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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Assistierte Reproduktionstechniken (ARTs) zur Behandlung von Infertilitdt werden mit einer
erhohten Haufigkeit von epigenetischen Aberrationen wahrend der Gametogenese und der
frilhen Embryonalentwicklung in Verbindung gebracht, speziell durch eine Beeintrachtigung
von gepragten Genen. Die in vitro-Maturation (IVM) von Eizellen ist eine ART, die bereits
routinemalig zur Reproduktion von 6konomisch wertvollen Zuchttieren wie dem Hausrind
(Bos taurus) eingesetzt wird. IVM-Oozyten weisen jedoch eine verringerte Entwicklungs-
kompetenz zum Blastozystenstadium dar, welche moglicherweise auf eine beeintrachtigte
epigenetische Regulation zurtickzufihren ist.

Von allen bekannten epigenetischen Mechanismen ist die DNA-Methylierung die meist
untersuchte DNA-Modifikation. In dieser Arbeit wurden zur Klarung der Frage nach den
Auswirkungen der IVM auf die DNA-Methylierung gepragter als auch nicht gepragter Gene
Oozyten des Hausrinds analysiert. Diese Tierart weist eine &dhnliche Praimplantations-
entwicklung und Tragezeit wie der Mensch auf und wird daher zunehmend als Modell zum
Studium der humanen Keimzell- und Embryonalentwicklung herangezogen. Im Gegensatz zu
Mensch und Maus gibt es bislang nur wenig Information Uber bovine gepragte Gene. Das
erste Ziel der hier dargestellten Forschungsarbeiten war daher die Identifizierung und
Charakterisierung der bovinen differenziell methylierten Regionen (DMRs) der drei
gepragten Genorte von IGF2/H19, SNRPN und PEG3, welche mit Imprintingdefekten des
Menschen und/oder im Mausmodell assoziiert werden. Die hier erstmalig erfolgte
Beschreibung von mehreren intergenischen DMRs mittels Bisulfitsequenzierung und
Pyrosequenzierung belegt die Existenz und evolutiondre Konservierung der IGF2/H19-
Imprintingkontrollregion (ICR) beim Rind. Der gepragte Zustand der IGF2/H19-ICR sowie der
bovinen Gene SNRPN und PEG3 wurde durch den Nachweis differenzieller Methylierung in
plazentalen und somatischen Geweben sowie in Spermien und parthenogenetischen
Embryonen bestatigt. Die beobachteten Methylierungsprofile waren typisch flir genomische
Pragung.

Die direkte Bisulfitsequenzierung nach vorangegangener Limiting Dilution (LD) erlaubt die
Analyse von Methylierungsmustern einzelner Allele (DNA-Molekiile) von einigen wenigen
oder auch nur einer einzigen Zelle (El Hajj et al., 2011). In einem ersten LD-Versuch an
bovinen Oozyten wurden die drei vorab charakterisierten und gepragten Gene hinsichtlich
moglicher epigenetischer Verdanderungen untersucht, welche durch verschiedene VM-
Bedingungen und -Medien (TCM und mSOF) hervorgerufen werden konnten. Die
Gesamtrate von Methylierungsfehlern einzelner CpG-Stellen sowie die von ganzen Allelen
(Imprintingfehlern) unterschied sich nicht wesentlich zwischen den beiden IVM-Gruppen
und der in vivo-Gruppe. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die gangigen IVM-Protokolle
keinen oder nur einen geringfligigen Einfluss auf diese entscheidenden epigenetischen
Markierungen haben.

IVM-Oozyten prapuberaler Kilber weisen eine herabgesetzte Entwicklungskompetenz im
Vergleich zu IVM-Oozyten aus adulten Tieren auf. Aus diesem Grund wurde in einem zweiten
LD-Versuchsansatz die Promotormethylierung von drei entwicklungsrelevanten, nicht
gepragten Genen (SLC2A1, PRDX1, ZAR1) nach ovarieller Stimulation mit FSH und/oder IGF1
untersucht. Sowohl ungereifte als auch in vitro-gereifte Oozyten prapuberaler und adulter
Kihe zeigten eine deutliche, unbeeintriachtige Hypomethylierung der drei Genpromotoren
ohne jegliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Alterstypen der Spendertiere oder
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deren Behandlung. Weder das Alter, die hormonelle Stimulation noch die IVM scheinen
somit einen Einfluss auf den Methylierungsstatus dieser drei Gene zu haben.
Zusammenfassend spiegelte sich die reduzierte Entwicklungsfahigkeit von IVM-Eizellen aus
adulten und prapuberalen Kihen nicht in abnormalen Methylierungsmustern der
untersuchten gepragten und ungepragten Gene wider. Dies ldsst auf eine generelle Stabilitat
der etablierten DNA-Methylierungsprofile in Oozyten schlieBen. Aus diesem Grund missen
andere epigenetische Mechanismen als die DNA-Methylierung wie beispielsweise ncRNAs
oder Histonmodifikationen zur Reduktion der Entwicklungskompetenz von prapuberalen und
IVM-Oozyten beitragen. Diese Verdanderungen behindern mutmaRlich die zytoplasmatische
Reifung der Eizelle, welche wiederum zu einer spateren Beeintrachtigung der Entwicklung
der Zygote und des Embryos fiihrt.




SUMMARY

SUMMARY

Infertility treatments by assisted reproductive technologies (ARTs) are associated with an
increased incidence of epigenetic aberrations during gametogenesis and early embryo-
genesis, specifically in imprinted genes. In vitro-maturation (IVM) of oocytes is an ART which
is routinely applied for reproduction of agriculturally and economically important species like
cattle (Bos taurus). However, IVM oocytes exhibit a reduced developmental competence to
the blastocyst stage which may be caused by an impaired epigenetic regulation.

Of all known epigenetic mechanisms DNA-methylation is the most studied DNA-
modification. In this thesis, bovine oocytes have been analyzed in order to investigate the
impact of IVM on the DNA-methylation of imprinted and non-imprinted genes. Because this
species exhibits a similar preimplantation development and gestation length as humans, it is
increasingly being used as a model for human germ-cell and embryo development. In
contrast to humans and mice, only little information on bovine imprinted genes is available.
Thus, the first attempt of the research presented here was to identify and characterize the
bovine differentially methylated regions (DMRs) of the three imprinted loci, namely
IGF2/H19, SNRPN and PEG3 which are each associated with imprinting defects in humans
and/or the mouse model. The first description of several intergenic DMRs by bisulfite
sequencing and pyrosequencing proved the existence of an intergenic IGF2/H19 imprinting
control region (ICR) in the bovine. The imprinted status of the IGF2/H19-ICR as well as the
bovine genes SNRPN and PEG3 was confirmed by differential methylation consistent with
genomic imprinting in placental and somatic bovine tissues, in sperm and parthenogenetic
embryos.

Limiting Dilution (LD) Bisulfite Sequencing (El Hajj et al., 2011) followed by direct bisulfite
sequencing allows the analysis of methylation profiles of individual alleles (DNA molecules)
from only a few or even single cells. In a first approach using LD, the three characterized
imprinted regions were analyzed to determine putative epigenetic alterations in bovine
oocytes cultured with different types of IVM conditions and media (TCM and mSOF). The
total rate of individual CpG and entire allele methylation errors did not differ significantly
between the two IVM and the in vivo group, indicating that current IVM protocols have no or
only marginal effects on these critical epigenetic marks.

The developmental capacity of IVM oocytes from prepubertal calves is reduced compared
with their IVM oocyte counterparts from adult animals. Therefore, in a second LD approach,
the promoter methylation of three developmentally important, non-imprinted genes
(SLC2A1, PRDX1, ZAR1) has been studied in IVM oocytes from prepubertal cattle after ovarial
stimulation with FSH and/or IGF1. Both immature and in vitro matured prepubertal and
adult oocytes showed unimpaired hypomethylation of the three gene promoters without
differences between the different ages of donors and treatments. Thus, neither age nor
hormonal treatment or IVM seem to influence the methylation status of these three genes.
In conclusion, the reduced developmental capacity of IVM oocytes from adult and
prepubertal cattle were not associated with aberrant methylation patterns of the
investigated imprinted and non-imprinted genes suggesting a general stability of established
DNA-methylation marks in oocytes. Therefore, epigenetic mechanisms other than DNA-
methylation such as ncRNAs or histone modifications might confer to the reduced
developmental competence of prepubertal and IVM oocytes. These factors are supposed to
interfere with cytoplasmic maturation of the oocyte leading to an impaired development of
the zygote and embryo rather than to influence nuclear maturation of the oocyte.
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1. EINLEITUNG

1.1. Epigenetik

Die Epigenetik (griech.: epi = lber, oberhalb, auf) befasst sich mit all jenen biochemischen
Anderungen, welche unabhingig von der DNA-Sequenz zu einer Modulation der Gen-
expression fuhren kénnen. Das Epigenom fasst alle epigenetischen Mechanismen des
Genoms zusammen. Epigenetische Veranderungen sind kovalente Modifikationen der DNA
oder der Histonproteine (Smallwood und Kelsey, 2012), welche eine ,zusatzliche Schicht von
Information auf der DNA” bilden und dadurch die physische Zuganglichkeit der DNA fiir
transkriptorische oder repressive Prozesse im Zellkern regulieren (Tomizawa et al., 2012).
Wahrend in jeder Korperzelle die identische Erbinformation des diploiden Genoms
vorhanden ist, dienen die verschiedenen epigenetischen Mechanismen der plastischen
Kontrolle sowohl der raumlichen (zell- oder gewebespezifischen), zeitlichen (entwicklungs-
spezifischen) als auch der elternspezifischen Expression der Erbinformation (El Hajj und Haaf,
2013). Daher spielen sie eine wichtige Rolle bei der spezifischen Genexpression,
insbesondere wahrend der Embryonalentwicklung und der Zelldifferenzierung (Jaenisch und
Bird, 2003). So sind in ausdifferenzierten Korperzellen nur ca. 5-10% der Gene zur
Umsetzung der zell- und gewebespezifischen Aufgaben aktiviert, wahrend der GroRteil der
Gene epigenetisch stillgelegt ist (EI Hajj und Haaf, 2013). Epigenetische Modifikationen
stellen auRerdem Reaktionen auf Umwelteinfliisse dar, welche Riickschliisse auf
zurilickliegende duRere Einflisse zulassen (Dolinoy et al., 2007). Vorhandene epigentische
Anpassungen kénnen wiederum positiven oder negativen Einfluss auf die spatere Antwort
auf erneute Umweltdnderungen nehmen. Somit gibt das Epigenom nicht nur die zell- und
gewebespezifischen Funktionen des Genoms vor, sondern fungiert auch als zelluldres
Gedachtnis fiir seine Entwicklungsgeschichte und Reaktionen auf duflere Umwelteinflisse
(Tomizawa et al., 2012).

Epigenetische Mechanismen sind meist biochemische Modifikationen der DNA, die zu einer
mehr oder weniger dichten Chromatinpackung fihren. Dies sind vor allem Histon-
modifikationen durch Phosphorylierung, Methylierung oder Acetylierung sowie die DNA-
Methylierung. Ebenso wird die Bindung von Transkriptionsfaktoren, microRNAs oder
Komplexen regulatorisch aktiver Proteine an die DNA zur Epigenetik gezahlt. Schlieflich
handelt es sich auch bei cis- bzw. trans-regulatorischen Chromatininteraktionen, die in

besonderer Weise zusammenwirken, um die Genexpression zu steuern, im weitesten Sinne

12



EINLEITUNG

um epigenetische Prozesse (Meehan, 2003). All diese epigenetischen Veranderungen sind
reversibel, konnen jedoch wie im Falle der DNA-Methylierung (s. Kap. 1.1.1) stabil an
Tochterzellen sowie von generationsiibergreifend weitergegeben werden (Hitchins et al.,
2011). Daher kénnen vererbte epigenetische Veranderungen phanotypische Auswirkungen
haben, obwohl keine Anderung der DNA-Sequenz stattgefunden hat. Eine fehlerhafte
epigenetische Modifikation, die vom Normalzustand abweichende Auswirkungen hat, wird
analog zum Begriff der Mutation in der Genetik als Epimutation bezeichnet. Da
Epimutationen reversibel sind, stellen sie jedoch keine Mutationen im Sinne der
Mendel’'schen Genetik dar. Auch die Vererbung der bislang bekannten epigenetisch
basierten Imprintingerkrankungen folgt nicht der Mendel’schen Segregationslehre, sondern
ist abhdnging von dem Geschlecht des Elternteils, von welchem die Epimutation vererbt
wird. Man spricht in diesen Fallen von elternspezifischer oder parentaler Vererbung, auf

welche in Kap. 1.1.3 genauer eingegangen wird.

1.1.1. DNA-Methylierung

Die DNA-Methylierung ist die wohl am besten untersuchte epigenetische Modifikation (Reik
et al., 2001). Sie ist eine vergleichsweise stabile Verdnderung der DNA, die mit einer
Umorganisation der Chromatinstruktur einhergeht und dadurch eine permanente
Repression der Transkription vermittelt. Die methylierte DNA bildet dazu Komplexe mit
verschiedenen Proteinen, welche Methylcytosinbindedomanen aufweisen. Diese
Komplexierung bewirkt eine lokal dichtere Verpackung des Chromatins (Kondensierung), die
wiederum zu einer Unzuganglichkeit fur transkriptionelle Faktoren und Proteine fihrt
(Jaenisch und Bird, 2003; Meehan, 2003). Aus diesem Grund wird eine niedrige DNA-
Methylierung im Promotorbereich eines Gens mit aktiver Transkription desselbigen
assoziiert (Neumann und Barlow, 1996), wahrend die Promotormethylierung mit einer
Repression der Transkription in Verbindung gebracht wird (Bird und Wolffe, 1999).

Mittels DNA-Methylierung kénnen Zellen zum Einen die intrinsische Expression von Genen
reprimieren, zum Anderen aber auch mobile extrinsische DNA-Elemente unschadlich
machen wie beispielsweise virale DNA, Retrotransponsons oder invasive Plasmide (Yoder et
al., 1997b; Bestor, 2000; Jaenisch und Bird, 2003). Spezielle Funktionen der DNA-
Methylierung sind u.a. die X-Chromosom-Inaktivierung, genomisches Imprinting und die
Stilllegung von Genen bei der Differenzierung von Zellen. Die Methylierung findet am

Kohlenstoffatom 5 des Pyrimidinringes des Cytosins statt (5mC), dem in 3’-Richtung der
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Basenabfolge zumeist ein Guanin folgt (Cytosin-phosphatidyl-Guanin oder CpG-Dinukleotid).
Die Methylierung ist spiegelsymmetrisch auf beiden Strangen des DNA-Doppelstranges
vorhanden. Die nach der DNA-Replikation bestehende asymmetrische , Hemimethylierung”
des DNA-Doppelstrangs wird durch enzymatischen Transfer einer Methylgruppe auf das
Cytosin des neusynthetisierten Folgestranges vervollstidndigt. Der Transfer wird durch die
Methyltransferase DNMT1 katalysiert, welche als Methyldonor das Substrat S-Adenoysl-
methionin (SAM) benutzt. Die de novo-Methyltransferasen der Dreiergruppe (DNMT3A,
DNMT3B und DNMT3L) sind hingegen nicht fiir die Aufrechterhaltung der Methylierung nach
der Mitose verantwortlich, sondern sind fiir deren Neuetablierung auf unmethylierter DNA
zustandig (vgl. Kapitel 1.1.4.; Meehan, 2003; Edwards und Ferguson-Smith, 2007).

Die Demethylierung der 5-Methylcytosine erfolgt meist passiv durch sukzessiven Verlust der
Methylgruppe im Laufe mehrerer DNA-Replikationsrunden, seltener durch aktive
enzymatische Modifikation und Eliminierung der Methylgruppe. Der Mechanismus der
aktiven Demethylierung der Cytosine war lange Gegenstand kontroverser Diskussion (Wu
und Zhang, 2010), wurde jedoch erst kirzlich identifiziert: TET-Proteine katalysieren die
Hydroxylierung der 5-Methylcytosine zu 5-Hydroxymethylcytosin (5hmC), welche wiederum
als Substrat fur die Thymin-DNA-Glykosylase-vermittelte Basenexzisionsreparatur (BER) zu
unmethyliertem Cytosin dient (zusammengefasst bei Kohli und Zhang, 2013).

Etwa 80% aller CpG-Dinukleotide im Genom sind methyliert (Antequera, 2003). Diese
befinden sich fast ausschliellich in nicht kodierenden Regionen des Genoms, um
beispielsweise die Aktivitdt von parasitierenden Retrotransposons zu unterdriicken (Yoder et
al., 1997b). CpGs kommen aufgrund der spontanen Deaminierung methylierter Cytosine im
Genom statistisch deutlich seltener vor als alle anderen 15 Dinukleotide. |hr Anteil im
humanen Genom betrdgt mit 1% nur etwa 20% der erwarteten Haufigkeit von ca. 5% (Sved
und Bird, 1990). Im Promotorbereich von 60-70% aller Gene finden sich jedoch 0,2 bis 2 kb
lange Abschnitte mit Gberdurchschnittlich hoher CpG-Dichte (>60% GC-Gehalt gegeniber ca.
40% GC im restlichen Genom). Diese Sequenzen werden als CpG-Inseln bezeichnet und
weisen viele Bindestellen fur Transkriptionsfaktoren auf. Die Promotor-CpG-Inseln sind
normalerweise unmethyliert, wodurch die Transkription gewaéhrleistet wird (zusammen-
gefasst bei Antequera, 2003; Weber et al., 2007). Die Methylierung der CpG-Inseln bei der
Entstehung von Krankheiten oder in deren Verlauf geht mit der posttranslationalen
Modifikation von Histonproteinen einher, welche zu einer lokal kondensierten, inaktiven

Chromatinstruktur und damit zum Abschalten der cis-regulierten Gene fiihrt.
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1.1.2. Genomische Pragung

Die genomische Pragung (engl. genomic imprinting) ist eine epigenetische Modifikation der
DNA zur Regulation von Genen, welche essentiell fir die Entwicklung des Fetus und der
Plazenta ist (Miozzo und Simoni, 2002; Reik et al., 2003). Sie kommt fast ausschlieRRlich bei
hoheren Saugetieren (Eutheria) vor, aber auch bei Blitenpflanzen und einigen Insektenarten
(Sha, 2008). Ein prominenter Mechanismus der genomischen Pragung ist die DNA-
Methylierung dieser Gene, die in einer spezifischen Abschaltung eines der beiden elterlichen
(parentalen) Allele resultiert (Reik und Walter, 2001; Kelsey, 2007; |deraabdullah et al.,
2008; Tomizawa und Sasaki, 2012). Die monoallelische Unterdriickung ist streng abhangig
von der elterlichen Herkunft, so dass ein Teil der gepragten Gene stets auf dem mitterlichen
(maternalen), der andere Teil stets auf dem vaterlichen (paternalen) Chromosom gepragt ist
(Kelsey, 2007). Die préaferenzielle bzw. meist alleinige Expression erfolgt immer vom nicht
gepragten Allel. Aufgrund der allelspezifischen Methylierung bezeichnet man die gepragten
regulatorischen Loci als differenziell methylierte Regionen (DMRs). Es werden zwei Gruppen
von DMRs unterschieden. Bei den primaren DMRs wird die DNA-Methylierung bereits in den
Keimzellen festgelegt, weshalb man sie auch als Keimzell-DMRs (engl. germline DMRs;
gDMRs) bezeichnet. Oftmals handelt es sich bei den primdaren DMRs gleichzeitig um
Imprinting-Kontroll-Regionen (ICRs; vgl. Kap. 1.1.2.2.). Die sekunddren oder somatischen
DMRs erhalten die differenzielle Methylierung dagegen erst nach der Befruchtung und
werden von benachbarten ICRs kontrolliert (Tomizawa und Sasaki, 2012).

Die genomische Pragung ist eine reversible Modifikation, die in den Keimzellen jeder
Generation neu etabliert werden muss. Die geschlechtsspezifische Markierung erfolgt
bereits in den primordialen Keimzellen wahrend der friihen Embryonalentwicklung eines
Individuums. Die parentalen Imprints werden dazu vollstandig geléscht und in Abhdngigkeit
des Geschlechts des Embryos neu etabliert. Die eizell- bzw. spermienspezifischen
Pragungsmuster bleiben auch nach der Fertilisation der reifen Keimzellen in der nachsten
Generation erhalten (Kelsey, 2007; Ideraabdullah et al., 2008) und entgehen der fetalen
Reprogrammierung (vgl. Kap. 1.1.4.). Bislang wurden 100 bis 200 gepragte Gene bei
Saugetieren identifiziert (Jirtle, 2012; Williamson et al., 2012).
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1.1.2.1. Funktion geprédgter Gene

Gepragte Gene spielen eine wichtige Rolle bei der fetalen und plazentalen Entwicklung
(Miozzo und Simoni, 2002). Aufgrund ihrer monoallelischen Expression sind die gepragten
Gene in der Regel dosissensitiv, da Anderungen im Expressionslevel funktionelle
Auswirkungen zeigen. So betreffen Fehlregulationen v.a. die pranatale Wachstumkontrolle,
die Entwicklung spezieller Organe und Zelllinien sowie die normale Gehirnfunktion und
postnatale Energiehomdostase (Bartolomei und Ferguson-Smith, 2011). Aufgrund ihrer
wachstumsregulierenden Rolle haben einige geprdgte Gene auch onkogene oder
tumorsuppressorische Funktion, so dass eine Anderung der Gendosis durch den Verlust des
Imprints mit der Entstehung von Neoplasmen assoziiert wird (zusammengefasst bei Uribe-
Lewis et al., 2011).

Erste Hinweise auf genomische Pragung bei Sdugetieren liefert das Fehlen der in der Tier-
und Pflanzenwelt weit verbreiteten Parthenogenese. Diese auch als Jungfernzeugung
bezeichnete Form der eingeschlechtlichen Fortpflanzung erlaubt die Entstehung eines
genetisch identischen Nachkommens aus einer unbefruchten Eizelle, welche ohne die
Beteiligung eines Sexualpartners durch hormonelle Aktivierung die Embryogenese startet.
Entsprechend der fehlenden natlirlichen Parthenogenese bei Saugern fiihrte auch die
kiinstliche Erzeugung von parthenogenetischen Mauseembryonen zu einer friihen Letalitat
der Embryonen (Kaufman et al., 1977; Obata und Kono, 2002). Dass ein uniparentales
diploides Genom mit dem Leben unvereinbar ist, zeigen auch diandrische
Schwangerschaften, die durch Befruchtung einer Eizelle ohne Kern mit einem oder zwei
Spermien zwei mannliche Genome aufweisen. Aus der diandrischen Zygote entwickelt sich
eine hydatiforme Mole, die jedoch lediglich plazentale Strukturen und kein fetales oder
embryonales Gewebe enthilt.

Spezifischere Hinweise auf genomische Pragung lieferten Experimente mit Mausen, bei
denen Vorkerntransplantationen an befruchteten Eizellen vorgenommen wurden (Barton et
al., 1984; McGrath und Solter, 1984; Surani et al., 1984). Dazu wurden die Eizellen entkernt
und entweder mit zwei verschiedenen (biparentalen) weiblichen Vorkernen oder aber zwei
mannlichen Vorkernen ausgestattet. Trotz eines vorhandenen diploiden Chromosomen-
satzes entwickelten sich weder die digynischen noch die diandrischen Embryonen {iber ein
friihes Postimplantationsstadium hinaus (McGrath und Solter, 1984). Neben der friihen
Letalitdit wurden auBerdem charakteristische morphologische Unterschiede zwischen

diandrischen und digynischen Embryonen und deren Trophoblasten beobachtet: Wahrend
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das extraembryonale Gewebe bei digynischen Embryonen unterentwickelt blieb, wiesen bei
Diandrie umgekehrt die Embryonen selbst eine unzureichende Entwicklung auf. Surani und
Barton folgerten daraus, dass das paternale Genom essentiell fiir die normale Entwicklung
der extraembryonalen Gewebe ist, wohingegen das maternale Genom einen wichtigen
Beitrag zur korrekten Embryogenese liefert (Barton et al., 1984; Surani et al., 1984). Diese
Ergebnisse zeigten erstmals, dass das vaterliche und das miutterliche Genom funktionell
nicht dquivalent sind und eine biparentale sowie bisexuelle Herkunft der Gameten fiir eine
korrekte Embryonalentwicklung unabdingbar sind.

Die Evolution der genomischen Pragung, wie man sie in Vertebraten nur bei Sdugern findet,
resultiert vermutlich aus einem Interessenkonflikt um die mutterlichen Ressourcen zwischen
dem vaéterlichen und dem mitterlichen Teil des Genoms und wird als , Geschlechter-
konflikthypothese” bezeichnet (Moore und Haig, 1991). Dieser zufolge regulieren die
elterlichen Genome kompetitiv das intrauterine Wachstum mittels unterschiedlichen Sets
gepragter Gene. Paternal geprdgte Gene fordern den Bezug von moglichst vielen
miutterlichen Ressourcen, um ein maximales fetales und postnatales Wachstum des
Nachkommens zu gewaéhrleisten. Dagegen wirken die maternal gepragten Gene im Hinblick
auf eine Einteilung der Ressourcen fur mogliche spatere Schwangerschaften restriktiv auf
das Wachstum (Moore und Haig, 1991). Die Notwendigkeit der evolutiondren Ausbildung
dieses Konkurrenzsystems resultiert aus der extensiven pra- und postnatalen Versorgung des
Embryos mit Nahrstoffen und Platz, wie sie in der Form nur bei Plazentatieren (Eutheria) zu
finden ist. Das bekannteste Beispiel eines gepragten Gens, das regulatorisch auf das fetale
Wachstum wirkt, ist der Insulin-like growth factor 2 (Igf2). Bei Verlust der maternalen
Pragung (Loss of Imprinting, LOI) kommt es zu einer biallelischen Expression des Gens und zu
einem um ca. 30% erhdhten Geburtsgewicht (Leighton et al., 1995a), wahrend umgekehrt
die Inaktivierung des normalerweise exprimierten paternalen Allels zu einem um ca. 20%
reduziertem Geburtsgewicht fiihrt (Leighton et al., 1995b). Dieses Beispiel stitzt die
Hypothese, dass geprdgte Gene ein genetisch kontrolliertes Gleichgewicht herstellen
zwischen einerseits der Versorgung des Fetus mit Nadhrstoffen aus der Plazenta und dem
Rickhalt der mitterlichen Ressourcen fiir spitere Schwangerschaften. Diese Hypothese
macht eine Koevolution von genomischer Pragung und dem Taxon Eutheria sehr
wahrscheinlich (Reik et al., 2003).

Da auch in der postnatalen Stillphase ein hoher Bedarf an miitterlichen Ressourcen besteht,

ist es nicht verwunderlich, dass sich das Konzept der genomischen Pragung auch auf die
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postnatale und adulte Zeit ausdehnen lasst. Obwohl die Expression der meisten gepragten
Gene nach der Geburt herunterreguliert wird, spielen einige von ihnen auch eine wichtige
Rolle beim postnatalen Wachstum, beim miutterlichen Fiirsorgeverhalten sowie der
Gehirnentwicklung (Plagge et al., 2004; Kelsey, 2007; Wilkinson et al., 2007). Die gewonnen
Erkenntnisse legen nahe, dass die gepragten Gene, welche postnatal hauptsachlich im
Gehirn differenziell exprimiert werden, der Kontrolle der Nahrstoffressourcen dienen, indem
sie zu einer Steuerung der metabolischen Energiechomoostase sowie der Mutter-Kind-
Interaktion beitragen (Bartolomei und Ferguson-Smith, 2011). Das maternal gepragte
Paternally expressed gene 3 (Peg3), welches u.a. in dieser Arbeit untersucht wurde, spielt
beispielsweise eine wichtige Rolle bei der Versorgung der Neugeborenen durch die Mutter.
Es wird stark in der Plazenta und dem sich entwickelnden Embryo sowie im Hypothalamus
und dem erwachsenen Gehirn exprimiert (Li et al., 1999). Mutationen des paternalen Allels
fihrten bei Mausen zu einer Wachstumretardierung ohne weitere Beeintrachtigungen.
Jedoch zeigten mutante Weibchen spédter ein gestortes Firsorgeverhalten im Sinne
verminderter Zuwendung und Leckens der Jungtiere sowie eine fehlende Milchproduktion,
was zum Tod von tber 90% der Nachkommen fiihrte. Die Laktationsdefizienz wurde auf eine
reduzierte Ausschittung des Hormons Oxytocin in Neuronen des Hypothalamus
zurlickgefuhrt (Li et al.,, 1999; Curley et al., 2004). Auch mannliche Mause zeigten
abnormales Verhalten hinsichtlich ihres Sexualverhaltens und der olfaktorischen Erkennung
paarungsbereiter Weibchen (Swaney et al., 2008). Das Peg3-Genprodukt ist ein groRes
Zinkfingerprotein, das eine Rolle bei der p53-vermittelten Apoptose spielt und daher als
Tumorsuppressorgen eingestuft wird (Deng und Wu, 2000; Relaix et al., 2000). Es hemmt
dariiber hinaus den wachstumsférdenden Wnt-Signalweg in der Embryogenese und ist an

der Bildung von Gliazelltumoren beteiligt (Jiang et al., 2010).

1.1.2.2. Regulation gepragter Gene

Die meisten bekannten gepragten Gene sind nicht gleichmaRig Gber das Genom verteilt,
sondern clustern zu mehreren in einer jeweils ca. 1 Mb grofRen Region (Reik und Walter,
2001; Edwards und Ferguson-Smith, 2007; Ideraabdullah et al., 2008; Bartolomei und
Ferguson-Smith, 2011). So sind die Gene eines gepradgten Clusters in der Regel nicht
autonom gepragt, sondern unterliegen einem gemeinsamen cis-regulatorischen DNA-
Element. Diese, die monoallelische Expression kontrollierende, GC-reiche Region bezeichnet

man als Imprinting-Kontroll-Region (engl. imprinting control region, ICR) oder seltener als
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Imprinting-Kontroll-Element (engl. imprinting control element, ICE). Die elternspezifische,
differenzielle Methylierung dieser ICRs erfolgt bereits wahrend der Gametogenese (vgl.
Kap. 1.1.4.) und bleibt auch in allen somatischen Zellen und Entwicklungsstufen sowie im
extraembryonalen Gewebe erhalten (Hudson et al.,, 2010). Ein Cluster enthdlt meist
maternal als auch paternal exprimierte Gene. Diese kdnnen jedoch in den verschiedenen
Entwicklungsstufen und differenzierten Geweben unterschiedlich exprimiert werden. Gene,
welche nahe der ICR liegen, werden meist ubiquitdr in allen somatischen und
extraembryonalen Geweben monoallelisch exprimiert, wahrend weiter aullen im Cluster
liegende Gene nie oder beispielsweise nur in der Plazenta eine gepragte Expression zeigen
kénnen (Hudson et al., 2010). Des Weiteren kann die Pragung der Expression auch durch die
Zelldifferenzierung aufgehoben werden, wie beispielsweise anhand der biallelischen
Expression von Igf2r in postmitotischen Neuronen gezeigt wurde (Yamasaki et al., 2005). Die
differenzielle Methylierung der ICR selbst bleibt jedoch in allen Entwicklungsstufen und
ausdifferenzierten Zellen erhalten.

Die Steuerung der gepragten Expression der ICR-regulierten Gene kann sowohl durch DNA-
Methylierung als auch durch andere epigenetische Mechanismen wie repressive
Histonmodifikationen, non-coding RNAs (ncRNAs) oder Chromatininteraktionen erfolgen.
Eine Moglichkeit ist die direkte monoallelische Stilllegung des Promotors eines gepragten
Gens durch differenzielle Methylierung wie beispielsweise im Falle der Gene SNRPN
(Horsthemke und Wagstaff, 2008) und Peg3 (Huang und Kim, 2009). Ein verbreiteter
Mechanismus der indirekten Kontrolle gepragter Gene stellt dagegen die Expression von
ncRNAs dar, deren Transkription hadufig in gegenldufiger Richtung mit der eines gepragten
Gens interferiert. Ein Beispiel eines solchen Antisense-Transkripts ist Air, welches die
monoallelische Expression von Igf2r sowie der Gene S/c22a2 und Sic22a3 reguliert. Der
Promotor des Air-Transkripts liegt innerhalb eines Introns von Igf2r und entspricht einer
maternal gepragten, differenziell methylierten ICR. Die Transkription der Air-ncRNA auf dem
paternalen Chromosom (Uberlappt mit dem Igf2r-Promotor und inhibiert so dessen
Transkription (Sleutels et al., 2002; Bartolomei und Ferguson-Smith, 2011).

Das Paradebeispiel einer indirekt iber sekundare Chromatinstrukturen regulierten Pragung
der Expression ist der Igf2/H19-Lokus auf dem humanen Chromosom 11p15.5 bzw. auf dem
distalen Ende des Mauschromosoms 7. Der Imprintingmechanismus dieses Genclusters ist
hochgradig konserviert und findet sich auch bei Beuteltieren, die neben den héheren

Saugern und den Ursdugern eine Unterklasse der Saugetiere (Mammalia) darstellen. Die
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Igf2/H19-ICR wird in der mannlichen Keimbahn methyliert und stellt damit eine von nur vier
bekannten primaren DMRs dar, welche paternal gepragt sind (H19/lgf2, DIk1/Dio3, Rasgrf1,
Zdbf2; Bartolomei und Ferguson-Smith, 2011). Beim Menschen wird sie speziell als IC1
(Imprinting Center 1) und bei der Maus als DMD (differentially methylated domain)
bezeichnet (Jlinno et al., 1996; Tremblay et al., 1997). Die ICR liegt intergenisch zwischen den
beiden durch sie gepragten Genen Igf2 und H19, nur wenige kb upstream vom H19-
Promotor und ca. 90 kb downstream von Igf2 (Hark et al., 2000). Die Expression von Igf2
erfolgt vom vaterlichen Chromosom, wadhrend H19 vom mitterlichen Chromosom
exprimiert wird. Die intergenische ICR wirkt im unmethylierten Zustand als Isolator, indem
sie das ubiquitdre Zinkfingerprotein ,CTCF“ (CCCTC-binding factor) bindet. Auf dem
mutterlichen Chromosom wird so die Interaktion des Igf2-Promotors (ber eine
Chromatinschleife mit 3’-stromabwarts von H19 lokalisierten Enhancer-Elementen
physikalisch blockiert. Die Methylierung der ICR auf dem paternalen Chromosom verhindert
dagegen eine Bindung des CTCF-Proteins und der Igf2-Promotor kann durch die Enhancer
aktiviert werden (Abb. 1.1 ; Bell und Felsenfeld, 2000; Hark et al., 2000; Engel et al., 2006).
Die Identifikation der bovinen Igf2/H19-ICR war Bestandteil dieser Arbeit.

4@ // ICR H19 O

Enhancer

S Y

Igf2 // ICR H19 OO (3\

Enhancer

Abb. 1.1: Regulation und Struktur der Igf2/H19-1CR. Modell der epigenetischen Regulation. Die ICR liegt auf
dem maternalen Chromosom unmethyliert vor. Dies erlaubt die Bindung des CTCF-Proteins an die CTCF-
Bindestellen, wodurch die Interaktion der downstream von H19 gelegenen Enhancer mit dem Igf2-Promotor
blockiert wird. Die ICR wirkt infolge der CTCF-Bindung als Isolator. Durch die Methylierung der ICR auf dem
paternalen Chromosom kann CTCF nicht binden, so dass eine Aktivierung von Igf2 erfolgen kann.
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1.1.3. Imprintingerkrankungen

Die monoallelische Expression gepragter Gene stellt ein potentielles Krankheitsrisiko dar, da
eventuelle Mutationen des exprimierten Allels nicht durch die zweite Kopie aufgefangen
werden konnen. Krankheiten, die auf einen Verlust der Funktionalitat des aktiven Allels eines
gepragten Gens zurlckzufihren sind, werden entsprechend als Imprintingerkrankungen
bezeichnet. Sie duBern sich haufig in Wachstumsanomalien, verschiedenen Fehlbildungen,
mentaler Retardierung oder Krebs im Kindesalter. Die bekanntesten Imprintingerkrankungen
sind das Prader-Willi-, Angelman-, Silver-Russell- und Beckwith-Wiedemann-Syndrom sowie
der transiente neonatale Diabetes mellitus (TNDM), der Pseudohypoparathyroidismus Typ
1b (PHP-1b) oder das paternale bzw. maternale UPD 14-Syndrom (Bartolomei und Ferguson-
Smith, 2011; Tomizawa und Sasaki, 2012; Diedrich et al., 2013). Die Inzidenzen der meisten
Imprintingerkrankungen liegen im Bereich von 1 bis 10 Fallen in 100.000 Geburten und sind
damit sehr selten (Lidegaard et al., 2006).

Eine mutagene Veranderung im ungepragten Allel duBert sich als autosomal-dominante
Vererbungsform. Die Vererbung von Imprintingfehlern folgt jedoch nicht den Mendel’schen
Regeln, nach welchen zufolge die elterlichen Allele unabhdngig voneinander segregieren,
sondern sie ist abhdngig von der jeweiligen parentalen Transmission (Kelsey, 2007).
Imprintingerkrankungen sind meist auf chromosomale oder genetische Aberrationen wie
Deletionen, Translokationen, Inversionen, Duplikationen und Punktmutationen
zuriickzufiihren, die eine Anderung der Gendosis nach sich ziehen (Tomizawa und Sasaki,
2012). Eine moderate Anzahl von Erkrankungen ist dagegen auf eine uniparentale Disomie
(UPD) zurlickzufiihren, bei welcher ein Chromosom zwar disom vorliegt, aber beide
homologen Exemplare vom gleichen Elternteil stammen und somit die gleiche
elternspezifische Pragung tragen. UPDs entstehen meist in der Zygote durch einen
sogenannten Trisomie-Rescue (das liberschiissige Chromosom wird aus der Zygote entfernt)
oder einen Monosomie-Rescue (Duplikation des einzelnen Chromosoms; Buiting, 2010;
Eggermann, 2010; Yamazawa et al., 2010). Nur selten rihrt die Imprintingerkrankung von

einem tatsachlichen Pragungsdefekt (primare Epimutation) in der Keimbahn.

1.1.3.1. Der PWS/AS-Genlokus

Zu den bekanntesten humanen Imprintingerkrankungen zdhlen das Prader-Willi-Syndrom
(PWS) und das Angelman-Syndrom (AS), welche trotz sehr unterschiedlicher Phanotypen

durch Fehlregulation des gleichen gepragten Lokus auf Chromosom 15q11-q13 verursacht
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werden (Horsthemke und Wagstaff, 2008). Das PWS zeichnet sich durch Muskelhypotonie
des Neugeborenen und eine allgemeine Gedeihstorung aus. Spater entwickeln die
minderwiichsigen Kinder eine Adipositas aufgrund von Hyperphagie sowie
Verhaltensauffalligkeiten. Im  Erwachsenenalter  begrenzen  Adipositas-assoziierte
Erkrankungen wie Diabetes und Herz-Kreislauf-Erkrankungen die Lebenserwartung. Im
Gegensatz zum AS leiden PWS-Patienten nur an einer milden bis moderaten mentalen
Retardierung und koénnen ihren Alltag selbstandig bewidltigen. Das AS ist neben der
schweren kognitiven Behinderung und fehlender Sprachentwicklung durch ataktische,
hyperaktive Bewegungen und unmotivierte Lachanfalle charakterisiert, weshalb es auch
gelegentlich als ,Happy-Puppet-Syndrom” bezeichnet wird. Die Kinder leiden in der Regel an
Epilepsie (gekennzeichnet durch ein charakteristisches EEG) und Schlafstorungen.

Der gepragte PWS/AS-Lokus enthélt zahlreiche Gene, die durch komplexe Mechanismen
reguliert werden, darunter cis- und trans-regulatorische Faktoren und ncRNAs (Horsthemke
und Buiting, 2006; Horsthemke und Wagstaff, 2008). Entsprechend vielseitig sind die
Ursachen, die entweder zum PWS und AS fiihren kénnen und werden daher im Folgenden
nur in ihren Grundziigen erldutert. Die maternal gepragte ICR des genreichen Clusters liegt
im Promotor- und Exonl-Bereich des Small nuclear ribonucleoprotein-associated protein N-
Gens (SNRPN) und wird speziell als IC (Imprinting Center) bezeichnet (Horsthemke und
Buiting, 2006). Das SNPRN-Protein ist ein Polypeptid der snRNP-SMB/SMN-Familie und spielt
eine Rolle bei der Prozessierung der pra-mRNA und beim gewebespezifischen alternativen
Splicen (NCBI, 2014: Gene ID: 6638). Das vom vaterlichen Chromosom exprimierte SNRPN-
Transkript ist Teil eines einzigen, tUber 460 kb langen Transkripts, welches tber 70 kleine
nukleoldare RNAs (small nucleolar RNAs, snoRNAs) und ein Antisense-Transkript enthalt,
welche jeweils einzeln durch alternatives Spleien freigesetzt werden (Horsthemke und
Wagstaff, 2008). Das vom SNRPN-Promotor ausgehend initiierte Antisense-Transkript
hemmt vermutlich die Expression des bei AS-Patieten fehlregulierten UBE3A-Gens
(Chamberlain und Brannan, 2001; Abb. 1.2).

Ein Verlust der vaterlichen Expression des langen Transkriptes etwa durch Deletion oder
Methylierung der ICR fiihrt zum PWS, wahrend beim AS ein Verlust der mutterlichen
Expression von UBE3A vorliegt (Horsthemke und Wagstaff, 2008; Bartolomei und Ferguson-
Smith, 2011). Die haufigste Ursache von PWS als auch dem AS mit ca. 70% der Patienten sind
de novo-Deletionen von 15g11-q13. Die restlichen PWS-Falle (29%) weisen fast alle eine

maternale UPD auf, wahrend beim AS eine paternale UPD nur etwa fiir 1-2% der Falle
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ursachlich ist. In 10% der AS-Fdlle wurde eine trunkierende Punktmutation im maternal
vererbten UBE3A-Gen gefunden (Kishino et al., 1997; Matsuura et al., 1997; Ludwig et al.,
2005; Horsthemke und Wagstaff, 2008). Imprintingdefekte der ICR sind nur in etwa 1% der
PWS- und in etwa 3-5% der AS-Patienten fir die Erkrankung verantwortlich (Ludwig et al.,
2005; Horsthemke und Wagstaff, 2008). Die Untersuchung der Pragung der SNRPN-

Promotor-ICR ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
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Abb. 1.2: Schema des geprigten PWS-/AS-Genlokus auf dem humanen Chromosom 15q11-q13 (modifiziert
nach Horsthemke und Buiting, 2006). Blaue Boxen reprasentieren Gene, die nur vom paternalen Chromosom
exprimiert werden, rote dagegen nur vom maternalen und schwarze von beiden Chromosomen (ungepragte
Expression). Die Richtung der Transkription ist jeweils durch einen Pfeil dargestellt. Methylierte Promotoren
auf dem maternalen Chromosom sind durch schwarz gefiillte Kreise gekennzeichnet. Reprimierte Expression
ist durch ein X (iber der Expressionsrichtung angedeutet. Das vom paternalen Chromosom exprimierte lange
Transkript enthalt neben dem Sense-Transkript von SNURF-SNRPN (blau) auch die C/D box snoRNAs (orange)
und das Antisense-Transkript (grin), welches UBE3A reprimiert.

1.1.3.2. Der SRS/BWS-Genlokus

Die gepragten Gene Igf2 und H19 sind Teil eines geprdgten Lokus auf dem menschlichen
Chromosom 11p15.5, welcher mit den beiden Imprintingerkrankungen Silver-Russel- (SRS)
und Beckwith-Wiedemann-Syndrom (BWS) assoziiert wird. Wahrend sich das SRS durch
intrauterine und postnatale Wachstumsretardierung, korperliche Asymmetrie sowie weitere
heterogene klinische Merkmale auszeichnet (Eggermann, 2010), zeigt sich beim BWS pra-
und postnataler GroBwuchs, Makroglossie, neonatale Hypoglykdmie und Bauchdecken-

defekte sowie ein erhdhtes Tumorrisiko (Weksberg et al., 2010; Tomizawa und Sasaki, 2012).
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Die gepragte Region unterteilt sich in zwei Imprinting-Domanen. Die distale Domadne 1
besteht aus den gepragten Genen Igf2 und H19 und wird vom paternal methylierten
Imprinting Center 1 (IC1) reguliert. Domédne 2 umfasst die gepridgten Gene KCNQI,
KCNQ10T1 und CDKNI1C. Die differenziell methylierte 1C2 enthdlt den Promotor von
KCNQ10T1 (auch bekannt als LIT1), welches eine paternal exprimierte ncRNA kodiert und so
die Expression der maternal exprimierten Gene KCNQ1 und CDKN1C hemmt (Abb. 1.3). Die
IC2 wird auch haufig als KvDMR bezeichnet.

IC1
Domain 2 Domain 1

/

Abb. 1.3: Schema des geprigten BWS-/SRS-Genlokus auf dem humanen Chromosom 11p15.5 (libernommen
aus Weksberg et al., 2010).
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Wie beim PWS und AS sind die Urachen dieser beiden Erkrankungen vielfdltig. Das BWS wird
meist durch Hypomethylierung (Verlust der Methylierung) der KvDMR/IC2 auf dem
maternalen Chromosom verursacht (50%), aber auch durch paternale UPD (20%),
Mutationen im vaterlichen Allel von CDKN1C (5%), maternale Weitergabe von de novo-
Translokationen/Inversionen (1%), welche meist das Gen KCNQ1 unterbrechen, sowie durch
paternal entstandene Duplikationen von 11p15.5 (1%; Weksberg et al., 2010). In ca. 5-10%
der Félle ist eine Hypermethylierung der IC1 (/gf2/H19-ICR) kausal (Sparago et al., 2004;
Eggermann, 2009; Tomizawa und Sasaki, 2012). SRS-Patienten zeigen dagegen in mindestens
44% der Falle eine Hypomethylierung der IC1 auf dem paternalen Chromosom. Das SRS und
BWS weisen somit gegensatzliche klinische Bilder auf, die interessanterweise auf
gegensatzliche Epimutationen (Hypermethylierung der IC1 beim BWS und Hypomethylierung
beim SRS) zurlickfiihrbar sind (Eggermann, 2009).
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1.1.4. Epigenetische Genomreprogrammierung

Die genomische Pragung ist ein zyklischer Prozess, der Phasen der Imprintetablierung, der
-aufrechterhaltung sowie der -16schung erfordert. Im Laufe dieses Zyklus gibt es zwei Wellen
der globalen Demethylierung und Remethylierung, welche als epigenetische Genom-
reprogrammierung bezeichnet werden (Abb. 1.4). Aufgrund der umfangreichen Datenlage
werden die Abldufe und Vorgdnge bei der Genomreprogrammierung im Folgenden
vorwiegend anhand des Mausemodells erldutert. Die erste genomweite epigenetische
Reprogrammierung findet wahrend der friihen Embryonalentwicklung statt und dient der
Tilgung der elterlichen Muster in der noch undifferenzierten Keimbahn. Dieses Zurlicksetzen
der epigentischen Modifikationen gewahrleistet die Totipotenz der spdteren Gameten und
verhindert die Vererbung moglicher Epimutationen in die nachste Generation (Hajkova et
al., 2008; Smallwood und Kelsey, 2012). Ein Teil der hinteren Epiblastzellen entwickelt sich
zu den primordialen Keimzellen (PGCs). Wahrend der Migration der PGCs in die Keimleiste
findet eine massive Entfernung der DNA-Methylierung statt (Hackett et al, 2012).
Typischerweise gehen der Demethylierung Verdanderungen der Histonmodifikationen voraus
(Gifford et al., 2013). Bei Mausen beginnt das Loschen der Imprints an Tag 11.5 und ist an
Tag 13.5 dpc (days post concetion) abgeschlossen (Hajkova et al., 2002; Yamazaki et al.,
2003). Die Reprogrammierung scheint vorzugsweise an geprdgten und ungepragten Single-
Copy-Genen stattzufinden, wahrend die Demethylierung von repetitiven Elementen zeitlich
verzogert und unvollstandig ist. Dies dient vermutlich dem Schutz vor einer Aktivierung
transposabler Elemente, welche durch Fehlregulation benachbarter Gene oder Transposition
zu Keimbahnmutationen fiihren konnten (Hajkova et al., 2002; Allegrucci et al., 2005). Da die
Demethylierung der DNA innerhalb nur weniger Stunden erfolgt, muss die schnelle und
umfassende Tilgung der Methylgruppen durch aktive Prozesse vermittelt werden und ist
nicht auf eine passive Demethylierung durch DNA-Replikation zurlckfihrbar. Ein
wahrscheinlicher Mechanismus der aktiven Demethylierung ist der Austausch von
Methylcytosinen und Histonen durch die DNA-Reparatur-Maschinerie (Hajkova et al., 2002;
Hajkova et al., 2008). Die Demethylierung findet trotz Prasenz der Methyltransferase Dnmt1
statt (Hajkova et al., 2002), welche eine starke Affinitat zu hemimethylierter DNA hat und fir
die Aufrechterhaltung und damit Vererbung der Methylierungsmuster auf Tochterzellen
verantwortlich ist (Yoder et al., 1997a).

Im Anschluss an die globale Demethylierung werden die Methylierungsmuster

geschlechtsspezifisch neu etabliert (de novo-Methylierung). Dies erfolgt in der mannlichen
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und weiblichen Keimbahn zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Die paternale Pragung von H19
startet in den Spermien von Mausen bereits vor der Geburt in den Prospermatogonien und
ist postnatal im Pachytdn-Stadium der Reduktionsteilung (Meiosel) abgeschlossen
(Allegrucci et al., 2005). Die Remethylierung in Eizellen erfolgt hingegen erst ab der Geburt in
den wachsenden Oozyten. Sie ist fiir die einzelnen Gene asynchron (genspezifisch) und ist
abhdnging vom Oozytendurchmesser, nicht aber vom Alter der Oozyte (Obata und Kono,
2002; Lucifero et al., 2004b; Hiura et al.,, 2006; O'Doherty et al.,, 2012). So werden
beispielsweise die Gene Ndn und Znfi27 bereits im primodialen zum primaren
Follikelstadium methyliert, wahrend Peg3 und Igf2r erst im Sekundarfollikelstadium gepragt
werden (Obata und Kono, 2002). Bei einigen Genen wie dem Impact-Gen findet die Pragung
erst spat bei Erreichen des Antralfollikelstadiums statt (Obata und Kono, 2002). Die meisten
maternalen Imprints sind bei Erreichen des Metaphase II-Stadiums in der Oozyte etabliert.

In der weiblichen Keimbahn erfolgt die DNA-Methylierung interessanterweise meist in der
Promotorregion gepragter Gene, wahrend Methylierung in der mannlichen Keimbahn eher
an intergenischen Positionen erfolgt (Bartolomei und Ferguson-Smith, 2011). Die
Methylierung der Keimzell-DNA und damit die Pragung der maternalen und paternalen
Imprints wird durch die de novo-Methyltransferase Dnmt3a und das in Eizellen mit Dnmt3a
interagierende Protein Dnmt3L katalysiert (Bourc'his et al., 2001; Hata et al., 2002; Kaneda
et al., 2004). Die regulatorische Funktion von Dnmt3L bei der maternalen Pragung scheint
eng mit der Evolution genomischer Pragung assoziiert zu sein, da es nur bei dem Taxon
Theria, einer Unterklasse der Sduger bestehend aus Beuteltieren und héheren Saugern,
vorkommt (zusammengefasst bei Edwards und Ferguson-Smith, 2007). Alle drei bekannten
Methyltransferasen der 3er-Familie (DNMT3A, DNMT3B und DNMT3L) werden auch in
wachsenden bovinen Oozyten exprimiert. Wie bei der Maus scheint das Zusammenspiel von
DNMT3A und DNMT3L fir die Etablierung der maternalen Imprints essentiell zu sein,
wahrend DNMT3B - obwohl bereits in der Oozyte vorhanden - vermutlich eine Rolle in der
spateren Embryonalentwicklung spielt (O'Doherty et al., 2012).

Die zweite Welle genomweiter Reprogrammierung erfolgt nach der Befruchtung und
eliminiert die Methylierung mit Ausnahme der parentalen Imprints. Dadurch werden die
beiden Keimbahngenome zu einem diploiden somatischen Genom umprogrammiert und
erlangen Totipotenz, welche Vorraussetzung fir die Entwicklung des Embryos ist (Haaf,
2006). Die Demethylierung der DNA in den noch unfusionierten elterlichen Vorkernen der

Zygote findet asynchron statt und beginnt mit der aktiven Loschung der Methylierung des
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vaterlichen Genoms (Mayer et al., 2000a; Oswald et al., 2000; Abb. 1.4). Das maternale
Genom bleibt hingegen bei Mdusen bis zum Zweizellstadium stark methyliert und trotz der
Auflosung der Vorkernmembranen und der ersten Furchungsteilung topologisch vom
paternalen Genom getrennt (Mayer et al., 2000b; Haaf, 2006). Ab dem Zweizellstadium wird
es passiv durch wiederholte Replikation und Zellteilung demethyliert. Die replikations-
abhangige Demethylierung ist nur moglich, da die Oozyten-spezifische Isoform der Methyl-
transferase DNMT1 im friihen Embryo aktiv im Zytoplasma zurlickgehalten wird und nicht in
den Nukleus vordringen kann (Cardoso und Leonhardt, 1999; Howell et al., 2001). Nach dem
Achtzellstadium zeigen die paternalen und maternalen Chromosomen schlielllich eine
vergleichbar niedrige Methylierung (Mayer et al., 2000a). Die globale Methylierung sinkt auf
bis zu 15% im Blastozystenstadium (Reik et al., 2001).

Die genomweite de novo-Methylierung und damit die somatische Differenzierung des
Praimplantationsembryos beginnt bei der Maus im Blastozystenstadium (Abb. 1.4) und
beschrankt sich vornehmlich auf die innere Zellmasse, wahrend die Zellen des Trophoblasten
weniger stark methyliert werden (Dean et al., 2001; Reik et al., 2001; Santos et al., 2002).
Beim Rind findet die Remethylierung hingegen bereits im 16-Zellstadium der Morula statt.
Obwohl der Zeitpunkt der Remethylierung zwischen verschiedenen Spezies variieren kann,
so ist die epigenetische Reprogrammierung nach der Fertilisierung doch stark konserviert
(Dean et al., 2001). Die Reprogrammierung im Embryo betrifft auch die PGCs, welche somit
vor ihrer Reprogrammierung in der Keimleiste ein gepragtes und weitestgehend somatisches

Methylierungsmuster besitzen (Hajkova et al., 2002).
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Abb. 1.4: Exemplarische Darstellung der Anderungen der DNA-Methylierung im Laufe der epigenetischen
Reprogrammierung in der Keimzellentwicklung der Maus. Die erste genomweite Demethylierungswelle findet
in den primordialen Keimzellen statt und l6scht die elterlichen (somatischen/differenziellen) Imprints. Die
de novo-Methylierung in den Keimzellvorldufern in Spermien und Eizellen findet zu unterschiedlichen
Zeitpunkten statt. Wahrend die Neuetablierung der Imprints in den Prospermatogonien bereits im mitotischen
G1-Arrest pranatal vollendet wird (blaue Linie), erfolgt die Methylierung in weiblichen Keimzellen (rote Linie)
erst postnatal in den wachsenden Oozyten. Nach der Befruchtung wird im Zuge der zweiten genomweiten
Reprogrammierung zur Erlangung der nukledren Totipotenz zunachst das paternale Genom in der Zygote durch
einen aktiven Prozess demethyliert, gefolgt von der langsameren Demethylierung des maternalen Genomes,
welche passiv durch DNA-Replikation und Zellteilung erfolgt. Wahrend in der ersten Welle der epigenetischen
Reprogrammierung auch die Imprints geldscht werden, bleibt die allelspezifische Methylierung der gepragten
gDMRs (grun-gestrichelte Linie) in der zweiten Welle erhalten. PGCs: Primordiale Keimzellen, GV: Germinales
Vesikulum, MIl: Oozyte im Metaphasell-Arrest, gDMRs: Keimzell-DMRs. Abbildung enthommen aus Smallwood
und Kelsey (2012) und modifiziert.
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1.2. Assistierte Reproduktion

Die assistierte Reproduktion (AR) bezeichnet ,die arztliche Hilfe zur Erflllung des
Kinderwunsches eines Paares durch  medizinische Hilfen und Techniken”
(Bundesarztekammer, 2006: (Muster)-Richtlinie zur Durchfiihrung der assistierten
Reproduktion). Diese Techniken und Methoden werden analog als assistierte
Reproduktionstechniken (ARTs) zusammengefasst. Diejenigen ARTs, die auBerhalb des
Korpers in einer Kulturschale oder auch sprachgebrauchlich ,im Reagenzglas” stattfinden,
werden als ,,in vitro” (lat. fir ,im Glas“) bezeichnet. Medizinische Indikation assistierter
Reproduktion ist das dauerhaft bestehende Ausbleiben einer Schwangerschaft aufgrund
eingeschrankter Fertilitdt (Fruchtbarkeit) des ratsuchenden Paares. Eine vollstandige,
100%ige Infertilitdt (Unfruchtbarkeit) ist eher selten Hintergrund der Kinderlosigkeit.
Vielmehr liegen in 80% der Fille meist mehr oder minder schwere Fertilitdtsprobleme von
beiden Partnern zugrunde. Lediglich bei den restlichen 20% findet sich die alleinige Ursache
entweder beim Mann oder der Frau oder aber der Grund der Zeugungsunfahigkeit bleibt
ganzlich unklar (Diedrich et al., 2013). Welche MaBnahme der assistierten Reproduktions-
techniken zur Anwendung kommt, entscheidet sich anhand des grindlich erstellten
Diagnosebefundes und ist neben der biologischen Ursache der Infertilitdt auch abhanging
von weiteren Faktoren wie beispielsweise dem Alter der Frau und der Dauer des
bestehenden Kinderwunsches (Bundesarztekammer, 2006: (Muster)-Richtlinie zur
Durchfiihrung der assistierten Reproduktion).

Neben dem Einsatz in der humanen Reproduktionsmedizin finden ARTs auch Anwendung in
der Zucht von Nutztieren zur Optimierung der Qualitat und Quantitat von Fleisch, Milch oder
Wolle als auch der Anfilligkeit gegeniiber Krankheitserregern, so dass der Ubergang zu
biotechnologischen Verfahren flieRend ist (Rodriguez-Martinez, 2012). Zudem erlauben ARTs
auch eine gezieltere und schnellere Ausschépfung des reproduktiven Potentials 6konomisch
wertvoller Tiere. Im Folgenden sollen die gdngigsten Methoden der ARTs der humanen als
auch der veterindren Reproduktion vorgestellt sowie ihre Risiken und Limitierungen

dargelegt werden.
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1.2.1. Assistierte Reproduktionstechniken beim Mensch

Der Anteil der durch ART gezeugten Neugeborenen in Amerika betragt heute Uber 1%.
Entsprechend dem vorldaufigen Bericht Uber die klinischen ART-Erfolgsraten der
amerikanischen ,,Centers of Disease Control and Prevention” (CDC, 2013) wurden im Jahre
2011 allein in den USA etwa 50.000 Lebendgeburten (einschlieflich Mehrlingsgeburten)
infloge von ART-Zyklen gezdhlt, aus denen liber 60.000 lebendgebore Kinder hervorgingen.
Die Ursachen der (eingeschrankten) Infertilitat sind vielfaltig und kénnen sowohl genetisch
als auch erworben sein, z.B. durch Vasektomie, Krebs oder ein erhdhtes Alter der Frau. In
den stetig alternden Gesellschaften der westlichen Welt, in welchen der Eintritt ins
Familienleben zunehmend spéter erfolgt, steigen daher der Bedarf und die Nachfrage nach
assistierter Reproduktion.

Bei einem ART-Zyklus kommen entsprechend der Definition der amerikanischen CDC (CDC,
2013) stets mehrere ARTs zum Einsatz. Abhdnging von der Indikation wird in den meisten
Fallen eine ovariellle Stimulation der Follikelreifung mit Hilfe von Hormonen herbeigefiihrt,
welche die Reifung und Ovulation einer (Monoovulation) oder mehrerer (Poly- oder
Superovulation) Eizellen zum Ziel haben. Die Art und Menge der Hormongabe muss
individuell angepasst werden, dient aber stets der indirekten oder direkten Erhéhung des
Serum-FSH-Spiegels (FSH: Follikel-stimulierendes Hormon). Das Gonadotropin FSH induziert
und propagiert das Wachstum einer Kohorte von Follikeln. Die starke hormonelle
Stimulation kann in manchen Fillen zum sogenannten und unter Umstdnden
lebensbedrohlichen, ovariellen Uberstimulationssyndrom (OHSS) fiihren (Diedrich et al.,
2013).

Weitere Techniken der AR sind die artifizielle Insemination (Al) oder kiinstliche Besamung
durch Einbringen des aufbereiteten Spenderspermas in die Zervix, den Uterus oder die
Eileiter (intrazervikale, intrauterine oder intratubare Insemination) sowie Methoden der
extrakorporalen, kiinstlichen Befruchtung im Reagenzglas (in vitro-Fertilisation oder IVF;
Diedrich et al., 2013). Fur die IVF wird das Spendersperma mit den durch ovarielle
Stimulation und Punktion gewonnenen Oozyten in einem Kulturschalchen mit Kulturmedium
zusammengebracht, so dass eine spontane Befruchtung der Eizellen durch den Samen
ermoglicht wird. Dieses von Edwards und Steptoe erstmals 1978 erfolgreich praktizierte
Verfahren (Steptoe und Edwards, 1978) wurde 2010 mit dem Nobel-Preis pramiert. Eine
Sonderform der IVF stellt die sogenannte intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI)

dar. Ein einzelnes Spermium wird mittels einer Mikromanipulationskapillare in eine Eizelle
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injiziert (Palermo et al., 1992). Diese Methode ist bei verminderter Spermienqualitdt im
Sinne einer gestorten Motilitat (Beweglichkeit) oder reduzierten Spermienanzahl im Ejakulat
sowie nach vorhergehender, erfolgloser IVF angezeigt. Nach Aufbereiten des Ejakulats wird
ein Spermium nach Motilitat und morphologischen Gesichtspunkten ausgewahlt und durch
Entfernen der GeiRel immoblisiert, ehe es injiziert wird (Diedrich et al., 2013).

Nach erfolgreicher Befruchtung und anschlieRender in vitro-Kultur (IVC) der Zygote wird der
Embryo zwei Tage nach der IVF bzw. der ICSI in den Uterus der Empfangerin Ubertragen
(Intrauteriner Embryotransfer; ET). Er befindet sich sodann im Zwei- bis Achtzellstadium.
Um die Chance einer Einnistung zu erhdhen, wird meist mehr als nur ein Embryo
transferiert. Man unterscheidet generell den Transfer von einem (Single-Embryo-Transfer,
SET), von zwei (Double-Embryo-Transfer, DET) oder drei Embryonen (Bundesarztekammer,
2006: (Muster-)Richtlinie zur Durchfiihrung der assistierten Reproduktion). Um das Risiko
einer fur Mutter und Kinder gesundheitsgefahrdenden Mehrlingsschwangerschaft in Balance
zum Risiko eines Implantationsversagens zu setzen, wird in Deutschland Ublicherweise die
Ubertragung von zwei Embryonen empfohlen, nur maximal drei sind erlaubt
(Bundesarztekammer, 2006).

Das Einfrieren und die Lagerung von Geweben, lebenden Zellen und Embryonen bei -196 °C
wird als Kryokonservierung bezeichnet. Die Moglichkeit des reversiblen Einfrierens ohne
Schadigung der Zellen gestattet die Konservierung von Sperma sowie von Eizellen von
Frauen mit bevorstehender Chemo- bzw- Strahlentherapie oder zuriickgestelltem
Kinderwunsch. Dariliberhinaus konnen (iberzahlige Embryonen nach IVF fir einen
eventuellen spateren ART-Zyklus eingelagert werden, was in Deutschland aufgrund des
Embryonenschutzgesetztes jedoch nur mit Embryonen im Vorkernstadium moglich ist
(Diedrich et al., 2013).

Neben der Reifung und Ovulation von Eizellen im Korper (in vivo) besteht auch die
Moglichkeit der in vitro-Maturation (IVM) von unreifen Eizellen. Die in vitro-Maturation von
Eizellen ist eine vergleichsweise junge Technik, die eine IVF ohne die risikoreiche
Hormonbehandlung zur ovariellen Stimulation erlaubt. Unreife Follikel werden durch
transvaginale Follikelpunktion aus den Ovarien isoliert und in der Kulturschale mit einem
Reifungsmedium ausgereift (maturiert), ehe eine herkémmliche IVF oder ICSI durchgefiihrt
werden kann. Da die IVM Gegenstand dieser Arbeit ist, findet eine ausfiihrliche Behandlung

in Kap. 1.4. statt.
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1.2.2. Assistierte Reproduktionstechniken beim Zuchttier

Die Zucht von Wiederkduern, insbesondere von Rindern, ist weltweit von hoher
wirtschaftlicher Bedeutung. Er ist der wichtigste Standortfaktor in den weitgehend
landwirtschaftlich ausgerichteten Entwicklungslandern sowie in den entwickelten Landern
der stdlichen Hemisphdre (Rodriguez-Martinez, 2012). Ziel des Einsatzes von ARTs bei
Nutztieren, insbesondere beim Rind, ist in erster Linie die Steigerung der Produktivitdt von
Fleisch und Milch, aber auch das Einbringen von Resistenzen gegenliber Krankheitserregern
zur Verbesserung der Tiergesundheit. Neben diesen 6konomisch motivierten Aspekten
bietet die gezielte Zucht sowie die gentechnische Veranderung der Tiere auch die Chance
eines erhohten Nutzens fiir den Konsument. Durch die Verbesserung der Tiergesundheit
konnten zukiinftig gesiindere und sicherere Produkte sowie Produkte mit neuen und
gesundheitsférdernden Eigenschaften erzeugt werden. Weiterhin lieBen sich moglicherweise
die Hinterlassenschaften der Tiermassenproduktion reduzieren und damit eine reinere
Umwelt geschaffen werden (Laible, 2009).

Alle in Kap.1.2.1. genannten ARTs kommen auch bei der eigenschaftsorientierten
Reproduktion von Nutztieren zum Einsatz. Die artifizielle Insemination ist die meist
angewandte und daher bedeutendste Methode bei der Zucht von Rindern (Rodriguez-
Martinez, 2012). Dank der deutlich geringeren Restriktionen aus rechtlichen und ethischen
Grinden konnen die Moglichkeiten der ARTs beliebig ausgeweitet werden. Bei den meisten
Methoden handelt es sich um Multiplikationstechniken zur , Vervielfaltung” von Tieren mit
den gewilinschten, durch Zucht oder Gentechnik erworbenen Eigenschaften. So kann
beispielsweise im Anschluss an eine IVF ein sogenanntes Embryosplitting durchgefiihrt
werden, indem der Embryo im friihen oder spateren Teilungsstadium (2-4-Zell-, Morula-
oder Blastozystenstadium) geteilt wird und infolgedessen monozygote Zwillinge entstehen
(Rodriguez-Martinez, 2012). Des Weiteren kénnen Embryonen mittels einer Prdimplan-
tationsdiagnostik anhand bestimmter genetischer Marker ausgewdhlt werden (marker-
assisted selection, MAS), die ein gutes allelisches Profil versprechen (Schrooten et al., 2004).
Die kontroverseste aller bei Tieren eingesetzten ARTs ist das reproduktive Klonen durch den
Transfer eines somatischen Zellkerns in eine zuvor entkernte Oozyte (somatic cell nuclear
transfer, SCNT). Erstmals gelungen ist dies bei einem Saugetier 1997 mit dem Schaf Dolly
1997 (Wilmut et al., 1997). Seither konnten 16 Spezies erfolgreich geklont werden (Niemann
und Lucas-Hahn, 2012). Die so erzeugten Embryonen werden 5-7 Tage in vitro kultiviert und

anschlielend in den Uterus eines sogenannten Ndhrmuttertieres transferiert. Die Technik
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des SCNT kann neben dem reproduktiven Klonen zum Erhalt wertvoller Zuchtmerkmale und
der genetischen Diversitat auch zur Herstellung transgener Tiere fir die Grundlagen-
forschung oder zu biomedizinischen Zwecken (Gene-Pharming, Xenotransplantation)
herangezogen werden (Niemann und Lucas-Hahn, 2012). Abschliefend ist noch die
transvaginale Follikelpunktion als essentielle ART bei Zuchttieren zu erwahnen: hierfiir hat

sich der Begriff des transvaginalen Ovum Pick-ups (OPU) etabliert.

1.2.3. Assistierte Reproduktion und Inzidenzen von Geburtsdefekten

Der Eingriff in den natiirlichen Reproduktionsablauf durch in vitro-Techniken wirft die Frage
nach moglichen Risiken der ARTs fir den wachsenden Embryo auf. Eine Reihe von Studien
untersuchten in den letzten 10 Jahren etwaige Haufungen von Fehlbildungen, Kindern mit
niedrigem Geburtsgewicht und Imprintingerkrankungen. Daraus ergaben sich Hinweise auf
leicht gesteigerte Fehlbildungsraten (Ludwig und Katalinic, 2002; Katalinic et al., 2004;
Bonduelle et al., 2005; Hansen et al., 2005; Bertelsmann et al., 2008 u.a.) sowie auf ein
erhohtes Risiko der Friihgeburtlichkeit, eines niedrigen Geburtsgewichtes und neonataler
Intensivbetreuung (Sutcliffe und Ludwig, 2007; Wisborg et al., 2010). Die Metaanalysen von
Hansen und Bertelsmann zeigten beispielsweise ein um 30 bis 40% erhohtes Risiko fiir
Fehlbildungen nach einer IVF/ICSI-Behandlung (Hansen et al., 2005; Bertelsmann et al.,
2008). Ebenfalls wurde eine zwei- bis dreifach erhéhte Inzidenz fiir ein niedriges bzw. sehr
niedriges Geburtsgewicht der nach IVF oder ICSI geborenen Kinder berichtet (Schieve et al.,
2002). In den Jahren 2002/2003 erschienen erste Berichte (iber eine mogliche Assoziation
von ARTs mit erhohten Pravalenzen von sehr seltenen Imprintingerkrankungen. So wurde fir
das Angelman-Syndom (Cox et al., 2002; Orstavik et al., 2003) und das Beckwith-
Wiedemann-Syndrom (DeBaun et al., 2003; Gicquel et al., 2003; Maher et al., 2003) eine
3-6fach gesteigerte Inzidenz nach AR berichtet. Tatsachlich wurden 4% aller BWS-Patienten
durch assistierte Reproduktion gezeugt (DeBaun et al., 2003; Gicquel et al., 2003; Maher et
al., 2003). Da es sich jedoch um sehr seltene Erkrankungen handelt (1:25.000 bis 1:10.000),
bleibt das absolute Risiko auch nach ART immer noch relativ gering (ca. 1:5000; Maher et al.,
2003; Ludwig et al., 2005; Bowdin et al., 2007; Diedrich et al., 2013). Weil die in vitro-
Manipulationen wahrend den hochst sensitiven Phasen der epigenetischen
Genomreprogrammierung der Keimzellreifung und Prdaimplantationsentwicklung erfolgen
(vgl. Kap. 1.1.4.), kénnten ARTs die Etablierung von Imprints beeintrachtigen und damit zu

Imprintingerkrankungen des Kindes flihren (Horsthemke und Ludwig, 2005).

33



EINLEITUNG

Evidenz fiir ein erhdhtes Epimutationsrisiko durch ARTs kommen aus der in vitro-Produktion
von Zuchttieren und Mausen. Zahlreiche Studien fanden aberrante Methylierungs- und
Expressionsmuster von in vitro produzierten Embryonen und Plazenten, welche auf die
in vitro-Maturation, Superovulation oder Embryokultur zurtickgefiihrt wurden (Lucifero et
al., 2004a; Mann et al., 2004, Niemann et al., 2010; u.a.). Auch die Probleme des
somatischen Klonens (SCNT) sprechen fir eine unzureichende epigenetische
Reprogrammierung des transferierten Zellkerns durch die Eizell-eigenen Faktoren. Einige der
in vitro erzeugten Rinder, Schafe und Mause zeigen eine beeintrachtigte pra- und postnatale
Entwicklung, die sich durch eine Reihe von unterschiedlichen Aberrationen manifestiert.
Diese werden gemeinhin unter dem , Large-Offspring-Syndrome” (LOS) zusammengefasst,
welches iberwiegend bei Wiederkduern beschrieben wurde und phanotypische Parallelen
zum oben genannten GrofRRwuchssyndrom des Menschen, dem Beckwith-Wiedemann-
Syndrom, aufweist. Zu den Anomalien des LOS zdhlen u.a. eine verlangerte Tragezeit, ein
UbergroRenwachstum (Makrosomie), Plazentaaberrationen, kardiovaskulare Probleme,
Defekte der Atemwege, Immunschwache, adulte Adipositas, Fehlfunktionen der Leber und
Nieren sowie eine generell gesteigerte Anfilligkeit fliir neonatale Erkrankungen und damit
perinatale Mortalitdt (zusammengefasst bei Niemann und Lucas-Hahn, 2012). Generell
scheint der Ursprung der epigenetischen Defekte meist eine reduzierte Methylierung von
normalerweise maternal methylierten Allelen zu sein (Horsthemke und Ludwig, 2005).
Beispiele sind die Hypomethylierungen des SNRPN-Lokus in geklonten Rinderembryonen
(Lucifero et al., 2006) und der intronischen DMR2 von Igf2r auf dem maternalen Chromosom
bei in vitro kultivierten Schafembryonen (Young et al., 2001), sowie beim Menschen die
Hypomethylierung des mdttlerichen Allels der KvDMR/IC2 beim BWS (Maher et al., 2003;
Weksberg et al., 2010) oder des SNPRN-Promotors beim AS (El-Maarri et al., 2001; Cox et al.,
2002; Ludwig et al., 2005; Buiting, 2010). Diese und weitere Studien geben Hinweise auf eine
falsche Reprogrammierung oder auch fehlende Aufrechterhaltung von Methylierungs-

mustern wahrend der Prdimplantationsentwicklung.
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1.3. Oogenese und Oozytenmaturation

Bei Sdugetieren ist die Bildung einer Eizelle (Oogenese) und ihre anschlieBende Reifung
(Maturation) ein komplexer Prozess, der sich im Gegensatz zur Spermatogenese (iber den
langen Zeitraum von der Embryonalentwicklung bis zu einem Zeitpunkt in der
geschlechtsreifen Phase erstreckt. Daher ist er sehr empfindlich gegeniliber duReren
Storungen und Umweltschdden. Das Wachstum und die Reifung der Oozyte und des sie
umgebenden Follikels unterliegen in vivo einer komplexen hormonellen und
transkriptionellen Regulation. Im Folgenden sollen zundchst die allgemeinen Vorgange
wahrend der Oo- und Follikulogenese sowie der abschlieBenden Oozytenmaturation anhand
der humanen Ablaufe in vivo erklart werden, um dann auf die Besonderheiten bei der
bovinen Follikulogenese zu kommen. Zuletzt wird auf die Oozytenmaturation am Zyklusende
und das oozytenspezifische Transkriptom eingegangen, welches fir die Maturation sowie die

an die Befruchtung anschlieRende Aktivierung des embryonalen Genoms essentiell ist.

1.3.1. Allgemeine Oogenese und Follikulogenese

Das Oozyten- und Follikelwachstum wahrend der humanen Follikulogenese ist in Abb. 1.5
schematisch dargestellt. Die Oogenese beginnt bereits friih in der Embryonalentwicklung.
Die noch diploiden Zellen der Stammzelllinie, die zur Ausdifferenzierung in Keimzellen
designiert ist, werden als Urkeimzellen oder primordiale Keimzellen (PGC; engl. primordial
germ cells) bezeichnet. Sie wandern in der sechsten Woche der humanen
Embryonalentwicklung aus der Wand des Dottersackes in die Gonadenanlage ein (Sadler,
2008). Bis zur neunten Woche differenziert sich die Gonadenanlage in die embryonalen
Ovarien und die PGCs zu Oogonien (Leidenberger et al., 2009). Die Oogonien durchlaufen
eine Reihe mitotischer Proliferationen. Ein Teil der Oogonien differenziert sich ab dem
dritten Monat zu den bedeutend groBeren primdren Oozyten, wahrend sich die anderen
Oogonien weiter mitotisch teilen. Die primdren Oozyten treten dagegen in die Meiose ein.
Nach der Replikation der DNA (diploider Chromosomensatz mit Zweischwesterchromatid-
chromosomen: 4n) und Rekombination durch Crossing over arretieren die Oozyten im
Diplotdn, dem vorletzten von finf Stadien der Prophase | der 1. Reifeteilung. Die primare
Oozyte ist zu diesem Zeitpunkt von einer Schicht flacher Epithelzellen umgeben, die
zusammen mit der Eizelle den Primordialfollikel bilden. Die primaren Oozyten verweilen bis
zur Pubertat in der so verlangerten Prophase I. Dieses andauernde Ruhestadium wird als

Diktyotan und der arretierte Oozytenkern als Keimbldaschen oder germinales Vesikel (GV)
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bezeichnet. Im fliinften Monat erreicht die Proliferation ein Maximum mit ca. 7 Millionen
Oogonien und Primordialfollikeln. Es beginnt die Atresie (Verlust von Oozyten durch
nichtovulatorische Prozesse), die sich von der Fetalzeit bis zur Menopause fortsetzt
(Leidenberger et al., 2009). Bei der Geburt des weiblichen Fetus ist bereits der Grof3teil aller
Eizellen (80%) zugrunde gegangen. Die Atresie der Oozyten setzt sich bis zur Pubertat weiter
fort, zu deren Beginn noch ca. 400.000 Ubrig sind.

Die Primordialfollikel treten bereits ab der Geburt kontinuierlich in die Follikulogenese
(Follikelreifung) ein. Die primdre Oozyte gewinnt an Volumen und die umgebenden
Follikelepithelzellen nehmen eine kubische Form an. Diese bilden durch Sezernierung von
Glykoproteinen die Zona pellucida um die Eizelle des nun entstandenen Primarfollikels. Die
Follikelepithelzellen proliferieren weiter und differenzieren sich schlieBlich zu den
endokrinen Granulosazellen des praantralen Sekundarfollikels. Die Reifung und das
Wachstum eines Primordialfollikels bis zum Prdantralstadium (Priméar- oder Sekundarfollikel)
dauern beim Menschen ca. 270 Tage (Gougeon, 1986) und sind unabhidngig vom
hormonellen Zyklus. Erst ab der Pubertat beginnt unter dem Einfluss des von der Hypophyse
produzierten follikelstimulierenden Hormons FSH die zyklische Rekrutierung einer Kohorte
von Praantralfollikeln, von denen schlielllich nur einer nach ca. 85 Tagen und damit einige
Menstruationszyklen spater zur Ovulation kommt. Somit betragt die Gesamtdauer der
Follikulogenese vom Primordial- bis zum sprungreifen Follikel mehr als ein ganzes Jahr
(Gougeon, 1986). Im geschlechtsreifen Ovar kommen die verschiedenen Reifungsstadien der
Follikel daher stets parallel vor, was die Punktion unterschiedlicher Stadien fiir die assistierte
Reproduktion ermdoglicht.

Wiéhrend der Rekrutierungsphase entstehen in den Sekundarfollikeln flissigkeitsgefillte
Hohlrdume, welche die friihen antralen Follikel kennzeichnen und die schliefSlich zur
Follikelhohle (Antrum folliculare) des Tertiarfollikels verschmelzen. Die Hohle weitet sich
zunehmend aus, so dass der reife humane Tertidrfollikel eine Grofle von 6-12 mm erreicht
(Sadler, 2008). Die von der Theca interna synthetisierten Ostrogene steigern die Sensitivitit
des Follikels fir FSH. Um den sechsten Tag des Ovulationszyklus dominiert schlieRlich
derjenige Follikel mit der héchsten Ostrogenproduktion die heranreifende Follikelkohorte
(Selektionsphase).

Etwa 36 h vor der Ovulation beginnt unter dem Einfluss der von der Hypophyse
ausgegeschiitteten gonadotropinen Hormone FSH und LH (luteinisierendes Hormon) die

praovulatorische Wachstumsphase, in der sich der sprungreife Tertiarfollikel (auch Graaf-
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Follikel genannt) bis auf einen Durchmesser von bis zu 25 mm weiter aufblaht (Sadler, 2008;
Leidenberger et al., 2009). Am 14. Tag erreicht die Ostrogenvermittelte LH-Freisetzung ihr
Maximum, den sogenannten LH-Peak, der das Platzen des Follikels und damit den Eisprung
einleitet, bei dem der Eihligel (Cumulus oophorus) mit der Follikelfliissikeit aus dem Ovar

geschwemmt wird.

Embryo Kind Geschlechtsreife
Woche6 Woche9 5. Monat Geburt Pubertat
12-14 Jahre 150 Tage 120 Tage
U'I'I‘e"“' Oogonien Primordialfollikel Primarfollikel Sekundarfollikel
zellen
Flache Ovarielles Granulosazellen e

Bindegewebe
Follikelepithelzellen

Zona pellucida
Zellkern der

priméren Oozyte - g
Kubische Follikel- e

Urkeimzelle Oogonie Primordialfollikel Primarfollikel epithelzellen Sekundarfollikel
(PGD) (4n) 0,03 mm (4n) 0,06 mm (4n) 0,12 mm (4n)
(2n)

Rekrutierungsphase (~ 65 Tage) Selektionsphase (10 Tage) Maturationsphase (10 Tage) Ovulation

Sekundarfollikel Tertidrfollikel (ca. 2 mm) Reifer Tertidrfollikel (6-12 mm

Theca externa

Granulosazellen Follikelhghle

Theca interna

Corpus oophorus % 0

mit sekundérer m"‘ . ;;:
Oozyte (MII) q'; NP A ef’y
Sekundarfollikel Friiher antraler Follikel

0,12 mm (4n) 0,12-0,25 mm (4n) Tertiarfollikel (4n) Tertidr-, Antral- oder Graaf-Follikel bis 25 mm (2n)

Abb. 1.5. Humane Follikulogenese. Schematische Darstellung des Oozyten- und Follikelwachstums im
zeitlichen Verlauf der humanen Entwicklung. Die Oogenese und die Follikulogenese beginnen bereits in der
Embryonalentwicklung, werden jedoch bis zur zyklisch stattfindenden, hormonellen Rekrutierung ab der
Pubertat im Primarfollikelstadium arretiert. Die Dauer der Follikulogenese ab der Follikelrekrutierung bis zum
Eisprung betrdgt beim Menschen insgesamt ca. 270 Tage (Gougeon, 1986). Zeichnungen (ibernommen aus
Sadler (2008).
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1.3.2. Oogenese und Follikulogenese beim Rind (Bos taurus)

Die bovine und die humane Oogenese und Follikulogenese weisen grofRe Parallelen beziglich
zeitlicher Abfolge und GroRenverhdltnissen zueinander auf. Die ersten Oogonien treten
zwischen Tag 75 und 80 der Pranatalentwicklung in die meiotische Prophase | ein (Erickson,
1966). Sie erreichen schlieRlich an Tag 170 die finale Phase der Prophase |, das Diplotén, in
welcher die nun als primare Oozyten bezeichneten Eizellen arretiert werden (Baker und
Hunter, 1978). Im Unterschied zum Menschen finden sich bereits im pranatalen Ovar des
bovinen Fetus Follikel unterschiedlicher Gréf3e bis hin zum Sekundarfollikelstadium: die
ersten Primordialfollikel entstehen ab dem 90. Tag der fetalen Entwicklung, Primarfollikel
erscheinen ab Tag 140 und Sekundarfollikel ab dem Tag 210 (Russe, 1983). Bei der Geburt
sind zwischen 75.000 und 300.000 Oozyten im bovinen Ovar vorhanden, eingebettet in
Follikel verschiedener Gréf3e vom Primordialfollikel bis zum Tertiarfollikel mit einer GréRe
von maximal 5mm (Erickson, 1966). Der Qozytendurchmesser nimmt wdahrend der
Wachstumsphase von 30 um im Primodialfollikel auf Gber 120 um im Tertiarfollikel
(Antralfollikel; >3 mm) zu (Hyttel et al., 1997). Zwischen der Geburt und der Pubertat tritt
wellenformig eine Kohorte von Follikeln in die Wachstumsphase ein, um schlieflich inklusive
des ausgebildeten dominanten Follikels artretisch zu werden und zugrunde zu gehen
(Armstrong, 2001).

Die endokrine Initiation des Follikelwachstums beginnt bereits kurz nach der Geburt im
bovinen Ovar (Evans et al., 1994; Rawlings et al., 2003). Durch negative Rickkopplung
vermutlich durch den LH-Antagonisten Ostradiol wird die Ovulation jedoch solange
unterdriickt, bis das Kalb die metabolische Reife und eine ausreichende KorpergroRe zur
erfolgreichen Reproduktion erlangt hat. Der Zeitpunkt der ersten Ovulation ist daher von
Kalb zu Kalb sehr verschieden. Es ist wahrscheinlich, dass die Sensitivitat der LH-Sekretion fir
die negative Rickkopplung in den 40 bis 80 Tagen vor der Ovulation sinkt, was zu einer
gesteigerten LH-Pulsfrequenz durch die Hypophyse fiihrt und so das Wachstum des
dominanten Antralfollikels vorantreibt. Letzterer schiittet wiederum vermehrt Ostrogen aus,
was schlieRlich den die Ovulation einleitenden LH-Peak auslost (Rawlings et al., 2003). Der
bovine Sexualzyklus mit seinen Follikelstadien und die jeweiligen GréRenrelationen von

Oozyte und Follikel sind in Abb. 1.6 dargestellt.
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Abb. 1.6: Follikulogenese beim Rind. Schematische Darstellung der GroRenrelationen des Oozyten- und
Follikelwachstums in Abhangigkeit von der geschatzten Dauer der Follikulogenese. Abbildung (ibernommen
aus Fair (2003) und modifiziert.

Mit Beginn der Pubertdt steigen die Blutplasmakonzentrationen des Wachstumshormons
Somatropin sowie des Wachstumsfaktors IGF1 (insulin-like growth factor 1) im Blut und den
Follikeln an. Diese spielen eine gewichtige Rolle bei der Follikelentwicklung (Armstrong et al.,
1992; Herrier et al., 1994; Gong, 2002). Weibliche Rinder treten ab ca. 10-12 Monaten in die
Pubertdt und die damit einhergehende Geschlechtsreife ein (Armstrong, 2001). Sie werden
ab der Pubertat bis zur ersten Kalbung als Farsen bezeichnet. Der Brunstzyklus betragt beim
Rind nur 21 statt 28 Tage. Anders als beim Menschen, bei dem zyklisch nur eine Kohorte von
Follikeln das Wachstum aufnimmt, zeichnet sich der Sexualzyklus beim Rind durch 2-3
aufeinanderfolgende Wellen follikularen Wachstums aus (Rekrutierungsphase). Jeder Welle
geht ein Anstieg der FSH-Konzentration im Blutserum voraus. Die Eizellen und Follikel der
aktivierten Kohorte nehmen parallel zueinander an GroRe zu, bis der Oozytendurchmesser
ab einem Follikeldurchmesser von ca. 3 mm bei 120-130 um stagniert. Die Follikel wachsen
jedoch weiter, ehe sich der erste Follikel mit einer GréBe von ca. 8 mm zum dominanten
Follikel durchsetzt (Selektionsphase). Der sprungreife Follikel besitzt schlieBlich einen

Durchmesser von 15-20 mm (zusammengefasst bei Fair, 2003).
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1.3.3. Oozytenmaturation

Die Reifung der primaren Eizelle im dominanten Follikel wird beim Rind wie auch beim
Menschen einen Tag vor der Ovulation mit Erreichen des LH-Maximums induziert, wodurch
das Diktyotan beendet und die Meiose fortgefiihrt wird. Fehlt die LH-Spitze geht der
dominante Follikel zugrunde und rekrutiert eine neue Welle follikularen Wachstums (Fair,
2003). Die finale Maturation der Rindereizelle zeichnet sich durch zahlreiche verschiedene
ultrastrukturelle und biochemische Veranderungen aus, die grof3teils schon vor dem LH-
Anstieg in der sogenannten Pramaturationsphase beginnen: Im Zytoplasma der Oozyte steigt
der Lipidgehalt, der Golgi-Apparat wird abgebaut und die kortikalen Granula positionieren
sich an der Innenseite der Plasmamembran fir den spateren Polyspermieblock. Diese
Vorgdnge, bei der die Oozyte weitere Entwicklungskompetenz zur Aufrechterhaltung der
Embryogenese erlangt, werden auch als ,Kapazitation” bezeichnet (Hyttel et al., 1997).
Durch die Kondensation des Chromatins in der letzten Phase der Prophase |, der Diakinese,
wird die Transkription endgiiltig eingestellt und die Nukleusmembran |6st sich zur
physikalischen Fortflihrung der Meiose | auf. Aufgrund dieser letztgenannten, mikroskopisch
erkennbaren Veranderung wird die Reaktivierung des Reifeprozesses im germinalen Vesikel
auch als ,,Germinal Vesicle Breakdown” (GVBD) bezeichnet. Weiterhin werden die Kontakte
zwischen der Oozytenmembran und den Zellen der innersten Granulosazellschicht
(Corona radiata-Zellen) unterbrochen sowie der Perivitellinspalt zwischen Zona pellucida
und dem Oolemma gebildet. Infolge der ersten Reifeteilung, bei der sich der
Chromosomensatz halbiert (haploid mit zwei Schwesterchromatid-Chromosomen), entsteht
der erste Polkorper. Er besitzt wenig Zytoplasma und haftet der Eizelle unterhalb der Zona
pellucida im perivitellinen Spalt an. Er kennzeichnet die sprungreife und befruchtungsfahige
Eizelle, welche nun als sekundadre Oozyte bezeichnet wird. Kurz vor der Ovulation wird die
zweite Reifeteilung abermals arretiert, die Eizelle befindet sich sodann in der Metaphase Il.
Die Maturation gipfelt in der Follikelruptur und der Ovulation der in Granulosazellen
(,Kumuluszellen“) eingebetten Eizelle (zusammengefasst bei Fair, 2003). Die im Ovar
zurlickgebliebenen Granulosazellen des gesprungenen Follikels bilden LH-vermittelt
Ostrogen und Progesteron, wodurch sich die Granulosazellen in den Gelbkdrper (Corpus
luteum) umwandeln und die Gebarmutterschleimhaut fir die Implantation vorbereitet wird.
Die Oozyte vollendet die Meiose erst unmittelbar nach der Befruchtung mit einem
Spermium. Der zweite Polkérper wird ausgestoBen und der Oozytenkern liegt als haploider,

weiblicher Vorkern in der Zygote vor. Die physiologische Trennung des weiblichen und
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mannlichen Genoms wird erst nach getrennt verlaufener DNA-Replikation und
Vorkernauflosung im Zuge der ersten Furchungsteilung aufgehoben (Sadler, 2008).

Die Erlangung der Kompetenz zur nukledren Maturation findet in der Oozyte bereits beim
Ubergang vom praantralen zum antralen Follikel statt (Eppig, 2001), also ab der Bildung
einer Follikelhohle. Die praantrale Eizelle besitzt keine Reifungskompetenz und bleibt daher
unter invitro-Bedingungen bzw. auBerhalb des follikuldren Milieus im Diplotan der
Prophase | arretiert. Dagegen sind Eizellen aus Antralfollikeln, welche invitro zur
Wiederaufnahme der Meiose fahig sind, nicht notwendigerweise auch in der Lage, die
Kernreifung bis zur Metaphase Il abzuschlieBen. So sind Oozyten aus frithen Antralfollikeln
zwar kompetent genug, den GVBD zu starten und die Meiose wieder aufzunehmen. Sie
arretieren aber bereits wieder in der Metaphase |, wdhrend Eizellen aus groReren
Antralfollikeln bis zur Metaphase Il vorschreiten kdnnen (Eppig, 2001; Wrenzycki et al.,
2007). Wahrend des Antralfollikelwachstums scheinen die mit der Oozyte in physischen
Kontakt stehenden Granulosazellen die Fortflihrung der Meiose und damit die Maturation zu
inhibieren. Dies zeigten sehr friihe Experimente, bei denen die ausgewachsenen Oozyten,
welche aus dem Milieu des umgebenden Antralfollikels isoliert wurden, in vitro eigensténdig
nach kurzer Zeit und ohne Gonadotropinreiz die Meiose und damit die nukledre Reifung

wieder aufnahmen (Pincus und Enzmann, 1935).

1.3.4. Oozyten-spezifische Faktoren

Wiéhrend der Follikulogenese findet ein reger Austausch zwischen den somatischen
Granulosazellen und der darin eingebetteten Oozyte statt. Diese als ,, 0ocyte-granulosa cell
regulatory loop” bezeichnete Interaktion ist essentiell fir die gegenseitige Wachstums- und
Entwicklungskontrolle im Laufe der Follikulogenese und der Maturation (Eppig, 2001). Der
dominante, richtungsweisende Partner ist dabei wohl die Eizelle, die die Differenzierung und
Funktion der Granulosazellen vorgibt (Eppig, 2001). Sie synthetisiert wadhrend der
Wachstumsphase der Oogenese groRe Mengen von mRNA, Ribosomen und Proteinen (v.a.
Transkriptionsfaktoren), welche im Zytoplasma angereichert und gespeichert werden und
essentiell fur die Befahigung zur Fertilisation und Ausfiihrung der friihen Embryogenese sind
(Hyttel et al., 1997). Die Akkumulation der maternalen mRNA-Molekile wird beim Rind im
Sekundairfollikel aktiviert und bis zu einer EizellgréRe von ca. 110 um beim Ubergang vom
praantralen zum antralen Tertidrfollikel (Follikel: 2-3 mm) aufrechterhalten, dann jedoch

stark heruntergefahren (Hyttel et al., 1997; Fair, 2003). Dies ist der Zeitpunkt, ab dem die
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Oozyte die Kompetenz zur nukledren Maturation erlangt (vgl. Kap. 1.3.3.). Die Entwicklungs-
kompetenz von Eizellen nimmt in der weiteren Wachstumsphase des Antralfollikels in
Abhéangigkeit von der FollikelgroRe weiter zu und befahigt sie mit GroRerwerden des Follikels
zur Durchfihrung der Befruchtung, der frihen Embryogenese bis hin zum Blastozysten-
stadium und dartber hinaus (Lonergan et al., 1994; Hyttel et al., 1997; Machatkova et al.,
2004; Kauffold et al., 2005). Da die Transkription in der Oozyte infolge des GVBDs vollstandig
arretiert wird (Eppig, 2001), erfolgt die Kontrolle der maternalen Faktoren nur noch auf
posttranskriptioneller Ebene durch differenziellen Abbau, Stabilisierung und Speicherung
von maternalen Transkripten sowie durch mRNA-Protein-Interaktion zur Translations-
initiation (Eichenlaub-Ritter und Peschke, 2002). Die schlieRlich bis zur nukledren Maturation
ins Zytoplasma eingelagerten maternalen Faktoren (mRNA, rRNA, Polypeptide und Lipide)
spielen eine elementare Rolle bei der Fortfliihrung und Kontrolle der Meiose sowie bei der
Regulation der Fertilisation und dem Ubergang vom Oozytenprogramm zum Zygotenstadium
(MET; engl. maternal to embryo transition), weshalb man auch von einer Erlangung der
zytoplasmatischen Reife der Eizelle spricht (Eichenlaub-Ritter und Peschke, 2002; Sylvestre
et al, 2013). Im Zuge der Praimplantationsentwicklung werden die gespeicherten
maternalen Transkripte der Eizelle nach und nach aufgebraucht. Ab seiner Aktivierung
Ubernimmt das embryonale Genom schlieBlich die transkriptionelle Kontrolle (Niemann und
Wrenzycki, 2000; Wrenzycki et al., 2007), welche beim Rind im 8- bis 16-Zellstadium, beim
Menschen im 4- bis 8-Zellstadium stattfindet (Telford et al., 1990; Wrenzycki et al., 2007).

Das Oozyten-Transkriptom und besonders diejenigen oozytenspezifischen Genprodukte, die
in die frilhe Embryonalentwicklung involviert sind, sind zwischen verschiedenen
Vertebratenspezies (Maus, Frosch, Mensch und Rind) hochgradig konserviert (Sylvestre et
al., 2013). Kreuzhybridisierungsversuche mit boviner RNA und humaner cDNA ergaben
zudem weitgehend identische Genexpressionsprofile von Mensch und Rind in Eizellen und
Blastozysten (Adjaye et al., 2007). Uber 400 Gene, welche sowohl in Oozyten als auch dem
Praimplantationsembryo vorkommen, sind durch Remodellierung von Chromatin in die
epigenetische Regulation der Transkription wahrend der MET involviert (Adjaye et al., 2007).
Generell sind Gene, die mit der Entwicklungskompetenz von Eizellen und des spateren
Embryos assoziiert werden, beteiligt an den verschiedensten Funktionen. Dazu gehdren die
Regulation von Transkription und Translation, posttranslationale Proteinmodifikationen, das
(Glukose-) Transportsystem, die Zellzykluskontrolle, die Follikulogenese, die Stressabwehr,

die Histonzusammensetzung, die Prostaglandinsynthese, die Verstandigung Uber
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Wachstumsfaktoren und Zell-Zell-Kontakte (Rezeptoren, Gap Junctions), die die
extrazelluldire Matrix abbauenden Komponenten und der Metabolismus. Die
Transkriptmenge dieser ungepragten entwicklungsrelevanten Gene kann durch in vitro-
Manipulationen positiv oder negativ beeinflusst werden, so dass die Qualitat der Oozyten
und resultierenden Embryonen beeintrachtigt sein kann (Wrenzycki et al., 2007). Aus dem
grofRen Pool dieser entwicklungsrelevanten Gene wurden drei ausgewahlt, um sie im Zuge
dieser Arbeit auf mogliche epigenetische Veranderungen nach in vitro-Maturation von
bovinen Eizellen zu untersuchen: SLC2A1, PRDX1 und ZAR1.

SLC2A1, das zur Gen-Familie ,solute carrier family 2 gehort, kodiert mit sieben weiteren
Genen dieser Gruppe (SLC2A7 bis SLC2A8) fur die energieabhdngigen Glukose-
transportermolekiile GLUT1 bis 8, welche fiir die Versorgung der Eizelle und des
Praimplantationsembryos mit Glukose essentiell sind (Augustin et al., 2001). Die
Glukoseaufnahme steigt im bovinen Embryo ab dem 8- bis 16-Zellstadium stark an, ab
welchem die Aktivierung des embryonalen Genoms, die Kompaktierung und Blastulation
beginnt (Telford et al., 1990; Khurana und Niemann, 2000). Das Natrium-unabhdngige
Kanalprotein GLUT1 (SLC2A1) wurde entsprechend in Oozyten und dem Prdimplantations-
embryo nachgewiesen (Morita et al., 1992). Obwohl die SLC2AI-mRNA bereits in unreifen
bovinen Eizellen vorliegt (Lequarre et al., 1997), findet der Glukoseumsatz als auch eine
gesteigerte GLUT1-Synthese erst ab der Befruchtung statt (Morita et al., 1992). Das GLUT1-
Level nimmt in Blastozysten aufgrund des hohen Energiebedarfs der frihen Embryogenese
um das 20fache gegenliber dem Gehalt in Oozyten zu, was sich ebenfalls in der erhéhten
Menge der aufgenommenen Glukose dulRert (Morita et al., 1992).

Neben der Energieversorgung ist auch der Schutz der Eizelle und des spadteren Embryos von
hoher Bedeutung. Peroxidasen schiitzen die Zelle vor besonders in der in vitro-Reifung und
-Kultur haufig auftretenden reaktiven Sauerstoffradikalen (engl. reactive oxigen species;
ROS), welche die DNA oxidieren und somit schadigen kénnen. Das mRNA-Vorkommen der
Peroxidase Peroxiredoxin1 (PRDX1) konnte bei bovinen Qozyten aus verschiedenen
Follikelstadien und IVM-Medien mit der Entwicklungskompetenz der resultierenden
Embryonen assoziiert werden (Mourot et al., 2006).

SchlielRlich wurde in dieser Arbeit auch das Maternale-Effekt-Gen ,Zygotic arrest 1“ (ZAR1)
untersucht, welches als oozytenspezifische Komponente in die MET und frihe
Embryonalentwicklung involviert ist. Bei Mausen beschrankt sich die Expression von ZAR1

auf wachsende Oozyten, die Zygote und wird dann im Embryo bis zum 4-Zellstadium des
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Embryos abgebaut (Wu et al., 2003). Beim Rind beginnt die Expression im Prdantralfollikel
(Pennetier et al., 2004) und bleibt im Embyro im Gegensatz zur Maus bis zum
Blastozystenstadium bestehen (Brevini et al., 2004). Das ZAR1-Level ist in allen
Entwicklungsstadien konstant, steigt jedoch im 4-Zellstadium vor der Aktivierung des
embryonalen Genoms deutlich an (Brevini et al., 2004). ZARI""Knockout bei befruchteten
weiblichen Mdusen bewirkt eine Arretierung der Zygote nach der DNA-Synthese im 1-
Zellstadium und verhindert so die Vereinigung der parentalen Vorkerne (Wu et al., 2003).
Damit spielt dieses Gen eine wichtige Rolle bei der Aktivierung und der Reprogrammierung

des embryonalen Genoms.

1.4. In vitro-Maturation von Eizellen

Unter in vitro-Maturation (IVM) versteht man die unter Laborbedingungen stattfindende
extrakorporale Reifung einer immaturen Eizelle vom Stadium des Germinalen Vesikels im
Prophase I-Arrest zur befruchtungsfahigen Metaphase [I-Oozyte. Erstmals gelang die
Fertilisierung einer humanen in vitro gereiften Eizelle im Jahre 1969 (Edwards et al., 1969).
Jedoch erst 1991 konnte eine Schwangerschaft erfolgreich nach IVM von unreifen
follikularen Oozyten aus entnommenem ovariellem Gewebe erzielt werden (Cha et al.,
1991). Drei Jahre spater erfolgte die erste Schwangerschaft einer Frau mit polyzystischem
Ovar durch Befruchtung einer in vitro-maturierten Eizelle, die zuvor durch transvaginale
Follikelpunktion isoliert wurde (Trounson et al., 1994). Seit 2005 wird die IVM auch in
Deutschland an den universitdren Frauenkliniken Heidelberg und Liibeck angewendet

(Diedrich et al., 2013).

1.4.1. Chancen und Schwierigkeiten der IVM zur humanen Reproduktion

Die Reifung humaner Oozyten fiur die kiinstliche Befruchtung (IVF oder ICSI) findet zum
gegenwartigen Zeitpunkt noch fast ausschlieRlich in vivo durch hormonelle Stimulation des
Follikelwachstums und transvaginale Punktion statt, durch welche ca. 5 bis 15 Oozyten
gewonnen werden kdnnen (Diedrich et al., 2013). Die Entwicklungskompetenz der Eizellen
kann jedoch aufgrund des durch das supraphysiologische Hormonlevel oftmals vorzeitig
hervorgerufenen LH-Peaks herabgesetzt sein, wodurch die Eizellen nicht vollig ausgereift
sind (Loumaye, 1990). Zudem stellt sich die hormonelle Stimulation sehr kostenintensiv dar,

da sowohl die Medikamente als auch die medizinische Uberwachung tber den gesamten

44



EINLEITUNG

Behandlungszeitraum von 3-5 Wochen sehr teuer sind. Einer der Vorteile einer IVM von
humanen Eizellen ware somit zum Einen die enorme Kostensenkung der Eizellgewinnung.
Zum Anderen konnten die negativen gesundheitlichen Effekte der intensiven
Hormonstimulation wie dem ovariellen Uberstimulationssyndrom (OHSS) umgangen oder
minimiert werden. Dies ist insbesondere wichtig fiir Patientinnen mit dem Polyzystischen
Ovarialsyndrom (PCOS), welche im Zuge der Kinderwunschbehandlung besonders haufig und
schwer von einem OHSS betroffen sind und daher die Hauptindikationsgruppe fir IVM
darstellen (Smitz et al., 2010; Fadini et al., 2013). Gleichzeitig erweitert die IVM den Pool an
verflugbaren Eizellen fiir ARTs, so dass auch im Falle von fehlgeschlagenen IVF-Versuchen
genligend Oozyten fir Folgezyklen vorhanden sind. Weitere Indikationen zur Durchfiihrung
einer IVM sind eine bestehende hochgradige Uberstimulation durch die hormonelle
Behandlung vor IVF oder ICSI sowie seltener eine idiopathische Infertilitdt oder ein
Nichtansprechen auf die hormonelle Eierstockstimulation (,,Non-/Low-Responder*; Diedrich
et al., 2013; Fadini et al., 2013). In Kombination mit einer Kryokonservierung des ovariellen
Gewebes oder einzelner Eizellen eréffnen sich zudem neue Moglichkeiten zum Erhalt der
weiblichen Fertilitat beispielsweise im Falle von drohendem Fruchtbarkeitsverlust durch eine
anstehende zytotoxische Chemo- oder Strahlentherapie im Zuge einer Krebsbehandlung, die
auch junge Madchen vor der Geschlechtsreife betreffen kénnen (Nisker et al., 2006; Smitz et
al., 2010).

Trotz der vielversprechenden Moglichkeiten hat sich die IVM bei der Mehrheit der
europdischen und amerikanischen Infertilitdtszentren noch nicht als Methode etablieren
kénnen (Fadini et al., 2013), da die Schwangerschaftsraten (ca. 20%) im Vergleich zur
hormonellen Standardmethode (ca. 50%) sehr niedrig sind (Gremeau et al., 2012; Diedrich et
al., 2013). Bislang wurden erst um die 2500 Kinder nach IVM geboren (Fadini et al., 2013).
Die Grinde fiir die niedrige Effizienz der IVM sind noch weitegehend unklar. Eine mogliche
Ursache konnte das Ausbleiben der Ovulation und das Fehlen des Corpus luteums sein,
welcher die Frihschwangerschaft aufrechterhdlt. Durch den resultierenden Mangel an
Progesteron kann die Endometriumsproliferation unzureichend und damit die Implantation
der IVM-Blastozysten erschwert sein. Aus diesem Grund ist nach der Oozytenpunktion eine
hormonelle Vorbereitung des Endometriums mit Ostrogenen und Progesteron parallel zur
IVM angezeigt (zusammengefasst bei Diedrich et al., 2013). In der Praxis lasst sich bislang bei
der Auswahl der gereiften Eizellen fur IVF oder ICSI die Entwicklungskompetenz der IVM-

Eizellen nur anhand morphologischer Kriterien erahnen. Reife, entwicklungskompetente
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Eizellen haben den ersten Polkdrper extrudiert und weisen in der Regel einen kompakten,
mehrschichtigen Kumulus-Oozyten-Komplex (KOK), einen Mindestoozytendurchmesser

(Rind: 2115 pm) und einen moglichst grofRen Follikel auf (Wrenzycki et al., 2007).

1.4.2. Stand der IVM bei Tiermodellen

Im Unterschied zur humanen AR ist die IVM von Rinderoozyten ein wesentlicher Bestandteil
der gangigen IVP-Protokolle. Dennoch ist die IVM-Erfolgsrate auch beim Rind dhnlich gering,
nur etwa 30% der in vitro gereiften Eizellen erreichen das Blastozystenstadium. Die IVF von
in vivo gereiften Eizellen erzielt zum Vergleich Blastozystenraten von bis zu 60% (Rizos et al.,
2002; Wrenzycki et al., 2007). Wahrend bei Mausen die Zucht von Nachkommen durch
in vitro-Kultur und IVM von Primordialfollikeln schon vor fast 20 Jahren erfolgreich gelungen
ist (Eppig und O'Brien, 1996), bedarf es bei Rind und Mensch einer MindestfollikelgroRe zur
IVM (Menezo und Herubel, 2002). Verschiedene Studien beim Rind (Eckert et al., 1998; Knijn
et al., 2005; Russell et al., 2006; Wrenzycki et al., 2007) und an der Maus (van de Sandt et al.,
1990) zeigten auflerdem, dass auch das Maturationsmedium, seine Zusatze und die in vitro-
Bedingungen Einfluss auf die Entwicklungsfahigkeit des Embryos und die physiologische
Expression oozytenspezifischer mRNA-Transkripte nimmt. IVM von bovinen Eizellen erfolgt
normalerweise in einer 20%-igen Sauerstoffatmosphdre. Dies ist deutlich héher als die
Sauerstoffkonzentration in der physiologischen Mikroumgebung im KOK in vivo (4-14%;
Redding et al., 2006) und kann daher zu einer UbermaRigen Akkumulation von reaktiven
Sauerstoffradikalen in der in vitro gereiften Eizelle fihren (Kruip et al., 2000), was wiederum
in einer hoheren Stressanfalligkeit resultiert (Redding et al., 2006; de Castro und Hansen,
2007). Unter niedriger Sauerstoffzufuhr hingegen ist die ATP-Produktion aufgrund der
Hemmung der mitochondrialen Atmung und dem Ubergang zur anaeroben Glykolyse
reduziert, so dass die Glukosekonzentration im Medium erh6ht werden sollte, um eine
Glukoseauszehrung zu vermeiden (Hashimoto et al., 2000; Oyamada und Fukui, 2004). Das
Ausmal des Sauerstoffeinflusses auf die Entwicklungskompetenz nach IVM ist letztlich selbst

abhangig vom Medium und seinen Zusatzen (Hashimoto, 2009).
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1.4.3. IVM und Imprinting

Bislang fehlen infolge der niedrigen Zahl an IVM-Kindern Langzeitstudien zu moglichen
Beeintrachtigungen der Kindesgesundheit und -entwicklung durch die IVM. Alle bisherigen
Studien mit geringen Fallzahlen fanden keine Hinweise auf ein erhdohtes Fehlbildungsrisiko
oder neurophysiologische Schadigungen (zusammengefasst bei Diedrich et al., 2013).
Denkbar sind jedoch Stérungen der Genomreprogrammierung in der Eizelle durch die IVM,
da sich die genspezifische Etablierung der Imprints postnatal iber den gesamten Zeitraum
vom Germinalen Vesikel bis zur reifen MlI-Eizelle erstreckt (vgl. Kap. 1.1.4.). Moglich ist auch
eine Storung der zweiten Genomreprogrammierungswelle, welche unmittelbar nach der
Befruchtung stattfindet und die abhangig von den wahrend des Maturationsprozesses
angereicherten oozytenspezifischen Faktoren ist. Hinweise auf Reprogrammierungsfehler
durch in vitro-MalBnahmen gibt es aus Tierexperimenten am Rind. Es konnten Unterschiede
im Methylierungsprofil von verschieden erzeugten Embryonen (in vitro, in vivo oder SCNT)
gezeigt werden, zu deren IVP auch IVM eingesetzt wurde (Lucifero et al., 2006; Curchoe et
al., 2009; Niemann et al.,, 2010). Ebenfalls unterscheidet sich die mRNA-Expression
signifikant zwischen invivo und in vitro (IVM + Embryokultur) erzeugten Embryonen
(Wrenzycki et al., 2007), was moglicherweise auf Methylierungsfehler zuriickfiihrbar sein
konnte. So ist nicht auszuschlieBen, dass beispielsweise die beschleunigte Kinetik der IVM
die Etablierung von Imprints beeintrachtigen konnte (Anckaert et al., 2013). Fehler der
Genomreprogrammierung konnten sodann fiir die niedrige Erfolgsrate der IVM
verantwortlich sein oder aber auch die Inzidenz seltener Imprintingerkrankungen bei durch

IVM gezeugten Nachkommen erhdhen.

1.5. Das Hausrind (Bos taurus) als Modellorganismus der humanen Reproduktion

Das Studium der menschlichen Fortpflanzung und der epigenetischen Veranderungen in den
Keimzellen und Embryonen im Verlauf einer assistierten Reproduktion ist ethisch und
rechtlich stark reglementiert und limitiert, in Deutschland in Form des im Jahr 2011
novellierten Embryonenschutzgesetztes von 1990 (ESchG, 1990). Abgesehen von der
strengen Gesetzgebung gestaltet sich auch die Verfligbarkeit von humanen Oozyten fir
Forschungszwecke sehr schwierig, da gegen eine Eizellspende neben ethisch-moralischen
Bedenken auch gesundheitliche Risiken (ovarielles Uberstimulationssyndrom) eine Rolle

spielen. Das Studium der Fortpflanzung beim Hausrind als Modellorganismus der humanen
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Reproduktion bietet dagegen den groBen Vorteil, dass die Methoden der in vitro-Produktion
(IVP) beim Rind (Bos taurus, BTA) weit fortgeschritten sind. Die Verfligbarkeit von bovinen
Oozyten ist kein limitierender Faktor, da diese durch IVM von unreifen Eizellen aus
Schlachthofovarien gewonnen werden kdnnen. Ebenso konnen in vivo entwickelte
Blastozysten leicht durch einen nicht-chirurgischen Eingriff aus dem Uterus gespilt werden.
Im Gegensatz zur Maus stellt das Rind daher einen in vielerlei Hinsicht geeigneten
Modellorganismus fiir die menschliche Reproduktion dar. Wie der Mensch (Homo sapiens,
HSA) ist BTA bis auf wenige Ausnahmen monoovulatorisch und damit unipar, das heil3t oder
mit nur einem Nachkommen pro Geburt einzelgebdrend. Die Tragezeit betragt wie beim
Menschen neun Kalendermonate (283 Tage; zum Vergleich: 21 Tage bei Mausen). Auch im
Hinblick auf die bovine Keimzell- und Prdimplantationsentwicklung erweist sich das Rind als
das besser geeignete Modell als die Maus (Menezo und Herubel, 2002; Wrenzycki et al.,
2005). So haben Mensch und Rind eine dhnliche Zellteilungssrate in der Prdimplantations-
entwicklung, welche langsamer ist als die von Mad&usen. Des Weiteren ist das fiir die
Maturation der Eizellen und den Ubergang zum Embryonalstadium (MET) notwendige
maternale Transkriptom zwischen Mensch und Rind evolutionar starker konserviert als
zwischen Maus und Mensch (Sylvestre et al., 2013). Die Endstadien der Oozytenreifung
unterliegen bei BTA und HSA einer préazisen Regulation gekennzeichnet durch
feinabgestimmte mRNA-Polyadenylierungsprozesse und es bedarf anders als bei der Maus
einer MindestfollikelgroRe, damit die Maturation auch in vitro abgeschlossen werden kann
(Menezo und Herubel, 2002). Hingegen konnten bemerkenswerterweise murine Eizellen aus
primordialen und praantralen Follikeln erfolgreich in vitro gereift, befruchtet und
ausgetragen werden. Menschliche und bovine Pridimplantationsembryonen weisen
auRerdem Ahnlichkeiten in Biochemie und ihren intrinsischen Faktoren zur maternalen und
paternalen Regulation auf (Menezo und Herubel, 2002). SchliefRlich machen auch die im
Kap. 1.2.3. beschriebenen groflen symptomatischen Gemeinsamkeiten vom LOS bei Rindern
mit dem humanen BWS das Rind zu einem interessanten Modellorganismus zum Studium

ART-bedingter Erkrankungen und Effekte.
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1.6. Zielsetzung der Arbeit

Trotz der guten Etablierung und Verfligbarkeit der ARTs beim Rind, zeigen sich wie beim
Menschen Schwierigkeiten bei der invitro-Maturation (IVM) von Eizellen, die die
Weiterentwicklung der Methoden auch im Hinblick auf eine Verbesserung der assistierten
humanen Reproduktion limitieren (Rodriguez-Martinez, 2012). Da bereits in friheren
Studien Einflisse assistierter Reproduktionstechniken auf die Epigenetik und Genese von
Imprintingerkrankungen festgestellt wurden, liegt der Verdacht nahe, dass die niedrige
Effizienz der IVM auf eine Beeintrachtigung epigenetischer Profile zurlickzufiihren sein
kdonnte (Kap. 1.4. und 1.4.3.). Aufgrund der Restriktionen im Umgang mit humanen Eizellen
und Embryonen sowie aufgrund der in Kapitel 1.5 dargelegten Parallelen von Bos taurus und
Homo sapiens hinsichtlich ihrer Reproduktionsabldaufe und -biochemie, sollte daher in der
vorliegenden Arbeit der Einfluss der IVM auf die DNA-Methylierung anhand des bovinen
Modells vorgenommen werden. Der Versuchsaufbau der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Experimente ist im Flussdiagramm von Abb. 1.7 dargestellt.

Im ersten Teil der Arbeit wurden die Auswirkungen verschiedener IVM-Medien auf die DMRs
dreier gepragter Loci (SNRPN, PEG3 und IGF2/H19) untersucht. Zu diesem Zwecke mussten
zunachst die beim Rind weitgehend uncharakterisierten DMRs identifiziert und hinsichtlich
ihrer differenziellen DNA-Methylierung vordefiniert werden. Die Identifikation und
Charakterisierung dieser drei DMRs erlaubte dann den epigenetischen Vergleich ungereifter
Eizellen aus Tertidrfollikeln mit in vivo- und in vitro-gereiften bovinen Eizellen. Dabei wurden
zwei verschiedene IVM-Systeme mit unterschiedlicher Sauerstoffverfiigbarkeit miteinander
verglichen, das kommerzielle Tissue Culture Medium 199 (TCM; ca. 20% 0O,) und das
modifizierte Synthetic Oviduct Fluid (mSOF; 5% O,). Im zweiten Teil der Arbeit wurden die
Rolle des Oozytenalters (aus prapuberalen und geschlechtsreifen Kiihen) sowie der Einfluss
Follikelwachstum-stimulierender Hormone (FSH, IGF1) untersucht. Dazu wurden die
Promotor-Methylierungsmuster der maternalen Oozytenfaktoren SLC2A1, ZAR1 und PRDX1
von unreifen und in vitro gereiften Eizellen aus hormonell behandelten und unbehandelten

prapuberalen und adulten Tieren verglichen.
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Abb. 1.7: Flussdiagramm des dieser Arbeit zugrunde liegenden Versuchaufbaus. FSH: Follikel-stimulierendes
Hormon; IGF1: insulin-like growth factor 1; IGF K: Essigsaure-Kontrolle; mO: maturierte (gereifte) Oozyten;

IVM: in vitro-Maturation; TCM: Tissue Culture Medium; mSOF: modifiziertes synthetisches Oviduktfluid; OPU:
Ovum Pick-up (ultraschallgeleitete transvaginaler Follikelpunktion).
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Biologisches Material

Das biologische Material wurde vom Friedrich-Loffler-Institut fir Nutztiergenetik in
Mariensee/Hannover bereitgestellt. Die Isolation, Praparation und Reifung der Eizellen sowie
die Erzeugung parthenogenetischer Embryonen wurden dort von Mitarbeitern des

Forschungsbereichs Biotechnologie um Prof. Dr. Heiner Niemann durchgefiihrt.

2.1.1. Praparation unreifer Eizellen aus Tertiarfollikeln

Die bovinen Eizellen zur IVM wurden wie bereits friiher beschrieben (Eckert und Niemann,
1995; Wrenzycki et al., 2001) aus Schlachthofovarien prapariert und gesammelt (Abb. 2.1 A).
Dazu wurden die Ovarien dreimal mit 0,9%iger, Penicillin und Streptomycin enthaltender
NaCl-Lésung gewaschen. Die Komplexe aus unreifer Oozyte und ihren anhaftenden
Kumuluszellen (KOKs) wurden durch vorsichtiges Schneiden (,Slicen”) der Ovarien in
Dulbecco’s 1x PBS-Medium (Sigma-Aldrich, Minchen) isoliert (Abb. 2.1 B), welches mit
0,33 mM Natriumpyruvat (Sigma-Aldrich), 5,56 mM D-Glukose (Roth, Karlsruhe), 0,9 mM
Kalziumchloriddihydrat (Fluka, Buchs, Schweiz), 50 ug/ml Streptomycinsulfat (AppliChem,
Darmstadt), 6 ug/ml Penicillin G (AppliChem), 4 1U/I Heparin und 1 mg/ml BSA fraction V
(Sigma-Aldrich) versetzt war. Die KOKs wurden unter einem Stereomikroskop bei 50 x
VergroBerung betrachtet und entsprechend ihrer Morphologie ausgewdhlt. Als
entwicklungsfahig wurden solche KOKs beurteilt, welche ein homogenes, gleichmaRig
granuliertes Zytoplasma und kompakte Kumuluszelllagen (KOKs der Klasse I-Il nach Looney
et al., 1994; Goodhand et al., 1999) aufwiesen (Abb. 2.1 C). Die KOKs wurden einem
Hyaluronidaseverdau unterzogen. Dazu wurden sie fiir 5min bei 39°C in 1xPBS mit
1 mg/ml BSA fraction V und 0,1% Hyaluronidase (aus Rinderhoden; Sigma-Aldrich) inkubiert
und anschlieRend fir 5min bei 1.400rpm gevortext. Verbliebene, anhaftende
Kumuluszellen wurden durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren entfernt. Die unreifen
Eizellen wurden zundchst dreimal in TCM-air pH 7,2 bestehend aus TCM199 (Sigma-Aldrich),
50 ug/ml  Gentamycinsulfat  (Sigma-Aldrich), 0,2mM  Natriumpyruvat, 4,2 mM
Natriumhydrogencarbonat (Roth) und 1 mg/ml BSA-FAF (Sigma-Aldrich) gewaschen. Es
folgten drei weitere Waschschritte in 1 x PBS mit 0,1% Polyvinylalkohol (PVA). AnschlieBend

wurden die Eizellen zu je 10 Stlick mit einem moglichst geringen Flussigkeitsvolumen in ein
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0,2 pl- oder 0,5 pl-Reaktionsgefald tUberfliihrt und bis zur Methylierungsanalyse bei -80 °C

tiefgefroren. Die Oozyten wurden Uber einen Zeitraum von 15 Monaten gesammelt, um

saisonale Effekte auszuschlieRen.

8 ‘ %
Abb. 2.1: Priparation boviner Eizellen. (A) Isolierte Schlachthofovarien. (B) Slicen der Ovarien mit Hilfe eines
Mehrfachmessers bestehend aus 7-10 parallelen Kiirschnerklingen. (C) Auswahl der Kumulus-Eizell-Komplexe
unter einem Stereomikroskop.

2.1.2. IVM boviner Eizellen

Zur in vitro-Reifung wurden unreife Eizellen aus Schlachthofmaterial verwendet und die
KOKs wie in Kap. 2.1.1. beschrieben aus den Ovarien prdpariert (Abb. 2.2 A). Die KOKs
wurden zundchst im 38 °C warmen Grundmedium TCM-air (s. Kap. 2.1.1.) gesammelt, ehe
sie in die eigentlichen Reifungsmedien (,TCM“ oder ,mSOF“) Uberfihrt wurden. Das TCM
(Tissue Culture Medium) beinhaltete TCM199 (pH 7,4), 0,2 mM Natriumpyruvat, 25 mM
Natriumhydrogencarbonat und 1mg/ml BSA-FAF. Das alternative Medium mSOF
(modifiziertes synthetisches Oviduktfluid) enthielt neben 4 mg/ml BSA-FAF (SOFaa,
Wrenzycki et al., 2001) 1 mM L-Glutamin (Applichem) und 10 mM D-Glukose (Roth). Beiden
Medien wurden 10 IU/ml equines Choriongonadotropin (PMSG) und 5IU/ml humanes
Choriongonadotropin (Suigonan®, Intervet, UnterschleiBheim) zugesetzt. KOKs, die zur
Reifung im mSOF-Medium bestimmt waren, wurden kurz in SOFaa voraquilibriert. Jeweils 15
KOKs wurden in einem 100 ul-Tropfen des jeweiligen Mediums unter Silikonél (Serva,
Heidelberg) in einem Inkubator bei 39 °C, 5% CO,-Gehalt und gesattigter Luftfeuchtigkeit fur
24 h gereift. Bei Reifung im mSOF-Medium wurde aullerdem der O,-Gehalt der Atmosphare
auf 5% gesenkt. Die im Verlauf der Reifung expandierten KOKs (Abb. 2.2 B) wurden nach

24 h wie in Kap. 2.1.1. beschrieben einer Hyaluronidasebehandlung unterzogen, um die
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anhaftenden Kumuluszellen von den Oozyten abzulésen. Der Ausschluss des ersten
Polkérperchens wurde als Zeichen der erfolgreichen Reifung gewertet (Abb. 2.2 C). Nach der
Inkubation mit Hyaluronidase wurden die in TCM gereiften Eizellen zunachst dreimal in TCM-
air, die in mSOF gereiften dagegen in 1 x PBS mit 1% New Born Calf Serum (NBCS, PAA
Laboratories GmbH, Coelbe) gewaschen. AbschlieRend wurden die Eizellen dreimal mit
1 x PBS/ 0,1% Polyvinylalkohol (PVA) gewaschen und zu je 10 Stuck wie unter Kap. 2.1.1.

beschrieben bis zur Methylierungsanalyse bei -80 °C eingefroren.

Abb. 2.2: Morphologie der Kumulus-Eizell-Komplexe vor und nach IVM. (A) Ungereifte Eizelle mit kompaktem
Kumuluszellverbund. (B) Expandierter Kumulus einer gereiften Oozyte nach 24 h IVM. (C) Entkumulierte, reife
Eizelle mit extrudiertem Polkorper (gelber Pfeil) nach Hyaluronidase-Behandlung.

2.1.3. Invivo-Reifung boviner Eizellen

Die invivo-gereiften Eizellen wurden aus 26 Holstein-Friesian-Kilhen mittels
ultraschallgeleiteter transvaginaler Follikelpunktion (ultrasound guided ovum pick up, OPU)
gewonnen (Oropeza et al., 2004; Zaraza et al., 2010). Dazu wurden die Kithe zunachst im
Behandlungsstand fixiert, andsthesiert und der dominante Follikel zwischen Tag 9 und 14 des
aktuellen 6strischen Zyklus transvaginal punktiert. AnschlieBend wurden die Tiere durch
mehrmalige Injektion von FSH (Stimufol®, bereitgestellt durch J.F. Beckers, Universitat Liege,
Belgien) superovuliert. Die Injektionen in die Sitzbeinmuskulatur erfolgten 50 h, 74 h, 98 h
und 122 h nach Punktion des dominanten Follikels. Zur Luteolyse (Abbau des Gelbkorpers)
wurde Prostaglandin Fyq (Estrumate®, Intervet) 106 und 146 h nach Beginn der Behandlung
gespritzt. 40 h nach der ersten Prostaglandin-Injektion wurde Gonadotropin-Releasing-
Hormon (GnRH, Receptal®, Intervet) intravenods verabreicht. Die OPU der gewachsenen

Follikel konnte 20 h nach GnRH-Injektion durchgefiihrt werden (Bordignon et al., 1997; van
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de Leemput et al., 1999; Rizos et al., 2002). Die KOKs wurden durch Filtration (PorengréRe
50 um) von der Punktionsflissigkeit getrennt und dreimal mit einer Losung aus 1 x PBS, 1%
New Born Calf Serum und 0,05 g/l Na-Heparin gewaschen. Es folgte eine Hyaluronidase-
Behandlung und anschliefende Aufreinigung entsprechend dem Protokoll aus Kap. 2.1.1.

Oozyten mit extrudiertem Polkdrper wurden zu je 10 Stlick bei -80 °C eingefroren.

2.1.4. Eizellen aus hormonell stimulierten prapuberalen und adulten Spendertieren

Neben dem Vergleich von unreifen, in vitro-gereiften und in vivo-gereiften Eizellen aus
Tertiarfollikeln wurde in der vorliegenden Arbeit aullerdem der Einfluss Follikelwachstums-
stimulierender Hormone auf bestimmte Methylierungsmuster bei prapuberalen und adulten
Tieren untersucht. Dazu wurden unreife Eizellen mittels OPU aus insgesamt 105
prapuberalen Kalbern zwischen sechs und neun Monaten sowie aus 43 adulten Kiihen aus
der Versuchsherde des Mariensee-Instituts gewonnen. Alle Tiere wurden vorab
gynakologisch untersucht, so dass nur gesunde Tiere mit addquat entwickeltem
Reproduktionstrakt in die Studie eingeschlossen wurden.

Die Kalber wurden nach dem Zufallsprinzip in vier Gruppen eingeteilt. Wahrend die Kalber
der Gruppe 1 keine hormonelle Behandlung erhielten, wurde allen Tieren der librigen drei
Gruppen 48 h vor jeder OPU-Sitzung 65 ug FSH (Stimufol®) intramuskular injiziert, wodurch
das Follikelwachstum angeregt wurde. Gruppe 3 erhielt zusatzlich intraovarielle Injektionen
von 6 pg in Essigsdure gelostem rhiGF1 (R&D Systems, Wiesbaden) an zwei verschiedenen
Stellen jedes Ovars. Gruppe 4 diente als Losungsmittelkontrolle zu Gruppe 3, indem anstatt
rhiGF1 nur 0,01 M Essigsaure injiziert wurde. Die adulten Kiihe wurden hingegen in zwei
Gruppen, einer unbehandelten Kontroll- und einer mit 100 ug FSH behandelten
Versuchsgruppe eingeteilt. Die intramuskuldre Gabe des FSH (Stimufol®) erfolgte wie bei den
Kalbern jeweils 48 h vor jeder OPU. Die Versuche begannen vier Tage nach der Punktion des
dominanten Follikels und liefen Uber einen Zeitraum von jeweils 3 Wochen mit OPU-
Intervallen von 3-4 Tagen (Zaraza et al., 2010). Die OPUs der 5-17 mm grofRen Follikel
wurden wie unter Kap. 2.1.3. beschrieben durchgefiihrt. Die genauen technischen Details
und die Methodik der OPU sind in der Dissertationsarbeit von Mike Diederich, 2011,
nachzulesen. Eine Ubersicht iiber die sechs verschieden Versuchsgruppen ist in Tab. 2.1
gegeben.

Die nach der OPU gefilterten und gewaschenen KOKs wurden unter einem Stereomikroskop

mit 50-facher VergroRerung entsprechend Looney et al. (1994) und Goodhand et al. (1999)
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klassifiziert. KOKs der Klasse | und Il wurden in 50 pl-Tropfen TCM-air-Medium gesammelt.
Ein Teil der KOKs wurde wie in Kap.2.1.1. beschrieben direkt einer Hyaluronidase-
behandlung zum Entfernen der Kumuluszellen unterzogen, gefolgt von je dreimaligem
Waschen in TCM-air und PBS/PVA. Je zehn entkumulierte, ungereifte Eizellen einer
Versuchsgruppe wurden gepoolt und bis zur Methylierungsanalyse bei -80 °C gelagert. Der
andere Teil der KOKs wurde entsprechend dem Protokoll aus Kap. 2.1.2. einer IVM in TCM-
Reifungsmedium unterzogen, so dass sich die in Tab.2.1 dargestellten sechs
Versuchsgruppen noch einmal in ,ungereift” und ,,in vitro-gereift” unterteilen und folglich

insgesamt zwolf Versuchsgruppen bilden.

Tab. 2.1: Uberblick Giber das experimentelle Design und die Versuchsgruppen zur hormonellen Stimulation
prapuberaler und adulter Follikel.

Gruppe* Kontrolle FSH FSH + IGF1 FSH + IGF K**
Kalb (Alter: 6-9 Monate) + + + +
Kuh (= 2. Laktation) + + - -

* Von jeder der sechs Versuchsgruppen wurden jeweils ungereifte und in vitro-gereifte Eizellen untersucht.
** |GF K = Essigsaure-Kontrolle

2.1.5. Parthenogenetische Rinderembryonen

Parthenogenetische Embryonen wurden durch chemische Aktivierung von unbefruchteten
Rindereizellen (Tertidrfollikelstadium) erzeugt (Wrenzycki et al., 2002). Die aus Schlachthof-
ovarien gewonnenen Oozyten (vgl. Kap. 2.1.1.) wurden dazu 22-25 h bei 39 °C und 5% CO,-
Atmosphdre in vitro gereift. Das Reifungsmedium hatte folgende Zusammensetzung:
TCM199-Medium (Sigma-Aldrich, Minchen), pH=7.4, 0,2 mM Natriumpyruvat, 25 mM
NaHCOs;, 1 mg/ml BSA-FAF (Sigma-Aldrich), 101U/ml PMSG und 5IU/ml humanes
Choriongonadotropin (Suigonan®, Intervet). AnschlieBend  wurden anhaftende
Kumuluszellen entfernt, indem die Oozyten in Kalzium- und Magnesium-freiem PBS mit
0,1%iger Hyaluronidase (Sigma-Aldrich) fiir 2 min bei 39 °C inkubiert wurden. Die chemische
Aktivierung erfolgte fiir 5 min in TCM199-Medium mit 5 uM lonomycin (Sigma-Aldrich),
gefolgt von einer 3-4stiindigen Inkubation bei 37 °C in 2 mM 6-Dimethylaminopyridin (6-
DMAP; Sigma-Aldrich). Die aktivierten Oozyten wurden acht Tage in synthetischem
Oviduktfluid mit 4 mg/ml BSA-FAF kultiviert (SOFaa, Wrenzycki et al., 2001). Innerhalb dieses
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Zeitraumes entwickelten sich expandierte oder bereits aus der Zona pellucida schliipfende
Blastozysten bestehend aus ca. 100 Zellen. Eine ldangere Kultur hingegen filihrte zum

Absterben. Die Embryonen wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C eingefroren.

2.1.6. Gewebeproben und Spermien

Das Plazentagewebe wurde infolge einer natirlichen Geburt eines durch kiinstliche
Befruchtung gezeugten Holstein-Friesian-Kalbes gewonnen. Das Gewebe wurde in
erbsengroBe Stlicke geschnitten und bis zur Verwendung in 1,5 ml-ReaktionsgefaRen bei
-80 °C tiefgefroren. Die viszeralen Gewebe (Herz, Leber und Niere) stammten von
unterschiedlichen Tieren und wurden aus Schlachtabfdllen eines ortlichen Schlachthofs
bezogen. Auch diese wurden portionsweise in 50 ml-Falcons bei -80 °C gelagert.

Das Rindersperma stammte von einem Zuchtbullen, der haufig zur kiinstlichen Besamung
eingesetzt wurde. Es wurde bis zur Verwendung in dinnen langen Plastikhalmen, den
sogenannten ,Straws“ (engl. Strohhalm), bei -80 °C tiefgefroren. Jeder Straw fasste 200 pl
Ejakulat, welches mit einem Tris-Eidotter-Verdilinner gepuffert war und insgesamt ca. 20

Millionen Spermien enthielt.

2.2. Puffer und Medien

Alle fur diese Arbeit hergestellten Puffer und Medien sind im Folgenden alphabetisch
gelistet. In den Spalten ,Zusammensetzungen” und , Hinweise zur Bereitung und Lagerung”

sind die Endkonzentrationen durch einen vorangehenden Folgepfeil gekennzeichnet.

Puffername Zusammensetzung Hinweise zur Bereitung und Lagerung
Ammonium- 100 ml 1 M TRIS-HCI pH 8,8 TRIS-HCI-Volumen genau einwiegen
Puffer (10 x) (= 750 mM) (Feinwaage)
(100 ml) 3,52 g Ammoniumsulfat autoklavieren
(fur Puffer B) (> 200 mM) 4 ml Aliquots in 50 ml-Falcons

133,33 HI Tween20 (9 0,1%) Lagerung: -20 °C

Agua dest. ad 100 ml
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Puffername Zusammensetzung Hinweise zur Bereitung und Lagerung
LB-Medium 10g Trypton autoklavieren
(1L) 5g Hefeextrakt 1 ml Ampicillin (50 mg/ml) dazugeben
10g NaCl > 50 mg/|
Aquadest.ad 1L Lagerung: 4 °C
pH 7,0-7,5 mit 1 N NaOH
LB-Agar fiir 5g Trypton autoklavieren - Vor dem Aushéarten
Blau-Weil3- 2,5g Hefeextrakt Zugabe von:
Selektion 5g  NaCl 500 pl Ampicillin (50 mg/ml)
(500 ml) 75g Bactoagar (= 50 mg/l)
Aqua dest. ad 500 ml 700 ul X-Gal (60 mg/ml > 84 mg/l)
oH 7,0-7,5 mit 1 N NaOH 100 pl IPTG (60 mg/ml = 12 mg/l)
Ca. 15-20 ml Agarmedium/Petrischale
Lagerung in sterilen Folien: 4 °C
NaCl (5 M) 146,1 g NaCl Lagerung: RT
(500 ml) Agua dest. ad 450 ml > |6sen
Aqua dest. ad 500 ml
NaOH (0,2 M) | 8 g NaOH-Platzchen Lagerung: RT
(L) Aqua dest. ad 1 L = l6sen
SOC-Medium 2g Trypton autoklavieren - Zugabe von:
(100 ml) 0,5g Hefeextrakt 0,36 g Glucose (= 10 mM)
0,06 g NaCl (» 10 mM) Lagerung als 2 ml Aliquots bei -20 °C
0,02 g KCI (> 2,5 mM)
0,5 ml 2 M MgCl, (> 10 mM)
0,12 g MgS04 (= 10mM)
Aqua dest. ad 100 ml
TAE (50 x) 242 g TRIS autoklavieren
(aL) 57,1 ml reine Essigsaure Lagerung: RT

100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0
Aquadest.ad 1L

Verwendung als 1 x TAE:
200 ml TAE (50 x) +
9800 ml Aqua dest.
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Puffername

Zusammensetzung

Hinweise zur Bereitung und Lagerung

TRIS-HCI (1 M)
pH 8,0 oder 8,8

(1)

12,11 g TRIS
Aqua dest. ad 70 ml > |6sen

konzentrierte HCl bis pH 8,8 oder
8,0

Aqua dest. ad 100 ml

autoklavieren

Lagerung: RT

Puffer B 4 ml 10 x Ammonium-Puffer Die genauen Mengen des

(33,28 ml) (= 1,2x) Ammonium-Puffers und des
je 80 HI 100 mM dNTPs (dATP, dTTP, Reinstwassers mit Feinwaage
dCTP, dGTP > jeweils 240 uM) einwiegen!
8 ml 10 x PCRx Enhancer Solution Aliquotieren (jeweils 1,5 ml)
(= 2,4x) Lagerung: -20 °C
1,76 ml 50 mM MgSQ4 (= 0,26 mM)
19,2 ml Reinstwasser

Puffer X 1 ml 1 M TRIS-HCI pH 8,0 Lagerung: 4 °C

(10 ml) (= 100 mM)

(Isolation der 200 ul 0,5 M EDTA pH 8,0

Spermien-DNA) (= 10 mM)

1 ml 5 M NaCl (= 500 mM)

1 ml 10% SDS (> 1%)

200 pl B-Mercaptoethanol (= 2%)
Aqua dest. ad 10 ml

Waschpuffer
(1L)

(Pyro-
sequenzierung)

1,21 g TRIS (= 10 mM)
Aquadest.ad 1L
4 M Essigsaure bis pH 7,6

Lagerung: RT
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2.3.

Im Folgenden sind alle verwendeten kommerziellen Kits und Enzyme sowie

Kommerzielle Kits und Enzyme

ihre

Bezugsquellen alphabetisch aufgelistet. Wenn nicht anders vermerkt, handelt es sich um den

jeweiligen Firmensitz in Deutschland.

Produkt Firma Sitz

BigDye® v1.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems/ Life | Darmstadt
Technologies

CEQ™ DTCS Quick Start Kit Beckman Coulter Krefeld

CleanDTR Magnetic Beads GCbiotech Alphen aan den Rijn,

Niederlande

DNeasy® Blood and Tissue Kit Qiagen Hilden

100 mM dNTP Set, PCR Grade Invitrogen/ Life Darmstadt
Technologies

EpiTect® Bisulfite Kits Qiagen Hilden

ExoSAP-IT® Affymetrix Santa Clara, CA/USA

EZ DNA Methylation-Direct™ Kit
FastStart Tag DNA Polymerase-System

Hi-Di™ Formamide

NucIeoSpin® Plasmid Extraction Kit

PCRx Enhancer System (10 x PCRx
Enhancer Solution + 50 mM MgSQO,)

pGEI\/I®—T—Vektor Systems I

PIatinum®-Taq-DNA-Ponmerase

PureSperm® 40/80 Kit
PyroGoId® SQA Reagent Kit
Sacl-HF, Sacll-HF, Puffer 4

Zymo Research
Roche Diagnostics

Applied Biosystems/ Life
Technologies

Machery-Nagel

Invitrogen/ Life
Technologies

Promega

Invitrogen/ Life
Technologies

Nicadon
Qiagen
New England Biolabs

Freiburg
Mannheim

Darmstadt

Diren

Darmstadt

Mannheim

Darmstadt

Molndal, Schweden
Hilden

Frankfurt
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2.4. Isolation genomischer DNA
2.4.1. Spermien

Zur Isolation der Spermien-DNA wurde ein Straw bei Raumtemperatur (RT) aufgetaut und
dessen Inhalt durch Abschneiden beider Enden in ein 1,5 ml-fassendes ReaktionsgefdR
Uberfihrt. Um die Samenflissigkeit, abnormale spermatogene Zellen sowie mogliche
Kontaminationen mit Bakterien oder somatischen Zellen zu entfernen, wurden die Spermien
zunachst mit dem PureSperm® 40/80 Kit (Nicadon, Molndal, Schweden) lber
Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt. Dazu wurden 2 ml PureSperm® 80 in ein 15 ml-
Zentrifugenrohrchen vorgelegt und dariber 2 ml PureSperm® 40 geschichtet. Die
Samenflussigkeit eines Straws wurde auf die zwei Schichten PureSperm® pipettiert und bei
300 x g fiir 20 min ohne Bremse zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer sterilen
Pasteurpipette entfernt. Die Ubrigen ca. 0,5 ml der unteren, die aufgereinigten Spermien
enthaltende Phase wurden anschlieBend in ein neues 2 ml Reaktionsgefal® liberfiihrt. Zur
Lyse der Spermien wurden 0,5ml| des PuffersX (Zusammensetzung s. Kap.2.2.)
dazugegeben. Nach erfolgter Zugabe von 100 pl Proteinase K fand eine vierstiindige
Inkubation bei 56 °C statt. Zur Unterstiitzung der Spermienlyse wurde die Probe gelegentlich
innerhalb des Inkubationszeitraumes gevortext sowie nach den ersten zwei Stunden weitere
20 pl Proteinase K dazugegeben. Die eigentliche DNA-Isolation erfolgte mit dem DNeasy®
Blood and Tissue Kit (Qiagen, Hilden; s. Kap. 2.4.2.). Hierbei war zu beachten, dass der Puffer
AL (400 pl) zuerst grindlich mit dem 56 °C-warmen Lysat gemischt wurde, bevor das
96-100%ige Ethanol (400 ul) dazugegeben wurde. Das gesamte Volumen wurde in mehreren
Zentrifugationsschritten auf eine DNeasy® Mini Spin Sdule geladen und entsprechend dem

Herstellerprotokoll weiterbehandelt.

2.4.2. Gewebe

Genomische DNA aus Plazenta, Herz, Niere und Leber wurde mit dem DNeasy® Blood and
Tissue Kit (Qiagen, Hilden) isoliert. Dazu wurden bis zu 25 mg Gewebe mit einem sterilen
Skalpell in moglichst kleine Stiicke geschnitten und in ein 1,5 ml-ReaktionsgefaR Gberfihrt.
Darauf wurden 180 ul Puffer ATL sowie 20 ul Proteinase K pipettiert und griindlich gevortext.
Zur vollstéandigen Lyse des Gewebes wurde die Probe tiber Nacht unter sanftem Schitteln
(ca. 150 rpm) auf einem Thermomixer bei 56 °C inkubiert. AnschlieBend wurde das Lysat
griindlich fiir 15 s gevortext, je 200 ul Puffer AL und 96-100%iger Ethanol zugegeben und

erneut gevortext. Das Gemisch wurde auf eine DNeasy® Mini Spin Saule pipettiert und 1 min
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bei 8000 rpm zentrifugiert. Die Sdule wurde auf ein neues 2 ml Sammelgefald gesetzt und mit
500 pl Puffer AW1 gewaschen (1 min Zentrifugation bei 8000 rpm). Es folgte ein zweiter
Waschschritt mit 500 pl Puffer AW2 unter dreiminitiger Zentrifugation bei 14.000 rpm zur
Trocknung der Membran und Entfernung von Ethanolriickstanden. Abschlieend wurde die
Séule in ein sauberes 1,5 ml-ReaktionsgefaR gesteckt und die Membran mit 200 pl Puffer AE
beschichtet. Nach 1 min Inkubation bei RT wurde die genomische DNA durch Zentrifugation

bei 8000 rpm fir 1 min eluiert.

2.5. Polymerasekettenreaktion

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten PCRs folgten einem Standardprotokoll bestehend aus
einer Anfangsdenaturierung fir 4-5 min, 28-35 Zyklen (30 s Denaturierung, 30 s Annealing
und 45 s Elongation), sowie einer Abschlusselongation bei 72°C fir 5-7 min. Wenn nicht
anders vermerkt, wurde das FastStart Tag DNA Polymerase-System (Roche Diagnostics,
Mannheim) verwendet. Ein Reaktionsansatz bestand aus 2,5 ul 10 x PCR-Puffer/20 mM
MgCl,, 0,5 ul 10 mM dNTP-Mix, jeweils 1,0 ul (10 pmol) des 100 uM Forward- und Reverse-
Primers, 0,2 ul (1 U) Tag-Polymerase, 18,8 ul Reinstwasser und 1 pl (~100 ng) Matrizen-DNA.
Fiir PCRs, in deren Reaktionsgemisch mehrere verschiedene Amplikons gleichzeitigt
vervielfaltigt wurden (Multiplex-PCRs), wurde der Anteil des Wassers entsprechend um das
Mehrvolumen der zusatzlichen Primer verringert. Die Primersequenzen sowie spezifischen
PCR-Bedingungen sind in Kap. 2.9. aufgefiihrt. Alle PCRs wurden mit dem ,DNA Engine
Tetrad 2 Thermal Cycler" (Bio-Rad, Miinchen) durchgefiihrt. Der Erfolg der PCR wurde
mittels einem 1,5%igem Agarose-Gel in einem 1 x TRIS-Acetat-EDTA-Elektrophoresepuffer

(TAE, Zusammensetzung s. Kap. 2.2.) Gberprift.

2.6. Natriumbisulfitbehandlung der DNA

Die chemische Modifikation genomischer DNA mittels Natriumbisulfit (auch:
Natriumhydrogensulfit, NaHSOs) ist die in der Epigenetik meist angewandte Methode zur
Analyse von DNA-Methylierung. Sie fihrt aufgrund der unterschiedlichen Reaktivitdat von
Cytosin und 5-Methylcytosin zu einer methylierungssensitiven Anderung der Basensequenz,

die durch PCR fixiert und durch Sequenzierung nachvollzogen werden kann (Abb. 2.3). Sie ist
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mittlerweile integraler Teil vieler weiterer Techniken zur Analyse der DNA-Methylierung

(MS-PCR, HRM, RRBS u.a.).

Abb. 2.3: Konvertierung der Basensequenz

5'-TGAC8GATCAACGGTT-3' durch Natriumbisulfitbehandlung.
3-;&&';'(;&&';’;&(;#&&(;;&&-5 U.rspr(]nglich methylierte CpG-Din.ukIeotide
m sind rot, unmethylierte blau und Nicht-CpG-
Denaturierung Cytosine griin  markiert. Infolge einer

\ Natriumbisulfit- Hitzedenaturierung wird die DNA

Behandlung einzelstrangig und somit zugénglich fir die

5'-TGAU8GATUAAUGGTT-3' chemische Veranderung durch Natriumbisulfit.
11 11

T 1 Alle unmethylierten Cytosine werden durch

3'-AUTGG%TAG'|TGUUAA-5' hydrolytische  Desaminierung  zu  Uracil

l PCR konvertiert.  Letzteres wird bei einer

Amplifikation mittels PCR durch Thymin

5 .TGATCGATTAATGGTT-3 ersetzt. Die urspriinglich komplementéren

RN 11 DNA-Strdange sind infolge der

3-ATTGGCTAGTTGTTAA-5" Bisulfitkonvertierung der Sequenz nicht mehr
1 komplementér zueinander.

Sequenzierung
(Pyrosequenzierung; direkte
Sanger-Sequenzierung; Klonierung
und Plasmid-Sequenzierung)

Unter physiologischen Bedingungen (in vivo) kommt es in der Zelle mehrmals téaglich zu einer
spontanen Abspaltung der Aminogruppe (-NH,) von der DNA-Base Cytosin, der so genannten
hydrolytischen Desaminierung. Dadurch wird Cytosin zu der RNA-Base Uracil konvertiert.
Ohne die Korrektur durch die zelleigene DNA-Reparaturmaschinerie wiirde das Uracil bei der
nachsten DNA-Replikation mit Adenin paaren und es kdme so effektiv zu einem potentiell
mutagenen Basenaustausch von C zu T, einer sogenannten Transition. Durch chemische
Behandlung denaturierter, genomischer DNA mit einer Natriumbisulfit-Salzlosung lasst sich
in vitro die Konvertierung unmethylierten Cytosins zu Uracil herbeifihren. Wahrend unter
physiologischen Bedingungen auch 5-Methylcytosin spontan desaminieren kann, bleibt
dieses jedoch auch nach Natriumbisulfit-Behandlung erhalten. Infolge der Konvertierung
aller unmethylierten Cytosine sind der Sense- und Antisense-Strang nicht mehr
komplementdr zueinander, weshalb die DNA nach der Bisulfitbehandlung auch bei
Raumtemperatur einzelstrangig vorliegt (Abb. 2.3).

Chemisch betrachtet katalysiert Natriumbisulfit die in wassrigem Milieu nur langsam
voranschreitende hydrolytische Desaminierung unmethylierten Cytosins zu Uracil (Abb. 2.4).

In einem ersten, reversiblen Sulphonierungsschritt bindet das Sulfit-Anion an das
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Kohlenstoffatom 6 des Cytosins und bildet so das instabile Cytosinsulphonat-Derivat.
AnschlieBend erfolgt aufgrund der wassrigen Umgebung eine hydrolytische Desaminierung
am Kohlenstoffatom 4, bei der ein Ammoniak-Molekiil abgespalten wird und durch
Tautomerisierung des entstehenden Enols eine Ketogruppe hinterldsst. Im alkalischen Milieu
desulphoniert das entstandene Uracilsulphonat weiter zum Uracil. Die Methylgruppe (-CHs)
am Kohlenstoffatom 5 verhindert hingegen die Sulfonierung am Kohlenstoffatom 6. Dadurch
wird die hydrolytische Desaminierung um zwei GrolRenordnungen verlangsamt, so dass
5-Methylcytosin auch nach mehrstiindiger Inkubation mit Natriumbisulfit stabil bleibt

(Hayatsu, 2008).

Enol Keton
NH, NH, OH (o] (o]
Tautomerisierung
NZ% | 5 HSO," NZ%2 H,0 NZ% S HN3 4 OH" HN3 * | 5
21 76 P— 4316 g 4516 — %216 — %21
07N 0 N" Tso,” \ 02 N7 so,” 07 N"s0,7 | Thso, 0F NTC
R R NH, R R
Cytosin Cytosin-6-Sulphonat Uracil-6-Sulphonat Uracil
NH,
N |5 CHs pso,-
2 1 N
OJ‘N
R
5-Methylcytosin R: DNA-Polymer

Abb. 2.4: Chemische Reaktion der Natriumbisulfit-Konvertierung der DNA (modifiziert nach Hayatsu, 2008).

2.6.1. Eizellen und parthenogenetische Embryonen

Zur Bisulfitkonvertierung der DNA von bovinen Eizellen und parthenogenetischen
Embryonen wurde das EZ DNA Methylation-Direct™ Kit (Zymo Research, Freiburg)
verwendet, welches auch zur Behandlung von sehr geringen DNA-Mengen geeignet ist. Das
Zellmaterial kann nach einem kurzem Verdau mit Proteinase K direkt konvertiert werden, so
dass Verluste durch eine vorhergehende DNA-Extraktion vermieden werden koénnen. Es
wurden stets zehn Eizellen beziehungsweise ein parthenogentischer Embryo (ca. 100 Zellen)
in einem 0,2 oder 0,5 ml Reaktionsgefall aufgetaut, kurz abzentrifugiert und mit dem
Reaktionsansatz bestehend aus 10 ul M-Digestion Buffer, 1 pl Proteinase K und 6-9 pl

Reinstwasser auf ein Endvolumen von 20 pl beschichtet. Dabei wurden die Volumina an die
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GefaBwand pipettiert, so dass ein Verlust von Zellen (iber die Pipettenspitze ausgeschlossen
werden konnte. Die Komponenten wurden durch ein kurzes Abzentrifugieren gemischt und
der Ansatz zum Verdau fiir 20 min in einem Thermocycler bei 50 °C inkubiert. Zur
Bisulfitkonvertierung wurden 130 ul des CT Conversion Reagents dazupipettiert, erneut
durch leichtes Schnipsen und kurze Zentrifugation gemischt, bis keine Schlieren mehr zu
erkennen waren und 8 min bei 98 °C gefolgt von 3,5 h bei 64 °C inkubiert. Anschiel’end
konnte der Ansatz bis zu 20 h bei 4 °C gelagert werden, ehe die Aufreinigung erfolgen
musste. Dazu wurden zundchst 300 pl des M-Binding Puffers auf eine Zymo-Spin™ IC Column
vorgelegt. Mit einer speziell beschichteten und daher besonders flissigkeitsabweisenden
200 pl-Pipettenspitze (TipOne® RPT Graduated Filter Tip Serie, Starlab, Hamburg) wurde der
Reaktionsansatz auf die Saule Uberfihrt und durch Auf- und Abpipettieren mit dem
M-Binding Puffer gemischt. Das leere ReaktionsgefaRR wurde mit weiteren 300 ul M-Binding
Puffer gewaschen, welche ebenfalls mit einer beschichteten Pipettenspitze auf die Saule
Uberfihrt wurden. Auf diese Weise wurde Sorge getragen, dass die DNA-Verluste durch den
Volumentransfer auf ein Minimum beschrankt blieben. Durch Zentrifugation der Saule
wurde die DNA an die Membran gebunden. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei
Maximalgeschwindigkeit flir 30 s. Das 2 ml-Auffanggefall wurde bei Bedarf geleert und der
Durchfluss verworfen. Im Anschluss an einen ersten Waschschritt mit 100 pl M-Wash Puffer
folgte eine 15-20 minitige Inkubation der Saule bei RT mit 200 pl M-Desulphonation Puffer
zur alkalischen Desulfonierung. AnschlieBend wurde zweimal mit 200 pl M-Wash Puffer
gewaschen. Die bisulfitkonvertierte DNA wurde schlief3lich mit 10 pl M-Elution Puffer in ein
1,5 ml-Reaktionsgefdll eluiert, welches ebenfalls aus einem speziellen Polymer zur
Minimierung von DNA-Verlusten durch Anhaften an der GefaRwand bestand (LoBind Serie,
Eppendorf, Hamburg). Die DNA-Proben konnten bis zu 3 Monaten bei -20 °C gelagert

werden.

2.6.2. Spermien und Gewebe

Die Bisulfitkonvertierung der Spermien- und Gewebe-DNA wurde mit dem Standardprotokoll
des EpiTect® Bisulfite Kits (Qiagen, Hilden) durchgefiihrt. Vorab wurden die DNA-
Konzentrationen der einzelnen Proben mit dem NanoDrop® 1000 Spektrophotometer
(Peqglab, Erlangen) bestimmt und das bendtigte Volumen, das der Einsatzmenge von etwa
1-2 pg DNA entsprach, berechnet. Der Reaktionsansatz fiir die Bisulfitkonvertierung wurde in

einem 200 pl-Reaktionsgefall zusammenpipettiert. Es konnten maximal 20 ul Probe
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eingesetzt werden, so dass bei hoher konzentrierter genomischer DNA (> 50 ng/ul) das
Probenvolumen mit Reinstwasser auf 20 pl gebracht wurde. AnschlieBend wurden 85 pl
geldsten Bisulfit-Mixes und 35 pl DNA Protect Puffers dazupipettiert und alle Komponenten
durch Invertieren des Gefdlles gemischt. Die ca. finfstiindige Konvertierung fand im

Thermocycler mit dem folgenden Programm statt:

Denaturierung 5 min 95 °C
Inkubation 25 min 60 °C
Denaturierung 5 min 95 °C
Inkubation 85 min 60 °C
Denaturierung 5 min 95 °C
Inkubation 175 min 60 °C
Pause unbegrenzt 20°C

Zur Aufreinigung der konvertierten DNA wurde das Reaktionsgemisch zunachst in ein neues
1,5 ml-Reaktionsgefal lberfiihrt, 560 ul Puffer BL dazugegeben, gevortext und kurz
abzentrifugiert. Das gesamte Volumen wurde auf eine EpiTect® Spin Sdule pipettiert und zur
Bindung der DNA an die Membran zentrifugiert. Alle Zentrifugationsschritte wurden im
Anschluss an jede Puffer-Zugabe bei Maximalgeschwindigkeit (12.000 rpm) und 1 min
durchgefihrt und der Durchlauf nach jeder Zentrifugation verworfen. Auf die DNA-Bindung
folgte ein Waschschritt mit 500 ul Puffer BW. Zur Desulfonierung wurde die Saule mit 500 pl
Puffer BD beschichtet und 15 min bei RT inkubiert. Anschliefend wurde zweimal mit 500 pl
Puffer BW gewaschen. Zur Entfernung von Restfllssigkeit in der Membran wurde die Sadule
in ein neues 2 ml-Auffanggefal} gesetzt und noch einmal trocken zentrifugiert. Um auch die
letzten Riickstande des im Waschpuffer BW enthaltenen Ethanols zu entfernen, wurde die
Saule mit offenem Deckel in ein frisches 1,5 ml-Reaktionsgefal} tiberfiihrt und fir 5 min in
einem Heizblock bei 56 °C inkubiert. SchlieBlich wurde die Sdule erneut in ein frisches 1,5 ml-
Realtionsgefdld gesetzt und die DNA mit 20-30 ul Elutionspuffer EB eluiert. Die mit dem
EpiTect® Bisulfite Kit konvertierte DNA kann bis zu 3 Jahre ohne Qualitdtsverluste bei -20 °C

gelagert werden.
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2.7. Methoden der Bisulfitsequenzierung

Alle hier vorgestellten Bisulfitsequenzierungen basieren auf der Amplifikation der DNA mit
Primern, welche spezifisch fiir die bisulfitkonvertierte Sequenz sind. Da der Sense- und
Antisense-Strang infolge der Konvertierung nicht mehr komplementar zueinander sind (vgl.
Kap. 2.6.), missen die Primer strangspezifisch designt werden. Des Weiteren ist bei der Wahl
der Primer darauf zu achten, dass diese nicht an, sondern zwischen CpG-Positionen an die
DNA binden, um sowohl (urspringlich) methylierte als auch unmethylierte Molekiile
gleichzeitig zu amplifizieren. In Tab.2.2 ist ein Uberblick tber die in dieser Arbeit
verwendeten Methoden der Bisulfitsequenzierung gegeben. In den folgenden Unterkapiteln
werden die Techniken mit ihren Vor- und Nachteilen im Detail vorgestellt und auf die Punkte

in Tab. 2.2 einzeln eingegangen.

Tab. 2.2: Uberblick iiber die verwendeten Methoden zur Bisulfitsequenzierung.

. . Klassische Direkte

Vor- und Nachteile Pyrosequenzierung . . .
Bisulfitsequenzierung | Sequenzierung

Zahl der gleichzeitig prozessierbaren 96 12 96
Proben
Sequenzierprobleme aufgrund von « «
Homopolymeren
Maximale Lange der analysierbaren 70 bp 1000 bp 300 bp
Sequenz
Quantifizierung der @-Methylierung +++ ++ +
Zeitaufwand + +++ +
Methylierung einzelner DNA-Molekiile - X -

2.7.1. Bisulfit-Pyrosequenzierung

Die Bisulfit-Pyrosequenzierung ist eine sehr akkurate Hochdurchsatz-Methode, mittels
welcher die DNA-Methylierung innerhalb kurzer definierter DNA-Bereiche quantitativ
bestimmt werden kann. Ein aufwendiges Klonieren und Sequenzieren zahlreicher Plasmide
zur Quantifizierung der durchschnittlichen DNA-Methylierung einer einzelnen Probe kann so
vermieden und ein genaueres Ergebnis erzielt werden. Die Limitierungen dieser Technik
bestehen jedoch in einer kurzen Sequenzierldange von nur ca. 70 bp und einer Ungenauigkeit
der Signalerfassung bzw. -auswertung bei langeren Homopolymeren, insbesondere bei den

durch die Bisulfitkonvertierung bedingt sehr hdufigen T-Stretchen.
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Die Methode der Bisulfit-Pyrosequenzierung zur Methylierungsanalyse setzt die Kenntnis der
DNA-Sequenz voraus und basiert auf der Quantifizierung von Lichtemissionen, die simultan
mit dem Einbau eines spezifischen Nukleotids in die synthetisierte DNA entstehen. Der
Sequenzierung geht eine PCR-Amplifikation der bisulfitkonvertierten DNA mit Bisulfitprimern
(Primer, die spezifisch fiir die konvertierte, nicht aber fiir die Original-Sequenz sind) voraus,
von denen entweder der Forward- oder Reverse-Primer am 5’-Ende biotinyliert ist. Uber die
Bindung des Biotins an Sepharose-Beads kann anschliefend der jeweils markierte DNA-
Einzelstrang aus dem Amplifikat isoliert werden. Zur Sequenzierung lagert sich ein
Sequenzierprimer an den biotinylierten Strang an, welcher durch eine DNA-Polymerase und
sequenzielle Zugabe der einzelnen Nukleotide entsprechend der vorgegebenen
Basenabfolge komplementiert wird (Abb. 2.5 A). Beim Einbau eines Nukleotids (dNTPs) wird
jeweils ein Pyrophosphatrest (PPi) abgespalten, welcher von der im Enzymmix vorhandenen
ATP-Sulfurylase  dazu verwendet wird, aus Adenosin-5'-phosphosulfat (APS)
Adenosintriphosphat (ATP) zu generieren (Abb. 2.5 B). Dieses wiederum nutzt die Luciferase
zur Umsetzung des Substrats Luciferin zu Oxiluciferin, wobei Energie in Form von sichtbarem
Licht frei wird. Dieses lasst sich mit einer im Sequenziergerat integrierten CCD-Kamera
detektieren und als Ausschlag (engl. peak) in einem sogenannten Pyrogramm darstellen. Die
Menge an generiertem Licht und damit die Hohe des Ausschlags sind proportional zu der
Menge an ATP, welches wiederum in equimolarer Menge zu der Anzahl der eingebauten
dNTPs vorliegt. Nicht eingebaute Nukleotide werden parallel zu den anderen enzymatischen
Reaktionen durch das Enzym Apyrase abgebaut und das nachste Nukleotid kann dispensiert
werden. Anstatt des natlirlichen dATPs wird Desoxyadenosin-a-thiotriphosphat (dATPasS) als
Nukleotid fir die Integration in die DNA verwendet, da es effizient von der DNA-Polymerase,
jedoch nicht von der Luciferase umgesetzt werden kann. Variable Positionen wie SNPs oder
CpG-Stellen werden in der zu analysierenden Sequenz angeben (z.B. Y = C oder T). Wahrend
des Sequenziervorganges werden die beiden alternativen Nukleotide nacheinander
dispensiert. Das Verhaltnis beider Varianten kann anschlieBend anhand der Ausschlage
berechnet werden und spiegelt die Relation der vorhandenen DNA-Molekiile wieder.
Abb. 2.6 zeigt Beispielpyrogramme vollstandig unmethylierter (0%), vollstdndig methylierter

(100%) und 50% methylierter DNA, wie sie beispielsweise bei gepragten Genen vorliegt.
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Abb. 2.5: Prinzip der Pyrosequenzierung. (A) Sequenzierreaktion und zeitgleiche, quantitative Detektion der
eingebauten Nukleotide. (B) Enzymatische Prozesse wahrend einer dNTP-Dispersion unter Beteiligung der vier

Enzyme DNA-Polymerase, ATP-Sulfurylase,

Luciferase und Apyrase

(Abbildung wurde entsprechend

http://www.giagen.com/knowledge-and-support/spotlight/pyrosequencing-resource-center/technology-

overview/ [aufgerufen am 22.01.2014] erstellt).
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Abb. 2.6: Beispielpyrogramme unterschiedlich methylierter DNA. Von oben nach unten: Pyrogramme 0%,
50% und 100% methylierter DNA (links). Grau hinterlegte Peaks entsprechen jeweils einer spezifischen CpG-
Stelle. Die Prozentzahl in der blauen Box gibt den Cytosin-Anteil an dieser Stelle an, also die Hohe der
Methylierung. Zur Veranschaulichung sind rechts die im pyrosequenzierten Gemisch vorhandenen DNA-
Molekiile und ihre mogliche Verteilung der DNA-Methylierung in Form von Lollipopdiagrammen dargestellt:
jede Linie stellt ein DNA-Molekil dar, jeder Kreis eine CpG-Stelle. Gefiillte/schwarze Kreise entsprechen
methylierten, leere/weie unmethylierten CpGs. Bei 50% Methylierung sind die einzelnen CpG-Stellen jeweils
auf 50% aller im PCR-Produkt vorhandenen DNA-Molekiile methyliert bzw. unmethyliert. Die Pyro-
sequenzierung liefert nur die quantitative Durchschnittsmethylierung aller DNA-Molekiile (links) und nicht die
Muster der einzelnen DNA-Molekiile (rechts).

Die Pyrosequenzierungen zur Methylierungsanalyse wurden mit dem PyroMark® Q96 MD
System (Qiagen, Hilden; ehemals PSQ96MA Pyrosequencing System, Biotage, Uppsala,
Schweden) und dem PyroGoId® SQA Reagent Kit (Biotage/Qiagen) durchgefiihrt (Tost et al.,
2003). Sequenzierprimer und Pyroassays wurden mit der PyroMark® Assay Design 2.0

Software (Biotage/Qiagen) generiert. Die Datenauswertung erfolgte mit dem Pyro Q-CpG

Programm (Biotage/Qiagen). Im Folgenden sollen die einzelnen Schritte des
Standardprotokolls kurz dargestellt werden.
1. 10l der jeweiligen DNA-Probe (PCR-Produkt) wurden in einer 96-Well-

Mikrotiterplatte ohne Rand vorgelegt. Die Anordnung auf der Platte wurde im

Pyro Q-CpG Programm eingegeben.
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10.

Auf jede Probe wurden 2 pl Streptavidin Sepharose High Performance Beads (GE
Healthcare, Miinchen), 40 ul Binding-Puffer (Biotage/Qiagen) und 28 ul Reinstwasser
pipettiert. Die Platte wurde mit einer Folie abgeklebt, um Kreuzkontaminationen zu
vermeiden, und bei 14.000 rpm (Stufe 5 auf VortexGenie) fir 5 min gevortext. Dies
erlaubte die Bindung des Biotins an die Sepharose-Beads.

Auf die PyroMark® Q96 HS Pyrosequenzierplatte (Biotage/Qiagen) wurden pro DNA-
Probe 11,5ul Annealing-Puffer (Biotage/Qiagen) und 0,5ul des jeweiligen
Sequenzierprimers entsprechend der Anordnung der PCR-Produkte auf der
Mikrotiterplatte pipettiert.

Die Mikrotiterplatte wurde auf Position 1 der PyroMark® Q96 Vacuum Workstation
(Biotage/Qiagen) gesetzt und der Kopf des Gerats unter Anlegen des Vakuums fiir
einige Sekunden in destilliertem Wasser gewaschen. Anschliefend wurde der Kopf in
die Mikrotiterplatte Gberflhrt und die Flussigkeit aufgesaugt. Die Sepharose-Beads
mit der gebundenen DNA wurden dabei an den Membranen der Saugstifte
festgesaugt.

Der Vakuumkopf wurde vorsichtig aus der Mikrotiterplatte gehoben, ohne die Beads
am Rand der Platte abzustreifen, und anschlieRend fir 10s in 70%igem Ethanol
gewaschen.

Es folgte eine zehnsekiindige Denaturierung der DNA in 0,2 M NaOH-Lésung (s.
Kap. 2.2.). In diesem Schritt wurde der unbiotinylierte DNA-Strang gelést und
aufgesaugt, wahrend der biotinylierte Einzelstrang weiterhin an die Sepharose-Beads
gebunden blieb.

AnschlieBend wurde der Vakuumkopf fiir ca. 20s in Waschpuffer (s. Kap.2.2.)
gewaschen.

SchliefRlich wurde der Kopf in Position (ber die Pyrosequenzierplatte mit den
Sequenzierprimern gebracht und nach Abschalten des Vakuums ganz in die selbige
gesetzt. Die Sepharose-Beads samt der gebundenen DNA wurden unter sanftem
Ratteln des Vakuumkopfes in die Sequenzierplatte Gberfiihrt.

Die Sequenzierplatte wurde 2 min bei 80°C auf einem Heizblock inkubiert.
AnschlieBendes Abkihlenlassen fiir 5 min erlaubte die spezifische Bindung des
Sequenzierprimers an die Ziel-DNA.

Die Dispensierkivette wurde mit dem Enzymmix (DNA-Polymerase, ATP-Sulfurylase,

Luciferase und Apyrase), dem Substrat (APS und Luciferin) und den einzelnen
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Nukleotiden (PyroGoId® SQA Reagent Kit) entsprechend der vom Pyro Q-CpG
Programm berechneten Menge befiillt.
11. Kiivette und Sequenzierplatte wurden in das PyroMark® Q96 MD Sequenziergerat

Uberfihrt und der Sequenzierlauf gestartet.

2.7.2. Klassische Bisulfitsequenzierung nach Klonierung

Die Klonierung der bisulfitkonvertierten, amplifizierten DNA in Escherichia coli (E.coli)-
Stammen und die anschlieRende Sanger-Sequenzierung der einzelnen Klone/Plasmide
erlaubt die Analyse der Methylierungsmuster einzelner Allele oder DNA-Molekiile. Dies ist
insofern von Vorteil, dass dadurch im Gegensatz zur Pyrosequenzierung die Methylierung
einzelner CpG-Stellen genau nachvollzogen werden kann. Bei der Pyrosequenzierung kénnen
hingegen nur Durchschnittswerte einzelner CpGs erhoben werden, die keine Aussage Uber
die Verteilung der methylierten CpGs auf den einzelnen DNA-Molekilen erlauben (vgl.
Abb. 2.6). Ein weiterer Vorteil der klassischen Bisulfitsequenzierung ist die Toleranz
gegentber Homopolymeren. Durch die zelleigene Fehlerkorrektur wahrend der Replikation
im Bakterium werden die inserierten DNA-Fragmente inklusive ihrer Homopolymerstretche
exakt amplifiziert, so dass wahrend der Sangersequenzierung keine Uberlagerungen
aufgrund unterschiedlicher Amplikonlangen auftreten. Die Amplifikation der DNA unter
physiologischen Bedingungen ermoglicht somit eine GroRe des zu analysierenden DNA-
Abschnitts von bis zu 1000 bp. Nachteilig stellen sich dagegen die Lange des Protokolls und
die Limitierung der Probenanzahl dar. Wahrend mit der Pyrosequenzierung bis zu 96 PCR-
Produkte gleichzeitig sequenziert werden koénnen, miissen bei der klassischen
Bisulfitsequenzierung allein fir ein PCR-Produkt mehrere Plasmide sequenziert werden. Um
ein reprasentatives Bild der durchschnittlichen Methylierung einer Probe zu erhalten, muss
dariber hinaus eine ausreichend hohe Zahl an Plasmiden analysiert werden.

Die Klonierung und Bisulfitsequenzierung der in dieser Arbeit untersuchten bIGF2/bH19-
intergenischen ICR wurde mittels des pGEM®—T—Vektor Systems Il (Promega, Mannheim)
durchgefihrt. Der linearisierte Vektor verfiigt an beiden 3’-Enden des Doppelstranges tber
einen Thymidin-Uberhang. Dieser verhindert die Rezirkulation des Vektors wahrend der
Ligation. Die FastStart Tag sowie viele andere thermostabile DNA-Polymerasen ergénzen das
PCR-Produkt mit einem Adenosin-Uberhang, welcher perfekt mit dem Thymidin-Uberhang
des Vektors komplementiert und damit zu einer gesteigerten Effizienz der Ligation fihrt (TA-

Klonierung). Des Weiteren tragt der pGEM®-T-Vektor neben einer Ampicillin-Resistenz das
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Reportergen lacZ (Abb. 2.7).

Dieses kodiert fiir die a-Untereinheit des Enzyms -

Galactosidase. Wird der Vektor in die E.coli-Zelle transformiert, ist diese in der Lage B-

Galactosidase zu synthetisieren und Lactose zu spalten.

Xmnl 1994 Sequenz- )
Scal Nael Referenzpunkte (bp):
1875 \ 2692
T7
f1ori L 1 start
Apal 14
Aatll 20
N e | &
Amp" . st 31
pGEM®-T lacZ Neol 37
Vector T T Sacll 46
(3000bp)
Spel 55
Natl 62
BstZI 62
Pstl 73
Sall 75
Ndel 82
y Sacl 94
an BstXI 103
Nsil 112
126
T spe
17 Transcription Start
5. . TGTAA TACGA CTCAC TAIAG GGCGA AITGG GCCCG ACGIC GCATG CTCCC GGCCG
3., . ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC
T7 Promoter | I | | | ‘ |
Apal Aatll Sphl BstZI

CCATG GCCGC GGGATT3
GGTAC CGGCG CCCTA

ATCAC TAGTG CGGCC GCCTG CAGGT CGACC ATATG
3'TTAG'1G ATCAICJGCCGG TGﬁAC GTCﬁ,A GCTCJ%C? 'ATACI
Neol Sacll Spel Notl Pstl Sell Ndel

BstZI
SP6 Transcription Start

(cloned \'nsan)

GGAGA GCTCC CAACG CGTTG GATGC ATAGC TTGAG TATTC TATAG TGTCA CCTAA AT...3
CCTCT CGAGG GTTGC GCAAC CTACG TATCG AACTC ATAAG ATATC ACAGT GGATT TA... 5

| 5P6 Promoter

Sacl BstXI Nsil

Abb. 2.7: Vektorkarte und Sequenz-
Referenzpunkte des pGEM®-T-Vektors
(Ubernommen aus der technischen
Anleitung: ,pGEM®-T and pGEM®-T Easy
Vector Systems”; Promega, 2010). Sie
zeigt die Schnittstellen fur verschiedene
Restriktionsendonukleasen sowie die
detaillierte Sequenz im Bereich der
Insertionsstelle. In dieser Arbeit wurde
das Plasmid zur Kontrolle der Insertgrof3e
mit Sacl und Sacll verdaut. Als Sequen-
zierprimer dienten die M13-Bindungs-
stellen (Sequenz-Referenzpunkte: M13
Forward: 2941-2957, M13 Reverse 161—
177).

Innerhalb des lacZ-Gens befindet sich auch die Multi-Cloning Site (MCS), an welcher das PCR-

Produkt ins Plasmid integriert wird. Durch den Einbau kann das Bakterium keine PB-

Galactosidase synthetisieren und Lactose nicht verstoffwechseln. Diese Eigenschaft macht

man sich zu Nutze, um Kolonien ohne Insert von Kolonien mit Insert zu unterscheiden: Bei

der sogenannten Blau-WeilR-Selektion enthalt die Kulturschale das farblose Lactose-

Analogon X-gal, welches bei einer Hydrolyse durch die B-Galactosidase blaue Dimere formt.

Dadurch erscheinen Bakterienkolonien, die ein intaktes Plasmid ohne eingebautes PCR-

Produkt enthalten, blau, wahrend Kolonien mit eingebautem Produkt weil} bleiben und

somit selektiert werden kénnen. Der dem LB-Agar ebenfalls zugesetzte Stoff Isopropyl-B-D-

1-thiogalactopyranosid (IPTG) wirkt als Induktor auf das /ac-Operon und steigert so die

Expression des lacZ-Gens.
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Ligation und Transformation:

Die jeweiligen PCR-Produkte der bIGF2/bH19-Region (Primer s. Kap. 2.9.1.) wurden zunachst

mit der T4-DNA-Ligase in den pGEM®-T-Vektor ligiert. Der Ligationsansatz wurde

folgendermaRen in einem 0,2 ml-Reaktionsgefald zusammenpipettiert:

5 ul 2x Rapid Ligationspuffer
1l pGEM®-T-Vektor (50 ng)
3 pl PCR-Produkt

1 ul T4-DNA-Ligase

Der Ansatz wurde durch Pipettieren gemischt und eine Stunde bei RT inkubiert. 2 ul der
Ligation wurden anschlieBend in ein eisgekiihltes 1,5 ml-Reaktionsgefall vorgelegt, 50 ul
kompetenter, auf Eis aufgetauter JM109-Zellen dazupipettiert und mittels sanften
Schnipsens gemischt. Zellen und Vektor wurden fir 20 min auf Eis inkubiert, was die
Anlagerung der Plasmid-DNA an die Bakterienzelloberflache ermdglichte. AnschlieBend
erfolgte ein Hitzeschock fiir 45s in einem 42 °C-warmen Wasserbad. Nach zweimindtiger
Abklhlung der Zellsuspension auf Eis wurden 250 ul SOC-Medium dazugegeben und das
Reaktionsgefald fir 1,5 h auf einem Thermomixer bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. 100 ul der
Bakteriensuspension wurden auf einer vorgewdarmten LB-Platte zur Blau-Weil3-Selektion
ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C kultiviert. Die Zusammensetzungen des SOC-
Mediums und LB-Agars sowie des LB-Mediums zur Ubernachtkultur (UNK, siehe unten) sind

in Kap. 2.2. angegeben.

Ubernachtkultur und Plasmidextraktion

Am Folgetag wurden einzelne weille Kolonien mit Hilfe steriler 10 pl-Pipettenspitzen von der
ca. 100 Kolonien zdhlenden Selektionsplatte gepickt und jeweils in ein 15 ml-
Zentrifugenrohrchen mit 3 ml LB-Medium transferiert. Die Klone wurden Uber Nacht bei
37°C auf einem Schittler mit 180 rpm und mit nicht ganz geschlossenem Deckel weiter
hochgezogen. Die Plasmid-DNA der einzelnen Klone wurde am nachsten Tag mit dem

® Plasmid Extraction Kit (Machery-Nagel, Diren) isoliert. Dazu wurden die

NucleoSpin
Bakterienzellen aus der 3 mI-UNK durch zweimaliges Abzentrifugieren (11.000 x g, 30 s) in
einem 2 ml-ReaktionsgefaR pelletiert und der LB-Medium-Uberstand verworfen. Zur Zelllyse

wurden zunadchst 250 ul Puffer Al auf das Pellet gegeben und durch kraftiges Vortexen
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resuspendiert. Unter anschlieBender Zugabe von 250 ul Puffer A2 und 6-8-maligem
Invertieren erfolgte die Lyse der Bakterienzellen, erkennbar an einem Klarwerden der
Suspension. Es wurden 300 ul Puffer A3 auf das Lysat pipettiert, unter 6-8-maligem
Invertieren gemischt und schlieRlich 10 min bei 11.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde auf eine NucleoSpin® Plasmid Saule transferiert und die darin enthaltene Plasmid-
DNA durch Zentrifugation (1 min, 11.000 x g) an die Membran gebunden. Der Durchlauf
wurde verworfen und die Sdule mit 500 ul Puffer A4 gewaschen (1 min, 11.000 x g). Zum
Trocknen der Membran wurde die Saule in einem leeren 2 ml-AuffanggefalR fur weitere
3 min bei 11.000 x g zentrifugiert. Zum Schluss wurde die DNA nach 1 min Inkubation mit

50 ul Puffer AE bei RT in ein frisches 1,5 ml-Reaktionsgefal eluiert (1 min, 11.000 x g).

Restriktionsverdau und Sequenzierung der Plasmide

Um festzustellen, ob die Klone das gewiinschte PCR-Produkt trugen, wurde die Plasmid-DNA
einem Restriktionsverdau mit den Endonukleasen Sacl und Sacll (New England Biolabs,
Frankfurt) unterzogen. Diese schneiden den pGEM®—T—Vektor vor bzw. nach der MCS. Es
wurden je Klon 3 ul Plasmid-DNA mit je 0,2 ul Sacl und Sacll, 2 ul Puffer4 und 14,6 pl
Reinstwasser zusammenpipettiert, gut gemischt und 1,5 h bei 37 °C inkubiert. 10 ul des
Restriktionsverdaus wurden mit 2 pl 6 x Loading Dye (Fermentas, St. Leon-Rot) versetzt und
auf ein 1,5%iges Agarosegel in 1 x TAE-Elektrophoresepuffer geladen und aufgetrennt. Die
richtige InsertgroRe fiir das 300 bp lange bIGF2/bH19-PCR-Produkt betrug 348 bp (300 bp +
48 bp flankierende Plasmidsequenz, vgl. Abb. 2.3). Plasmide, die das richtige Insert trugen,
wurden anschlieBend mit M13-Primern an einem Beckman Coulter CEQ™ 8000 Genetic
Analysis System (Beckman Coulter, Krefeld) sequenziert. Fir die Sanger-Sequenzierreaktion
nach der Kettenabbruchmethode wurden 2 pl Plasmid-DNA mit 2 pl Quickstart-Mix (CEQ™
DTCS Quick Start Kit, Beckman Coulter, Krefeld), 0,5 ul M13-Forward- oder Reverse-Primer
und 5,5 ul Reinstwasser in ein 0,2 ml-Reaktionsgefdll pipettiert und mit folgendem

Programm in einem Thermocycler linear amplifiziert:

1. Schritt 96 °C 20s
2. Schritt 50 °C 20s
3. Schritt 60 °C 4 min
35 Zyklen der Schritte 1-3

Pause 4°C

75



MATERIAL & METHODEN

Die Produkte wurden mittels Ethanolfdllung aufgereinigt. Dazu wurden die gesamten 10 pl
des Sequenzieransatzes mit 10 ul Reinstwasser in einem 1,5 ml-ReaktionsgefaR 1:1 verdiinnt
und 5 pl Stopp-Losung dazugeben. Diese bestand je Probe aus 2 pl 3 M Natriumacetat pH 5,2
(Sigma-Aldrich, Steinheim), 2 ul 200 mM EDTA pH 8 (1:5 Verdiinnung von 0,5 M EDTA pH 8,
Sigma-Aldrich) und 1 pl Glykogen (CEQ™ DTCS Quick Start Kit). Es wurden weiterhin 60 pl
100%iges Ethanol (-20 °C) zugegeben, griindlich gevortext und 15 min bei 14.000 rpm und
4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig verworfen und das Pellet unter
finfmindGtiger Zentrifugation bei 14.000 rpom und 4 °C mit 100 pl 70%igem Ethanol (-20°C)
gewaschen. Nach Entfernen des Uberstandes wurde das Pellet in einer Vakuumzentrifuge fiir
8 min getrocknet, anschlieBend in 30 pl Sample Loading Solution (SLS, CEQ™ DTCS Quick
Start Kit) gelost und unter Mineraldlbeschichtung im Beckman Coulter CEQ™ 8000
Sequenziergerat separiert.

Die Auswertung der SCF-Dateien erfolgte mit den Programmen Chromas Lite (visuelle
Inspektion) und BioEdit (Alignierung der Sequenzen mit der Original-Bisulfitsequenz). Zur
Darstellung der Methylierung wurden mit Microsoft-Powerpoint sogenannte Lollipop-
Diagramme erstellt. In der genomischen DNA ehemals vorhandene CpG-Dinukleotide
werden darin als Kreis dargestellt (vgl. Abb. 2.6). Gefiillte/schwarze Kreise entsprechen
urspriinglich methylierten CpGs (nach der Bisulfitkonvertierung in der Sequenz als ,CG“
erhalten), unausgefillte/weiBe CpGs waren hingegen unmethyliert (nach der Bisulfit-
konvertierung in der Sequenz zu , TG" konvertiert). Die Abstdnde der Kreise auf der die DNA
darstellenden Linie entsprechen qualitativ den Basenabstdnden der CpGs innerhalb der

DNA-Sequenz.

2.7.3. Direkte Bisulfitsequenzierung

Im Zuge dieser Promotionsarbeit wurde ein Protokoll entwickelt, dass die direkte
Sangersequenzierung der PCR-Produkte aus der Limiting Dilution (s. Kap.2.8.) ohne
vorherige Klonierung ermoglichte. Da es sich bei den PCR-Produkten um Amplifikate
einzelner Allele handelte, war weder die langwierige und teure Klonierung einzelner DNA-
Molekiile noch eine Quantifizierung mittels Pyrosequenzierung notwendig. Zudem konnten
mit Hilfe der direkten Sequenzierung im Gegensatz zur ebenfalls schnellen
Pyrosequenzierung langere DNA-Fragmente von bis zu 300 bp und damit mehr CpG-Stellen
analysiert werden. Schwierigkeiten der direkten Bisulfitsequenzierung ergaben sich jedoch

anfanglich aus der redundanten Komplexitat der bisulfitkonvertierten DNA-Sequenz. Zum
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Einen enthalt diese sehr haufig langere T- (Forward-Strang) und A-Stretche (Reverse-Strang),
Uber welche die Tag-Polymerase wahrend der Amplifikation dieser Homopolymere leicht ins
Stolpern gerat. Dies fihrt zu einer Mischung unterschiedlich langer DNA-Molekiile, welche
sich in Folge der Auftrennung im automatisierten Sequenzierer Gberlagern. Zur Vermeidung
Uberlagerter und damit unauswertbarer Sequenzen mussten die Primer fiir diese Arbeit
deshalb so gewahlt werden, dass die Amplikons keine langeren Homopolymere von mehr als
7 bp enthielten. Ein weiteres technisches Problem stellte der Mangel an C- (Forward-Strang)
bzw. G-Nukleotiden (Reverse-Strang) im PCR-Produkt dar. Der niedrige GC-Gehalt fihrte in
der Sanger-Sequenzierung stets zu einem enormen C- oder G-Hintergrundrauschen, was
starke Auswirkungen auf die Qualitat und Interpretierbarkeit der Sequenzen hatte. Durch
Anhédngen eines G- bzw. C-reichen Anhangs an die Primer der zweiten PCR (Singlepelx-PCR;
vgl. Kap. 2.9.), welcher mindestens 50% Cytosine (Forward-Primer) oder Guanine (Reverse-
Primer) enthielt, konnte das Basenmissverhaltnis ausgeglichen und die Sequenzierqualitat
verbessert werden (Han et al.,, 2006). Eine weitere Optimierung im Laufe dieser Arbeit
gelang durch die zusatzliche Verlangerung dieses sogenannten ,Stuffers” um eine M13-
Sequenz, wodurch die Gesamtlinge der Singleplex-Primer etwa 50 bp betrug. Die
Verwendung der 36 bp langen M13/Stuffer-Sequenz als universeller Sequenzierprimer
erhohte die Bindungsspezifitat wahrend der Sequenzierreaktion und konnte so die Qualitat
der Sequenzen enorm steigern.

Zur Aufreinigung wurden die Limiting-Dilution-Produkte vor der Sequenzierreaktion einem
ExoSAP-Verdau unterzogen. Dabei wurden Uberschiissige Primer durch die Exonuklease |
(Exo) abgebaut, wahrend die Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) die nicht eingebauten
dNTPs spaltete. In einer PCR-Platte wurden zu je 1 ul PCR-Produkt 0,5 pl Ex0SAP-IT®
(Affymetrix, Santa Clara, CA/USA) und 5,5 ul Reinstwasser gegeben. Der Verdau fand in
einem Thermocycler bei 37 °C fiir 30 min statt, gefolgt von 85 °C fiir 15 min und 95 °C fir
2 min. Fur die Sequenzierreaktion wurde ein Mastermix bestehend aus 1l
Sequenzierprimer (M13/Stuffer-Forward oder -Reverse), 2 pl 5 x Sequenzierpuffer und 1 pl
BigDye® v1.1 (Applied Biosystems, Darmstadt) gemischt und je Probe 4 pl Mastermix auf das
aufgereinigte PCR-Produkt dispensiert. Die Sequenzierreaktion erfolgte im Thermocycler mit

folgendem Programm:
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1. Schritt 96 °C 2 min
2. Schritt 96 °C 20s
3. Schritt 58 °C 20s
4. Schritt 60 °C 3 min
25 Zyklen der Schritte 2-3

5. Schritt 60 °C 3 min
Pause 10°C

Nach einer Ethanolfillung (85%) mit den CleanDTR Magnetic Beads (GCbiotech, Alphen aan
den Rijn, Niederlande) am Pipettierroboter (JANUS® Automated Workstation, Perkin Elmer,
Rodgau) wurde die DNA in 40 pl Hi-Di™-Formamid (Applied Biosystems) gelost und auf
einem ABI 3730 oder ABI 3130 x| Genetic Analyzer (Applied Biosystems) sequenziert.

2.8. Limiting Dilution

Zur Methylierungsanalyse der bovinen Eizellen wurde die Limiting-Dilution-Methode (LD)
eingesetzt (Trapphoff et al., 2010; El Hajj et al., 2011; Heinzmann et al., 2011). Diese wurde
speziell zur Einzelzellanalyse entwickelt und erlaubt die Untersuchung der
Methylierungsmuster einzelner Allele oder DNA-Molekile. Durch starke Verdiinnung der
bisulfitkonvertierten DNA einiger weniger Zellen und anschlieRender Verteilung Uber
mehrere Wells einer PCR-Platte wird die Separation einzelner DNA-Molekile erreicht
(Abb. 2.8). Mittels einer mehrere Gene enthaltenden Multiplex-PCR (MP-PCR) und einer
anschlieBenden zweiten, genspezifischen Singleplex-PCR (SP-PCR; vgl. Kap. 2.9.) wird die
Single-Copy-DNA  stark hochamplifiziert. Zusatzlich lasst man sechs Wasser-/
Negativkontrollen mitlaufen, um mogliche niedrige Kontaminationen des Mastermixes zu
detektieren. Das anschlieBende Auftragen der PCR-Produkte auf ein Gel liefert eine bindre
Information Uber das Vorhandensein der spezifischen Ziel-DNA in den jeweiligen Wells
(entweder kein PCR-Produkt oder ein PCR-Produkt), was deshalb auch als digitale PCR
bezeichnet wird (Vogelstein und Kinzler, 1999). Die Methylierungsmuster der einzelnen
DNA-Molekule/Allele kénnen durch direkte oder Pyrosequenzierung der PCR-Produkte aus
den PCR-Produkt-positiven Wells ermittelt werden (El Hajj et al., 2011). Das Prinzip der
Limiting Dilution ist anhand des in dieser Arbeit behandelten gepragten ,Gensets 1“ in

Abb. 2.8. dargestellt.
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Abb. 2.8: Prinzip der Limiting Dilution am Beispiel des Gensets 1. (A) Unreife oder gereifte Oozyten werden
aus dem Ovar oder der Kulturschale préapariert und zu je 10 Stick gepoolt. (B) DNA-Isolation und
Bisulfitkonvertierung. (C) 1:20-Verdiinnung der konvertierten Oozyten-DNA. (D) Multiplex-PCR mit Primern
aller zu untersuchenden Gene: Die Verdinnung wird dazu Gber 20 Wells einer PCR-Platte verteilt, wobei
folglich nicht jedes Well DNA enthalt (DNA-Molekile = geschlangelte Linien). Zusatzlich werden sechs
Negativkontrollen (N) pipettiert. (E) Singleplex-PCR: je 1 ul des Multiplex-PCR-Produkts wird in eine neue PCR-
Platte Gberfuhrt und die DNA in einer zweiten (nested) PCR mit genspezifischen Primern (gekennzeichnet durch
verschiedene Farben) weiter amplifiziert. (F) Durch Auftragen der Singleplex-PCR-Produkte kénnen DNA-
positive Wells zur Sequenzierung (direkte Sequenzierung oder Pyrosequenzierung) identifiziert werden.

Die Methode der Limiting Dilution bietet einige Vorteile gegeniber konventionellen
Protokollen zur Methylierungsanalyse. So kdnnen erstmalig einzelne Allele und DNA-
Molekile ohne vorherige zeit- und kostenintensive Klonierung des PCR-Produktes analysiert
werden. Des Weiteren sind nur wenige Zellen als Ausgangsmaterial notwendig (hier Pools
von 10 Eizellen) und erspart dadurch langes Sammeln von kostbaren Zellen. Zudem kommt
es bei DNA-Gemischen aus wenigen 100 Zellen leicht zu einer praferentiellen Amplifikation
einzelner DNA-Molekile (PCR-Bias), was zu einer Verzerrung der durchschnittlichen

Methylierung einer augenscheinlich homogenen Zellpopulation fiihren kann. Ein PCR-Bias ist
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um so wahrscheinlicher, je weniger Ausgangsmaterial eingesetzt wird und je mehr
Amplifikationsrunden stattfinden. Durch die zufdllige Anreicherung kdnnen Epimutationen
hdufiger oder seltener in einem bestimmten Untersuchungsmaterial erscheinen, als sie
tatsachlich sind. Zumeist bleiben seltene Veranderungen einzelner Zellen unerkannt und
durch die Uberzahl der ,normalen Zellen maskiert, wodurch die sogenannte ,Nadel im
Heuhaufen” verborgen bleibt. Die LD liefert hingegen ein umfassendes, verlustfreies und
reprasentatives Bild der Methylierung einzelner Allele einer bestimmten Zellpopulation.

In dieser Arbeit wurden Pools von je 10 Eizellen verwendet. Da die reifen Oozyten (2 n) noch
Uber den Polkorper (2 n) verfligten, hatten diese nahezu die gleiche DNA-Menge wie die in
der Prophase der Meiose | arretierten, ungereiften Eizellen (4 n). Somit enthielt jede Eizelle
bzw. jeder Eizell-Polkdrper-Komplex insgesamt 4 Allele eines Gens, von denen jeweils zwei
identisch waren. Folglich befand sich bei einer 1:20-Verdinnung von 10 Oozyten (10 x4 n =
40 n) in jedem der 20 PCR-Ansatze theoretisch die Halfte der DNA einer Eizelle (2 n) oder
aber zwei Allele eines speziellen Gens. Da es jedoch wahrend der Bisulfitbehandlung und
Aufreinigung zu einem Verlust und einer Degradierung der DNA kommt, war eine
Verdiinnung von 1:20 der DNA ausreichend. So befanden sich in den meisten einzelnen

ReaktionsgefdfRen daher keine Allele, selten ein Allel und sehr selten zwei Allele.

2.8.1. Limiting Dilution mit Genset 1

Das Genset 1 umfasste die gepragten Gene bH19, bSNRPN und bPEG3. Der MP-Mastermix
war ausreichend fiir insgesamt 28 einzelne PCR-Reaktionen zu je 15 ul und bestand aus 70 pl
10 x PCR-Puffer/20 mM MgCl,, 14 ul 10 mM dNTP-Mix, 28 pl von jedem &uReren Primer
(Forward und Reverse; 10 uM), 5,6 ul FastStart Tag (Roche Diagnostics, Mannheim) und
106,4 ul Reinstwasser. Die bisulfitkonvertierte DNA von je 10 Oozyten (10 ul) wurde
zunachst mit 190 pl Reinstwasser auf 200 ul (1:20) verdidnnt, mit 300 ul MP-Mastermix
versetzt und durch einminitiges Auf- und Abpipettieren mit einer beschichteten 200 ul-
Pipettenspitze (TipOne® RPT Graduated Filter Tip Serie, Starlab, Hamburg) griindlich
gemischt, um eventuelles Zusammenhangen der DNA-Molekiile zu 16sen. Unter Verwendung
der gleichen Spitze wurde die verdiinnte DNA (ber 20 PCR-ReaktionsgefdaRe bzw. 20 Wells
einer PCR-Platte verteilt (je 25 ul). Zudem wurden sechs Negativkontrollen (je 15 ul MP-
Mastermix + 10 pl Reinstwasser) in separate Wells pipettiert und sogleich verschlossen. Fir
die Nested-PCRs der einzelnen Gene wurde jeweils ein SP-Mastermix mit einem 28-fachen

der in Kap. 2.5. angegebenen Mengen pipettiert, je Well 24 ul Gber die PCR-Platte verteilt
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und 1 pl des Produkts der MP-PCR dazupipettiert. Primer und PCR-Programme der MP- und
SP-PCR sind in Kap. 2.9.2. dargestellt.

2.8.2. Limiting Dilution mit Genset 2

Das Genset 2 beinhaltete die ungepragten Gene bSLC2A1, bPRDX1 und bZAR1. Zur Erh6hung
der Bindespezifitdt der Bisulfitprimer wurde fiir die MP-PCR anstatt des FastStart-Tag-DNA
Polymerase-Systems (Roche) die Platinum®—Taq—Ponmerase (Invitrogen/Life Technologies,
Darmstadt) und ein speziell zusammengestelltes Puffer-System (Puffer B, Zusammensetzung
s. Kap. 2.2.) verwendet. Der MP-Mastermix fiir insgesamt 28 Reaktionen bestand aus 644 ul
Puffer B, 8,4 ul von jedem &uBeren Primer (33 uM) und 5,6 ul PIatinum®-Taq-Ponmerase.
10 pl der bisulfitkonvertierten Oozyten-DNA wurden mit 520 pl des PCR-Mastermixes
verdinnt und mit einer beschichteten 200 pl-Pipettenspitze (TipOne® RPT Graduated Filter
Tip Serie, Starlab) durch einminiitiges Auf- und Abpipettieren gemischt. Anschlieend wurde
die direkt mit dem PCR-Mastermix verdiinnte DNA zu je 26 ul Gber 20 Wells einer PCR-Platte
verteilt. Zusatzlich wurden 6 x 26 pl Mastermix ohne DNA als Negativkontrollen in die Platte
pipettiert. Die SP-PCRs der einzelnen Gene wurden wie fir Genset 1 beschrieben wieder mit
dem FastStart-Tag-Polymerase-System durchgefiihrt. Primer und PCR-Programme der MP-

und SP-PCR sind in Kap. 2.9.3. dargestellt.

2.9. Primersequenzen und PCR-Bedingungen

Die durch die Bisulfitkonvertierung entstandene Redundanz der DNA-Sequenz fiihrt haufig
dazu, dass Primer oftmals mehrfach im Genom binden. Um die Spezifitat der Amplifikation
zu gewahrleisten, empfiehlt sich eine stufenweise Vervielfdltigung der DNA mittels zweier
separater, aufeinander folgender PCRs. Dabei binden die Primer der zweiten PCR innerhalb
des Amplikons der ersten PCR. Man nennt dies eine ,,nested (engl. eingeschachtelt) PCR”. Die
Primer der ersten PCR werden als duBere, die der zweiten als innere Primer bezeichnet.
Bereits die Variation von nur einem der beiden Primer (Forward oder Reverse) zwischen dem
ersten und dem zweiten Lauf kann die Spezifitat effektiv erhéhen und wird als ,,semi-nested”
bezeichnet. Wird nur ein PCR-Produkt mittels eines Primerpaares generiert, wird dies als
Singleplex-PCR (SP) bezeichnet. Unter Verwendung mehrerer Primerpaare konnen jedoch
auch mehrere Gene gleichzeitig in ein und demselben Reaktionsgefall amplifiziert werden,

was im Gegenzug als Multiplex-PCR (MP) bezeichnet wird. Zur weiteren, genspezifischen
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Amplifikation kann dann in einer zweiten (nested) SP-PCR eines der Gene gezielt
weiteramplifiziert werden (siehe Genset 1 und 2 der Limiting Dilution). Fiir die LD mussten
die Primer aufgrund der starken Degradierung der DNA so gewdahlt werden, dass die
Amplikonlange des MP-PCR-Produkts 300 bp nach Moglichkeit nicht oder nur geringfligig
Uberschritt. Bei groRBeren Amplikonlangen erhohte sich dagegen die Wahrscheinlichkeit einer
Fragmentierung innerhalb der Ziel-DNA und damit des Verlusts von potentiellen PCR-

Produkten.

2.9.1. DMR-Charakterisierung von bIGF2/bH19, bSNRPN und bPEG3

Zur erstmaligen Identifizierung der bIGF2/bH19-ICR mittels klassischer Bisulfitsequenzierung
wurden Primer entwickelt, die eine semi-nested Amplifikation des zu klonierenden
Fragmentes erlaubten. Die Charakterisierung der (Ubrigen finf Regionen (CTCF-
Bindungsstellen der bIGF2/bH19-ICR und die Keimzell-DMRs von bSNRPN und bPEG3)
erfolgte durch Pyrosequenzierung infolge einer nested (CTCF 1, 4 und 7) beziehungsweise
semi-nested PCR (bSNRPN und bPEG3). Alle Primersequenzen zur Amplifikation sowie zur
Pyrosequenzierung sind in Tab. 2.3 angegeben. Fiir die CTCF-Bindestelle 1 wurden die
inneren Primer des Klonierungsfragmentes als duBere Primer verwendet. Die chromosomale
Lokalisation der amplifizierten Bereiche wurde mit Ausnahme von bSNRPN entsprechend der
EnsEMBL-Version 58 (Mai 2010) angeben. Die Lokalisation von bSNRPN auf Chromosom 21
war 2010 noch nicht bekannt (Btau_4.0, Juli 2010: Un.004.45:727-24.176:-1) und wird daher
entsprechend der neueren EnsEMBL-Version 66 (Februar 2012) angeben. Fiir die Amplikons

der ersten PCR ist zuséatzlich die NCBI Zugangsnummer angegeben (Tab. 2.3).
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Tab. 2.3: Sequenzen und chromosomale Lokalisation der Bisulfitprimer zur Charakterisierung boviner gepragter

Regionen.
1 - - £
c o Q 9
Gen/ . ar 2 2| Chromosomale Lokalisation in bp 23
. Primer Sequenz (5-3°) S 9 . < &
Region £ 8o (EnsEMBL-Version) S ®
<= < &
bIGF2/bH19 | Cloning OF | GATAGGAGATTAGGTTTAGAGGG 386 | BTA29:51.358.389-51.358.774:+1(58) | .
ICR Cloning OIR | ATAAAAATCCCTCAATATCCC NWO001494547.2: 3.718.453-3.718.838
Kiomi ) .
) onierungs CIon!ng IF TGATTTTTTAGTTTTATTGTTTTTG 300 BTA29: 51.358.475-51.358.774:+1 (58) 23
ragment Cloning OIR | ATAAAAATCCCTCAATATCCC
E:O”f"g 'CEIR ;ﬁ:;/'\'A'A'T' ::clTlclAI:TTAT?clclcl e 300 | BTA29: 51.358.475-51.358.774:+1 (58) | 23
bIGF2/bH19 =5 omng AGAGGTTGTGGGTGTGGAGATA
ICR CTCF 1 yrow 230 | BTA29:51.358.512-51.358.741:+1 (58) | 20
Pyro IRBio | TCCTCTCCCACCTTCAACAA
Pyro S GGGTTTGTATATTATAGGAT 9
Pyro OF TTTTAAAATAGGGTTGTGTGGTTGT ,gs | BTA29:51359.843-51.360.127:+1 (58) | ,,
biGF2/bH19 | PYOOR CCAAACATAAAAATCCCTCAATATC NWO001494547.2: 3.719.907-3.720.191
IcRCTcF4 |y lFBio | AAMATAGGGTTGTGTGGTT 85 | BTA29:51.359.847-51.359.931:+1 (58) | 6
Pyro IR ACCACCTTAATAATAATACATAAACCTAC
Pyro S AATAATAATACATAAACCTACACT 5
Pyro OF ATTTTAGATAGGGTTGAGAGGTTGT 594 | BTA29:51.361.210-51.361.503:+1 (58) | 1q
bIGF2/bH19 Pyro OR CCAAACATAAAAATCCCTCATTATC NW001494547.2: 3.721.274-3.721.567
IcRcTcF7 | Pyrolf | GAGGTTGTGGGTGTGGAGAT 187 | BTA29:51.361.227-51.361.413:+1 (58) | 15
Pyro IRBio | ATAACTTAAACAAATATCCCATCCCC
Pyro S GTGGGTGTGGAGATA 5
Pyro OF GGGTGGGGTAGATATTATTTT 356 | BTA21:25.761-26.116:-1 (66) 31
Pyro OR CCCAAATCCCCAATAAAT NWO001501801.1: 23.926-24.281 bp
bSNRPN
PyrolF | GGTTTTTTTGTTTGAGAGAG 334 | BTA21: 25.761-26.094:-1 (66) 31
Pyro IRBio | CCCAAATCCCCAATAAAT
Pyro S GGTTTTTTTGTTTGAGAGA 2
Pyro OF GATATGTTTATTTTTGGTTGTTGG ,go | BTAL8: 64,374,680-64,374,959:-1 (58) | .,
Pyro OR ACCCTAATCCCAAACTCCAACTAACC NW001493639.2: 537,812-538,091
bPEG3 :
fuyiolbI N RGO EOEIANIAS A GG} 235 | BTA18: 64.374.680:64.374.914:-1 (58) | 19
Pyro IR ACCCTAATCCCAAACTCCA
Pyro S CCCACTAACCAAAAT 3

Die Orientierung auf dem (+)- oder (-)-Strang ist mit +1 beziehungsweise -1 angegeben. BTA+Zahl = Nummer des
Bos taurus-Chromosoms, OF = dulRerer Forward-Primer, OR = dulRerer Reverse-Primer, OIR = zugleich dufRerer und

innerer Reverse-Primer, IF = innerer Forward-Primer, IR = innerer Reverse-Primer, S = Sequenzierprimer, Bio =

Biotinylierung am 5°-Ende des Primers. Die Anzahl der mit den Pyrosequenzierprimern analysierten CpG-Stellen
ist fett gedruckt.

Die PCRs zur Charakterisierung der DMRs von bIGF2/bH19, bPEG3 und bSNRPN verliefen alle

mit einer vierminitigen Anfangsdenaturierung bei

95 °C, 30-35 Zyklen und einer

Abschlussdenaturierung von 7 min bei 72°C. Die ausfihrlichen und genspezifischen

Programme sind in Tab. 2.4 dargestellt.
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Tab. 2.4: PCR-Programme zur Charakterisierung gepragter Regionen beim Rind.

bIGF2/bH19
ICR bIGF2/bH19 | bIGF2/bH19 | bIGF2/bH19
, / / / bSNRPN bPEG3
Klonierungs- CTCF1 CTCF4 CTCF 7
fragment
gc";:'t':;kam"s' Dauer | 1.PCR | 2.PCR | 1.PcR | 2.PcR | 1.PCR | 2.PcR | 1.PcR | 2.PcR | 1.PCR | 2.PcR | 1.PCR | 2.PCR
1) Anfangs- 4 min 95 °C
denaturierung
2) Denaturierung 30s 95 °C
3) Annealing 30s 55 °C 55°C 55 °C 57 °C 58 °C 56 °C 58 °C 58 °C 55 °C 55 °C 59 °C 60 °C
4) Elongation 45s 72°C
5) Abschluss— 7 min 72 °C
elongation
Zyklenzahl
(Wiederholungen der 30 30 30 35 30 30 30 30 32 32 30 32
Schritte 2-4)

2.9.2. Limiting Dilution mit Genset 1

Fiir den Vergleich der Methylierung ungereifter, in vitro und in vivo gereifter Eizellen aus
Tertidrfollikeln wurde das ,,Genset 1“ mit drei gepragten Regionen entwickelt. Aus der in
dieser Arbeit charakterisierten, intergenischen Region zwischen den Genen bIGF2 und bH19
wurde ein die CTCF-Bindestelle 1 enthaltender Sequenzabschnitt zur Analyse mittels Limiting
Dilution ausgewahlt (vgl. Kap.3.1.1.2.). Des Weiteren wurde der fiir das Prader-Willi-
Syndrom relevante Bereich von bSNRPN (Promotor und Exon 1; El-Maarri et al., 2001)
anhand der bereits bei Lucifero et al. (2006) publizierten bovinen Region sowie die bei Liu et
al. (2008) beschriebene Promotor-DMR von bPEG3 untersucht. Alle Sequenzen der Limiting-
Dilution-Primer fiir die MP- und SP-PCRs sowie die Sequenzen der Sequenzierprimer sind in
Tab. 2.5 angegeben. Die gepragten Gene wurden direkt sequenziert. Zu diesem Zweck
trugen die inneren SP-Primer am 5°-Ende jeweils die M13/Stuffer-Forward- oder Reverse-
Sequenz, welche als Zielsequenz fur die universellen M13/Stuffer-Sequenzierprimer dienen
konnte (vgl. Kap.2.7.3.). Die chromosomalen Lokalisationen der untersuchten Bereiche
wurden entsprechend der NCBI Vero6ffentlichung von Btau_4.0, Juli 2010 bzw. der EnsEMBL-
Version 58 (Mai 2010) angeben. Die Lokalisation von bSNRPN auf Chromosom 21 war 2010
noch nicht bekannt (Btau_4.0, Juli 2010: Un.004.45: 727-24.176:-1) und wird daher wie
schon in Kap. 2.9.1. entsprechend der neueren EnsEMBL-Version 66 (Februar 2012) sowie

mit der NCBI-Zugangsnummer angeben.
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Tab. 2.5: Bisulfitprimersequenzen und chromosomale Lokalisation des Limiting-Dilution-Gensets 1.

£ 3 iz
Gen/ . ‘o = = Chromosomale Lokalisation in bp = °
Region Primer B E- géo (EnsEMBL-Version) E 3
<= <&
MP OF TGATTTTTTAGTTTTATTGTTTTTG 300 | BTA29:51.358.475-51.358.774:+1 (58) | 23
bIGF2/bH19 | MP OR ATAAAAATCCCTCAATATCCC
ICR SPIF  AGAGGTTGTGGGTGTGGAGATA
b 230 | B1A29:51.358.512-51.358.741:41 (58) | 20
SP IR TCCTCTCCCACCTTCAACAA (302)
MP OF GGGGTGGGGTAGATATTATTTT 599 | BTA21:25.819-26.117:-1 (66) il
P MP OR AAAAAAAAAAAATATTACCCACCACAC NW001501801.1: 23.984-24.282 bp
SPIF dGGTTTTTTTGTTTGAGAGAG
5 276 | 5TA21: 25.819- 26.094:-1 (66) 30
SP IR AAAAAAAAAAAATATTACCCAC (348)
MP OF GATATGTTTATTTTTGGTTGTTGG 280 | BTA18:64.374.680-64.374.959:-1 (58) | 23
bPEG3 MP OR ACCCTAATCCCAAACTCCAACTAACC
SPIF *GTGTGGGGGTATTAGAGTTTGT
5 235 | BTA18: 64.374.680-64.374.914:-1 (58) | 19
SPIR ACCCTAATCCCAAACTCCA (307)
Direkt- 'F‘I’jlrjl/:rt;ge' TGTAAAACGACGGCCAGTCCACTCACTCACCCACCC
Sequenzier- M13/Stuff
Primer Reverse“s er CAGGAAACAGCTATGACCGGGTGGGAGGTGGGAGGG

MP = Multiplex, SP = Singleplex, OF = dufRerer Forward-Primer, OR = duBerer Reverse-Primer, OIF = zugleich
duBerer und innerer Forward-Primer, IF = innerer Forward-Primer, IR = innerer Reverse-Primer, S =
Sequenzierprimer, Bio = Biotinylierung am 5’-Ende des Primers. °*Trigt am 5'-Ende die M13/Stuffer-Forward-
Sequenz. bTréigt am 5°-Ende die M13/Stuffer-Reverse-Sequenz. Amplikonlange in Klammern = tatsichliche
Lange des Amplikons (genomische Lange + M13/Stuffer-Sequenz). Die Orientierung auf dem (+)- oder (-)-Strang
ist mit +1 beziehungsweise -1 angegeben. BTA+Zahl = Nummer des Bos taurus-Chromosoms. Die Anzahl der per
direkter Sequenzierung analysierten CpG-Stellen ist fett gedruckt.

In einer Multiplex-PCR wurden zunéchst alle drei Gene (bIGF2/bH19, bPEG und bSNRPN)
gleichzeitig amplifiziert, ehe aus dem MP-Produkt jedes Gen einzeln in einer Singleplex-PCR
angereichert wurde. Alle PCRs verliefen mit einer vierminitigen Anfangsdenaturierung bei
95 °C, 30-35 Zyklen und einer Abschlussdenaturierung von 7 min bei 72 °C. Die ausflhrlichen

und genspezifischen Programme sind in Tab. 2.6 dargestellt.
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Tab. 2.6: PCR-Programme der Limiting Dilution mit Genset 1.

Amplifikationsschritte Dauer MuLté;;lex- bIGFIZC/: H19 bSNRPN bPEG3
1) Anfangsdenaturierung 4 min 95°C
2) Denaturierung 30s 95°C
3) Annealing 30s 54 °C 65 °C 57 °C 57 °C
4) Elongation 45s 72°C
5) Abschlusselongation 7 min 72°C
Zyklenzahl (Wiederholungen der Schritte 2-4) 35 32 30 30

2.9.3. Limiting Dilution mit Genset 2

Zum Vergleich des Methylierungsmusters gereifter und ungereifter prapuberaler und adulter
Rindereizellen wurde das die ungepragten Gene bSLC2A1, bPRDX1 und bZAR1 enthaltende
Genset 2 entwickelt. Alle drei Gene wurden mit den M13/Stuffer-Primern (vgl. Kap. 2.7.3.
und 2.9.2.) direkt sequenziert. Wie im Genset 1 wurden deshalb die inneren Primer der SP-
PCR um die M13/Stuffer-Sequenzen verlangert. Alle Primer fir die MP- und SP-PCR sind in
Tab. 2.7 dargestellt. Die chromosomalen Lokalisationen der untersuchten Bereiche wurden
entsprechend der NCBI Veroffentlichung von Btau_ 4.0, August 2010 bzw. der EnsEMBL-
Version 59 (August 2010) angeben.
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Tab. 2.7: Bisulfitprimersequenzen und chromosomale Lokalisation des Limiting-Dilution-Gensets 2.

$3 E
Gen/ . . = = | Chromosomale Lokalisationinbp |= @
P S 5°-3 = =85
Region rimer SR ) g- EO (EnsEMBL-Version 59) Y g
] -
< < §
MP OF GTTTTTATAGGATTTTAGTTATTGGTTAG 239 | BTA3:110.220.764-110.221.002:-1 | 14
bSLCIAL MP OR AAAAATCACACAACCAAAAAATTCTC
SPIF dGTTTTTATAGGATTTTAGTTATTGGTTAG
5 213 | B1A3:110.220.790-110.221.002:-1 | 14
SPIR AAAACTCAAAAAAAAATAAAAATCC (285)
NRO, IISNAAMPS PANAPA LSS SIS | 7o) || rngye 977 4157 ST AG7.GER | 24
PPRDXI MP OR AAAAAATTAAAAAAACCCCTCAAACT
SPIF TTTTATATTTATTAGTTTTATTGAAATAGGAT
5 220 | B1A3.107.467.415-107.467.634:-1 | 17
SP IR CCCCCAACAAAAAAAAAC (292)
MP OF AAAGTTTTTTTTGTAGATTATTTTAAGAAT 276 | BTAG: 69.751.593- 69.751.868:+1 | 21
bZARI MP OR AAAACAACCATCAATATACCCCTA
SPIF *GGGTGTGGAATATTTTTATATTAAGGT
B 230 | o1 AG: 64.374.680-64.374.914:41 18
SP IR AAAACAACCATCAATATACCCCTAC (302)
Direkt- %lrj//:rt;ger TGTAAAACGACGGCCAGTCCACTCACTCACCCACCC
Sequenzier- M13/Stuff
Primer Reverse“s er CAGGAAACAGCTATGACCGGGTGGGAGGTGGGAGGG

MP = Multiplex, SP = Singleplex, OF = dullerer Forward-Primer, OR = duRerer Reverse-Primer, IF = innerer
Forward-Primer, IR = innerer Reverse-Primer, S = Sequenzierprimer. “Trigt am 5’-Ende die M13/Stuffer-Forward-
Sequenz. bTréigt am 5°-Ende die M13/Stuffer-Reverse-Sequenz. Amplikonldnge in Klammern = tatsachliche Lange
des Amplikons (genomische Liange + M13/Stuffer-Sequenz). Die Orientierung auf dem (+)- oder (-)-Strang ist mit
+1 beziehungsweise -1 angegeben. BTA+Zahl = Nummer des Bos taurus-Chromosoms. Die Anzahl der per direkter
Sequenzierung analysierten CpG-Stellen ist fett gedruckt.

In einer Multiplex-PCR wurden zunachst alle drei Gene (bSLC2A1, bPRDX1 und bZAR1)

gleichzeitig amplifiziert, ehe aus dem MP-Produkt jedes Gen einzeln in einer SP-PCR

angereichert wurde. Alle PCRs verliefen mit einer vierminitigen Anfangsdenaturierung bei

95 °C, 31-35 Zyklen und einer Abschlussdenaturierung von 5 min bei 72 °C. Die ausfihrlichen

und genspezifischen Programme sind in Tab. 2.8 dargestellt.

Tab. 2.8: PCR-Programme der Limiting Dilution mit Genset 2.

Amplifikationsschritte Dauer M”::(i:‘:ex' bsLc2A1 | bPRDX1 bZAR1
1) Anfangsdenaturierung 4 min 95 °C

2) Denaturierung 30s 95 °C

3) Annealing 30s 54 °C | 58 °C | 54 °C | 58 °C
4) Elongation 45s 72°C

5) Abschlusselongation 5 min 72°C

Zyklenzahl (Wiederholungen der Schritte 2-4) 35 | 31 | 32 | 31
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2.10. Computerprogramme und Datenbanken

Alle DNA-Sequenzen wurden aus den Genomdatenbanken des EnsEMBL Genome Browsers
(http://www.ensembl.org/index.html) und des National Centers for Biotechnology
Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) entnommen. Zur Prognose von CpG-
Inseln innerhalb von DNA-Sequenzen wurde das MethPrimer Programm verwendet
(http://www.urogene.org/methprimer/index1.html; Li and Dahiya, 2002). Es wurden die
Standardeinstellungen verwendet. Sequenzvergleiche und -Konservierung zwischen
unterschiedlichen Spezies wurden mit Hilfe von mVISTA (http://genome.lbl.gov/vista/
index.shtml) unter Verwendung des LAGAN-Algorithmus (Brudno et al., 2003) ermittelt.
CTCF-Bindungsstellen  wurden mit  CTCFBSDB  (CTCF-binding site  database;
http://insulatordb.uthsc.edu/) vorhergesagt (Bao et al., 2008). Die visuelle Betrachtung und
Qualitatskontrolle der DNA-Sequenzen erfolgte mit dem frei erhaltlichen Programm
Chromas Lite (http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html). Zur Alignierung von
DNA-Sequenzen im FASTA-Format wurde das Programm BioEdit 7.0.9
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) verwendet (Hall, 1999). Dariiber hinaus
wurde Microsoft-Office 2003 zur Textverarbeitung, Datenerfassung und zur Erstellung von

Abbildungen herangezogen.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Charakterisierung der differenziell methylierten Regionen von drei gepragten

Genen beim Rind

Zum Studium der ART-vermittelten Auswirkungen auf die DNA-Methylierung gepragter Gene
am bovinen Modellorgansimus mussten die zu untersuchenden Sequenzbereiche vorab
identifiziert und ihr differenzieller Methylierungsstatus nachgewiesen (bIGF2/bH19) bzw.
validiert (bSNRPN, bPEG3) werden. Dies geschah durch eingehende Analyse der
bestehenden Literatur sowie durch klassische Bisulfitsequenzierung und quantitative
Pyrosequenzierung. Die folgenden Ergebnisse der DMR-Charakterisierungen wurden in der

Fachzeitschrift ,,Cytogenetic and Genome Research” veroffentlicht (Hansmann et al., 2011).

3.1.1. Identifizierung und Charakterisierung der bovinen, intergenischen IGF2/H19-

Imprintingkontroliregion

Die Existenz und Lage der intergenischen Imprintingkontrollregion IGF2/H19 im Rind war zu
Beginn dieser Arbeit noch nicht nachgewiesen oder veréffentlicht worden. Aufgrund der
hohen Relevanz dieser gepragten Region fir das fetale Wachstum von Mensch und Maus
(Leighton et al., 1995a; Leighton et al., 1995b; Eggermann, 2009; Weksberg et al., 2010) war
jedoch anzunehmen, dass auch Bos taurus einen orthologen, entsprechend gepragten
Bereich zwischen den Genen bIGF2 und bH19 besitzt. Durch Vergleich der
Sequenzkonservierung zwischen Mensch und Rind bzw. Maus und Rind wurde daher
zundchst eine geeignete Kandidatenregion identifiziert, welche dann mittels klassischer

Bisulfitsequenzierung liberpriift und als gepragt (differenziell methyliert) bestéatigt wurde.

3.1.1.1. In silico-Recherche zur Identifizierung einer Kandidatenregion beim Rind

Um die Lage der intergenischen IGF2/H19-ICR beim Rind zu identifizieren, musste vorab
durch ausfiihrliche Literaturrecherche eine genomische Sequenz in der humanen oder
murinen IC1/DMD definiert werden, welche als Ausgangspunkt fir die Vergleiche mit dem
bovinen Genom dienen konnten und deren differenzielle Methylierung bekannt war. Da die
evolutionare Distanz zwischen Mensch und Rind geringer ist als die von Rind und Maus, lag
der Fokus hierbei auf der humanen IC1. Sie umfasst beim Menschen eine Serie von direkten

Repeats, welche strukturell in zwei Einheiten, die Repeat Units 1 und 2, eingeteilt werden.
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Die Repeat-Folge beginnt etwa -2 kb vor dem H19-Transkriptionsstartpunkt (TSS) und
erstreckt sich Giber weitere 3,3 kb bis -5,3 kb upstream (Frevel et al., 1999b). Die Region
enthalt insgesamt sieben potentielle CTCF-Bindestellen (Hark et al., 2000; Bell und
Felsenfeld, 2000). Jede Repeat-Einheit besteht aus je zwei verschiedenen direkten Repeat-
Typen, dem 450 bp langen A-Repeat und dem 400 bp langen B-Repeat. Die A-Sequenz liegt
pro Einheit nur in einer Kopie vor, wahrend das B-Repeat 3,5 mal in Einheit 1 bzw. 2,5 mal in
Einheit 2 vorkommt. Beide Repeat-Einheiten sind durch 387 bp spezifischer Sequenz

voneinander getrennt (Abb. 3.1; Frevel et al., 1999b).

H19
— A e[ & ] ] B o T e [ o B =
CTCF 1 2 3 4 5 6 T 1kb
. J A\ J
Repeat Unit 2 Repeat Unit 1

Abb. 3.1: Struktur der humanen Igf2/H19-ICR. Die ICR liegt ca. 2kb upstream der H19-
Transkriptionsstartstelle und ist eingeteilt in zwei Einheiten direkter Repeats (Repeat Unit 1 und 2;
Abb. Gbernommen. aus Sparago et al., 2004, und modifiziert).

Fiir die direkten Repeats B1 und B2 konnte eine Enhancer-blockierende Aktivitat und die
Bindung des CTCF-Proteins im B1-Repeat (Bindungsstelle 6) nachgewiesen werden (Hark et
al., 2000). Verlust der CTCF-Bindungsstellen 2 und 3 resultiert in einer Hypermethylierung
der Igf2/H19-DMR, insbesondere der CTCF-Bindungsstelle 6, und fiihrt so zu einem Verlust
des Imprintings und biallelischer Expression von Igf2 sowie zur Herunterregulierung der H19-
Expression (Sparago et al., 2004). Die Studienergebnisse lassen auf eine Beteilung beider
Repeateinheiten an der Regulation des humanen Igf2/H19-Lokus und auf eine gewichtige
Rolle der humanen CTCF-Bindestelle 6 schlieRen. Beziiglich des Methylierungsstatuses der
CTCF-Bindestellen lieferte die Literatur jedoch widersprichliche Aussagen: Wahrend Takai et
al. (2001) von den insgesamt sieben potentiellen CTCF-Bindestellen nur fiir die im Repeat B1
lokalisierte CTCF-Stelle 6 eine differenzielle Methylierung in normalem Embryonalgewebe
ermittelten, konnten Sparago et al. (2004) jedoch auch fir die CTCF-Stelle 4 elternspezifische
Methylierung bei gesunden Personen nachweisen. Da eine differenzielle Methylierung somit
nur fliir das humane Repeat-Unit 1 beschrieben wurde, wurde zur Identifizierung einer
orthologen und moglicherweise gepragten Region im Rind die Sequenz der humanen Repeat
Unit 1 verwendet (Repeats B3-A1; NCBI Build 37.1: GenBank-Zugangsnummer AF125183,
6841-8521 bp oder Contig NT009237.18 des Chromosoms HSA11: 2.020.592-2.022.331 bp).
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Die Repeateinheit wurde mit Hilfe des Basic Local Alignment Search Tools (BLAST; Altschul et
al., 1990) mit dem Bos taurus-Genom (Version Btau 4.0, August 2008) verglichen. Der
Datenbankabgleich (,BLAST-Suche”) ergab mehrere kurze Sequenziibereinstimmungen
innerhalb einer 3,4kb grolen Region auf dem BTA-Chromosom 29 (51.358.400-
51.361.800 bp) zwischen den bovinen Genen IGF2 und H19 (Abb. 3.3 A, B).

In einem ndchsten Schritt wurde die Sequenzkonservierung dieses Abschnitts zwischen
Mensch, Maus und Rind ermittelt, um einen Eindruck der generellen evolutionaren
Konservierung der ICR1 zu gewinnen. Die Sequenzkonservierung der intergenischen
IGF2/H19 IC1 war jedoch auch bei Beachtung der unterschiedlichen Sequenzlangen zwischen
allen drei Spezies relativ gering (Mensch - Maus: 51%, Mensch — Rind: 54%, Maus — Rind:
50%; Abb. 3.2).

Konservierung

Homo sapiens 5—3' G :*I‘ o E I i SCCHRERACCS 54,45%

h : A2 P uE-E :ﬁﬁg 49,77%
Eﬁﬂ‘iﬁm sosm:

Abb. 3.2: Exemplarische Darstellung der Sequenzkonservierung der intergenischen IGF2/H19-DMR zwischen
Mensch, Maus und Rind. Mit dem Programm BioEdit wurden die Sequenzen der humanen Repeat Unit 1
(NCBI Build 37.1: GenBank-Zugangsnummer AF125183, 6841-8521 bp oder Contig NT009237.18 des
Chromosoms HSA11: 2.020.592-2.022.331 bp), der DMD der Maus (NCBI Build 37.1: Contig NT039437.7 auf
MMU7: 149.766.048-149.768.048bp) und 3,4 kb der intergenischen bovinen Region (BTA29: 51.358.400-
51.361.800 bp, Btau 4.0) aligniert.

Bos taurus
Mus musculus

I
Homo sapiens|Eerr &
Mus musculus|[CErr g

Aus diesem Grund wurde die 3,4 kb lange bovine Region durch weitere in silico-Recherchen
auf typische Sequenzmotive, welche eine Rolle bei der Pragung des IGF2/H19-Genclusters
spielen, untersucht. Das Onlineprogramm MethPrimer identifizierte mehrere CpG-Inseln in
dieser Region, welche sich innerhalb eines Bereichs von 3,1 kb befanden und sich liber einen
Bereich von -6,1 kb bis -3 kb upstream der H19-TSS erstreckten (Abb. 3.3 C). Die evolutionédre
Konservierung der bovinen 3,4 kp-Sequenz mit der 1,68 kb langen humanen Repeat Unit 1
(AF125183, 6841-8521 bp) wurde durch Alignierung mit Hilfe des mVISTA-Programms
ermittelt und ist in Abb. 3.3 D als sogenannter Identity-Plot dargestellt. Ein 450 bp-Segment,
welches die ersten beiden CpG-Inseln einschlieBt, zeigte dabei die grofite Sequenz-
Ubereinstimmung nach Alignierung mit der humanen IC1 (blauer Kreis). Dieses Segment
(BTA29: 51.358.550-51.359.000 bp) war etwa -6 kb upstream vom H19-Promoter lokalisiert.

Da die humane IC1 als Isolator durch Bindung des Enhancer-blockierenden CTCF-Proteins
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fungiert (Bell und Felsenfeld, 2000; Hark et al., 2000; Engel et al., 2006; vgl. Kap. 1.1.2.2.),
wurde die 3,4 kb lange bovine Region auf das Vorhandensein von potentiellen CTCF-
Bindestellen untersucht. Das Online-Pradiktionsprogramm CTCFBS-Database identifizierte
sieben CTCF-Bindestellen (Abb. 3.3 D). Innerhalb der ersten CpG-Insel mit dem evolutionar
konservierten 450 bp-DNA-Segment befand sich eine Bindestelle mit der Konsensussequenz
5’-GCGGCCGCGAGGCGGCAGTG-3" (CTCF-Stelle 1, Abb. 3.3 D). Sie ist der humanen Sequenz
der CTCF-Bindestelle 6 im Repeat B1 des Repeat Unit 1 ortholog, welche differenziell auf
dem paternalen Chromosom methyliert ist (Frevel et al., 1999b; Takai et al., 2001) und
in vitro eine Enhancer-blockierende Funktion ausibt (Hark et al., 2000). Die Sequenz dieser
sechsten CTCF-Stelle, welche von Frevel et al., 1999a erstmals beschrieben wurde, ist
hochgradig konserviert zwischen Mensch, Maus und Ratte (Bell und Felsenfeld, 2000).
Dementsprechend wurde auch in der vorliegenden Arbeit eine starke Konservierung
zwischen Mensch und Rind nachgewiesen (Abb. 3.3 E). Die Sequenzen der bovinen CTCF-
Bindestellen 4 und 7 erwiesen sich als identisch mit der Sequenz der bovinen CTCF-Stelle 1,

sie liegen jedoch innerhalb von generell weniger stark konservierten DNA-Bereichen.
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Abb. 3.3: Identifizierung der bovinen IGF2/H19-ICR. (A) Schematische Darstellung der bovinen IGF2/H19-
Region. Das IGF2-Gen wird vom paternalen Chromosom transkribiert (blauer Pfeil), H19 vom maternalen
Chromosom (roter Pfeil). (B) Ergebnis der BLAST-Suche der humanen IC1-Sequenz gegen das B. taurus-Genom.
BLAST-Treffer verteilen sich Uber eine 3,4 kb groRe Region (BTA29: 51.358.400-51.361.800 bp, Btau 4.0),
gekennzeichnet durch die orange Box -6,4 kb bis -3 kb upstream der H19-TSS. (C) GC-Anteil und Verteilung der
CpG-Inseln (hellblaue Bereiche) innerhalb der 3,4 kb langen, zur humanen IC1 orthologen Region. Die
Doppelpfeile in (C) und (D) markieren die Lokalisation des 300 bp-Amplikons zur Bisulfitsequenzierung. (D)
Alignierung der bovinen 3,4 kb-Sequenz mit der humanen IC1-Sequenz (NT009237.18, AF125183). Die starkste
Sequenziibereinstimmung befindet sich in der am weitesten upstream-gelegenen Region (blauer Kreis). CTCF-
Bindestellen 1-7 sind durch rote vertikale Linien gekennzeichnet. (E) Sequenzkonservierung zwischen der
bovinen CTCF-Bindestelle 1 und der humanen Bindestelle 6. Die hochkonservierte IGF2/H19-Konsensussequenz
(Bell und Felsenfeld, 2000) ist unterhalb des Alignments an entsprechender Stelle angegeben.
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3.1.1.2. Elternspezifische Methylierung der bovinen IGF2/H19-ICR

Die Bisulfitsequenzierung von einzelnen Plasmiden ist die Standardmethode zur erstmaligen
Methylierungsanalyse bislang uncharakterisierter DNA-Regionen. Sie gestattet Einblick in die
Verteilung der Methylierung Gber einzelne Allele und DNA-Molekiile und kann eine grof3e
Anzahl von CpG-Stellen erfassen. Zur Untersuchung der allelspezifischen Methylierung der in
Kap. 3.1.1.1. durch in silico-Recherche ermittelten potentiellen bovinen IGF2/H19-DMR
wurde ein 300 bp langes Amplikon mittels einer semi-nested-PCR amplifiziert. Dieses
Amplikon enthielt die erste CpG-Insel mit der CTCF-Bindestelle 1 sowie insgesamt 23 CpG-
Stellen (Doppelpfeil in Abb. 3.3 C und D). Wie fiir die gepragte IGF2/H19-ICR erwartet lag die
analysierte Region in der bovinen Spermien-DNA vollstandig methyliert vor (>98%,
Abb. 3.4 A). Die einzelnen unmethylierten Stellen in den elf sequenzierten DNA-Molekiilen
wurden als stochastische Methylierungsfehler ohne funktionelle Konsequenz gewertet. Im
Gegensatz zum Sperma war der parthenogenetische Embryo, welcher mit zwei maternalen

Genomen ausgestattet ist, vollstandig unmethyliert (100%, Abb. 3.4 B).
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Abb. 3.4: Methylierungsstatus der identifizierten bovinen intergenischen IGF2/H19-ICR in DNA von Spermien
(A), einem parthenogenetischen Embryo (B), Plazenta (C) und Leber (D). Die analysierte Region enthalt 23
CpG-Stellen. Jede Linie repradsentiert ein einzelnes Plasmid oder DNA-Molekil des Ausgangsmaterials. Schwarze
Kreise entsprechen methylierten und weiRe Kreise unmethylierte CpG-Stellen. Graue Kreise entsprechen CpG-
Stellen, die aufgrund einer schlechten Sequenzqualitat nicht analysiert werden konnten.
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In der Plazenta und der Leber waren 46% bzw. 60% der analysierten CpG-Stellen methyliert
(Abb. 3.4 C und D). Dies entspricht einer differenziellen Methylierung der paternalen und
maternalen Allele. In der Plazenta zeigten 3 von 12 sequenzierten Allelen ein nahezu
vollstandig methyliertes (paternales) Muster, wahrend 3 Allele ein vollstandig
unmethyliertes (maternales) Muster aufwiesen (Abb. 3.4 C). Die Methylierung der restlichen
6 Plazentaallele war hingegen gemischt und keinem eindeutigen Methylierungsstatus
(urspriinglich methyliert oder unmethyliert) zuweisbar. In der Leber zeigten 28 Allele ein
paternales, 17 Allele ein maternales, aber nur ein Allel ein intermediares

Methylierungsmuster (Abb. 3.4 D).

3.1.2. Quantitativer Nachweis der differenziellen Methylierung der geprigten Gene

IGF2/H19, SNRPN und PEG3 in unterschiedlichen bovinen Zelltypen

Zur Analyse entwicklungsrelevanter Gene in Rinderoozyten mussten vorab die noch
teilweise unbekannten DMRs der untersuchten Gene identifiziert und ihr DMR-Status
bestatigt werden. Mit Hilfe der Bisulfit-Pyrosequenzierung lasst sich die Methylierung eines
oder vieler PCR-Produkte relativ schnell und einfach quantifizieren, ohne diese vorher
aufwendig Klonieren und anschliefend einzelne Plasmide sequenzieren zu missen. Dadurch
gestaltet sich die Pyrosequenzierung weniger kostenintensiv und wesentlich schneller als die
klassische Bisulfitsequenzierung und erlaubt das schnelle quantitative Screening von
bisulfitkonvertierter DNA. In Hinblick auf die Charakterisierung sowie eine mogliche
Hochdurchsatzanwendung zur quantitativen Methylierungsanalyse gepragter Rindergene
wurden im Rahmen dieser Arbeit drei Pyrosequenzierungsassays fir die neu identifizierte
bovine IGF2/H19-ICR sowie je ein Assay fir die bereits beschriebenen Promotor-DMRs von
bSNRPN (Lucifero et al., 2006) und bPEG3 (Liu et al., 2008) entworfen. In der IGF2/H19-ICR
wurden mittels Pyrosequenzierung insgesamt 19 CpGs im Bereich der CTCF-Bindestellen 1, 4
und 7 quantifiziert, 2 CpGs im Promotorbereich von bSNRPN und 3 im Promotor von bPEG3
(vgl. Tab. 2.3). Die durchschnittlichen Methylierungswerte aller analysierten CpGs der drei
bovinen DMRs in Sperma, parthenogenetischen Embryonen, Plazenta und drei somatischen
Geweben (Herz, Niere und Leber) sind in Tab. 3.1 aufgelistet. Die CTCF-Bindestellen 1, 4 und
7 zeigten alle drei elternspezifische Methylierungsmuster: Die paternal gepragte IGF2/H19-
DMR war in der Spermien-DNA deutlich hypermethyliert (88-98%), vollstandig unmethyliert
in parthenogenetischen Embryonen (1-2%) und differenziell methyliert (45-55%) in der

Plazenta und den somatischen Geweben. Im Gegensatz dazu waren die maternal gepragten

96



ERGEBNISSE

Gene SNRPN und PEG3 wie erwartet in Sperma unmethyliert (3-4%), in den
parthenogenetischen Embryonen komplett methyliert (98-99%) sowie differenziell

methyliert in der Plazenta und den drei viszeralen Geweben (47-56%).

Tab. 3.1: Methylierungslevel der IGF2/H19-, SNRPN- und PEG3-DMRs in verschiedenen bovinen Geweben,
ermittelt durch Pyrosequenzierung.

Methylierungslevel (%)
Gewebe-/Zelltyp IGF2/H19 SNRPN PEG3
CTCF 1 CTCF 4 CTCF 7
Sperma 97 88 98 4 3
Parthenogenetische Embryos 1 1 2 98 99
Plazenta 47 51 51 47 49
Herz 47 55 51 56 50
Niere 45 49 53 54 51
Leber 47 52 51 52 50

3.2. Limiting Dilution und Methylierungsanalyse von bovinen Oozyten

Im Anschluss an die Charakterisierung der Methylierungsmuster dreier entwicklungs-
relevanter, geprdagter DMRs sowie der Promotoren dreier ungepragter Gene im bovinen
Organismus sollte in einem nachsten Schritt der mogliche Einfluss assistierter
Reproduktionstechniken auf die Methylierung von Rindereizellen untersucht werden. Dabei
war zundchst der Effekt der in vitro-Maturation (IVM) in unterschiedlichen Medien im
Vergleich zu ungereiften und in vivo-gereiften, adulten Oozyten von Interesse (Kap. 3.2.1.).
Im Hinblick auf eine erfolgreiche Blastozystenproduktion standen hier die gepragten und
potentiell krankheitsverursachenden Gene/DMRs IGF2/H19, SNRPN und PEG3 im Blickpunkt.
In Kap. 3.2.2. wurde neben der IVM aullerdem der Einfluss des Alters sowie der Effekt
hormoneller Stimulation des Follikelwachstums auf die Methylierungsprofile von
Rindereizellen untersucht. Hier lagen die fiir das Follikelwachstum und die Eizell-Zygoten-
Transition relevanten ungepragten Gene im Focus.

Die Amplifikation und direkte Sangersequenzierung nach Limiting Dilution (LD) von 10
Eizellen erlaubte die Analyse einzelner DNA-Molekile und damit einzelner Eizellen ohne

Gefahr einer Ergebnisverfédlschung durch einen zufalligen Amplifikations- oder Klonierungs-
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Bias (vgl. Kap.2.8.). Da sich der Imprintingstatus der einzelnen Oozytenallele aus der
beobachteten Methylierung der durch die LD separierten DNA-Molekiile ableiten lasst, wird
im Folgenden von der Methylierung der einzelnen ,Allele” anstatt der Methylierung der
hochamplifizierten DNA-Molekiile gesprochen. Gelegentlich wurden bei der Auswertung
Sequenzen mit heterozygotem Charakter erhalten, welche auf ein Vorhandensein von
mindestens zwei DNA-Molekiilen zurlckschlieBen lassen. Sie waren meist erkennbar an
unkonvertierten Nicht-CpG-Cytosinen oder an CpG-Stellen, die sowohl ein T und ein C an der
C-Position aufwiesen. Diese Sequenzen wurden deshalb als zwei Allele in die Auswertung

aufgenommen. Zwei Beispiele einer derartigen Sequenz ist in Abb. 3.5 dargestellt.
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Abb. 3.5: Sequenzbeispiele fiir LD-Produkte mit mindestens zwei Allelen. Anhand nicht konvertierter Cs wird
das Vorhandensein mehrerer Allele identifizierbar. Derartige Sequenzen wurden als zwei Allele gewertet,
welche sich an der mit dem roten Pfeil markierten Stelle unterschieden. (A) Unkonvertiertes Nicht-CpG-
Cytosin. (B) Methylierte und unmethylierte CpG-Stelle und ihre Darstellung als zwei Allele im Lollipop-
Dlagramm.
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3.2.1. DNA-Methylierungsprofile der gepragten Gene in ungereiften, in vitro- und in vivo-

gereiften adulten Rindereizellen

Anhand des Rindermodells wurden die moglichen Effekte der IVM auf die
Methylierungsmuster der drei gepragten Loci IGF2/H19, SNRPN und PEG3 untersucht. Die
aus Tertiarfollikeln gewonnen Rinderoozyten fiir die IVM wurden in zwei unterschiedlichen
Reifungsmedien, TCM (Tissue Culture Medium 199) und mSOF (modifiziertes synthetisches
Oviduktfluid), in vitro-gereift. Zum Vergleich wurden auch die Methylierungsmuster in vivo-
gereifter und ungereifter Oozyten betrachtet. Pro Gruppe wurden insgesamt jeweils
14 Pools zu je 10 Oozyten analysiert. Lediglich fur die in vivo-Gruppe standen nur sieben
Pools zur Verfiigung, da die Eizellen nur durch OPU nach Superovulation aus lebenden
Spendertieren gewonnen werden konnten.

Die zehn Oozyten enthielten ungeachtet ihres Maturationsstatuses theoretisch insgesamt 40
Kopien eines Gens oder DNA-Lokus. Dies ldsst sich dadurch erklaren, dass die ungereiften
Oozyten, welche in der verlangerten Prophase | arretiert sind, ein infolge der DNA-
Replikation doppeltes diploides Genom mit Zweischwesterchromatidchromosomen
enthalten. Die gereiften Eizellen sind hingegen nach der ersten Reifeteilung haploid, besitzen
jedoch weiterhin die Doppelchromosomen. Zudem haftet der extrudierte Polkorper mit der
zweiten Halfte des urspriinglichen Genoms der Eizelle unterhalb der Zona pellucida an. Im
Falle der drei untersuchten Loci entspricht dies demnach einem Maximum von insgesamt
120 Allelen oder DNA-Molekiilen als Ausgangsmaterial in der MP-PCR (vgl. Kap. 2.8.). Infolge
der Limiting Dilution von 10 Eizellen wurden durchschnittlich insgesamt 14,5 von 120
moglichen Allelen aus ungereiften, 15,2 Allele aus TCM-gereiften, 15,4 aus mSOF-gereiften
und 11,1 aus in vivo-gereiften Oozyten in Form eines PCR-Produkts gewonnen (Tab. 3.2).
Dies entsprach etwa 10% der DNA-Molekiile des Ausgangsmaterials und ist durch die hohe
DNA-Verlustrate und Fragmentierung durch die Bisulfitbehandlung zu erklaren. Die
Ausbeute der Limiting Dilution war deshalb auch abhangig von der Amplikonldange und somit
genspezifisch.

Durchschnittlich wurden pro Gen und Pool 6,58 Allele fur IGF2/H19, 3,7 Allele fir SNRPN und
3,8 fiir PEG3 erhalten. Hierbei ergaben die IVM- und ungereiften Eizellen jedoch mehr Allele
als die in vivo-gereiften, namlich im Schnitt pro 10er-Pool 4,1 Allele fiir SNRPN und 4,0 fir
PEG3 sowie 6,9 flir H19 (Werte in Tabelle nicht gezeigt). Aus den in vivo-gereiften Oozyten
wurden dagegen nur 5,6 Allele fiir H19, 2,3 fir SNRPN und 3,3 fiir PEG3 gewonnen, was

leicht unter der Zahl der anderen drei Gruppen lag (Tab. 3.2). Dies ist vermutlich auf ein
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stochastisches Ungleichgewicht aufgrund der geringeren Anzahl von untersuchten Pools in

der in vivo-Gruppe zuriickzufihren.

Tab. 3.2: Ubersicht iiber die Anzahl der durch Limiting Dilution erhaltenen Allele (Genset 1).

IGF2/H19 SNRPN PEG3 A?IZTZ ':::a;:ud:;e
Gruppe d::‘lz’?:c])lls Allele AILIEL(T/ Allele Allls(lj/ Allele Alllslj/ 3 Allele 2 ﬁgille/
Ungereift | 14 93 6,6 56 4,0 54 3,9 203 14,5
™ 14 94 6,7 64 4,6 55 3,9 213 15,2
mSOF 14 104 7,4 54 3,9 57 4,1 215 15,4
in vivo 7 39 5,6 16 2,3 23 3,3 78 11,1
@ 12,25 82,5 6,58 47,5 3,7 47,25 3,8 177,25 | 14,05

Die direkte Bisulfitsequenzierung der amplifizierten Allele gab Einblick in den
Methylierungsstatus von je 20 CpG-Stellen in der IGF2/H19-, 30 in der SNRPN- und 19 in der
PEG3-DMR. Das PEG3-Amplikon enthielt einen C/T-SNP an der CpG-Position 17, welche
daher von der Analyse ausgeschlossen wurde. Die paternal gepragte IGF2/H19-ICR sollte in
Oozyten vollstandig unmethyliert vorliegen, wahrend die maternal geprdagten Promotor-
DMRs von SNRPN und PEG3 methyliert sein sollten. Imprintingmutationen sind abnormale
DMR-Methylierungsmuster, welche eine nicht dem Keimzelltyp und der damit verbundenen
parentalen Herkunft entsprechende Methylierung aufweisen. Im Falle der in dieser Arbeit
untersuchten Eizellen wurde als Imprintingmutation gewertet, wenn mehr als 50% der CpG-
Stellen eines analysierten Allels eine aberrante, also paternale Methylierung aufwiesen.
Dieser Grenzwert begriindet sich auf der Annahme, dass ein Gen in Abhangigkeit von der
Dichte der methylierten CpGs in seiner cis-regulatorischen Region ,ein- und ausgeschaltet”
wird und die Methylierung weniger einzelner CpGs dabei keine funktionale Rolle spielt
(Sontag et al., 2006; Weber et al., 2007). Alle der in dieser Arbeit als Imprintingmutationen
eingestuften Allele zeigten stets bei mindestens 80% der CpG-Stellen abnormale
Methylierung.

Die Ergebnisse der Methylierungsanalyse sind in Abb. 3.6 bis Abb. 3.8 dargestellt und in Tab.
3.3 und Tab. 3.4 zusammengefasst. In jeder Gruppe wies der Grof3teil (95-100%) der Allele
aller drei DMRs das korrekte oozytenspezifische (maternale) Methylierungsmuster auf. Es

konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in der Haufigkeit abnormal methylierter
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Allele zwischen den beiden verschieden IVM-Eizellgruppen (TCM und mSOF) und den in vivo-
gereiften Eizellen ausgemacht werden (Tab. 3.3): in den beiden Gruppen der in vivo- und
TCM-gereiften Oozyten wurden jeweils nur 2 Imprintingmutationen identifiziert. Hingegen
zeigte keines der 215 Allele aus in mSOF-Medium gereiften Eizellen eine Imprintingmutation.
Lediglich ein SNRPN-Allel besaB eine partielle aberrante Demethylierung von sieben
aufeinanderfolgenden CpG-Stellen. Da somit nur 23% der CpG-Stellen betroffen waren, lag
dies weit unter dem bei 50% gesetzten Grenzwert der Definition einer Imprintingmutation.
Die hochste Anzahl von Imprintingmutationen (7/203; 3,5%) wurde in der Gruppe der
ungereiften Eizellen nachgewiesen, welche mit 3,5% signifikant héher war (p = 0,02, Chi*
Test) als die Haufigkeit aberranter Allele in der mSOF-Gruppe (0/215). Gegenuber den TCM-
und in vivo-gereiften Eizellen wurde jedoch keine Signifikanz erreicht. Ebenso wurden keine
signifikanten Unterschiede auf Ebene der einzelnen Gene ermittelt (Tab. 3.3). Diese
Ergebnisse indizieren, dass die IVM und die unterschiedlichen Medien keine gesteigerte Rate
von Imprintingmutationen in bovinen Oozyten bewirkt.

Einzelne abnormal methylierte CpG-Stellen wie beispielsweise vereinzelte methylierte CpGs
innerhalb der in Eizellen normalerweise durchweg unmethylierten IGF2/H19-ICR (Abb. 3.6)
stellen stochastische oder zufadllige Methylierungsfehler dar, die keine Auswirkungen auf die
jeweils gepragte Genregulation haben. Die Anzahl der CpG-Fehler der gepragten Gene sind
in Tab. 3.4 aufgeflihrt. Stochastische Methylierungsfehler an ein oder zwei CpG-Stellen
innerhalb eines Allels traten bei insgesamt 15-30% aller analysierten Allele und unabhéangig
von der Untersuchungsgruppe auf. Die Gesamtzahl der CpG-Fehler aller drei DMRs war in
der TCM-Gruppe signifikant hoher als in den ungereiften Oozyten (p = 0,04 im Fisher’s- als
auch Chi’>-Test). Auf Ebene der einzelnen Gene konnte nur fiir PEG3 ein signifikanter
Unterschied der CpG-Fehlerrate zwischen TCM- (2,7%) und mSOF-gereiften Eizellen (1,4%;
p = 0,04, Fisher’s Test) gefunden werden. Auch die ungereiften Oozyten wiesen eine CpG-
Fehler-Rate von 1,4% auf, jedoch erreichte der Vergleich mit der TCM-Gruppe keine
statistische Signifikanz (p = 0,06). Fiir H19 und SNRPN gab es dagegen keine mafgeblichen

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (Tab. 3.4).
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Unreife Oozyten In TCM gereifte Oozyten In mSOF gereifte Oozyten In-vivo-gereifte Oozyten
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Abb. 3.6: Methylierungsmuster der IGF2/H19-ICR von ungereiften, in vivo- und in vitro-gereiften Oozyten. Die
untersuchte Region enthdlt 20 CpG-Stellen. Jede Linie reprasentiert ein durch Limiting Dilution erhaltenes,
einzelnes Allel (DNA-Molekiil). Schwarze Kreise entsprechen methylierten CpG- und weiRe Kreise unmethylierten
CpG-Stellen. Graue Kreise stellen CpG-Stellen dar, welche nicht analysiert werden konnten. Die ungereiften und
TCM-gereiften Oozyten zeigen zwei Imprintingmutationen (vollstindig methylierte Allele mit paternalem
Keimbahn-Methylierungsmuster), wéhrend die Gruppe der in vivo-gereiften Eizellen nur eine enthalt. Die mSOF-
Oozyten weisen lediglich stochastische Methylierungsfehler (einzelne methylierte CpG-Stellen) auf.
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Anzahl der Allele 56 Anzahl der Allele 64 Anzahl der Allele 54 Anzahl der Allele 16
Anzahl der analysierten CpGs 1680 Anzahl der analysierten CpGs 1914 Anzahl der analysierten CpGs 1619 Anzahl der analysierten CpGs 480
Anzahl der abnormalen Allele 2 Anzahl der abnormalen Allele 0 Anzahl der abnormalen Allele 0 Anzahl der abnormalen Allele 1
Anzahl der CpG-Fehler 19 Anzahl der CpG-Fehler 24 Anzahl der CpG-Fehler 28 Anzahl der CpG-Fehler 3

Abb. 3.7: Methylierungsmuster der SNRPN-DMR von ungereiften, invivo- und in vitro-gereiften Oozyten. Die
untersuchte Region enthalt 30 CpG-Stellen. Jede Linie reprdsentiert ein durch Limiting Dilution erhaltenes, einzelnes
Allel (DNA-Molekil). Schwarze Kreise entsprechen methylierten CpG- und weille Kreise unmethylierten CpG-Stellen.
Graue Kreise stellen CpG-Stellen dar, welche nicht analysiert werden konnten. Die ungereiften Oozyten zeigen zwei,
die in vivo-gereiften Eizellen nur eine Imprintingmutation. Dabei handelt es sich um vollstandig unmethylierte Allele
mit paternalem Keimbahn-Methylierungsmuster. Die TCM und mSOF-gereiften Oozyten weisen lediglich stochastische
Methylierungsfehler (einzelne unmethylierte CpG-Stellen) auf.
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Abb. 3.8: Methylierungsmuster der PEG3-DMR von ungereiften, invivo- und in vitro-gereiften Oozyten. Die
untersuchte Region enthalt 19 CpG-Stellen. CpG-Stelle 17 wurde aufgrund eines haufigen C/T-SNP von der Analyse
ausgeschlossen (graue Kreise). Jede Linie reprasentiert ein durch Limiting Dilution erhaltenes, einzelnes Allel (DNA-
Molekil). Schwarze Kreise entsprechen methylierten CpG- und weiRe Kreise unmethylierten CpG-Stellen. Die
ungereiften Oozyten weisen drei Imprintingmutationen auf. Dabei handelt es sich um vollstandig unmethylierte Allele
mit paternalem Keimbahn-Methylierungsmuster. Die gereiften Oozyten (IVM und in vivo) weisen alle lediglich
stochastische Methylierungsfehler (einzelne unmethylierte CpG-Stellen) auf. Die Anzahl der einzelnen CpG-Fehler ist
in der TCM-Gruppe signifikant hoher als in mSOF-Gruppe (p = 0,04), jedoch nicht bzw. noch nicht signifikant im
Vergleich zu den in vivo- (p = 0,34) und ungereiften Eizellen (p = 0,06).
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Tab. 3.3: Imprintingmutationen in den geprigten Genen IGF2/H19, SNRPN und PEG3 nach IVM boviner
Oozyten. Imprintingmutationen (mehr als 50 % abnormal methylierte CpGs) des paternal gepragten Lokus
IGF2/H19-ICR und der maternal gepragten Gene SNRPN und PEG3 in ungereiften, in vitro-gereiften (TCM und
mSOF) und in vivo-gereiften Oozyten. Die statistischen Gruppenvergleiche wurden mit dem Chi’- und Fisher’s
Test durchgefiihrt. Werte mit statistisch signifikanten Unterschieden sind fettgedruckt und tragen verschiedene
Indizes innerhalb derselben Spalte (p<0.05).

Gruppe IGF2/H19 SNRPN PEG3 Summe
Ungereift 93 56 54 203
Gesamtzahl der Allele e S & = ge
(abnormale Allele eingeschlossen) mSOF 104 54 57 215
in vivo 39 16 23 78
Ungereift 2 2 3 7
TCM 2 0 0 2
Anzahl der abnormalen Allele
mSOF 0 0 0 0
in vivo 1 1 0 2
Ungereift 2.15 3.57 5.56 3.45°
TCM 2.13 0 0 0.94
Anteil (%) b
mSOF 0 0 0 0
in vivo 2.56 6.25 0 2.56

Tab. 3.4: Vergleich der Anzahl der einzelnen CpG-Fehler zwischen den Versuchsgruppen (Genset 1). Die CpGs
der abnormalen Allele (Imprintingmutationen) wurden hier nicht gezahlt. Die statistischen Gruppenvergleiche
wurden mit dem Chi’- und Fisher’s Test durchgefiihrt. Werte mit statistisch signifikanten Unterschieden sind
fettgedruckt und tragen verschiedene Indizes innerhalb derselben Zeile (p<0.05).

Ungereift TCM mSOF in vivo
> CpGs 1820 1835 2080 760
1GF2/H19 # CpG-Fehl 13 22 19 6
(20 CpGs) ph-renter
Anteil (%) 0.71 1.20 0.91 0.79
5 CpGs 1620 1914 1619 450
SNRPN # CpG-Fehl 19 24 28 3
(30 CpGs) ph-renter
Anteil (%) 1.17 1.25 1.73 0.67
PEG3 > CpGs 918 990 1026 414
(18 CpGs, ohne # CpG-Fehler 13 27 14 7
SNP) ) a b
Anteil (%) 1.42 2.73 1.36 1.29
Gesamtzah aller 5 CpGs 4358 4739 4725 1624
G # CpG-Fehler 45 73 61 16
ene
Anteil (%) 1.03° 1.54° 1.29 0.99
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3.2.2. DNA-Methylierungsprofile ungepragter Gene in ungereiften und in vitro-gereiften

prapuberalen und adulten Rindereizellen

In dieser Arbeit wurde die Promotormethylierung der drei fiir das Follikelwachstum und die
Eizellreifung bedeutenden Gene SLC2A1, PRDX1 und ZAR1 in den verschiedenen
Oozytenstadien prapuberaler und adulter Tiere sowie der mégliche Einfluss der hormonellen
Behandlung der Spendertiere untersucht. Dazu wurden unreife Eizellen mittels OPU aus
unbehandelten und mit FSH und IGF1 stimulierten Kdlbern und Kihen gewonnen und
entweder direkt oder nach invitro-Reifung per Limiting-Dilution-Bisulfitsequenzierung
analysiert. Insgesamt wurden in der Kontrollgruppe unbehandelter Kihe (,Kuh“) 9 Pools zu
je 10 Oozyten (4 ungereift/5 IVM), 8 in ,,Kuh FSH” (4/4), 5 Pools in der Gruppe ,Kalb“ (1/4), 9
in ,Kalb FSH” (5/4), 7 Pools in der Gruppe ,Kalb FSH+IGF1“ (3/4) und 6 Pools in der Gruppe
,Kalb FSH+IGF K“ (3/3) analysiert. Im Durchschnitt wurden fiir die ungereiften Eizellen von
den 120 moglichen Allelen bzw. spezifischen DNA-Molekilen 12,9 Molekile pro
untersuchtem Pool und Gruppe erhalten sowie durchschnittlich 12,3 Molekile fiir die
in vitro-gereiften Eizellen (Tab. 3.5). Im Detail ergab die Limiting Dilution ungereifter Oozyten
gemittelt pro Pool 19,8 Allele in der Gruppe ,Kuh“, 12,5 in der Gruppe ,Kuh FSH”, 16 in
Gruppe ,Kalb“, 11 in Gruppe ,Kalb FSH” 11,3 in Gruppe ,Kalb FSH+IGF1“ und 8,0 in der
Gruppe ,Kalb FSH+IGF K“. Dagegen wurden aus den invitro-gereiften Eizellen
durchschnittlich 15,8 Allele pro Pool in der Gruppe ,Kuh”, 15,5 in der Gruppe , Kuh FSH*,
13,3 in Gruppe ,Kalb“, 5,8 in Gruppe ,Kalb FSH”, 10,3 in Gruppe ,Kalb FSH+IGF1“ und 12,7 in
der Gruppe ,Kalb FSH+IGF K“ gewonnen (Tab. 3.5). Das SLC2A1-Amplikon zur direkten
Bisulfitsequenzierung enthielt 14 CpG-Stellen, das von PRDX1 17 und das von ZAR1 18 CpGs.
Die im Promotorbereich lokalisierten CpG-Stellen der drei Gene SLC2A1, PRDX1 und ZAR1
sollten erwartungsgemal unmethyliert vorliegen, da sie zum Einen nicht gepragt sind und
bisher keine Regulation ihrer Expression durch Methylierung beschrieben wurde. Auch in
den in dieser Arbeit untersuchten prapuberalen und adulten Oozytenstadien konnte weder
in den ungereiften noch in den in vitro-gereiften Eizellen eine erhohte Methylierung oder gar
Hypermethylierung (>50%) im Sinne einer Epimutation nachgewiesen werden. Ahnlich
friherer Limting-Dilution-Experimente (El Hajj et al., 2011; Heinzmann et al., 2011) belief
sich die Rate sporadischer DNA-Methylierung einzelner CpG-Stellen auf geringe 0% bis 2.4%
innerhalb der einzelnen Gruppen und Gene (Tab.3.6). Dementsprechend lieferte der

Gruppenvergleich mit dem Chi’- und Fisher’s-Test keine signifikanten Unterschiede (p>0.05)
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zwischen den Oozytengruppen. Die ausfiihrlichen Ergebnisse der Methylierungsanalyse sind

in Form von Lollipop-Diagrammen in Abb. 3.9 bis Abb. 3.11 dargestellt.

Tab. 3.5: Ubersicht iiber die Anzahl der durch Limiting Dilution erhaltenen Allele (Genset 2). Es wurden keine
Imprintingmutationen (Allele mit einer prozentualen Methylierung >50% aller CpGs) nachgewiesen.
Gesamtzahl der
SLC2A1 PRDX1 ZAR1 Allele pro
Gruppe
: 5 5 . 3
o o ]
el o g @ g @ g 2 S
Gruppe = S ] > o > o > = o
g & = ] = ] < ] < 2
é = = = W <
< < < W
Kuh 4 33 8,25 18 4,5 28 7 79 19,75
Kuh FSH 4 20 5 10 2,5 20 5 50 12,5
£ | Kalb 1 6 6 7 7 3 3 16 16
Q
g | Kalb FSH 5 26 5,2 16 3,2 13 2,6 55 11
c
S | Kalb FSH+IGF1 3 18 6 5 1,67 11 3,67 34 11,33
Kalb FSH+IGF K 3 12 4 1 0,33 11 3,67 24 8
@ ungereift 3,33 19,17 5,76 9,5 2,85 14,33 4,30 43 12,9
Kuh 5 33 6,6 18 3,6 28 5,6 79 15,8
Kuh FSH 4 28 7 10 2,5 24 6 62 15,5
& Kalb 4 18 4,5 10 2,5 25 6,25 53 13,25
€ | Kalb FsH 4 7 1,75 5 1,25 11 2,75 23 5,75
bo
Kalb FSH+IGF1 4 17 4,25 6 1,5 18 4,5 41 10,25
Kalb FSH+IGF K 3 13 4,33 10 3,33 15 5 38 12,67
@ gereift 4 19,33 4,83 9,83 2,46 20,17 5,04 49,33 12,33
@ alle 3,67 19,25 5,25 9,67 2,64 17,25 4,70 46,17 12,59
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Tab. 3.6: Vergleich der Anzahl der einzelnen CpG-Fehler zwischen den sechs Versuchsgruppen (Genset 2).

SLC2A1 PRDX1 ZAR1 Summe
Gruppe
ungereift | gereift | ungereift | gereift | ungereift | gereift |ungereift| gereift
Kuh 1,1% 1,9% 0% 0% 1,2% 1,0% 0,9% 1,1%
(5/462) | (9/462) | (0/306) | (0/306) | (6/504) | (5/504) | (1/1272) | (14/1272)
Kuh FSH 1,4% 1,5% 0,6% 0% 1,4% 1,2% 1,2% 1,1%
(4/280) | (6/392) | (1/170) | (0/170) | (5/360) | (5/432) | (0/810) | (11/994)
O\O
én Kalb 1,2% 2% 0% 1,8% 0% 0,9% 0,4% 1,3%
3 (1/84) (4/252) | (0/119) | (3/170) (0/54) (4/450) | (1/257) | (11/872)
()
;>' Kalb ESH 0,5% 2% 0,7% 1,2% 0% 1,0% 0,5% 1,3%
g (2/364) (2/98) (2/272) (1/85) (0/234) | (2/198) | (4/870) | (5/381)
() 0, 0, 0, () 0, (v) 0,
Kalb ESH+IGF1 2,4% 1,7% 0% 2,0% 0% 0,6% 1,1% 1,2%
(6/252) | (4/238) (0/85) (2/102) | (0/198) | (2/324) | (6/535) | (8/664)
() 0, () () 0, 0, () ()
Kalb ESH+IGE K 0,6% 0,5% 0% 0% 1,5% 0,4% 1,0% 0,3%
(1/168) | (1/182) (0/17) (0/170) | (3/198) | (1/270) | (4/383) | (2/622)

In Klammern: Anzahl methylierter CpG-Stellen/Gesamtzahl aller pro Gruppe analysierten CpG-Stellen.
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Abb. 3.9: Lollipop-Diagramm der Methylierungsmuster des SLC2A1-Promotors. Bis auf einzelne methylierte
CpG-Positionen liegt die Promotor-CpG-Insel bei allen Gruppen unmethyliert vor und ist damit unabhangig

vom Oozytenalter oder der hormonellen Behandlung.
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PRDX1
Gruppe ungereift IVM

Kuh

Kuh FSH

Kalb

Kalb FSH

Kalb
FSH + IGF1

Kalb
FSH + IGF K

Abb. 3.10: Lollipop-Diagramm der Methylierungsmuster des PRDX1-Promotors. Bis auf einzelne methylierte
CpG-Positionen liegt die Promotor-CpG-Insel bei allen Gruppen unmethyliert vor und ist damit unabhangig
vom Oozytenalter oder der hormonellen Behandlung.
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ZAR1

Gruppe ungereift

Kuh

Kuh FSH

Kalb

Kalb FSH

Kalb
FSH + IGF1

Kalb
FSH + IGF K

Abb. 3.11: Lollipop-Diagramm der Methylierungsmuster des ZAR1-Promotors. Bis auf einzelne methylierte
CpG-Positionen liegt die Promotor-CpG-Insel bei allen Gruppen unmethyliert vor und ist damit unabhangig vom

Oozytenalter oder der hormonellen Behandlung.
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4. DISKUSSION

In den vergangenen Jahren wurde in vielen, teilweise sehr alarmierenden Studien ein
moglicher Zusammenhang von Techniken zur assistierten Reproduktion von Saugern mit
epigenetischen Aberrationen und den damit einhergehenden Auswirkungen auf die fetale,
plazentale und adulte Entwicklung sowie auf das Risiko flir Imprintingerkrankungen
untersucht. Die epidemiologischen Studien und Fallberichte am Menschen sowie
Experimente an Tiermodellen lieferten Hinweise auf eine mogliche Beeintrachtigung der
Expression von entwicklungsrelevanten Genen sowie der Etablierung und dem Erhalt von
Imprintingmustern in der Gametogenese und der friihen Embryonalentwicklung (Niemann et
al., 2002; Hansen et al., 2005; Horsthemke und Ludwig, 2005). Bei Wiederkduern wurden die
ARTs mit fetalem und plazentalem GrofRwuchs und folglich mit vermehrten Abgangen und
erhohter Perinatalsterblichkeit in Verbindung gebracht (Farin et al., 2006). Die aberrante
Expression und Methylierung des paternal gepragten IGF2R-Gens wurde in einem Schaf mit
dem Large-Offspring-Syndrom (LOS) beobachtet, welches viele Parallelen mit dem humanen
GroRBwuchssyndrom BWS aufweist (Young et al., 2001). Viele weitere Studien am Rind lassen
vermuten, dass die IVP von Embryonen sowie das somatische Klonen (engl. somatic cell
nuclear transfer; SCNT) einen nicht zu unterschatzenden Einfluss auf die globalen, aber auch
genspezifischen Methylierungs- und Genexpressionsmuster von bovinen Embryonen haben
(Cezar et al., 2003; Kues et al., 2008; McHughes et al., 2009; Smith et al., 2009; Niemann et
al., 2010).

Beim Menschen wurde eine 3-6fache Inzidenzerh6hung durch ARTs fur das
GroRBwuchssyndrom BWS (DeBaun et al., 2003; Gicquel et al., 2003; Maher et al., 2003 Hiura
et al., 2012) sowie fiir das AS (Cox et al., 2002; Orstavik et al., 2003) berichtet. Auch kdnnte
ein Zusammenhang des SRS mit assistierter Reproduktion bestehen (Azzi et al., 2010; Hiura
et al., 2012). Die Ursache des AS und BWS scheint meist die abnormale Methylierung
maternal gepragter Loci im Sinne einer Hypomethylierung des miitterlichen Allels zu sein
(Horsthemke und Ludwig, 2005). Diese Beobachtungen lassen eine Fehlregulation der
Imprintetablierung oder Aufrechterhaltung in den Oozyten als Ursache vermuten. Jedoch
bleiben all diese statistikbasierten epidemiologischen Studien und Fallberichte am Menschen
den kausalen Zusammenhang zwischen der beobachteten erhéhten Rate von
Imprintingerkrankungen und den ARTs, insbesondere einer bestimmten ART, schuldig

(Vermeiden und Bernardus, 2013). Da Studien an humanen Eizellen und Embryonen
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aufgrund der ethischen Unvertretbarkeit und des rechtlichen Verbots schwierig sind, wird
die Frage nach Kausalitdt auch in Zukunft schwer zu beantworten sein (Vermeiden und
Bernardus, 2013). Aus diesen Grinden bedarf es valider Tiermodelle, um die mogliche
Einflussnahme der ARTs auf die Entstehung von epigenetisch bedingten Geburtsfehlern und
Krankheiten zu belegen oder zu widerlegen. Obwohl in vitro-MaRnahmen einen erheblichen
Einfluss auf die fetale Entwicklung, DNA-Methylierung und Genexpression von Mausen
nehmen (Khosla et al., 2001b; Shi und Haaf, 2002), so gibt es zwischen Nagern und
Menschen dennoch groRe Unterschiede in der Gametogenese und der embryonalen
Entwicklung, die keine generelle Extrapolation der Studienergebnisse von der Maus auf den
Menschen erlauben. Die immanenten Ahnlichkeiten zwischen der bovinen und der humanen
Entwicklung gestatten hingegen einen plausiblen Riickschluss auf die Begebenheiten und
Risiken des Menschen. Die Keimzell- und Embryonalentwicklung im Rind erfreut sich daher
zunehmender Akzeptanz als Model fir das Studium humaner Reproduktion (Niemann und
Wrenzycki, 2000; Menezo und Herubel, 2002; Wrenzycki et al., 2005).

Die essentielle Rolle oozytenspezifischer gepragter und ungepragter Gene fiir die fetale
Entwicklung macht sie zu wichtigen Ansatzpunkten beim Studium ART-assoziierter
Entwicklungsstérungen und medizinischer Auffalligkeiten. In der vorliegenden Arbeit wurden
daher der Einfluss und die Auswirkungen der in vitro-Maturation (IVM) auf die
Methylierungsmuster von gepragten als auch ungepragten Genen untersucht, welche eine
wichtige Rolle bei der Oogenese, Befurchtung und Entwicklung des friihen Embryos spielen.
Im Vergleich zu anderen ARTs wie beispielsweise der IVF weist die IVM noch eine geringe
Erfolgsrate auf. Zundachst wurden die zur Analyse ausgewahlten gepragten Bereiche im
Rindergenom identifiziert und deren Methylierungsstatus in verschiedenen Zellen und
Geweben charakterisiert. Mit Hilfe der Limiting-Dilution-Methode konnte anschlieBend der
Einfluss unterschiedlicher Medien sowie der hormonellen Wachstumsstimulation juveniler
(prapuberaler) und adulter Follikel mit anschlieBender IVM auf die Methylierung und

Entwicklungsrate der Eizellen ermittelt werden.
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4.1. Identifizierung und Charakterisierung der bovinen, intergenischen IGF2/H19-

Imprintingkontrollregion

Die intergenische IGF2/H19-ICR gehort zu den am besten untersuchten geprdgten DNA-
Regionen bei Mensch und Maus. Eine aberrante Methylierung der humanen IGF2/H19-ICR
wurde mit den Imprintingerkrankungen Silver-Russell- und Beckwith-Wiedemann-Syndrom
assoziiert, welche durch fetale Wachstumsretardierung (SRS) bzw. somatischen
GroRenwuchs (BWS) gekennzeichnet sind (Cooper et al., 2005; Gicquel et al., 2005). Eine
Hypermethylierung der paternal gepragten ICR1 von /IGF2 und H19 verursacht zwischen 2%
und 10% aller sporadischen BWS-Fille sowie tGber 38% aller SRS-Erkrankungen (Brown et al.,
1996; Eggermann, 2009; Weksberg et al., 2010). Zu Beginn dieser Arbeit lagen noch keine
Informationen beziglich der Existenz der IGF2/H19-ICR in Form einer DMR und ihrer
genauen genomischen Lokalisation beim Rind vor. Alle Studien des IGF2/H19-Genclusters am
Rindermodell beschrankten sich auf die Expression der Gene IGF2 und H19 oder deren
Promotormethylierung. Lediglich Curchoe et al. (2009) charakterisierten etwa zeitgleich drei
Bereiche einer jeweiligen Lange von 200 bis 400 bp innerhalb CpG-reicher Regionen
upstream des H19-Gens. Nur eine der drei in dieser Studie analysierten DNA-Bereiche (,R1“)
zeigte differenzielle Methylierung und konnte somit als DMR und potentielle ICR identifiziert
werden. Ein Vergleich der beschriebenen Region mit der in dieser Arbeit identifitzierten ICR
konnte jedoch nicht gezogen werden, da die Angaben zu Primern und CTCF-Bindestellen

aufgrund unzureichender Angaben nicht nachvollzogen werden konnten.

4.1.1. Lokalisation und Konservierung der bovinen IGF2/H19-ICR

Die zur Identifizierung durchgefiihrte BLAST-Suche ergab eine Lokalisierung der potentiellen
bovinen IGF2/H19-ICR in einem ca. 3 kb groBen Bereich, welcher wiederum etwa 3 kb
upstream der H19-Transkriptionsstartstelle (TSS) beginnt. Die evolutiondre Konservierung
dieser intergenischen Sequenz zwischen Maus, Mensch und Rind betrug durchschnittlich
lediglich ~50%, wahrend die Konservierung von Gensequenzen meist weit Gber 80% liegt.
Dennoch konnten drei kurze Abschnitte identifiziert werden, welche eine fiir nicht
codierende Bereiche verhaltnismalRig starke Konservierung aufwiesen. Die Existenz einer
elternspezifisch differenziell methylierten CpG-Insel innerhalb der ca. 6 kb upstream
gelegenen konservierten Region deutet darauf hin, dass das klonierte Amplikon (-6,1 kb bis
-5,7 kb upstream der H19-TSS) Teil der bovinen intergenischen IGF2/H19-ICR ist. Zudem
enthielt die CpG-Insel eine CTCF-Bindestelle (CTCF1), welche der humanen CTCF-
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Bindestelle 6 ortholog ist (Frevel et al., 1999a; Takai et al., 2001). lhre interspezifisch starke
Konservierung innerhalb eines nicht codierenden DNA-Bereichs konnte bereits in einem
friiheren Vergleich von Mensch, Maus und Ratte festgestellt werden (Bell und Felsenfeld,
2000), welche fiir ihre Bedeutung als wichtiges regulatorisches Element spricht. Im
angrenzenden Segment (-5.7 kb bis -3 kb) konnten weitere sechs CTCF-Bindestellen und
kirzere konservierte CpG-Inseln identifiziert werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse ist anzunehmen, dass sich die bovine IGF2/H19-ICR Uber eine
mindestens 3,1 kb lange Region zwischen -6,1 kb bis -3 kb upstream der H19-TSS erstreckt.
Die Lange der potentiellen bovinen ICR dhnelt mit 3,1 kb der humanen IGF2/H19-1C1, welche
3,3 kb misst und von -5,3 kb bis -2kb reicht (Frevel et al., 1999b). Dagegen ist die IGF2/H19-
DMD der Maus (-4 kb bis -2 kb) mit ca. 2 kb deutlich kiirzer (Tremblay et al., 1997).
Weiterhin findet sich auch unter Berlicksichtigung der verschiedenen Langen der IGF2/H19-
ICRs eine starkere Konservierung der Gesamtsequenz zwischen Mensch und Rind (54%) als
zwischen Mensch und Maus (51%) bzw. Rind und Maus (50%). Die gefundenen Ahnlichkeiten
beziiglich Sequenz und Organisation der IGF2/H19-ICR zwischen Rind und Mensch weisen

auf eine starke Konservierung der Kontrolle und Funktion der gepragten DMRs hin.

4.1.2. Differenzielle Methylierung der bovinen IGF2/H19-ICR

Der gepragte Zustand der insilico identifizierten bovinen IGF2/H19-ICR wurde anhand
differenzieller Methylierung in verschiedenen bovinen Geweben und Zellen mittels
Pyrosequenzierung und klassischer Bisulfitsequenzierung nach Klonierung bestatigt. Die drei
Uber 3 kb verteilten CTCF-Bindestellen (CTCF 1, CTCF 4 und CTCF 7) zeigten mittels Pyro-
sequenzierung eine 50%ige Methylierung, was auf einen gepragten Status der gesamten
Region hinweist. Es ist jedoch nicht auszuschlielen, dass manche der nicht untersuchten
CpG-Inseln bzw. die Gbrigen vier CTCF-Bindestellen eine von 50% abweichende Methylierung
aufweisen konnen, da die ICR nicht zwingend durchgehend differenziell methyliert vorliegen
muss. So koénnten die von Curchoe et al. (2009) beschriebenen ungeprédgten Bereiche
upstream von H19 in der Nachbarschaft der hier definierten gepragten Sequenzen lokalisiert
und dennoch nicht differenziell methyliert sein.

Die klassische Bisulfitsequenzierung der klonierten CpG-Insel (CTCF 1) bestatigte weiterhin
den DMR-Status der untersuchten intergenischen Region von IGF2/H19 anhand einzelner
DNA-Molekiile. Die paternal gepragte ICR zeigte entsprechend in Rinderspermien eine

deutliche Hypermethylierung aller Allele, wéhrend der parthenogenetische Embryo nur
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unmethylierte Molekiile aufwies. Obgleich die Plazenta neben jeweils 3 vollstandig
methylierten und unmethylierten DNA-Molekilen auch 6 Allele mit intermedidrer
Methylierung zeigte, lag ihre durchschnittliche Methylierung insgesamt bei 46%. Das
Vorkommen intermediar methylierter Allele deutet auf eine unzureichende Aufrecht-
erhaltung der DNA-Methylierung in der Plazenta hin. Dies kdnnte darin begriindet sein, dass
die Pragung in der Plazenta eher von Histonmodifikationen als von DNA-Methylierung
aufrechterhalten wird (Lewis et al., 2004). Auflerdem konnte der direkte Kontakt der
Plazenta mit Umwelteinfliissen die Anfalligkeit der Plazenta fiir Veranderungen der DNA-
Methylierung erhéhen (Fortier et al., 2008).

Wadhrend die anderen viszeralen Gewebe eine 50%ige Methylierung aufwiesen, zeigten in
der Leber etwa 60% der DNA-Molekile (28/46) ein paternales (methyliertes) Methylierungs-
muster. Abweichungen von der bei gepragten Genen erwarteten 50%igen Methylierung
wurden schon in frilheren Studien beobachtet (Curchoe et al., 2009, Lucifero et al., 2006;
Long und Cai, 2007) und sind auf technisch bedingte Variationen der Sensitivitdt der
klassischen Bisulfitsequenzierung zuriickzufiihren. So wurde bereits friiher beobachtet, dass
es in einem Gemisch aus unmethylierter und methylierter DNA zu einer sequenzspezifischen,
praferenziellen Amplifikation entweder der methylierten oder der unmethylierten Molekiile
kommen kann (Warnecke et al., 1997; Warnecke et al., 1998).

Insgesamt zeigte die erstmals detailliert beim Rind charakterisierte ICR von IGF2/H19 ein
durchgehend differenzielles Methylierungsprofil, sowohl quantitativ mittels Pyro-
sequenzierung als auch absolut mittels klassischer Bilsufitsequenzierung. Zusatzlich konnte
die bereits in friheren Studien beim Rind berichtete differenzielle Methylierung der
gepragten Gene SNRPN und PEG3 (Lucifero et al., 2006; Liu et al., 2008) fiir die in dieser
Arbeit untersuchten Bereiche mittels Pyrosequenzierung bestatigt werden und sie fir die
erstmalige Untersuchung der Auswirkungen verschiedener IVM-Bedingungen auf

Rindereizellen qualifizieren.
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4.2. Einfluss der IVM auf die DNA-Methylierung gepragter Gene

In vitro-Maturation von Eizellen gehort bereits zu den Standardmethoden der kiinstlichen
Reproduktion von Rindern. Dennoch entwickeln sich nur ca. 30% der bovinen IVM-Oozyten
nach Befruchtung bis ins Blastozystenstadium (Wrenzycki et al., 2007), wahrend es bei IVF
nach in vivo-Reifung 60% sind (Rizos et al., 2002). Diese Problematik gibt Hinweise auf einen
starken Einfluss der Maturationsbedingungen, insbesondere der IVM-Medienzusammen-
setzung und dessen Zusdtze auf die Entwicklungsfahigkeit von Oozyten. Die IVM humaner
Eizellen ist daher aufgrund der niedrigen Effektivitdt im Vergleich zur hormonellen
Behandlung mit IVF noch kein Standardverfahren (Suikkari und Soderstrom-Anttila, 2007;
Hashimoto, 2009), obgleich sie schon mancherorts bei bestimmten Patientengruppen wie
Frauen mit PCOS angewendet wird (Diedrich et al., 2013).

Gepréagte Gene spielen eine elementare Rolle bei der fetalen und plazentalen Entwicklung.
Aufgrund ihrer monoallelischen Expression und ihrer komplexen epigenetischen Regulation
sind sie besonders anfallig fir epigenetische Verdanderungen (Dolinoy et al., 2007). Wahrend
Methylierungsmuster gepragter Gene extensiv in bovinen Prdimplantationsembryonen
untersucht worden sind, fehlt es noch weitgehend an Studien zu einem moglichen Einfluss
der Reifungsbedingungen auf die Methylierung gepragter Gene in reifenden Eizellen. Die
DNA-Methylierung wird wahrend der Bildung der primordialen Keimzellen (PGDs) im friihen
Embryo global geléscht, um die somatischen Muster der embryonalen Zellen, aus welchen
die PGDs hervorgehen, zu beseitigen und damit einen dquivalenten epigenetischen Zustand
von paternaler und maternaler Keimzelllinie herzustellen (Reik et al., 2001; Haaf, 2006;
Smallwood et al., 2011). Studien mit verschiedenen Mausestimmen hatten gezeigt, dass die
maternalen Imprints erst postnatal in den spaten Stadien der Follikulogenese etabliert
werden. Die De novo-Methylierung von Snrpn, Peg3 sowie Mest und Igf2r ist in frihen
Praantralfollikeln noch nicht vollstdandig vorhanden, sondern erfolgt in einer genspezifischen,
asynchronen Abfolge wahrend dem Oozytenwachstum im Primordialfollikel- bis zum
Antralfollikelstadium (Lucifero et al., 2004b; Hiura et al., 2006; Anckaert et al., 2009a). Wie
bei der Maus findet die Etablierung der DNA-Methylierung auch in Rinderoozyten asynchron
an verschiedenen Stellen im Genom und in Abhdngigkeit von der Oozytengrofle statt
(O'Doherty et al., 2012). Aufgrund der sukkzessiven De novo-Methylierung in Eizellen kénnte
die IVM insbesondere diejenigen gepragten Gene beeintrachtigen, deren Pragung erst spat
in der Follikulogense stattfindet wie beispielsweise im Falle des Impact-Gens bei Mausen

(Obata und Kono, 2002).
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In der vorliegenden Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit dem Friedrich-Loffler-Institut (FLI)
fir Nutztiergenetik (Mariensee) erstmals der Einfluss zweier unterschiedlicher Maturations-
systeme (TCM und mSOF), welche routinemaRig fiir die IVP von Rindern verwendet werden,
auf die Methylierungsmuster der im Rahmen dieser Arbeit identifizierten und charakteri-
sierten Keimzell-DMRs (gDMRs) der gepragten Gene PEG3, SNRPN und IGF2/H19 in
Rindereizellen untersucht (Heinzmann et al., 2011). Friihere Studien hatten gezeigt, dass die
Methylierungsmuster dieser Gene in Embryonen durch in vitro-Verfahren (IVP oder SCNT)

beeinflusst werden kénnen (Curchoe et al., 2009; Suzuki et al., 2009; Niemann et al., 2010).

4.2.1. Vergleich in vitro- und in vivo-gereifte Oozyten

Der Vergleich in vivo- und in vitro-gereifter Oozyten lieferte keine signifikant erhéhten Raten
von Imprintingmutationen im Sinne einer Hypomethylierung der maternal gepragten Loci
SNRPN und PEG3 oder einer Hypermethylierung der paternal gepragten intergenischen DMR
IGF2/H19 von jeweils mehr als 50% aller untersuchten CpGs. Entgegen der Erwartungen
wiesen jedoch unreife Oozyten signifikant mehr aberrant methylierte Allele auf als mSOF-
gereifte Eizellen (p = 0,02). Mogliche Erklarungen sind eine unvollstandige Demethylierung
wahrend der Loschung der Imprints in den PGDs (IGF2/H19) sowie eine unvollstandige oder
falsche Imprint-Etablierung wahrend der Oozytenentwicklung (SNRPN, PEG3). Es ist daher
anzunehmen, dass die aberranten Imprints ein Kennzeichen von Unreife oder von Oozyten
mit verminderter Qualitat sind, die wiederum aus Follikeln verminderter Qualitdt stammen,
welche wohl nicht auf den physiologischen Ovulationsstimulus reagiert hatten (Heinzmann
et al., 2011). Dies ist in Ubereinstimmung mit der Annahme, dass die ovarielle Stimulation
moglicherweise Oozyten rekrutiert, welche epigenetische Defekte aufweisen oder nicht zur
korrekten Imprintetablierung fahig sind (Ludwig et al., 2005; Khoueiry et al., 2008). Die Rate
der Imprintingmutationen war jedoch in den ungereiften Eizellen nur im Vergleich zu den
mSOF-gereiften, nicht aber zu den TCM- und in vivo-gereiften Oozyten signifikant erhoht.

Obwohl die Methylierungsmuster der in dieser Arbeit untersuchten gepragten und
ungepragten Gene keine Evidenz fir eine Beeintrachtigung der Epigenetik durch die IVM-
Kulturbedingungen lieferten, zeigten dennoch die am FLI in Mariensee durchgefiihrten
MRNA-Expressionsanalysen einige Unterschiede zwischen den in vitro- und in vivo-gereiften
Versuchsgruppen. Im Verlauf der Eizellreifung kommt es zu einer generellen Reduktion von
verfiigbaren Poly(A)"-mRNAs, welche die infolge des Transkriptionsstopps auftretende

Degradation und Speicherung der Transkripte als deadenylierte Form wiederspiegelt. Diese
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werden bis zu ihrer Reaktivierung im Verlauf der Maturation, Fertilisation oder frihen
Embryogenese im Zytoplasma gelagert (Niemann und Wrenzycki, 2000; Eichenlaub-Ritter
und Peschke, 2002; Thelie et al., 2007; Katz-Jaffe et al., 2009). Die gepragten Gene H19,
PEG3 und IGF2R wiesen in den in vitro-gereiften Eizellen eine signifikante Hochregulation der
Transkriptmenge im Vergleich zu den in vivo-gereiften Oozyten auf. Dieser Trend war zwar
auch bei SNRPN erkennbar, wobei der Unterschied jedoch keine Signifikanz erreichte (Abb.
4.1; Heinzmann et al., 2011). Ahnlich verhielt es sich mit den Transkriptmengen der De novo-
Methyltransferasen DNMT3A- und DNMT3B, welche bei den beiden IVM-gereiften
Eizellgruppen im Vergleich zu den invivo-gereiften Oozyten ebenfalls signifikant
hochreguliert und auf einem &dhnlich hohen Niveau wie die ungereiften Oozyten blieben
(Heinzmann et al., 2011). Dies ist in Ubereinstimmung mit Ergebnissen einer Studie, welche
die Transkriptome boviner MII-Oozyten nach IVM und in vivo-Maturation per Array-Analyse
und quantitativer Realtime-PCR verglichen. Die Studie ermittelte signifikante Unterschiede
der mRNA-Mengen einiger Gene, darunter die gepragten Gene IGF2R, PEG3 und SNRPN
zwischen IVM- und in vivo-gereiften Eizellen (Katz-Jaffe et al., 2009). Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass die Reife nach IVM noch nicht vollstandig erreicht ist, da die
Expressionsmuster der geprdagten Gene noch sehr denen unreifer Eizellen ahneln. Die in vitro
beschleunigte Maturation kdnnte moglicherweise zu einer unvollstandigen Speicherung und
Degradation der Poly(A)*-mRNAs und damit zu einer verzdgerten zytoplasmatischen Reife
mit erhohten mRNA-Leveln fiuhren (vgl. Kap.4.4.). Das erhohte Expressionsniveau der
Methyltransferasen in IVM-Eizellen koénnte wiederum die Etablierung aberranter
Methylierungsmuster in IVP- und SCNT-Embryonen begtinstigen (Niemann et al., 2010).

Die Transkriptmengen von GDF9, SLC2A8 und PRDX1 waren hingegen in den IVM-Oozyten im
Vergleich zu den in vivo-gereiften Eizellen nur leicht erhéht (Heinzmann et al., 2011). Eine
erhéhte GDF9-Transkriptmenge wird mit einer schlechten Entwicklungskompetenz reifer
Rindereizellen assoziiert: Lonergan et al. zeigten eine positive Korrelation der in vitro-
Expositionsdauer mit dem GDF9-mRNA-Level und der Minderung der Entwicklungsfahigkeit
zum Blastozystenstadium (Lonergan et al., 1994; Lonergan et al., 2003). Da der von der
Rindereizelle und den Granulosazellen ab dem Primarfollikelstadium exprimierte
Wachstumsfaktor eine globale Rolle bei der Follikulogenese spielt (Thelie et al., 2007),
kénnten die gernerell in IVM-Oozyten erhéhten Poly(A)*-mRNA-Level ein Ungleichgewicht
der Wachstumsfaktoren und damit eine herabgesetzte Entwicklungsfahigkeit zum

Blastozystenstadium wiederspiegeln (Lonergan et al., 2003).

119



DISKUSSION

= 5 Abb. 4.1: Relative Poly(A)’-mRNA-Gehalte von
-§ 4 11 entwicklungsrelevanten Genen in bovinen
3 " 72a Eizellen. Die Daten basieren auf Einzelzell-
2
°E= praparationen von 8-15 Oozyten pro Gruppe:
b . . .
g . Ungereifte (gestreifter Balken), mSOF-Medium
’_g 1 gereifte (schwarz), TCM-gereifte (vertikale
€ p i Linien) und invivo-gereifte Eizellen (weiB).
PEGS aEaR Dargestellt wird die relative Expression im
T 6 Verhaltnis zum durchschnittlichen mRNA-Wert
[T}
Q 5 in invivo-gereiften Eizellen. Balken mit
< 4 . . .
Z 3 verschiedenen Indizes (a,b,c) weisen
g 5 signifikante  Unterschiede zueinander auf
'% A (p<0,05). Zwischen den beiden IVM-Medien
£ g TCM und mSOF wurden keine signifikanten
DNMTIa DNMT1b DNMT3a DNMT3b Unterschiede ermittelt. Die Abblldung wurde
aus Heinzmann et al. (2011) entnommen und
S 15 modifiziert.
g
2 10 -
o
13
g 51
&
g 0

GDF9

Da trotz der insgesamt erhéhten mRNA-Menge in IVM-Oozyten in keinem der drei
untersuchten gepragten Gene eine erhohte Rate von Imprintingmutationen ermittelt
werden konnte, implizieren die vorliegenden Ergebnisse, dass die Stilllegung der
Transkription in reifenden Antralfollikeln durch andere epigenetische Mechanismen als die
DNA-Methylierung gesteuert wird (Katz-Jaffe et al., 2009; Heinzmann et al., 2011). Dies ist
insofern plausibel, da die DNA-Methylierung obwohl reversibel dennoch eine generell stabile
Modifikation darstellt. In Anbetracht der hohen Dynamik der Transkriptionsprozesse im
Laufe der Oozytenentstehung und Maturation verlangt es nach anderen Mechanismen, die
eine schnelle Anderung des Expressionsstatus erlauben. Denkbar wire die Repression durch
Transkriptionsfaktoren oder durch Anderungen des Chromatinstatus, etwa durch
reprimierende Histonmodifikationen wie Histonacetylierung oder Dimethylierung des Lysin-
4-Restes des Histons 3 (H3K4; Fournier et al., 2002). So konnte gezeigt werden, dass in MI-
und MIl-Oozyten im Laufe der Maturation eine Abnahme der Histon-4-Acetylierung am
Lysinrest 12 (H4K12ac) stattfindet, welche Chromatin mit aktiver Expression kennzeichnet
und sonst nur im Germinalen Vesikel bis zum germinalen Vesikel-Breakdown (GVBD)
vorkommt (Racedo et al., 2009). Auch konnte DNA-Methylierung innerhalb eines Gens, der

sogenannten ,,Gene-body-methylation”, Einfluss auf die Expression nehmen. Beispielsweise
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wird im Falle des humanen SHANK3-Lokus die gewebe- und zelltypspezifische Expression
intragener, alternativer Transkripte durch DNA-Methylierung reguliert (Maunakea et al.,
2010). Die groBe Studie von Maunakea et al. hatte gezeigt, dass sich der GroRteil
methylierter CpG-Inseln in intragenen oder intergenen chromosomalen Bereichen befindet,
wahrend nur weniger als 3% der CpG-Inseln in 5°-Promotoren methyliert vorliegen.
Weiterhin kénnte wiederum die Etablierung der Gene-body-Methylierung durch RNA-
Interfernez (RNAi) mit nicht-kodierenden RNAs (ncRNAs) ausgelést werden, welche eine
Rolle bei der Bildung von Heterochromatin spielen (Flanagan und Wild, 2007). Inaktive Gene
konnen auch unmethyliert in einer aktiven (offenen) Chromatinstruktur vorkommen: die
Anreicherung von H3K4-Methylierung in diesen inaktiven Genpromotoren mit vorwiegend
hoher CpG-Dichte scheint eine Methylierung zu verhindern. Dies rdumt der
Chromatinstruktur eine weitere funktionelle Rolle bei der Genregulation ein (Weber et al.,

2007).

4.2.2. Einfluss der IVM-Medien mSOF und TCM auf bovine Oozyten

Die bei der normalerweise unter Atmosphdrendruck stattfindenden IVM im TCM
unphysiologisch hohe Sauerstoffkonzentration von 20% steht unter dem Verdacht, eine
Anreicherung von DNA-fragmentierenden Radikalen und Peroxiden in der reifen Eizelle zu
begiinstigen (Kruip et al., 2000). Um die Auswirkungen einer reduzierten Sauerstoff-
konzentration zu testen, fand die Maturation im mSOF-Medium bei einer verminderten O,-
Konzentration von 5% statt. Hingegen erfolgte die herkdmmliche Reifung im TCM-Medium in
Luftatmosphare.

Der Vergleich der beiden Medien und Sauerstoffbedingungen lieferte keine Unterschiede in
der DNA-Methylierung der drei gepragten gDMRs (Heinzmann et al., 2011). Die insgesamt
niedrige Rate der Methylierungsfehler an einzelnen CpG-Stellen sowie ganzer Allele l3asst auf
eine generelle Stabilitdt der DNA-Methylierung schlieRen. Es wurde lediglich in TCM-
gereiften Oozyten eine leicht erhdhte Gesamtrate einzelner CpG-Fehler im Vergleich zu
ungereiften Eizellen beobachtet. Das Gen PEG3 wies dabei relativ viele CpG-Fehler in TCM-
gereiften Oozyten auf, deren Haufung jedoch nur gegeniiber den mSOF-gereiften Eizellen
das Signifikanzniveau erreichte. Die Ergebnisse geben moglicherweise Hinweise darauf, dass
das TCM-Medium bei einigen Genen zu einer geringfligig erhéhten Rate von stochastischen
Methylierungsfehlern einzelner CpGs flihren und daher im Vergleich zum mSOF-Medium

suboptimal sein konnte. Es ist allerdings nicht anzunehmen, dass Methylierungsfehler
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einzelner CpG-Stellen die Genexpression verdandern kénnen. Obwohl die Methylierung einer
CpG-Position in Einzelfdllen die Genregulation beeintrachtigen kann, beispielsweise wenn
dadurch eine Transkriptionsfaktorbindestelle blockiert wird (Griswold und Kim, 2001), bedarf
es in der Regel einer hohen Dichte methylierter CpGs im Promotor eines Gens, um dieses
abzuschalten. Entsprechend zeigten Weber et al. (2007), dass eine geringe Methylierung von
ca. 4-7% aller CpGs in einem Promotor mit hoher CpG-Dichte nicht mit dessen Aktivitat
interferiert.

Die vereinzelten CpG-Fehler konnten aufgrund der langen Verweildauer der Oozyte im
Diktyotan durch zuféllige De novo-Methylierung entstehen. Entsprechend einer
Simulationsstudie zur genomischen Verteilung und Dynamik der DNA-Methylierung wird der
DNMT1-Methyltransferase in somatischen Zellen eine geringe Fahigkeit zur de novo-
Methylierung zugeschrieben, welche in hypomethylierten und damit metastabilen Bereichen
im Laufe der Zellteilungen einzelne CpG-Stellen methyliert (Sontag et al., 2006). So kdnnte
die somatische DNMT1-Methyltransferase auch in QOozyten stochastische CpG-Fehler
einfihren, da sie bei Mausen erst kirzlich in geringen Mengen im Oozytenkern
nachgewiesen wurde (Cirio et al., 2008; Kurihara et al., 2008). Analog konnte die
oozytenspezifische Isoform DNMT1lo, welche zwar vorwiegend im Zytoplasma fir den
spateren Einsatz bei der Aufrechterhaltung der Imprints im sich teilenden
Praimplantationsembryo gespeichert wird (Cardoso und Leonhardt, 1999; Howell et al.,
2001), in geringen Mengen auch im Zellkern agieren. SchlieBlich konnten die einzelnen CpG-
Fehler ebenso technische Artefakte reprasentieren, welche auf eine unvollstandige Bisulfit-
konvertierung zurtickzufihren sind.

Wie die Methylierungsanalysen zeigten auch die am FLI in Mariensee durchgefihrten
Expressionsanalysen keine nennenswerten Unterschiede der mRNA-Mengen dieser drei
gepragten Gene H19, SNRPN und PEG3 zwischen den Medien (Heinzmann et al., 2011; Abb.
4.1, Kap. 4.2.1.). Zusatzlich wurde die Expression von acht weiteren, fir die Entwicklungs-
kompetenz von Oozyten relevanten Gene untersucht: das mit dem LOS in Verbindung
stehende paternal gepragte Gen IGF2R, die de novo-Methyltransferasen DNMT1A, DNMT1B,
DNMT3A und DNMT3B sowie die entwicklungsrelevanten Gene GDF9, SLC2A8 und PRDX1.
Von hohem Interesse waren insbesondere die Auswirkungen der Maturationsmedien auf die
Expressionslevel der beiden Gene PRDX1 und SLC2A8. Aufgrund der Reifung in einer 20%igen
Sauerstoffatmosphdre wurde zum Einen eine erhohte Expression des Markergens fir

oxidativen Stress PRDX1 in TCM-gereiften gegenliber mSOF-gereiften Oozyten erwartet. Zum
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Anderen steigt unter der niedrigen Sauerstoffzufuhr in der in vitro-Kultur im mSOF-Medium
wegen der Umstellung der Zellatmung auf die anaerobe Glykolyse der Glukoseverbrauch
(Hashimoto et al., 2000; Oyamada und Fukui, 2004), was einen Anstieg der Expression des in
den Glukosemetabolismus und —Transport involvierten Gens SLC2A8 annehmen lieR. Die
Expressionsanalysen der beiden Gene PRDX1 und SLC2A8 lieferten jedoch keinerlei
Unterschiede der mRNA-Level zwischen den beiden IVM-Medien (Heinzmann et al., 2011).
Dies mag insofern nicht weiter verwunderlich sein, da der Verbrauch von Glukose und
Sauerstoff wahrend der Reifung hauptsachlich durch die Kumuluszellen erfolgt und in
Eizellen generell gering ist (zusammengefasst bei Harvey, 2007). Wahrend laut friitheren
Angaben die Transkriptmenge von PRDX1 in Eizellen mit mutmallich hoher Entwicklungs-
kompetenz aus Follikeln >8 mm ansteigt (Mourot et al., 2006), konnte hier in
Ubereinstimmung mit anderen Berichten (Thelie et al., 2007) keine Zunahme der

Transkriptmenge festgestellt werden.

4.2.3. Effekte des Kulturmediums in Embryo- und Follikelkultursystemen

Die Methylierungsanalysen dieser Arbeit sowie die erganzenden mRNA-Untersuchungen des
FLI lassen vermuten, dass die beiden Medien mSOF und TCM gleichwertig zur IVM
verwendet werden kénnen. In den vergangen Jahren berichteten jedoch zahlreiche Studien
negative Effekte der invitro-Verfahren auf die Entwicklung und das Wachstum des
Postimplantationsembryos von Mensch, Wiederkduern oder Mausen (zusammengefasst bei
Khosla et al.,, 2001b). Die Embryokultur bei Rindern und Schafen fiihrte zu einem
gesteigerten Geburtsgewicht, fetaler und perinataler Sterblichkeit, verlangerter Tragezeit
und Abnormitaten des Skeletts und der Organe (Thompson et al., 1995; Walker et al., 1996;
Kruip und den Daas, 1997; Farin et al., 2006). Speziell die Zugabe von Serum in die
Kulturmedien wurde mit aberrantem Wachstum und dem LOS in Verbindung gebracht
(Sinclair et al., 1999; Khosla et al., 2001a). Bei Schafen mit dem LOS konnte eine verminderte
Methylierung der IGF2R-ICR mit einhergehender reduzierter Expression beobachtet werden
(Young et al., 2001). Auch in der in vitro-Kultur von Mausembryonen zeigte sich, dass das
Kulturmedium einen Einfluss auf die Expression und Methylierung gepragter Gene und das
Geburtsgewicht haben kann (Khosla et al., 2001b). Doherty et al. (2000) fanden zudem
Unterschiede in der Suszeptibilitdit der murinen Igf2/H19-ICR flr verschiedene in vitro-
Kulturmedien: nur eines der getesteten Medien flihrte zu einer deutlichen Hypo-

methylierung der ICR und folglich zur Expression des paternal gepragten Allels von H19. Die
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Autoren schlossen auf eine selektive Wirkung verschiedener Medien auf die DNA-
Methylierung (Doherty et al., 2000). Da sich keine anderen gepragten Gene von einer
Hypomethylierung betroffen zeigten, kénnte die Igf2/H19-ICR moglicherweise hypersensibel
flir Umweltdnderungen sein (Doherty et al., 2000).

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen aus Embryokultursystemen wiesen Mausoozyten aus
in vitro-Follikelkultur trotz Zugabe von fetalem Kalberserum ins Medium keine
Beeintrachtigungen der DNA-Methylierung gepragter Loci auf (Anckaert et al., 2009a;
Trapphoff et al.,, 2010; El Hajj et al, 2011). Des Weiteren scheinen verschiedene
Behandlungen und suboptimale Bedingungen in der in vitro-Follikelkultur von Mausen wie
beispielsweise eine Ammoniumanreicherung durch die Mineraldlbeschichtung keinerlei
Auswirkungen auf die Imprintetablierung zu haben (Obata und Kono, 2002; Anckaert et al.,
2009a; Anckaert et al., 2009b). Demnach scheinen die umgebenden Granulosazellen einen
protektiven und physiologischen Einfluss auf die Eizelle auszuliben. Insgesamt erlauben
diese Ergebnisse den Schluss, dass die Etablierung der DNA-Methylierung in Oozyten ein
weitgehend robuster Prozess ist, wahrend die Aufrecht-erhaltung der Methylierung im
Praimplantationsembryo hingegen anfillig gegenliber kulturinduzierten Imprintingfehlern zu

sein scheint (Anckaert et al., 2013).

4.2.4. Geringes Epimutationsrisiko der IVM?

Bislang gibt es nur wenige Studien bei Tier und Mensch, welche den Einfluss der IVM auf
Methylierungsmuster gepragter Gene untersucht haben. Auch bei der Maus gibt es praktisch
keine Studien zur reinen IVM von Qozyten ohne vorherige Follikelkultur, was in der
Schwierigkeit der Follikelpunktion aus Mausovarien begriindet sein mag. Die IVM von
murinen Eizellen in Follikelkultur lieferte keine Hinweise auf abnormales Imprinting
(Anckaert et al., 2009a; Anckaert et al., 2009b; Trapphoff et al., 2010; El Hajj et al., 2011).
Die wenigen Studien an groRen Tiermodellen wie dem Rind konnten bisher ebenfalls keine
Auswirkungen der IVM auf die DNA-Methylierung feststellen. In vitro-gereifte Schafoozyten
zeigten keine Beeintrachtigung der Imprints der H19-DMR und /GF2R-DMR?2 (Colosimo et al.,
2009). Auch unterscheidet sich die globale Methylierung des Genoms nicht zwischen in vivo-
und in vitro-gereiften Rindereizellen (Racedo et al., 2009). In drei Studien an humanen VM-
Oozyten konnten hingegen Imprintingaberrationen der mit dem BWS assoziierten DMRs von
H19 und KCNQ10OT1 detektiert werden, sowohl in Form einer Hypermethylierung der
paternal gepragten CTCF-Bindestelle der H19-DMR (Borghol et al., 2006) als auch in Form
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eines Verlustes der Methylierung der KvDMR1 des maternal gepragten Gens KCNQ10T1
(Khoueiry et al., 2008; Al-Khtib et al., 2011). Wahrend die beiden dlteren Studien deutliche
Anderungen der erwarteten Methylierung fanden, wurden in der neueren Studie nur sehr
wenige Imprintingmutationen von H19 und KCNQ10T1 in humanen IVM-Oozyten festgestellt
(Al-Khtib et al., 2011). Die geringere Epimutationsrate im Vergleich zu den friheren beiden
Studien wurde auf die Verlangerung der IVM-Dauer von 26-28 auf 36 Stunden zurlickgefiihrt,
die der physiologischen in vivo-Dauer entspricht (Al-Khtib et al., 2011). Die beschleunigte
Kinetik bei einer IVM-Dauer von nur 24 h kénnte demnach die Etablierung der maternalen
Imprints beeintrdchtigen (Al-Khtib et al., 2011; Anckaert et al., 2013). Trotz friher Berichte,
dass die Methylierung am SNRPN-Lokus in humanen Eizellen erst wahrend oder nach der
Fertilisation stattfindet (EI-Maarri et al., 2001), scheint die SNRPN-Imprintetablierung beim
Menschen (Geuns et al., 2003), der Maus (Lucifero et al., 2002; Obata und Kono, 2002) und
beim Rind (Lucifero et al., 2006; O'Doherty et al., 2012) jedoch schon im Germinalen
Vesikelstadium in der postnatalen Wachstumsphase der Oozyten zu erfolgen. Es ist also
fraglich, ob die Maturationsbedingungen die zu Beginn der Reifung wohl weitgehend
etablierte Pragung maternaler Gene noch verandern kann oder ob die beobachteten
Imprintingaberrationen in humanen Oozyten stattdessen auf die in diesen Studien
durchgefiihrte ovarielle Stimulation zurlickzufihren sind (Anckaert et al., 2013; vgl.
Kap. 4.3.2.).

Insgesamt liefern die bisherigen Untersuchungen der bovinen und ovinen IVM sowie die
in vitro-Kultur-Modelle der Maus beruhigende Resultate bezliglich der Stabilitdt bzw.
Neuetablierung der DNA-Methylierung an gepragten Genen in Oozyten (Anckaert et al.,
2009a; Colosimo et al., 2009; Racedo et al., 2009; Trapphoff et al., 2010; El Hajj et al., 2011;
Heinzmann et al., 2011). Die Studie von Al-Khtib et al. konnte auBerdem zeigen, dass auch
die Vitrifikation der GV-Eizellen vor der IVM keine erhéhte Rate von Imprintingfehlern in Mll-
Eizellen induziert, was in Ubereinstimmung mit den Resultaten von vitrifizierten und in vitro-
gereiften murinen Eizellen bei Trapphoff et al. (2010) ist. Die Moglichkeit der epigenetisch
risikoarmen Vitrifikation und der anschlieRenden IVM von unreifen Eizellen, welche
entweder aus natlirlichen Zyklen oder durch chirurgische Sektion ovariellen Gewebes
gewonnen werden kdnnten, sind flr die mogliche Konservierung der Fertilitat von Frauen

mit Krebsdiagnose oder erhohtem Risiko von hoher Bedeutung (Al-Khtib et al., 2011).

125



DISKUSSION

4.3. Einfluss des Oozytenalters und der hormonellen Stimulation des

Follikelwachstums auf die Epigenetik prapuberaler und adulter Kiihe

Trotz der Entdeckung ovarieller Stammzellen, welche durch stetige Proliferation der
postnatalen Eizellatresie partiell entgegenwirken (Johnson et al., 2004), gilt das bei Geburt
vorhandene Oozytenrepertoir von Sdugetieren dennoch nach wie vor als weitgehend
erschopflich, da es im Laufe des Alterungsprozesses kontinuierlich durch Atresie sowie durch
die ab der Pubertat zyklisch stattfindende Ovulation abnimmt. Die Verwendung von Eizellen
aus Kalbern fiir die IVP birgt aufgrund des verkiirzten Generationsintervalls ein hohes
Potential flir eine beschleunigte Verbesserung der genetischen Eigenschaften von
Zuchttieren (Lohuis, 1995; Armstrong et al., 1997). Auch im Hinblick auf eine mogliche
Konservierung der Fruchtbarkeit bei prapuberalen Krebspatentinnen vor einer anstehenden
Chemo- oder Strahlentherapie ist diese ,stille Reserve” an Eizellen von hoher Bedeutung.
Eine erfolgreiche in vitro-Produktion von Nachkommen ausgehend aus Primordialfollikeln ist
bislang jedoch nur bei Mausen gelungen (Eppig und O'Brien, 1996). Beim Rind und beim
Menschen bedarf es dagegen einer Mindestfollikel- bzw. EizellgréRe zur Fortfiihrung der in
der Prophase | arretierten Meiose und damit zur erfolgreichen IVM (Menezo und Herubel,
2002). Diese kritische FollikelgroBe betrdgt beim Rind ca. 2-3 mm und geht mit dem Erwerb
der Fahigkeit zur Wiederaufnahme und Vollendung der Meiose und damit der nukledren
Maturation einher (zusammengefasst bei Fair, 2003).

Prapuberale Eizellen von Kalbern kdnnen nicht-invasiv mittels OPU uber transvaginale
Follikelaspiration aus dem Ovar gewonnen werden, mit oder ohne vorherige Stimulation mit
Gonadotropinen (Oropeza et al., 2004). Trotz der Verfiigbarkeit juveniler Rindereizellen
scheinen die daraus geziichteten Embryonen weniger robust und weniger tolerant
gegeniber suboptimaler Behandlung wie einer in vitro-Kultur zu sein (Armstrong, 2001). Sie
weisen eine deutlich eingeschrankte Entwicklungskompetenz im Vergleich zu Oozyten aus
adulten Tieren auf, welche sich in einer reduzierten Durchschnittsrate lebensfahiger
Blastozysten dullert. Zum gegenwartigen Zeitpunkt erlangen in vitro nur ca. 10-15% der
prapuberalen Eizellen im Vergleich zu 30-45% der QOozyten aus Adulttieren das
Blastozystenstadium (Presicce et al., 1997; Oropeza et al., 2004; Zaraza et al., 2010). Zudem
weisen prapuberal erzeugte Blastozysten eine erhohte Apoptoserate auf (Zaraza et al.,
2010). Daher wurde eine mogliche Rolle epigenetischer Faktoren wie der DNA-Methylierung

entwicklungsrelevanter Gene beim Erwerb der vollen Entwicklungskompetenz von bovinen
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prapuberalen Oozyten vorgeschlagen, welche bislang noch weitgehend unerforscht ist
(Oropeza et al., 2004; Zaraza et al., 2010).

Obwohl die Stimulation mit IGF1 und FSH vielversprechend fiir eine Effizienzsteigerung der
Nutztierreproduktion ist, so ist doch ihr Einfluss auf die epigenetische Oozytenqualitdt und
deren Auswirkungen unbekannt. Die hormonelle Stimulation prapuberaler Oozyten kénnte
zu einer fehlerhaften Etablierung von DNA-Methylierungsmustern im regulatorischen
Promotorbereich und damit zu einer Inaktivierung von Genen fiihren, welche fiir die
Erlangung der vollen Entwicklungskompetenz notwendig sind. Aus diesem Grund wurde in
der vorliegenden Arbeit erstmalig der Effekt des Oozytenalters (prapuberale im Vergleich zu
adulten Kiihen) und der hormonellen Stimulation der Spendertiere mit FSH und IGF1 auf die
Promotormethylierung und in Zusammenarbeit mit dem Friedrich-Loffler-Institut
(Mariensee) auf die Expression der entwicklungsrelevanten Gene SLC2A1, PRDX1 und ZAR1
untersucht. Es wurden vier Gruppen prapuberaler Kalber verglichen: eine unbehandelte
Gruppe zur Kontrolle, eine Gruppe, dessen Follikelstimulation allein mit FSH angeregt wurde,
eine Gruppe, welche neben FSH zusatzlich den Wachstumsfaktor IGF1 verabreicht bekam
und schlieRRlich eine Gruppe zur IGF1-Lésungsmittelkontrolle durch Injektion von FSH und
Essigsaure. Verglichen wurden die prapuberalen Versuchgruppen mit zwei Gruppen adulter
Kihe, einer unbehandelten Kontrolle und einer Gruppe mit FSH stimulierter Adulttiere,
welche aufgrund ihrer Geschlechtsreife ein physiologisch erhohtes IGF1-Level besitzen. Aus
jeder der genannten sechs Gruppen wurden sowohl ungereifte als auch in vitro-gereifte
Eizellen untersucht. Da vor der Geschlechtsreife keine Reifung bis zur Ovulation erfolgt,
konnten im Unterschied zur vorherigen Analyse gepragter Gene keine in vivo-Vergleiche mit
prapuberalen Kalbern durchgefiihrt, sondern nur verschiedene IVM-Modelle verglichen

werden.

4.3.1. Einfluss des Alters auf die Promotormethylierung oozytenspezifischer Gene

Eine Methylierung der 5'-cis-regulatorischen Bereiche von Genen (der Promotor und/oder
das erste Exon) wird mit der Inaktivierung des jeweiligen Gens assoziiert (Bird und Wolffe,
1999). DNA-Methylierung als epigenetischer Mechanimus und seine dynamischen
Veranderungen im Laufe der Oogenese wurden entsprechend mit einer schlechten
Entwicklungsfahigkeit juveniler Eizellen in Verbindung gebracht (Oropeza et al., 2004; Zaraza
et al., 2010). Indizien fir diese Annahme kommen aus zahlreichen Studien, welche der DNA-

Methylierung eine gewichtige Rolle bei der Gametogenese und der Embryonalentwicklung
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zuschreiben, vorwiegend (iber ihre Rolle bei der genomischen Pragung (Miozzo und Simoni,
2002; Tomizawa et al., 2012). Jedoch wurden auch modifizierte Methylierungsmuster nicht
gepragter Loci nach in vitro-Manipulation beobachtet sowie aberrante Expression von Genen
beschrieben, welche an der Ausfihrung der Genomreprogrammierung beteiligt sind (Katari
et al., 2009; Milroy et al., 2011; Linke et al., 2013). Bei Sdugern finden sich potentielle
Zentren der DNA-Methylierung in 60-70% aller Genpromotorbereiche, welche in Form von
CpG-Inseln in der Regel unmethyliert vorliegen und damit transkribierbar sind (Neumann
und Barlow, 1996; Antequera, 2003; Weber et al., 2007). Interessanterweise werden in
somatischen Zellen im Zuge der Differenzierung nahezu alle keimzellspezifischen Gene durch
Promotor-Methylierung abgeschaltet (Weber et al., 2007). Dies impliziert, dass die
molekularen Voraussetzungen fiir den Erwerb von DNA-Methylierung in diesen Bereichen
grundsatzlich vorhanden sind und eine Regulation der Expression durch Methylierung somit
moglich ist. Die Methylierungsmuster aller drei bovinen Oozytengene blieben jedoch bei
allen sechs Behandlungsgruppen ungeachtet des Alters oder des Maturationsstatus
(ungereift oder in vitro-gereift) deutlich hypomethyliert und zeigten nur vereinzelte
methylierte CpG-Stellen. Wie bereits friher erwdhnt stellen die einzelnen CpG-Stellen
entweder technisch bedingte Artefakte im Sinne einer unvollstandigen Bisulfitkonvertierung
dar oder es handelt sich um stochastische biologische Methylierungsfehler der Zelle, welche
in einem ansonsten groRflachig unmethylierten Bereich keine funktionelle Konsequenz
haben (Diederich et al., 2012; vgl. Kap. 4.2.2.). Es ist jedoch auch hier anzumerken, dass die
Untersuchung von drei Genen nur einen sehr begrenzten Einblick in die Epigenetik
prapuberaler Eizellen liefert.

Die genspezifische Imprintetablierung erfolgt in wachsenden Oozyten von Mausen
unterschiedlichen Alters gleichschnell und in Abhangigkeit vom Oozytendurchmesser (Hiura
et al., 2006). Dies legt nahe, dass weniger das Alter der Oozyten bzw. Tiere ausschlaggebend
flr den Zeitpunkt der Imprintetablierung ist, sondern lediglich die OozytengréRe, welche
infolge hormoneller Rekrutierung zunimmt (Hiura et al., 2006). Kiirzlich wurde auch beim
Rind gezeigt, dass der Erwerb der DNA-Methylierung an den maternal gepragten DMRs von
SNRPN, MEST, IGF2R, PEG10 und PLAGL1 in Abhéangikeit von der EizellgroRe erfolgt
(O'Doherty et al., 2012). Es ist daher anzunehmen, dass die Imprintetablierung auch in
prapuberalen bovinen Oozyten wahrend den wellenformig einsetzenden Oozyten-
wachstumsphasen stattfindet, selbst, wenn diese vor Beginn der Pubertat nicht mit einer

Ovulation abgeschlossen werden (Armstrong, 2001).
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Die am FLI in Mariensee durchgefiihrten korrespondierenden Expressionsanalysen der
untersuchten oozytenspezifischen Gene SLC2A1, PRDX1 und ZAR1 zeigten ebenfalls keine
grundlegenden Unterschiede zwischen den verschieden Gruppen in ungereiften bzw. IVM-
Eizellen hinsichtlich ihres Alters oder ihrer Behandlung (Abb. 4.2). Jedoch konnte wie zuvor
bei den gepragten Genen (Kap.4.2.) eine Reduktion der relativen Transkriptmenge in
in vitro-gereiften Oozyten beobachtet werden, die bei fast allen Gruppen zwischen

ungereiften und in vitro-gereiften Eizellen signifikant war (Abb. 4.2, Diederich et al., 2012).
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Die Degradation der Transkripte von PRDX1 und ZAR1 in gereiften gegeniiber ungereiften
Eizellen wurde schon in friiheren Studien beschrieben (Thelie et al., 2007). Aufgrund der
relativ zu in vivo-gereiften Eizellen erhéhten Transkriptmenge nach IVM (Thelie et al., 2007;
Heinzmann et al., 2011) scheint das PRDXI1-Level in der spdten Follikulogenese und
Maturation besonders anfallig gegenliber Umwelteinfliissen zu sein, welche die gesteigerte
oxidative Abwehr reaktiver Molekile in IVM-Oozyten reflektieren konnte (Thelie et al.,
2007).

Dass die Ursache der schlechten Entwicklungskompetenz juveniler Qozyten zum
Blastozystenstadium wohl nicht im Kern zu finden ist, sondern aus dem Zytoplasma

hervorgeht, zeigten Experimente, bei denen ein Austausch des Nukleus zwischen adulten
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und prapuberalen Oozyten durchgefiihrt wurde (Salamone et al., 2001). Als mogliche
Ursachen wurden eine reduzierte EizellgroRe, ein eingeschrankter Metabolismus, eine
ineffiziente oder fehlende Zytoplasmamaturation sowie eine verdnderte Proteinsynthese
genannt (Lonergan et al., 1994; Gandolfi et al., 1998; Steeves et al., 1999; de Paz et al., 2001;
Salamone et al, 2001; Kauffold et al, 2005). Kailbereizellen zeigten weiterhin
zytoplasmatische Auffalligkeiten im Sinne verdnderter Ultrastrukturen ihrer Zellorganellen
wie eine verzogerte Migration und Ungleichverteilung der kortikalen Granula unterhalb der
Plasmamembran sowie eine abnorme Form und GroéRe derselbigen, als auch abnormale
Chromatin- und Mikrotubuli-Konfigurationen, eine diinne Zona pellucida und eine
verringerte GrofRe anderer intrazytoplasmatischer Organellen (zusammengefasst bei
Armstrong, 2001). Die schlechte Entwicklungskompetenz der prapuberalen Eizellen kdnnte
somit ebenfalls wie zuvor die der in vitro-gereiften Oozyten (Kap.4.2.1.) auf eine
unzureichende zytoplasmatische Reife zuriickzufiihren sein (Armstrong, 2001; Kauffold et al.,

2005).

4.3.2. Einfluss der ovariellen Stimulation auf die Promotormethylierung oozyten-

spezifischer Gene

Eine hormonelle Superstimulation von Kélbern mit Gonadotropinen wie FSH ermdglicht die
Isolation von Eizellen aus Kilbern ab einem Alter von nur 2 Wochen (Armstrong, 2001).
Stimulierte Jungtiere weisen eine in vitro-Morula- bzw. Blastozystenrate von 10-39% auf,
wahrend gleichaltrige, aber unstimulierte Kalber eine Erfolgsquote von lediglich 0-10% aller
gewonnen Eizellen zeigen (p<0,05; Presicce et al., 1997). Der Metabolismus von Oozyten und
Embryonen aus Kalbern zeichnet sich durch eine verzégerte Aufnahme von Glukose und
Pyruvat sowie durch eine unzureichende Proteintranslation aus (Gandolfi et al.,, 1998;
Steeves et al., 1999; Salamone et al., 2001). Es wird daher angenommen, dass die schlechte
Entwicklungskompetenz prapuberaler Eizellen u.a. auf eine mangelhafte Expression von
Glukosetransportermolekiilen wie GLUT1 (SLC2A1) zurickfihrbar ist. Eine intraovarielle (i.o0.)
Injektion des Wachstumsfaktors IGF1 konnte die Entwicklungskompetenz der Eizellen durch
eine gesteigerte GLUT1-Expression und Glukoseaufnahme zumindest teilweise verbessern,
speziell wenn die Tiere kurz vor der Pubertit standen (Oropeza et al.,, 2004). Die so
erzeugten Embryonen wiesen ein dhnliches Entwicklungspotential und dahnliche mRNA-
Expressionsprofile entwicklungsrelevanter Gene auf wie Embryonen adulter Kiihe (Oropeza

et al.,, 2004). Der Wachstumsfaktor IGF1 spielt bekanntermalien eine wichtige Rolle beim
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Follikelwachstum ab der Pubertdt (Armstrong et al., 1992; Herrier et al., 1994; Gong, 2002)
und ist involviert in die Selektion des dominanten Follikels (Ginther et al., 2004).

Wie bereits das Oozytenalter (Kap. 4.3.2.) zeigte jedoch auch die hormonelle Behandlung mit
FSH und IGF1 weder einen Einfluss auf die Methylierungmuster noch auf die mRNA-Menge
der untersuchten Gene. Die Promotoren von PRDX1, SLC2A1 und ZAR1 wiesen in allen
Behandlungsgruppen eine eindeutige Hypomethylierung auf, die sich nicht zwischen den
unterschiedlich stimulierten Tieren unterschied. Eine Steigerung der Entwicklungskompetenz
der Eizellen durch IGF1-Injektion, welche in der Studie von Oropeza et al. (2004) aufgrund
verbesserter SLC2A1-Transkriptmengen in 2-4-Zell-Embryonen von IGFl1-behandelten
Kélbern postuliert wurde, konnte in dieser Arbeit anhand der SLC2A1-mRNA-Level nicht
bestatigt werden (Diederich et al.,, 2012). Auch die Tatsache, dass keine Unterschiede
zwischen der Losungsmittelkontrolle ,,Kalb mit FSH und Essigsdure (IGF K)“ und der mit IGF1-
behandelten Gruppe zu verzeichnen waren, lassen keinen positiven Effekt von IGF1 auf die
Entwicklungskompetenz von juvenilen Eizellen erkennen. Die Studie von Zaraza et al. (2010)
erzielte ebenfalls keine Verbesserung durch IGF1. Allerdings konnten in erganzenden
Experimenten am FLI Unterschiede in der Methylierung der Satellitensequenz BTS (,,bovine
testis satellite 1), einer Repeatsequenz, in Abhangigkeit vom Oozytenalter, der Art der
Behandlung und dem Maturationsstatus nachgewiesen werden (Diederich et al., 2012):
in vitro-gereifte Eizellen von mit FSH und IGF1 stimulierten Kdlbern zeigten eine dhnliche
Zunahme der Methylierung dieser Sequenzen wie unbehandelte Adulttiere. Folglich kdnnte
die Stimulation von Kalbern mit FSH und IGF1 dem epigenetischen Zustand der Uber das
Genom verteilten Repeatsequenzen dem von erwachsenen unbehandelten Tieren am
Ndchsten kommen.

Obgleich die Ergebnisse dieser Arbeit insgesamt kaum Hinweise auf eine Verbesserung der
Kompetenz von Oozyten durch i.o.-Injektion mit IGF1 liefern konnten, so ist nicht vollig
auszuschlielen, dass IGF1 ihre Entwicklungskompetenz positiv beeinflusst. So zeigte erst
kirzlich eine weitere Studie des FLI in Mariensee mit adulten Tieren, dass selbst die
kurzzeitige in vivo-Exposition der Eizellen gegeniliber einer supraphysiologischen IGF1-
Mikroumgebung zu einer gesteigerten Proliferation der ICM-Zellen von in vitro-produzierten
Blastozysten fiihrt (Velazquez et al., 2012). Da aufgrund der sehr langwierigen Sammlung
von bovinen Oozyten mittels OPU nicht ausreichend viele Oozyten zur Verfligung standen,
konnte ein moglicher positiver Effekt von IGF1 auf die Blastozystenentwicklung speziell von

prapuberalen Kiihen nicht ermittelt werden.
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4.3.3. Epigenetische Risiken der ovariellen Stimulation und ihre Implikationen fiir die

humane assistierte Reproduktion

Beim Menschen birgt die standardmafig durchgefiihrte kiinstliche Induktion des
Follikelwachstums durch hormonelle Stimulation des Ovars diverse Risiken in sich. Die
prominenteste Manifestation ist das ovarielle Hyperstimulationssyndrom (OHSS), welches in
schwerwiegenden Fallen lebensbedrohlich werden kann. Besonders haufig und stark sind
Frauen mit dem polyzystischen Ovarialsyndrom (PCOS) betroffen, welche ein besonders
hohes Risiko fiir das OHSS tragen. Des Weiteren wurde ein verringertes Geburtsgewicht der
Neugeborenen aus IVF- oder ICSl-induzierten Einlingsschwangerschaften mit der ovariellen
Stimulation assoziiert (Keizer et al., 2004; Mitwally et al., 2004). So kénnten die allgemein
niedrigen Blastozystenraten und Erfolgsraten einzelner ART-Zyklen von ca. 30% auf eine
Beeintrachtigung der physiologischen Abldufe in der Oozyte oder im Prdaimplantations-
embryo durch die vorangegangene ovarielle Stimulation zurlickzufiihren sein. Eine Erklarung
fir die verminderte Oozytenqualitdt und Entwicklungskompetenz nach ovarieller Stimulation
konnte die Rekrutierung unreifer Eizellen liefern, welche nicht in der Lage sind, die
Imprintetablierung vollstandig auszufiihren (Khoueiry et al., 2008). Ebenso kénnten durch
die Superovulation auch Eizellen mit defekter Epigenetik gewonnen werden, welche unter
normalen Umstanden nicht zur Ovulation gekommen waren. Schlieflich kdnnte auch die bei
der hormonellen Stimulation beschleunigte Eizellreifung Fehler der Methylierungs-
etablierung verursachen (Ludwig et al., 2005). Tatsachlich wurde die ovarielle Stimulation
humaner Oozyten zu IVF/ICSI-Zwecken in verschiedenen Untersuchungen als eine mogliche
Ursache fiir beobachtete Epimutationen der Gene H19, KCNQ10OT1 und MEST (PEG1) in
humanen IVM-Oozyten deklariert, neben dem oftmals erhéhten maternalen Alter oder der
zugrunde liegenden Subfertilitdt (Borghol et al., 2006; Sato et al., 2007; Khoueiry et al., 2008;
Al-Khtib et al., 2011). Eine weitere Fallkontrollstudie konnte zwar keinen Zusammenhang des
BWS mit einer speziellen ART, dem mitterlichen Alter oder dem Infertilitdtshintergrund
feststellen (Chang et al., 2005). Jedoch war die einzige Gemeinsamkeit der ART-gezeugten
BWS-Kinder die Medikation zur ovariellen Stimulation der BWS-Mdutter. Die Autoren
postulierten daher, dass moglicherweise jegliche Art von Manipulation der Oogenese oder
Follikulogenese das Timing gepragter Gene verandern und zu kongenitalen Fehlbildungen
fahren kann.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten hingegen keinen oder nur wenig Einfluss der

hormonellen Stimulation bzw. Superovulation auf die DNA-Methylierung gepragter und
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ungepragter Gene von bovinen adulten oder prapuberalen Eizellen ermitteln (Heinzmann et
al., 2011; Diederich et al., 2012). Entsprechend fanden auch die Studien von Denomme et al.
(2011) und Geuns et al. (2007) keine Storung der Imprintetablierung in superovulierten
Oozyten. Vielmehr scheint die Superovulation jedoch die spdtere Prdimplantations-
entwicklung zu beeintrdchtigen, indem sie die Produkte der maternalen Effektgene
verandert, welche nach der Befruchtung fiir den Erhalt der Pragungsmuster wahrend der
Reprogrammierungswelle in der Zygote von Bedeutung sind (Denomme et al., 2011).
Bestatigt wird diese Annahme durch die Beobachtung fehlerhafter Methylierung von sowohl
maternal wie auch paternal gepragten Genen (Snrpn, Peg3, Kcnglotl und H19) in
Blastozysten (Market-Velker et al., 2010) sowie durch die Herunterregulation der Expression
der an der fetalen Reprogrammierung beteiligten Gene Apex1, Polb und Mbd3 in Morulae
nach Superovulation von normal fertilen Mausen (Linke et al., 2013). Somit scheint der
Verlust maternaler Imprints nicht schon wahrend der Methylierungsaquirierung in Oozyten
stattzufinden, sondern erst nach der Befruchtung durch fehlerhafte Aufrechterhaltung der
Imprints (Denomme et al., 2011). Aufgrund der umstrittenen Auswirkungen der ovariellen
Stimulation auf die Imprintingmuster und das Geburtsgewicht der gezeugten ART-Kinder
konnte die IVM unreifer Eizellen aus unstimulierten Zyklen daher eine vielversprechende
Alternative zu den konventionellen Protokollen darstellen, welche moglicherweise die mit
der Superstimulation verbundenen Risiken fir Mutter und Kind deutlich zu reduzieren

vermag (Cha et al., 1991; Trounson et al., 1994; Khoueiry et al., 2008).

4.4. Die Bedeutung der zytoplasmatischen Reife fiir die Entwicklungskompetenz

von Eizellen

In dieser Arbeit konnten beim Rind in Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten an humanen
und murinen Oozyten (Geuns et al., 2007; Denomme et al., 2011) keine Hinweise auf eine
direkte Stérung der Imprinting- bzw. Methylierungsmuster der untersuchten Gene durch die
IVM-Bedingungen, das Alter oder die hormonelle Stimulation des Follikelwachstums
gefunden werden. Die beobachteten Unterschiede der mRNA-Gehalte von invivo- und
in vitro-gereiften Eizellen (Heinzmann et al., 2011) sprechen jedoch fiir einen negativen
Einfluss der Maturationsbedingungen auf die Entwicklungskompetenz der Eizellen, wobei die
Art des Mediums eine eher untergeordnete Rolle zu spielen scheint. Insbesondere die

Blastozystenrate von nur 25% (TCM) und 31% (mSOF) spiegelt die verminderte Qualitat der
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IVM-Oozyten wieder (Heinzmann et al., 2011). lhre schlechte Entwicklungsfahigkeit und
Qualitdat konnte sich erst im frilhen Embryo durch ein Scheitern der normalen
Praimplantationsentwicklung duflern, dessen Ursache jedoch schon in der Oogenese und
Follikulogenese begriindet ist (Denomme et al.,, 2011). Eine Erklarung der niedrigen
Blastozystenrate und der erhdhten mRNA-Level von in vitro-gereiften Oozyten kdnnte dieser
Theorie zufolge eine verminderte zytoplasmatische Reife der Eizellen sein. Diese zeichnet
sich durch eine stetige Akkumulation maternaler Faktoren im Zytoplasma der Eizelle aus,
welche essentiell fir die nukledre Oozytenreifung sowie fiir die Ausfiihrung und Steuerung
der embryonalen Friihentwicklung und Reprogrammierung sind (Eichenlaub-Ritter und
Peschke, 2002; Sylvestre et al., 2013). Die Anreicherung maternaler Komponenten (mRNA,
rRNA, Proteine, Lipide) ist somit verantwortlich fir die zur Follikelgroe proportionale
Zunahme der Entwicklungskompetenz im Laufe des Antralfollikelwachstums. Die volle
zytoplasmatische Reife wird kurz vor der Fortfiihrung der nukledaren Maturation bzw. der
Ovulation erlangt (Lonergan et al., 1994; Hyttel et al., 1997; Machatkova et al., 2004;
Kauffold et al., 2005). Beim Rind beginnt die Erlangung der zytoplasmatischen Reife und der
Entwicklungskompetenz ab einer FollikelgroBe von 2-3 mm und steigt betrdchlich ab der
Dominanzphase im Follikel einer GroRe von >8 mm (Hyttel et al, 1997). Sie nimmt
moglicherweise sogar noch im 13 mm grof3en Follikel weiter zu (Kauffold et al., 2005).

Hinweise flr eine beeintrdchtigte zytoplasmatische Maturation lieferten die IVM-Versuche
mit Rindereizellen von Dielemann et al. (2002): Obwohl der Oozytenkern bereits ab einer
FollikelgrofRe von ca. 3 mm fahig ist, die LH-vermittelte Fortflihrung der Meiose bis zum Mill-
Stadium durch GVBD einzuleiten (Wrenzycki et al., 2007), zeigten bovine IVM-Eizellen aus
dominanten Follikeln (ca. 8 mm) trotzdem eine verminderte postkonzeptionelle
Entwicklungskompetenz im Vergleich zu in vivo-gereiften Eizellen. Die reduzierte Fahigkeit,
sich zu qualitativ hochwertigen Blastozysten und dariiberhinaus zu entwickeln, war
ausdriicklich nicht auf die mRNA-Ausstattung der Eizelle zurlickzufiihren (Dieleman et al.,
2002). Dielemann et al. (2002) folgerten, dass die im dominanten Follikel bis zum
praovulatorischen Follikel differenziell exprimierten und an der Maturation beteiligten
Proteine zwar entsprechend Eichenlaub-Ritter und Peschke (2002) zur Erlangung weiterer
Entwicklungskompetenz und voller zytoplasmatischer Reife beitragen. lhre Expression und
postranslatorischen Modifikationen koénnten unter in vitro-Bedingungen auBerhalb des
Korpers jedoch suboptimal verlaufen. Das Eingreifen in den natlirlichen Ablauf der Oogenese

konnte zu einer Beeintrachtigung der Produkte der maternalen Effektgene flihren, die nach
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der Befruchtung in einer Stérung der Prdaimplantationsentwicklung und der
Reprogrammierung oder Aufrechterhaltung der Pragungsmuster resultiert (Denomme et al.,
2011).

Eine mangelhafte Akkumulation maternaler Faktoren und damit eine unzureichende
zytoplasmatische Maturation der Eizelle konnte auch durch das Fehlen des ausgekligelten
Hormonzusammenspiels und der Interaktion der Eizelle mit den sie umgebenden
Granulosazellen bedingt sein. Des Weiteren ist die IVM mit einer Dauer von nur ca. 24 h
gegeniber der Maturation in vivo (30-36 h) um ein paar Stunden beschleunigt (Anckaert et
al., 2013), was die Erlangung der zytoplasmatischen Reife wohl zusatzlich erschwert. Die
praovulatorischen Follikel waren deshalb moglicherweise nicht lange genug dem
hormonellen Milieu und den Wachstumfaktoren in vivo ausgesetzt, um die zytoplasmatische
Maturation im Sinne einer Anreicherung und Speicherung maternaler Poly(A)*-mRNAs und
Proteine vollstandig abzuschlieRen (Dieleman et al., 2002). Die Resultate der Studie von
Lonergan et al. (2003) zeigten weiterhin, dass der kurze Zeitraum von 24 h zwischen dem LH-
Peak bis zur Ovulation offenbar sehr anfillig gegenliber dufleren Einfliissen und Stérungen
durch die IVM ist. Damit scheint er der entscheidende, kritische Zeitraum fiir die Erlangung
der zytoplasmatischen Reife und Entwicklungskompetenz von Eizellen zu sein. In unserer
Studie konnte sich die verminderte zytoplasmatische Reife in den hohen mRNA-Werten der
IVM-Oozyten sowie moglicherweise in der Einfihrung einzelner CpG-Fehler in der TCM-
gereiften Oozytengruppe auflern, welche im Vergleich zu ungereiften Eizellen signifikant
erhoht waren. SchlieBlich mag auch die niedrige Entwicklungskompetenz prapuberaler
Oozyten, wie bereits in Kapitel 4.3.1. erortert, auf eine reduzierte Zytoplasmareife
zurlickfiihrbar sein (Armstrong, 2001; Kauffold et al., 2005; vgl. Kap. 4.4.), welche jedoch
teilweise durch hormonelle Stimulation und Wachstumsfaktoren wie IGF1 verbessert

werden kann (Oropeza et al., 2004; Velazquez et al., 2012).
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4.5. Effizienz der Limiting Dilution-Methode zum Studium von einzelnen Zellen

Wahrend der chemischen Behandlung der DNA mit Natriumbisulfit findet eine starke
Fragmentierung der DNA statt. Die infolge der Behandlung einzelstrdngig vorliegende DNA
unterliegt auch weiterhin einer schnellen Degradation, beispielsweise durch wiederholte
Auftau- und Einfrierprozesse. Aus diesem Grund mussten zum Studium der Epigenetik von
Eizellen in der Vergangenheit stets grofRe Pools von Oozyten untersucht werden (Lucifero et
al., 2002; Hiura et al., 2006; Anckaert et al., 2009a). Die Beschaffung einer groRen Anzahl
von Eizellen ist jedoch sehr langwierig und aufwendig. Des Weiteren besteht in einem
Gemisch mit nur wenigen tausend Allelen eines Gens die Gefahr eines Amplifikationsvorteils
einiger weniger DNA-Molekiile durch die Polymerasekettenreaktion. Mogliche seltene
Epimutationen kdonnten folglich verdeckt und ibersehen werden. Die starke Verdiinnung auf
das Niveau einzelner DNA-Molekile pro Reaktionsansatz (Limiting Dilution) erlaubt hingegen
die individuelle Amplifikation und Analyse einzelner Allele von Einzelzellen und Embryonen
und umgeht so das Risiko der praferenziellen Amplifikation und der damit einhergehenden
Ergebnisverzerrung.

Von den in jedem 10er-Pool mutmallich angenommenen 40 Allelen je Gen (Eizelle +
Polkorper) wurden durch die LD durchschnittlich 4 bis 5 Allele pro Gen gewonnen und
analysiert, fr IGF2/H19 waren es sogar 6-7 Allele. Damit betrug die Effizienz der Limiting-
Dilution-Methode in dieser Arbeit etwa 10% der urspringlich angenommenen Menge an
Allelen. Da die DNA der extrudierten Polkérper moglicherweise im Zuge deren Abbaus
degradiert wird, kann fir die gereiften Oozyten eine Effizienz von 10 bis maximal 20%
angenommen werden. Dies ist vergleichbar mit der Effizienz der LD von 2-Zell-Embryonen,
aus welchen 13-25% der Allele erhalten wurden (El Hajj et al., 2011). Die groBen Verluste
lassen sich wie vorab erwahnt mit der Reduktion der DNA-Menge durch Degradation bei der
Bisulfitbehandlung erklaren, sowie durch Pipettierverluste Uber Riickstinde in der
Pipettenspitze, obgleich versucht wurde, diesen Risikofaktor durch Minimierung der
Spitzenwechsel und der DNA-Ubertragungsrate zu reduzieren. AuBerdem ist nicht véllig
auszuschlieBen, dass gelegentlich mehrere Allele in einem Reaktionsansatz vorhanden
waren, die aufgrund der identischen Basensequenz nicht identifiziert werden konnten.
Tatsachlich zeigten wenige LD-Produkte nach der Sequenzierung ein heterozygotes Bild,
erkennbar an einzelnen, sich lberlagernden Peaks (Abb. 3.5). Diese Sequenzen wurden als
zwei verschiedene Allele gewertet. Haufig befanden sich zudem Allele aller drei Gene

zugleich im selben Well der ersten PCR. Zu erkldaren ist diese Akkumulation von DNA-
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Molekilen durch ein Verklumpen der DNA (,DNA-Clumping“), welche trotz intensiven
Mischens durch Auf- und Abpipettieren nicht ganzlich verhindert werden kann.

Die Etablierung der Multiplex-PCR fiir die bisulfitkonvertierte DNA gestaltet sich zeitintensiv
und aufwendig. Durch die Fragmentierung infolge der Bisulfitbehandlung ist die Lange der zu
amplifizierenden Produkte auf maximal 500 bp begrenzt, so dass die Produktausbeute mit
der Zunahme der Amplikonldnge sinkt. Weiterhin verliert die DNA-Basensequenz aufgrund
der C-zu-T-Konversion an Komplexitdt, welche das Primerdesign erschwert und das Risiko
der Loopbildung sowie der Primer- und DNA-Interaktion erhoht. Zur Etablierung der
Multiplex-PCR ist es daher ratsam, die Primer in DNA-Verdinnungsreihen zu testen, um ihre
Bindungseffizienz und —spezifitat zu testen. Des Weiteren miissen beim Design der Primer
langere Homopolymere (meist handelt es sich um T-Stretche) im Amplikon vermieden
werden, da die DNA-Polymerase ab einer bestimmten Stretchlange ins , Stottern” gerat und
zu Sequenzierfragmenten unterschiedlicher Lange fihrt. Die auf dem Prinzip der
Pyrosequenzierung basierte Technik der Deep Bisulfite Sequenzierung (DBS) analysiert
erfolgreich langere Homopolymerstretche und konnte in Zukunft alternativ zur
Sangersequenzierung zur Auswertung der Limiting-Dilution-Produkte verwendet werden.
Von Nachteil und limitierend sind der hohe Arbeits- und Kostenaufwand der LD aufgrund der
starken Verdiinnung und der vielen genspezifischen Amplifikationen bei der zweiten PCR.
Die Verwendung elternspezifischer SNPs durch gezielte Zucht heterozygoter Mause erlaubte
bereits kirzlich die Analyse von IVF-Blastozysten mittels LD und die Identifikation und
Unterscheidung der beiden elterlicherlichen Allele (El Hajj et al., 2011). In dieser Arbeit
konnten keine bovine Blastozysten untersucht werden, da bei Bos taurus zuchtbedingt nur
wenige haufige SNPs vorhanden sind und mittels in silico-Analyse in den untersuchten DMRs
keine informativen SNPs identifiziert werden konnten. Fir die zukiinftige epigenetische
Analyse von bovinen Blastozysten sollte eine gezielte Befruchtung von Oozyten und Sperma
mit bekanntem genetischem Profil, etwa durch Kreuzung entfernter Rassen in Betracht
gezogen werden. Zusammenfassend ist die LD die optimale Methode zur Verhinderung eines
Amplifikationsbias, deren Design und Ausfiihrung in Zukunft durch Automatisierung und
Verknlpfung mit neuen Sequenziermethoden verbessert und zur verldsslichen Analyse

einzelner Zellen, insbesondere von Oozyten, herangezogen werden kann.
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4.6. Schlussfolgerung und Ausblick

Das Oozytenalter, die hormonelle Stimulation sowie verschiedene IVM-Medien und
-protokolle scheinen keinen oder nur geringfiigigen Einfluss auf die DNA-Methylierung der in
dieser Arbeit untersuchten gepragten und ungepragten bovinen Gene zu haben. Es konnten
weder signifikante Unterschiede der Methylierungsmuster zwischen IVM-Oozyten und
in vivo-gereiften Eizellen, noch zwischen IVM-Oozyten aus verschiedenen Alters- und
Stimulationsgruppen nachgewiesen werden. Die DNA-Methylierung in Oozyten scheint somit
stabil gegeniiber den in vitro-Bedingungen der IVM zu sein, was auf ein geringes Risiko fir
durch Methylierungsfehler verursachte Imprintingerkrankungen schlieBen ldsst. Die hier
beim Modellorganismus Bos taurus beobachtete Stabilitdt der DNA-Methylierung lasst
Rickschlisse auf eine ebenso stabile DNA-Methylierung menschlicher IVM-Eizellen zu. Die
vorliegenden Resultate implizieren ein geringes Risiko der nach IVM gezeugten Kinder fiir
Imprintingerkrankungen, was in Ubereinstimmung mit anderen Studien ist (Geuns et al.,
2007; Denomme et al., 2011; El Hajj und Haaf, 2013). Die IVM ist demzufolge eine ART,
deren zukiinftige Anwendung zur humanen Reproduktion vielversprechend in Bezug auf eine
Vermeidung des ovariellen Hyperstimulationssyndroms sowie die Konservierung der
Fertilitdt von adulten und prapuberalen Krebspatientinnen ist.

Es ist jedoch anzumerken, dass die stichprobenartige Untersuchung von sechs Genen nur
einen begrenzten Einblick in die Methylierungsdynamik von ungereiften und in vitro-
gereiften Eizellen liefert, welche keine endgiiltige Aussage zur Sicherheit der IVM liefert.
Insbesondere aufgrund der Plastizitat des Epigenoms in den kritischen Entwicklungsphasen
sowie seiner Variabilitat im Laufe der Lebensdauer lasst sich kaum ein verlasslicher Hinweis
erkennen, dass ARTs wahrend dieser Phasen einen Einfluss auf die Pravalenz von
Imprintingerkrankungen haben (El Hajj und Haaf, 2013). Hingegen konnte eine verédnderte
DNA-Methylierung und Genexpression nach invitro-Empfangnis mit chronischen
Stoffwechselerkrankungen wie Typ-ll-Diabetes oder Adipositas im Erwachsenenalter
assoziiert werden (Katari et al., 2009). Der Schwerpunkt zuklnftiger ART-Studien sollte daher
weniger auf der ldentifizierung einer moglicherweise gesteigerten Pravalenz von einigen
wenigen, sehr seltenen Imprintingerkrankungen liegen, sondern vielmehr ein moglicher,
funktioneller Zusammenhang der embryonalen Genomreprogrammierung mit dem Erwerb
spaterer Erkrankungen im Erwachsenleben untersucht werden (El Hajj und Haaf, 2013). Es

bedarf einer systematischen und multinationalen Langzeitbeobachtung der durch ARTs und
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speziell durch IVM gezeugten Kinder hinsichtlich ihrer Entwicklung bis ins Erwachsenenalter
sowie umfangreicher epigenetischer Analysen (Lidegaard et al., 2006).

Obgleich die IVM nicht mit einem erhohten Risiko flir Imprintingerkrankungen assoziiert
werden konnte, weisen IVM-Oozyten eine verringerte Entwicklungskompetenz zum
Blastozystenstadium von nur 30% auf. Die im Institut fir Nutztiergenetik, Mariensee,
durchgefiihrten Expressionsanalysen zeigten deutliche Unterschiede der mRNA-Mengen
zwischen ungereiften, in vitro- und in vivo-gereiften Oozyten, welche jedoch nicht in den in
dieser Arbeit untersuchten Methylierungsmustern reflektiert waren (Heinzmann et al., 2011,
Diederich et al., 2012). lhre Ursache ist daher vermutlich auf andere epigenetische
Mechansimen und Modifikationen der Genexpression als der DNA-Methylierung
zurlickzufiihren wie beispielsweise die Interaktion der DNA mit microRNAs, ncRNAs,
Histonmodifikationen oder Gene-body-Methylierung. Diese durch die IVM ausgeldsten
epigenetischen Verdanderungen bedingen vermutlich eine unzureichende zytoplasmatische
Maturation und eine damit verbundene Beeintrachtigung der Prdimplantationsentwicklung.
Im Hinblick auf eine optimale Tierzliichtung sowie eine erfolgreiche humane assistierte
Reproduktion sollte daher die weitere Erforschung der Biologie und Entwicklung von Eizellen
sowie der Auswirkungen der IVM im Vordergrund stehen.

Zur Aufklarung der Dynamik und Sensitivitait der DNA-Methylierung hinsichtlich duRerer
Einflisse wie die in vitro-Manipulation durch ARTs kdnnten in Zukunft neue Methoden wie
die junge Deep-Sequencing-Technologie zur epigenetischen Analyse herangezogen werden,
mit deren Hilfe genomweite Methylierungsprofile der DNA mit nur geringen Mengen an
genomischer DNA erstellt werden konnen (Smallwood et al., 2011). Weiterhin sollten in vitro
beobachtete Interaktionen beispielsweise der De novo-Methyltransferasen mit den
Nukleosomen auch in vivo nachvollzogen und bestatigt werden. Dies kénnte etwa durch die
Entwicklung von Protokollen der Chromatin-Immunoprazipitationssequenzierung (ChlP-Seq)
zur Ermittlung von Histonmodifikationsprofilen erfolgen. Bahnbrechend wadre die
Entwicklung eines Zellkulturmodells, das die Nachverfolgung der Imprintetablierung und
damit der ldentifikation neuer involvierter Faktoren ermoglicht (Smallwood und Kelsey,
2012). Da die DNA-Methylierung nur ein Teilgebiet der Epigenetik darstellt, sollten bei
zuklnftigen Fragestellungen nach Moglichkeit auch die Genexpression sowie andere
epigenetische Mechansimen wie die Histon-Modifikationen oder Chromatinstruktur

untersucht werden, um ein funktionelles Gesamtbild zu erhalten.
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Germinales Vesikel
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inner cell mass

Imprinting-Kontroll-Region (engl. Imprinting Control Region)
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Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid

international Units
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in vitro-Fertiliation

in vitro-Maturation

in vitro-Produktion
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Kumulus-Oozyten-Komplex

lateinisch

Limiting Dilution

Luteinisierendes Hormon

Large Offspring Syndrome

165



VERZEICHNISSE

MII
MAS
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MS-PCR
NaHCO3;
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PCR
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RNA
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rom
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RT

SCNT
SNP
SP
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S.u.

Tab.
Taqg

TCM
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Metaphase Il

marker-assisted selection

Multi-Cloning Site

engl. maternal to embryo transition

Multiplex

modifiziertes synthetisches Oviduktfluid
methylierunssensitive PCR

Natriumhydrogencarbonat

ovarielles Hyperstimulationssyndrom

ultrasound guided ovum pick up (transvaginale Follikelpunktion)
phosphatgepufferte Salzlésung (engl. phosphate buffered saline)
Polyzystisches Ovarialsyndrom
Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
primordiale Keimzelle (engl. primordial germ cell)
Pregnant mare serum gonadotropin

Pyrophosphat

Prader-Willi-Syndrom

Ribonukleinsaure (engl. ribonucleic acid)

reaktive Sauerstoffradikale (engl. reactive oxigen species)
Umdrehungen pro Minute (engl. revolutions per minute)
Reduced Representation Bisulfite Sequencing
Raumtemperatur

siehe

somatic cell nuclear transfer

Single Nucleotide Polymorphism

Singleplex

Silver-Russell-Syndrom

siehe unten

Thymin (DNA-Base)

Tabelle

Thermus aquaticus

Tissue Culture Medium

Trishydroxymethylaminomethan
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