTGGATGTG 57 [40| 2 | 325
As GCTGGACAATGGTTACAGGAGG

CYP1Al S TTGCCTCAGACCCAGCTTCC 57 |40 2 | 524
As TGTGTCAAACCCAGCTCCAAAG

S = Sense, As = Antisense, T = Annealing-Temperatur, Z = Anzahl der PCR-Zyklen, D =
eingesetzte Menge c-DNA, G = GroBe des Amplifikates.

Antikoper

Tab. 5

Anti-Rabbit-CYP1A1, polyklonal Dianova, Hamburg, Deutschland

Anti-Mouse-pERK 1/2 (p44/42) New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main, Deutschland

Donkey-Anti-Rabbit Dianova, Hamburg, Deutschland

Goat-Anti-Mouse HRP Dianova, Hamburg, Deutschland
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2.1.4 Gebrauchslosungen

Losungen fiir IVM

Tab. 6

M199 C 1,96 g Kulturmedium M 199 (Katalognr. 5017)
+ 15 mg Kanamycin + 0,42 g NaHCO;
ad 200 ml Zellkulturwasser
(pH 7,38-7,41; 280-305 mosmol/kg)

M199 D 9,8 g Kulturmedium M199 (Katalognr. 5017)

+ 1,0 g PVA + 4,0 g BSA + 55 mg Penicillin + 70 mg
Streptomycin + 10 mg Heparin + 6,5 g 25mM Hepes
ad. 1000 ml A.bidest

(pH 7,38-7,41; 280-305 mosmol/kg)

Losungen fiir die Molekularbiologie

Tab. 7
Blocking-Losung 50 ml TBST (1x) + 2,5 g Magermilchpulver
Entfirbelosung 300 ml Ethanol + 100 ml Essigsdure (10%)

(fiir SDS-Elektrophorese)

ad 1000 ml A. bidest.

Laemmli-Puffer (10x)

30,0 g Tris Base + 144 g Glycin + 10 g SDS

(Laufpuffer fiir SDS- ad. 1000 ml A. bidest.
Elektrophorese)
Trenngelpuffer 36,3 g Tris-Base + 8 ml SDS (10%)
ad. 200 ml A. bidest., pH 8,8 (bei 4 °C lagern)
Sammelgelpuffer 6,0 g Tris-Base + 4 ml SDS (10%)

ad. 100 ml A. bidest., pH 6,8 (bei 4 °C lagern)

Reducing sample-Puffer

2 ml Glycin + 40 ml SDS (10%) +
2,5 ml Sammelgelpuffer + 1 ml Mercaptoethanol
1 Spatelspitze Bromphenolblau ad. 1000 ml A. bidest.

Ripa-Puffer

790 mg Tris-Base + 900 mg NaCl +
10 ml NP 40 (10%) + 2,5 ml Na-Desoxycholate
(10%) + 1 ml EDTA 100 mM ad. 100 ml A. bidest.

Stripping-Puffer

20 ml SDS (10%) + 12,5 ml 1 M Tris-HCI (pH 6,8)
+ 700 pl Mercaptoethanol ad. 1000 ml A. bidest.

TBS-Puffer/TBST-Puffer

8 g NaCl + 0,2 g KCI + 3 g Tris
ad. 1000 ml A. bidest.; fiir TBST 1 ml Tween
hinzufiigen; pH 7,4

TAE-Puffer (10x)

48,4 g Tris + 20,0 ml EDTA 0,5 M
+ 2 ml Essigsiure

Transferpuffer 18,2 g Tris-Base (pH 6,0) + 90 g Glycin
(12,5%)(Stammlosung) ad. 1000 ml A. bidest., pH 8,3
Transferpuffer (1x) 80 ml 12,5x Transferpuffer + 200 ml Methanol

ad. 1000 ml A. bidest., 2 ml SDS (10%) hinzufiigen

Die Losungen fiir IVM wurden iiber einen Sterilfilter mit 0,22 pm Porengrofe sterilfiltriert.
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2.2 Praparation der Medien

Die Préparation der Medien erfolgte unter sterilen Bedingungen an einer Halb-Laminarbox.
Vor dem Gebrauch wurden alle verwendeten Glas- und Metallwaren nach der Reinigung in
einem Laborspiilautomat fiir 4 Stunden bei 160 °C in einem HeiBluftsterilisator sterilisiert.
Plastikwaren, sowie das Dulbeccos PBS wurden fiir 30 Minuten bei 121°C und 105 Pascal
autoklaviert. Die Lagerung der Chemikalien erfolgte entsprechend der Herstelleranweisung.
Das verwendete Wasser stammte aus einer Reinstwasseranlage. Es wurde darauf geachtet,
dass nur Wasser mit einem hoheren elektrischen Widerstand als 15,0 MQm, aus der Anlage
entnommen wurde.

Die Bestandteile des Transportmediums vom Schlachthof bis zur weiteren Verarbeitung im
Labor und die Medien, die bei der Gewinnung der KOKs verwendet wurden, sind unter 2.3
beschrieben. Als Stammmedium zur Kultivierung der KOKs vom Rind wurde M199 C
eingesetzt, das mit 0.68 mM L-Glutamin, 25 mM NaHCO;, 0.23 mM Sodium-Pyruvat, 10 %
FKS, 10 IU/ml Pregnant Mare Serum Gonadotropin, 5 IU/ml humanes Choriongonadotropin
(hCG) und 1 ug/ml 17B-Ostradiol erginzt wurde und damit das Basis-Maturationsmedium
(BMM) darstellte. Dieses Stammmedium wurde zur Kultivierung der KOKs vom Schwein in
der Zusammensetzung dahingehend variiert, dass der Anteil an fetalem Kélberserum von
10% auf 20% verdoppelt worden ist.

Mindestens 2 h vor der Verarbeitung der Ovarien wurden die Medien je nach Versuchsansatz
vorbereitet, um eine Aquilibrierung im Brutschrank bei 39 °C in einer 5%igen CO2
Atmosphire und gesittigter Luftfeuchtigkeit zu gewihrleisten. Das FKS wurde nach der
Lieferung fiir 30 Minuten bei 56 °C im Wasserbad erwédrmt, um Komplementfaktoren und
Immunoglobuline zu inaktivieren. Bis zum Gebrauch wurde das FKS dann bei -20 °C
gelagert.

Das PMSG und das hCG wurden in einer Konzentration von 100 IE/ul bzw. 50 IE/ul in
Wasser gelost. 17B-Ostradiol wurde in 99%igem Ethanol in einer Konzentration von 1 ug/ul
gelost. Diese Hormonlosungen wurden bis zum Gebrauch bei —20 °C gelagert. Die
Inhibitoren 6-DMAP und Cycloheximide wurden in einer Konzentration von 16,32 mg/ml
(4mM) beziehungsweise 10 mg/ml (10uM) in M199 C gelost. Diese Konzentrationen
wurden basierend auf Literatur von Lonergan et al. (1997) ausgewdhlt.2-(2"-amino-3"-
methoxyphenyl-oxanaphthalen-4-one (PD98059) wurde in einer Konzentration von 2,673
mg/ml in Dimethylsulfoxid (DMSO) [10uM] gel6st. Die Konzentration wurde basierend auf
Literatur iiber Experimente mit Konzentrationen von 5 bis 50 uM PD98059 in Kumulus-
Oozyten-Komplexen anderer Spezies ausgewdhlt (Meinecke und Krischek, 2003; Gall et al.,
2005; LaRosa und Downs, 2005; Zhang et al., 2006). Es wurden vor Beginn dieser Studie

Experimente mit PD98059 durchgefiihrt um die geeignete Konzentration fiir Rinderoozyten
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zu finden (Daten hier nicht gezeigt).Die Konzentration von [-Naphthoflavone (50 uM)
wurde basierend auf In-vitro-Experimenten mit kultivierten Zelllinien, in denen mit dieser
Konzentration der AhR-Signalweg aktiviert wurde, ausgewihlt (Elbekai et al., 2004; Mills et
al., 2004).

2.3 Gewinnung und Selektion der Kumulus-Oozyten-Komplexe

Die Ovarien von Rindern beziehungsweise von Schweinen wurden im Schlachthof
Altenburg/Leipzig gewonnen und innerhalb von 2 Stunden in einem Behiltnis, das mit
Dulbeccos PBS, versetzt mit 100,000 IU Penicillin, 100 mg Streptomycin und 250 pg
Amphotericin B/Liter gefiillt war, bei einer Temperatur von 32-34 °C in das Labor
transportiert. Alle im Labor darauf folgenden Vorgidnge wurden bei einer konstanten
Temperatur von 36 °C durchgefiihrt. In oben genanntem Medium wurden die Ovarien
gespiilt, um eventuelle Blutriickstinde vollstindig zu entfernen. Bei den Rinderovarien
erfolgte die Isolierung der KOKSs aus den Follikeln durch das Aufschneiden der Follikel mit
einem Skalpell. Dieser Vorgang wurde in einer Petrischale, gefiillt mit der IVM-Losung
M199 durchgefiihrt. Die Gewinnung der KOKs von porzinen Ovarien gelang durch
Aspiration der durchschnittlich 3-5 mm groflen Follikel mit einer 10 ml Spritze, die mit der
IVM-Losung M199 Sigma gefiillt war. Unter dem Mikroskop wurden bei beiden Spezies
intakte Kumulus-Oozyten-Komplexe ausgewéhlt und im Anschluss daran dreimal in M199
Sigma gewaschen. Es wurden nur KOKs als geeignet fiir die In-vitro-Maturation und die
darauf folgenden Experimente eingestuft, bei denen das Ooplasma homogen erschien und
die iiber einen mindestens 3-lagigen, gleichméBigen, kompakten Kumuluszellverband

verfiigten (Abb. 3).

Abb. 3 Beispiel fiir einen verwendeten Kumulus-Oozyten-
Komplex (VergroBerung: 10x).
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2.4 Kultivierung der Kumulus-Oozyten-Komplexe

Fir die Kultivierung wurden 25-35 KOKSs ausgewihlt und in einer Vertiefung einer
Microwell-Platte (Platten zur Kultivierung mit vier Vertiefungen), gefiillt mit 500 ul
frischem und &dquilibrierten Stammmedium und je nach Versuchansatz hinzugefiigtem
Inhibitor, gewaschen. Im darauf folgenden Schritt wurden sie in eine andere Vertiefung
transferiert und fiir die nichsten 24 h beim Rind bzw. 44 h beim Schwein bei einer
Temperatur von 39 °C in einer 5%igen CO2 Atmosphére unter maximaler Luftfeuchtigkeit
bebriitet.

Die Experimente jeder Versuchsreihe wurden mindestens dreimal wiederholt.

2.5 Zytogenetische Beurteilung der Oozyten

2.5.1 Fixation und Firbung der Oozyten

Die Darstellung der Kernreifungsstadien der Eizellen erfolgte nach Luciano et al. (1999).
Nach der oben beschriebenen Inkubationszeit wurden die Kumuluszellen in eine frisch
vorbereitete Microwell-Platte mit 500 pl PBS + 0,1% Polyvinylalkohol (PVA) iiberfiihrt.
Unter einem Stereomikroskop wurden die KOKs durch wiederholtes Aufziehen in einer dem
Oozytendurchmesser entsprechenden Pipettenspitze auf mechanische Weise von ihrem
Kumulusverband gel6st (Denudierung). AnschlieBend erfolgte bei Raumtemperatur eine 15-
miniitige Inkubation in 4%igem Paraformaldehyd (PFA). Im letzten Schritt der Fixation
wurden die denudierten Eizellen in 500 pl PBS + 0,1% PVA iiberfiihrt und in dieser Losung
belassen. In diesem Zustand konnten die Oozyten fiir einige Tage bei einer Temperatur von
4 °C gelagert werden.

Im Anschluss erfolgte die Farbung der Oozyten. Hierfiir wurden die Eizellen fiir 5 Minuten
abgedeckt, um den Farbstoff vor Licht zu schiitzen, in PBS + 0,1% PV A und zusitzlich 10
ul/ml Hoechst 33258 Firbelosung belassen. Darauthin erfolgte ein weiterer Waschschritt in
PBS + 0,1% PVA.

Die Oozyten wurden in Gruppen von 5-10 Stiick in einen Tropfen Fluoro Gard auf einen
entfetteten Objekttrager gebracht und mit einem Deckglas abgedeckt. Als Abstandhalter
zwischen Objekttrager und Deckglas diente Silikon. Bis zur Beurteilung des
Kernreifungsstadium unter dem Mikroskop konnten diese Objekttriger bei —20 °C nur fiir
einen kurzen Zeitraum aufbewahrt werden. Eine lingere Aufbewahrungszeit fithrte zu einer

Reduktion der Fluoreszenzkraft des Farbstoffes
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2.5.2 Beurteilung der Kernreifungsstadien der Qozyten

Der Vorgang der Kernreifung beinhaltet den Wechsel der Chromatinformation und die
Auflosung des Nukleolus und der Kernmembran wihrend der meiotischen Reifung.

Die Beurteilung erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop bei 20x-40x Vergroflerung.

Die Oozyten wurden entsprechend dem Stadium der Kernreifung der Kategorie “unreifes
Stadium” (Zellkern im GV beziehungsweise GVBD), “Zwischenstadium” (Zellkern in
Metaphase 1), reifes Stadium” (Zellkern in Metaphase II) oder ‘degeneriertes Stadium’
zugeordnet (Abb. 4).

50 ym

Abb. 4 Die Kernreifungsstadien GV/GVBD, M I und M II ( von links nach rechts)
(VergroBerung: 20x).

2.6 Quantitative Analyse der apoptotischen Zellen

Ein frithes Anzeichen der beginnenden Apoptose ist die Translokation von Phosphatidylserin
von der inneren zu der duBeren Schicht der Plasmamembran. Unter Verwendung des
Annexin V-CY3 Apoptosis-Detection-Kit wurde das Phosphatidylserin an der
Zelloberfliche durch das Phosphatidylserin-Bindungsprotein Annexin V, das mit CY3
konjugiert ist, detektiert.

Die gereiften KOKs wurden mit Bindungspuffer gewaschen und fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur unter Ausschluf3 von Licht in 50 pl der Firbelosung, die 1ug/ml Annexin
V-CY3 und 100 uM 6-Carboxyfluorescein-Diacetat enthielt, inkubiert. Die Zellen wurden
dann noch einmal mit Bindungspuffer gewaschen und nach Aufbringen auf einen
Objekttriger sofort unter einem Fluoreszenzmikroskop beurteilt. Die Kombination beider
Farbstoffe erlaubte eine Differenzierung zwischen lebensfahigen Zellen (griin), nekrotischen

Zellen (rot) und apoptotischen Zellen (rot und griin).

2.7 Extraktion der mRNA

Die Isolierung der polyadenylierten [poly(A)+] RNA der KOKs erfolgte als eine mRNA-
Direktisolierung mit magnetisierbaren an Oligo-dT gekoppelte Beads (Dynabeads®) durch
Verwendung eines Dynabeads mRNA DIRECT kit .

Dabei wurden 30-40 KOKs in 200 ul Lysepuffer [100 mmol Tris-HCL (pH 8.0), 500 mmol
LiCI, 10 mmol EDTA, 1% (wt/vol) SDS und 5 mmol Dithiothreitol] fiir 10 min bei
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Raumtemperatur lysiert. Im Anschluss wurden 10 pl vorgewaschene Dynabeads® zu der
Probe gegeben und diese fiir eine Zeitspanne von 5 min bei Raumtemperatur und 200 U/min
hybridisiert, um eine Bindung der poly(A)+RNAs an die Dynabeads® zu ermoglichen. Das
Lysat wurde fiir 2 min in den Dynal MPC® gegeben, der als Magnet die Dynabeads® mit der
gebundenen mRNA an der hinteren Tubewand fixiert.

Der Uberstand wurde abpipettiert und es erfolgte ein zweimaliges Waschen in 50 ul
Waschpuffer A [10 mmol Tris-HCL (pH 8,0), 0,15mmol LiCl, 1 mmol EDTA und 1%
(wt/vol) SDS] und darauf folgend ein dreimaliges Waschen in 50 ul Waschpuffer B [10
mmol Tris-HCL (pH 8,0), 0,15mmol LiCl, 1 mmol EDTA]. Nach dem letzten Waschschritt
erfolgte die Eluierung bei 65°C fiir 2,5 min nach Resuspendierung in 11 ul DEPC-Wasser.
Nach erneuter Platzierung im Dynal MPC® konnte die sich im Uberstand befindende freie
mRNA in ein frisches 0,6 ml Reaktionsgefidl zur Synthese des ersten Stranges iiberfiihrt

werden.

2.8 Synthese der cDNA

Zur Synthese der c-DNA, d.h. zur reversen Transkription der mRNA, wurden die Proben
nach Extraktion der mRNA mit dem ,,GeneAmp® RNA PCR Core Kit“ von Perkin Elmer
weiterverarbeitet. Nach Zugabe von 2 pl PCR- Puffer, 2 ul 50 mM MgCl2, 2 pl 10 mM
dNTP, 1 pl Random Hexamer Primer, 1 pl Reverse Transkriptase und 1pl RNase-Inhibitor
entstand ein finales Volumen des Reaktionsgemisches von 20 pl, das mit Silikonol
abgedeckt wurde.

Fiir die cDNA-Synthese wurden die Proben fiir 10 Minuten bei 25 °C, fiir 1 Stunde bei 42 °C
und fiir 5 Minuten bei 99 °C in einem programmierbaren Heizblock inkubiert.

Nach Beendigung dieser Schritte erfolgt die sofortige Lagerung auf Eis. Die cDNA —Proben

konnten dann iiber einen lingeren Zeitraum bei —20 °C aufbewahrt werden.

2.9 Semiquantitative PCR-Reaktion

Fir die Vervielfiltigung bestimmter DNA-Bereiche wurden 2 pl FEinzelstrang-c-DNA
benutzt. Das Gesamtvolumen der Reaktion betrug 30 pl und enthielt 0,6 pl der oben
aufgefiihrten Oligonucleotidprimerkombinationen, 0,18 pl 1 U hitzestabile Tag Polymerase,
0,6 ul 10mM dNTPs, 0,9 ul 50 mM MgCL2 und 3 pl 10xPCR Puffer und Wasser ad 30 pl.
Zur Kontrolle der Reinheit aller Reagenzien im Reaktionsgemisch enthielt jede PCR eine
Wasserprobe ohne cDNA. Der Enzymmix wurde in ein PCR-Reaktionsgefi3 gegeben und
zur Vermeidung von Evaporationen mit Mineraldl abgedeckt. Die Schritte der
Amplifizierung fanden in einem programmierten Heizblock statt und umfassten die
Erhitzung auf 94 °C fiir eine Dauer von 30 sec. Bei dieser Temperatur trennten sich die

DNA-Stringe vollstindig voneinander und bildeten Einzelstringe. Der nichste Schritt lief
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bei einer Temperatur von 57 °C ab. Er dauerte 30 sec und erlaubte in dieser Zeit das
Anbinden (englisch anneal) der Primer an die komplementiren Sequenzen der DNA-
Molekiile. Die Elongation der neu synthetisierten DNA-Stringe durch die Tag Polymerase
erfolgte in einem Zeitraum von 45 sec und einer Temperatur von 72 °C. Um die Signale
unterschiedlicher RNA-Proben anzugleichen wurden -Aktin-Transkripte als international
vergleichbarer Standard vervielfiltigt. Der gesamte Zyklus wurde bei der Amplifikation von
B-Aktin 30mal und bei der Vervielfiltigung der Sequenzen unserer Zielgene 40mal
wiederholt. Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden 20 pl jeder Probe mit 3 pl
Ladepuffer versetzt und auf ein Gel, bestehend aus 4,5 g Agarose, gelost in 300 ml TAE-
Puffer und mit 0,2 pg/ ml Ethidiumbromid versetzt, aufgetragen. um eine Elektophorese
durchzufithren. Die Auftrennung der PCR-Amplifikate erfolgte bei 90 mV. Das Gel wurde
unter Benutzung eines UV-Tisches visualisiert, durch eine CCD Kamera digitalisiert und die
Intensitét jeder Bande durch eine densitometrische Analyse quantifiziert. Hierfiir stand ein
Computer assistiertes Bild-Analyse System (BioProfil LTF software, LTF Labortechnik,
Wasserburg/B, Deutschland) zur Verfiigung.

Zur Ermittlung des relativen Anteils der mRNA wurden die densitometrisch gemessenen
Werte der [-Aktin-Bande und der Bande der entsprechend korrespondierenden Probe
zueinander in ein prozentuales Verhiltnis gesetzt.

Fiir jede mRNA wurden die Experimente mindestens dreimal repliziert.

2.10 SDS-Elektrophorese

Die Proben enthielten jeweils 25 Kumulus-Oozyten-Komplexe und wurden in Vorbereitung
auf die Durchfiihrung der Western-Blot-Analyse zur Isolierung der Proteine mit 30 pl Ripa-
Puffer versetzt. Im néchsten Schritt wurde dieses Gemisch im Reaktionsgefdl mit einer
sterilen 1 ml Einmalspritze aspiriert, resuspendiert und anschlieBend gevortext, um eine
Abtrennung der Oozyten von ihrem Kumuluszellverband zu erreichen. Fiir die Isolierung
von Proteinen, die in ihrem urspriinglichen Phosphorylierungsstatus nachgewiesen werden
sollen, ist es notwendig vor der Weiterverarbeitung der Proben je 2ul Phosphataseinhibitor-
Cocktail zu dem Reaktionsgemisch hinzuzufiigen, um eine Phosphorylierung zu verhindern.
Nach einer 30 miniitigen Inkubation auf Eis folgte eine Zentrifugation bei 13000 rpm und 4
°C fiir weitere 30 min. Der Uberstand wurde abpipettiert, in ein neues ReaktionsgefiB
iiberfiihrt und bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert. Im Anschlul wurden diese
Proben mit je 15 pl Reducing Sample-Puffer versetzt fiir 5 min bei 90 °C in einem
Wirmeblock inkubiert. Hierbei kommt es zu einer Zerstorung der Zellmembran und zur
Freisetzung von Proteinen. Als letzter Schritt der Vorbereitung wurden die Proben in der
Zentrifuge fiir wenige Sekunden anzentrifugiert. Das Ziel der Elektrophorese war es die

Proteine CYP1A1 (55-60 kDa), ERK 1 (44 kDa) und ERK 2 (42 kDa) von den iibrigen
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Proteinen im Eizellextrakt zu separieren, um die Transkriptionsrate unter Behandlung mit
den verschiedenen Inhibitoren zu vergleichen.

Diese Separation erfolgte unterer Einsatz der diskontinuierlichen SDS-Page nach Laemmli
(1970). Das Prinzip dieses Verfahrens ist es Proteine in einer Matrix (Polyacrylamid) anhand
ihrer molekularen Massen in einem elektrischen Feld aufzutrennen. Durch die Applikation
von SDS erhalten alle Proteine pro gebundenem SDS-Molekiil zwei negative Ladungen.
Dies erlaubt die Auftrennung im elektrischen Feld unter Vernachldssigung der
molekiilspezifischen Ladung. Die Gele bestehen aus einem Trenngel, das von einem
Sammelgel tiberschichtet wird, um eine Konzentrierung der Proteine vor der Auftrennung im
Trenngel zu erreichen.

Im Trenngel werden die Proteine in scharfen Banden fokussiert. Fiir die Auftrennung der
Proteine wurde ein 10%iges Polyacrylamidgel vorbereitet. Hierfiir wurde zuerst ein Trenngel
(3,32 ml Acrylamid + 2,5 ml Trenngelpuffer + 4,18 ml A. bidest. + 20 ul TEMED + 100 pl
APS 10%) in eine Gelkassette gegeben und nach einer ca. 20 miniitigen Polymerisierung das
Sammelgel (1 ml Acrylamid + 2,5 ml Sammelgelpuffer + 6,5 ml A. bidest. + 20 ul TEMED
+ 100 pul APS 10%) dariiber gegossen. Um die Taschen zum Einfiillen der Proben zu
erhalten, wurde in das Sammelgel ein Profilformer mit entsprechenden Aussparungen
gesetzt, der nach Auspolymerisierung des Sammelgels entfernt werden konnte. Die Kassette
mit dem Gel wurde in eine Elektrophoresekammer eingespannt, um im Anschluf} daran die
Proben in die Taschen zu iiberfithren und das gesamte System mit Laufpuffer (1x)
aufzufiillen. Zur Bestimmung der Bandengréfe wurde bei jedem Gellauf ein MassRuler™
DNA Ladder, low range (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland) geladen. Die
Kammern wurden an das Spannungsgerit angeschlossen und der Gellauf erfolgte fiir 1 Y2 h
bei 125 V bis die Bromphenolblaubanden der Proben bis 0.5 bis 1 cm vom Ende des

Trenngels entfernt angelangt waren.

2.11 Westernblot

Im Anschlul an die SDS-Elektrophorese erfolgte das eigentliche “Blotting”. Es ist eine
Methode, bei der die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine aus dem Trenngel auf einen
gegeigneten Tréger, z.B. Nitrocellulose oder Nylon iibertragen werden. Hierbei wird eine
Kopie des Gels produziert, wobei die Proteine auf dem Filter immobilisiert werden. Die
Bindung der Makromolekiile an Nitrocellulose erfolgt iiber hydrophobe Wechselwirkungen
und Wasserstoff-Briicken.

Nach dem Transfer sind die Proteine fiir die Behandlung mit verschiedenen Liganden,
Antikorpern, Lecithinen oder Enzymsubstraten zuginglich, sodass der Western Blot nicht
nur fiir die qualitative und quantitative Bestimmung einzelner Proteine im Gemisch, sondern

auch fiir deren Identifikation geeignet ist.
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Nach der Trennung der Proteine durch die SDS-Elektrophorese erfolgte die Ubertragung der
Proteine auf eine Nitrcellulose-Membran. Hierfiir wurde das Gel vorsichtig aus der
Gelkassette gelost, um anschlieBend die Membran auf das Gel zu legen. Danach wurde
jeweils von oben und von unten Filterpapier angelegt, und dieser Komplex zwischen mit
Transferpuffer getrinkten Schwimmen als eine Art “Sandwich” in die Western-Blot-
Kammer gelegt und verschlossen. Nach 1 Y2 stiindiger Laufzeit bei 23 V wurde das Gel zur
Anfarbung in Coomassie Brillante Blue-Losung auf einem Riittler fiir eine Dauer von 20
Minuten geschwenkt. Das Gel wurde danach iiber Nacht in Entfirberlosung inkubiert und
spater bei Raumtemperatur getrocknet. Die Membran wurde fiir den Firbevorgang 5 bis 10
Minuten in Ponceau-Losung auf dem Riittler geschwenkt und danach mit Reinstwasser
wieder entfirbt. Die mit Hilfe der Blotting-Technik hergestellten Membranfilter miissen vor
der weiteren Verwendung mit Blockierungsreagenzien behandelt werden, um alle
unbesetzten Bindungsstellen auf der Membran zu maskieren. Hierfiir wurde eine Blocking-
Losung verwendet, in der die Membran fiir 1 Stunde bei leichtem Schiitteln inkubiert wurde.
Die Identitdt von Proteinen kann nur mit Hilfe einer Immunodetektion bestimmt werden, die
den Einsatz von spezifischen Antikdrpern beinhaltet. Das Prinzip besteht darin, dass der
Primérantikorper das gesuchte Protein spezifisch bindet und der Sekundérantikorper
spezifisch gegen Bereiche, in der Regel die Fc-Bereiche, des ersten Antikorpes gerichtet ist
und an diese bindet. In den hier beschriebenen Experimenten wurde ein polyklonaler
Antikorper vom Kaninchen gegen CYP1Al in der Verdiinnung 1:100 in 5%iger
Magermilchpulver-Losung in TBS-T und ein monoklonaler Antikdrper von der Maus gegen
phosphorylierte ERK 1/ERK 2 (p42/p44) in der Verdiinnung 1:500 eingesetzt. Nach der
Inkubation mit der Blocking-Losung wurde diese entfernt und die Membran mit der priméren
Antikorperlosung fiir 1,5 h unter leichtem Schiitteln inkubiert. Im Anschluf erfolgte ein
mehrmaliges Waschen mit TBS-T (I1x) und danach die Inkubation mit dem sekundiren
Antikorper fiir 1 h. Um den stérenden Hintergrund zu entfernen wurden nochmals mehrere
Waschschritte mit TBS (Ix) angeschlossen. Die Visualisierung erfolgte {iiber eine
Chemilumineszenzreaktion unter Benutzung einer Chemilumineszenzlésung (je 2 ml ECL-1
und ECL-2 fiir insgesamt 5 min) und dem Nachweis auf einem photographischen Film.

AnschlieBend konnte der entwickelte Film densitometrisch ausgewertet werden.
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3 Ergebnisse

Die Experimente dieser Arbeit lassen sich in zwei Hauptabschnitte untergliedern.

Zum einen wurden die funktionelle Rolle des AhR-Signalweges und die potentiellen
Interaktionen mit den Mitogen aktivierten Proteinkinasen p44/42 (MAPK, ERK 1/2)
wihrend der In-vitro-Reifung von Rinderoozyten untersucht.

Im zweiten Abschnitt wird mit dem AhR-Liganden B-Naphthoflavone die toxikologische
und potentiell physiologische Rolle des AhR wihrend der Reifung von Oozyten beschrieben.
Zusitzlich wurden die Effekte verschiedener Kulturbedingungen auf den AhR-Signalweg in
porzinen Kumulus-Oozyten-Komplexen in An- beziehungsweise Abwesenheit von

[-Naphthoflavone untersucht.

3.1 Induktion eines meiotischen Arrest und der Einflu} auf die
Expression des AhR-Zielgenes CYP1A1 und die Reifung der
Rindereizellen (IVM-Rate)

3.1.1 6-DMAP und Cycloheximide

Beobachtungen an Rindereizellen haben gezeigt, dass der AhR wihrend der /n-vitro-Reifung
von Rindereizellen aktiviert wird und eine potentielle Funktion in der Regulation des
korrekten Ablaufes der Reifung besitzt (Pocar et al., 2004).

Um den FEinfluB der AhR-Aktivierung auf die In-vitro-Reifung und insbesondere die
molekularen Mechanismen, die dieser Aktivierung unterliegen, zu erforschen, wurde in
dieser Arbeit die Aktivitit des AhR unter den Bedingungen eines meiotischen Arrestes
untersucht. Die Reifung wurde durch 6-DMAP inhibiert. Die KOKs wurden fiir 24 Stunden
in Basis-Maturationsmedium (BMM) kultiviert, dem 4mM 6-DMAP (6-DMAP 24h)
hinzugefiigt wurde. Als Kontrollgruppe dienten KOKs, die in BMM ohne Zusatz eines
Inhibitors fiir 24 h (Kontrolle) reiften. Nach der Kultivierung wurde ein Teil der KOKs bei
-20°C eingefroren, um im Anschluf} daran die Expression der Gene des AhR-Signalweges
auf mRNA- und Proteinebene zu analysieren. Der andere Teil wurde hinsichtlich der
Kumulusexpansion und der Kernreifungsstadien, wie unter 2.5.2 beschrieben, beurteilt.

Wie erwartet fiihrte die Behandlung mit 6-DMAP fiir die restliche Dauer der Kultur zu einer
Arretierung der Eizellen im GV/GVBD-Stadium. Bei der Beurteilung der
Kernreifungsstadien stellte sich heraus, dass sich 92,5% der mit 6-DMAP-behandelten
Kumulus-Ooyten-Komplexe im GV-Stadium befanden. Der Vergleich zu der Kontrollgruppe
(2,1% im GV-Stadium) war statistisch signifikant. Zusitzlich zeigte sich ein signifikanter
Unterschied in der Anzahl der gereiften KOKs. In der Kontrollgruppe konnten 73,6% der
KOKSs gegeniiber 0% bei der Behandlung mit 6-DMAP der Metaphase II zugeordnet werden
(Tab.8).
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Des Weiteren konnte in diesem Experiment eine statistisch signifikant niedrigere Rate der
phosphorylierten MAP-Kinasen ERK 1 (p-ERK 1, p44) und ERK 2 (p-ERK 2, p42)
beobachtet werden. Die Expression auf Proteinebene wurde hierfiir nach 24-stiindiger
Inkubation mit 4mM 6-DMAP durch Western Blot-Analyse analysiert (Abb. 5).

Der Einsatz dieses Inhibitors fiihrte auerdem zu einer signifikanten Senkung der Rate von
CYP1A1 und CYP1B1 mRNA (15,74% und 26,84% der Kontrolle) (Abb. 6).

Die Analyse der Expression von CYP1A1 auf Proteinebene bestitigte die bereits erhaltenen
mRNA-Daten (Abb. 5).

Bei der Untersuchung der Transkriptrate von AhR und ARNT auf mRNA-Ebene zeigten sich

keine statistisch signifikanten Verinderungen (Abb. 7).

CYP1A1l
. | m——
p-ERK 1
_ > | —
p-ERK?2
—»
[ - Aktin
e — e —————
Kontrolle 24h 6-DMAP 24h

Abb. 5

Westernblotanalyse der Expression von CYP1A1, p-ERK 1 und p-ERK 2
in Rinderoozyten nach Exposition mit 4 mM 6-DMAP. Die Exposition
mit 6-DMAP fiihrte in den KOKs im Vergleich zur Kontrollgruppe zu
einer signifikanten Reduktion der Transkripte von CYP1A und der
Expression von p-ERK 1 und p-ERK 2.
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Abb. 6

Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der PCR fiir CYP 1A1 (A) und CYP 1B1
(B) nach Exposition mit 4mM 6-DMAP. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler des
Mittelwertes an. Die Exposition mit 6-DMAP fiihrte in den KOKSs im Vergleich zur
Kontrollgruppe zu einer signifikanten Reduktion der Transkripte von CYP1A1 und
CYPI1BI1 (*p<0,05). Zusétzlich Darstellung der Ergebnisse der Gelelektrophorese.

ARNT
AhR B

0,6 q

0,44

0,29

Kontrolle 24 6-DMAP 24h Kontrolle 24h 6-DMAP 24h

Abb. 7

Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der PCR fiir AhR (A) und ARNT (B) nach
Exposition mit 4mM 6-DMAP. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler des
Mittelwertes an. Die Exposition mit 6-DMAP fiihrte in den KOKs im Vergleich zur
Kontrollgruppe nicht zu einer signifikanten Verénderung der Transkripte von AhR und
ARNT (*p<0,05).
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Diese Daten zeigen, dass 6-DMAP eine Reduktion der Aktivitit des AhR vermittelt. Um die
Mechanismen, die zu dieser Reduktion fiihren, weiter definieren zu konnen, wurde
untersucht, ob die beobachteten Effekte reversibel sind. Hierfiir wurden die KOKSs nach einer
24-stiindigen Inkubation in 4mM 6-DMAP (6-DMAP 24h) fiir weitere 24h in frisches
Maturationsmedium ohne Inhibitorzusatz tiberfiihrt (6-DMAP 24h + BMM 24 h). Es zeigte
sich dabei neben einer erwarteten wiederhergestellten Fahigkeit der Oozyten, die In-vitro-
Reifung zu durchlaufen (Tab. 8), auch eine signifikante Steigerung der Rate der
phosphorylierten MAP-Kinasen verglichen mit der Behandlung mit dem Inhibitor (6-DMAP
24h) (Abb. 8). Zusitzlich konnte beobachtet werden, dass es zu einer Erholung der
Expression von CYP1A1 kommt. Dies wurde aus der Transriptmenge von CYP1Al auf
mRNA-Ebene ersichtlich, die verglichen mit alleiniger Kultivierung mit 6-DMAP (6-DMAP
24h) im Mittel um 4,3 anstieg und im Vergleich zur Kontrollgruppe keinen signifikanten
Unterschied aufzeigte (Abb. 9). Die Analyse der Expression von CYP1A1 auf Proteinebene
bestitigte die bereits erhaltenen mRNA-Daten (Abb. 8).

p-ERK 1
47

e ————

p-ERK 2
-_—

—

-
e P-Aktin

e

Kontrolle 24h  6-DMAP 24h  6-DMAP 24h
+ BMM 24h

CYPI1A1
<7

Abb. 8

Westernblotanalyse der Expression von CYP1A1, p-ERK 1 und p-ERK 2 in Rinderoozyten
nach Exposition mit 4 mM 6-DMAP fiir 24h und weiterer Kultivierung in BMM fiir 24h (6-
DMAP 24h + BMM 24h). Die Exposition mit 6-DMAP fiihrte in den KOKs im Vergleich
zur Kontrollgruppe zu einer signifikanten Reduktion der Transkripte von CYP1A1 und der
Expression von p-ERK 1 und p-ERK 2. In der Kultur mit 6-DMAP 24h + BMM 24h zeigte
sich im Vergleich zur Inhibitorbehandlung eine signifikante Steigerung der Rate von p-ERK
1, p-ERK 2 und CYPI1AL1 (¥*p<0,05).
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CYP1A1

Kontrolle 24h 6-DMAP 24h 6-DMAP 24h + BMM 24h

Kontrolle 6-DMAP 6-DMAP 24h + Negativ
24h 24h BMM 24h

Abb. 9

Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der PCR fiir CYP 1A1 nach Exposition mit
4mM 6-DMAP fiir 24h und anschlieBender Inkubation in BMM fiir 24h (6-DMAP 24h +
BMM 24h). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwertes an. Diese
Behandlung fiihrte in den KOKSs im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht zu signifikanten
Veridnderungen im Expressionsniveau. Im Vergleich zu der Exposition gegeniiber 6-
DMAP fiir 24h (6-DMAP 24h) zeigte sich ein signifikanter Unterschied (*p<0,05).

Zusammenfassend konnte in diesem ersten Teil der Experimente gezeigt werden, dass es
unter Einfluf von 6-DMAP zu einem Arrest im physiologischen Ablauf der Meisose und
einer Senkung der Transkriptionsrate von CYP1A1 sowie der Rate an phosphorylierter ERK
1 und ERK 2 kommt. Um eine Aussage dariiber treffen zu konnen, ob diese Verdnderungen
einer geringeren Aktivitit der MAP-Kinasen zuzuschreiben sind, wurden Kumulus-Oozyten-
Komplexe fiir 24 Stunden in Anwesenheit von 10uM Cycloheximide kultiviert. Die 24-
stiindige Exposition mit Cycloheximide fiihrte zu einer Hemmung der Eizellen in dem
physiologischen Ablauf der Meiose, wobei sich nach der Behandlung der gréfite Teil der
Oozyten im GV/GVBD-Stadium befand (Tab. 8). Die Analyse der Expression von AhR,
ARNT, CYP1A1 (Abb. 10) und CYP1B1 auf mRNA-Ebene zeigte keine statistisch
signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe (Daten grafisch nicht
dargestellt). Diese Ergebnisse bestitigen die Rolle von Phosphorylierungssprozessen im

Rahmen der Regulation der AhR-Aktivitdt in KOKs beim Rind.
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CYP1A1 Abb. 10

Ergebnisse der densito-
1 metrischen Auswertung der
09 1 PCR fir CYP1Al nach
0.8 - Exposition mit 4mM 6-DMAP

0.7 bzw. 10uM Cycloheximide.
0,6 | Die Fehlerbalken geben den
’ Standardfehler des Mittel-
0.5 wertes an. Nach Exposition
0.4 7 R mit 6-DMAP konnte fiir CYP
0,31 1Al in den KOKs eine
0,2 4 signifikant niedrigere
0,1 1 Transkriptmenge im Vergleich
0 zur  Kontrollgruppe  und
Kontrolle 24h 6-DMAP 24h Cycloheximide Cycloheximide ermittelt
werden (*p<0,05). Zusitzlich

Darstellung der Ergebnisse der
Gelelektrophorese.

Kontrolle 6-DMAP  Cyclohex. Negativ
24h 24h

Tab. 8 Effekte von 6-DMAP und Cycloheximide auf die In-vitro-Maturation von
Rinderoozyten. Représentative Darstellung der prozentualen Mittelwerte der Anzahl der
Oozyten in den verschiedenen Kernreifungsstadien.

Degneriertes
Behandlung GV/GVBD (%) M 1 (%) M 11 (%) Stadium (%)
Kontrolle 2,12 18,8? 73,6° 5,5
6-DMAP 24h 92,5° 0,0° 0,0° 7,5
Cycloheximide 97,0° 0,0° 0,0° 3,0
6-DMAP 24h 6,0° 19,8° 71,7° 4,8
+BBM 24h

®ed Unterschiedliche FuBnoten in einer Spalte bezeichnen statistisch signifikante

Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle (p<0.05).
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3.1.2 Der Einsatz des spezifischen MEK-Inhibitor PD98059

Um die Interaktionen zwischen der MAPK-Kaskade und dem AhR-Signalweg genauer
untersuchen zu koénnen, wurde der spezifische MEK-Inhibitor PD98059 [2- (2”-amino-3’-
methoxyphenyl)-oxanaphthalen-4-one] ausgewidhlt. PD98059, ein Flavonoid mit
inhibitorischer Wirkung auf die Mitogen Activated Protein Kinase-Kinase (MEK) (Alessi et
al., 1995; Dudley et al., 1995; Guyton et al., 1996; Cook et al., 1997) verhindert die durch
MEK-Kinase und raf 1 induzierte Phosphoylierung von MEK (Alessi et al., 1995; Dudley et
al., 1995).

Die Inkubation der KOKs erfolgte fiir 3 (T=0-3h), 15 (T=0-15h) und 24 (T=0-24h) Stunden
in BMM unter Zusatz von 10uM PD98059 gelost in DMSO (0,001%).

Die Kontrollgruppe, wurde in BMM+0,001% DMSO inkubiert, da DMSO als Losungsmittel
fiir PD 98059 fungierte.

Nach einer dreistiindigen Exposition gegeniiber PD98059 (T=3h) konnte eine im Mittel um
5,9-fach signifikant niedrigere mRNA-Menge von CYP1A1 im Vergleich zu der DMSO-
Kontrolle ermittelt werden (Abb. 11 A).

Die Inkubation mit dem Inhibitor fiir 15 h (T=15h) fiihrte in den Rinder-KOKs zu keinen
nennenswerten Unterschieden in der Transkriptionsrate der mRNA (Abb. 11 B).

In dem Expositionsversuch iiber einem Zeitraum von 24 h (T=24h) wurde im Vergleich zu
der Behandlung mit DMSO im Durchschnitt ein Anstieg der Transkriptmenge um 2,2
ermittelt, der mit einem p<0,05 eine statistische Signifikanz aufwies (Abb. 11 C).

Bei der Beurteilung der Kernreifungsstadien stellte sich heraus, dass sich nach 15 h Kultur
62,5% der in DMSO beziehungsweise 82,8% der mit PD98059 behandelten Kumulus-
Oozyten-Komplexe in der Metaphase I befanden. Nach 24 h konnten 84,7% in der DMSO-
Gruppe und 68,0% in der PD98059-Gruppe der Metaphase II zugeordnet werden (Tab. 9).
Zusitzlich konnten Verdnderungen in der Phosphorylierung von p-ERK 1 und p-ERK 2 auf
Proteinebene beobachtet werden. Der FEinsatz des Inhibitors fiihrte hier nach einer
dreistiindigen Exposition zu einem signifikanten Abfall der Rate der phosphorylierten MAP-
Kinasen, die nach 15h wieder leicht angestiegen war. Im Vergleich zu der DMSO-Kontrolle
konnte bei der Inkubation mit PD98059 fiir 24h ein signifikanter Anstieg der Proteinmenge
von p-ERK 1 und p-ERK 2 beobachtet werden (Abb. 12).
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CYP1A1 0-24h Abb. 11
Ergebnisse der densitometrischen
3 * Auswertung der PCR fiir CYP 1Al nach
05 Exposition mit 10uM PD 98059 fiir 3h
(A), 15h (B), 24h (C). Die Fehlerbalken
21 geben den Standardfehler des
1,5 1 Mittelwertes an. Diese Behandlung
1 4 fiihrte in den KOKs nach 3h im
05 - Vergleich zur DMSO-Kontrolle zu einer
0 signifikanten Reduktion im
DMSO 24h PD 241 Expressionsniveau. Im Vergleich zu der
C Exposition gegeniiber PD98059 fiir 24 h

zeigte sich ein signifikanter Anstieg
(*p<0,05).

Tab. 9 Effekte von PD98059 auf die In-vitro-Maturation von Rinderoozyten. Représentative
Darstellung der prozentualen Mittelwerte der Anzahl der Oozyten in den verschiedenen
Kernreifungssstadien.

Behandlung GV/GVBD (%) MI (%) M II (%)
DMSO 15h 0,0 62,5° 34,9°
PD98059 15h 0,0 82,8" 10,7*

DMSO 24h 0,0 11,3¢ 84,7
PD98059 24h 0,0 28,0° 68,0°

ed " Unterschiedliche FuBnoten in einer Spalte bezeichnen statistisch signifikante

Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle (p<0.05).
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Abb. 12

Westernblotanalyse der Expression von p-ERK 1 und p-ERK 2 in Rinderoozyten nach
Exposition mit 10uM PD98059. Die Exposition mit PD98059 fiihrte in den KOKs nach
3h zu einem signifikanten Abfall der Rate der phosphorylierten MAP-Kinasen, die nach
15h wieder leicht angestiegen war. Im Vergleich zu der DMSO-Kontrolle konnte bei der
Inkubation mit PD98059 fiir 24h ein signifikanter Anstieg der Proteinmenge von p-ERK 1
und p-ERK 2 beobachtet werden .

Des Weiteren wurde untersucht, ob der Wiederanstieg von phosphorylierter ERK 1 und 2
sowie parallel dazu der Anstieg der Transkriptmenge von CYP1Al durch einen
Aktivitdtsverlust des Inhibitors verursacht wird oder ob die Phosphorylierung von ERK 1
und 2 nach 15 Stunden der In-vitro-Reifung nicht mehr der Kontrolle von MEK unterliegt.
Fiir diese Untersuchung wurden die KOKs in BMM+DMSO kultiviert (PD 0-15h), dem erst
15 h nach Beginn der Kultivierung PD98059 hinzugefiigt wurde und die dann fiir weitere 9
Stunden inkubiert wurden (PD 15-24h). Es konnte beobachtet werden, dass es unter diesen
Bedingungen zu einer signifikanten Reduktion der Expression von CYP1A1 (Abb. 13) und
der Rate der phosphorylierten MAP-Kinasen, vor allem von ERK 1 kommt (Abb. 14).

1,2 1,27

14 1
0,8+ 0,81

*

0,6 0,6 1
0,4+ 04
0,2 02

0+ 0

DMSO PD 0-15h DMSO PD 15-24h
Abb. 13

Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der PCR fiir CYP 1A1 nach Exposition mit
10uM PD98059 ab der 15. Stunde der Kultur (PD 15-24h). Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler des Mittelwertes an. Der spéte Zusatz des Inhibitors fiihrte in den KOKs im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle zu einer signifikanten Reduktion im Expressionslevel
(*p<0,05).
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Abb. 14

Westernblotanalyse der Expression von p-ERK 1 und p-ERK 2 in Rinderoozyten nach
Exposition mit 10uM PD98059 ab der 15. Stunde der Kultur (PD 15-24h). Der spite
Zusatz des Inhibitors fiithrte in den KOKs Vergleich zur DMSO-Kontrolle zu einer
signifikanten Reduktion der Rate der phosphorylierten MAP-Kinasen.
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3.2 Die Regulation der Aktivitit des AhR in Schweine-Kumulus-
Oozyten-Komplexen unter physiologischen und toxikologischen
Bedingungen: Die Bedeutung von Follikelfliissigkeit

3.2.1 Die konstitutive und ligandeninduzierte Expression der Gene des AhR-
Signalweges wihrend IVM
Um neue Erkenntnisse beziiglich der toxikologischen und potentiellen physiologischen
Rolle des AhR wihrend der Reifung von Oozyten zu gewinnen, wurde der Einfluf} des AhR-
Liganden B-Naphthoflavone (B-NF) auf die Eizellreifung und die Effekte verschiedener
Kulturbedingungen auf den AhR-Signalweg in porzinen Kumulus-Oozyten-Komplexen in
Anwesenheit beziehungsweise Abwesenheit von [3-Naphthoflavone untersucht.
In diesem Versuchsabschnitt wurde die unreifen Oozyten, nachdem die KOKs gemal der
Methode, wie in 2.3 beschrieben, vorbereitet worden waren, bei -80 °C eingefroren (T=0).
Die restlichen KOKs wurden fiir 44 Stunden in BMM versetzt mit 10 % Follikelfliissigkeit
inkubiert. Die Expression von AhR und seinem Partner ARNT wurde durch semiquantitative
RT-PCR untersucht. Zu Beginn der Kultur (T=0h) wurde in den unreifen Eizellen eine
konstitutive Expression der AhR mRNA und ARNT mRNA beobachtet. Die
Expressionsrate des AhR stieg wihrend der nichsten 44 Stunden des IVM signifikant an
(p<0.05) (Abb. 15). Die Transkriptmenge von ARNT zeigte wihrend der gesamten
Reifungsdauer keine signifikanten Variationen im Expressionsniveau (Abb. 15).
Um die Funktionalitit des Ah-Rezeptors zu testen, wurde die Expression von CYP1A1, dem
Hauptzielgen des AhR, wihrend der In-vitro-Reifung analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass
CYP1A1 mRNA in unreifen KOKS zum Zeitpunkt T=0 konstitutiv exprimiert wird und die
Transkriptmenge sich in der darauf folgenden 24 beziehungsweise 44-stiindigen Inkubation
signifikant erhoht (p<0.05)
[Abb. 16 (1) und (2)]. Die Analyse der Expression von CYP1A1 auf Proteinebene bestitigte
die bereits erhaltenen mRNA-Daten [Abb. 16 (3)]. Daraus lédsst sich auf eine konstitutive
Aktivierung des AhR-Signalweges schliefen. Dieses Ergebnis fiihrt zu der Frage, ob der
AhR-Signalweg in porzinen KOKs die Toxizitit von exogenen Liganden vermitteln kann.
Hierfiir wurde die Expression von CYP1A1 unter dem Einflu von 50 uM B-Naphthoflavone
(B-NF) wiihrend der In-vitro-Reifung analysiert. B-NF ist ein bekannter prototypischer AhR-
Ligand.
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Abb. 15

(1) Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der PCR fiir AHR und ARNT nach 0
beziehungsweise 44h IVM. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwertes an.
Es konnte nach 44h IVM in den KOKs eine signifikant erhohte Transkriptmenge fiir AHR
ermittelt werden (*p<0,05). Die Expression von ARNT zeigte keine Verdnderungen im
Vergleich zum Zeitpunkt T=0.

(2) Darstellung der Ergebnisse der Gelelektrophorese.
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Abb. 16 (1) Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der PCR fiir CYPIA1 in
porzinen KOKSs vor und nach 24 beziehungsweise 44h IVM. Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler des Mittelwertes an. Es konnte nach 24 und 44h IVM in den KOKs eine
signifikant erhohte Transkriptmenge fiir CYP1A1 ermittelt werden (¥p<0,05).

(2) Darstellung der Ergebnisse der Gelelektrophorese.

(3) Reprisentative Darstellung der Western Blot-Analyse.
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Unter dem EinfluB von B-NF konnte im Vergleich zur Kontrolle eine signifikante Steigerung
der CYP1A1-mRNA-Transkriptmenge zum Zeitpunkt T=24h und T=44h beobachtet werden
(Abb. 17). Das zeigt, dass der AhR trotz seinem hohen Niveau an konstitutiver Aktivitit auf
exogene Liganden reagiert. Die Analyse der Expression von CYP1A1l auf Proteinebene
bestitigte die bereits erhaltenen mRNA-Daten (Abb. 17).

Da eine Steigerung der AhR-Aktivitidt wihrend der /n-vitro-Reifung, sowie eine Interaktion
des AhR mit exogenen Liganden, die Expression von CYP1A1 induzieren, wurde postuliert,
dass die Interaktion mit exogenen Liganden einen Einblick in die Funktion des konstitutiv
aktivierten Ah-Rezeptors liefern wiirde. Hierfiir wurde die Kernreifung nach der Behandlung
mit B-NF beurteilt. Interessanterweise zeigte sich beim Einsatz des AhR-Liganden keine
signifikante Beeintrachtigung der In-vitro-Maturation (Metaphase II-Rate: Kontrolle: 76,2%;
Kontrolle-B-NF: 74,7 %; Tab. 10).

Tab.10 Effekte von -Naphthoflavone auf die In-vitro-Maturation von porzinen Oozyten.
Reprisentative Darstellung der prozentualen Mittelwerte der Anzahl der Oozyten in den
verschiedenen Kernreifungssstadien.

Behandlung |GV/GVBD (%)| MI1(%) M 1I (%) ];Z%?Eiezg
Kontrolle 1,5 15,4° 76,21 6,9
Kontrolle-B-NF 1.4 15,1° 74,7° 8,8°
FKS 0,0 19,2° 75,0° 5,8
FKS-B-NF 0,0 42,0° 44.4° 20,2°

® Unterschiedliche FuBnoten in einer Spalte bezeichnen statistisch signifikante
Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle (p<0.05).
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Abb. 17 (a) Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der PCR fiir CYP1A1 vor und
nach 24 beziehungsweise 44h IVM in porzinen KOKs zur Untersuchung der Effekte von
-Naphthoflavone. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwertes an.

Die KOKs wurden in Kulturmedium ohne (-A-) beziehungsweise unter Zusatz von 50 uM
B-NF (-@-) inkubiert. Unter der Behandlung mit dem AhR-Liganden B-NF konnte eine
signifikante Steigerung der Transkriptmenge von CYP1Al nach 24h und 44h IVM

beobachtet werden (*p<0,05).

(b) Darstellung der Ergebnisse der Gelelektrophorese.
(3) Reprisentative Darstellung der Western Blot-Analyse.
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3.2.2 Die Bedeutung von Follikelfliissigkeit

In der Follikulogenese bildet sich die Follikelhohle aus. Die Follikelfliissigkeit, die den
Kumulus-Oozyten-Komplex umgibt, enthilt die Faktoren, die fiir die In-vitro-Entwicklung
eines Embryos von Bedeutung sind (Edwards, 1974). Dazu gehoren Proteine, Zytokine und
Wachstumsfaktoren, sowie andere Peptidhormone, Steroide, Stoffwechselprodukte des
Energiestoffwechsels und noch nicht identifizierte Faktoren.

Um die Effekte von Follikelfliissigkeit auf die Regulation der konstitutiven und durch B-NF-
induzierten Expression von CYP1A1 in porzinen KOKs zu untersuchen, wurde dem IVM-
Medium keine Follikelfliissigkeit hinzugefiigt, sondern 20% FKS (Fetales Kilberserum) als
einzige Proteinquelle verwendet. Unabhingig von den Kulturbedingungen zeigten sich
beziiglich der konstitutiven Expression von CYP1A1 in Abwesenheit eines AhR-Liganden
keine signifikanten Unterschiede (Daten grafisch nicht dargestellt). Weiterhin konnten nach
der 44-stiindigen Reifungsperiode keine Unterschiede in der Reifungskompetenz zwischen
den KOKs, denen allein FKS als Proteinquelle diente (FKS), und den KOKs in Anwesenheit
von Follikelfliisigkeit (KOKs in der Metaphase II: Kontrolle 76,2%, FKS 75,0%) beobachtet
werden (Tab. 10). Interessanterweise kam es unter Zusatz von B-NF zu einer signifikanten
Steigerung der Transkriptmenge von CYP1Al in der Kultur mit FKS (FKS-B-NF) als
einziger Proteinquelle verglichen mit der Kontrollgruppe, die in Medium mit
Follikelfliissigkeit reifte (Kontrolle-3-NF) (Abb. 18). Die Analyse der Expression von
CYP1A1 auf Proteinebene bestitigte die mRNA-Daten (Abb. 18).

Parallel dazu beeinflusste die Inkubation der porzinen KOKs mit B-NF wihrend der In-vitro-
Reifung in Abwesenheit von Follikelfliissigkeit (FKS-B-NF) signifikant die Eizellreifung.

Es konnten nur 44,4% der Kumulus-Oozyten-Komplexe, die in Anwesenheit von B-NF
kultiviert wurden, im Vergleich zu 75,0% KOKs, die dem Agonisten nicht ausgesetzt waren,
der Metaphase II zugeordnet werden. Zusitzlich lieB sich feststellen, dass die Rate der
degenerierten KOKs in Anwesenheit von B-NF im Vergleich zu den nicht exponierten KOKs
erhoht war (FKS-B-NF: 20,36% vs. FKS: 5,83%; s. Tab. 10).

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse vermuten, dass eine gesteigerte Aktivitit des AhR
zu Ovotoxizitit fithren konnte und dass noch unbekannte Komponenten in der

Follikelfliissigkeit eine  protektive Rolle gegeniiber = AhR-Liganden besitzen.
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Abb. 18

Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der PCR fiir CYP1A1 zur Untersuchung
der Effekte von P-Naphthoflavone. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler des
Mittelwertes an. Die KOKs wurden in Follikelfliissigkeit in Abwesenheit von B-NF
(Kontrolle) bzw. in Follikelfliissigkeit (Kontrolle-3-NF ) und FKS (FKS-B-NF) unter
Zusatz von B-NF kultiviert. Unter der Behandlung mit dem AhR-Liganden B-NF konnte
eine signifante Steigerung der Transkriptmenge von CYP1A1l in der Kultur mit FKS
(FKS-B-NF) verglichen mit der Behandlung mit Follikelfliissigkeit (Kontrolle-3-NF)
beobachtet werden (*p<0,05). Zusitzlich Darstellung der Ergebnisse der
Gelelektrophorese und reprisentative Darstellung der Western Blot-Analyse.



Ergebnisse 44

3.2.3 Der EinfluB von B-Naphthoflavone auf die Apoptose der Kumuluszellen

In diesem Experiment wurden reife KOKs der Kontrollgruppe und der Behandlung mit FKS
in An- beziehungsweise Abwesenheit von [-Naphthoflavone zur Kennzeichnung von
lebenden Zellen mit 6-Carboxyfluorescein-Diacetat und zur Kennzeichnung von Zellkernen
in der frithen Apoptose mit Annexin V-CY3 geférbt. Beziiglich der Rate der lebensfidhigen
Zellen wurden unabhingig von der Inkubation mit B-NF zwischen den unterschiedlichen
Behandlungen keine Unterschiede beobachtet. Bei Abwesenheit des Liganden hatten die
Kulturbedingungen keinen Effekt auf die Inzidenz der friihen Apoptose (Daten grafisch nicht
dargestellt). Zusitzlich fithrte B-NF in Anwesenheit von Follikelfliissigkeit verglichen mit
der Kontrollgruppe nicht zu einer gesteigerten Apoptoserate in porzinen KOKs.
Interessanterweise zeigte sich jedoch unter Einsatz von B-NF bei den KOKs, die in der
Kultur mit FKS als alleiniger Proteinquelle reiften (FKS-B-NF), eine gesteigerte Rate der
Apoptose in KOKs (Abb. 19).

Diese Ergebnisse lassen eine mogliche Involvierung von noch nicht identifizierten
Komponenten in der Follikelfliissigkeit bei der Protektion von porzinen Oozyten gegeniiber

einer durch den AhR induzierten Toxizitdt vermuten.
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Messung der frithen Apoptose in ausgewdhlten KOKs durch Farbung mit Annexin V.

(a) Die ausgewdhlten KOKs wurden in Kontrollmedium ohne Ligandenzusatz
beziehungsweise in Kontrollmedium und Medium, das nur FKS als Proteinquelle enthielt,
in Anwesenheit von B-NF kultiviert und mit CY3-gekennzeichnetem Annexin V (rot) and
6-Carboxyfluorescein-Diacetat (griin) gefarbt, um die apoptotischen und lebensfdhigen
Zellen erkennen zu konnen. Die Firbung mit 6-Carboxyfluorescein-Diacetat zeigt, dass
sich die Mehrzahl der Kumuluszellen unabhingig von den Reifungsbedingungen als
lebensfihig einstufen lieBen. Die KOKs wiesen bei Kultivierung in Kontrollmedium,
unabhingig von der Anwesenheit von B-NF, kaum Annexin V-Firbung auf. In der Gruppe
der KOKs, die in FKS unter Zusatz von B-NF reiften, kam es jedoch zu einer vermehrten
Bindung von Annexin V an die Kumuluszellen. Dieses Ergebnis ist ein Hinweis dafiir,
dass diese Zellen absterben. Das iiberlappende Auftreten von roter und griiner Farbe ergibt
eine gelbe Fluoreszenz in der Mehrheit der Kumuluszellen und zeigt apoptotische Zellen
an.

(b) Darstellung der quantitativen Analyse der Ergebnisse der Firbung mit Anexin V. Es
zeigt sich, dass ca. 4% der lebensfahigen Kumuluszellen im Vergleich zu ca. 44% in der
FKS-B-NF-Gruppe apoptotisch wurden. Nekrotische Zellen wurden nicht beachtet. Die
Werte werden als Mittelwerte mit Standardabweichung resultierend aus drei
Wiederholungen pro Experiment dargestellt. Fiir jedes Experiment wurden ca. 150 Zellen
verwendet.
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4 Diskussion

4.1 Die Interaktionen zwischen dem AhR und der Mitogen
Activated Protein Kinase (MAP-Kinase) wihrend der In-vitro-
Reifung von Rinderoozyten

Zahlreiche Studien haben demonstriert, dass der AhR einen wichtigen regulatorischen Faktor
im Rahmen der zelluldren Reaktion auf die Einwirkung von Umweltgiften darstellt. Der am
intensivsten untersuchte Ligand ist das TCDD (Pohjanvirta und Tuomisto, 1994).
Experimente mit AhR-Knockoutmdusen zeigten, dass der AhR in vivo eine essentielle
Bedeutung fiir die durch Xenobiotika induzierte Toxizitdt und Karzinogenitit besitzt
(Fernandez-Salguero et al., 1996; Shimizu et al., 2000). Da der AhR in zahlreichen Geweben
von Sdugetieren nachweisbar ist, wird vermutet, dass er zusétzlich zu seiner toxikologischen
Funktion eine endogene Rolle spielt. Diese Hypothese wird durch Ergebnisse der Studien an
den AhRKO-Miusen unterstiitzt. Sie zeigten Verdnderungen in Bezug auf die Entwicklung
der Leber, das Immunsystem (Fernandez-Salguero et al., 1995; Schmidt et al., 1996; Mimura
et al., 1997) und die Reproduktion (Abbott et al., 1999; Benedict et al., 2000).

Fiir die vorliegende Arbeit ist wichtig, dass der AhR auch eine funktionelle Rolle in der
Regulation von ovariellen Prozessen spielt. Der Rezeptor und sein nukleédrer Partner ARNT
werden im Ovar von Sdugetieren exprimiert. In AhR-Knockoutmdusen iiberleben weniger
fetale ovarielle Zellen (Robles 2000; Benedict 2000). In Abwesenheit des AhR ist das
Follikelwachstum gehemmt und die Zahl der ovulierenden Follikel, die sich zu Corpora lutea
entwickeln, reduziert (Benedict et al., 2003). In fritheren Studien unserer Arbeitsgruppe
konnte nachgewiesen werden, dass der AhR-Signalweg wiahrend der In-vitro-Reifung von
Rindereizellen in Abwesenheit exogener Liganden aktiviert wird. Der Einsatz von AhR-
Antagonisten verursachte eine Reduktion des Hauptzielgenes CYP1A1 auf mRNA- und
Proteinebene und hatte einen negativen Effekt auf die Fihigkeit der Oozyten, den
Reifungsprozess zu durchlaufen (Pocar et al., 2004). Die physiologische Signifikanz des
AhR/ARNT-Komplexes und die molekularen Mechanismen in den Endstadien der
Eizellreifung sind jedoch noch nicht bekannt. Ziel der hier vorliegenden Studie war es
deshalb, die molekularen Mechanismen, die an der Aktivierung des AhR und den
Interaktionen zwischen der Eizellreifung und dem AhR beteiligt sind, weiter aufzukléren.
6-DMAP ist dafiir bekannt, in Rinderoozyten kurz vor dem GVBD-Stadium iiber eine
Blockierung der frithen Phosphorylierungsreaktionen die Fortsetzung der Meiose zu hemmen
(Fulka et al., 1991; Levesque und Sirard, 1995; Lonergan et al., 1997; Avery et al., 1998;
Dode und Adona, 2001; Faerge et al., 2001). Die Fahigkeit des Inhibitors, die Oozyten im
Stadium des GV zu blockieren, konnte in der hier vorliegenden Studie bestétigt werden.

Zusitzlich kam es unter der Behandlung mit 6-DMAP zu einer Senkung der
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Transkriptionsrate von CYP1A1 auf mRNA- und Proteinebene, sowie phosphorylierter ERK
1 und 2 auf Proteinebene.

Die beobachteten Effekte bei der IVM und dem veridnderten Expressionsniveau des
Hauptzielgenes CYP1AT1 und der untersuchten MAP-Kinasen erwiesen sich als reversibel.
Diese Ergebnisse sind mit den Beobachtungen von Fulka et al. (1991) und Avery et al.
(1998) vereinbar, die in ihren Studien ebenfalls {iber eine Reversibilitit der Effekte von 6-
DMAP wihrend der In-vitro-Reifung berichten. In diesen Experimenten war der durch den
Inhibitor induzierte Arrest der Meiose reversibel. Weitere Analysen ergaben aber, dass
zwischen 60% und 80% der behandelten Oozyten im Vergleich zu der Kontrollgruppe eine
abnormale Metaphasenformation aufwiesen.

Unter der Behandlung mit Cycloheximide zeigte sich in der hier vorgestellten Studie die
Mehrzahl der Kumulus-Oozyten-Komplexe in dem Stadium des GV. Interessanterweise
fithrte die Hemmung der Meiose durch Cycloheximide dabei nicht zu einem signifikanten
Unterschied in der Expression von CYP1A1. Die Gemeinsamkeit zwischen Cycloheximide
und 6-DMAP besteht in der Fahigkeit, die Wiederaufnahme der Meiose in Sdugetieroozyten
zu hemmen. Der Wirkmechanismus des 6-DMAP beinhaltet die Hemmung der
Serin/Threoninkinasen. Cycloheximide hingegen wirkt iiber eine Blockade der Synthese von
Proteinen, die mit der Kernmembran assoziiert sind (Hunter und Moor, 1987; Simon et al.,
1989; Sirard et al., 1989; Tatemoto et al., 1994; Levesque und Sirard, 1996). Die Ergebnisse
in der hier vorliegenden Arbeit bestitigen somit die Vermutung der spezifischen Rolle von
Phosphorylierungen bei der Regulation des AhR wihrend der In-vitro-Reifung.

6-DMAP ist ein Serin/Threoninkinasehemmstoff mit einem sehr breiten Wirkspektrum
(Fulka et al., 1991; Levesque und Sirard, 1995; Lonergan et al., 1997; Avery et al., 1998;
Dode und Adona, 2001; Faerge et al., 2001). Die Sensibilitit der MAP-Kinasen gegeniiber 6-
DMAP sprechen dafiir, dass eine potentielle Verbindung zwischen der Kaskade der MAP-
Kinasen und dem AhR-Signalweg existiert.

In Experimenten an Tieren, in denen TCDD, der Hauptagonist des Ah-Rezeptors, eingesetzt
wurde, konnte eine Stimulation der Aktivitdt der MAP-Kinasen beobachet werden. Es wurde
postuliert, dass die Stimulation dieser Phosphorylierungskaskade fiir die Induktion von AhR-
abhingiger Transkription von Genen von entscheidender Bedeutung ist. el-Sabeawy et al.
(1998) untersuchten in einer Studie die Effekte von TCDD auf verschiedene
Signaltransduktionswege wihrend der pubertiren Entwicklung von Ratten. Dabei zeigte
sich, dass nach Bindung von TCDD an den Ah-Rezeptor die c-Src-Kinase aktiviert wird.
Diese fiihrt iiber den EGF-Rezeptor (EGFR) und iiber Proteintyrosinkinase (PTK) zu einer
Aktivierung der MAP-Kinasen. Dieser Signalweg erfordert somit keine direkte TCDD-AhR-
ARNT-Interaktion mit der DNA im Zellkern, um die MAP-Kinasen zu aktivieren und

Veridnderungen der Genexpression zu bewirken. In Experimenten mit MCFI10A, einer
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Zelllinie mit immortalisierten humanen Mammaepithelzellen, zeigte sich, dass TCDD iiber
die Aktivierung der c-Src-Kinase und eine Aktivititssteigerung von ERK die
proliferationsstimulierenden Effekte von Insulin antagonisiert (Park et al., 2004b). Die
Analyse der Daten in der hier vorliegenden Studie beziiglich der Expression von CYP1A1 in
den Rinderoozyten unter Behandlung mit PD98059 zeigen Parallelen zu der Transkription
von phosphorylierter ERK1/2 auf. Nach einer 3-stiindigen Inkubation der Eizellen mit
PD98059 konnte eine signifikante Reduktion der Aktivitit von CYP1A1l auf mRNA- und
Proteinebene verzeichnet werden. Interessanterweise war dieser signifikante Unterschied
nach 15 Stunden der Kulturzeit nicht mehr nachweisbar. Ein Teil der Rinder-KOKs wurde
fiir die Zeitspanne der physiologischen Reifung von 24 Stunden inkubiert. Die Analyse der
Transkriptionsrate der CYP1A1l mRNA und des CYP1A1 Proteins nach 24 Stunden ergaben
eine signifikante Steigerung im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Um die Verbindung zwischen dem Signalweg des AhR und der Kaskade von MAPK
intensiver zu beleuchten, wurde zusitzlich die Expression von phoshoryliertem ERK 1- und
ERK 2- Protein unter Behandlung mit PD98059 analysiert.

Nach 3 h der Behandlung mit dem Inhibitor war eine niedrigere Transkriptionsrate von
phosphorylierter ERK 1 und ERK 2 zu verzeichnen, die nach weiteren 12 Stunden (T=15h)
wieder angestiegen und bei der Analyse nach der kompletten Dauer des IVM (T=24h)
signifikant erhoht war. Bei der Beurteilung der Kernreifungsstadien stellte sich heraus, dass
es zu einer Verzogerung der Kernreifung kam. Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse,
dass die Behandlung mit PD98059 die Aktivierung von CYP1A1 und MAP-Kinase nicht
komplett inhibiert, sondern die Aktivierung einer Verzogerung unterliegt.

Die Ursache hierfiir kdnnte eine auf einen Zeitraum von 15 h limitierte Wirkdauer des
PD98059 sein. Als ein weiterer Grund wire auch ein Verlust der Abhédngigkeit von ERK 1
und 2 gegeniiber seinem Aktivator MEK zu diesem Zeitpunkt denkbar. Die Inkubation der
KOKSs vom Zeitpunkt T=15h bis T=24h ergab eine signifikant erniedrigte Transkriptionsrate
der CYP1A1l mRNA und des CY1A1 Proteins, sowie der Rate der phosphorylierten ERK
1/2. Es besteht somit weiterhin eine Abhingigkeit zwischen der MAP-Kinase und MEK.
Ferner entfaltet PD98059 seine Wirkung als Inhibitor von MEK an einem noch nicht
identifizierten Zeitpunkt in dem Zeitraum T=3h bis T=15h wihrend der IVM.

Die wahrscheinlichste Erkldarung des Phinomens einer inkompletten Inhibierung der MAP-
Kinase durch PD98059 ist, dass bereits im GV-Stadum, zu Beginn der Kultur, ein Teil des
MEK-Proteins im phosphorylierten Zustand vorliegt.

In Experimenten von Tomek et al. (2002), die die Regulation der Translation wihrend der
In-vitro-Reifung von Rinderoozyten und hierbei insbesondere die Rolle der MAP-Kinase
und eines Initiators der Translation elF4E (das cap binding protein) untersuchten, konnten

dhnliche Ergebnisse beobachtet werden. Die Behandlung von Kumulus-Oozyten-Komplexen



Diskussion 49

von Rindern mit 20uM PD98059 fiihrte dort zu einer ca. 4-stiindigen Verzogerung der
Aktivierung der MAP-Kinase. Wurde die Konzentration des Inhibitors auf 50uM und
100uM erhoht, zeigten sich dhnliche Resultate. In den Kumulus-Oozyten-Komplexen der
Kontrollgruppe erreichten die Oozyten nach 10 Stunden in der Kultur das GVBD-Stadium.
Im Kontrast dazu befand sich der grofere Anteil der KOKs, die mit dem MEK-Inhibitor
behandelt wurden, nach 10 Stunden der Reifungszeit im Stadium des GV. Interessanterweise
waren diese Kumulus-Oozten-Komplexe trotz der Anwesenheit von PD98059 dazu fihig,
nach 24 Stunden Inkubation die Metaphase II zu erreichen.

Der MEK-Inhibitor PD98059 wirkt nach der Bindung an die inaktiven Formen von MEK
iiber eine Inhibierung der Phosphorylierung und Aktivierung von MEK durch seine
Aktivatoren MEK-Kinase und Raf 1 (Alessi et al., 1995; Dudley et al., 1995). PD98059 ist
nicht dazu fihig phosphoryliertes und damit bereits aktiviertes MEK zu beeinflussen (Alessi
et al., 1995). Aufgrund dieser Erkenntnisse ldsst sich bezogen auf die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit vermuten, dass bereits in Oozyten im Stadium des GV ein kleiner Anteil
von aktiviertem MEK vorliegt, das iiber eine Phosphorylierung zu einer Aktivierung der
MAP-Kinase fiihrt und die Behandlung mit PD98059 somit nur eine Verzogerung dieser
Aktivierung induziert.

Die Tatsache, dass dieser Inhibitor der MEK-Aktivitdt die Aktivierung von CYP1Al
beeinflusst, unterstiitzt die Hypothese einer Verbindung zwischen der Kaskade der MAP-
Kinase und dem Signalweg des AhR.

Yim et al. (2004) untersuchten die Bedeutung von Signalwegen der Proteinkinasen wihrend
der Aktivierung des AhR und behandelten hierfiir Hepalclc7-Zellen mit PD98059, um diese
anschliefend gegeniiber TCDD zu exponieren. Die Vorbehandlung mit dem spezifischen
MEK-1-Inhibitor reduzierte die durch TCDD induzierte Expression von CYPI1Al. Im
weiteren Verlauf dieser Studie wurde ein Co-Immunoprecipitation Assay durchgefiihrt,
dessen Ergebnisse vermuten lieen, dass TCDD eine vermehrte Bindung zwischen dem AhR
und Phosphoproteinen induziert, TCDD selbst die Serin/Threoninreste des AhR aber nicht
phosphoryliert. In Zusammenschau der gesamten Ergebnisse dieser Studie ergibt sich die
Hypothese, dass der AhR mit einem Protein interagiert, das ein Substrat einer
Serin/Threoninkinase, wie zum Beispiel der p44/42 MAP-Kinase, darstellt. Die MAP-Kinase
wird durch TCDD aktiviert, um dann ein noch nicht identifiziertes Zielprotein zu
phosphorylieren, welches mit dem AhR interagiert und die Aktivitdt der Bindung des AhR
an die xenobiotic-responive elements der entsprechenden Zielgene moduliert. Die MAP-
Kinase konnte damit ein weiteres Ziel fiir TCDD in der Zelle darstellen, iiber das die
Aktivitdt des AhR-Komplexes moduliert wird. In Anbetracht dieser Ergebnisse wire die
Aktivierung von p44/p42 MAPK ein wichtiger regulatorischer Faktor beziiglich der

Funktion des AhR als ein Transkriptionsfaktor. Die Ergebnisse der Studie von Yim et al.
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(2004) unterstiitzen die Resultate der hier vorgestellten Arbeit, in der unter Behandlung mit
PD98059 eine Reduktion der Transkription von dem Hauptzielgen des AhR, dem CYP1Al,
nachgewiesen werden konnte.

Im Kontrast dazu war die Expression von CYP1Al in der hier vorgestellten Studie nicht
durch TCDD induziert. Dies stellt einen indirekten Beweis fiir das Vorhandensein von
endogenen Liganden dar, die die durch Yim et al. (2004) vermutete Funktion des TCDD bei
der Aktivierung der MAP-Kinase iibernehmen.

Im Rahmen der Interpretation der Ergebnisse ist es sehr wichtig zu beachten, dass PD98059
neben der Funktion des spezifischen MEK-1-Inhibitors zusétzlich weitere Funktionen
besitzt. Finige chemische Verbindungen mit der Struktur der Flavonoide sind durch
gesteigerte Induktion von Phase-II-Enzymen im Rahmen der Metabolisierung toxischer
Substanzen und Reduktion der Aktivitdt von CYP1A1 in der Lage einen praventiven Effekt
gegeniiber chemisch schiddliche Verbindungen auszuiiben (Uda et al., 1997; Kang et al.,
2003).

Reiners et al. (1998) vermuten aufgrund ihrer Studien an humanen immortalisierten
Epithelzellen der Mamma (MCF10A), dass PD98059 die durch TCDD induzierte Expression
von CYPIA1 durch einen anderen Mechanismus unterdriickt. In diesem Fall scheint es
wahrscheinlich, dass TCDD und der MEK-1-Inhibitor kompetitiv um die Bindung am AhR
konkurrieren, und PD98059 so die Bindung des Xenobiotikums an die DREs verhindert.
Damit erfiillt PD98059 eine Funktion als ein Antagonist oder partieller Agonist am Ah-
Rezeptor. Dieser antagonistische Effekt scheint jedoch nicht die Ursache fiir die Reduktion
der AhR-abhingigen Genexpression zu sein. Yim et al. (2004) konnten in ihren
Experimenten einen Einflu von PD98059 auf den MEK-1/p44/p42 MAPK Signalweg und
seine Interaktion mit der durch TCDD induzierten Expression von DRE-driven reporter
Genen nachweisen. Sie demonstrierten, dass die Expression eines dominant negativen
Mutanten der p42 MAP-Kinase die durch TCDD induzierte Expression von DRE-driven
reporter Genen blockiert.

Tan et al. (2004) berichten in ihrer Arbeit iiber eine Aktivierung von p44/42 MAPK und Jun
N-terminalen Kinasen durch TCDD. Diese sind in der Lage die Aktivitdt von ARNT und die
von AhR/ARNT-abhédngige Genexpression zu modulieren und die Toxizitit von Umwelt-
giften zu vermitteln. Eine durch TCDD induzierte Genexpression kann auch durch den
MEK-1-Inhibitor U0126 [1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis(o-aminophenylmercapto)-
butandiene], der im Gegensatz zu PD98059 in seiner chemischen Struktur nicht mit den
Flavonoiden vergleichbar ist, supprimiert werden (Tan et al., 2002).

Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese einer Verbindung zwischen der MAPK- und
AhR-Signalweg und zeigen, dass sich der AhR auf dem gemeinsamen Signalweg in Bezug

auf die MAP-Kinase downstream einordnen ldsst.
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Wachstumsfaktoren konnen p44/p42 MAPK aktivieren (Cobb et al., 1991). Dabei existiert
eine Verbindung zwischen der MAP-Kaskade und dem epidermal growth factor (EGF). Die
Bindung des EGF an seinen Rezeptor stimuliert die Aktivierung von Komponenten einer
Kaskade, die p21-ras, raf-1 Kinase, MEK und ERK beinhaltet (Satoh et al., 1992; Cano und
Mahadevan, 1995) (Abb. 20.2).

Sakaguchi et al. (2000) berichten iiber eine Beschleunigung der Meiose in Kumulus-
Oozyten-Komplexen von Rindern, wenn diese in serumfreien Medium mit EGF und insulin-
like growth factor (IGF-I) behandelt wurden. Fissore et al. (1996) demonstrierten in ihrer
Arbeit, dass die Injektion von MOS RNA in Rinderoozyten zu einer schnellen und
maximalen Aktivierung von MAPK fiihrte, die in einer Beschleunigung der
Wiederaufnahme der Meiose und des GVBD resultierte. Die Ergebnisse einer weiteren
Studie von Sakaguchi et al. (2002) zeigten, dass die Aktivitdt der MAP-Kinase in Oozyten,
die mit EGF behandelt wurden, in dem Zeitraum von 6 bis 8 h nach Beginn der Kultur
signifikant anstieg. Der Wirkung des EGF beziiglich der Aktivitit der MAP-Kinase konnte
eine Erkldrung fiir die zuerst beobachtete Beschleunigung des Ablaufes der Meiose bei der
Einwirkung von EGF sein. Die Ergebnisse der hier vorgestellten Arbeit sprechen fiir eine
mogliche Rolle der MAP-Kinase bei der Regulation des AhR wihrend der In-vitro-
Maturation. Der Signalweg des Epidermalen Wachstumfaktors konnte dabei als ein
upstream-Aktivator von ERK1/2 fungieren. Um die biologische Signifikanz dieses
Phidnomens weiter aufzukliren, sind Folgestudien notwendig.

Es stellt sich weiterhin die Frage, durch welche Mechanismen der AhR dazu fihig ist, die
Rate der Kumulus-Oozyten-Komplexe, die die In-vitro-Reifung durchlaufen, zu regulieren.
Ein wesentlicher Faktor fiir die Homoostase von Zellteilung und Zelltod ist die Apoptose,
der programmierte Untergang von Zellen. Die Apoptose ist maB3geblich an reproduktiven
Prozessen, wie zum Beispiel der Depletion von Oozyten unter physiologischen und
pathologischen Bedingungen im Ovar, beteiligt (Perez und Tilly, 1997; Morita und Tilly,
1999; Pru und Tilly, 2001). Die Atresie von Follikeln stellt einen natiirlichen Vorgang fiir
die Degeneration der Follikel im Ovar dar und scheint abhingig vom Entwicklungsstadium
des Follikels auf einer vermehrten Apoptose in den Granulosazellen beziehungsweise den
Oozyten zu beruhen (Hughes und Gorospe, 1991). In der reproduktiven Phase existieren
zwei Zeitpunkte, an denen eine gesteigerte Apoptoserate im Ovar stattfindet. Der erste
Zeitpunkt befindet sich im fotalen Ovar und beinhaltet die Induktion der Atresie einer
groBBen Anzahl der Keimzellen (Ratts et al., 1995; Reynaud und Driancourt, 2000). Die
zweite Periode der ovariellen Apoptose ist das Ergebnis der follikulidren Atresie und beginnt
mit dem Einsetzten der Pubertit, also in der Zeit, in der Kohorten von Primordialfollikeln in
den Pool der sich entwickelnden Follikel eintreten. Im Ovar ist die Apoptose der prinzipielle

Mechanismus, iiber den die Reduktion der Oozyten unter physiologischen und
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pathologischen Bedingungen vermittelt wird (Perez und Tilly, 1997; Morita und Tilly, 1999;
Pru und Tilly, 2001).

Wihrend der Reifung besteht eine Korrelation zwischen einer erhohten Rate an Apoptose in
Kumuluszellen und einer geringeren Reifungskompetenz der Oozyten (Ikeda et al., 2003).
Wachstumsfaktoren beeinflussen das Follikelwachstum zum Teil durch Modulation der
Balance zwischen dem Uberleben und dem Zelltod von Granulosazellen. Es wurde gezeigt,
dass Wachstumsfaktoren der EGF-Familie iiber die Aktivierung des EGF-Rezeptors (EGFR)
als parakrine Mediatoren des LH-Signals wihrend der Ovulation fungieren (Park et al.,
2004a). Die Reduktion der Aktivitit des EGF-Rezeptors fiihrt in einer Vielzahl von
Zelllinien zu einer Induktion des programmierten Zelltodes (Moyer et al., 1997). Des
Weiteren konnte in kultivierten Granulosazellen von Ratten ein inhibitorischer Effekt von
EGFR-Liganden auf die Apoptose beobachtet werden (Chun et al., 1996; Tilly, 1996). Der
Signalweg von Ras/Raf/MEK/ERK 1/2 ist ein wichtiger Signalweg, der iiber den EGF-
Rezeptor aktiviert wird (Yarden, 2001). Die Exposition gegeniiber PD98059 resultiert in
menschlichen Granulosazellen in einer Induktion der Apoptose (Oliver et al., 1999).
Experimentelle Studien an Tieren haben gezeigt, dass TCDD die Aktivitit von ERK
stimuliert (el-Sabeawy et al., 1998). TCDD aktiviert mit dem EGF-Rezeptor assoziierte
Tyrosinkinasen und induziert die molekularen Interaktionen von EGFR-assoziierten
Adaptorproteinen (Madhukar et al., 1988; Park et al., 1998). Der Mechanismus, iiber den
TCDD den Signalweg des EGF-Rezeptors aktiviert, scheint kompliziert zu sein. In einer
Studie von Davis et al. (2000) wurde die Induktion von TGF-a, einem Liganden des EGFR,
durch TCDD als ein potenzieller Mechanismus identifiziert. Zudem wurde berichtet, dass
TCDD in verschiedenen Zelllinien die durch das Fehlen von EGF induzierte Apoptose iiber
einen EGFR-vermittelten Signalweg reduziert (Davis et al., 2000; Davis et al., 2001). In der
hier vorliegenden Studie zeigte sich, dass die durch PD98059 vermittelte Hemmung der
MAPK-Kaskade die Aktivierung des AhR-Signalweges wihrend der In-vitro-Reifung in
Kumulus-Oozyten-Komplexen von Rindern modulieren kann und dieses Phanomen mit einer
Reduktion der Reifungskompetenz korreliert. Es ist somit sehr wahrscheinlich, dass die
Signalwege von AhR und EGFR miteinander verbunden sind. Diese Interaktion kénnte eine
kritische Funktion im Rahmen der Protektion der Follikelzellen vor Apoptose wihrend der
Reifung besitzen.

In Experimenten an AhR-Knockoutmdiusen wurde beobachtet, dass TCDD in den Méusen der
Kontrollgruppe zu der Induktion von Apoptose fiihrte, wihrend sich das in den
Knockoutméusen nicht nachweisen liel (Fernandez-Salguero et al., 1996; Kamath et al.,
1997; Zaher et al.,, 1998). Zudem wurde berichtet, dass AhR-Liganden in vivo in
menschlichen ovariellen Follikeln die Expression des pro-apoptotischen Genes Bax und die

Apoptose induzieren (Matikainen et al., 2001). Ergebnisse von Studien unserer
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Arbeitsgruppe zeigen, dass PCB 126, ein AhR-Ligand, in den Kumuluszellen von Rinder-
KOKs zur Induktion von Apoptose fithrt (Pocar et al., 2005). In Zusammenschau lassen
diese Ergebnisse vermuten, dass durch den EGFR aktivierte MAPKSs zusitzliche Ziele in der
Zelle darstellen, tiber die AhR-Liganden die Funktion des AhR-Komplexes modulieren. Des
Weiteren ldsst sich daraus auf eine mogliche riickkoppelnde Rolle von ERK 1/2 in der
Modulation der AhR-Aktivitit in Follikelzellen schlieen.

In den Abbildungen 20.1 — 20.3 sind mogliche Interaktionen zwischen den Signalwegen von

AhR, MAPK und EGF dargestellt.
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Abb. 20.1

Die Ergebnisse der vorliegenden und anderer Studien legen den Schlufl nahe, dass ein
endogener Ligand iiber die Aktivierung des AhR/ARNT-Signalweges die Expression
spezifischer Zielmolekiile induziert. Diese unterstiitzen in S&dugetieroozyten die
Wiederaufnahme der Meiose.
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Die Wiederaufnahme der Meiose scheint auch durch andere extrazelluldre Signale moglich,
am wahrscheinlichsten durch eine Aktivierung des EGFR-Signalweges.
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Abb. 20.3

Die Anwesenheit eines exogenen Liganden beeinflusst iiber eine Verdnderung des
Expressionsniveaus und/oder —zeitpunktes die Expression der Zielgene und hemmt damit
die Meiose. Die Rolle der EGFR-Kaskade unter diesen Bedingungen muss noch geklirt
werden.
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4.2 Die Aktivierung des AhR wihrend der In-vitro-Reifung von
Schweineeizellen

In der vorliegenden Studie sollte in diesem Studienteil zunéchst untersucht werden, ob und
unter welchen Umstdnden der AhR in porzinen Kumulus-Oozyten-Komplexen aktiviert
wird. Des Weiteren waren eine mogliche Beeinflussung sich entwickelnder Oozyten durch
exogene AhR-Liganden Bestandteil dieser Studie.

AhR mRNA und ARNT mRNA werden in unreifen Kumulus-Oozyten-Komplexen
exprimiert. Diese Ergebnisse werden durch eine Vielzahl von Studien unterstiitzt, die die
Expression der Komponenten des AhR-Signalweges bei Nagetieren (Benedict et al., 2000;
Chaffin et al., 2000; Robles et al., 2000), beim Menschen (Khorram et al., 2002; Horling,
2009), Kaninchen (Hasan und Fischer, 2003) und Rind (Pocar et al., 2004) beschreiben.

In der hier vorgestellten Studie konnte ein signifikanter Anstieg im Expressionsniveau der
AhR mRNA wihrend der 44-stiindigen Inkubation beobachtet werden. Dieses Ergebnis
stimmt mit fritheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe, bei denen in Rinderoozyten und
Kumuluszellen wihrend der In-vitro-Reifung eine vermehrte Expression des AhR beobachtet
werden konnte, iiberein (Pocar et al., 2004). Des Weiteren lassen die Studien von Chaffin et
al. (1999) und Horling (2009), in denen sich in Granulosazellen von Affen nach Behandlung
mit Gonadotropinen und in einer humanen Granulosazelllinie eine Induktion der AhR-
Expression zeigte, auf eine funktionelle Rolle des AhR in den Granulosazellen schlieBen. In
der Literatur wird auch iiber eine vermehrte Transkription von AhR mRNA in anderen
Zelltypen in Abwesenheit von exogenen Liganden berichtet (Sadek und Allen-Hoffmann,
1994; Hayashi et al., 1995; Mufti et al., 1995; Singh et al., 1996; Crawford et al., 1997;
Elizondo et al., 2000; Monk et al., 2001). Diese Erkenntnisse lassen darauf schlief3en, dass
der AhR-Signalweg einen Teil der Zellzyklusregulation und/oder Zelldifferenzierung
darstellt und unterstiitzen die Hypothese einer potentiellen physiologischen Rolle des
Rezeptors. Die in der hier vorliegenden Studie beobachtete Induktion von CYP1Al in in
vitro gereiften KOKs unterstiitzt diese Hypothese.

In Bezug auf CYP1A1 wurde gefunden, dass seine Expression wihrend der Reifung porziner
Granulosazellen (Leighton et al., 1995) und befruchteter Eizellen von Miusen (Dey und
Nebert, 1998) enwicklungsabhingig reguliert wird. Zusétzlich wurde in Kumulus-Oozyten-
Komplexen von Rindern eine konstitutive Expression dieses Enzyms und seine Induktion
wihrend der Eizellreifung beobachtet (Pocar et al., 2004). Auch in Studien mit einer
immortalisierten humanen Granulosazelllinie (KGN) zeigte sich, dass der AhR-Signalweg
konstitutiv aktiviert und durch den Einsatz von TCDD induziert wird (Horling, 2009).

Wenn man davon ausgeht, dass die Aktivierung des AhR die Bindung eines Liganden
erfordert, ist die hohe konstitutive CYP1AIl-Expression ein indirekter Beweis fiir die

Existenz von endogenen Liganden, die dazu féhig sind, den AhR wihrend der Eizellreifung
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zu aktivieren. Bis heute ist die Identifikation eines potenten endogenen Liganden des AhR
nicht gelungen.

Neben der physiologischen Signifikanz kdnnte es auch moglich sein, dass eine ausreichende
Konzentration des AhR in heranreifenden Oozyten diese Zellen gegeniiber Umweltgiften
angreifbar machen. Der AhR ist ein bekannter Mediator der Toxizitdt von Xenobiotika, wie
TCDD, koplanaren PCBs und Flavonoiden. Die Reifung der Eizelle ist ein kritischer Schritt
fiir eine optimale Befruchtung und weitere Embryonalentwicklung und es konnte gezeigt
werden, dass eine Storung im Ablauf der Reifung zu einer negativen Beeinflussung der
weiblichen Reproduktion fiihrt.

Deshalb wurde in der hier vorliegenden Studie die Frage aufgeworfen, ob eine Exposition
gegeniiber exogenen AhR-Liganden wihrend der Eizellreifung die Reifung von
Schweineoozyten negativ beeintrichtigt. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurden KOKs
vom Schwein in einer Kultur mit -Naphthoflavone inkubiert. Die Ergebnisse zeigen, dass
die Exposition gegeniiber B-NF wihrend IVM einen Anstieg der CYPIA1-Expression
verursacht und deuten damit neben der konstitutiven auf eine induzierbare AhR-Aktivitit
wihrend der Eizellreifung hin. Bis zum jetzigen Zeitpunkt existieren keine Studien beziiglich
der Effekte von B-NF in Sidugetieroozyten. In Studien mit dem Chinook-Lachs konnte
gezeigt werden, dass B-NF eine Transkription von CYP1A1 in Follikeln des Ovars induziert
(Campbell und Devlin, 1996). Weber (2002) berichtet in seiner Arbeit iiber eine signifikant
erhohte Expression von CYP1A1-Protein nach der Behandlung mit B-NF in Ovarien von
jungen Regenbogenforellen.

In der hier vorliegenden Studie wurden unter normalen Kulturbedingungen keine negativen
Effekte des B-NF beziiglich der Oozytenreifung beobachtet.

Experimente mit jungen Katzenfischen, in denen eine ovotoxische Wirkung der Flavone
beobachtet werden konnte, stehen in Kontrast dazu. In dieser Studie wurde berichtet, dass -
NF in jungen Welsen die Apoptoserate ovarieller Zellen steigert. Diese gesteigerte Induktion
der Apoptose ist vermutlich durch eine Reduktion der Expressionsrate von
Hitzeschockprotein 70 in den ovariellen Follikeln bedingt (Weber und Janz, 2001).
Zusitzlich existieren neben B-NF weitere AhR-Liganden, die in der Lage sind, im Ovar von
In-vivo- und In-vitro-Modellen eine ovotoxische Wirkung auszuiiben. So wurde beobachtet,
dass die Exposition von Oozyten wihrend der Reifung gegeniiber PCB die
Befruchtungsfihigkeit von Mausoozyten (Kholkute et al., 1994; Kholkute und Dukelow,
1997), sowie die Eizellreifung und die anschlieBende Entwicklungskompetenz von
Rindereizellen beeinflusst (Krogenaes et al., 1998; Pocar et al., 2001a; Pocar et al., 2001b).
Eine mogliche Erkldrung fiir die fehlenden negativen Effekte von B-NF auf die

Schweineoozyten konnte in den wihrend der [In-vitro-Reifung verwendeten
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Kulturbedingungen zu finden sein. Im Kontrast zu anderen Sdugetierarten werden porzine
Oozyten typischerweise in Anwesenheit von Follikelfliissigkeit kultiviert.

Die Eizellreifung ist ein komplexer Vorgang. Vatzias und Hagen (1999) berichteten iiber die
Existenz von bisher noch nicht identifizierten Faktoren in der Follikelfliissigkeit, die eine
positive Wirkung auf die Eizellreifung besitzen und gleichzeitig eine protektive Rolle
gegeniiber dem EinfluB} schidlicher exogener Substanzen haben. Es ist deshalb denkbar, dass
der Zusatz von Follikelfliissigkeit wihrend IVM die Ursache fiir die beobachteten
Diskrepanzen darstellt. Um diese Frage zu beantworten, wurden in der hier vorliegenden
Studie porzine KOKs in Abwesenheit von Follikelfliissigkeit mit f-NF exponiert.

Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der Rate der Oozyten, die in vitro reifen konnten
sowie eine gleichzeitig erhohte Rate degenerierter Oozyten. Diese negative Beeinflussung
des physiologischen Ablaufes der Eizellreifung ldsst vermuten, dass lokale Faktoren aus dem
Ovar, insbesondere die Follikelfliissigkeit, dazu fdhig sind, die Aktivitit des AhR in
Anwesenheit oder Abwesenheit exogener Liganden zu modulieren. Die Follikelfliissigkeit
spielt vermutlich eine kritische Rolle bei der Protektion der Oozyten gegeniiber
verschiedener Arten von Stress.

In der hier vorliegenden Studie wurde beobachtet, dass es in Anwesenheit von B-NF nur in
der Kultur ohne Zusatz von Follikelfliissigkeit zu einer signifikant gesteigerten Rate der
Apoptose von Kumuluszellen kommt. In der Kontrollgruppe konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden, woraus sich schlieen ldsst, dass Apoptose die Ursache fiir
die beeintrichtigte Eizellreifung sein konnte. Diese Daten werden durch Ergebnisse einer
Studie mit Kumulus-Oozyten-Komplexen von Rindern gestiitzt, die gezeigt haben, dass PCB
126, ein anderer AhR-Ligand, in den Kumuluszellen Apoptose induziert (Pocar et al., 2005).
Einige Studien berichten iiber eine Funktion des AhR in der Regulation oder Vermittlung
apoptotischer Prozesse. TCDD fiihrt in Miusen zu einer Induktion der Apoptose. Dieser
Effekt wurde in AhRKO-Méusen nicht beobachtet (Fernandez-Salguero et al., 1996; Kamath
et al., 1997; Zaher et al., 1998). Zusitzlich wurde berichtet, dass AhR-Liganden die
Expression des pro-apoptotischen Gens Bax und in vivo die Apoptose in menschlichen
Follikelzellen des Ovars induzieren (Matikainen et al., 2001).

Ikeda et al. (2003) berichteten dariiber, dass der Grad der Apoptose, spontan oder induziert,
in Kumuluszellen mit der Entwicklungskompetenz der Oozyten korrelieren konnte.
Tatemoto et al. (2004) haben in ihren Experimenten gezeigt, dass die Follikelfliissigkeit die
Oozyten durch einen vermehrten Abbau von Radikalen durch Superoxiddismutase-
Isoenzymen vor oxidativem Stress schiitzt. In einer Studie, die sich mit den Effekten von 3-
NF auf die Biotransformation der Leber und der Biosynthese von Glutathion (GSH) im
Forellenbarsch (Micropterus salmoides) beschiftigte, wurde ein voriibergehender Anstieg

der Expression von Glutathion-S-Transferase A mRNA beobachtet. Weiterhin erhdhte sich
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die Expression der katalytischen Untereinheit der Glutamat-Cystein-Ligase unter
Behandlung mit B-NF um den Faktor 1,7. Parallel hierzu erfolgte ein Anstieg des
intrazellularen GSH (Hughes und Gallagher, 2004). Glutathion, ein Tripeptid der
Sdugetierzellen, schiitzt Zellen vor der Oxidation und spielt damit eine entschiedende Rolle
in der Protektion vor oxidativem Stress (Meister, 1983).

Interessanterweise wird die Toxizitdt des TCDD teilweise durch eine Antwort der Zelle auf
oxidativen Stress vermittelt, die aus einer transkriptionalen Aktivierung und einem Anstieg
der Produktion von reaktivem Sauerstoff resultiert (Dalton et al., 2002). In weiblichen
C57BL/6J Miusen wurde gezeigt, dass TCDD iiber einen durch den AhR-vermittelten
Mechanismus innerhalb von 1 Woche einen Anstieg des hepatischen oxidierten Gluthation
um den Faktor 2 verursacht (Shertzer et al., 1998). Hieraus folgern wir, dass die Menge des
intrazelluldren Glutathion in Oozyten vom Schwein, eine Verianderung der Menge und/oder
des Redox-Status von GSH, die zu oxidativem Stress fiihren, ursidchlich fiir die beobachteten
Effekte des B-NF in der Kultur mit Serum im Vergleich zu der Kultur mit Follikelfliissigkeit
verantwortlich sein konnten. Zur weiteren Klidrung der Effekte von AhR-Liganden im
Zusammenhang mit oxidativem Stress im Ovar, insbesondere iiber die Bedeutung von
Glutathion in porzinen KOKs und die Behandlung mit 3-NF, bedarf es weiterer Studien.

An der protektive Rolle der Follikelfliissigeit, die in dieser Studie beobachtet wurde, sind
vermutlich auch Wachstumsfaktoren beteiligt. Sakaguchi et al. (2002) zeigten in einer Studie
an Rinderoozyten, dass die Wachstumsfaktoren EGF und IGF-1 (insulin-like growth factor)
in Kumulus-Oozyten-Komplexen von kleinen Follikeln ( £ 3mmm im Durchmesser) den
Ablauf des meiotischen Zellzyklus der Oozyten beschleunigen konnen. Dieser Effekt konnte
mit durch die erhohten Aktivititen der in den Zelllzyklus involvierten Kinasen H1-Kinase

und MAP-Kinase wihrend der frithen Stadien der Reifung verursacht sein.

In Zusammenschau der Ergebnisse der Studien beziiglich des AhR und seiner toxischen
Liganden kann eine mogliche Verbindung zwischen dem EinfluB umwelttoxischer
Substanzen und einer steigenden Infertilititsrate von Frauen im reproduktiven Alter vermutet
werden. Bei ca. einem Drittel der idiopathisch infertilen Frauen konnte diese Infertilitit
durch die Effekte von Umwelftgiften verursacht sein (Stephen und Chandra, 1998; Lasley,
2001). Eine Exposition gegeniiber Dioxinen und die folgende Aktivierung des AhR-
Signalweges und seine Interaktionen konnten an der Pathogenese von Stérungen des
weiblichen Reproduktionstraktes beim Menschen, insbesondere der Endometriose, aber auch
der Infertilitit und dem verfrithtem FEintritt in die Menopause, beteiligt sein (Sharara et al.,
1998; Petroff et al., 2003).

Aus diesem Grund haben Studien beziiglich des Signalweges des AhR als Vermittler

umwelttoxischer Effekte eine grofle Bedeutung. Die FEizellreifung ist ontogenetisch eine
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vulnerable Stufe auf dem Weg der weiteren Entwicklung. Es ist von entscheidender
Bedeutung, dass die zytoplasmatische und die nukledre Reifung der Oozyte bis zur
Ovulation abgeschlossen ist.

Da der AhR bei physiologischen Abldufen im Fortpflanzungsprozess eine Funktion besitzt,
werden Erkenntnisse liber seinen Signalweg und seine interzelluldren Interaktionen iiber die
Verbesserung der zytoplasmatischen Reifung wihrend der IVM moglicherweise auch zu

einer gesteigerten Rate von erfolgreichen In-vitro-Fertilisationen beitragen.
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S Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung des Arylhydrocarbonrezeptors fiir die
Reifung von Sdugetieroozyten aus physiologischer und toxikologischer Sicht untersucht.
Der AhR-Aktivitdt ist in Abwesenheit eines exogenen Liganden wihrend der In-vitro-
Maturation von Rinderoozyten konstitutiv aktiviert.

Der Serin/Threoninkinaseinhibitor 6-DMAP reduziert die Transkription des AhR-Zielgenes
Cytochrom-P450-Monooxygenase 1A1 (CYP1Al) und phosphorylierten extracellular
signal-regulated protein kinases ERK 1 und 2 (p44/p42 MAP-Kinase). Zusitzlich konnte
eine Blockierung der physiolgischen Reifung beobachtet werden. Die durch 6-DMAP
verursachten Veridnderungen in der Eizelle sind reversibel.

Um eine potentielle Rolle der Serin/Threoninkinasen im Rahmen der Aktivierung des AhR
wihrend der In-vitro-Reifung zu bestitigen, wurden im Folgenden die Kumulus-Oozyten-
Komplexe mit Cycloheximide behandelt. Der Inhibitor fiithrte zu einem Arrest in der Meiose,
war jedoch nicht in der Lage, die Transkription von CYP1A1 signifikant zu beeinflussen.
Diese Ergebnisse deuten auf eine Beteiligung von Serin/Threoninkinasen an der Regulation
des AhR wihrend der In-vitro-Reifung von Rindereizellen hin.

Eine Behandlung mit dem spezifischen MEK (MAPK-Kinase)-Inhibitor PD98059 fiihrte zu
einer 3-stiindigen Verzogerung der Aktivierung von MAPK. Parallel dazu zeigte sich nach

3 h Kultur eine signifikante Reduktion der Transkription des CYP1A1, ein Befund, der zuvor
schon von anderen Arbeitsgruppen beoachtet worden war. Der Grund hierfiir ist
wahrscheinlich im Wirkmechanismus des Inhibitors zu suchen. Bereits phosphorylierte, und
somit aktivierte, MEK im Stadium des GV entzieht sich dem Einfluf} des Inhibitors und kann
die Kaskade der MAP-Kinase fortsetzen.

Die Aktivierung von MAP-Kinasen durch TCDD und eine sich daraus ergebende
AhR/ARNT-abhingige Genexpression zeigen, dass der AhR an der Toxizitit von
Umweltgiften beteiligt ist. Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit weisen insbesondere
auf eine Beteiligung der MAP-Kinasen an toxischen AhR-Wirkungen wihrend IVM von
Rinderoozyten hin.

Im zweiten Teil der Studie konnte eine konstitutive Induktion von CYP1A1 wihrend der In-
vitro-Reifung von Kumulus-Oozyten-Komplexen vom Schwein gezeigt werden. Diese
Ergebnisse lassen eine Aktivierung des AhR durch die Anwesenheit noch unbekannter
endogener Liganden in der Follikelfliissigkeit vermuten. AhR-Liganden fiihrten iiber die
Induktion von Apoptose in den Kumuluszellen zu einer Beeintriachtigung der Eizellreifung.
Dieser Effekt wurde bei Anwesenheit von Follikelfliissigkeit im Maturationsmedium nicht

beobachtet. Daraus ldsst sich auf die Existenz von noch nicht identifizierten Komponenten in
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der Follikelfliissigkeit schlieBen, die eine protektive Funktion gegeniiber exogenen

Storfaktoren besitzen.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Aktivierung
der AhR-Kaskade eine wichtige Rolle fiir den korrekten Ablauf der In-vitro-Reifung von
Sdugetieroozyten spielt.

Die Analyse der Mechanismen, die der Aktivierung des AhR wiéhrend der Oozytenreifung
unterliegen und die Identifikation der Faktoren in der Follikelfliissigkeit, die mit der AhR-
Aktivitdt verbunden sind, sollte ein Schwerpunkt zukiinftiger Studien sein, in denen die
physiologische und toxikologische Signifikanz dieses Transkriptionsfaktors in vivo

aufgeklart wird.
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7 Thesen

1. Der Arylhydrocarbonrezeptor (AhR) ist ein durch Liganden akivierter
Transkriptionsfaktor, der neben der Vermittlung toxischer Effekte von
Umweltgiften, wie zum Beispiel von 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD),

auch eine Funktion in der ovariellen Follikulogenese bei Sidugetieren besitzt.

2. Der AhR ist wihrend der In-vitro-Maturation konstitutiv aktiv. Exogene Liganden

erhohen die Expression von Zielgenen wie CYP1A1 in Rindereizellen.

3. Serin/Threoninkinasen spielen eine Rolle in der Regulation des AhR wihrend der In-

vitro-Maturation von Rinderoozyten.

4. Die Behandlung von Rinderoozyten mit dem spezifischen MAPK-Kinase (MEK)-
Inhibitor PD98059 bewirkt eine Verzogerung der Aktivitit von CYP1A1 und der
p44/p42 MAP-Kinase. Das lésst eine Interaktion zwischen den Kaskaden der MAP-

Kinase und dem AhR vermuten.

5. Der AhR wird auch wihrend der In-vitro-Reifung von Kumulus-Oozyten-
Komplexen vom Schwein aktiviert. Dies deutet bei einer weiteren Spezies auf eine
wichtige Funktion des Rezeptors fiir den korrekten Ablauf der In-vitro-Reifung bei

Sdugetieroozyten hin.

6. Die Aktivitdt des Rezeptors in porzinen Kumulus-Oozyten-Komplexen kann durch
exogene Liganden, wie B-Naphthoflavone, iiber die Induktion der Apoptose in den

Kumuluszellen ovotoxisch wirken.

7. Die Anwesenheit von Follikelfliissigkeit im Kulturmedium verhindert die toxischen

Effekte des B-Naphthoflavone wihrend der In-vitro-Reifung von porzinen Oozyten.

8. Zusammenfassend ist festzustellen, dass der AhR in zwei Sdugetierspezies, dem
Rind und Schwein, physiologisch an der Eizellreifung beteiligt ist, aber durch diese
Funktion gleichzeitig ein Angriffsziel fiir toxische Dysregulation bietet. In den
porzinen  Kumulus-Oozyten-Komplexen  schiitzen Inhaltsstoffe in  der

Follikelfliissigkeit vor toxischen Interventionen durch Xenobiotika.
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