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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Die postovulatorische Alterung sowie die ovarielle Alterukmnnten kei der Anwendung
assistierter Repduktionstechniken (AR als entscheidende Faktoredentifiziet werden,

die den Reproduktionserfolgachhaltigbeeintrachtigen. Die postovulatorische Alterung tritt
ein, sobald die reife Eizelle nicht mehr innerhalb ihres physiologischen Zeitfensters
befruchtet wird. Die ovarielle Alterung beschreibt hingegen die Abnahme des Foliikeits

mit zunehmendem Alter des weiblichen Individuums bzw. des Ovars. Sowohl die
postovulatorische Alterung als auch die ovarielle Alterung flihren u.a. zu einer reduazier
Oozytenqualitat undeiner geringeren Blastozystenrate. Die Zielsetzung dieser Arbeit
bestand darin den Einfluss der postovulatorischen Alterung und der ovariellen Alterang
HolsteinRind Bos tauruy auf die DNAMethylierung entwicklungsrelevanter e@e in
Eizellem und Embryonerzu untersuchen. Aus SchlachtHovarien wurden Antralfollikeln
unterschiedlicher Grofze (<2 mm;53mm und >6 mm) isoliert. Eizellen aus Follikeln der
GrolRe 35 mm wurden fur 24h (physiologisch) und 48h (gealtertyitro gereft (IVM). Die
gereiften Oozyten wurden anschlieenish vitro fertilisiert und Embryonen im -6
Zellstadium generiert. Sowohl in den unreifen Eizellen aus Antralfollikeln unterschiedlicher
GroRe als auch in den gereiften Oozyten und den Embryonen wurde die
Promotormethylierung der GeneH19 bSNRPNoZAR1bDNMT3AbOCT4bDNMT3Laind
bDNMT3Lsanalysiert. Zur Untersuchung der ovariellen Alterung wurden mittelgrof3en
Antralfollikel aus Ovarien lebender Rinder Yivg unterschiedlichen Alters {82 Monate, 3

7 Jahre und 4.1 Jahre) gewonnen. In den daraus isolierten unreifen Eizellen wurde die DNA
Methylierung der Promotorregionen der GergTERF2bREC8DbBCEXL bPISD bBUB1
bDNMT3Lpo bH19 und bSNRPN bestimmt Als Methode zur Analyse der
Promotormethylierury wurde die Limiting Dilution BisuH8equenzierung angewendet.

In unreifen Eizellen aus Antralfollikeln unterschiedlicher GroRRe (<2 mBp8n und >6 mm)
konnte ein erhdhtes Auftreten abnormal methylierter Allele in den gepragten Gedrtéh9

und bSNRPN/on Eizellen kleiner Follikel (<2 mngentifiziert werden Dieses Ergebnis
kénnte eine mogliche Ursache einer bereits bekannten und mehrfach beschriebenen
geringeren Entwicklungskompetenz von Eizellen kleiner Follikel (<2 mm) auf epigenetischer
Ebene darstien.

Die verlangerte Reifungsdauer der NB¥ellen hatte eine signifikante Hypermethylierung in
der Promotorregion des Gens DNMT3Lo von-g8teiften Eizellen zur FolgBeim Ubergang

von 48hgereiften Eizellen zum Embryo konnte eine signifikante Hypbyhietung von
CpG7 des stammzellspezifischen Transkripts DNMT3Ls beobachtet werden. Di€xtel@pG
wies ebenfalls einen signifikanten Anstieg von CpGs nmmicht-eindeutigem
Methylierungszustand in unreifen Eizellen mit steigender Follikelgré¥e Da sth die
CpGPosition innerhalb eines Sequehiotivs einer Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors
CREB befindet, koénnten die Methylierungsdaten auf eine Interaktion zwischen dem
Transkriptionsfaktor CREB und der DN&thylierung wahrend der Entwicklung umitkifung

der Eizelle sowie der Transition von der Eizelle zum Embryo hindeuten.

Die DNAMethylierungsprofile der untersuchten Gene in unreifen Eizellen aus Kuihen
unterschiedlichen Alters (22 Monate, 37 Jahre und 4.1 Jahre) wiesen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Altersgruppen dbieovarielle Alterung bei Rindern zwischen 9
Monaten und 11 Jahrerzeigte damit keinen Effekt auflie DNAMethylierung der
untersuchten Promotorregionen der GenbTERF2 bREC8 bBCEXL, bPISD bBUB1
bDNMT3LpbHL9 und bSNRPN



Nach einer simulierten postovulatorischen Alterung durch eimevitro Reifung fir 48h
konnte eine Veranderung der DNVethylierung derOoziten-spezifischen (DNMT3Lo) und
Stammzehspezifischen (DNMT3L$romotoren des katalytisch inaktiveiCofaktors von
DNMT3A, DNMT3L, beobachtet werden. Die verénderte -Dighylierung von DNMT3Ls

tritt dabei erst im frihen Embryo in Erscheinung umderagiert vermutlich mit dem
Transkriptionsfaktor CREB. Die Veranderungen von DNMT3Lo in Eizellen und BNMT3L
den daraus generierten Embryonen lasst vermuten, dass es sich hierbei um eine dynamische
Anpassung des Embryos auf aul3ere Umweltbedingungen der Eizelle Gber die Methylierung
der DNA handelt.



ABSTRACT

Abstract

Postovulatory aging and ovarian agi have been identified as key factors in assisted
reproductive techniqgues (ART€Nnd have a lasting effect on reproductive success.
Postovulatory aging occur$ the mature egg is rnofertilized within its physiological time
window. On the other hand, warian agingdescribes the decrease in the folliculaserve
with increasing age of the female or the ovargspectively Both postovulatory aging and
ovarian aging resulin reduced oocyte quality and lower blastocyst rate. The aim of this
thesiswas toexplorethe effects of postovulatory aging and ovarian aging in Holstein cattle
(Bos tauruy on the DNA methylation of developmeally importantgenes in oocytesind
embryos Antralfollicles of different sizes (<2 mm;53mm and> 6 mm) were isolated from
slaughterhouse ovariesFemale germ cellsrom middle-sized follicles (3-5 mm) were
matured for 24h (physiologicabnditiong and 48h (agedonditiong in vitro (IVM). ThelVM-
oocytes were subsequently fertilizesh vitro and embryosat the 4-6 cell stagewere
generated. Pomoter methylation of the gene®H19 bSNRPNbZAR1bDNMT3AbOCT4
bDNMT3Loand bDNMT3Lswas analygd in immature oocytes from antral follicles of
different sizes as well as in matareocytes andthe respectiveembryos. For studying
ovarian aging, madle-sized antral follicles were obtainad vivofrom animalsof different
agegroups (312 months, 37 yearsand 811 years)In the extracted immaturgametes the
DNA methylation of the promet regions of bTERF2bREC8bBCEXL, bPISD bBUB1
bDNMT3Lp bH19 and bSNRPN was examined. The limiting dilution bisulfite
(pyro)sequencing method was appligd determine the promoter methylation of the
candidate genes at theingle alleldevel

In immatureoocytesfrom antral follicles of diffeent diameters(<2 mm, 3 mm and> 6 mm)
an increased occurrence of abnormally methylated allefethe imprinted genesbH19and
bSNRPMasidentified in smallfollicles (<2 mm). Thiwilure to establish imprintingould be

a possible cause ofwell-known reduceddevelopmentalpotential of small follicles (<2 mm)
at the epigenetidevel.

Theextended maturation time of the IVMocytesresulted in a significant hypermethylation
in the promoer region of DNMT3Ldn 48h maturedoocytes After transition from 48h
matured oocytesto embrycs, a significant hypomethylation of CpG7 of the stem cell specific
transcript DNMT3Lwas detected The sameCpG siteshoweda significant increasef CpGs
with unclearmethylation state in immaturédemale germ cellsvith increasing follicular size.
This CpG position ifocatedwithin a potential binding site & the transcription factor CREB.
Thus,the methylation data indicatean interaction between the transcription factor CREB
and the DNA methylation during development améturation ofoocytesas well asluring
transition from the oocyte to the embryo.

The DNA methylation profiles of thanalysedgenes in immatureoocytesfrom cows of
different age (912 months, 37 years and 41 years) showed no significant differences
between age groupsHence, he ovarian aging in cattle between 9 months and 11 years
causedno effect on the DNA methylation ddTERF2bREC8bBCLEXL, bPISD bBUB1
bDNMT3LpbH19andbSNRPN

After a simulated postovulatory aging Iy vitro maturation for48h, a change in the DNA
methylation of the oocytespecific (DNMT3Lo) and stem eghecific (DNMT3Ls) praters

of the catalytically inactiv®NAmethyltransferaseDNMT3lwasobserved. The altered DNA
methylation of DNMT3Ls occurs in the early embryo gmdbably interacts with the
transcription factor CREB. The changes of DNMT3Lo in oocytes and DNMT3Ls in the resulting
embryosmight representa dynamic adaptation to égrnal environmental conditions.



BENLEITUNG

1 Einleitung

Lebende Organismen kennzeichnen sich nebenere Vielzahl von Eigenschaften
insbesondere durch die Fahigkeit zur Evolutj@h Evolution im biologischen Sinne kann
GSNARUGI YRSY 6SNRSyYy> Ifta oRSNJ 2FyRSt @2y aSN]"
RAS [ SoSyal SAd SAySa SAyT1 94.y Bly molek(lRrés@ A R dzdz
Speichermedium zur Ubertragung der zellularen Information hat sich bereits vor 3,5
Milliarden Jahren die DesoxyribonukleinsauréNf) etabliert[3]. Die DNA als Trager der
Erbinformation des Organismus bzw. der Zelle erlaubt Aussagen Uber die \@nbaitg

(bereits durchlaufene Evolution), Gegenwart (funktionelle Konstitution) sowie eine mdgliche
Zukunft (Prognose basierend auf der funktionellen Konstitution) der Zelle(n). Die
C2NBROKdzy3aRAAT AL AY RSN DSySiA]l wHe@mehBndzOK G d
wird, wie sie molekular aufgebaut ist und wie sie in den Zellen eines Organismus
Fdzy 1 GARBIYASNIBG ¢ SAtf RAAT ALIX AY RSNJ aaz2fSldzg I NByY
stofflichen Grundlage der Gene, der DNA, ihrer Struktwvisoder Umsetzung ihrer
LYF2NXIGA2Yy dzy R RSNJ w8 INizthIdeér AdengflizicRuBNdahDefckiek | G A @
Gene und der Aufklarung ihrer Funktion tritt zunehmend die Analyse der Regulation und
Organisation der Gene in den wissenschafgn Fokus. Mechanismen zur zeitlichen und
raumlichen Koordination der Genaktivitat sind essentigih den Organismus bzw. die Zelle

flexibel und erfolgreich an sich verdndernde aul3ere Umweltbedingungen anzupassen und
letztlich die Chancen zur Weitergalzw. Erhaltung der gesamten oder eines Teils der
eigenen Erbinformation durch Reproduktion zu erhéhen. Neben der-B&tfuenz in den
Promotobereichen der Gene selbst, werden einige essentielle Regulationsmechanismen der

Genaktivitat durch epigenetische \&gderungen gesteuert.

1.1 Epigenetik

5SNJ . SANATTF a9 LA ISy S (iCofran WaddihgRferwSnddt und fasstd ™M dn H
die kausalen Interaktionen zwischen Genen und ihren Produkten zusammen, die eine
phénotypische Expression ermdglichié&h. Im Lade der Zeit durchlief diese friihe Definition

der Epigenetik einen Wandel und beschreibt heute allgemein alle vererbbaren
Veranderungen des Phanotyps, welche nicht durch die primare-Bd#dfenz verursacht

werden [6]. Diese Ursachen umfassen im Wesentlichen die -Diefhylierung, Histon



BENLEITUNG

Modifikationen sowie nicht-kodierende RNA7]. Innerhalb dieser Mechanismen stellt die

DNAMethylierung die am intensivsten untersuchte epigenetische Modifikatior['dar

1.1.1 DNAMethylierung

Als DNAMethylierung wird im Allgemeinen die kovalente Verknlpfung einer Methylgruppe
(-CH) an eine Nukleotidbase einer DNA bezeichnet. Bisher konnten 3 unterschiedliche
Typen der DNAMMethylierung beschrieben werden: N@ethyladenin (6mA),
N4-Methylcytosin (4mC) und -Blethylcytosin (5mC)8-10]. Wéahrend 6mA und 4mC in
Prokaryoten und einzelnen Eukaryoten vorkommen, stellt 5mC die vorherrschende Form der
DNAMethylierung in eukaryotischen Genomen dad]. In Séaugern tritt 5SmC Uberwiegend
innerhalb von Cytos#hosphatGuanin (CpG) Dinukleotiden alif2]. Evolutionar hat sich

die Methylierung der DNA vermutlich in Prokaryoten als Schutzmechanismus bakterieller
Zellen vor der Invasion von FreriNA entwickelt ud etabliert [13, 14]. Innerhalb der
prokaryotischen RestriktieiModifikation-Systeme, die aus einem Restrikisgnzym
(Restriktionsendonuklease) und einem modifizierenden Enzym (Mednglterase)
bestehen, wird die @leigene DNA an spezifischen Stellen methyliert und damit markiert,
wodurch die nichimodifizierte FremeDNA erkannt und abgebaut werden kaptb-17].

Diese primitive Form eines Immunsystems richtet sich gegen fur die getentiell
gefahrliche, virale FremBNA. Mittels Restriktionsendonukleasen kann delleZ diese
parasitare DNA unschadlich machen, bevor sie sich in das zelleigene Genom intagréeren

die Expression von Vird&roteinen induziezn kann[14]. Eine mogliche Adaption an dieses
Abwehrsystem stellen Plasmide, Prophagen und Transposons dar, die in ihrem Genom eine
Methyltransferase ohne dazugehdorigestriktionsendonuklease kodiergh8]. Diese viralen
Elemente sind in der Lage ihre DNA zu methylieren und den Schutzmechanismus ihrer
prokaryotischen Wte zu umgehen. Die Existenz und die Vermehrung dieser eigennitzigen
FremdDNAs im Wirt bergen jedoch neben einer potentiellen Schadigung ebenfalls
potentielle evolutive Vorteile fur die Zelle. Neben direkten Selektionsvorteilen wie
beispielsweise kodieen Antibiotikaresistenzen auf einem Plasrfiid], beschleunigen diese
mobilen genetischen Elemente die Verdnderung des Genoms insgg¢2an21]. Deser
aLy¥S1iA2ya dzyR 9ELI YyaiAzy Y20AfSNI 5b! &AYyR
Eukaryoten ausgesetzt. Wahrend der Anteil dieser parasitdren DNA in Bakterier2¥#i O

liegt [22], enthalten eukaryotidte Genome @&5% dieser Sequenzel, 23]. Fur das
menschliche Genom liegen die Schatzungen zwischen[20Pbis 65%24]. Der Grol3teil

5
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dieser mobilen Sequenzen im humanen Genom besteht aus Retrotransposons[28h%)
Sowohl Retrotransposons als auch andere mobile genetische Elemente enthalten eigene,
intrinsische regulatorische Sequenzen wie Promotoren, Splei3stellen, Terminatoren,
Enhancer oder Insulatore[26]. Diese DNAbschnitte ermdéglichen esdie Expression
spezifischer Gene besser zu koordinieren und zu regulieren und sich dynamisch an
veranderte aulRere Umeltbedingungen anzupassen. Aufgrund des damit einhergehenden
Selektionsvorteils wird vermutet, dass die Wirtsgenome im Laufe der Evolution
regulatorische Sequenzen von den mobilen FrddMAs adaptierten. Fiur 20% der
evolutionar konservierten regulatorisen Regionen konnten mobile genetische Elemente
als Ursprung nachgewiesen werd¢a7-29]. Gleichzeitig stellen diese mobilen Elemente
Abschnitte fur Chromatinirabilitdten und genomische Veradnderungen dar und bedurfen
einer strickten Kontrolle[30, 31]. Als essentieller Mdmnismus zur Repression von
Transposons insbesondere in der Keimbahn und in undifferenzierten Zellen hat sich die DNA
Methylierung etabliert[32, 33]. Dieprimare Funktionder CytosiAMethylierung im Genom

von Saugetieren und anderen Wirbeltieren stellt die Suppression mobiler Sequenzabschnitte
dar. Neben diesem Abwehrmechanismus Gbernimmt die IMéghylierung jedob ebenfalls
essentielle Funktionen in der Algpezifischen Genexpression wie bei deinaktivierung

und der genomischen Pragur@4] sowie der Regulationler Genexpression insbesondere

wahrend der fetalen Entwicklungi¢he Kajtel 1.1.4).

Die chemische Modifikation der Cytoshukleotide wird von der Enzyilasse der
DNAMethyltransferasen (DNMTs) tbernommen. Bei den DNMTs in Sdugern unterscheidet
man 3 unterschiedliche Faneih: DNMT1, DNMT2 und DNMT3®]. Wahrend die Funktion

von DNMT2 insbesondeiia der Methylierung von Cytosinen in tRNA bestg1], sind die
Enzyme der Familien DNMT1 und DNMT3 malf3geblich an der Methylierung der genomischen
DNA beteiligt[35]. DNMT1 ubernimmt dabei die Funktion der Aufrechterhaltung der
Methylierungsnuster wahrend der Replikatiof37] und der Reparatuf38]. Die initialede
novoEtablierung der Methylierungsmuster wird durch DNMT3a, DNMT3b und DNMT3L
realisiert [35, 39, 40]. DNMT3L (DNMTBike Protein) stellt hierbei einen katalytisch
inaktiven, regulatorischen ktor dar, der an DNMT3a bzw. DNMT3b bindet und sie unter

Interaktion mit Histon H3 an die zu methylierende Stelle |d4é{.
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1.1.2 Genomische Pragung

Sexualitat ist diedominante Form der Reproduktion bei vielzelligen Organismen. Der
Unterschied zur nichsexuellen Fortpflanzung besteht in der zufalligen Verteilung der
vaterlichen und miutterlichen Erbanlagen auf die NachkommBiese Durchmischung
ermoglicht eine héherel&xibilitat mit der sich die Individuen an neue Umweltbedingungen,
Krankheitserreger und Parasiten anpassen koénnen und stellt damit vermutlich den
entscheidenden evolutionaren Vorteil der Sexualitat dar. Ein typisches Merkmal der
sexuellen Reproduktion h&ner Pflanzen und Tiere ist die Ausbildung zweier
unterschiedlicher Geschlechtszellen (Gametef®)2]. Bei der Verschmelzung einer
matterlichen und einer vaterlichen Keimzelle zur Zygote werden die haploiden Gameten
Genome zu einem diploiden Genom der Zygote kombiniert. Durch Transplantations
Experimente mit Vdeernen von Mausen konnte aufgedeckt werden, dass das vaterliche und
das mautterliche Genom in unterschiedlicher Weise zum Genom der Zygote beitf48en

46]. Nach Generierung von Embryonen mit zwei ausschliel3lich weiblichen Vorkernen
(maternal uniparental) und zwei ausschlie3lich méannlichen Vorkernen (paternal uniparental)
zeigten sich Unterschiede in der Entwicklung der beiden Arten uniparentaler Embryonen.
Wahrend die maternal uniparentalen Zygoten Uberwiegend Gewebe embryonischen
Ursprungs ausbildeten, bestanden die paternal uniparentalen Embryonen tberwiegend aus
extraembryonischem Geweld7]. Mit Beginn der 1990er Jahre konnte diese genomische
Pragung$y 3t @ o L) ¥nhiddl geil érsyed gepragten Gene, welche differenziell von
maternalen und paternalen Chromosomen exprimiert wurdbastatigt werder{48-50]. Bis

heute konnte die genomische Pragung in Pflanzen (Bedecktsamer), Beuteltieren und hdhere
Saugetieren (Plazentatieren) nachgewiesaverden [51]. Ahnlich wie in Saugetieren
beeinflusst die Expression der gepragten GenBflanzerdie Entwicklung des Endosperms,
einem extraembryonischem Gewebe, welches die Entwicklung des Embryos untgetiitzt

Der evolutionare Grund zur Ausbildung der genomischen Pragung ist nicht bekannt. Weil die
gepragten Gene sowohl bedugetierenals auch bei Pflanzen an der Veamg des
Embryos mit Nahrstoffen beteiligt sind, wird vermutet, dass die genomische Pragung einen
Regulationsmechanismus zur Verteilung mautterlicher Ressourcen darpt@|lt52]. Da
paternal exprimierte Gene das fetale Wachstum verstarken wohingegen maternal
exprimierte Gene das Wachstum des Embryos abschwéchen, wird angenommen, dass dieses

System in einer angonistischen Weise funktioniert. Wahrend die paternal exprimierten
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Gene zum Ziel haben der Mutter mehr Ressourcen zum Wohle der Entwicklung des
Nachkommen zu entziehen, erhalten die maternal exprimierten Gene die Ressourcen der
Mutter, um sie zwischen mebaren Nachkommen zu verteilen und den weibliche

Reproduktionserfolg zu maximierg¢sl].

1.1.2.1 Funktion und Regulation gepragter Gene

In héheren Saugetieren konnten bisher etwa 100 gepragte Gene identifiziert wébden

Die Transkripte der meisten dieser Gene wurden in der Plazenta und dem Gehirn
nachgewieser{54, 55]. Dartber hinaus werden gepragte Gene auch in anderear@rg

wie Muskeln, der Lunge, deiieren und dem Auge exprimier{47]. Zwischen den
unterschiedlichen Arten der Saugetiere werden nicht zwingend gleiche Gene gepragt.
Beispielsweise liegen in der Maus gepragte Gene vor, die im menschlichen Genom keine
Pragung vorweisen47]. Die im Gehirn exprimierten Gene mit Pragung stehen im
Zusammenhang mit der Modulation von Stoffwechselprozessen, dem VerhakemenL
sowie der miutterlichen Brutpfleg¢47]. Charakteristisch flir eine gestdrte Préagung sind
jedoch vorallem eine beeintrachigte Entwicklung und Physiologie der Plazenta. Eine
fehlende Expression des gepragten Gens Igf2 fuhrt beispielsweise zu einem gestorten
Nahrstofftransport zum wachsenden FoOt[&6]. 1gf2 wird sowohl in der Maus als auch im
Menschen paternal exprimiert undildet einen Wachstumsfaktor der Plazenta und des
Embryos[57]. KnockoutMéause ohne das Plazenspezifische Transkript von Igf2 sind zum
Zeitpunkt der Geburt 40% kleiner als ihmermalen Artgenossef58]. Die Regulation von

Igf2 erfolgt Uber eine differenziell methylierte Region (DMR) auf Chromosom 7 bei der Maus

und auf Chromosom 11 beim Menschiédi].
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Abbildung 1: Regulation des gepragtei19 1gf2-Lokws in der Maus.Die schwarzen Pfeile mit den Bezeichnungen der
Gene zeigen die Position der Gene und die Richtung ihrer Transkription im aktiven Zustand. Pfeile von rechts nach links
deuten die Interaktion zwischen den Enhan&squenzen und den Genen atie ihre Expression induziert. Der gelbe
Balken markiert die ICR mitBindungsstellen fiir das ZinkfingksolatorProtein (CTCFAuf dem maternalen Chromosom

liegt die ICR unmethyliert vor, watlch CTCFs gebunden werden und die Interaktion zwischen Emimamnd 1gf2
blockieren, was zur Expression dh9fiihrt. Auf dem paternalen Chromosom liegt die ICR methyliert vor. Dadurch kénnen
keine CTCFs binden, wodurch die Enhancer die Expressidgf2amduzieren kénnen, wahrenH19nicht exprimiert wird.
Abhildung tbernommen aug9] und modifiziert.

CHj CH; CH,; CH, CH, CH,

Enhancers

DMRs weisen eine hohe Dichte an dp@ukleotiden (CpGs) auf, deren Cytosine einen
methylierten oder unmethylierten Zustand einnehmen kdénnen. CpGs said gieichmaliiig

Uber das Genom vertejlsondern treten gehauft in G&ichen Sequenzabschnitteauf, die

als Cpdnseln bezeichnet werderi60]. CpGInseln, die im Gegensatz zu DMRs flr
gewdhnlich unmethyliert vorliegen, sind vorwiegend mit Promotoren von sog.
Haushaltsgenen§y 3f ® o | 2 dza S)|aSs6ziigkt[§1H DaBes yiahdelé & sich um
Gene, die ubiquitar exprimiert werden und selten gehemmt werden. Ubernimne BMR

die Regulatiormehrerer gepragter Gene wird diese Region auch als £R 8t ® o A YLINA Y
O2 y i NP f) bekd®EhatfB3/6d. Dementsprechend treten tera 80% der bekannten
gepréagten Gene in Clustern mit anderen gepragten Genen auf, die eine Region von 1 Mb
oder mehr umfassen kénnefbl, 59]. Wahrend maternal methylierte ICRs am Promotor
lokalisiert sind, befinden sich paternal methylierte ICRs in intergenischen RedibfleDas
paternal exprimierte Igf2 ist 90 kb entfernt von der maternal exprimierten Gensequenz von
H19 [48, 49]. Beide Gene teilen sich eine EnhanSequenz stromabwaérts von H19
(Abbildung 1). Die ICR, die b#@ Gene reguliert, umspannt eine Region voa Xb
stromaufwarts der Transkriptionsstartstelle von HEB]. Sieist paternal mehyliert und

liegt intergenisch zwischen Igf2 und H1®arlber hinaus enthalt sie mehrere

Bindungsstellenfir das ZinkfingetsolatorProtein (CTCF), welches ausschlie3lich an das
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unmethylierte maternale Chromosom bind¢69, 70]. Die Bindung von CTCF auf dem
maternalen Chromosom blockiert die Interaktion des Enhancers mit dem Promotor von Igf2,
wodurch das Gen deaktiviert bleifAbbildungl). Stattdessen interagiert der Enhancer auf
dem maternden Chromosom mit H19 und fihrt zur Expression des Gens. Auf dem
paternalen Chromosom hingegen liegt die ICR methyliert vor, wodurch die Bindung von CTCF
verhindert wird, die Interaktion des Enhancers mit dem Igf2 nicht blockiert wird und somit

lgf2 exprimert wird [47, 57] (Abbildungl).

Neben diesem Isolataviodel lassen sich die RS der Mehrheit der gepragten Gene in eine
zweite Klasse einteilen, bei welcher das ICR als Promotor einerkodigrenden RNA
(ncRNA) fungierefb9]. Das am besten untersuchte Beispiel diesessdason ICRs stellt das
lgf2r-Cluster dar{71]. Das ICR befindet sich hier in einer @ps&l innerhalb eines Introns
des Igf2rGens[72]. Exprinert wird das Gen vom maternalen Chromosom, welches eine
intronische Methylierung aufweisf50]. Auf dem paternalen Chromosom liegt das ICR
dagegen unmethyliert vor und dieérals Promotor einer langen niclkbdierenden RNA
(Airn), die in Antisens®ichtung zum Igf2Gen transkribiert wird63, 73]. Diese Antisense
Transkription passiert den IgfBromotor und hemmt die Expression des Gens vom
paternalen Chromosorfv4]. Neben Igf2r werden zwei weitere Gene stromabwarts ebenfalls
vom maternalen Chromosom exprimiert und vom paternalen Chromosom gehemmt. Bei
diesen Genen wird vermutet, dagsrn hemmende Histonmodifikationen induziert, welche
den Pomotor auf dem paternalen Chromosom inaktiviergfb]. Die Regulation gepragter
Gene durch die Transkription einer nidtddierenden RNA in Abhangigkeit von DNA
Methylierung ist ebenfalls fur die gepragt€iusterKcnql]67], Snrpn[76] und Gnas[65, 77]
beschrieben. Das Wissen uber die Funktion und Regulation gepragter Gene basiert zu einem
erheblichen Teil auf GenotyhanotypStudien von Patienten mit Stérungen der
genetischen Rgung sowie Experimenten in Mausen. Prinzipiell stimmen dabei die
Merkmale bzw. Symptome der Patienten tUberein mit denen der entsprechenden-Maus
Mutanten [47]. Welche Krankheiten und Krankheitssymptome durch eine Stdrung der

genetischen Pragung verursacht werden, wird im Folgenden kurz erlautert.

1.1.3 Fehlregulation gepragter Gene

Stérungen der korrekten genomischen Pragung fuhreeiaar Veranderung der Expression

der betreffenden Gene und zu einer pathologischen Veranderung des Phanotyps.

10
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Erkrankungen dieser Art sind mit einer Inzidenz veb0lin 100000 Kindern selten und
kennzeichnen sich durch ein aufféllig verandertes Gré3ehatam, verschiedene Arten von
Fehlbildungen, mentaler Retardierung und/oder Krebs im Kindes@lt@r Dabeifuhren
unterschiedliche = Pragungen am  gleichen Genlokus zu  unterschiedlichen
Imprintingerkrankungen mit deutlich verschiedenartigen PhanotypBme bekanntesten
Erkrankungen, die mit einer gestérten genomischen Pragung assoziiert sind, sind das Prader
Willi-Syndrom (PWS), Angelm&yndrom (AS), Silv&usselSyndrom (SRS), Beckwith
WiedemannSyndrom (BWS), der transiente neonatale Diabetes mellitus, der

Pseudohypoparathyroidismus Typ 1b sowie das paternale bzw. maternale UShdrbm

[47].
1.1.3.1 PraderWilli-Syndrom undAngelmanrSyndrom

Das PradeWilli-Syndrom (PWS) und das Angelrgyndrom (AS) sind die ersten bekannten
Erkrankungen, die in Verbindung mit gepragten Genen gebracht wurden. Beide Krankheiten
auRen sich durch neurogenetische Fehlfunktionen, die mit einer gestdrten Pragung der
Gene des langen Arms von Chromosom 15 assoziiert sind. In der chromosomalen Region
15911.2 befindet sich ein Cluster gepragter Gene, die ausschlie3lich vom paternalen oder
vom maternalen Chromosom exprimiert werden. Die Inzidenz beider Syndrome liegi/ei 4

in 100000 Kinderih79, 80

Das klinische Bild von PWS auf3ert sich durch ein geringes Geburtsgewicht, Trinkschwache im
ersten Lebensjahr, einer Hyperphagie und Adipositas im frihen Kindesalter, geistige
Behinderung, muskulare Hypotonie, Hypogonadismus und Kleinwig#is25-30% der
Patienten liegt eine maternale uniparentale Disomie des Chromosoms 15 [upd(15)mat] vor.
Die Ursache daflr liegt in einBehlsegregatio wahrend der maternalen Meiose gefolgt von
einem mitotischen Verlust des paternalen Chromosom 15 nach der Fertilisddieser
Verlust hat zur Folge, dass gepréagte Gene, die vom paternalen Chromosom exprimiert
werden, fehlen. Einige der dort lokalisierten Gene, die vermutlich maf3geblich zum Phanotyp
von PWS beitragen, sind die C/D box small nucleolar-)@N&ASNORD11&ene sowie
SNURFSNRPNwelches ebenfalls fur snoRNA codiert. In welchem Ausmalf} diese Gene zum
Phanotyp von PWS beitragen ist nicht bekannt. 1% der-P8lU§ ist auf Imprintindpefekte
zurtckzufahren[79, 80|

11
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Die Symptome des ASBeiseneine Mikrozephalie, Ataxie, Epilepsie, faziale Dysmorphien,
ausbleibende Sprachentwicklung und geistige Behindemwrg 2-5% der betoffenen AS
Patienten zeigen eine paternale uniparentale Disomie des Chromosoms 15 [upd(15)pat].
Ursachlich dafir ist vermutlich in den meisten Fallen eine maternale Fehlsegregation mit
einer anschlielRenden postzygotischen Duplikation des paternalen Choonso$5[81]. Als
Resultat fehlt eine aktive maternale Kopie des Gens UBE3A, was nachgewiesen-zum AS
Phanotyp fuhrt. UBE3A kodiert eine E3 Ubiquitigase, die@usschliel3lich vom maternalen
Chromosom im Gehirn exprimiert wird82, 83]. Der Mechanismus, wie die
gewebsspeF A 8 OKS t NN3Idzy3d @2y ! . 90! NBIdzZ ASNI 6AN
Ende des SNUFBNRPNranskripts die Antisend@NA von UBE3A darstellt, wird jedoch
vermutet, dass das paternal exprimierte SNtHRRPMense/ UBE3Anti-sense Transkript

an der mmung des paternalen UBE2els beteiligt is{84].

Zur diagnostischen Identifizierung von PWS als auch von AS stellt die Untersuchung-der DNA
Methylierung des SNURFNRPMNLokus derzeit die sensitivste Methode dar. Wahrend
gesunde Individuen hier ein methyliertes und ein unmethylieAdlsl zeigen, lasst sich bei

PWS nur das maternale methyliergdlel und bei AS nur das paternale unmethylie/Aéel

nachweiser{84).

1.1.3.2 SilverRusselSyndromund BeckwithWiedemannSyndrom

Die beiden Imprintingerkrankungen SilMRusselSyndrom (SRS) und Beckwihedemann
Syndrom (BWS) zeigen, ahnlich ve&V/S und AS, ein gegenséatzliches genetisches wie
klinisches Bild. Ursachlich fir beide Krankheiten ist in den meisten Patienten eine

Veréanderung der gepragten Genregion auf Chromosom 111485,86].

Der Phénotyp des SRS kennzeichnet sich durch einee prid postnatale
Wachstumsverzégerung mit altersentsprechendem Kopfumfang (relative Makrozephalie),
ein kkeines dreieckiges Gesicht, Asymmetrie und einer Entwicklungsverzégerung. Den ersten
Nachweis einer Verbindung dieser Symptome mit der Expression gepragter Gene lieferte
eine maternale uniparentale Disomie des Chromosoms 7 [upd(7)mat], die-b@¥o5der
Patenten auftritt [79, 87]. Inwiefern die fehlende Expression der paternalen Gene bzw. die
Uberexpression der matealen Gene zum Phanotyp des SRS fuhrt ist jedoch derzeit noch
Gegenstand der Forschun@6]. Molekulare Erkenntnisse im Zusammenhang zwischen

Genotyp und Phénotyp von SRS konnte man jedoch bei der haufigsten Ursache der Krankheit

12
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(35-60%), einer Veranderung des Chromosoms 11p15.5, gewipi@nChromosom 11p15
enthalt zwei Imprintingkontrtregionen (ICR1 und ICR2), die die Expression von Genen
steuern, welche entscheidende Funktionen im -Jpréind postnatalen Wachstum
Ubernehmen. ICR1 reguliert die Expression des paternal exprimierten Igf2 und des maternal
exprimierten H19. Die Funktion voigf2 als fetaler Wachstumsfaktor ist bekannt,
wohingegen die physiologische Rolle der nichhslatierten RNA H19 unbekannt ist. Es wird
jedoch vermutet, dass die Hypomethylierung von H19 zur Abschwéchung der Expression von
Igf2 fuhrt und eine Wachstumskaigerung verursacht. Das ausschlie3lich auf dem
maternalen Allel methylierte ICR2 reguliert die reziproke ExpressionQIIRN1CKCNQ1

und weiterer Geng85, 86]. Wahrend eine Hypomethylierung von ICR1 in etwa 40% der Falle
in SR%atienten nachgewiesen wird, zeigt ICR2 eine Hypomethylierungt0%bvon BWS
Erkrankten[79, 86]. Die phanotypischen Merkmale von BWS sind ein prél postnataler
GroBwuchs (Makrosomie), Makroglossie, Ohrfurchen, Bauchwanddefekte eind
Viszeromegalie. Die Auspragung des Phanotyps hangt hier vom molekularen Subtyp ab. Die
genauen molekularen Interaktionen der betroffenen Genprodukte, die zum Phanotyp von

BWS fiuihren, konnten bisher nicht aufgeklart werd@é8, 85, 86].

Beide ICRs sind Gegenstand dieser Arbeit. Eine aberrante Methyglielein homologen
Regionen beim Rind wurde nach SCNT mit degh 3 drge ffspring syndronde ¢ [vhl.{ 0
1.3.3 beschrieben.

1.1.4 Epigenetische Genomreprogrammierung

Die genomische Pragung fuhrt zu spezifischen epigenetischen Veufigeer der
maternalen und paternalen Allele. Diese Pragungsmuster sind essentiell fur die
postzygotischePhase des sich entwickelndegembryosnach der Fertilisation. Der neu
entstehende Organismus bildet seinerseits ebenfalls Keimzellen, die seine
geschlectsspezifischen Pragungsmuster tragen. Um dies zu realisieren bedingt der Vorgang
der Pragung einen Mechanismus, der das Epigenom der sich entwickelnden Keimzellen in
einen neutralen Ausgangszustand zurickversetzt. Die Entfernung der parentalen
Pragungmuser ermdglicht anschlielenddie geschlechtsspezifische Pragung des neu
entstandenen Organismus. Die Umsetzung dieses Prozesses erfolgt durch die epigenetische
Genomreprogrammierung. Die Reprogrammierung betrifft neben den gepragegionen

auch Keimzelbpezifische Gene, die es dem Genom des Spermiums und der Eizelle

13
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ermdglichen, eine totipotente Zygote zu bilden. Da diepigenetische
Genomreprogrammierung/dhrend der embryonalen Entwicklung erfolgt, liegen die meisten
Daten zu diesem Mechanismus aus Stadi® MausModell vor. MausEmbryonen zeigen
zwei Phaserepigenetische Reprogrammierung Die erste friilhe Phase beginnt unmittelbar
nach der Befruchtung und findet in d€raimplantationsphasestatt. Die zweite spatere
Phase setzt nach dem embryonalen Stadi EZE8 ein und betrifft ausschliellich die
Primordialen Keimzellen (PGG8pbildung?2). In beidenEntwicklungsphasembesteht der
Reprogrammierung®rozess aus einer anfanglichen Demethylierung gefolgt von einer

anschlieBendememethylierung.

T T T T
sth Embryo I I I
2|1 Befruchtung 1 1 1
U’ I IIIIIIIIILIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII-- lll llllllllllllllll
% I‘ I Methylierte Allele von DMRs ™ & /1 @ o fluviviviblels’
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Abbildung2: EpigenetischéReprogrammierundn der Maus.Die epigenetische Reprogrammierung erfolgt in zwei Phasen.
Sie beginnt unmittelbar nach der Befruchtuimgder Praimplantationsphas€unachst werden damaternale (rot) und das
paternale (blau) Genom demethyliert. Dabei entgehen die gepragten gDMRBaieethylierung Die Remethylierung
erfolgt ab E4E5.Etwa um den ZeitpunkE7E8 setztdie Demethylierung in derPrimordialenKeimzellen(PGCsgin und
betrifft genomweit alle Regionen. Die Remethylierung in é&C®rfolgt geschlechtsspezifisch. Bei ménnlichen Individuen
(blau) wird die Etablierung der neuen DiNKethylierungsmuster bis zur Geburt abgeschlossen. In der weiblichen Keimbahn
erfolgt die Remétylierung ab der Geburt kontinuierlich mit der Entwicklung der Eiz&lbildung Ubernommen au88-

90] und modifiziert.

Nach der Befruchtungetzt die Demethyliemg der beiden Vorkernein und entfernt die
DNAMethylierungsmuster des vaterlichen Genoms schneller als die des miutterlichen
Genoms. Dabei werden die paternalen Regionen durch einen aktiven Demethylierungs
Mechanismus vermutlich in Verbindung mit der dation durch TefProteine demethyliert

[91]. Beim maternalen Genom geht man davon aus, dass die-ND&Wylierungsmuster

ald a3A 04 RdAzZNOK wS L} hilting de2nyethydisftéh CpGizfoasthEreadS y R S
mit jeder neuen Zellteilung entfallef89]. Diesem Prozess der Demethylierung nach der
Befruchtung entgehen die gepragten Regionen des paternalen und maternalen Gandms

bleiben erhalten Die daraus reultierende erhaltene parentaAllelspezifische Methylierung

14
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fuhrt zu einer parentalllelspezifischa Expression der gepragten Gene im frihen
Embryonalstadium. Die Demethylierung aller anderen BR¢gionen mit Ausnahme der
gepragten Sequenzen ist zumitgankt E4 bis E5 abgeschloss&ie Remethylierung erfolgt
im Zuge der Differenzierung deomatischen Zellen bzw. Zelllinien zwiscleHES und der

Geburt[89.

Die Demethylierungder PGCs beginrgarallel mit ihrer Proliferation und Migration idie
Genitalleiste im Stadium E7.5. Dieser Vorgang betrifft global das gesamte Genom
einschlief3lich der gepréagten Regionen zeitgleiod unabhéangig vom elterlichebrsprung

und dauert bis zum Zeitpunkt E15/E16 an. Die anschlieende Etablierung der DNA
Methylierungsmuster in den PGCs erfolgt geschleshezifisch und betrifft sowohtlie
gepragten Gene als auch entwicklungsrelevante rggpragteGene. In mannlichefreten

findet die Remethylierungund Pragung bereitgpranatal vor der Meiose im mitotisch
arretierten Stadium (Gbhase; Prospermatogonien) statt und ist bis zur Geburt
abgeschlossen[89]. In weiblichen Feten treten die primaren Oozyten nach der
Demethylierung in die Meiose ein und verbleiben in der PropHaseDiplotanStadium. Die
Etablierung der Eizebpezifischen Methylierungsmuster setzt in den prima@ozyten erst

nach der Geburtmit der zyklischen Rekrutierung der Eizellen (MgR.2 ein und wird
zeitlebens bis zur Menopause mit defmozess der Follikelreifung abgeschlosge?]. Mit

der Verghmelzung von Eizelle und Spermium bzw. der Befruchtung schlie3t sich der
Reprogrammierungszyklus. Damit stellt die epigenetische Genomreprogrammierung in einer
zyklischen Weise sicher, dass die essentielle, parspetifische Pragung in den
somatischen Zellen erhalten bleibt, wahrend sie in den PGCs geschigpkigfisch

angepasst wird.

1.2 Oogenese und Oozytenmaturation

Die Eizelle und das Spermium sind die zentralen Zellen der Reproduktion und Entwicklung in
Saugern. Eine der wichtigsten Aufgaben deellezbesteht darin, sowohl das Genom der
Eizelle selbst als auch das des Spermiumspmgrammieren um letztlich das neue
totipotente embryonale Genom zu formen. Zusatzlich zu dieser Eigenschaft stellt die
weibliche Keimzelle die einzige Z&tt im erwatisenen Organismus dar, die in der Lage ist
das Genom einer somatischen Zelle aus einem differenzierten Stadium in einen totipotenten

Zustand zu versetzen[93]. Um diese herausragende Fahigkeitdie sog.
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Entwicklungskompetenzzu erlangen, durchlaufen die Vork&u der befruchtungsfahigen
Oozyte eine einzigartigem Entwicklungprozess, der durch die Oogenese und

Follikulogenessowie die finale Eizellreifurrgpréasentiert wird.

1.2.1 Allgemeine Oogenese

Die Oogenese beschreibt im Allgemeinen die Entwicklung einer @ogoneiner reifen,
befruchtungsfahigen Oozyt§d4]. Dabei erlangt die Eizelle die Fahigksith nach der
Befruchtung durch ein Spermium zu einem Embryo und damit zu einem neuen @rganis

zu entwickeln. Undieses Entwicklungspotential ewinnen muss die Oozyte eine Reih

von Veranderungen durchlauferDies schliel3tinsbesondere die Reduktionsteilung ein,
durch welche der diploide Chromosomensatz zu einem haploiden reduziert wirderDie
Vorgang ist ndtig um die diploideéendosis des adulten Organismus nach der Verschmelzung
der Oozyte und des Spermiums aufrechtzuerhalten. Die Oogenese beginnt bereits pranatal
im Mutterleib und wird erst mit Erlangung der Geschlechtsreife bzw. in ddyem@at

abgeschlossef®4].

Die Oogonien teilen sich zunachst in der friihen Fetalphase mitotisch mit einer spezies
spezifischen Anzahl von Teilungen. In der humanen Oogenese wird dimatedinzahl an
Oogonien mit geschatzt 5 Millionen Zellen etwa in der 20. Schwangerschaftswoche erreicht
[95, 96]. Von diesem Zeitpunkt an reduziert sich die Anzahl der Zellen jedoch rapide und
umfasst bei der Geburt etwa noch 295 0@7]. Nach der mitoschen Teilungsphase gehen
die Oogonien in die Prophase der Meidsgber und werden fortan als priméare Oozyten
bezeichnet. Die Prophas®n Mlwird in 5 seqentielle Stufen unterteilt: Leptotan, Zygotan,
Pachytan, Diplotan und Diakeneg®. Nach Abschluss der homologen Rekombination der
elterlichen Chromosomen, wird die Meiose im letzteadsam der Prophase, dem Diplotan
arretiert. Aufgrund der netzartigen Struktur des Zellkerns (grididttyon= Netz) wird dieses
Stadium auch als Diktyotan bezeichnet. Der Zellkern der diplotaneryt®©avird auch
Keimblaschen odeGerminalvesikellengl: germimal vesicle GV) genannt. Im Diktyotan
verharren die primaren Oozyten bis zum Eintritt der Pubertat. Mit Beginn der
Geschlechtsreife wird die Prophase durch einen starken Anstiegludemisierenden
Hormons (LH) etwa zwdlf Stunden vor der Ovulatiatgiesetzt. Dabei 16st sich die Hulle des
Kerns auf €ngl: germinal vesicle breakdowrGVBD) und die Chromosomen bilden eine

Metaphaseplatte. Die Chromatiden werden dann paarweise voneinander getrennt und es
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kommt zu einer asymmetrischen Zellteilung. DaiMiid ein Chromosomensatz von einer
Kernmembran umschlossen und verbleibt mit nahezu dem gesamten Zytoplasma in der nun
als sekundar bezeichneten Oozyte, wahrend der andere Chromosomensatz in einer kleinen,
funktionslosen Zelle, dem sog. ersten Polkorpaingebaut wird. Die sekundére Oozyte
durchlauft eine zweite meiotische Teilung. Diese begkurtz vorder Ovulation und wird
zunachst nur bis zum Stadium der Metaphdis@Mlil) passiert. Die Fortsetzung der zweiten
Reifeteilung erfolgt erst, wenn die sekiére Oozyte von einem Spermium befruchtet wird.
Wie bereits bei der ersten Reifeteilung wird dann ein Chromosomensatz im sog. zweiten
Polkdrper abgeschnirt und abgebaut. Der verbliebende haploide Chromosomensatz wird in
der befruchteten Oozyte von einer Keamembran umgeben und bildet den weiblichen

Vorkern, womit die Reifeteilung der Eizelle abgeschlossg@4kt

1.2.2 Follikulogenese beim Rinds taurug

Wahrend der bovinen Oogenese wircedDozyte bereits zu Beginn der ersten Meiose etwa
um den 90sten Tag nach der Befruchtung von einer einschichtigen Lage somatischer Zellen
(Granulosazellendmschlossen und bildet damit einen Ovarialfollikel bzw. Primordialfollikel
[98]. Der Begriff Follikel bezeichnet eine Einheit aus einer Eizelle und mehreren sie
umgebenden somatischen Zellen und stellt das funktionelle Grundelement des Ovars dar
[99]. Die Oozyte verbleibt bis zur Ovulation im Follikel und steht dabei in einem intensiven
Stoffaustausch mit den Follikelzellen, der essentiell fur die Entwicklung und Reifung der
Eizelle ist. Mit Bildung des Primordalikels beginnt die Follikulogenese, die die
Entwicklung des Primordialfollikels zum ovulationsfahigen Graafschen Follikel beschreibt
[100]. In den Ovarien von Rindern liegen grundsatzlich zwei unterschiedliche
Follikelpopulationenvor [10]]. Eine Kategorie bilden dabei die Primordialfollikel, die sich in
einem ruhenden Stadium befinden und Follikel eines nwhthsenden Pools
reprasentieen. Die zweite Klasse umfasst alle Follikelstadien, die sich tGber das Stadium des
Primordialfollikels hinaus entwickeln und damit den wachsenden Pool bidlet]. Der
Ubergang vom nichtvachsenden in den wachsenden Pool erfolgt durch eine initiale

Rekrutierung von Primordialfollike{@bbildung3) [102].
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Abbildung 3: Follikulogenese Ab der 20. Schwangerschaftswoche werden mehirienordialfollikelzeitgleich durch i
zyklische Rekrutierung zur Weiterentwicklung aktiviert. Bis zur Pubertét entwickeln sich die Follikel nur bis zum
Antralstadium und gehen in die Atresie Uber. Mit Eintritt der Pubertét setzt die zyklische Rekrutierung ein. Dadurch geht
eine Kohorte vorAntralfollikeln in die Phasen der Selektion und Dominanz Uber. Dabei entwickelt sich der dominante
Follikel zum Graafschen Follikel, wahrend alle anderen Foolikel atretisch wexbeiddung bernommen aul02] und
modifiziert.

In RinderOvarien beginnt diese initiale Rekrutierung bereits in der 20.
Schwangerschafigoche [103]. Dabei veranlassen bisher unlagkte Faktoren einige
Primordialfollikel zum Wachstum und zur Weiterentwicklung zum primaren, sekundaren und
tertiaren Follikelstadium (Abbildung 4). Ein Tertigfollikel wird aufgrund seines
flissigkeitsgefillten Hohlraums, denogs Antrum, auch als Antralfollikel bezeichri€®].
Antralfollikel gehen vor dem Einsetzen der Geschlechtsreife immer in die Atresie Uber und
degenerieren[104]. Auch im geschlechtsreifen Rind stellt die Atresie bzw. die Rickbildung
RIFa aNof AOKSa& { OKA O1[#05.tMit Bainh Sler Pubeftit setzf jddach £ A 1 St
zusatzlich zur initialen Rekrutierung die sog. zyklische Rekrutierunl@2n104]. Dabei

wird eine Gruppe von 3 bis 10 Antralfollikeln ausgelést durch einen Anstieg des
follikelstimulierend& Hormors (FSH) zunéchst vor der Atresie bewahrt und zur
Weiterentwicklung gefuihrt[106, 107]. Der zyklischen Rekrutierung schlief3t sich unter
abnehmenderFSHKonzentration die Phase der Selektion [A®8 109. Wahrend dieser
Selektionsphase beginnt ein Antralfollikel der Kohorte starker und schneller zu wachsen als
alle anderen Follikel, die zeitgleislon der zyklischen Rekrutierung aktiviert wurden. Die
Auswahl dieses dominanten Follikels hdngt insbesondere von deuR8HHSensitivitat ab

[106]. Die wachsenden Antralfollikel der Gruppe verursachen die Abnahme deSH&jels

bei gleichzeitiger FSAbhangigkeit. Die groften Follikel produzieren Estradiol und Inhibin,
die mafigeblich zur Redidn von FSH beitragel1(. Einzig der Follikel mit einer
ausreichenden Anzahl an F®dzeptoren ist in der Lage sich unter diesen reduzierten FSH

Bedingungen weiterzuentwickel106]. Etwa 8h vor der Selektion des dominanten Follikels
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beginnen die Granulosazellen -Rézeptoren zu exprimieren. LH stimedl zusatzlich die
Poduktion von Estradiol und damit die Abnahme der -R8hizentration[111]. Dadurch
nimmt die FSHAbhangigkeit des dominanten Follikels stetig ab wahrend gleichzeitig die LH
Sensitivitat zunimmf106, 112, 113]. Der sich unter diesen Bedingungen weiterentwickelnd
dominante Follikel nimmt in der letzten Phase der Follikulogenese, der Dominanz, deutlich
an GroRe zu, wahrend alle anderen Follikel der Gruppe atretisch weidehl17]. Zu
Beginn der zyklischen Rekrutierung treten Antralfollikel mit einem Durchmesse45 mm

in die Selektionsphase ein, in der sie eine Gréf3e von durchschnittli€)5/dm annehmen
[104]. Der dominante Follikel wachst anschlieBebis zu einem Durchmesser von 120

mm, wobei er die Fahigkeit zur Ovulation bei einer GroRe von 10 mm erlangt und als
Graafscher Follikel bezeichnet wirt4]. DieAbfolgeaus zyklischer Rekrutierung, Selektion
und Dominanz tritt in redenalligen Zeitabstdnden mehrfach innerhalbeines
Menstruationszyklus im Rind auDa sichdabei stetig immer weniger Follikel der Kohorte
weiterentwickelndzy R RAS 1 y1 I Kf RSN 8A0OK Syigwi@] St yRS
die Abfolge dieser drei Phaseauch als Follikelwelle bezeichnet. Im Verlauf eines
interovulatorischen Intervals konnten im Rind 2 bis maximal 4 auftretende Follikelwellen
beobachtet werden, wobei 2 und 3 Wellen am haufigsten auftref@f4, 11812Q.
Ausgelost wird eine Follikelwelle mit Beginn der zyklischen Rekrutierung durch einen Anstieg
des follikelstimulierend& Hormors (FSH) Nach Durslaufen der Selektion und Dominanz
erfolgt die Ovulation ausschlief3lich durch einen Anstiegld&snisierende Hormors (LH)

[104]. Bleibt diese Ausschittung von LH aus, beginnt der dominante Follikel sich
zurtickzubilden und erlaubt die Rekirrung einer neuen Kohorte bzw. Wel[&20, 121].
Kommt es zu einer l-Hpitze wird dieMeiose | in der Eidle des praovulatorischen Follikels
wiederaufgenommen und di®©vulation ausgeldsf122.. Beim Eisprung expandieratie
Kumuluszellender Kontakt zwischen d€orona radiataund derOozyte wirdgeldstund es
kommt zur Bildung des Perivitelline8pals bevorletztlichdie Eizelle in den Eileiter entlassen
wird [123 124]. Die im Ovar verbleibenden Follikelzellen (Granulosazellen unchZélék)

bilden den GelbkdrperQorpuduteum), der das fir das Einsetzen und die Aufrechterhaltung
der Schwangerschaft essentielle Hormon Progesteron produziert. Durch Progesteron wird
u.a. ein Anstieg der LKonzentration unterdriickt, wodurch eine erneute Ovulation
verhindert wird. Bleibt d¢ Befruchtung der Eizelle aus, bildet sich der Gelbkdrper 16 bis 18

Tage nach dem Eisprung unter dem Einfluss des luteolytischen Faktors Prostaglandin F
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(PGE ) zurick und wird abgebaut. Die Luteolyse und die damit verbundene Absenkung des
ProgesterorSgegels erlaubt anschlieRend eine erneute Ovulation eines Graafschen
Follikels. Innerhalb des Menstruationszyklus beginnt dann erneut die Follikelphase, die mit

der Ovulation abgeschlossen wird und in die Lutealphase Ube[t25t126).

Meiose
1. Reifeteilung (Meiose I) 2. Reifeteilung (Meiose )
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Abbildung 4: Schematische Ubersicht der bovinen Oogenese, Follikulogenese und Oozytenmaturaaoh der
Befuchtung und anschlieRender Differenzierungeginnen die primordialen Keimzellen (PGCs) etwa ab der 5.
Schwangerschaftswoche (SSW) in die Genitalleiste zu wandern. Dabei teilen sich die PGCs ab der 9. SSW mitotisch. Die
mitotischen Teilungen setzen sich Btadium der Oogonien etwa bis zur 22. SSWIi#7]. Zirka B bis 82 Tage nach der
Befruchtung (12. SSW) gehen diesten Oogonien in die Prophase der Meiose | Uber und werden als primare Oozyten
bezeichnet[98, 128. Bis zum Zeitpunkt der Geburt durchlaufen alle Eizellen im bovinen Ovar die Phasen des Leptoténs,
Zygotans und Pachyténs bis hin zum Diplotén der Prophase |, in dem sie arretiert werden (MeiotischelmrBapthtan
verharren die Oozyten bis zum Eintritt in die Pubertat mit 9 bis 10 Monaten. Mit Beginn der Pubertat nimmt jeweils eine
Eizelle mit dem Menstruationszyklus ihre Meiose | unmittelbar vor dem ersten Eisprung erneut auf und geht zur
Oozytenmaturéion Uber[127]. Abder 13. SSW lagert sich eine einschichtigge von Pr&ranulosazellen um jeweils eine
DiplotdneOozyte an und bildet einen Primordialfollif8B8]. Die Primordialfollikel bilden einen Pool von Follikeln, die sich

im Ruhestadium befinden und nicht wachsen. Follikel, die sich lber das primordiale Stadium weiterentwickeln, (Priméar
Sekundéar und Antralfollikel soe praovulatorischer Gradollikel[127]) bilden den Pool wehsender Follike]104]. Der
Ubergang vom ruhenderin den wachsenden Pool erfolgtlurch die initiale Rekrutierung einer Kohorte von
PrimordialfollikeIn[102). Die erste initiale Rekrutierung erfolgt etwa in der 20. SSW und tritt dann regelms&lfiig 2mal
innerhalb einer Zyklusphase bis zur Menopaust{#03. Die durch die initiale Rekrutieng aktivierten Follikel kénnen das
Entwicklungsstadium des Antralfollikels erlangen, bevor sich in die Atresie Uberdetsémit Beginn der Pubertat und

dem ersten Auftreten der Zyklischen Rekrutieruhgch FSHvird eine Kohorte von Antralfollikeln ziWeiterentwicklung
stimuliert, die nach dem Durchlaufen der Selektiomsd Dominanzphasen zur Ovulation einer Eizallsgeldst durch eine
LHSpitzefihrt [102). Bereits kurz vor der Ovulation beginnt die Oozytenmaturation mit Auflésung der Kernmembran
(GVBD)Die Datenlage zu Demethylierungsnd Remethylierungspr@ssen in bovinen Eizellen ist gegenwartig limitiert.
Insbesondere die friilhen Phasen der Demethylierung unmittelbar nach der Befruchtung sind im Rind weitgehend
unerforscht. Vermutlich erfolgt die Demethylierung jedoch wéhrend der Differenzierung der P@Gsyazur Mausvgl.
Kapitell.1.4). Die Remethylierung des Oozyt€enoms findet kontinuierlich mit der Entwicklung der Eizelle bzw. wahrend
der Follikulogenese statt. Der Beginn sowie der Abschluss der Remethylierung Berdinidovine Eizellen ebenfalls nicht
beschrieben.
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Aus ethischen und technischen Griinden sind die Untersuchungsergebnisse sowie die daraus
gewonnen Erkenntnisse der humanen Follikulogenese deutlich limitierter als die der bovinen
Follikelentwicklung [129. Dennoch konnte insbesondere die Entwicklung deutlich
verbesserter Ultraschallget& und -methoden innerhalb der letzten Dekade zu einem
Zugewinn wichtiger Daten auf dem Gebiet der humanen Follikulogenese f{t86h Die
Auswertung diesr Daten liefert zunehmend Hinweise darauf, dass die Mechanismen der
Entwicklung und Reifung humaner Follikel in &hnlicher Weise ablawten die der
beschriebenen bovinen Follikulogenede29. Wie beim Rind werden die Primordialfollikel
durch eine initiale Rekrutierung aktiviert und entwickeln sich erst mit Beginn der Pubertat
durch de zyklische Rekrutierung Uber das antrale Stadium hifjigdg. Das Auftreten von
Follikelwellen bzw. die Rekrutierung multipler FolliKelhorten wurde bereits seit den
1950er Jahren bei Frauen beobach{éd31-133]. Entscha&lende Parallelen zum bovinen
Modell konnten jedoch erst durch jlingere Studien gezeigt welfd&4-137]. Dabei weisen
etwa 68% der Frauen zwei und 32% dreiikaliellen innerhalb eines interovulatorischen
Intervals auf{135]. Die Dynamiken, die wahrend der Rekrutierungel@en und Dominanz

im humanen Ovar beobachtet werden, &hneln mit spesszifischen Besonderheiten,
jedoch ohne fundamentale Unterschiede, denen der Follikulogenese im[ R34d138]. Die
zyklische Rekrutierung der Antralfollikel wird ebenfalls durch einen Anstieg von FSH
ausgelost, wobei humane Follikel bereits bei geringerenb&¢n aufgrund einer erhéhte
FSHSensitivitat aktiviert werder{139. Nach der Rekrutierung erfolgt die Selektion des
dominanten Follikels wie im bovinen Ovar unter einem abnehmendenSpitgel[139

141]. Dabei poduzieren die rekrutierten, humanen Follikel gleichermal3en die- FSH
Inhibitoren Estradiol und Inhibin wie die Foll#&horte der Kul142, 143. Auch der fir die
Ovulation bendtigte Ubergang von einer F&bhangigkeit hin zu einer ESensitivitat
wahrend der Entwicklung des dominanten Follikels zum ovulationsfahigen Graafschen

Follikel erfolgt wie beim Ringleichermaf3en auch bei der Friis44, 145].

1.2.3 Oozytenmaturation

Als Oozytenmaturation bzw. Eizellreifungavallgemein die Entwicklung von der arretierten
diplotdnen Oozyte mit Keimblaschen bz@erminalvesike{GV) hin zur befruchtungsfahigen
Eizelle bezeichne{146, 147]. Diese Reifung beginnt mit der Fortsetzung der ersten
Reifeteilung bzw. Meiosd und der Auflésung der Kernhuilleengl: germinal vesicle

breakdown GVBD)Abbildung4). Im Rind(wie auch bei der Fraujitt dies erstmalig mit
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Eintritt der Geschlechtsreife bzw. Pubertat auf, ausgeldst durch einen starkeredmes
luteinisierenden Hormons (LH) etwa 24 h bis 27 h vor der Ovwulatidg2y. Die
Oozytenmaturation umfasst sowohl die nukledre Reifung mit der Reduktion des diploiden
Chromosomensatzes als auch die damit einhergehende zytoplasmatische Reifung mit
molekularen und strukturellen Verdedungen der Eizelld148]. Beide Prozesse sind
miteinander verkntpft und werden wéahrend der Follikulogenese auch durch einen Stoff

und Informationsaustausch mit detmgebenderKumulugellen reguliert.

Die nukledre Reifung beschreibt die Entwicklung des Eizellkerns vom Stadium des
Germinalvesikal bis zum Erreichen der Metaphase 1l (MIl). Dabei kommt es zur Auflésung
der Kernmembran (GVBD), zur Kondensation der Chromespder Ausbildung der Spindel,

der Trennung der homologen Chromosomen, Ausschleusung des ersten Polkdrpers und
letztlich die Arretierung in MI[99]. Die nukledre Reifung ist ein gradueller Prozess und
bendtigt in der bovinen Eizelle eine Dauer von 2/AL49]. Fur de Auflésung der Kernhille
(GVBD) ist im Rind, im Gegensatz zu Nagern wie der Maus, eine aktive Proteinsynthese
notwendig [150-156]. Mit der Abschnirung des erstePolkorpers ist die Meiose |
abgeschlossen und die Eizelle wird fortan als sekundare Oozyte bezeichnet. Im Anschluss an
die Meiose | geht die sekundare Oozyte in die Meibdéer und wird im Stadium der
Metaphase Il arretiert. Damit ist die nukleare feag abgeschlossen. Die Fortsetzung der
Metaphase Il und der Abschluss der Meiose Il erfolgen einzig bei einer Befruchtung der
reifen Eizelle durch ein Spermiuf®9]. Die Fahigkeit zur nukledreMaturation korreliert
speziesspezifisch mit der GrolRe der Antralfollikel bzw. der GréRe der OdAEdE. In
Rindern wird diese bei einem Durchmesser vehirdm des Antralfollikelgl58-160 und 110

pm der Eizell¢l58, 161] erlangt.

Die zytoplasmatische Reifung umfasst die Reorganisation des Zytoskeletts und der Organelle
sowie die Produktion und Speicherung von mRNAs, Proteinen und Transkriptionsfaktoren,
die am Reifungsprozess, der Befruchtung und der frihen Eogbnese beteiligt sinflL62].

Diese Vorgange sind zeitlich und rdumlich emiander koordiniert und schaffen die
strukturellen Voraussetzungen fur die Bildung einer funktionsfahigen Zygote aus zwei
Gameten. DurciMikrotubuli und Mikrofilamente des Zytoskeletts werden beim Ubergang
vom GerminalvesikeStadium zu MII neben der Seption der Chromosomen die gesamten

Organelle einer Positionsédnderungennnerhalb der Eizelleunterzogen [99, 163-165].
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Mitochondrien werden aus der Peripherie in der gesamten Zelle verteilt. Als
Schlisselkomponenten des EnergiestoffwechfE8, 166] erhoht sich ihre Zahl dabei von
6.000 in der priméren Oozyte auf mehr als 50.000 bis zum Abschluss der R&§digJ.

Die Fragmente des Golgpparats werden wahrend des GVBD von Vesikeln umschlossen
und bis zum MiBtadium phosphoryliert an Stellen mit aktivem-EXport transportierf171,

172]. Die Membranen des ER enthalten Kalziemen, die gespeichert und freigesetzt
werden. Dies&Kalziumoszillationestellen die Voraussetzung fur die Aktivierung der Eizelle
dar [173. In enger Wechselwirkung mit dem Gekgmplex und dem ER stehen auch die
CorticalgranulaDiese befinden sich im &tadium uber die gesamte Eizelle verteilt. Bis zur
MIl ordnen sie sich jedoch Uber diange innere Oberflache nahe der Plasmamembran an.
Diese Nahe delCorticalgranulazur Plasmamembran ist ebenfalls entscheidend fur die
Aktivierung der Eizelle und essentiell fur die VerhartungZtera pellucidaur Verhinderung

einer Polyspermie wéahrend deBefruchtungsvorgand&74-17q.

Die strukturellen Veradnderungen der Eizelle wahrend der Reifung schlieen auch die
Transkription, Speicherung und Prozessieruog mRNAMVolekilen einDas Anlegen dieser
Reserve von Makromolekilen ist notwendig, @& zur Aktivierung des embryonalen
Genoms keine Transkription und Proteinsyegl stattfindet [162]. Der Zeitpunkt dieser
Aktivierung ist speziespezifisch und erfolgt in der Maus imZ2lIstadium, beim Menschen

im 8Zellstadium und beim Rihund Schaaf im-86-Zellstadium[177-179. Die bei dieser
molekularen Maturation generierten Transkripte werden in einer stabilen und zun&chst
inaktiven Form gspeichert. Durch die Prozessierung der mRWAekile zu
RibonukleoproteirPartikeln wird die mRNA vor einer nukleolytischen Degradation geschiitzt

bis sie im Verlauf der Reifung oder frihen Embryogenese translatier{ ¥80:182].

Zu den Genen, die wahrend der zytoplasmatischen Reifung sowohl transkribiert als auch
translatiert werden gehoren insbesondere regulatorische Faktoren des Zellzyklus. Zu
erwahnen ist hiervorallem die ProteinkinaseMPF (naturation promoting factoy, die
entscheidend an der Regulation des Reifungsprozesses beteil[§9jst62. MPF besteht

aus der regulatorischen Komponente Cyclin B und der katalytischen Untereinhéft?p34
[183. Der MPHKomplex scheint einen universellen Regulator dePhase sowohl fiir den
mitotischen als auch fir den meiotischen Zellzyklus darzuste[lesd, 185. Die

Phosphorylierung bzw. Aktivierung des Proteins ist fiir den Uberganiieiose | und
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Meiosell notwendg. Erst nach Aktivierung von MPF geht die Oozyte vorst@¥um zum
GVBDBStadium Uber und eriieht sein Aktivitditsmaximum in Meiodg185, 186]. Wahrend
der Transition von Meiose | zu Meidséallt die Aktvitat von MPF bevor sie in der Meioke

erneut ein Maximum erreichitL87].

1.2.4 Ovarielle Alterung

Zu Beginn der Oogenese teilen sich die Oogomeder frihen Fetalphase mitotisalnd
erreichen ein speziespezifishes Maximum von ZelleDie maximale Anzahl an Oogonien
wird in der humanen Oogenese mit geschatzt 5 Millionen Zellen etwa in der 20.
Schwangerschaftswoche erreid®5, 96]. Nach Abschluss dieser mitotischen Teilungsphase
nimmt die Anzahl dieser Vorlaufer von Eizellen stetiglie durchschnittlich etwa 600.000
Primordialfollikelzum Zeitpunkt der Geburt stellethen Vorrat bzw. das Reservoir dar, aus
dem sich von der Pubertat bis zur Menopauder Frau befruchtungsfahige Oozyten
entwickeln [97]. Mit Einsetzen der Follikulogenese beginnt dieser Vorrat bereits vor der
Geburt ausgelost durchegelmaligeRekrutierungn von FollikelKohorten abzunehmen.
Diese Abahme des FollikeMorrats mit zunehmendem Alter des weiblichen Individuums
bzw. des Ovars wird als ovarielle Alterung bezeichumet kennzeichnet sich durahehrere
Eigenschafte[188]. Neben der Reduktion des Resergowon Primordialfollikeln ist die
ovarielle Alterung charakterisiert durch eindoreehmende Oozytenqualitat[189-191]. In
Verbindung mit irvitro-Fertilisatioren (IVF) [191-196] oder reproduktionsmedizinischen
Behandlungen im Allgemeinen fuhrt die reduzierte EQelalitat zu geringeren
Schwangerschaftsratef194, 196, 197]. Gleichzeit wird ein erhdhtes Auftreten von
Aneuploidien im Embryg198200 sowie eine erhohte Fehlgeburtenrat§201, 202
beschrieben, b letztlich eine reduzierte Entbindungsrate nach spontanen
Schwangerschaften und Schwangerschaften nach ART zur Folge[B@Bermls Ursachen

der ovariellen Alterng gelten vorallem genetische Faktoren und die Verklrzung der
Telomere [204, 209. Umweltfaktoren, wie die Erd@ung oder oxidativer Stress
beeinflussen ebenfalls didkbnahme des Follik&lorrats mit zunehmendem Alter des Ovars
[206). Dartiber hinaus konnten auch epigenetische Veranderungen in Eizellen von jingeren
im Vergleich zu alteren weiblichen Individuen identifiziert werd2a7, 208]. Die genauen
epigenetischenMechanismen, die an der ovariellen Alterung beteiligt sind, sind jedoch
bisher nicht bekannf209.

24



BENLEITUNG

1.3 Assistierte Reproduktion

Die Reproduktion bei hoheren S&ugetieren hangt von dem Erfolg bzw. Misserfolg komplexer,
teils wenig aufgeklarter, aufeinanderfolgenderozesse ab, die zu einer Schwangerschaft
und letztlich zur Geburt des gesunden Nachwuchses fihren. Diese Prozesse beinhalten die
Spermatogenese, die Oogenese, die Follikuliogenese, die Ovulation, den sexuellen Akt und
den Transport der Keimzellen, die dviation des Embryos in den Uterus sowie seine
darauffolgende Implantation und schlie3lich die interuterine Entwicklung des Fotus.
Storungen konnen in jedem Schritt dieser Abfolge auftreten. Am haufigsten sind jedoch
Fehler in den frihen Phasen zu beobachtBie Gelegenheit eine Eizelle zu befruchten und
eine Schwangerschaft einzuleiten ergibt sich regelméafRig mit jedem Menstruationszyklus.
Beim Menschen zeigt sich fur ein einzelnes Paar eine relativ konstante monatliche
Wabhrscheinlichkeit eine Schwangerstthau verursachen. Zwischen unterschiedlichen
Paaren variiert diese Wahrscheinlichkeit jedoch stark zwischen 0% und 60%. Bei einer
monatlichen Probabilitat von 0% eine Schwangerschaft zu induzispeicht man auch von
Sterilitét, welche in 3%% aller Pare auftritt [210]. Wahrend Sterilitat das Unvermdgen
beschreibt schwanger zu werderbezeichnet man mitinfertilitdit das Unvermégen, ein
lebendes Kind zu geb#n. Beide Begriffe driicken einen absoluten Zustand aus, der fir die
YSAAGSY aalGSNAtSyda o061 6d aAyFSNIAESYya t+ I NB
zu 100% unfruchtbarsondern weist eine nicht genau quantifizierbaEnschrankung der
Fatilitdt auf [211]. Obwohl fir die letzten Jahrzehnte ein Anstieg der Rate an Paaren mit
unerfulltem Kinderwunsch beschrieben wird, werden keine belastbaren Daten fir diese
Vermutung genannt. In Statistiken aus Australien um das 7900 wird bereits Gber eine
ungewinschte Kinderlosigkeit von 11% bericH2t2]. Eine ahnliche Haufigkeit wird auch

fur das gegenwartige Auftreten vermutf13]. Lasst sich der Kinderwunsch aatirlichem

Wege nicht erfullen, kann nach entsprechender Indikation die Verwendung assistierter
Reproduktionstechniken (ART) zum Erfolg fihren bilfe kisten. Als ART bezeichnet man

alle Methoden und Verfahren, die die vitro-Behandlung von Eizellen und Spermien sowie
Embryonen umfassen, die darauf abzielen eine Schwangerschaftr. einen
Reproduktionserfolgherbeizufiihren [214]. Darunter zahlen u.a. dién-vitro-Maturation

(IVM), die In-vitro-Fertilisation (IVFeinschlie3lichntrazytoplasmatische Spermieninjektion
(ICSl)der Embrymentransfer (ET) der intratubareGametentransfe(GIFT), der intratubare

Zygdentransfer (ZIFT), dikryokonservierung von Eizellemd Embryonen, die Eizelind
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Embryonenspende sowie die Leihmutterschaf2l4. ARTs werden neben der
humanmedizinischen Anwendung auch zur Erzeugung von Nachkommen bei Zuchttieren

genutzt.

1.3.1 Assistierte Reproduktionstechnikem der humanen Reproduktionsmedizin

Eines der bedeutsasten Ereignisse in der Geschichte der assistierten Reproduktion war die
Geburt von Louise Brown, dem ersten nachvitmo-Fertilisation (IVF) und Reimplantation
geborenen Kind215]. Die dadurch ausgel6ste intensive Forschung auf diesem Gebiet fiihrte
1992 zur Implementatiorder intrazytoplasmatische Spermieninjektion (IJ3LE). Seit
EinfiGhrung der ICSI gab es bis heute kein Verfahren, das in vergleichbarer Weise die
Konzeptionschancen in der Reproduktionsmediamervielfachen konnte [211]. Die
Motivation zur Entwicklung der IVF warsprunglich die Therapie von Patientinnen mit
tubarer Sterilitat. Durch die kontinuierliche Weiterentwicklung dieser Technik ist es heute
moglich, eine Vielzahlom Ursachen fur Infertilitat mittels IVF erfolgreich zu behandeln
[217]. Als IVF wird prinzipiell die Methode dassistierten Reproduktion beschrieben, bei
der das mannliche Sperma und die weibliche Eizelle aul3erhalb des Korpers bzw.
extrakorporal miteinander kombiniert werden. Grundsatzlich besteht ein vollstandiger IVF
Behandlungszyklus aus einer ovariellen Stitmma der Eizellgewinnung, der Fertilisation,
der Kultivierung des Embryos sowie dem Embryonentrarj&fer]. Dieovarielle Stimulation

dient dazu, einen Eisprung oder eine Polyovulation zur Gewinnung mehrerer Eizellen fir
anschlielende extrakorporale Behandlungen herbeizufiihren. Prinzipiell wird dies durch eine
indirekte oder direkte Erhdhung des SerkB8HSpiegels erursacht. Im Verlauf des
naturlichen Zyklus kommt es durch die FSkhd LHWirkung zu einer zyklischen
Rekrutierung von Follikeln im Ovar, die zur Selektion eines dominanten Follikels fthrt, der
letztlich in einer Monoovulation in den Eileiter entlasseirdw(siehe Kapitell.2.2). Der
dominante Follikel stellt dabei den Follikel dar, der tber die hochsteRegEptordichte und
damit Uber die htéchste FSBknsitivitat verfugt. Wird bei der Ovulationsinduktion das Ziel
einer Monoovulation forciert, wird der SerurfRSHSpiegel minimal notwendig erhéht, um

die Reifung eines einzelnen Follikels zu induzigf@tf. Fur eine Polyovation bzw.
Superovulationwird der SerurA-SHSpiegel gezielt so erhoht, dass sich neben dem
dominanten Follikel auch mehrere, nieldbminante Follikel weiterentwickeln, die unter
natirlichen Bedingungen in die Atresie Ubergehen wirden. Eine allgemeigegitizahl an

Eizellen, die ein optimales Ergebnis einer ovariellen Stimulation kennzeichnet, existiert nicht.
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Eine Studie, in der Nutzen und Risiken einer ovariellen Stimulation berticksichtigt wurden,
proklamiert jedoch, dass dabei zwischen 5 und 15 Eizdlir die IVF gewonnen werden
sollten [219. Die Entnahme der reifen Follikel aus dem Ovar erfolgt in den meisten Fallen
durch eine transvaginale ultraschallgesteueRellikelpunktion Diese Technik wurde 1985
entwickelt [220] und hat sich in den vergangenen 30 Jahren als Methode der Wahl in der
Reproduktionsmedizin etabliert. In der Regel werden alle Follikel punktiert, die punktiert
werden kdnnen und einen Durchmesser vorhr als 10 mm aufweisenidso gewonnenen
Follikel bzw. HWmulusEizelKomplexe (COCs) werden anschlieRend einer visuellen
Beurteilung unterzogen, um die qualitativ hochwertigsten Follikel bzw. Eizellen fir die IVF zu
identifizieren. Dabei kennzeichnetne expandierte und luteinisiertidumulugzellmatrix eine

reife Eizelle (Metaphase Il) wahrend dichter gepaditienulugellen auf eine unreif®ozyte
hinweisen [221]. Ob die Befruchtung der Eizelle(n) durch eine IVF d@Sl erfolgt
entscheidet die Qualitat der Spermien nach der Aufbereitung des Ejakulats. Bei der IVF
werden ein oder mehrere COC in einem Kulturschalch8h Bach der Punktion mit einer
bestimmten Anzahl von Spermien versetzt. Dabei liegt die KonzentrdgorSamenzellen
zwischen 20.000 und 25.000 Spermien pro Eizelle. Nach Inkubation Gber Nacht und der
Entfernung der umgebenden somatischen Zellen (Denudation) wird die Gegenwart von 2
Vorkernen bzw. 2 Polkérpern als erfolgreiche Befruchtung gewertet. iR@r Befruchtung

durch ICSI wird di®ozyte zunachst denudiert um zu ermoéglichen, die Reife der sich
entwickelnden Gameten zu kontrollieren. Nach der Selektion und einer in der Regel
mechanischen Immobilisierung des Spermiums erfolgt die Injektion der mbkanlGamete

in die Eizelle. Dabei ist zu beachten die Einstichstelle mdglichst weit vom ersten Polkorper zu
positionieren. Da sich die Teilungsspindel in unmittelbarer Nahe zum ersten Polkdrper
befindet soll dadurch verhindert werden, dass die sensitiikrotubuli der Spindel
mechanisch beschadigt werdg¢d22]. Neben den beschriebenen standardisierten Ablaufen
einer IVF bzw. ICSbgees eine Vielzahl modifizierter Protokolle, die sich in ihren technischen
Details unterscheiden und in den verschiedenen Kliniken und Laboratorien zur Anwendung
kommen. Im Allgemeinen sollte in 60% (IVF) bis 80% (ICSI) der Eizellen eine erfolgreiche
Befruchtung zu erwarten sein. Der Befruchtung schlie3t sich eine Inkubation in
Kulturmedium an, wobei die Reifung des sich entwickelnden Embryos uberwacht und
bewertet wird. In Deutschland findet diese Bewertung der Embryonen nur nach

lichtmikroskopischen Karien statt. Nur in Ausnahmeféllen bei entsprechender Indikation

27



BENLEITUNG

kann seit 2010 auch eineraimplantationsdiagnostikrrophektodermbiopsiedurchgefuhrt
werden. Nach Auswahl der optimalen Embryonen werden diese in die Gebarmutter der
Patientin transferiert Wahrend bis Ende der 19908ahre die Embryonen Ublicherweise
etwa 2 bis 3 Tage nach der Insemination l{f 8ZellStadiun) in den Uterus transferiert
wurden, hat sich seitdem eine langere, extrakorporale Kultur und der Blastozystentransfer
als erfolgeichere Technik nach IVF und ICSI etabljg3 224. Um das Risiko von
Mehrlingsschwangerschaften zu reduzieren, ist die Anzahl der einzusetzenden Embryonen
nach dem Deutschen Embryonenschutzgesetz auf maximal 3 beschrankt. Das Einsetzen der
Embryonen inden Uterus erfolgt meist durch einen ultraschallgezielten oder freien

Embryonentransfer (ET) mit anschlieRender Bettruhe fir 24h.

1.3.2 Assistierte Reproduktionstechniken b&lutztieren

Die unter 1.3.1 genannten und beschriebenen dreniken der assistierten Reproduktion
wurden vor ihrer Anwendung in humanen Patienten in domestizierten Tier(modell)en
erprobt und entwickelt. Neben der Reproduktionsmedizinischen Nutzung im Menschen,
wurden und werden assistierte Reproduktionstechniken elektion genetisch favorisierter
Zuchttiere insbesondere in Rindern, Schafen, Ziegen, Schweinen und Pferden eingesetzt. Die
erste erfolgreiche artifizielle Insemination wurde 1784 durch Spallanzani an einer Hindin
durchgefiihrt und beschriebef®25. 1922 intensivierte Ivanoff die Untersuchungen dieser
Technik an Nutztieren, Hunden, Flchsen, Karnickel und Fed¢B2éh Heutzutage gehort

die artifizielle Insemination zu einer demahaufigsten angewandten Techniken in der
Nutztierzucht und wird pro Jahr an 100 Millionen Rindern, 40 Millionen Schweinen, 3,3

Millionen Schafen und 0,5 Millionen Ziegen weltweit durchgef{?2{].

Der erste erfolgreiche Transfer eines Sadgeiboryos gelang 1890 Walter Hef@28]. Heap
transferierte  zwei 4ellEmbryonen von Angorakaninchen in ein weibliches
Hasenkaninchen, welches zwei Angorakaninchen und vier Hasenkaninchen gebar. In den
1930er und 19@er Jahren wurden die ersten erfolgreichen Embryonentransfers in Schafen
und Ziegen beschriebd228, 229], bevor 1951 das erste, aus einem ubertragenen Embryo

entwickelte Kalb geboren wurd@29, 23(].

Die ersteLebendgebureines Saugetiers nach IVF gelang 1959 M.C. Chang, welchgien
von Kaninchenn vitro aul3erhalb des Organismus befruchtefz31]. 1968 wurde diese

Methode erfolgreich an Mausen durchgefihrt bevor 1978 das erste Kind nach einigiomn
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Fertilisation geboren wurd¢232]. Ein durch IVF entstandenes Kalb wurde erstmals 1981
beschrieben233]. Im Zuge der erfolgreichen NBxperimente wurden auch Methoden zur
intrazytoplasmatische Spermieninjekti¢fCSI) erprobt, welche 1976 erstmalig erfolgreich in
einem Hamster durchgefihrt werden konntefi234]. Die Anwendung assistierter
Reproduktionstechnikerbei Nutztieren konnte zu einer beschleunigten Vermehrung der
Populationen genetisch favorisierter Zuchttiere von Rindern, Biffeln, Schdieggen,

t FTSNRSY dzy R { OKgSAyYy Sy T NKINByatonabBEmOro TtagsierdzSt f S
Society Data Retrieval Committee dzY ¥l a&d4G RAS ' yi I Kf RSN NIy
Jahr weltweit etwa 800.000 in Rindern, 25.000 in Schafen, 7000 in Ziegé)03h
Schweinen und 12.000 in Pferden, wobei etwa zwei Diitteivogewonnen wurden und ein
Drittel in vitro fertilisiert wurde[235. Die Techniken zun vitro-Produktion von Embryonen
dienen nicht nur der Gewinnung von Nutztieopulationen mit spezifisch gewiinschten
Eigenschaften sondern stellen auch eine vdriémanig einfache und geeignete Quelle von
Embryonen fur die biologische und biotechnologische Forschung dar. Biotechnologische
Verfahren wie Klonierungstechniken und Zellkerntran&fgperimente, die aus ethischen
Grunden nicht an humanen Embryonen angeset werden durfen, kdnnen an tierischen
Embryonen durchgefihrt werden und dazu genutzt werden grundlegende
entwicklungsbiologische Prozesse zu untersuchenter den aufgeflihrten Arten von
Zuchttieren zeigten insbesondere frilhe embryonale Stadien vodeRirviele Ahnlichkeiten

zu humanen Embryonen[236-239. Diese sowie weitere Ubereinstimmungen
charakterisieren das Rind als geeigneten Modellorganismus der mem&eproduktion,

worauf im Kapitell.5ausfuhrlich eingegangen wird.

1.3.3 Assistierte Reproduktionstechniken und gesundheitliche Risiken

Der gesamte Vorgang von der Entwicklung der Urkeimzellen bis zur Entstehung der Zygote
stellt nicht nur ein sensibles Regelwerk von Entwicklungsschritten dar sondern beinhaltet vor
allem zahlreiche notwendige Selektiensnd Filtermechanismen, um einen Embryo mit
hochstem Entwicklungspotelalt zu generieren. Die Eizellgeht bereits wahrend der
Entwicklung vom primordialen Stadium bis zur reifen, befruchtungsfahigen Oozyte unter
enormem Selektionsdruck. Dies zeigt sich beispielsweise daran, dasstwan40.000
primaren Oozyterzu Beginn dePubertatnur etwa 400Eizellen innerhalb der reproduktine
Lebensspanne ovulieref240. Unter Anwendung von ARTwerden in Abhangigkeit der

verwendeten Technik einige dieser naturlichen Selektiansl Filtermechanismewerandert
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bzw. umgangen.Diese Eingriffe kigen daher prinzipiell das Risiko, dass Keimzellen mit
vermindertemEntwicklungspotenal zur Generierung eines Embryos verwendet werden, die
unter nattrlichen Umstanden bereits vor der Fertilisation aussortiert worden waren. Seit der
Geburt des ersten Kites nach durchgefihrter imitro-Fertilisation (IVF) 19715 wurden

bis heute mehr al® Million IVFKinder weltweit geborerj241]. Innerhalb dieser 40 Jahre
moderner humaner Reproduktionsmedizin wurden zahlreiche Studien und Metaanalysen
durchgefuhrt, in denen die Auswirkung von ARTs auf die mitterliche und osthere auf

die kindliche Gesundheit untersucht wurde. Den gro3ten Risikofaktor sowohl fir das Kind als
auch fur die Mutter in Verbindung mit ARTs stellen Mehrlingsschwangerschaftg@4ir

Um die Chancen einer Schwangerschaft zu erhéhen, wentehrere, meist 3 Embryonen
transferiert. Damit erh6hen sich allerdings gleichzeitig die Wahrscheinlichkeit einer
Mehrlingsschwangerschaft und das damit einhergehende Risiko far
SchwangerschaftskomplikationeneDTransfer von 2 Embryonen kann diesen Risikofaktor
jedoch bei unveranderter Schwangerschaftrate deutlich reduzief@d3, 244]. In den
skandinavischen Landern konnte sich die Ubertragung von einzelnen Embryonen als
Standardmethode durchsetzen, wodurch diufigkeit von Mehrlingsschwangerschaften
erheblich gesenkt wurde[242 245. Eine weitere Beobachtung, dieuch mit
Mehrlingsschwangerschaften in Verbindung steht, ist das gehaufte Auftreten von Kindern
mit niedrigem Geburtsgewicht nach ARA46, 247]. Als mdgliche Ursachevird hier die
Superovulation vermutet [248, 249]. Die hormonelle Behandlung wéhrend der
Superovulation wird auch in Zusammenhang mit einem erhohten Risiko von
ImplantationsversagerBluthochdruck Blutungen,Placenta praeviaund ImprintingFehlern
gebracht[250-254]. Die Etablierung und Aufrechterhaltung der genomischen Pragung, die
essentiell fir eine normale Entwicklung des Embryos ist, kbnnten im besonderen Malde
durch reproduktionsmedizinische Eingeiff beeinflusst werden. Da die Pragung
verschiedener Gene in unterschiedlichen Entwicklungsphasen erfolgt, wird vermutet, dass
durch unterschiedliche ARTs auch verschiedene ImpriRigjonen betroffen sein kdnnten.

Die Pragung von SNRPN, die vermutlich spder Follikulogenesetabliert wird[255, 256,
kénnte daher ebenfalls durch die Superovulation begiahtigt werden[254]. Das Auftreten

von ImprintingFehlern wurde in etwa 1% bei Patienten mit Pratlétli-Syndrom (PWS), 3%

bei Patienten mit AngelmaByndrom (AS), 50% bei Betroffenen mit Beckwitledemann

Syndrom (BWS)nd 50% bei Patienten mit transientem neonatalem Diabetes mellitus
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nachgewiesen254]. AS und BWS zeigen dabei eine Hypermethylierung der Imprinting
Kontrollregion auf dem maternalen Chromosd2b4]. Die publizierten Studien, in denen
Imprinting-Fehler in ARKindern untersucht wurden,sind widersprichlich Bei den
unterschiedlichenVergleichen von Kindern, die nach einer A®handlung geboren
wurden, und denen, die auhatlrlichem Weg entstandenwird sowohl von erhohten
Fehlerraten[257-263 als auch von unveréanderteidaufigkeiten von Imprintingrehlen bei
ARTKindern berichte{254, 264, 265. Aufgrund der geringen Inzidenz dieser Syndedfa

10 in 100.000 Kindern, vgl. Kapitell.3 wird fur eine solide Prifung dieser Fragestellung
eine deutlich hohere Fallzahl bendtigt, als die bisher durchgefuhrten Studien umfassen. Die
Anféalligkeit dieser Studien fur Vemengen koénnen bisher noch keine verlasslichen
Aussagen gewahrleisten. Hinweise auf einen Verbindung zwischen ARTs und Stérungen der
genomischen Pragung zeigen sich jedebenfalls in Tiermodellef266® 5 alLargez 3 «a
offspring syndromé o[ h{ 0 12y y (S §267A268vuny RaQH2BI2TINOK | FSy
nach Somatischem Zellkerntransfer (SCNT) uARTs beobachtet werden und weist
vergleichbare phéanotypische wie epigenetisc Auffalligkeiten zum humanen Beckwith
WiedemannSyndrom (BWS) ai272, 273. Trotz schwieriger Gesamtbevieng begrinden

die beschriebenen Einzelfallden Verdacht einer Beeintrachtigung der genomischen
Pragung durch ARTs und sollte daher weiterhin unter intensiver Beobachtung bj2in

264]. Eine eingeschrankte Bewertung der Daten wurde ebenfalls fir Studien beschrieben,
die den Zusammenhang zwischen assistierten Reproduktionstechniken und grof3en
Fehlbldungen untersuchten. Von drei Metaanalysgtv4-276], denen diese Fragestellung
zugrunde lag, konnten zwei eine signifikant erhohte Fehlbildungsrat®/baind ICSKinder
gegenubernaturlich gezeugten Kindernachweisen[275, 276. Die Ergebnisse aller drei
Metaanalyse@ wiesen jedoch eine geringe Validitdt auf. Durch die Heterogenitat der
einbezogenen Einzelstudien in Bezug auf die Fehlbildungsklassifikationen, den
Untersuchungsmodysden Studienaufbau sowie die Ergebnisse kann eine Verzerrung der
gesamten Analyse niclatusgeschlossen werdd264]. Neben den geringen Fallzahlen und
der fehlenden Homogenitat der gegenwartrgroffentlichten Studien, wird die Bewertung
maoglicher gesundheitlicher Risiken fur das Kind durch ARTs allgemein durch den
biologischen Hintergrund der infertilen Eltern erschwib4, 277). So wird beispielsweise
vermutet, dass Eltern bereits eine genetische Pradisposition flr eine genetische oder

epigenetische Instabilitdt vorweisen und mogliche getheitliche Folgen fir das Kind nicht
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durch die verwendeten assistierten Reproduktionstechniken verursacht wuf@ed].
Inwiefern ARTs die Entwicklung der Keimzellen und des Embryo bei vorliegender elterlicher
Pradispositiorsowohl negativ als auch positiv beeinflussen bleibt eine der wichtigen Fragen
zukunftiger Forschung. Die Beobachtung und Dokumentation pathologischer Auswirkungen
nach Verwendung von ARTSs bleibt jedoch von elementarer Bedeutung, um mdgliche Risiken

fur die Gesindheit des Kindes zu erkennen.

1.4 In-vitro-Maturation von Eizellen

Als In-vitro-Maturation (IVM) bezeichnet man den Prozess, bei dem unreife Eizellen aus
Antralfollikeln mittlerer GroRe die Veranderungen der nukledaren und zytoplasmatischen
Reifung extrgorporal in einem ZellkultuBystem durchlaufef278, 279. Der Vorteil dieser
vergleichsweise jungen Metide der assistierten Reproduktionstechniken liegt insbesondere
in der Vermeidung der ovariellen Stimulation und den damit verbundenen
Gesundheitsrisiken fur die Eizellspenderjgdl]. Die Grundlagewnlaftr lieferten Pincus und
Kollega in den 1930er Jahren. Sie beobachteten erstmals wie EizelleKaruincher[280

und Menschen[281] spontan die Meiose fortsetztemachdem sie aus dem Antralfollikel
isoliert wurden und in einem Medium kultiviert wurden. Die UntersuchungeKarinchen
Eizellen wurden in den 50er Jahren von Chang intensid8g, bevor Bob Edwards Anfang

der 60er Jahre diemukleare Reifung an Oozyten aullerhalb des Follikels bei mehreren
SaugerSpezies einschlieldlich dem Rind beobachten kof28d]. 1969 gelang es ebenfalls
Edwards erstmals eine humane Eizelle erfolgreich zu befruchten, die durch eine IVM gereift
wurde [284]. Die erste humane Schwangerschaft nach IVM wurde 1991 von Cha et al.
beschrieben, welche an Eizellen astirpieten Ovarien durchgefuhrt wurdg285]. Trotz
geringerer Schwangerschaftsraten im Vergleiclinzuvogereiften Oozyten, konnte sich die
IVM als nutzliche Anwendung in der Produktion von Zuchttieren wie dem[Ba&iund als
erfolgsversprechende  Alternative  fur  bestimmte  Indikationsgruppen in  der

Reproduktionsmedizif211] etablieren.

1.4.1 IVM in der humanen Reproduktionsmediz

Die ovarielleGonadotropinstimulationbei der klassischen IVF/ICSI birgt bei bestimmten
Patientengruppen wie Frauen mit polyzystischen Ovarsyndrom (PCOS) das Risiko eines
ovariellen Uberstimulationssyndroms (OHSS) (5% bei P@titinnen[287]) [288]. De

Intention zur Entwicklung einer extrakorporalen Eizellreifung in der humanen
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Reproduktionsmedizin bestand zunéchst darin, die ovarielle Stimulation und das damit
verbundene Risiko eines OHSS zu vermeiden. Neben den Risikogruppen des OHSS kdnnen
auch KrebsPatientinnen mit Kinderwunsch voreiner bevorstehendenzytotoxischen
Therapie wie beispielsweise einer Chemotherapie von einer IVM profitief289. Die
technische Durchfiuhrung der humanen [IVM beginnt mit einer dreitdgigen
Kurzzeitstimulation mit Gonadotropinen in niedriger Dosierung. Die Oozytenentnahme
erfolgt durch eine Follikelaspinan unter Verwendung eines hoabflésenden
Ultraschallgerats. Die anschlieRende-vitro-Maturation erfolgt durch Inkubation der
KumulusEizelKomplexe (COCSs) in einem Kulturmedium fir 24 h. Die Zusammensetzung des
Mediums variiert dabei zwischen unterschiedlichen Laboren in Abhéngigkeit empirische
Erfahrungen. Haufig wird als Basismedium Hash® Bder TCM 199 verwendet. Dieses wird
dann zumeist mit Glukog®90] sowie essenziellen und nicht essenzielleninosauren und
Vitaminen angereicherf211]. Weitere Zusatze stellen auch F&91], LH und humanes
Choriongonadotropin (HCG) [292] sowie fetales Nabelschnurserum, humanes
Serumalbumin, synthetische Préparate als auch Serum von der Patientin selbst dar. Der
Inkubation schlief3t sich eine Beurteilung des Reifestadiums der Eizelle an, welchggflann
durch IVF oder ICSI befruchtet wirdNach erfolgreicher Befruchtung und dem
Embryonentransfer wird die Lutealphase mit Progesteron (und Ostradi&lizellgewinnung

bis zur 12. Schwangerschaftswoalgerstitzt[211]. DieSchwaigerschaftsraten pro Zyklus
liegen zwischen 346 [293 und 24%[291, 294]. Dabei steigt die Schwangerschaftsrate mit
der GroRRe des fur die IVM verwendetelominanten Follikes (<10 mm: 21,1%; 14 mm:
40,3%)295].

Neben den genannten Vorteilen der IVM birgt diese Methode jedoch auch eine Reihe von
Nachteilen. Dazu z&hleie geringen Implantationsraten sowder héhere technologische
Aufwand. Zu erwahnen sind jedoch insbesondere mdgliche ungeklarte epigenetische und
anderweitige fetale Risiken verursacht durch die Reifung in einphysiologische Huitro-

Kultur. Aufgrund der geringen Anzahl der bisher nach IVM geborenen Kinder ist noch
ungeklart, ob IVM chromosomale Aberrationen, Genomreprogrammierungsfehler
Fehlbldungen oder gesundheitliche Risiken fir die Mutter verursacht, obgleeweiigen
Studien bislang keine Hinweise darauf gep2by, 288, 296-301]. Gegenwartig stellt die IVM

in der humanerReproduktionsmedizieine erfolgsversprechende und ntitzliche Alternative

zur konventionellen IVF/ICSI fur eine spezlie Patientengruppe dar. Inwiefern die IVM
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jedoch die IVF/ICSI mit ovarieller Stimulation ersetzen wird, werden die zukinftigen
Erfahrungen aus den Kliniken sowie der Fortschritt der Forschung in den néachsten Jahren

zeigen.

1.4.2 IVM beim Rind Bos tauru$

Endeder 60er und Anfang der 70er Jahre konnten Untersuchungen an Eizellen von Rindern
und Schafen die Chronologie der Oozytenreifung aufdeckenn B#ro-Experimenten zeigte

sich eineoptimale Reifungsdauer von 24h, die dem natirlichen Intervall zwischem d
praovulatorischen LiAnstieg und der Ovulation der reifen Oozyte in beiden Tieren
entsprach. Der erste Bericht eines nach IVM und IVF geborenen Kalbs wurde 1986
vertffentlicht [302]. Das Ende derO&r Jahre etablierte Protokoll zur IVM von unreifen
Rindereizellen unterscheidet sich nicht fundamental von dem Protokoll, das in der humanen
Reproduktionsmedizin verwendet wird. Nach der Dissektion der Follikel aus dem Ovar
wurden darausdie KumulusOozyen-Komplexe (COCSs) isoliert. Die Inkubation der COCs
erfolgte dann fur 24h in TCM 199, welchem zusatzlich Kumuluszellen und Granulosazellen
sowie Antibiotika und oestrisches Kuhserum (OCS) zugesetzt wurden. Die Zugabe von
Hormonen konnte keinen férderlicimeEffekt fir die Entwicklung des Embryos zeifz0g).
Ursachlich dafur konnten die Hormone des OCS sein, die die Eizellreifung bereits in
ausreichendem Mal3e unterstltzef804]. Ein negativer Effekt auf die Blastozystenrate
konnte hingegerbei einer Verlangerung deéReifungsdauer bzw.ed Dauer der Inkubation

Uber 24h hinaus beobachtet werde[805-308]. Dieser als postovulatorische Alterung
bezeichnéer Prozess wurde sashl in vitro als auchin vivoneben dem Rind auch in der
Maus[309, dem Schweirj31( und dem Menscheri311] beschriebenlin vivotritt dieser
Prozess ein, wenn das 3peum die Eizelle nach dem Eisprung verspatet und auf3erhalb des
optimalen Zeitfensters erreichin vitro setzt die postovulatorische Alterung ein, wenn die
Oozyte Uber die optimale Reifungsdauer hinaus inkubiert wird bevor bevor sie durch ein
Spermium befuchtet wird [312]. Trotz einer deutlich geringeren Blastozytenrate der IVM im
Vergleich zur Reifunig vivo(in vitro: 3%;in viva 40%[313]) bietet die IVM die einzigartige
Mdoglichkeit Embryonen mit Eizellen von Schlachi@ehfrien zu produzierep3l4]. Von
insgesamt 121.19fn vitro fertilisierten Oozyten in Europa 2014 wurden 37.414 Eizellen aus
SchlachthofOvarien gewonneif315. Neben der industriellen Nutzung bietet die Produktion
von Embryonen aus SchlachthHofarien dirch IVM eine gunstige und einfache Quelle von

Embryonen fur Forschungszwecke.
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1.5 Das HausrindEos tauru$ als Modellorganismus der humanen Reproduktion

Die Errungenschaften der Reproduktionsforschung ermdglichten es Paaren mit unerfilltem
Kinderwunsch einBehandlung anzubieten und diesen Wunsch gegenwartig flr etwa jedes
5. Paar (20%) mit einem Kind zu erfull[@16. Um diese Erfolgsrate zu erhéhen und die
Grundlagen der humanen Reproduktionsmechanismen besser zuelers ist das
Fortschreiten der Forschung auf dem Gebiet der Reproduktion elementar. Im Gegensatz zu
vielen anderen medizinischen Forschungsbereichen birgt die humane Reproduktionsmedizin
jedoch eine besondere ethische Problematik, die insbesondere dilicWerwendung von
Modellorganismen gelést bzw. umgangen werden kann. Die Auswahl eines geeigneten
Modellorganismus orientiert sich maf3geblich an der Fragestellung der Untersuchung. Auf
dem Forschungsgebiet der Reproduktion und Embryologie stellt die Masisbisher am
haufigsten genutzte Modell d4817]. Erkenntnisse Uber die bovine Reproduktion, die in den
letzten Jahrzehnten gewonnen werden konnten, charakterisieren das Rind jedoch
zunehmend als geeigneteres Modell fir die humane Reproduktion als die Maus. Im
Gegensatz zu Nagern sind Kiihe und Frauen unipar und haben eine vergleichbare Dauer des
Menstruationsziklus (durchschnittlich 21 bis 22 Tage bei Kulgk5 und 28 Tagebei
Frauen[318]) sowie eine vergleichbare Tragzeit (etwa 280 Tage bei K[i#5h und 266
Tagebei Frauen319). Neben einer dhnlichen Morphologie und Grol3e der Ovdrids),

zeigen beide Spezies auch eine gleichartige Follikelentwicklungdyndmik (siehe Kapitel
1.2.2 und weisen wichtige Gemeinsamkeiten in der finalen Phase der Eizellreifung auf. Vor
allem die Zeitspannen der Entwicklungsablaufe der Keimzellen und der Embyonen, die einen
entscheidenden Faktor darstellen, sind zwischen Rind und Mensch vergleichbar, wohingegen
sie bei Nagern deutlich beschleunigt ablaufi@i7]. Die wellenférmige Entwicklung der
Follikel im Ovar beispielsweise, die bereits wahrend der letzten zwei Dekaden beim Rind
beobachtet und bschrieben wurde, diente als Grundlage fur die spater entdeckten,
ahnlichen Wellen im humanen OVdr18, 134, 32(]. Auch beim Ubergang zur Zygote und der
frihen embryonalen Entwicklung weisen bovine und humane Zellen Ahnlichkeiten auf. Diese
Analogien betreffen die Ausbildung der Mikrotubuli wéhrend der Béftwiog, den
Zeitpunkt der Genomaktivierung, die erforderlichen metabolischen Bedingungen, die
Interaktionen mit dem Kulturmedium sowie den zeitlichen Ablauf der Entwicklung vor der
Implantation [236-239]. Ein ebenfalls wesentlicher Unterschied zum Mausmodell stellt die

Interaktion zwischen dem Embryo und dem Gelbkoérp€orpus Iluteun dar, die
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entscheidend fur den Verlauf der Schwangerschaft ist. Bei Mausen motsctier zum
Zeitpunkt des Koitus ausgeschittet werdenm die Transformation vom zyklischen
Gelbkoérper Qorpus albicans zum Gelbkorper, der bei einer Schwangerschaft vorliegt
(Corpus luteum graviditatjs zu induzieren. Diese Umwandlung des Gelbkorpeicgerin

Kidhen durch Tainterferon und in Frauenlurch Choriongonadotropinderen Ausschuttung

in beiden Organismen durch ein Signal des Embryos ausgeltst [84. Neben
physiologischen und biochemischen Parallelen zwischen Rind und Mensch im gesunden
Zustand zeigen beide Organismen auch Ahnlichkeiten bei Entwicklungsstorungen, die durch
epigenetische Verandangen verursachtverden. Wie bereits in Kapitd..3.3 beschrieben
gSAaild Rarge ofls@idg®yndronde 6 pein{ Rind vergleichbare phanotypische wie
epigenetische Auffalligkeiten zum humanBeckwithWiedemannSyndrom(BWS) auf272

273. Sowohldas LOS beim Rind als audas BWS beim Menschen werden mit einer
gestorten Keimellentwicklung bzw. -reifung und der Anwendung assistierter
Reproduktionstechniken assoziief57-263 266-268]. Diese Analogie unterstreicht das
Potential des Hausrinds als geeigneten Modellorganismus fir die humane Reproduktion,

insbesondere flur epigenetische Fragestellungen.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die Prozesse ddbNAMethylierung, die wahrend der Bnicklung der unreifen Eizellen
Antralstadiumzur befuchtungsfahigen Oozyte ablaufen, stellen essentielle Vorgéange fir die
Entwicklung des Embryos dar. In dieser Phase erlangt die Eizelle ihre
Entwicklungskompetenz, die eine umfassende epigenetischeukastierung des Genoms
mittels DNAMethylierung einschliel3t. Wie die gesamte Eizellentwicklung bzw.
Follikulogenese folgt auch der epigenetische Umbau einem Zeitplan, der bestimmte
Veranderungen innerhalb spezifischer Zeitfenster vorsiBlais Ziel der wtiegenden Arbeit
bestand darin,den Einfluss der Verweildaueén spezifischen Entwicklungsphasen auf die
DNAMethylierung entwicklungsrelevanter Kandidatengene in unreifen und reifen Eizellen
zu untersuchen. Durch die Analyse von drei unterschiedlicheeltEbhorten wurde der
Effekt von drei verschiedenen Zemstern dokumentiert. Oozyten aus Antralfollikeln
verschiedener Gro3e (<2 mm;53mm wnd >6 mn) reprasentierten Eizellen, disich fur
unterschiedliche Zeitspannen im Antralstadium befindéAbbildung 5). Follikel der
mittelgrof3en Kategorie (8 mm) wurden fur 24 h und 48ih vitro gereift, um den Einfluss

der Reifungsdauebzw. den Einfluss der postovulatorischen Alterumguntersuchen. Aus
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gereiften Eizken beider Gruppen wurden Embryonen generiert, um auch maégliche
Auswirkungen der Reifungsdauer fur den Embryo zu identifizieren. Sowohl in den unreifen
Eizellen aus Antralfollikeln unterschiedlicher Grof3e als auch in den gereiften Oozyten und
den Embryone wurden die Promotormethylierung der GengH1l9 bSNRPNbZAR1
bDNMT3A bOCT4 bDNMT3Lound bDNMT3Lserfasst (Abbildung5). Im dritten Teil der
Arbeit wurden ebenfalls Oozyten aus mittelgroRen Antralfollikeln analysiert, di&enakern
unterschiedlichen Alters gewonnen wurden-12 Monate, 37 Jahre und 81 Jahre).
Aufgrund der verschiedenen Lebensalter der Tiere stellen ihre Oozyten Eizellen dar, die fur
unterschiedliche Zeitspannen im Diplotan der Meioseretiert wurdenund sich damit in
unterschiedlichen Stadien der ovariellen Alterung befindere DNAMethylierungsanalysen
umfassten hier diePromotorregionender Gene bTERF2bRECS8bBCEXL, bPISD bBUB1
bDNMT3Lp bH19 und bSNRPN(Abbildung 5). De daraus gewonnenen Daten und
Erkenntnisse sollen dazu dienen, den Einfluss zeitlicher Faktoren bei der Etablierung der
DNAMethylierungsmuster in unreifen und reifen Eizellen besser zu verstehen. Neben der
Erweiterung des Basiswissensder DNAMethylierungsprozesse wahrend der
Eizellentwicklung und-reifung, sollen die Schlussfolgerungen dieser Arbeit auch als
Grundlage zur Optimierung assistierter Reproduktionstechniken in  der humanen

Reproduktionsmedizin genutzt werden.

Antralfollikelausin vivo-Ovarien H AntralfollikelausSchlachthofOvarien ‘

Unreife Eizelleraus Unreife EizellerausAntralfollikeln In vitro gereifte Eizellen In vitrofertilisierte Embryonenaus
unterschiedliche unterschiedlicher GroRe unterschiedlicher Reifungsdau Eizellerunterschiedlicher Rei

9-12Monate <2mm 3-5mm >6 mm

DNAMethylierung DNAMethylierung
® ®
& oS P\
o (AT T\
‘ L] Y L]
T T
H19 | SNRPN|DNMT3L{ TERF2
AN oo [_Hio | sNRPN[DNMT3L{ zAR1 | OCT4 | DNMT3A DNMT3LS

Abbildung5: Ubersicht de untersuchten Proben und Genés wurden Antralfollikeh vivoaus Kiihen unterschiedlichen
Alters (912 Monate, 37 Jahre und 81 Jahre) gewonnen. In den daraus isolierten unreifen Eizellen wurde die DNA
Methylierung der Promotorrgionen der GendoH19 bSNRPNbDNMT3LpbTERF2DRECS8bBCLEXL bPISDund bBUB1
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untersucht. Aus Schlachth@ivarien wurden Antralfollikel unterschiedlicher GréRe (<2 m#h,rBm und >6 mm) isoliert.
Eizellen von Antralfollikeln mittlerer GroRe-53nm) wurdaen fur 24h und 48l vitro gereift. Aus beiden Kategorien vitro
gereifter Eizellen wurden durdh vitro Fertilisation Embryonen generiert und bis zurb Zellstadium kultiviert. Sowohl in
den unreifen und gereiften Eizellen als auch in den generieeryonen wurden die Promotormethylierung der Gene
bH19 bSNRPNoDNMT3LpbZAR1bOCT4bDNMT3Aund bDNMT3Lsnalysiert. Die rot unterlegten GenbH19 bSNRPN
bDNMT3LpundbOCT¥dienten u.a. als Kontrollgene zu Erkennung somatischer KontaminatiSBnbeamatische Abbildung
eines Ovars entnommen a{321].

1.7 Untersuchte Gene

Die DNAMethylierungsanalysen der vorliegenden Arbeit konzentrierten sich auf
Promotorregionen von ausgewahlten Kandidatengenen.Adieahl der analysierbaren Gene
wird dabei von der Menge des vorhandenen Probeterials bzw. der verwendeten
Methode limitiert. Bei delin dieser Arbeit verwendeten Methode déimiting Dilution(LD)

wird die maximale Anzahl der untersuchten Regionen maf3geblich durchaie Multiplex
PCReingesetztenPrimerSequenzen bestimm(siene Kapitel2.2.2. In der MultiplexPCR
werden mehrere DNARegionen gleichzeitig amplifiziert. Dabei besteht das Risiko, dass
PrimerMolekile unspezifisch binden und unspezifische Amplifikate produzieren, welche die
Analyse deZielregionen beeintrachtigen. Um storende Interaktionen der Privietekile
auszuschlieBen, muss die Kompatibilitat der Prikembinationen empirisch getestet
werden DasGensetl beinhaltete sieben DNRegionen§fH19 bSNRPNoZAR1bDNMT3A
bOCT4 bDNMT3Lound bDNMT3Ls und das Genset 2 acht PromotorregiondsTERF2
bREC8bBCLEXL bPISDbBUB1 bDNMT3LpbH19und bSNRPN Die Gene H19, SNRPN und
DNMT3Lo waren in beiden Gensets enthalten, da sie aufgrund ihrer Pragung zusatzlich als
Kontrollgene zum Nzhweis somatischer Kontamination dientesighel.8). Die Funktion der

untersuchten Gene beider Gensets wird im Folgenden ausfuhrlich beschrieben.

1.7.1 Genset 100zyten und Maturations-spezifische Gene

Die Untersuchung mit dem Geset 1 zielte darauf ab, Veranderungen der DBNA
Methylierungsmuster zu erkennen, die wahrend der Entwicklung und Reifung der Eizelle
auftreten. Dazu wurden die DNRegionen vorbH19 bSNRPNbZAR1bDNMT3ADbOCT4
bDNMT3Laind bDNMT3LgAbbildung6) bei unreifen Eizellen unith vitro gereiften Eizellen

unterschiedlicher Reifungsdauer sowie den daraus generierten Embryonen untersucht

Bei den GeneibH19und bSNRPNandelt es sich um gepragte Gene, welche nur von einem
elterlichen Allé exprimiert werden. Die genaue Funktion von H19 konnte bisher nicht
vollstandig aufgeklart werden. Es ist bekannt, dass H19 die Transkription des Gens IGF2

(insulinlike growth factor 2 hemmt. Dariber hinaus wird vermutet, dass H19 eine RNA
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kodiert, welthe als primarer Vorlaufer einer microRNA fungiert, die spezifische mRNA
Molekile wahrend der Entwicklung von Wirbeltieren herunterreguliert. In Eizellen liegt der

Promotor von H19 unmethyliert vor, wahrend er in Spermien methylie[68t322, 323.

SNRPNsmall nuclear ribonucleoprotein) Kodiert einenSpleil3Faktor und wird durch eine
differentiell methylierte Regio{DMR) reguliert. Diese DMR ist in Eizellen methyliert und
wird im Falle einer abnormalen Methylierung mit dem PraWéti- und dem Angelman
Syndrom in Verbindung gebradi¥24].

Die molekulare Funktion des Gens ZARjgdte arrest ) ist im Detail ebenfalls nicht

bekannt. Studien mit KnockotMausen beobachteten jedoch eine entscheidende Roliebe

Ubergang von der Eizelle zum Embryo. Im Rind wird ZAR1 wahrend der gesamten Phase der
Praimplantation des Embryos exprimiert. Das Transkript von ZAR1 wurde auch in den
Ovarien, den Hoden, dem Herzen und den Muskeln nachgewiesen. Das Proteirfigielses

Eizelle essentiellen Ger8y § KNf & SAy S S @2 { ganthd@ngdbNg YNy S&HS NIJ
(PHD), welche eine generelle Rolle in der Regulation der Transkription vermutef8#sst

327).

Oct4 Qctamerbinding transcription factor Y ist eines der validesten Mark&ene fur
epigenetischeRepogrammierungund Pluripotenz. Das von OCT4 kodierte Protein verfligt
Uber einePit-OctUnc (POUPoméane, welche an ein Oktambfotiv als Erkennungssequenz
innerhalb von Promoteroder EnhanceRegionen bindet und die Transkription der Zielgene
reguliert. In pluripotenten Zellen wie embryonalen Stammzellen, embryonalen Krebszellen
und Eizellen liegt Oct4 unmethyliert vor und wird exparh Die Struktur, Sequenz und
Lokalisation des Gens sowie die regulatorischen Regionen und Expressionsmuster sind
zwischen den orthologen Genen der Maus, des Menschen sowie des Rinds hoch konserviert
[328-330).

DNAMethyltransferasen (DNMTs), wieNMT1B, DNMT3A und DNMT3lind essentielle
Enzyme zur Etablierung und Aufrechterhaltung der korrekten -Dhethylierungsmuster an
gepréagten und nichgepragten DNAReajionen wahrend deEntwicklung. Dabei erfolgt durch
DNMT3A in Kombination mit DNMT3L die Etablierung der initialen - CpG
Methylierungsmuster de noveMethylierung wahrend der Gametogenese. DNMT1B
hingegen ist vorrangig an der Aufrechterhaltung der Mustehreédd der Chromosomen
Replikation und ¢Reparatur beteiligt. DNMT3L hat im Komplex mitDNMT3A keine
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katalytische Aktivitat und dienvielmehr als ein navigierendes Coenzym, indem es an
spezifische Histonmodifikationen bindet und DNMT3A rekrutiert. Studidvidusen zeigten,

dass DNMT3L durch drei unterschiedliche Keimzelllispazifische Promotoren reguliert

wird und verschiedene Transkripte in Stammzellen (DNMT3Ls), Eizellen (DNMT3Lo) und
Hoden (DNMT3Lat) exprimiert. Dabei wird das Transkript von DNMn&ikdttranslatiert,
wohingegen DNMT3Lsnd DNMT3LdProteine produzieren, die durch DNMethylierung
reguliert werden331-333.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Promotorregionen des Gensets 1 und Gensbte @Antersuchten Promotorregionen vddZAR1bDNMT3AbDNMT3LsbOCT4bH19 bSNRPN
bDNMT3LpbTERF2HORECBBCLEXL bPISDund bBUB1sind als Lollipofpiagramme darggellt. Dabei resprésentiert eine schwarze Linie die untersuchte-Ré&don mit den darin enthaltenen
CpGDinukleotiden als sog. Lollipops. Die Léange der schwarzen Linien und die Distanzen zwischen den Lollipops entspredimemnésingen bzw. Abstdan im GenombH19 bSNRPNnd
bDNMT3Lasind in beiden Gensets (Genset 1 und Genset 2) enthaitBAR1bDNMT3AbDNMT3LsbH19 bSNRPNvurden mittels SangeBequenzierung sequenzietOCT4bDNMT3Lp
bTERFDREC&BCEXL bPISDund bBUBIwurden mittek Pyrosequenzierung untersucBtie Grof3e der untersuchten DNRegion ist in Basenpaaren (bp) angegeben.
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1.7.2 Genset 2 Oozyten sowie Altersspezifische Gene

Die in Genset 2 zusammengestellten BDR&gionen wurden in unreifem vivogewonnen
Eizellen von Riren unterschiedlichen Alters untersucht. Ziel dieser Analyse war es,
Veranderungen der DNKethylierung der Eizelle zu identifizieren, die durch Alterungs
bedingte Effekte der Spendertiere verursacht wurden. Zur Untersuchung wurden daher
insbesondere Geneausgewahlt, die im Zusammenhang mit Alterwbgslingten
Veranderungen stehen. Die mit Genset 2 analysierten Promotorregionen umfassen die Gene
bTERF20REC8bBCLEXL bPISDbBUB1 sowie die bereits in Abschnift.7.1beschrielenen
GenebDNMT3LpbH19und bSNRPNAbbildungs6).

Terf2 (elomeric repeat binding factor)2gehért zur Gruppe der Telomassoziierten
Proteine desShelterinkKomplexes, welche die Stabilitat und Lange der Telomere regulieren
[334]. Die Funktion des Proteins besteht darin, die Bildung des sogenannteopE zu
vermitteln und die Chromosomen vor einer KdfdpfFusion zu schitzef335 336.
Dartber hinaus ist Terf2 auch an DRAparaturMechanismen beteiligt[337]. Die
Expression eines dominanegativen Allels von Terf2 fiihrt zum Verlust dedlig&rhangs,
genomischer Instabilitat, KoffopfFusion der Chromosomen und zur Aktivierung von
Fakoren der DNASchadensantworit338]. Studien im Rind konnten eirdynamische mRNA
Expression fur verschiedene Entwicklungsstadien von der Eizelle im GerminalSésukein

bis hin zum Blastozysteégtadium nachweisen[339]. Im Ovar von Mausen fihrt
Methylisocyanat ein Reagenz, das Schaden durch reaktive Sauerstoffspezies verursacht, zu
einem Verlust defExpression von Terf2 und einer vorzeitigen Seneszenz der Epithelzellen
[340. Ein Hinweis auf eine maogliche epigenetische Regulation dieses Gens ist die
Hypomethylierung einer Cpfasel im Promotorbereich bei gleichzeitiger Hochregulierung
der Transkription in humanen Magenkarzinem In diesem Gewebe korreliert die Abnahme

der Transkription ebenfalls stark mit einer Hypermethylierung desi&emotors[341].

Die Ursachen maternaler, altemstlingter Aneuploidie beruhen insbesondere auf Stérungen
der Rekombination Defektedes Spindelapparafontrollpunkts $pindle assembly checkpoint
(SAC)und vorzeitiger Verlust der Schwesterchromaitidhasion[342, 343]. Wahrend der
Anordnung der Chromosomen in der Aquatorialebene (Metaphase) erkennt der SAC
einzelne nicht verbundene Kinetochore und hemmt d&naphaseférdernden Komplex

(anaphasegpromoting complexAPCpzw. das Zyklosom (C) und den Ubergang zur Anaphase.

42



BENLEITUNG

Dadurch wird eine Fehlsegregation der Chromosomenerhindert bevor die
Schwesterchromatiden korrekt mit de@pindelapparaverbunden sind. Dakandidatengen

BUB1 lpudding uninhibited by benzimidazolg @immt innerhalb dieses Kontrollpunkt
Systems die molekulare Rolle einer Kinase ein und phosphoryliert den -ARG/&or
Cdc20[344]. MausStudien zeigten, dass ein Abbau von BUB1 durch Mikroinjektion eines
spezifischen Antikorpers (ariUB1) in Eizellen von Mausen zu einer vorzeitigen Anaphase
und einer erhdhten abnormalen Anordnung und Segregation Janr@osomen fihr{345].

Es konnte ebenfalls in Mausen nachgewiesen werden, dass Heterozygotie fir ein verkirztes
BUBZProtein bei weiblichen Tieren zu einer altdobé@ngigen Verstarkung der Aneuploidie

in Keimzellen fiihrt, welche uber die Zygote vererbt wird und das Uberleben der Embryonen
beeintrachtigt [346]. Die vollstadige Deletion von BUB1 in Mal®imzellen fuhrt zur
Sterilitéat[347]. Das KandidatengeRECS8st ebenfalls in der Segregation von Chromosomen
involviert undstellt die meiosespezifische Untereinheit des Cohé@mplexes dar. Es ist
bekannt, dass Eizellen von Frauen im Alter von 40 Jahren und alter geringere
Konzentrationen von Rec8 aufweisen als Oozyten von Frauen im Alter von 20 [B#8en

Ein ahnliches Ergebnis lieferte ein Vergleich von Eizellen aus jungen und alten Tieren bei
Mausen [349. Die molekulare Verbindung zwischen Rec8 und Bubl ist das Protein
Shugoshin, welches durch BUB1 reguliert wird und Rec8 vor einer Spaltung durch die
Separase schiit850-352).

BckXL gehort zur Gruppe der Apoptessgulierenden Proteine der B2l Familie, benannt
nach dem EZell Lymphom 2. Durch die Bindung {faqmoptotischer Protame wie Bad, Bid
und Bim erfillt BeKL eine antapoptotische Funktion in der &ul3eren
Mitochondrienmembran[353, 354]. BctXL wird in humanen, unreifen Eizellen exprimiert

und dient dort als eines der wichtigsten aafpoptotischen Proteing355.

Die  Phosphatidylseri Decarboxylase (PISD) katalysiert didBildung des
Membranphospholipids Phosphatidy¢thanolamin durch die Decarboxykrung von
PhosphatidylserinPISD ist auf der &uf3eren Oberflache der inneren Mitochondrienmembran
aktiv und nimmt eine zentrale Rolle im édpholipidStoffwechsel ein. Die Inaktivierung von
PISD in Mausen ist letal und fuhrt zwischen Tag 8 und Tag 10 der embryonalen Entwicklung

zum Absterben der Frihstadien mit abnormal geformten Mitochondrien in den betroffenen
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Embryonen[356]. Verringerte mRNAonzentrationen des Gens wurden in Eizellen von

alteren Frauen nachgewies¢B57].

1.8 Kontaminationskontrolle

Molekularbiologische Untersuchungen von Keimzellen bergen stets das Risiko einer
Kontamination durch somatische Zellen. Um zu gewdhrleisten, dass die generierten Daten
ausschlief3lich von Keimzellen stammen, stidf Einsatz einer geeigneten und verlasslichen
Kontrolle zum Ausschluss somatischer Kontamination eine der gré3ten Herausforderungen
bei der molekularbiologischen Arbeit mit Keimzellen dar. Sowohl Genset 1 als auch Genset 2
enthielten die beiden gepragte Gene H19 und SNRPN sowie das entwicklungsrelevante,
nicht-gepragte Gen DNMT3Lo. Zusafzlidazu umfasste Genset 1 mit @atin weiteres
nicht-gepragtes und fur die Entwicklung entscheidendes Gen. H19 ist paternal gepragt und in
der Eizelle unmethyliertwvohingegen SNRPN maternal gepragt ist und damit methyliert in
der Oozyte vorliegt. Im Unterschied zur Eizelle besteht das Methylierungsmuster
somatischer Zellen aus dem maternalen und dem paternalen Allel und zeigt eine Mischung
aus methylierten und unmetflierten Molekulen fur beide Gene. DNMT3Lo stellt den Eizell
spezifischen Promotor des Gens DNMT3L dar. Sowohl DNMT3Lo als auch der Pluripotenz
Marker Oct4 liegen in der Eizelle unmethyliert vor und sind vollstandig methyliert in
somatischen Zellen. Die terschiedlichen Methylierungszustande in der Eizelle umd
somatischen Zellen machen alle 4 Genregionen zu geeigneten Kontrollgenen, um somatische
Kontaminationen zu erkennen. Gleichzeitig kbnnen somatische Methylierungsmuster jedoch
ebenfalls durch abnonal methylierte Allele (Epimutationen) der Eizelle verursacht werden.
Zur Abgrenzung einer somatischen Kontamination von einer Epimutation wurde eine
somatische Kontamination definiert als das Auftreten von mindestens einem abnormal
methylierten Allel (>5% abnormal methylierte CpGs) in mindestens 2 dieser 3 (Genset 2)

bzw. 4 (Genset 1) Promotorregionen innerhalb des gleichenPiaels.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Biologisches Material

Die untersuchten Eizellen und Embryonrgammenvon HolsteirRinden und wurden von
Mitarbeitern des Instituts fir Nutztiergenetik des Friedich-LofflerInstituts (FLI) in

Mariensee/Hannoveprapariert und bereitgestellt.

2.1.1.1 Unreife Eizelleraus Schlachttieren

Die unreifenEizellen die nach unterschiedlichen Follikelgrofgmuppiert und fur dien vitro
Reifung (IVM),n vitro Fertilisation (IVF) sowié vitro Kultivierungverwendet wurden,
stamnten aus SchlachttierenDie Isolation und Préparation wurdeach etablierten
Protokollen im FLI durchgefuhri358, 359. Dazu wurdendie Rinderovarienfir den
Transport vom Schlachthof zum Labo0if%ger NaClLésung mit 6 pg/miPenicillin und 50
pHg/ml - Sreptomycin aufbewahrt und anschlieBend mit frischer Losung gleicher
Zusammensetzung dreimal gewasché&ie Gewinnung der unreifen Oozyten samtden

sie umgebenden Kumuluszelle@@&@ 0 SNF 2t 3GS RdzNOK 0 SKazi B 6§ MIS a
Ovarien inDulbecco’s 1 x PB®ledium (Sigmaildrich, Miunchenyersetzt mit 0,33 mM
Natriumpyruvat (Sigm&ldrich), 556 mM Bslukose (Roth, Karlsruhe), 0,9 mM
Kalziumchloriddihydrat (Fluka, Buchs, Schweiz), 50 pg/ml Streptomycinsulfat (sopliC
Darmstadt), 6 pg/ml Penicillin G (AppliChem), 4 1U/l Heparin und 1 mg/m(MB&&ion V)
(SigmaAldrich).Die Auswahl de€OG fur die nachfolgenden Analysen erfolgte unter einem
Stereomikroskop bei 50 x VergroReruimgTCMair pH 7,2 bestehend au<CM199 (Sigma
Aldrich), 50ug/ml Gentamycinsulfat (Sigmadrich), 0,2nM Natriumpyruvat, 4,2nM
Natriumhydrogencarbonat (Roth) undnig/ml BSAFAF (Sigmaldrich) Um ein homogenes
und gutes Entwicklungspotential der @ten zu gewahrleisterwurden nurCQGCs mit einem
homogena, gleichmallig granulierte@ytoplasma und mindestens 3 Schichteompakt
umgebenderKumuluszellenausgewahlt(Klasse -1l nach[360, 361]). Zum Entfernen der
Kumuluszellen wurden di€OG fur 5min bei 39°C in IXxPBS mit Ing/ml BSA (faktion V)
und 0,1% Hyaluronidase (aus Rinderhoden; Sigideach) inkubiert und anschliel3end fur
5min bei 1.400rpm gevortext.Verbliebene, anhaftende Kumuluszellen wurden behutsam

mit einer Pipette entfernt.Die isolierten, ureifen Oozyten wurden abschliel3end dreimal in
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PBS mit 0.1 % Polyvinylalkohol (PVA) gewaschen und in Grupperl@ogizellen fludie
Analyse der DNMethylierung bei80 °C aufbewabhrt.

2.1.1.2 Unreife Eizellen aus Kiihen unterschiedlichen Alters

Die unreifen Eizellen aus Rindern unterschiedlichen Alters wurden durch eine
ultraschalyesteuerte transvaginaleFollikepunktion 6 a 2 @ dzY  1ORW) pewaizhdad. Die
Kohorten der Spendertierbestanden dabei aus I@¥&pubertden Kihen$-12 Monatealt),

8 erwachsenen weiblichen Rindern{3Jahre alt) und 5 alten Kihen8(1 Jahrealt). Die
OPU wurde zweimal pro Woche in einem ib¢grvall von 3 bs 4 Tagen durchgefuhrit/or

der experimentellen Durchfihrung wurdetie Tiere einer sorgféaltigenVoruntersuchung
unterzogen,um den allgemeinen Gesundheitszustand sowie den Entwicklungsstandiend

allgemeineKonstitutionder Reproduktionsorganeu beurtelen.

Die ultraschallgesteuerte transvaginafollikelpunktion wurde mit wenigen Modifikationen

nach etablierten Protokollen durchgefihrf323 362-364]. Die Tiere wurden zunachst in

einen Zwangsstand gefuohrtund fixiert. Anschlieend wurden die &ulReren
Geschlechtsorgane gereinigt und desinfiziert. Zur Visualisierun@wkmien wurde eirAloka

Echtzeit BMode Ultraschallsystem (Aloka S8000, Hitachi Aloka Medical Ltd., Tokyo,
Japanyund eine 7,5 MHz Konvexsonde (Hitachi Aloka Medical Ltd., Tokyo, Japan) verwendet.
Die Sonde wurde in einen aus POM (Polyoxymethylen) bestehendennuiMhriensee
entwickeltenSondentrager eingebettet. Sondentrager und Sonderden mit einer Einmal
Schutzfolig(32 mm x 190 mm, Servoprax® GmbH, Waesel) Gleitge(Bovivet Gel, Kruuse,
Langeskov, Danemarigrsehen und in die Vagina eingefuihBichtbare Follikel mit einem
Durchmé&i a8 SNJ @2y x o YY gdzZNRSY Y XOP x B0AmmSTéeiufioh y ¢ S 3y
Eschbornpunktiert, welchemit einem flexiblen SchlauchsystemJInm x 05 mm x 15 m,

PTFE, BOLA, Grinsfeld) und einem sterilen 50 ml Zentrifugenréhrchen (Corning®, New York,
USA) verbunden war An dem konisch@ 50 ml Zentrifugenrhrchen wurde eine
Vakuumpumpe (Aspirator 3, Labotect GmbH, Goéttingargebracht unaein negative Druck

von 60 mmHg (20 ml/minpngelegt Nach der Punktn von 45 Follikeln wurden die
Punktionsnadelind das Schlauchsystem mit Dulbecco’s 1 x -RB&lium (AppliChem,
Darmstadt) versetzt mit 2,2 IU/mldgarin (AppliChem) und% hitzeinaktiviertem fetalem
Kalberserum FPA Laboratories, Coelbggspult. Nach der OPU wurden die COCs jedes

Spendertiereginzeln filtriert, gewaschen und wahrend der Identifikation in Dulbecco’s 1 X
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PBS- Medium (AppliChem, Darmstadfjlassifiziert Ausschlie3lich COCs mit einem
homogenen, gleichmalig granulierten Zytoplasma und kompakt umgebenden Kumuluszellen
wurden fur die weitere Analyse verwendeRie Kumuluszellen wurdeentfernt, indemdie

COCs fiur min bei 39°C in XxPBS mit Ing/ml BSA (Fraktion V) und 0,1% Hyaluronidase
(aus Rinderhoden; Signrsddrich) inkubiert wurden und anschlieRend fur &in bei
1.400rpm gevortextwurden. Verbliebeneanhaftende Kumuluszellen wurden behutsam mit
einer Pipette entfernt. Die isolierten, unreifen Oozyten wurden abschlie3end in Gruppen von
5-10 Eizellen fur die Analyse der DNWthylierung bei80 °C aufbewahrt.

2.1.1.3 In vitro gereifte Eizellen

Fur de in vitro Reifungwurden unreifeEizellenmit anhaftenden Kumuluszellererwendet,
den sogenannten KumultsizelKomplexen (COCs). Diese wurdemie in 2.1.1.1
beschrieben augvarien vonSchlachttieren geonnen. Die Reifungder Eizellenerfolge
somit vor dem Entfernen der Kumuluszellen. Dazu wurdenQI@S in Gruppen von 15 in
SAYSY ¢NRLIFSYy @2y wmnn > f{0,2mM Natridopyrulat , 25nMn =
Natriumhydrogencarbonat, fng/ml BSAFAF, 10U/ml equinem Choriongonadotropin
(PMSG) und ®J/ml humanen Choriongonadotropin  (Suigon8n Intervet,
UnterschleiBheim) in einem Inkubator bei 39C, 5% C&Gehalt und gesattigter
Luftfeuchtigkeit fir 24h (Standard Protokoll) oder 48rsirulierte postovulaorische
Alterung) gereiftNach Abschluss dévaturation wurden die Kumuluszellen wie i@.1.1.1
beschrieben mittels Hyaluronidasebehandlung entfernt und vereinzedrbliebene
Kumuluszellen miteiner Pipette beseitigt.Eine efolgreiche Reifung wurde durch den
Ausschluss des ersten Polkorpdoestimmt. Die gereiften Oozyten wurden ebenfalls
abschlieBend dreimah PBSmit 0.1 %Polyvinylalkoho(PVA)gewaschen und in Gruppen
von 510 Eizellen fur die Analyse der DNWthylierungbei-80 °C aufbewahrt.

2.1.1.4 Rinderembryonen

Rinderembryonen wurden ausizellenbzw. COG generiert die wie in2.1.1.3beschrieben
einer in vitro Reifung unterzogen wurden und anschlie3endvitro fertilisiert undin vitro
kultiviert wurden. Sowohl diein vitro Fertilisation (IVF)als auch dien vitro Kultivierung
wurden mit geringfiigigen Modifikationen nach bereits etablierten Protokollen durchgefiihrt
[358 359. Fur die Befruchtung wurdeaufgetautes Tiefgefriersperma mit einer

Konzentration von 1xT0 Spermien/ml eines Bullen mit nachgewiesenem {Efolg
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verwendet. Das Spermavurde zunachst bei 30 °C fir 1 min aufgetaut und mittels
BoviPuré" (Labotect)dem StandareProtokoll entsprechendaufgereinigt. Die Spermien

Pellets wurden wischen den Zentrifugationsschritten nitert-TALPgewascher{365, 366].

Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurden die SperntieS f £ S & Fek-JALPp n > €
versetzt mit HHE (10 pM Hypotaurin (Sigmddrich), 0,1 IU/ml Heparin (Serva), 1uM
Epinephrin (Sigmaldrich) und 6 mg/ml BSA (Fraktion Y§suspendiertZur Vorber&ung

der IVF wurden die gereifte€O0@ 1 ¢ SA Y| f FartATALP gewascher Lindzur
Befruchtungh y D NXzLJLIS Y OFey-TAMPAHHE nyit dem mesusperidierten Spermien

bei 5 % Ceound 39 °Qur 19h koinkubiert Nach der Inkubation wurden die Kurnskellen
mechanisch durch vortexen bei 1.4Gfm fir 5min und anschlieBendes behutsames

pipettieren entfernt.

Die anhand eines exkludierten Polkdrpeass befruchtet kategorisierten Eizellen wurden
zweimal mit SOFaKulturmedium versetzt mit 4 mg/ml BSAF[359 gewaschen und in
Gruppen von Zellenin 30>t ¢ NR LJFSY  dzb %S0 PAMUAd|524/A0R in 6 S A
feuchter Atmosphéare bei 39 Kultiviert. Eine Prifung auf Furchungsstadien kyte nach 3

Tagen Kultivierung.

2.1.2 Puffer

Die hergestellten Puffer umfassen den Denaturierungspuffer, den WaschpuiferTAE
Puffer. Der Denaturierungspuffer sowie der Waschpuffer wurden zur Immobilisierung und
Aufreinigung der PCRrodukte fur die Pyrosequenzierung mittddyroMark Q96 Vacuum
Workstationverwendet. Der TAPRuffer wurde zur ldentifikation der PGRoduke mittels
Gelelektrophorese bendtigt. Die genaue Zusamméensgy der Puffer ist inTabelle 1

aufgefuhrt.
Tabellel: Zusammensetzung der hergestellten Puffer.
Puffer Zusammensetzung

Denaturierungspuffer 0,2 M NaOH

TAEPuffer(50 x) 2 M TRIS
1 M Essigsaure

0,05 M EDTA pH 8,0
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Waschpuffer 10 mM TRIS
4 M Essigsaure bis pH 7

2.1.3 Kommerzielle Kits und Reagenzien

Alle kommerziell vertriebenen Kits sowie Reagenzien, die fir diese Arbeit verwendet

wurden, sindm Tabelle2 aufgelistet.
Tabelle2: Verwendete Kits und Reagenzien.
Produkt Hersteller Sitz

BigDye® Terminator v1.1 Cy« Applied Biosystems/ Lii Darmstadt

Sequencing Kit Technologies

CleanDTR Magtie Beads GCbiotech Alphen aan den Rijr
Niederlande

EXoSAPT® Affymetrix Santa Clara , CA/USA

EZ DNA MethylatioB A NB O Zymo Research Freiburg

FastStart Taq DNA Polymera: Roche Diagnostics Mannheim

System

Hi-5Au C2NXI YAR: Applied Bisystems/ Life  Darmstadt

Technologies

PyroGold® SQA Reagent Kit  Qiagen Hilden

2.1.4 Gerate

Die fir diese Arbeit bendtigten Gerate mit der genauen Typenbezeichnung sowie dem

Hersteller sind imabelle3 aufgeflhrt.
Tabelle3: VerwendeteGeréte
Gerat Typenbezeichnung Hersteller

Elektrophoresekamme STARLAB Horizontal Gel System Starlab
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GelDokumentation Intas Gel iX Imager IntasSciencdmaging
Instruments GmbH

Heizblock Biometra Thermoblock TB2 Analytk Jena AG

Kapillarsequenzierer  Applied Biosystems 3130/3130 Applied Biosystems/ Lif

Genetic Analyzer Technologies
PCR Werkbank AirClean 600 PCR Workstation AirClean / Starlab
Pipettie-Roboter JANUS® Automated Workstation PerkinElmer Inc.
Pyroseqgenzierer Pyromark Q96MD Qiagen
Spannugsquellen Bio-Rad PowerPac 1000 Bio-Rad
Thermocycler DNA Engine Tetrad®2 Thern Bio-Rad

Cycler
VakuumStation PyroMark Q96 Vacuum Workstatic Qiagen

2.2 Methoden

DasMethodenspektrum das zur Generierung der Daten de/orliegenden Arbeit genutzt
wurde, umfasst im Wesentlichen die Natriumbisulfitbehandlung von DNA, die Limiting
Dilution, die Polymerasekettenreaktion sowie die Sequenzierung der amplifiziertea DNA
RegionenEine zentrale Rolle nimmt hierbei die LimitiDgution ein, die wie die anderen

Methoden im Folgenden detailliert beschrieben uvediutert wird.

2.2.1 Natriumbisulfitbehandlung der DNA von Eizellen und Embryonen

Die chemische Behandlung von DNA mit Natriumbisulfit ermdglichtliessogenannte 5.
Base, 5-Methylcytosin, nachzuweisen. Das Prinzip dieser Methode basiert auf der
Eigenschaft desNatriumbisulfits selektiv CytosifReste zu deaminieren. Die spezifische
Deaminierung von Cytosin durdatriumbisulfit wurde erstmals 1970 von zwei Gruppen
unabhéngig @neinander beobachtet [367, 368 und 1992 erstmals zur Detektion von
5-Methylcytosin in DNA genut4869. Die Bisulfitvermittelte Deaminierung des Cytosins
erfolgt in 3 Schritter{Abbildung7) [370]. Im ersten Schritt erfolgt eine reversible Addition

von Bisulfit (HSQ@) an Cytosin(Sulfonierung). Imzweiten Schritt kommt es dann zur
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Deaminierung durch einéydrolytische Abspaltung von NHDer dritte Schritt fuhrt zur
Freisetzung vomisulfit (HS®), wodurch sich erneut ein&,6-Doppelbindungausbildet und

Uracil entsteht (Desulfonierung). Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der
Gesamtreaktion ist die Deaminierung in Schritt 2.
1. Sulfonierung 2. Deaminierung 3. Desulfonierung
NH,
NH, NH, (o] (o]
NT HSO;, N& / HN HN
«—
o T (o) N oy o) N SO, HSO, O ||q
R R IL R
Cytosin Cytosin6-Sulphonat Uracit6-Sulphonat Uracil

5-Methylcytosin

Abbildung 7: Bisulfit-vermittelte Deaminierung von CytosirDie Bisulfitvermittelte Deaminierung des Cytosins erfolgt in 3
Schritten bestehend aus einer Sulfonierung (1), Deaminierung (2) und einer Desulfonierung (3). Die Deamioierung
5-Methylcytosin vermittelt durch Natriumbisulfit erfolgt in einer zweihundertfach geringeren Geschwindigkeit als bei
unmethyliertem CytosinAbbildung bernommen a|870 und modifiziert

Das resultierende Produkifiracit6-Sulphonatist unter neutralen Bedingungeerine stabile
Verbindung. Im alkalischen Milieu wird die Desulfonierung Wacit6-Sulphonatunter
Bildung vonUracil begunstigt wohingegen dieKonvertierung von Cytosin zUracit6-
Sulphonat optimal im sauren pHBereich (pH 5-6) erfolgt. Die Deaminierung von
5-Methylcytosin unter dem Einfluss vavatriumbisulfit findet ebenfalls statt, jedoafrfolgt
diese Reaktion in einaweihundertfachgeringeren Geschwindigkedlsbei unmethyliertem
Cytosin[371]]. Diese Eigenschaft von Natriumbisylf#elektiv unmethylierte Cytosine zu
deaminieren ermdglicht es BMethylcytosine zu degktieren. Die Identifikation erfolgt dabei
durch eine auf die Natriumbisulfitbehandlung folgende PCR umihe anschliel3ende
Sequenzierungles ProduktsUnmethylierte Cytosineverden durch dieBisulfitbehandlung

zu Uracil konvertiertwelches in derPCR al’Thymin amplifiziert wd. 5-Methylcytosine
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hingegen bleiberunverandert undtreten im sequenzierten PGRrodukt als Cytosine in

ErscheinundgAbbildung8).

Natriumbisulfit-

Denaturierung
behandlung

—T—Q—T—Y—G—A—Q—G—

PCRl

—~ T T -T-@® G AT G-

—A—A—A—G—C—T—A—C—

Abbildung 8: Konvertierungvon Cytosinzu Tlymin durch eine Natriumbisulfitbehandlung mit anschlielender PTRe
unmethylierten Cytosine (C) werden durch Natriumbisulfit zu Uracil deamimiettdurch die PCR als Thymine amplifiziert.
5-Methylcytosin (C mit GHGruppe)bleibt nach deNatriumbisufitbehandlung und PCR unverandert.

Der genaue Mechanismpdurch den die Hydrolyse bzw. Deaminierung von Cytosin durch
Bisulfit katalysiert wirdist nach wie vor nicht vollstéandig aufgekl§Z0, 372, 373. Es wird
vermutet, dass die Addition von Bisulfit an Cytosin durch das Raatikddit, dasaus einer
Interaktion von Bisulfit und Sauerstoffeneriert wirdé w §) f370]. Diese reaktive Spezies
wirde ebenfalls den hohen Grad an DDNAgradation erklaren(84-96%) der unter
optimalen Reaktionsedingungenmit Natriumbisulfit beobachtet wird[374, 375. Trotz
dieser bestetenden technischenHerausforderungenstellt die Natriumbisulfitbehandlung

bis heute die praziseste, effizienteste und am haufigsten genutzte Methode zur

Identifizierung von SMethylcytosin in genomischer DNJar [376].

2.2.2 Limiting Dilution

Zur Lhtersuchung der DNAMethylierungsmuster boviner Eizellen und Embryonen wurde die
LimitingDilution-Methode verwendet.Bei dieser Methode wird die DNgo starkverdinnt,
dass im Reaktionsansatz zur PolymerasekettenreakBP@Rhur ein einzelnes DNAoleki
bzw. Allel aldMatrize dient [377]. Im Vergleich zu genomischer DNA bilgitriumbisulfit
behandelte DNA ein hoheres Risildie unterschiedlichmodifizierten DNAMolektle der

Zielregionasymmetrisch zu amplifizierdB76]. Die Natriumbisulfitbehandlung hat zur Folge,
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dassmethylierte Molekile Cytoshneicher sind als unmethylierte Allele, welche hingegen
mehr ThyminBasen enthalten. Dieses Genfiscon DNAMolekilen mit unterschiedlichem
chemischemCharakter fuhrtin der PCRlazu, dass eine oder mehrere Populationen von
Molekilen starker amplifiziert werden als and€i@78. Da die Amplifikation exponentiell
verlauft, kdnnen geringe Ungleichgewichte in der Amplifikation unterschiedlicher- DNA
Matrizen zu Beginn der PCR zu einer erheblichesciegbungdes Gemisches von DNA
Spezies im endgiltigen P@Rodukt fihren. Die Wahrscheinlichkeit solch ein¥erzerrung
nach Amplifikation Bisulfikonvertierter DNAsteigt, je weniger DNA inid PCR eingesetzt
wird. Bei der LimitingDilutionr-Methode wird dieses Risiko einer asymmetrischen
Amplifikation reduziert indem nur ein einzelnes DNWolekil als Matrize in eine PCR
eingebracht wird[379. In Verbindung mit zwei aug&inander folgenden PCRsird es
ermogliclt, auch mérrere Regionen auf dem gleicheBDNAMolekul zu analysieren
(Abbildung9). Dazu werden alle zu untersuchenden Regioimeeiner ersten MultipleXPCR
zunéchst gleichzeitigmpifiziert. In einer zweiten sogenanntenSinglepleX?CRwerden
dann die Regioneder einzelnen Gene separat vervielfaltiftas anschlieBende Auftragen
der PCHProdukte auf ein Gel liefert eine binare Information tber das Vorhandensein der
spezifischen ZidDNA in den jeweiligen Wells. Dabei kann edgvekein PCRrodukt (0)
oder ein PCRrodukt (1) vorliegen, weshalb diese Methode auch als digitale PCR
bezeichnet wird38(0. Die Kombination ausNatriumbisulfitbehandlungLimiting Dilution,
Multiplex-PCRSingleplexPCRund einer finalen Sequezierung der generierten Amplifikate
wird als Limiting Dilution Bisulfite Sequencifigd) bezeichnet[377]. Die LD eignet sich
insbesondere zur Untershang von Einzelzellen bzw. Proben mit geringer Zellzahl. Der
geringe DNAGehaltder Probenermdglicht es die Verdinnung technisch umzusetzed
gleichzeitig ein reprasentatives Bild dé&NAMethylierungsmusterin der Auflosung

einzelner Moleklleind damit einzelneAllele zuiefern.

53








































































































































































































































































