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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Seit der Geburt von Louise J. Brown (1978) als erstem kinstlich erzeugtem Kind hat
sich die Nachfrage nach assistierten Reproduktionstechniken (ART) stark erhdht. Der
Anteil der nach In-vitro-Fertilisation (IVF) oder Intrazytoplasmatischer Spermieninjek-
tion (ICSI) geborenen Kinder macht mittlerweile abhangig vom betrachteten Indust-
rieland zwischen 1-4% an der Gesamtgeburtenzahl aus.

In zahlreichen Studien korreliert eine erhdhte Pravalenz fur seltene Imprinting-
Erkrankungen, wie z.B. Beckwith-Wiedemann oder Angelman-Syndrom, mit der Ge-
burt nach assistierten Reproduktionstechniken. Es ist bekannt, dass die medizini-
schen Interventionen zur Behandlung von Sub- und Infertilitéat in sehr sensitive Pha-
sen der epigenetischen Reprogrammierung des Embryos und der Keimzellen
eingreifen.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die ovarielle Stimulation einen Ein-
fluss auf die epigenetische Integritat von gepragten Genen in murinen Praimplantati-
onsembryonen hat. Die in diesem Zusammenhang entwickelte digitale Bisulfitpyro-
sequenzierung gewahrleistet die Analyse der DNA-Methylierung auf Einzelallelebene
durch eine adéaquate Verdinnung der Probe im Vorfeld der PCR.

Die ovarielle Induktion fihrte zu einem erhéhten Rate an Epimutationen des paterna-
len H19-Allels, sowie des maternalen Snrpn-Allels. Zudem konnte festgestellt wer-
den, dass die Expression von drei potentiellen Reprogrammierungsgenen (Apex1,
Polb, Mbd3) in Embryonen aus hormonell stimulierten Muttertieren dereguliert ist.
Whole-Mount Immunfluoreszenzfarbungen fir APEX1 korrelierten dessen differentiel-
le Genexpression mit dem Proteinlevel. Anzeichen friiher apoptotischer Vorgange
auRRerten sich in Embryonen aus hormonell induzierten Muttertieren in der hohen Ra-
te an Embryonen, die keines der drei Transkripte exprimierten oder weniger APEX1-
positive Blastomeren aufwiesen.

In einer weiteren Fragestellung wurde untersucht, ob die Kryokonservierung muriner
Spermatozoen den epigenetischen Status gepréagter Gene in den Keimzellen beein-

flusst. Die Analyse von F1-Zweizellembryonen, die durch IVF mit den jeweiligen
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Spermatozoen eines Mannchens generiert wurden, diente der Aufklarung maoglicher
paternaler Transmissionen. Insgesamt konnten keine signifikanten Auswirkungen der
Kryokonservierung auf den epigenetischen Status in Spermatozoen und F1-
Embryonen ermittelt werden.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epigenetik

Mit dem Begriff Epigenetik werden Regulationsmechanismen umschrieben, die in
multizellularen Organismen letztendlich zu der enormen Vielfalt an Zelllinien und de-
ren Vorlaufern beitragen, obwohl die DNA jeder Zelle nahezu identisch ist. Epigeneti-
sche Modifikationen von DNA und Chromatin fihren zusammen mit anderen Prozes-
sen zu einem grof3en Spektrum an transkriptionellen Signaturen und damit zu den

spezifischen Expressionsmustern eines Zelltyps.

Conrad Hal Waddington verkniupfte 1942 die Theorien von Aristoteles, William Har-
vey und Casper Friedrich Wolff Gber die ,Epigenese“ mit neueren Erkenntnissen so-
wohl in klassischer Genetik als auch in der Embryologie und fiihrte den Begriff der
Epigenetik ein. Urspriinglich definierte Waddington Epigenetik als den Zweig der Bio-
logie, der kausale Wechselwirkungen zwischen Genen und deren Produkten studiert,
die schlieflich in einen Phanotyp minden (WADDINGTON 1942). Wahrend der Ansatz
von Waddington vor allem die Interaktionen zwischen Genotyp und auf3eren Umwelt-
einflissen als Grundlage der phanotypischen Plastizitat heranzieht, wird das Konzept
spater durch NANNEY (1957) um den Faktor stabiler Vererbung epigenetischer Fakto-
ren erganzt (HAIG 2012). Nach heutigem Kenntnisstand kann man Epigenetik als
Ubergeordnete, mitotisch und meiotisch vererbbare Regulationsmechanismen der
Genexpression definieren, die jedoch selbst nicht in der DNA-Sequenz kodiert sind
(EGGER et al. 2004). Solange also die transkriptionelle Resonanz auf einen Stimulus
aufrechterhalten wird, ohne dass dieser Reiz permanent vorhanden ist, kann man

diese Mechanismen als epigenetisch charakterisieren (BONASIO et al. 2010).
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1.1.1 Epigenetische Steuerung der Genexpression

An dieser Stelle ist es sinnvoll, epigenetische Regulationsmechanismen hinsichtlich
ihrer Wirkweise in cis- und trans-wirkende Faktoren zu unterteilen (BONASIO et al.
2010; MEAGHER 2010). Falls zwei identische DNA-Sequenzen unterschiedlich
reguliert werden, wie z.B. bei der X-Inaktivierung in Sdugern, dann handelt es sich
definitionsgemall um cis-Faktoren (BoNAsiO et al. 2010). Auf die
Histonmodifikationen und die DNA-Methylierung als cis-agierenden Faktoren, sowie
die trans-wirkenden ncRNAs (non-coding RNAs) wird im Folgenden ausfuhrlicher

eingegangen.
1.1.1.1 cis-operierende epigenetische Mechanismen
Histonmodifikationen

Chromatin besteht in seiner kleinsten Verpackungseinheit aus Nukleosomen, die
wiederum aus einem Histonkomplex aus basischen Proteinen zusammengesetzt
sind. Ein Oktamer aus den jeweils dimeren H2A/H2B und H3/H4-Komplexen (D'ANNA
und ISENBERG 1974; KORNBERG und THONMAS 1974) bildet zusammen mit dem ,lin-
ker“-Histon H1 ein Nukleosom, um das ~145 bp der DNA gewunden sind (PRUNELL et
al. 1979; Woobcock und GHOSH 2010).

Vor allem die Aminoséureketten an den N-Termini von H2A, H2B, H3 und H4 unter-
liegen einer Vielzahl an posttranslationalen Modifikationen (siehe Abbildung 1). Die
Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung und Ubiquitinylierung ausgewahlter
Aminosauren sind nur einige der bisher charakterisierten Varianten (VAN HOLDE 1988;
KouzARIDES 2007). Veranderungen im globularen Bereich und an den C-terminalen
Enden der Histone sind vergleichsweise selten (MARGUERON et al. 2005). All diese
Modifikationen resultieren letztlich in Anderungen der DNA-Histon-Interaktion sowie
Variationen der Wechselwirkung unter den Nukleosomen und fuhren zu Ubergeord-

neten Chromatinstrukturen (LUGER et al. 1997).
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Abbildung 1: Histonmodifikationen der nukleosomalen Kernproteine. Posttranslationale Verande-
rungen umfassen v.a. die N-terminalen Seitenketten von H2A, H2B, H3 und H4 und bestehen u.a. aus
Acetylierung (ac), Methylierung (me), Phosporylierung (ph) und Ubigitinylierung (ub). Nach BHAUMIK et
al. (2007).

Wahrend eine Acetylierung von Histonen grundsatzlich mit einer erhéhten Transkrip-
tionsrate einhergeht (ALLFREY et al. 1964; SEALY und CHALKLEY 1978), kann die His-
tonmethylierung abhangig von der Zahl der Methylgruppen und von der Lokalisation
der modifizierten Aminosaure aktivierenden oder reprimierenden Einfluss auf die
Transkription ausiben. So ist z.B. die Di- oder Tri-Methylierung von H3 Lysin 9
(H3K9me2-3) mit einer Verringerung der Transkriptionsrate assoziiert (LACHNER et al.
2001; NAKAYAMA et al. 2001), wahrend die Monomethylierung (H3K9me) Uberra-
schend oft mit aktiven Promotoren in der Umgebung von Transkriptionsstarts korre-
liert (BARsKI et al. 2007). Die Methylierung von H3 Lysin 4 (H3K4mel-3) ist ein Kenn-
zeichen fur aktiv transkribierte Gene (MILNE et al. 2002; SCHNEIDER et al. 2004).
Kurzlich wurden sogenannte ,bivalente“ Chromatinzustande beschrieben, die gleich-
zeitig sowohl aktivierende (H3K4me), als auch reprimierende (H3K27me) Wirkung

auf die Promotoren von Entwicklungsgenen in embryonalen Stammzellen ausiben
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(AzUARA et al. 2006; BERNSTEIN et al. 2006) und bis zu 20% aller CGI-Promotoren in
diesen Zellen ausmachen (Ku et al. 2008). Es wird spekuliert, dass diese Gene so-
lange transkriptionell unterdruckt werden, bis externe Signale die Differenzierung ein-
leiten und so die Promotoren sehr schnell auf aktive Transkription programmiert sind
(AzUARA et al. 2006; BERNSTEIN et al. 2006; SANz et al. 2008). Die Ubiquitinylierung
von Histonen muss hinsichtlich ihrer Rolle bei der Genexpression abhangig vom Kon-
text gesehen werden (BHAUMIK et al. 2007). Ubiquitiniertes H2A wurde bei dem aktiv
transkribierten HSP70 Gen (Heat Shock Protein) in hohem Mal3e angereichert ge-
funden, wahrend nicht-transkribierte Satelliten-DNA kaum Ubiquitinylierung an H2A
Histonen aufwies (LEVINGER und VARSHAVSKY 1982). Andererseits sind die Nukleo-
somen des aktiv transkribierten Immunglobulingens der k-Kette nicht ubiquitiniert
(HUANG et al. 1986). Die Phosphorylierung von Histonen tragt einerseits zu einer Er-
hohung der Transkriptionsrate bei (MAHADEVAN et al. 1991; BARRATT et al. 1994), an-
dererseits sind bestimmte Histonphosphorylierungen essentiell fir die Chromatin-

kondensation wahrend Mitose und Meiose (GURLEY et al. 1978; WEI et al. 1998).

DNA-Methylierung

Die kovalente Verknupfung einer Methylgruppe mit dem C5-Atom von Cytosin
(HoTcHKISS 1948; SINSHEIMER 1955) ist einer der am intensivsten erforschten epige-
netischen Regulationsmechanismen. In somatischen Zellen wird Cytosin hauptsach-
lich in einem CpG-Kontext methyliert (RAMSAHOYE et al. 2000) und ist mit transkripti-
onell inaktiven regulatorischen Bereichen eines Genes assoziiert (MANDEL und
CHAMBON 1979; McGHEE und GINDER 1979; BOYES und BIRD 1991). Es wird zwischen
CpG-armen Regionen, die hauptsachlich methyliert vorliegen, und tUberwiegend hy-
pomethylierten CpG-Inseln (CGI) unterschieden (GRUENBAUM et al. 1981; BIRD et al.
1985; TAkAI und JONES 2002). Hypermethylierte CpG-arme Bereiche sind i.d.R. inter-
genisch zu finden, wahrend CpG-Inseln in den regulatorischen Bereichen von rund
70% aller annotierten humanen Gene nachweisbar sind (SAXoNov et al. 2006). Er-
heblichen Einfluss auf die Transkription bestimmter Gene haben auch sogenannte

,CpG island shores®, Bereiche mit bis zu 2 kb Abstand zur eigentlichen CpG-Insel
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(IRiZARRY et al. 2009). Neben der Steuerung der spezifischen Genaktivitat ist die
DNA-Methylierung bei einer Reihe anderer Vorgange wie z.B. der X-Chromosom-
Inaktivierung bei weiblichen Saugern (BARR und BERTRAM 1949; OHNO et al. 1959;
LYoN 1961; WuTz und JAENISCH 2000), genomischer Pragung (Kapitel 1.2) und bei
der Aufrechterhaltung der Genomstabilitat (WALSH et al. 1998; BOURC'HIS und BESTOR
2004) von entscheidender Bedeutung.

1.1.1.2 trans-operierende epigenetische Mechanismen

Autoregulatorische Netzwerke von Transkriptionsfaktoren, die die transkriptionelle
Signatur einer Zelle z.B. durch Rickkopplungsmechanismen auch nach externen
Stimuli aufrechterhalten, sind sehr weit verbreitete epigenetische Steuerungsprozes-

se (BONAsIO et al. 2010).

Spatestens mit der erfolgreichen Reprogrammierung differenzierter Zellen zu indu-
zierten pluripotenten Stammzellen (iPSCs) mithilfe der ektopischen Expression von
Oct4, Sox2, KIf4 und cMyc wurde klar, dass Transkriptionsfaktoren das Epigenom
entscheidend beeinflussen und dessen Status Uber Zellteilungen hinweg stabil auf-
rechterhalten (TAKAHASHI und YAMANAKA 2006; WANG et al. 2006; VAN DEN BERG et al.
2010).

Seit der Entdeckung der RNA-Interferenz (RNAI) durch FIRE et al. (1998) wurde eine
Vielzahl weiterer Regulationsmechanismen gefunden, die {ber kleine nicht-
kodierende RNAs (sncRNAs) eine Kontrolle des Transkriptionsstatus einer Zelle
vermitteln (siehe Abbildung 2). Der Sammelbegriff ,RNA gene silencing“ beinhaltet
neben der eigentlichen RNA-Interferenz auch das ,RNAi-mediated Chromatin
silencing“, also Uber RNAi vermittelte Heterochromatinzustande, sowie DNA-
Rearrangements (FiLipowicz et al. 2005). Unter einer Vielzahl an bisher
kategorisierten kurzen nicht-kodierenden RNAs sind miRNA, piRNA und siRNA am
intensivsten erforscht (TAFT et al. 2010). Charakteristisch fur die Wirkweise dieser
drei regulatorischen RNAs ist die Bildung von Argonaut-Protein-RNA-Komplexen mit

Endonukleaseaktivitat (RAND et al. 2004). Nach der Bindung des Komplexes an der

5
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komplementaren mRNA konnen verschiedenen Prozesse (z.B. mMRNA-Degradation
oder Hemmung der Translation) ablaufen, die aber alle letztendlich zur funktionellen
Inhibierung der mRNA fiihren (JANOWSKI et al. 2006; EULALIO et al. 2008).

Epigenetische Integrititdes Genoms / Regulation der Posttranskriptionelle Abwehr von
Modifikationen Schutz vor Transposons Transkription Regulation Viren

[l endo-siRNAs

W P HpiRnAs

Wlantisense IncRANA i
o~
4 -

ANV

[Repetitive
Sequenzen]

Abbildung 2: RNAi-vermittelte Regulation. Vereinfachtes Schema der Regulationsmechanismen
durch RNAI. Jede RNA-Form ist farblich kodiert und unter ihren jeweiligen Funktionsprozes-
sen dargestellt. Pfeile geben die Richtung der Transkription an. PARs: promoter-associated
RNAs, IncRNAs: long non-coding RNAs, miRNAs: microRNAs, snoRNAs: small nucleolar
RNAs, sdRNAs: sno-derived RNAs, endo-siRNAs: endogenous siRNAs, piRNAs: PIWI-
interacting RNAs, tiRNAs: transcription initiation RNAs (modifiziert nach TAFT et al. 2010).

Im Gegensatz zu den seit lAngeren bekannten exogenen siRNAs, sind endogene
siRNAs erst kirzlich gefunden und epigenetisch betrachtet, den Prozessen des
Chromatinremodeling (Chromatin-dependent gene silencing) zugeordnet worden
(GHILDIYAL und ZAMORE 2009). Transkribiert werden siRNAs von einer Reihe
genomischer Loci, wie beispielsweise Transposons, intergenischen Regionen und

sogar mMRNAs (GHILDIYAL und ZAMORE 2009).

Bisher sind dUber 2000 humane microRNAs (http://www.mirbase.org/) bekannt

(GRIFFITHS-JONES et al. 2008), die hauptsachlich posttranskriptionell sowie
posttranslational wirken (BRODERSEN und VOINNET 2009) und damit etwa 30% aller
proteinkodierenden Gene in Saugetieren regulieren (SAYED und ABDELLATIF 2011).

Die Expression von miRNAs wird einerseits epigenetisch gesteuert, auf der anderen


http://www.mirbase.org/
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Seite kontrollieren bestimmte mIRNAs epigenetische Schltsselproteine wie z.B.
Histondeacetylasen, Komponenten der Polycomb-group-Proteine und DNA-

Methyltransferasen (SATO et al. 2011).

Die Gruppe der piRNAs wurde erst 2006 von GRIVNA et al. entdeckt und spielt eine
essentielle Rolle bei der Keimzellentwicklung primar durch die Beteiligung an der
Stilllegung von transposablen Elementen (Siomi et al. 2011). Dartiber hinaus wurden
piRNAs als epigenetische Modulatoren fur CREB2, einem Schlisselgen fir die

neuronale Plastizitat, beschrieben (RAJASETHUPATHY et al. 2012).

Internationale Forschergruppen, zusammengeschlossen zum ENCODE-Konsortium
(Encyclopedia of DNA Elements), veroffentlichten 2012 mehrere Publikationen mit
einer bisher unerreichten Fille an genomweiten Datensets (1640) aus 147
unterschiedlichen Zelltypen (EcCker et al. 2012). Die Ergebnisse stellen gleich
mehrere klassische molekulargenetische Sichtweisen infrage. So sind beispielsweise
98% des humanen Genoms nicht proteinkodierend und wurden in der Vergangenheit
oft als Mull-DNA (,junk DNA®) bezeichnet (OHNO 1972; ORGEL und CRICK 1980). Jetzt
konnten DJEBALI et al. (2012) zeigen, dass abhangig vom betrachteten Zeitpunkt und
dem Zelltyp bis zu 75% des Genoms transkribiert werden und stellen damit
gleichzeitig die herkbmmliche Definition eines Gens zur Debatte. Einen gro3en Teil
dieser transkribierten Elemente machen die oben erwdhnten kurzen nicht-
kodierenden RNAs, sowie lange nicht-kodierende RNAs (IncRNAS) aus (BIRNEY et al.
2007). Diese Klasse von RNAs kann, bezogen auf die Position ihrer Transkription,
cis- und trans-regulatorisch auf Chromatin wirken (Kim und SuNG 2012). Ein
Paradebeispiel fur cis-regulatorisch wirkende IncRNA ist die Rekrutierung von
Proteinkomplexen durch Xist bei der X-Inaktivierung. Infolgedessen werden
reprimierende Chromatin- und DNA-Modifikationen etabliert, die zur transkriptionellen
Stilllegung (Dosiskompensation) eines der beiden weiblichen X-Chromosomen in
Saugern fuhrt (LEe 2010). Weitere wichtige Rollen spielen IncRNAs bei der
genomischen Pragung (EDWARDS und FERGUSON-SMITH 2007; WAN und BARTOLOMEI

2008) und Genexpressionsregulation auf Transkriptionsebene (RINN et al. 2007).
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1.2 Genomische Pragung

Mitte der 1980’er Jahre zeigten Untersuchungen an kinstlich erzeugten murinen Zy-
goten mit diploid maternalem (gynogenetisch) oder paternalem Genotyp (androgene-
tisch), dass der Beitrag beider elterlichen Genome fir die normale Entwicklung des
Embryos entscheidend ist (MCGRATH und SOLTER 1984; SURANI et al. 1984). Bei
Mausembryonen mit maternaler uniparentaler Diploidie entwickelt sich der Embryo
bis zum Praimplantationsstadium geringfiigig schlechter als normal, bildet dann aber
kaum extraembryonales Gewebe. Androgenetische Zygoten entwickeln sich dagegen
stark verzdgert und zeigen stark ausgepragtes extraembryonales Gewebe. In beiden
Fallen endet die Entwicklung etwa um die Mitte der Tréchtigkeit fur die Embryonen
letal (MCGRATH und SOLTER 1984; SURANI et al. 1984). Ursachlich hierfir ist die un-
terschiedliche Pragung beider parentaler Genome. Diese Abweichung von den Men-
del‘schen Vererbungsregeln werden durch Modifikationen der DNA und des Chroma-
tins (siehe Kapitel 1.1.1.1) ermoglicht, die zu einer ausschliel3lichen bzw.
praferentiellen Expression von einem der beiden parentalen Allele fihren (MOORE
und HAiG 1991). In der Maus wurden gepragte Gene erstmals Anfang der 1990’er
Jahre gefunden (BARLOW et al. 1991; BARTOLOMEI et al. 1991; DECHIARA et al. 1991).
Deren Zahl hat sich mittlerweile in der Maus auf dber 100 erhdht

(http://www.geneimprint.com). Durch die Quantifizierung von ganzen Transkriptomen

mittels Hochdurchsatzsequenzierung (RNAseq) und der Entwicklung angepasster
statistischer Tests wird sich die Zahl an gepragten Genen noch weiter erhéhen. Unter
Zuhilfenahme reziproker Kreuzungen zwischen Hybridmausstammen und der ldenti-
fikation von Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) zwischen den zwei Stdmmen,
kann man auf praferentielle Expression eines der beiden Allele schlie3en (DEVEALE
et al. 2012).


http://www.geneimprint.com/
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1.2.1 Charakteristika von gepréagten Genen

Es gibt eine Reihe von Merkmalen, die gepragte Gene kennzeichnen. So sind nahe-
zu alle Vertreter gepragter Gene in grof3en Clustern organisiert, die sich teilweise
Uber mehrere hundert Kilobasen erstrecken und meist mindestens ein nicht-
proteinkodierendes RNA-Transkript enthalten (O'NEILL 2005; WAN und BARTOLOMEI
2008). Sogenannte ,differenziell-methylierte Regionen“ (DMRs) konnten in der Uber-
wiegenden Mehrzahl gepragter Gene identifiziert werden und sind durch differenziel-
le DNA-Methylierung (RAzIN und CEDAR 1994) und Histonmodifikationen (SELKER
1990; Huck-Hul und BIRD 1999) der beiden elterlichen Allele gekennzeichnet. Dar-
uber hinaus sind sogenannte ,Imprinting control regions® (ICRs), die oft mit DMRs
Uberlappen, wichtig fur die Etablierung der differenziellen DNA-Methylierung und de-
ren Aufrechterhaltung wahrend der Entwicklung (SPAHN und BARLOW 2003). Der H19-
Igf2 Locus der Maus auf Chromosom 7 ist eines der am besten untersuchten Imprin-
tingcluster und wird oft als Paradebeispiel fir das Konzept der genomischen Pragung
aufgefiihrt (ARNEY 2003). Das von Igf2 kodierte Protein ist ein wichtiger Faktor fur
plazentales und embryonales Wachstum und ist aufgrund des Fehlens eines Promo-
ters fur die Expression in der adulten Maus in den meisten Zelltypen nicht mehr
nachweisbar (DECHIARA et al. 1991; CONSTANCIA et al. 2002). Im Menschen wird
IGF2 auch im Adultstadium exprimiert, hier ist die korrekte Expression des Gens von
einem fetalen Promoter abhangig (DE PAGTER-HOLTHUIZEN et al. 1987). H19 kodiert
fur eine 2,3 kb lange ncRNA, die ahnlich einer mRNA prozessiert, aber nicht transla-
tiert wird (BRANNAN et al. 1990; AYESH et al. 2002).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung und Regulationsmodell des H19-lgf2 Clusters. Endo-
und mesodermale Enhancer fiir beide Gene sind stromabwarts von H19 lokalisiert. Die ICR
befindet sich 4 kb stromaufwarts von H19 und wird wahrend der Gametogenese differenziell
methyliert. Mat: maternales Allel, pat: paternales Allel. Einzelheiten zum gezeigten ,,Isolator-

Modell* werden im Text erldautert (GABORY et al. 2010).

Das ,Isolator-Modell“ (siehe Abbildung 3) ist ein populérer Ansatz zur Erklarung der
reziproken elterlichen Expression von Igf2 und H19 (BELL und FELSENFELD 2000;
HARK et al. 2000). Grundlage fur das Modell sind die Bindesequenzmotive fur das
CTCF-Zinkfingerprotein in der ICR. CTCF bindet im unmethylierten Zustand (mater-
nales Allel) an die ICR und verhindert somit, dass die stromabwarts von H19 liegen-
den Enhancer die Transkription von maternalem Igf2 Uber dessen Promoter forcie-
ren. Die DMR1 und 2 von Igf2 sind auf dem véterlichen Allel methyliert und steuern
die paternale Expression von Igf2 wahrscheinlich Gber Chromatinloops (MURRELL et
al. 2004). Die ICR ist auf dem paternalen Allel methyliert, dadurch kann CTCF nicht
binden. Zusatzlich mit der H19-Promotermethylierung wird so die vaterliche Expres-

sion von H19 unterdriickt. Eine spéatere Studie stellt die dreidimensionale Chromatin-
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struktur als Regulator in den Fokus. Demnach agiert die ICR mit der DMR1 von Igf2
auf dem maternalen Allel und sorgt dafir, dass sich dieser Loop in einem repressiven
Bereich des Zellkerns befindet. In diesem ,Chromatin-Loop-Modell* bindet die ICR
dagegen auf dem paternalen Allel die DMR2 von 1gf2 und bringt diesen Loop in einen
aktiv transkribierten Bereich des Nukleus (MURRELL et al. 2004).

1.2.2 Genomische Pragung aus evolutionéarer Perspektive

Zurzeit gibt es mehrere Konzepte, um das Phdnomen der genomischen Pragung aus
evolutionarer Sicht zu interpretieren. Genomische Pragung sollte sich im Prinzip ne-
gativ auf die Fitness eines Individuums auswirken, da durch die monoallelische Ex-
pression eines Gens der Vorteil der Diploidie aufgegeben wird. Der Ausfall des akiti-
ven Allels durch Mutation kann nicht durch das stillgelegte Allel substituiert werden
(WILKINS und HAIG 2003). Genauso negativ wirken sich uniparental vererbte Allele
eines gepragten Gens aus (ENGEL et al. 2006; RENFREE et al. 2009). Aul3erdem wer-
den Epimutationen, die zur Aktivierung des stillgelegten Allels flhren, als einer der
Hauptgriinde fir das Auftreten von sporadischen und familiaren Krebs diskutiert
(OGAwA et al. 1993; RAINIER et al. 1993).

Obwohl genomische Pragung auch in manchen Insekten und Pflanzen gefunden
wurde (LLoyD 2000; GARNIER et al. 2008), ist sie doch am weitesten unter Beuteltie-
ren und héheren Saugetieren verbreitet (siehe Abbildung 4). Die genomische Pra-
gung weist in den Plazentatieren (Eutheria) den héchsten Grad an Komplexitat und
strikter Regulation auf (Suzuki et al. 2005; AGER et al. 2007). Es wird angenommen,
dass Imprinting in Marsupialia und Eutheria zum Teil auch als Reaktion gegeniber
dem signifikant starkeren Auftreten von LTR- (long terminal repeat) Retrotransposons

in deren Genom etabliert wurde (PAsK et al. 2009).
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Abbildung 4: Entwicklung der genomischen Pragung wéahrend der Evolution einer Auswahl an

Wirbeltieren. Die kolorierten Boxen zeigen geologische Perioden. Griine und rote Linien zei-
gen die Divergenz zwischen Arten mit und ohne genomischer Pragung (modifiziert nach
RENFREE et al. 2009).

Ein populares Modell zur Evolution der genomischen Pragung geht von der Ausei-
nandersetzung zwischen beiden parentalen Genomen im Embryo aus und ist dem-
entsprechend unter ,Genetische-Konflikt-Hypothese“ bekannt (MOORE und HAIG
1991). Demnach gibt es eine Rivalitat beider elterlichen Genome um die mitterlichen
Ressourcen. Paternal exprimierte Gene, die den maximalen Transfer mditterlicher
Ressourcen zum Foétus erméglichen, werden gegeniber biallelisch exprimierten Ge-
nen positiv selektiert. Die optimale Fitness fur das Mannchen ist erreicht, sofern die
Mutter das Maximum an Nahrstoffen an die von ihm gezeugten Nachkommen wei-
tergibt, selbst wenn dies nachteilig fiir die Mutter ist. Die Mutter versucht sich dage-

gen zu schitzen, indem sie diese embryonalen Wachstumsfaktoren unterdrtickt. Ihre
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optimale Fitness ist erreicht, wenn sie eine ausgewogene Nahrstoffverteilung fir die
aktuelle Trachtigkeit anstrebt, um noch Ressourcen fir spatere Schwangerschaften
zu haben. Diese Theorie erklart besonders gut die Richtung der Pragung bei Wachs-
tumsfaktoren und deren Regulation (RENFREE et al. 2009). Die ,Koadaptionshypothe-
se“ versucht demgegenuber die Entstehung der genomischen Pragung als koadapti-
ve Regulation zwischen embryonaler Entwicklung und dem Verhalten der Mutter
wahrend der Schwangerschaft zu erklaren (KEVERNE und CURLEY 2008). In dem Mo-
dell spielt die Plazenta eine entscheidendere Rolle, da sie nicht nur pranatal die Ver-
sorgung des Embryos mit Nahrstoffen sichert, sondern auch postnatal das Futte-
rungs- und Sexualverhalten sowie den Metabolismus der Mutter (Stimulation der
Milchdrisen) beeinflusst. Gestiitzt wird die These durch transgenerationale Interakti-
onen von mutterlichem und fetalem Hypothalamus sowie der Plazenta. Die Steue-
rung erfolgt Gber dieselben gepragten Gene unter Einfluss zweier verschiedener Ge-
nome in einem Individuum: der Mutter. Peg3 ist in diesem Zusammenhang am
besten untersucht. Die monoallelische Expression im fetalen Hypothalamus und der
Plazenta resultiert durch die Stilllegung desselben maternalen Allels, wéhrend der
Imprint im Hypothalamus der Mutter schon in der Keimbahn von deren Mutter gesetzt
wurde. Interessanterweise werden die Imprints der mehrheitlich maternal gepragten
(paternal exprimierten) Gene in diesem Zusammenhang in der mutterlichen Gameto-
genese gesetzt (SURANI 2001). Da diese Gene wesentlich zum Entstehen der fetalen-
plazentalen Einheit beitragen, sind sie damit nachteilig fur die Mutter im Sinne der
Genetischen-Konflikt-Hypothese und nicht mit dieser vereinbar (KEVERNE und
CURLEY 2008). Beide Theorien mussen sich nicht unbedingt gegenseitig ausschlie-
Ben. Es ist vorstellbar, dass der elterliche Konflikt die Kontrolle Uber die fetale Ent-
wicklung initialisiert und spater diese Gene und deren Regulation Uber Koadaption

von Plazenta und Hypothalamus gesteuert werden (RENFREE et al. 2009).
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1.2.3 Humane Erkrankungen infolge gestdrter genomischer Pragung

In Tabelle 1 werden Krankheiten angegeben, die mit einer Stérung der genomischen
Pragung beim Menschen assoziiert sind. Aul3erdem werden Imprintingstérungen bei
einer Reihe anderer Krankheiten, wie z.B. Alzheimer, atypisches Asthma, Autismus,
Diabetes (Typl und 2), Psoriasis und Schizophrenie als Ursache vermutet (MORISON
et al. 2005). Epimutationen, die zur Reaktivierung des stillgelegten Allels fuhren, wer-
den im Zusammenhang mit der Entstehung von sporadischen und familiar vererbten
Krebsformen diskutiert (OGAWA et al. 1993; RAINIER et al. 1993; REIK und WALTER
2001b).

Angelman (AS) — und Prader-Willi Syndrom (PWS) sind neurogenetische Erkrankun-
gen, die eine gepragte Region auf Chromosom 15 (g11-q13) betreffen. Charakteris-
tisch fur AS-Patienten sind Ataxie, objektiv unbegrindetes Lachen (Alias: ,Happy
Puppet Syndrom®), schwere Sprachstérungen und mentale Retardierung. Die Uber-
wiegende Mehrzahl der Félle (~ 70%) beruht auf einer maternalen Deletion dieser
Region. In 2-5% der Félle ist eine paternale uniparentale Disomie 15 (patUPD15)
ursachlich. Etwa 2-4% der Falle kénnen molekulargenetisch auf einen Imprintingde-
fekt zurickgefuhrt werden. Bei etwa 10% der AS-Patienten liegt eine Mutation des
UBE3A-Gens vor und ca. 20% der Falle sind bisher molekulargenetisch nicht diag-

nostizierbar (BUITING 2010).

Bei PWS-Patienten ist hauptséchlich eine paternale Deletion (~ 70%) von 15q11-13
Grund fur die Erkrankung, die sich durch geringes Geburtsgewicht, Muskelhypotonie,
Adipositas, Minderwuchs, Hypogenitalismus und mentale Retardierung auszeichnet.
Weitere molekulargenetische Ursachen fur PWS sind maternale UPD15 (~ 25-30%)
oder in rund 1% der Félle ein Imprintingdefekt (BUITING 2010).

Die Ursache fir das Beckwith-Wiedemann Syndrom (BWS) liegt in der Stérung einer
gepragten Region auf Chromosom 11p15.5. Das klinische Krankheitshild ist hoch
variabel und beinhaltet die urspriinglich beschriebenen Merkmale, wie Exomphalos,

Gigantismus und Makroglossie (BECKWITH 1963; WIEDEMANN 1964), sowie ein erhoh-
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tes Risiko fur Tumorentwicklung im Kindesalter, Hypoglykéamie und faziale Dysmor-
phien (WEKSBERG et al. 2009). Molekulargenetisch ursachlich fir BWS ist insbeson-
dere eine segmentale patUPD11 (~ 20%), sowie Mutationen des maternal exprimier-
ten CDKN1C-Gens (5-15%) oder eine Epimutation in 11p15 (BLIEK et al. 2001; Diaz-
MEYER et al. 2003; COOPER et al. 2005). Die Region 11p15.5 ist durch zwei ICRs ge-
kennzeichnet: die ICR1 ist die regulatorische Region fur die H19- und IGF2-
Expression und die ICR2 kontrolliert die Expression von CDKN1C, KCNQ1 und
KCNQ1OT. Eine erhohte Methylierung in der ICR1 fuhrt in rund 5% der BWS-Félle
zur biallelischen Expression von IGF2, einem normalerweise paternal exprimierten
Gen. In etwa 50% der BWS-Patienten ist die ICR2 betroffen und fuhrt Uber deren
Hypomethylierung zu einer reduzierten Expression von CDKN1C (WEKSBERG et al.
2009).

Das klinische Krankheitsbild des Silver-Russell Syndroms (SRS) ist gekennzeichnet
durch das typische ,Silver-Russell-Gesicht” (RUsseLL 1954), pra- und postnatale
Wachstumsretardierung sowie fortgesetzter Kleinwuchs im Kindesalter. In etwa 44%
aller SRS-Félle kann eine aberrante Hypomethylierung der ICR1 (siehe BWS) des
paternalen Allels auf Chromosom 11p15.5 als molekulargenetische Ursache diagnos-
tiziert werden (BINDER et al. 2011). Eine maternale UPD7 kann in 5-10% der Patien-
ten zur Krankheitsentstehung fiihren (KotzoT et al. 1995). In fast der Halfte aller
SRS-Félle kann die klinische Diagnose bisher nicht molekulargenetisch bestétigt

werden (BINDER et al. 2011).
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Tabelle 1: Humane Erkrankungen als Konsequenz gestdrter genomischer Pragung (modifiziert nach HIRAsawA und FeiL 2010)

Chromosomale

Involvierte

Erkrankung Haufigkeit | Charakteristika Region Gene Hauptursache
. 1/12.000 — | Neurologische Storun- ) -maternale 15911-g13 Deletion, paternale UPD15
Angelman-Syndrom 1/20.000 | gen 15q11-q13 UBE3A -Mutationen in UBE3A, Epimutationen SNRPN ICR
Wil 1/10.000 — | Entwicklungsstérungen SNRPN, -paternale 15g11-q13 Deletion, maternale UPD15
Prader-Willi-Syndrom 1/25.000 des Nervensystems 15q11-q13 NDN -Epimutationen SNRPN ICR
L ) -paternale UPD11, Verlust der Methylierung KvDMRI ICR
Beckwith-Wiedemann 1/15.000 Wachstumsstérungen 11p15 IGF2, -Mutationen in CDKN1C, erhoéhte Methylierung H19-IGF2 ICR
Syndrom CDKN1C . ;
-Translokationen, die 11p15 betreffen
I ) 1/10.000- . IGF2, -maternale Duplikation 11p15, maternale UPD7, 7p Duplikationen
Silver-Russell-Syndrom 1/75.000 Wachstumsretardierung | 11p15 & 7p12 GRB10? -ethohte Methylierung H19-IGF2 ICR
Transienter neonataler Diabe- | 1/400.000- | Hormonelle und meta- 6024 & 6022 PLAGL1, -paternale UPDG6, paternale Duplikationen 6q24
tes mellitus 1/800.000 | bolische Stérungen q p ZFP57 -Mutation in ZFP57
UPD(14)matSyndrom/Temple- ) . RTL1, -maternale UPD14
Syndrom selten Entwicklungsstorungen | 14932 DLK1 -Imprinting-Fehler auf 14932
. . -paternale UPD14
UPD(14)patSyndrom selten Entwicklungsstérungen | 14q32 RTL1 -Imprinting-Fehler auf 14932
AHO/PHP selten Hormonelle und meta- | ., 5 GNAS _imprinting-Fehler im GNAS Lokus

bolische Stérungen
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1.3 Epigenetische Reprogrammierung wéahrend der frihen Embryogenese
und Gametogenese in Saugetieren

Im Verlauf der Saugetierentwicklung gibt es zwei entscheidende Phasen, in denen
sehr dynamische und tiefgreifende Prozesse der Epigenom-Reprogrammierung statt-
finden. In der befruchteten Eizelle startet eine genomweite DNA-Demethylierung, von
der nur wenige Regionen und Elemente, wie IAP-Retrotransposons, Zentromerregio-
nen und der Uberwiegende Anteil an DMRs von gepragten Genen ausgenommen
sind (ROUGIER et al. 1998; REIK und WALTER 2001a; LANE et al. 2003; KOBAYASHI et al.
2006; BORGEL et al. 2010; TomizawA et al. 2011). Die zweite Welle einer genomwei-
ten DNA-Demethylierung findet in den Vorlduferzellen der Gameten statt: den
primordialen Keimzellen (PGCs: Primordial germ cells). Im Zuge dessen werden in
diesen Zellen auch differenziell regulierte Bereiche gepragter Gene demethyliert und
das inaktivierte X-Chromosom von weiblichen S&ugern reaktiviert (HAYASHI und
SURANI 2009). In den folgenden Abschnitten wird im Detail auf die Mechanismen, die

zu dieser epigenetischen Reprogrammierung fihren, eingegangen.

1.3.1 Reprogrammierung der DNA-Methylierung in der Zygote

Um die Totipotenz der Blastomeren wahrend der frihesten Embryogenese sicherzu-
stellen, missen die epigenetischen Muster der Genome von Oozyte und Spermium
geldscht werden. Beide Gameten befinden sich vor der Befruchtung in unterschiedli-
chen Phasen des Zellzyklus (Oozyte: arretiert in Meiose Il und diploid, Spermium:
Meiose komplettiert und haploid) und die Genome sind auf Nukleosomenebene un-
terschiedlich organisiert. Noch vor der Vereinigung der beiden parentalen Pronuklei
beginnt eine genomweite DNA-Demethylierung, die in beiden elterlichen Genomen
zeitlich und mechanistisch héchst unterschiedlich ablauft (siehe Abbildung 5). Kurz
nach dem Umbau der Nukleosomenstruktur des paternalen Genoms, infolgedessen
Protamine durch Histone ersetzt werden (BALHORN 2007), wird das paternale Genom
aktiv demethyliert und liegt noch vor der ersten Zellteilung hypomethyliert vor
(SANTOS et al. 2002; WossIDLO et al. 2010).
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Fur diese aktive Prozessierung des paternalen Genoms in der Zygote werden mo-
mentan drei verschieden Mechanismen diskutiert: die Beteiligung der Basenexzisi-
onsreparatur (BER), die Partizipation von Komponenten des Elongatorkomplexes
und die enzymatische Oxidation von 5mC (MORGAN et al. 2005; FENG et al. 2010; Wu
und ZHANG 2010; SEISENBERGER et al. 2013). Hinweise auf eine Beteiligung des
BER-Systems ergeben sich durch die Beobachtung, dass die Inhibierung von zwei
Schlisselenzymen dieses Reparaturweges, PARP1 und APEL, zu einer hdheren ge-
nomweiten DNA-Methylierung fuhrt (HAJKoOvA et al. 2010). Durch Knockdown-
Experimente konnten OKADA et al. (2010) zeigen, dass bestimmte Komponenten des
Elongatorkomplexes (ELP1, ELP4) notwendig fur die Demethylierung des paternalen
Pronukleus sind. Gleichzeitig spielt die ,Fe-S-Radikal-SAM-Domane“ von ELP3 eine
Rolle bei dieser aktiven Demethylierung. Die Radikal-SAM-Domane innerhalb des
Elongatorkomplexes ist wichtig fir dessen Strukturaufrechterhaltung (LI et al. 2009),
konnte aber auch eine direkte Rolle bei der Entfernung von 5mC spielen (Wu und
ZHANG 2010). Sollte sich dieser Mechanismus weiter bestatigen, wéare diese Domane
die erste ,echte” Demethylase des Saugergenoms (HENDRICH et al. 2001; JIN et al.
2008; ENGEL et al. 2009; SEISENBERGER et al. 2013).
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Abbildung 5: Reprogrammierung der DNA-Methylierung in der Saugetierentwicklung. Relativer
Anteil von 5-Methylcytosin (vaterlich=blau, mutterlich=rot) und 5-Hydroxymethylcytosin von der Be-
fruchtung (0,5 dpc) bis zur Geburt (modifiziert nach LeEes und WuTtz 2012; HACKETT und SURANI 2013;
SEISENBERGER et al. 2013).

Die rasche Demethylierung des paternalen Genoms konnten MAYER et al. (2000)
mithilfe von Immunfluoreszenzfarbungen in der Zygote nachweisen. Parallel dazu
steigt der Gehalt an Oxidationsformen von 5-Methylcytosin im paternalen Genom an
(Abbildung 5). Der Grad an 5-Hydroxymethylcytosin (IQBAL et al. 2011; WOSSIDLO et
al. 2011), 5-Formylcytosin und 5-Carboxycytosin (INOUE et al. 2011; INOUE und ZHANG
2011) wird entscheidend von den oxidativen Eigenschaften von TET3, einem Mitglied
der ,ten-eleven translocation“-Genfamilie, gepragt. Diese Dioxygenase liegt hoch
angereichert in der Zygote vor. Werden die Enzymfunktionen von TET3 inhibiert, ist
die Bildung von 5hmC blockiert (Gu et al. 2011; WossIDLO et al. 2011). Die oxidierten

Formen von 5mC sind vermutlich recht stabile Modifikationen, deren Gehalt lediglich
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graduell tber die folgenden DNA-Replikationen abnimmt (Gu et al. 2011; INOUE et al.
2011; INOUE und ZHANG 2011). In Tabelle 2 sind Proteine angegeben, die eine Rolle
im Zusammenhang mit der epigenetischen Reprogrammierung in Embryonen und

PGCs spielen.

Wie aus Abbildung 5 ersichtlich ist, nimmt der Grad an DNA-Methylierung im mater-
nalen Genom passiv und damit graduell mit der Zahl an Replikationsereignissen ab.
Das mutterliche Genom ist durch Stella (PGC7/Dppa3) vor einer aktiven Demethylie-
rung geschitzt (PAYER et al. 2003; NAKAMURA et al. 2007). Stella selbst wird tber
H3K9me2 Modifikationen der Nukleosomen angezogen, die charakteristisch fir das
maternale Genom sowie paternal gepragte Bereiche und repetitive Elemente des
vaterlichen Genoms in der frihen Embryogenese sind (SANTOS et al. 2005;
NAKAMURA et al. 2012). Der Schutz vor Demethylierung durch Stella besteht darin,
dass TETS3 bedingt durch die oben erwéhnte Chromatinstruktur 5mC nicht oxidieren
kann (NAKAMURA et al. 2012). Zudem unterdriickt Stella BER-Komponenten im ma-
ternalen Pronukleus und damit einen weiteren aktiven Mechanismus der Konversion

von 5mC zu Cytosin (HAJKOVA et al. 2010; SEISENBERGER et al. 2013).

Die DNA-Demethylierungsprozesse im Praimplantationsembryonen kénnen auch
teilweise mit dem niedrigen Level an DNMT1 (gilt nicht fir DNMT3A und DNMT3B)
erklart werden, der unter der Nachweisgrenze von Immunfluoreszenztechniken liegt
(BRANCO et al. 2008; HIRASAWA et al. 2008). Bestimmte Bereiche des Genoms, wie
die meisten DMRs von gepragten Genen, IAPs und Zentromerregionen bleiben je-
doch methyliert. Ein konditionaler Knockout von maternal oder zygotisch exprimierter
DNMT1 fuhrt allerdings zur Demethylierung oben erwahnter Bereiche im Blastozys-

tenstadium (HIRASAWA et al. 2008; SAITou et al. 2012).

Die lang bestehende Ansicht, dass ICRs/DMRs von gepragten Genen dieser ge-
nomweiten Demethylierung entgehen, wurde vor kurzem zumindest teilweise in Fra-
ge gestellt. TomizAWA et al. (2011) konnten zeigen, dass vor allem die peripheren Be-

reiche der DMRs paternal gepragter Gene im Praimplantationsstadium demethyliert
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und spater de novo remethyliert werden. An Tag 3,5 dpc der Entwicklung muriner
Praimplantationsembryonen minden die DNA-Demethylierungsprozesse in ein glo-
bal hypomethyliertes Genom der ICM (inner cell mass). Anschlieend wird die de
novo Methylierung initiiert, die im Blastozystenstadium schon relativ grof3e Unter-
schiede zwischen ICM und Trophektodermzellschicht (TE) aufweist (SANTOS et al.
2002; SMITH et al. 2012) und am Tag 6,5 dpc weitgehend abgeschlossen ist (BORGEL
et al. 2010; SMITH et al. 2012).

1.3.2 Reprogrammierung der DNA-Methylierung in den primordialen

Keimzellen

Die umfassendste Reprogrammierung der DNA-Methylierung findet in den primordia-
len Keimzellen, den Vorlauferzellen der Gameten, zwischen E 8,5 und E 12,5 statt.
Die Spezifizierung der murinen PGCs startet ungefahr an Tag 6,25 dpc (GINSBURG et
al. 1990). Zu diesem Zeitpunkt sind primordiale Keimzellen - epigenetisch betrachtet
- nicht zu unterscheiden von ihren Nachbarzellen, die sich zu somatischen Zellen
entwickeln. Da es sich nur um etwa 40 Zellen handelt und die Keimzellen am Tag E
13,5 bereits einen geschlechtsabhangigen Zellzyklusarrest eingenommen haben
missen (@ Embryonen: Meiose |, Prophase |, Diktyotan; & Embryonen: Mitose Gl),
ist ein sehr robuster und moglicherweise aus multiparallelen Mechanismen beste-
hender Reprogrammierungsprozess notig ((MCLAREN und LAWSON 2005; HACKETT et
al. 2012). Uber BMP4- (bone morphogenetic protein) und WNT3- (wingless-type
MMTYV integration site family, member 3) Signale werden in einem Teil der proximal
gelegenen Epiblastzellen Transkriptionsprofile initiiert, die letztendlich in einer Wie-
deraufnahme der Expression von Pluripotenzmarkern minden (LAWSON et al. 1999;
VINCENT et al. 2005; KURIMOTO et al. 2008; YAMAJI et al. 2008; OHINATA et al. 2009).
Ab E 7,5 migrieren die PGCs in Richtung Genitalleiste, die sie am Tag E 10,5 errei-
chen und besiedeln (SAITou et al. 2002; SEkI et al. 2007). HACKETT et al. (2013) konn-
ten jetzt erstmals zeigen, dass die Demethylierung von PGCs zwischen E 9,5 und
10,5 stattfindet und mit dem gleichzeitigen Anstieg von 5hmC verbunden ist. In den
PGCs wird die Oxidation von 5mC zu 5hmC durch TET1 und TET2 gewahrleistet
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(HAJKOVA et al. 2010). Gleichzeitig wird die Expression von Dnmt3a, Dnmt3b und
Uhrfl, also Schlusselenzymen fur die Aufrechterhaltung der DNA-Methylierung bzw.
die de novo-DNA-Methylierung, durch BLIMP1 und PRDM14 unterdriickt (KANEDA et
al. 2004; BosTick et al. 2007; KURIMOTO et al. 2008; YAMAJI et al. 2008). Nach Tag E
11,5 nimmt der Grad an 5hmC durch die DNA-Replikation ab (HACKETT et al. 2013).
Verglichen mit den umliegenden Zellen sind die Komponenten des BER Systems
hochreguliert, ein Fakt der fur dessen Beteiligung an der aktiven Konversion von
5mC zu Cytosin in PGCs spricht (HAJKOVA et al. 2010; CORTELLINO et al. 2011). Der
Hohepunkt der globalen Demethylierung in den murinen PGCs an E 11,5 ist offen-
sichtlich ein Trigger fiir bedeutende Prozesse, wie z.B. das Neusetzen der parentalen
Imprints in Abhangigkeit des Geschlechts (SAsAki und MATsSUI 2008; HAJKOVA et al.
2010). Entscheidende Gene fur die Keimzellentwicklung wie Dazl (deleted in
azoospermia-like) oder Sycp3 (synaptonemal complex protein 3) mussen im An-
schluss durch Promotermethylierung sicher stillgelegt werden, um nicht durch ektopi-
sche Signale zur Tumorentstehung beizutragen (MAATOUK et al. 2006; BORGEL et al.
2010; JANIC et al. 2010).

Tabelle 2: Cytosinmodifikationen und involvierte Proteine. AID, activation-induced deaminase; AP,
Apurin/Apyrimidin; APOBECL1, apolipoprotein B mRNA editing protein, catalytic polypeptides; DNMT,
DNA methyltransferase; ESC, embryonic stem cells; IAP, intracisternal A particle; IgM, immunoglobin
M; LINEL, long interspersed nuclear element 1; LOI, Loss of Imprinting; PGC, primordial germ cell;
siRNA, short interfering RNA; ssDNA, single strand DNA; TET, ten-eleven translocation; UHRF1,
ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains 1 (modifiziert nach SaiTou et al. 2012).

Protein Funktion Phanotyp Knockout/Knockdown Mé&use, | Referenzen
ESCs
Transfer von Methylgruppen . . (BESTOR et al. 1988; LI et
auf CpGs in hemimethylierter letal im Embryong_nstgdlum kurz nagh der al. 1992; LEI et al. 1996)
DNMT1 DNA wahrend der Reblikati- Gastrulation, umfangliche genomweite
on P DNA-Demethylierung
Dnmt2 KOs sind lebensfahig, fertil und (OKANO et al. 1998b;
DNMT2 Methylierung kleiner nichtko- | zeigen normale DNA-Methylierungsmuster; | GOLL et al. 2006)
dierender RNAs Aufhebung der RNA Methyltransferaseakti-
vitat
Etablierung der DNA- (OKANO et al. 1998a;
Methylierung wéhrend der . s OKANO et al. 1999;
frihen Embryonalentwicklung Dnmt3a KOs sind Iebensf.ahlg, sterben KANEDA et al. 2004)
DNMT3A | undin den Keimzellen (es- aber quz nach der Geb_urt, \(er_lust der
sentiell fiir die Setzung der genomischen Préagung in weiblichen und
Imprints in der Gametogene- mannlichen Keimzellen
se zusammen mit DNMT3L)
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Protein Funktion Phanotyp Knockout/Knockdown Mause, | Referenzen
ESCs
Etablierung der DNA- (OkaNO et al. 199843,
Methylierung wahrend der OKANO et al. 1999;
friihen Embryonalentwicklung | Dnmt3b KOs: letal zwischen E 13,5 und E | KANEDA et al. 2004; UEDA
DNMT3B | und in den Keimzellen (kri- 16,5 Demethylierung von Major- und et al. 2006)
tisch fur die Methylierung von | Minorsatellites
perizentromeren Major- und
Minorsatellitrepeats)
Dnmt3l KOs sind lebensfahig; Dnmt3l KO- | (BOURC'HIS et al. 2001;
Mannchen sind steril, weil in deren Keim- | HATA etal. 2002;
keine katalytische Aktivitat, zellen LINE1 und IAP-Elemente reaktiviert | BOURCHIS und BESTOR
essentiell fur die Imprints in | werden und zeigen zudem Defekte in der | 2004; WEBSTER et al.
DNMT3L | Oozyten und die Stillegung | Meiose; Dnmt3l KO-Weibchen haben 2009)
von Repeatsequenzen in keinen lebensfahigen Nachwuchs (Neural-
mannlichen Keimzellen rohrdefekte, teilweise durch biallelische
Expression maternal gepragter Gene
aufgrund von LOI)
letal im Embryonenstadium kurz nach der (FUJIMORI et al. 1998;
NP95 Rekrutierung von DNMT1 zur | Gastrulation, umfangliche genomweite BosTICK et al. 2007;
(UHRF1) | Replikationsgabel DNA-Demethylierung (éhnlicher Phanotyp | SHARIF et al. 2007)
wie Dnmtl KO)
Tet1 KOs sind lebensfahig und fertil; ha- (TAHILIANI et al. 2009; ITO
ben eine reduzierte WurfgréRe und sind et al. 2010;
teilweise kleiner; Tetl Knockdown Emb- SZWAGIERCZAK et al.
Konversion von 5mC zu ryos formen keine gewdhnliche Blastozys- | 2010; DAWLATY et al.
5hmC; kann den Zugang von | te; Tet1l Knockdown ESC zeigen morpho- | 2011; KoH et al. 2011; Xu
TET1 DNMTs zur DNA durch logische Auffalligkeiten, gesenkte Alkaline | et al. 2011)
Bindung an unmethylierte Phosphatase-Aktivitat, reduzierte 5hmC
CpG-reiche Regionen via und erhéhte 5mC Level in TET1 Binderegi-
CXXC-Domane verhindern onen; Tetl KO ESCs sind pluripotent,
Maus Embryonen aus Tetraploid-
Komplementéar-Assays entwickeln sich
normal
(LANGEMELIJER et al. 2009;
Tet2 Knockdown ESC zeigen normale Z;(;L;E;gfogt al. 2010; Ito
Konversion von 5mC zu Morph_ol_ogie, normale Alkaline Phosphgta— SZW'AGIER(’ZZAK etal.
TET2 se-Aktivitat aber reduzierte 5ShmC Level; . .
ShmC Mutationen in Tet2 resultieren in Hamato- 2010; Ko et al. 2011;
poese-Erkrankungen MORAN-CRUSIO et al.
2011; QUIVORON et al.
2011)
maternaler Tet3 KO zeigt kein erhéhtes (ITo, SHINSUKE et al.
Konversion von 5mC zu 5hmC Level im paternalen Genom, haufi- 2010; SZWAGIERCZAK et
TET3 5hmC ger Tod des Embryos; Zygoten, denen al. 2010; Gu et al. 2011;
Tet3 siRNA injiziert wurde, zeigen kaum IQBAL et al. 2011;
5hmC Gehalt in den paternalen Pronuklei WoOssSIDLO et al. 2011)
AID Knockdown fiihrt zu reduzierter epi-
; e e, | (HURAWTSU et 1005
Desaminierung von Cytosin - ) . MURAMATSU et al. 2000;
L nomweite Demethylierung in PGCs (E .
AID zZu UraC|I_|n ssDNA, von 5mC 13,5); AID Knockout Mause haben Prob- MORGAN et al. 2004;
zu Thymin, von 5hmC zu | = it dem KI hsel bei Antikér- BHUTANI et al. 2010; PopP
shmU eme mit dem assenwechsel b et al. 2010; GUO et al.
perproduktion (CSR) und somatischen
- : o 2011)
Hypermutationen, resultierend in einem
Hyper-lgM Phénotyp
Desaminierung von Cytosin (NAVARATNAM et al. 1993;
zu Uracil in RNA und DNA TENG et al. 1993, HIRANO
APOBEC1 : ' kein offensichtlicher Phéanotyp et al. 1996; MORRISON et
von 5mC zu Thymin, von .
5nmC zu 5hmU al. 1996; MORGAN et al.
2004; Guo et al. 2011)
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1.4  Assistierte Reproduktionstechniken und damit assoziierte epigenetische

Stérungen beim Menschen

Mit der Einfihrung der in-vitro-Fertilisation (IVF) im Jahr 1978 (STepTOE und
EDWARDS 1976; STEPTOE und EDWARDS 1978) wurde ein Meilenstein fur die assistier-
ten Reproduktionstechniken (ART) in der Humanmedizin erreicht. Seitdem hat die
Nachfrage nach entsprechenden Techniken stark zugenommen und der Anteil an
durch ART erzeugten Kindern betragt, abhangig vom betrachteten Industrieland, zwi-
schen 1-4% der Gesamtzahl an Neugeborenen (DE MouzoN et al. 2010; SAVAGE et al.
2011). Inzwischen hat die Technik der intrazytoplasmatischen Spermieninjektion
(ICSI) stark an Bedeutung gewonnen und die IVF als Hauptverfahren der Reproduk-

tionsmedizin abgeldst (DE MOUZON et al. 2010).

Es besteht ein enormes wissenschatftliches Interesse an den méglichen Folgen die-
ser Eingriffe, zumal alle diese Techniken in sehr sensitive Phasen der zuvor erwahn-
ten epigenetischen Reprogrammierungsprozesse eingreifen. Mehrere Studien an
Tiermodellen konnten Auswirkungen der IVF und/oder in-vitro-Embryonenkultur mit
Stérungen der genomischen Pragung korrelieren (DOHERTY et al. 2000; KHOSLA et al.
2001; YounG et al. 2001; FERNANDEZ-GONzALEZ et al. 2004; MANN et al. 2004,
CORCORAN et al. 2006; FAUQUE et al. 2010a; MARKET VELKER et al. 2012).

Das ,Large Offspring“-Syndrom wird relativ haufig in der Nutztierhaltung nach IVF
beobachtet. Die betroffenen Tiere fallen durch Uberproportionale GrofR3e bei der Ge-
burt auf, die letztlich auf einem vergleichsweise starken fotalen Wachstum durch ge-

storte genomische Pragung beruht (WILLADSEN et al. 1991; YOUNG et al. 2001).

In einer kirzlich veroffentlichten humanmedizinischen Kohortenstudie konnten, im
Gegensatz zu friheren Studien (HANSEN et al. 2002; Rimm et al. 2004; HANSEN et al.
2005; ScHIEVE et al. 2005) kein erhohtes Risiko fur Geburtsdefekte nach IVF gefun-
den werden (DAVIES et al. 2012). Es wird zunehmend deutlicher, dass die verwendete
Kontrollgruppe entscheidend fur die Signifikanz der Statistik ist (SAVAGE et al. 2011,
DAVIES et al. 2012). Vaterliche oder mutterliche Subfertilitat (GNOTH et al. 2005) ist
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einer der Hauptgrinde dafur, dass sich Paare gezwungenermalfen fur die assistierte
Reproduktion entscheiden mussen (ZHuU et al. 2006; KALLEN et al. 2010). Daher ist
eine Kontrollgruppe bestehend aus subfertilen Paaren mit natirlicher Schwanger-
schaft besser geeignet, als die Gesamtzahl an Schwangerschaften in der Population
(WiLLIAMS und SuTcCLIFFE 2009; SAVAGE et al. 2011). Im Gegensatz zur IVF konnten
DAVIES et al. (2012) jedoch fir ICSI ein erhéhtes Risiko fur Geburtsdefekte nachwei-
sen und damit die Daten im Mausmodell (KOHDA et al. 2011) unterstitzen. Zudem
konnte vor kurzem nachgewiesen werden, dass ICSI zu primaren Epimutationen im
murinen Modell fihrt. Diese Stérungen werden transgenerational nicht weitergege-
ben, da die Imprints in den Keimzellen geléscht und wieder korrekt gesetzt werden
(DEWAAL et al. 2012a).

1.4.1 Owvarielle Induktion

Obwohl die ovarielle Stimulation schon seit Ende der zwanziger Jahre des 20. Jahr-
hunderts bekannt ist (SMITH und ENGLE 1927; CoLE und HART 1930), wurden deren
Auswirkungen auf die embryonale Entwicklung erst ab Ende der achtziger Jahre er-
forscht (Fossum et al. 1989; ERTZEID und STORENG 1992; ERTZEID und STORENG
2001; VAN DER AUWERA und D'HOOGHE 2001). Spatere Studien untersuchten mégliche
Effekte der Superovulation aus epigenetischer Perspektive und stellten in diesem
Zusammenhang die Etablierung und Aufrechterhaltung epigenetischer Modifikationen
der DNA in den Mittelpunkt. SHI und HAAF (2002) konnten mithilfe von 5-
Methylcytosin-spezifischer Immunfluoreszenzfarbungen zeigen, dass murine Zwei-
zeller aus superovulierten Weibchen deutlich haufiger Defekte in der Reprogrammie-
rung der DNA-Methylierung aufwiesen als die Kontrollen. Diese genomweiten Daten
werden durch eine Reihe von Studien zur locusspezifischen DNA-Methylierung im
Menschen und im Mausmodell unterstitzt. Sowohl in Oozyten (BORGHOL et al. 2006;
SATO et al. 2007; KHOUREIRY et al. 2008), als auch in Praimplantationsembryonen
(FAUQUE et al. 2007; EL HAJJ et al. 2011) und Plazenten (FORTIER et al. 2008) liegen
Daten zur Stérung der genomischen Pragung durch ovarielle Induktion vor.

Die hormonelle Stimulation von Mausweibchen mit Gonadotropinen (Superovulation)
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fuhrt zu Epimutationen in den Eizellen (SATO et al. 2007), dem Blastozystenstadium
der Embryonen (MARKET-VELKER et al. 2010) und &ndert die Expression gepragter

Gene in der Plazenta (FORTIER et al. 2008).
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2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Auf sehr konventionelle molekularbiologische Techniken wie DNA- und RNA-
Extraktionen, Polymeraseketten-Reaktion, Gelelektrophorese oder etwa das Herstel-
len von Laborstandardlosungen wird hier nicht im Detail eingegangen. Sofern diese
Techniken nicht fir die Arbeit mit limitierenden Probenmengen modifiziert werden

mussten, sind Standardprotokolle verwendet worden (SAMBROOK und RUSSELL 2001).

2.2 Mausversuche

2.2.1 Mauszucht

Zur Untersuchung der Genexpression an Praimplantationsembryonen wurden Mause
des Inzuchtstammes C57BL/6J (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA) genutzt.
Bei den Analysen zur DNA-Methylierung in Hybridembryonen wurde auf Kreuzungen
zwischen C57BL/6J-Weibchen und CAST/Ei-Mannchen zurickgegriffen. Das Ma-
nagement der Zuchtlinien erfolgte in der Zentralen Tierversuchseinrichtung (ZVTE)

der Universitat Mainz unter Leitung von Prof. Dr. Reifenberg.

2.2.2 Ovarielle Stimulation (Superovulation) und Verpaarung

Superovulierte C57BL/6J Weibchen wurden durch intraperitoneale Injektionen von
7,5 IE eCG (Intervet, Unterschleissheim, Deutschland) bzw. 7,5 IE hCG (Intervet) 44-
48 h spater generiert. Direkt im Anschluss wurden diese 6-8 Wochen alten Weibchen
je nach experimentellem Ansatz entweder mit C57BL/6J oder CAST/Ei-Mannchen
verpaart. Ovulation und Fertilisierung erfolgen etwa 13 h spater, etwa um den Mittel-
punkt des Dunkelzyklus (NAGY et al. 2002). Der Zeitpunkt 24 h nach hCG Injektion

wird somit als 0,5 days post conceptionem (dpc) definiert.
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Die Arbeitsschritte zur Gewinnung muriner Spermien (2.2.3), deren Kryokonservie-
rung (2.2.4), die Gewinnung von Oozyten-Kumuluszell-komplexen (2.2.5) und die
anschlieRende in vitro-Fertilisation (2.2.6) erfolgten durch die technische Assistenz

der ZVTE unter Leitung von Elena Wiese.

2.2.3 Praparation muriner Spermien

Um die Auswirkungen der Kryokonservierung auf die Spermien selbst sowie dadurch
bedingte transgenerationale Effekte beobachten zu kdnnen, werden die Spermien
eines Mannchens gewonnen und anschlie3end 1:1 zwischen einem Arbeitsablauf fir

frische bzw. kryokonservierte Spermien aufgeteilt.

Die etwa 3-6 Monate alten C57BL/6J- (zu Beginn der IVF-Versuche) bzw. CAST/Ei-
Méannchen missen zeitlich synchronisiert mit den Hormoninjektionen der Weibchen
préapariert werden. Etwa 15 bis 45 min bevor die Weibchen den Zeitpunkt 14 h Post-
hCG Injektion erreichen, wird mit der Praparation der Bécke begonnen. Dazu werden
cauda epididymis und vas deferens der Mannchen freiprapariert und paarweise in
eine Petrischale mit je 300 ul Cryoprotective-Medium (CPM: 18% wi/v Raffinose; 3%
w/v Magermilchpulver; 477 uM Monothioglycerol, Wasser) Uuberfuhrt. Das CPM-
Medium wurde vorher mit Mineral6l Uberschichtet und auf 37°C vorgewarmt. An-
schlielBend werden die Spermien durch Druck auf das Gewebe aus Nebenhoden und
Samenleitern in das Medium Uberfiihrt. Die Petrischale wird sofort fir 10 min in einen
Inkubator gestellt, der auf 37°C geheizt ist und ein Atmosphérengemisch aus 5%
COz, 5% O, und 90% N, aufweist.

Die 300 pl eines der beiden CPM-Tropfen werden komplett kryokonserviert. Von dem
zweiten CPM-Tropfen werden 20 pl in einer anschlieBenden IVF mit vorgeschalteter
Motilitatsmessung (2.2.7) verwendet (Arbeitsablauf frische Spermien). In diesem Fall
werden die 20 pl in 500 pl MVF-Medium (Mouse Vitro Fert; Cook K - RVFE - 50;

Cook Medical; Brisbane, Australien) Gberfihrt und eine IVF durchgefiuhrt. Die restli-
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chen 280 pl aus dem Arbeitsablauf fur frische Spermien werden fur die DNA-
Extraktion (2.2.8) eingesetzt.

2.2.4 Kryokonservierung muriner Spermien

300 pl aus der Spermienpraparation wurden nach OSTERMEIER et al. (2008) kryokon-
serviert und nach 1 Woche wieder aufgetaut. Anschlie3end erfolgte analog zu 2.2.3
eine Motilitatsmessung und IVF mit 20 pl Volumen und die DNA-Extraktion mit 280 pl
CPM + Spermien.

2.2.5 Praparation von Oozyten-Kumuluszellkomplexen

2-5 B6/J Mausweibchen werden pro IVF ca. 13-14 h nach hCG-Injektion nach NAGY
et al. (2002) prapariert und Oozyten-Kumuluszellkomplexe in MVF-Medium (Cook
Medical) gesammelt.

2.2.6 In-vitro-Fertilisation

Etwa 2-4 Oozyten-Kumuluszellkomplexen aus 2.2.5 wurden in 500 pl MVF-Medium
aus 2.2.3 uberfuhrt. Die IVF wurde fur 4 h bei 37°C, sowie unter einem Atmospha-
rengemisch aus 5% CO,, 5% O, und 90% N, inkubiert. AnschlieRend wurden die
mutmalflichen Zygoten zum Waschen in neues MVF-Medium (150 pul) Uberfuhrt. Die-
ser Waschschritt wurde dreimal wiederholt. Die aufgereinigten mutmalfilichen Zygo-
ten wirden UN in KSOM-Medium (+Aminosauren; Merck Millipore, Schwalbach,
Deutschland) bei 37°C und unter einem Atmosphéarengemisch aus 5% CO,, 5% O,
und 90% N inkubiert (OSTERMEIER et al. 2008). Die Qualitat der Embryonen wurde

am Folgetag beurteilt.
2.2.7 Motilitatsmessung muriner Spermien

Die Beweglichkeit der Mausspermien wurde direkt vor einer IVF mittels IVOS (In-

tegrated Visual Optical System; Hamilton Thorne, Beverly, USA) gemessen. Die Ar-
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beiten wurden von der technischen Assistenz der ZVTE unter Leitung von Elena
Wiese nach Herstellerangaben durchgefihrt.

2.2.8 DNA-Extraktion aus Mausspermien

Die DNA-Isolierung aus Mausspermien erfolgte mit einem modifiziertem Protokoll des
DNeasy® Blood & Tissue Kit (User developed protocol 1) von Qiagen (Hilden,
Deutschland). Etwa 280 pl aus der Spermienpraparation (Schritt 2.2.3 und 2.2.4)
wurden mit 10 ml Puffer 1 (150 mM NaCl; 10 mM EDTA, pH 8,0) in einem 15 ml Fal-
conréhrchen gemischt und 10 s gevortext. Nach dem Abzentrifugieren fir 10 min bei
2500 x g (Centrifuge 5415D; Eppendorf, Hamburg, Deutschland) wurde der Uber-
stand verworfen, so dass noch etwa 1 ml Puffer 1 und das Pellet tbrig blieben. An-
schlieend wurde fir 10 s gevortext und der Mix in ein 2 ml Reaktionsgefal® tber-
fuhrt. Das Falconrohrchen wurde nochmals mit 0,5 ml Puffer 1 geflllt, kurz gevortext
und die Flissigkeit in das Reaktionsgefald tberfiihrt. Dieser Schritt diente dazu,
eventuell verbliebenes Zellmaterial zuriickzugewinnen. Nach dem Abzentrifugieren
fir 2 min bei 16100 x g wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen, verworfen und
das Pellet in Puffer 2 (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM EDTA; 500 mM NacCl; 1%
SDS; 2% B-Mercaptoethanol) resuspendiert. Anschlieend wurde mit 100 pl Pro-
teinase K (15 mg/ml) fur 2 h bei 56°C inkubiert. Eine zweite Proteinase K-
Behandlung erfolgte mit 20 pl (15 mg/ml) Enzym fur 2 h bei 56°C. Danach erfolgte
die Zugabe von 400 pl AL-Puffer (DNeasy® Kit), gefolgt von griindlichem vortexen
und der Zugabe von 400 pl Ethanol (96 - 100%). AnschlieRend wurden 650 pl der
Suspension auf Qiagen Spin Filter-Saulen gegeben, bei 5900 x g fir 1 min abzentri-
fugiert und der Durchfluss verworfen. Diese Prozedur wurde solange wiederholt, bis
der ganze Mix des ReaktionsgefaRes auf die Filter-Saule geladen wurde. Im An-
schluss erfolgten die Aufreinigung durch Zugabe von 500 pl AW1-Puffer (DNeasy®
Kit), Zentrifugation bei 5900 x g fur 1 min und Verwerfen des Durchflusses. Danach
werden 500 pl AW2-Puffer (DNeasy® Kit) zugegeben und bei 16100 x g fiir 3 min ab-
zentrifugiert. Die Spin Filter-Saule wird in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald tberfhrt
und die DNA mit 100 pl AE-Puffer (DNeasy® Kit) eluiert. Nach 1 min Inkubation wird
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die DNA durch Zentrifugation bei 5900 x g fur 1 min in das 1,5 ml Reaktionsgefal3
tberfuhrt, photometrisch quantifiziert und bei -20°C weggefroren.

2.2.9 Bisulfitbehandlung der Spermien-DNA

Die Bisulfitkonversion (Theorie siehe 2.6) der DNA erfolgte mit dem EpiTect Bisulfite
Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben. Es wurden 100 ng DNA aus Schritt 2.2.8 ein-

gesetzt.

2.2.10 Praparation von Praimplantationsembryonen

Kompaktierte Morulae (16-32 Blastomeren) wurden zum Zeitpunkt 2,5 dpc bzw. rund
60 h nach der Befruchtung aus dem Ovidukt der Mausweibchen prépariert. Dazu
wurde der Eileiter mithilfe einer Hamilton-Mikrokanile (Fine Science Tools, Heidel-
berg, Deutschland) mit M2-Medium (Sigma -Aldrich, Deutschland) gespilt und die
Embryonen anschlieRend mehrfach in M2-Medium gewaschen (NAGY et al. 2002).
Dieser Schritt diente dazu, mogliche Kontaminationen durch somatische Zellen sowie
deren Zellbestandteile auszuschlie3en. Durch eine ausfuhrliche optische Kontrolle
wurde sichergestellt, dass ausschlie3lich hochqualitative Praimplantationsembryonen
fur die nachfolgenden Experimente verwendet wurden. Die Praparation von murinen
Blastozysten erfolgte auf identische Weise, jedoch erst zum Zeitpunkt 3,5 dpc. Im
Fall einer verzbgerten Weiterbearbeitung der Embryonen wurden diese in 10 pl PBS

bei -80°C weggefroren.

2.3 Reverse Transkription (RT) im Multiplexformat auf AmpliGrid™

Glasobjekttragern

Um die Menge eines Genprodukts quantifizieren zu kénnen, muss die entsprechende
MRNA in cDNA (complementary DNA) umgeschrieben werden. Die Umwandlung
erfolgt durch den Einsatz einer rekombinanten Reversen Transkriptase nach einer
genspezifischen Primingstrategie im Multiplexformat (MAY et al. 2009). Die Reaktion

wurde mit dem QuantiTect® Reverse Transcription Kit (Qiagen), angepasst an ein
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Endvolumen von 1 pl, durchgefihrt.

Der AmpliGrid™ (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland) ist ein speziell angefertig-
ter Glasobjekttrager, der Uber 48 Reaktionsplatze verfugt. Diese Flachen besitzen
einen zentralen hydrophilen Bereich fur die Aufnahme der Reaktionskomponenten
und einen hydrophoben Ring fur die Zugabe von Mineral6l (Beckman Coulter), um

das Verdunsten des Reaktionsansatzes zu verhindern.

Im Vorfeld der Reversen Transkription wurde ein betreffender Embryo in einem Trop-
fen Kalzium- und Magnesiumfreiem PBS (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) gewa-
schen. Anschlieend wurde der Embryo in einem Volumen von ca. 0,3 ul auf den
AmpliGrid™ Objekttrager transferiert. Der Zugang zur RNA wurde durch Lufttrock-
nung des Embryos gewahrleistet, die zu einer Denaturierung der embryonalen Prote-
ine fuhrt. Anschliel3end erfolgte ein Verdau der genomischen DNA. Dazu wurde 0,1
pl gDNA Wipeout Puffer (10x) mit 0,6 pl RNase-freiem Wasser gemischt und auf den
Embryo pipettiert. Um ein Verdunsten zu verhindern, wurden die Komponenten mit 5
pl Mineraldl (Beckman Coulter) tUberschichtet. Im Anschluss wurde der AmpliGrid 2
min bei 42°C auf einem AmpliSpeed ASD100D Cycler (Beckman Coulter) inkubiert.
Der Glasobjekttrager wurde wéhrend der Zwischenschritte auf einem Kuhlblock gela-
gert. Nach dem Verdau der genomischen DNA erfolgte die Reverse Transkription
mittels genspezifischer Reverse Primer mit jeweils 0,3 UM Endkonzentration (siehe
Tabelle 6). Zudem wurde ein Mastermix fir mehrere Ansétze erstellt, der pro Probe
aus 0,05 pl Reverser Transkriptase, 0,2 yl Quantiscript RT Puffer (5x) und 0,05 ul
RT-Primermix bestand. Die Reaktion erfolgte bei 42°C fur 30 min und anschlielend
95°C fur 3 min zur Inaktivierung der Reversen Transkriptase. AnschlieRend wurde
die Reaktion noch 1:4 mit RNase-freiem Wasser verdinnt. Die Objekttrager wurden
zur spateren Bearbeitung bei -20°C eingefroren oder das RT-Produkt direkt fur eine

guantitative PCR verwendet.
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2.4 Absolute Quantifizierung der mRNA durch Real-time PCR
2.4.1 Erstellen einer Standardkurve

Die Quantifizierung der mRNA erfolgte absolut, d.h. die Kopienzahlen eines Tran-
skripts wurden anhand einer vorher erstellten Standardkurve ermittelt. Dazu wurde
eine konventionelle PCR mit jedem Primerpaar durchgefihrt und das Amplifikations-
produkt in einen pCR2.1 Vektor (Invitrogen) kloniert. Die Transformation des Vektors
in TOP10-Zellen erfolgte nach Herstellerangaben (Invitrogen). Anschliel3end erfolgte
die Isolierung und Aufreinigung der Plasmide mithilfe des NucleoSpin-Kits (Mache-
rey-Nagel, Dduren, Deutschland) gemalR den Herstellerangaben. Die DNA-
Konzentration wurde photometrisch mit Hilfe eines NanoDrop ND1000 (Peglab, Er-
langen, Deutschland) quantifiziert. Durch die nachfolgende Gleichung kann anhand
der bekannten Plasmidlange, der gemessenen Konzentration und unter Einbezie-
hung des Gewichts einer Nukleotidbase und der Avogadro-Konstante auf die Ko-

pienzahl geschlossen werden (LI und WANG 2000; WHELAN et al. 2003).

(ng/UIDNA)
(Plasmid — Lange in bp*10° *660)

X 6,022*10% =M olekiile/pl

Die jeweilige Standardreihe eines Zielgens wurde auf derselben 96-well PCR-Platte
mitgeflihrt und mindestens dreimal technisch reproduziert. Bei allen Standardreihen
wurden 10° — 10° Kopien pro Mikroliter durch serielle 10fach-Verdiinnungen aus der
photometrisch gemessenen Stammlésung hergestellt und in Duplikaten gemessen.
Anhand der Steigung (slope) der Regressionsgeraden und der Gleichung E [%] =
[10CYs1Pe)_1] * 100 kann fiir jedes Amplikon die PCR-Effizienz berechnet werden
(HicucHI et al. 1993; RASMUSSEN 2001). Der Reaktionsansatz pro Probe ist in Tabelle
3 aufgefuhrt. Die initiale Denaturierung und Aktivierung der HotStart DNA Polymerase
erfolgte bei 95°C fur 15 min. Ein Amplifikationszyklus der PCR bestand aus der De-
naturierung bei 94°C fir 15 s, der Primeranlagerung bei 60°C und 30 s, sowie der

Elongation bei 72°C fur 30 s. Am Ende der Reaktion wurde eine Schmelzkurvenana-
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Iytik durchgefuhrt, um auszuschlie3en, dass unspezifisches PCR-Produkt mit in die

Genexpressionsanalyse einfloss.

Tabelle 3: Reaktionskomponenten in der gPCR.

Konzentration Volumen End-
Komponente der Stocklo- | Stocklésung | konzentration Hersteller

sung
ABsolute QPCR SYBR ThermoScientific, Surrey,
Green Low ROX Mix 2x 125u Ix GroRbritannien
. . Eurofins MWG Operon,
Je Primer LuM L75ul 70nM Ebersberg, Deutschland
cDNA - 0,5ul — —
H,0 (hochstrein) - 85yl - B. Braun Melsungen AG,

=25l

2.4.2 Quantifizierung der Zielgene

Bedingt durch die Verwendung von SYBR Green konnte die Quantifizierung der
Zieltranskripte nur im Singleplex-Modus durchgefuihrt werden. Die Messung der
Transkriptmenge pro Gen erfolgte in Duplikaten und unter Einsatz von 0,5 pl cDNA,
so dass mit insgesamt 4 ul RT-Produkt die Expression von mindestens drei Genen
pro Morula untersucht werden konnte. Sowohl Reaktionsansatz als auch die Reakti-
onsbedingungen der gPCR waren mit denen zur Erstellung der Standardkurven iden-
tisch. Bei jeder gPCR wurden zudem Negativkontrollen ohne cDNA sowie ohne Re-

verse Transkriptase mitgefuhrt.

2.5 Whole mount-Immunfluoreszenzfarbung von

Praimplantationsembryonen

Die Immunfluoreszenzfarbung wird eingesetzt, um mit Hilfe von Antikérpern die zellu-
lare Quantitat und Lokalisation von Proteinen zu ermitteln. In der vorliegenden Arbeit
wurde jeweils ein spezifischer Primarantikdrper verwendet, der die Zielstruktur er-
kennt. Mit der Bindung zwischen Primarantikérper und einem fluoreszenzmarkierten

Sekundarantikdrper kann die Zielstruktur fluoreszenzoptisch nachgewiesen werden.
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Der Prafix Whole mount bezeichnet den Umstand, dass nicht nur ein Gewebeschnitt,
sondern der gesamte Organismus einer Antikdrper-basierten Farbung unterliegt. Eine
parallele Aufarbeitung beider Probengruppen und das Fixieren auf demselben Ob-
jekttrager lassen es zu, die Expression der Zielproteine in einem gewissen Umfang

zu quantifizieren.

Praimplantationsembryonen in den Stadien friihe Morula (8-Zeller), kompakte Morula
(16-Zeller) und spate Morula (32-Zeller) wurden in saurer Tyrode’s Lésung (pH 2,3;
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) inkubiert, um die Zona pellucida zu entfer-
nen. Anschlie3end erfolgte die Fixierung der Embryonen in 4%igen Paraformaldehyd
in PBS fur 15 min. Die Permeabilisierung fand in 0,1%igen Triton X-100 in PBS fur 15
min bei Raumtemperatur statt. Die Blockierung unspezifischer Bindestellen des Pri-
marantikdrpers wurde durch eine Inkubation in Blockierungslésung (1% BSA, 0,1%
Triton X-100 und 1,5% Ziegenserum) bei 4°C Uber Nacht erreicht. Im Anschluss
konnte die Inkubation der Praimplantationsembryonen mit dem Primarantikorper
(1:100 in Blockierungslosung) fir 2 h bei Raumtemperatur erfolgen. Nach mehrmali-
gem Waschen in PBS wurden die Embryonen fir 1 h mit dem Sekundarantikorper
(1:100 in Blockierungslésung) inkubiert. Im Anschluss an drei weitere PBS-
Waschschritte wurden die Embryonen auf einen Objekttrager transferiert und zu-
sammen mit einem kleinen Tropfen Vectashield Mounting Medium (0,1% DAPI; Vec-

tor Laboratories, Burlingame, CA, USA) eingedeckelt.

Dokumentiert wurden die Aufnahmen der Immunfluoreszenzfarbungen mit einem
Leica Epifluoreszenzmikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland). Die Graustufenbilder
wurden mit der Leica CW 4000 FISH Software aufgenommen und weiter prozessiert.
Die Quantifizierung der Fluoreszenzintensitdten wurde mit der ImageJ Software
durchgefiihrt (CoLLINS 2007).

2.6  Bisulfitbehandlung genomischer DNA

Bei einer Bisulfitbehandlung nutzt man den Umstand, dass unmethylierte Cytosine

wahrend der Deaminierung mit Natriumbisulfit (NaHSO3) zu Uracil umgewandelt
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werden (FROMMER et al. 1992). Die 5,6-Doppelbindung von Cytosin geht eine Verbin-
dung mit dem Bisulfit-lon ein und es entsteht eine Zwischenverbindung, die durch
Deaminierung in sulfoniertes Uracil umgewandelt wird. Unter basischen Reaktions-
bedingungen wird die Sulfongruppe abgespalten und es entsteht Uracil. In der darauf
folgenden PCR wird Uracil als Thymidin amplifiziert. Im Gegensatz zu Cytosin ist 5’-
Methylcytosin gegen die oben genannten Prozesse unempfindlich. Als Konsequenz
einer Bisulfitbehandlung lassen sich so am Ende Primérsequenzunterschiede ablei-

ten.

Zum Zeitpunkt der DNA-Methylierungsanalysen an gepragten Genen in Praimplanta-
tionsembryonen war nur ein kommerzieller Kit erhaltlich, der nachweislich DNA Men-
gen < 50 pg konvertieren konnte. Der EZ DNA Methylation Direct™ Kit (Zymo Rese-
arch, Irvine CA, USA) ermdglicht laut Hersteller zudem eine 99,5%ige Cytosin-
Konversionsrate mit einer Rickgewinnungsquote von mehr als 80% der ursprtinglich
eingesetzten DNA. Als Ausgangsmaterial diente jeweils eine Morula, die in 10 yl PBS
aufbewahrt wurde (2.2.10). Hier ergibt sich eine Abweichung vom Herstellerprotokoll,
dass den Einsatz von héchstens 9 ul Ausgangsmaterial vorsieht. Alle nachfolgenden

Schritte der Reaktion wurden nach Herstellerangaben ausgefihrt.

2.7 Limiting Dilution der Bisulfit-behandelten DNA

Das Prinzip der Limiting Dilution beruht auf der signifikanten Verdiinnung einer Pro-
be, die letztendlich zu einem binaren Signal in der nachgeschalteten Analyse fihrt.
Der Begriff Limiting Dilution ist vor allem in der Immunologie und Mikrobiologie ge-
brauchlich. Das Prinzip wurde 1992 im molekularbiologischen Bereich an die PCR
angepasst (SYKES et al.) und ist in diesem Gebiet seit VOGELSTEIN & KINZLER (1999)

eher als digitale PCR bekannt.

Durch die digitale PCR wird also ein ,analoges®, auf mehrere Ausgangsmolekiile zu-
rickzufihrendes Signal, in eine ,digitale” (Ja/Nein)- Antwort transformiert. Der damit
verbundene hohe Verdinnungsfaktor macht den Einsatz der digitalen PCR zumin-

dest mit konventionellem Equipment sehr kostspielig. Aus Griunden der Wirtschaft-
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lichkeit wurden daher die Bisulfit- behandelte DNA von Praimplantationsembryonen
im Morulastadium 1:70 verduinnt (siehe Abb. 6, B). Faktisch wurden die 10 pl Eluat
aus der Bisulfitbehandlung mit 690 pl H,O (héchstrein) verdinnt und anschlieRend
10 pl-Portionen tdber 70 Wells einer 96well-PCR-Platte verteilt. In den Studien zu
moglichen paternalen Transmissionen von Spermatozoen auf die F1-Generation,
wurden Zweizellembryonen mittels digitaler Bisulfitsequenzierung analysiert und das
Bisulfit-Eluat entsprechend 1:14 verdunnt (siehe Abb. 6).
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Abbildung 6: Methodik der digitalen PCR am Beispiel von Embryonen im 2-Zellstadium. (A)
Uberfiihren der Embryonen in 0,2 ml PCR-GefaRe. Optische Qualitétskontrolle und Inspektion auf
mdogliche somatische Kontaminationen gehen voraus. (B) Kombinierte DNA Extraktion und Bisulfitbe-
handlung mit EZ DNA Methylation Direct™ Kit. (C) Limiting Dilution und MultiPlex-PCR fur H19, Snrpn
und Igf2r. (D) SinglePlex (semi)-nested PCRs fir jedes der analysierten Gene und anschlieRende
Gelkontrolle. Modifiziert nach EL HAJJ et al. (2011).

37



Material und Methoden

2.8 MultiPlex-PCR

Um mdglichst viele Informationen aus der limitierten Probenmenge zu generieren,
wurde im Anschluss an die Verdinnung eine MultiPlex-PCR mit Primern fur H19,
Igf2r, Snrpn und Oct4 durchgefuhrt. Alle Assays der genannten Gene bestehen aus
aulReren und inneren Primerpaaren (siehe Tabelle 7). Ein Mastermix der MultiPlex-
PCR enthielt alle &uReren Primerpaare und ist in Tabelle 4 aufgefiihrt. Die Aktivierung
der HotStart DNA-Polymerase erfolgte fur 9 min bei 95°C. Ein Amplifikationszyklus
bestand aus 94°C fur 20 s, 52°C fur 30 s und abschlie3end 72°C fir 1 min. Das PCR

Programm beinhaltete insgesamt 35 Zyklen.

Tabelle 4: Reaktionskomponenten in der MultiPlex PCR (4 Amplikons parallel).

Komponente Konzentration Volumen End- Hersteller
p der Stockld- | Stocklosung | konzentration
sung
PCR Puffer AmpliTaq Life Technologies,
Gold 10x 254l Ix Carlsbad CA, USA
Life Technologies,
MgCl, 25 mM 13l 1,3 mM Carlshad On QUSA
. . Eurofins MWG Operon,
Je Primer 10uM 0.5l 0.2 M Ebersberg, Deutschland
dNTPs je 10 mM 0,5l e 200 uM ggﬁ?sih'}’;?‘r&”he'm’

. 0,65 Life Technologies,
AmpliTaq Gold 5 UMl 0134l U/Reaktion Carlsbad CA, USA
Bisulfit-behandelte DNA | — 10 pl -

H,0 (héchstrein) 6,57 ul — ﬁéBg‘gﬂtg;'lzmge”
=25yl

2.9

SinglePlex (semi)-nested PCR

Im Anschluss erfolgte mit dem Produkt der MultiPlex-PCR separat fur jedes der Gene
eine spezifische nested PCR. Einige der PCRs miussen korrekterweise als (semi)-
nested bezeichnet werden, da ein Primer in beiden PCRs verwendet wurde (siehe

Tabelle 5). Zudem ist je nach Assaydesign einer der beiden Primer in der SinglePlex-
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PCR am 5’-Ende biotinyliert. Mit dieser Modifikation wird in der Vorbereitung zur Py-

rosequenzierung einzelstrangiges PCR-Produkt generiert. Der Mastermix flr eine
SinglePlex-PCR zeigt Tabelle 5.

Tabelle 5: Reaktionskomponenten in der SinglePlex PCR.

Konzentration

Volumen

End-

Komponente der Stocklo- | Stocklésung | konzentration Hersteller
sung
PCR Puffer FastStart, 10x 250l 1x, Roche, Mannheim,
MgCl, 20mM ~H MgCl, 2mM | Deutschland
. . Eurofins MWG Operon,
Je Primer 10 uM Ll 0.4 uM Ebersberg, Deutschland
dNTPs je 10 mM 0,5 ul je 200 uM ggﬁ?seéh'}’;’;”he'm'
FastStart Taq 5 U/ul 0,2 ul 1 U/Reaktion ggﬁ?s%h'\lgignhemy
MultiPlex PCR Produkt - 1l -
N . B. Braun Melsungen
H,O (hochstrein) - 18,8 ul - AG Deutschlandg
T =25yl

Fur alle SinglePlex-PCR Amplikons wurden die optimale Annealingtemperatur und

die Anzahl der erforderlichen Zyklen experimentell ermittelt. Daher ergibt sich fir je-

den Assay ein separates PCR-Protokoll.

H19

Igf2r

95°C fur 5 min
95°C fiir 30 s
57°Cflir30s
72°C fur 1 min

4°C flr

95°C fur 5 min
95°C fiir 30 s
59°C flir30 s
72°C fur 1 min

4°C flUr «

44 Zyklen

41 Zyklen
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Snrpn 95°C fur 5 min
95°C fur 30 s
55°C fur 30 s 43 Zyklen
72°C fur 1 min
4°C fur

Oct4 95°C flr 5 min
95°C fur 30 s
58°C fur 30 s 43 Zyklen
72°C fir 1 min
4°C flr «

Die oben erwdhnten SinglePlex-Assays wurden auch bei den Spermienproben (siehe
2.2.8) angewendet. Zuséatzlich dazu erfolgten mit dieser DNA PCRs fur Plagll, sowie
fur das SINE (short interspersed nuclear element) Element B1. Die Analyse dieser
Repeatsequenz diente zur Abschatzung der globalen DNA-Methylierung (JEONG und
LEE 2005). Das PCR-Thermalcyclerprotokoll (Tetrad2 von BioRad, Hercules, USA)
fur diese beiden Assays bestand aus 5 min bei 95°C; 46 Zyklen mit 95°C fiur 30 s,
54°C bzw 56°C fur 30 s und 72°C fur 1 min; sowie einer Abschlusselongation bei

72°C fur 10 min. Die Primersequenzen sind in Tabelle 7 angegeben.

2.10 Pyrosequenzierung

Die Pyrosequenzierung wurde 1996 entwickelt (RONAGHI et al.) und ermdglicht - im
Gegensatz zur Sanger-Sequenzierung - die ,Echtzeit‘-Erfassung der neusynthetisier-
ten Nukleotide durch die DNA-Polymerase. Die zu sequenzierende (PCR-
amplifizierte) DNA liegt einzelstrangig vor. Zudem dient ein komplementéarer Sequen-
zierprimer als Ausgangspunkt der Synthese. Durch ein komplexes Enzymsystem wird
beim Einbau eines geeigneten Nukleotids (komplementar zur Matrizen-DNA) ein
Lichtsignal erzeugt, das durch eine CCD-Kamera erfasst wird. Die kontrollierte Zuga-

be aller vier Nukleotide in einem sequenzabhéngigen Kontext bewirkt daher nur bei
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dem Einbau der komplementaren Base ein Signal. Die HOhe der Lichtemission ist

dabei proportional zur Anzahl der eingebauten Nukleotide.

Nach der Auswertung der PCR-Produkte auf einem 2%igen Agarosegel wurde die

DNA Methylierung positiv amplifizierter Proben mit dem PSQ96MA Pyrosequencing-

Systems (Qiagen) analysiert (TosT et al. 2003). Die Proben wurden entsprechend

einem Standardprotokoll und unter Verwendung der PyroGold SQA Reagenzien (Qi-

agen) fur die Sequenzierung vorbereitet.

Standardprotokoll:

1.

Pro Probe wurden folgende Volumina in eine 96well-PCR-Platte pipettiert:

3 ul Sepharosebeads (GE Healthcare, Uppsala, Schweden)

20 pl Bindepuffer (Qiagen)

22 ul PCR-Produkt

Die Platte wurde mit einer Folie (ThermoScientific, Surrey, Grol3britannien) ver-

siegelt und 5 min bei 1400 min™ gevortext.

In eine Pyrosequenzierplatte wurden 1,6 yl Sequenzierprimer (10 uM) und 38,4

ul Annealingpuffer (Qiagen) pipettiert.

Mit dem sogenannten PyroMark Vacuum Prep Table (Qiagen) wurde der Pro-
benmix durch Anlegen eines Unterdrucks aus der PCR-Platte angesaugt. Die
Sepharosebeads haben dabei die Biotinmodifikation der oben erwahnten PCR-
Primer gebunden und wurden wiederum von den Filterspitzen der Ansaugvor-

richtung fixiert.

Die Ansaugvorrichtung wurde nun nacheinander fur jeweils 5 s erst in vergallten
70%igen Ethanol, dann in Denaturierungspuffer (0,2 M NaOH) und abschlie-
Bend in Waschpuffer (10 mM Tris-Acetat) Uberfuhrt. Der ganze Vorgang diente

der Praparation und Aufreinigung von einzelstrangigem PCR-Produkt.

Uber der Pyrosequenzierplatte wurde der Unterdruck abgeschaltet und die Se-
pharosebeads mit dem einzelstrangigen PCR-Produkt wurden so in den Mix

aus Annealingpuffer und Sequenzierprimer tUberfuhrt.
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Die Pyrosequenzierplatte wurde fur 2 min auf 80°C erhitzt. Dies diente zur Ver-
meidung von Sekundéarstrukturen der DNA. Anschlie3end wurde die Platte auf
Raumtemperatur abgekuhlt, was die Bindung des Sequenzierprimers ermog-
lichte.

Eine Sequenzierkartusche wurde mit allen vier Nukleotiden (Qiagen) sowie
Substrat- und Enzymmix (Qiagen) geflllt. Die Volumina der Komponenten wur-
den aus dem Sequenzkontext durch die Pyro Q CpG-Software (Qiagen) ermit-
telt.

Pyrosequenzierplatte und Kartusche wurden in den Sequenzierer gestellt und
der Lauf gestartet. Die Auswertung erfolgte wieder durch die Pyro Q CpG-
Software (Qiagen).

2.11 Oligonukleotidsequenzen

Fur die absolute Quantifizierung der Zieltranskripte mittels RT-qPCR wurden die Pri-

mer aus Tabelle 6 verwendet. Die Multiplextauglichkeit wurde von MAY et al. (2009)

gezeigt.

Fur DNA-Methylierungsanalysen wurden die PCR-Primer aus Tabelle 7 genutzt. Die

Assays der gepragten Gene und von Oct4 sind (semi)-nested PCR-Ansatze und be-

stehen folglich aus einem inneren und einem auf3eren Primerpaar.

Tabelle 6: Oligonukleotidsequenzen flr RT-qPCR.

Lokalisation gDNA [Ensembl Mus
Assay 5'-3' Forward Primer 5'-3' Reverse Primer musculus version 72.38
(GRCm38)]

Ligl TCAAGTGGTGCCCGAGAG AGTTCGACGCTTTGGGAAT Chr.7: 13285277-13286683

Lig3 ACTCGGGTGCAAAACACG CACCTCCTGCTCATTGTGAA | Chr.11: 82789875-82790569
Mbd2 AGGTAGCAATGACGAGACCC | GCCTCATCTCCACTGTCCA Chr.18: 70617845-70622705
Mbd3 TGCAGAAGAACTGGTCAGGA | GGTGTGTAGAGCACTCGCAA Chr.10:80394008-80394612
Mbd4 AGACAGCATCCCACGGAC GAGGAGGGGTCCATTTCTTG Chr.6:115845400-115845616
Apexl | ATCAGAAAACCTCACCCAGTG | GCTCTTGCAGTTCAGCCG Chr.14:50925606-50926245
Pol3 CAGGCGATCCACAAGTACAAT | TTTCTTAGCTTCCGCTCCG Chr.8: 22650491-22653088
H3f3a | GCAAGAGTGCGCCCTCTACTG | GGCCTCACTTGCCTCCTGCAA | multiple Bindestellen
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Tabelle 7: Oligonukleotidsequenzen fiir DNA-Methylierungsanalysen. Im Fall von nested PCRs sind &uf3eres und inneres Primerpaar angegeben.

S1, S2, S3: Sequenzierprimer #1-3, Bio: 5 -biotinyliert.

Lokalisation gDNA [Ensembl Mus

A Funktion '-3' Forward Primer '-3' Reverse Primer nzierprimer A
ssay unktio 5'-3' Forward e 5'-3' Reverse e 5'-3' Sequenzierprime musculus version 70.38 (GRCm38)]
gepragte Gene
Parlijrﬁg:gzt AAATTTTAATTTTGGTTGTTTTTGG AATCAATTAAAAAAATAATAAAACCC Chr.7: 142580988 - 142581280
H19 -
inneres ) S1 TTTAAGATGATAGTITATTAG )
Primerset TGGTTGTTTTTGGAATATAATGTT Bio-AAAAACAAAACACCTATACCCTTC 52 TTGGTTTATGGGGTT Chr.7: 142581000 - 142581167
Parlijnfig:seZt GGTATTTTGAGGGTGTAAATTGTA AACCCTAACACAACTAAACAACAT Chr.17: 12742490 - 12742912
Igf2r -
inneres ) S1 GTTGTAAGAGAGGTAAGTTT )
Primerset GAAGGGTTTTGTGATTAGGGTTAA Bio-AACCCTAACACAACTAAACAACAT 52 AAAGGGTTGGATTTTTAG Chr.17: 12742528 - 12742912
Parliﬁg:gzt TTGGTAGTTGTTTTTTGGTAGGAT ATAAACCCAAATCTAAAATATTTTAATCA Chr.7: 60004962 - 60005257
Snrpn inneres S1 ACAAACCCAACTAACCTTC
Pri ¢ Bio-TTGGTAGTTGTTTTTTGGTAGGAT TAAAATACACTTTCACTACTAAAATCCAC S2 TCCCAAACAATAACTA Chr.7: 60004993 - 60005257
rnmerse S3 ACTCCCTCTCCTCTCTAC
Parliﬁg:it GGTTAGGGTAGGTAAGTAGTGAT TCCCAAAAATTCTTAAAAATCCAACATT Chr.:10: 13091013-13091443
Plagll -
inneres , S1 GGGTTTGGTGGAAAGA A
Primerset GGTTAGGGTAGGTAAGTAGTGAT Bio-CCAAAAAAACACAAATCACCTCTTCC S? GGTGGGAGAAATTGAG Chr.:10: 13091013-13091344
Pluripotenzmarker
Pilijrgz:it ATGGGGAAGGTGGGTATTT AAATAACCCCAAAAATAATTAACACAC Chr.:17: 35505652-35506101
Oct4 -
inneres , S1 GGGTTTGGTGGAAAGA .
Primerset ATGGGGAAGGTGGGTATTT Bio-AAATAACCCCAAAAATAATTAACACAC 57 GGTGGGAGAAATTGAG Chr.:17: 35505652-35506101
Transposable Elemente und repetitive Regionen
B1 Primerset | GGTGGTGGTGGTGGTTGAGATAG Bio-AATAACACACACCTTTAATCCCAACACT S1 TTTGTAGATTAGGTTGGTTT | multiple Bindestellen
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2.12 Datenanalyse

2.12.1 Datenbanken und bioinformatische Analyseprogramme

Samtliche  Sequenzinformationen  wurden Uber die Ensembl-Datenbank
(http://www.ensembl.org/index.html) in den Versionen 50 (Juli 2008) bis 72 (Juni

2013) sowie die NCBI-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) bezogen. Alle

selbstentworfenen  Primer  wurden unter Benutzung von  Primer3Plus

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) kreiert und mit Bi-

Search (http://bisearch.enzim.hu/) in silico getestet. Bei dem Design von Oligonukleo-

tiden fur die Amplifikation von Bisulfit-konvertierter DNA wurde die Pyrosequencing
Assay Design Software (Qiagen) verwendet. Fir das Auffinden stammspezifischer
Polymorphismen zwischen Mus musculus und Mus castaneus wurde die Mouse Ge-
nome Informatics-Datenbank des Jackson Laboratory genutzt

(http://www.informatics.jax.orq/).

2.12.2 Statistik

Die Auswertung der Expressionsdaten erfolgte mit SPSS Version 21 (IBM, Chicago,
USA). Mit einer deskriptiven Datenanalyse wurden Box-Whisker-Plots erstellt, die
eine gute grafische Darstellung der Streuungs- und Lagemale erlauben. Die Box
(Interquartilsabstand) ist charakterisiert durch das obere und untere Quartil sowie
durch die Lage des Median und enthélt 50% der mittleren Werte. Die Lange der
Whiskers (,Antennen®) betragt maximal das 1,5-fache des Interquartilsabstands. Alle
Werte, die sich auRerhalb der Whiskers befinden, werden als Ausrei3er bezeichnet.
Als extreme Ausreil3er werden Werte bezeichnet, die mehr als den 3-fachen Inter-

guartilsabstand vom Median entfernt liegen.

Die Lage der Expressionsdaten wurde mithilfe des Kolmogorow-Smirnow-
Anpassungstests auf Normalverteilung gepruft. Aufgrund der nicht normalverteilten

Expressionswerte wurde fir den Gruppenvergleich zwischen Embryonen aus nattir-
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lich- bzw. superovulierten Weibchen der nicht-parametrische Mann-Whitney-Test an-
gewendet. Dabei verwirft ein p-Wert <0,05 die Nullhypothese Ho (Ho: kein Gruppen-

unterschied).

Der Chi-Quadrat-Test wurde angewendet, um auf Signifikanz beztglich der Methylie-
rungsunterschiede zwischen beiden Gruppen zu prifen. Auch hier gilt ein p-Wert
<0,05 als statistisch signifikant. Abhangig von der Grof3e der Stichprobe wurde das
Signifikanzniveau nach Fisher (exakter Test, <20 Falle), Kontinuitatskorrektur (20-60
Félle) oder durch den Chi-Quadrat-Test nach Pearson (>60 Falle) ermittelt
(BACKHAUS et al. 2008).
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3 Ergebnisse

3.1 Absolute Quantifizierung der Zieltranskripte
3.1.1 Standardkurven aus rekombinanter DNA

Mithilfe von Standardkurven kann auf die Amplifikationseffizienz der gPCR-Assays
geschlossen werden. Fir die 8 Zieltranskripte im Rahmen der differentiellen Genex-
pression nach ovarieller Induktion, wurden Amplifikationseffizienzen zwischen 90 und
108% kalkuliert. Der Regressionswert der Steigung war dabei > 0,99 und damit im
Sollbereich (Tabelle 8).

Tabelle 8: Kandidatengene der Studien zur differentiellen Genexpression nach ovarieller Induk-

tion. Amplifikationseffizienz und Produktgrofe aller Assays auf RNA-Ebene sowie genomischer DNA.

Assay slope Effizienz RZ-V\_/ert der Regres- GrolRe RT-PCR GrolRe gDNA PCR
sionsgeraden Produkt Produkt
Ligl -3,59 90% 0,99 241 bp 1406 bp
Lig3 -3,14 108% 0,99 116 bp 694 bp
Mbd2 -3,58 90% 0,99 291 bp 4860 bp
Mbd3 -3,17 107% 0,99 109 bp 604 bp
Mbd4 -3,2 105% 0,99 122 bp 216 bp
Apex1 -3,24 104% 0,99 183 bp 639 bp
Polb -3,3 101% 0,99 93 bp 2597 bp
H3f3a -3,18 106% 0,99 213 bp variabel

3.1.2 Ovarielle Induktion fuhrt zur differentiellen Genexpression von Apexl1,

Mbd3 und Polb in Mausembryonen

Um den Einfluss der Superovulation auf wichtige Entwicklungsgene zu beurteilen,
wurde eine genspezifisch geprimte MultiPlex-RT-Reaktion durchgefiihrt. Im An-
schluss daran erfolgte eine SinglePlex Real-time PCR mit den Zieltranskripten, die

dann anhand einer Standardreihe absolut quantifiziert wurden.
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Fur das komplette Genset (Apex1, Ligl, Lig3, Mbd2, Mbd3, Mbd4, Polb und H3f3a)
wurden Initialuntersuchungen an jeweils 6 Embryonen durchgefiihrt. Aus diesen Ana-
lysen gingen Apexl, Mbd3 und Polb als differentiell reguliert zwischen Embryonen,
die aus naturlich ovulierten bzw. hormonell stimulierten C57BL6/J Weibchen stam-
men, hervor. FiUr eine belastbare Statistik war die Zahl der untersuchten Embryonen
fur die drei differenziell regulierten Gene zu klein. Folglich wurde die Zahl der analy-
sierten Embryonen fir Apex1, Mbd3 und Polb stark erhdht (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Anzahl der untersuchten Embryonen in den zwei Vergleichsgruppen. Statistik zu den 3

differenziell regulierten Kandidatengenen.

Embryonen aus hormonell Embryonen aus naturlich ovulierten
stimulierten Weibchen Weibchen
Assay . .
Zahl der Zahl der Zahl der nicht- Zahl der Zahl der Zahl der nicht-
untersuchten | analysierbaren | analysierbaren | untersuchten | analysierbaren | analysierbaren
Embryonen Embryonen Embryonen Embryonen Embryonen Embryonen
Mbd3 29 17 (59%) 12 (41%) 31 29 (95%) 2 (5%)
Apex1 36 23 (64%) 13 (36%) 38 32 (84%) 6 (16%)
Polb 18 9 (50%) 9 (50%) 20 16 (80%) 4 (20%)

Wie aus Abbildung 7 ersichtlich wird, liegt der Median der mRNA-Kopienzahl von
Embryonen aus der Kontrollgruppe deutlich héher als bei Embryonen aus hormonell
stimulierten Muttertieren. Abbildung 7 verdeutlicht zudem, dass Embryonen mit hoher
MRNA-Kopienzahl von Polb ausschlieZlich in der Kontrollgruppe zu finden sind. Ins-
gesamt ist die Quote an Embryonen, die das Zieltranskript nicht exprimieren, in der
Gruppe hormonell stimulierter Weibchen deutlich erhoht (siehe Tabelle 9) und er-

reicht im Extremfall fir Mbd3 mehr als den 8fachen Wert.
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Abbildung 7: Vergleich der mRNA-Kopienzahl von Embryonen im 16-Zellstadium. Statistisch
signifikante Unterschiede in der Genexpression konnten bei Apex1, Mbd3 und Polb ermittelt werden

(p-Wert < 0,05). Blau: Muttertier (C57BL6/J) natlrlich ovuliert; rot: Muttertier (C57BL6/J) hormonell
stimuliert.
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3.1.3 Die embryonale Expression von Lig1l, Lig3, Mbd2 und Mbd4 wird durch

Superovulation der Muttertiere nicht beeinflusst

Die Ausgangsuntersuchungen mit dem kompletten MultiPlex-RT-Set wurden an min-

destens sechs Mausembryonen durchgefuhrt. Dabei gingen Ligl, Lig3, Mbd2 und

Mbd4 als differenziell nicht reguliert zwischen beiden Gruppen hervor. Im Gegensatz

zu den drei differenziell regulierten Genen aus 3.1.2 ist die Zahl an Embryonen, bei

denen keine Expression detektiert werden konnte, &hnlich grof3 (Tabelle 10).

Tabelle 10: Anzahl der untersuchten Embryonen in den zwei Vergleichsgruppen. Statistik zu den

nicht regulierten Kandidatengenen.

Embryonen aus hormonell

Embryonen aus naturlich ovulierten

stimulierten Weibchen Weibchen

Assay . .
Zahl der Zahl der Zahl der nicht- Zahl der Zahl der Zahl der nicht-
untersuchten | analysierbaren | analysierbaren | untersuchten | analysierbaren | analysierbaren

Embryonen Embryonen Embryonen Embryonen Embryonen Embryonen

Ligl 9 8 (89%) 1(11%) 14 13 (93%) 1 (7%)

Lig3 22 21 (95%) 1 (5%) 12 11 (92%) 1 (8%)

Mbd2 6 4 (67%) 2 (33%) 5 4 (80%) 1(20%)

Mbd4 6 6 (100%) 0 (0%) 6 6 (100%) 0 (0%)
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Abbildung 8: Vergleich der mRNA-Kopienzahl von Embryonen im 16-Zellstadium. Keine statis-

tisch signifikanten Genexpressionsunterschiede weisen H3.3, Ligl, Lig3, Mbd2 und Mbd4 auf (p-Wert

> 0,05). Blau: Muttertier (C57BL6/J) natirlich ovuliert; rot: Muttertier (C57BL6/J) hormonell stimuliert.
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3.2 Korrelation der Apex1-Expression auf mRNA- und Protein-Niveau

Die differentielle Genexpression von Apex1, Mbd3 und Polb (siehe 3.1.2) zwischen
beiden Versuchsgruppen muss auf funktioneller Ebene evaluiert werden. Um einen
Zusammenhang zwischen mRNA-Expression und Proteinmenge herstellen zu kon-
nen, wurde die Immunfluoreszenzfarbung mit Praimplantationsembryonen verschie-
dener Entwicklungsstufen durchgefihrt. Da die Expressionsdaten im 16-Zellstadium
erhoben wurden und die Zeit fur die Translation der mRNA in Proteinprodukt bertck-
sichtigt werden muss, standen hierbei Embryonen im spaten Morulastadium (32-
Zeller) im Fokus. Hier sollten sich also die detektierten Unterschiede in den mRNA-
Kopienzahlen direkt auf die Menge an jeweiligem Protein auswirken, falls kein ent-
scheidender Einfluss posttranskriptioneller Prozesse stattfindet. Die Immunfluores-
zenzfarbung wurde eingesetzt, um die Lokalisation und die Expression von APEX1
zu analysieren. Durch die parallele Bearbeitung von Proben beider Versuchsgruppen
und das Fixieren der Embryonen auf demselben Objekttrager kann mit Bildanaly-

seprogrammen, wie ImageJ, ein gewisses Mald an Quantifizierung erreicht werden.

3.2.1 Nachweis der differenziellen Genexpression von APEX1 auf

Proteinebene

Eine hormonelle Stimulation der Muttertiere fihrte auch auf translationaler Ebene zu
deutlich geringerer Expression von APEX1. Wie Abbildung 9 zeigt, konnte APEX1 in
Morulae (A) und Blastozysten (C) von naturlich ovulierten Muttertieren in nahezu je-
der Blastomere nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu zeigten beide Embryo-
nenstadien in der Gruppe der hormonell behandelten Muttertiere (B und D) auffallend

viele Blastomeren nur sehr schwache Zeichen der APEX1-Expression.
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A

Abbildung 9: Whole Mount-Immunfluoreszenzfarbung. Markierung von friihen (A, B) und spéaten
Morulae (C, D) mit Primarantikbrper gegen APEX1 und Texas-red markiertem Sekundarantikérper.
Eine Kerngegenfarbung erfolgte mit DAPI. Die Aufnahmen A und C zeigen Embryonen aus der spon-
tan ovulierten Kontrollgruppe, Aufnahmen B und D gehéren zur Superovulationsgruppe. Blastomeren
mit reduzierter bzw. fehlender Fluoreszenz sind fast ausschlief3lich in Embryonen aus hormonell sti-
mulierten Muttertieren zu beobachten.

Die Fluoreszenzstarke wurde mithilfe des Programms ImageJ quantifiziert. Bei 8- und
16-Zellern wurde die Intensitat jeder einzelnen Blastomere gemessen. Im Fall von
Blastozysten wurde die Fluoreszenzintensitat des Embryos als Ganzes quantifiziert,
da eine klare Abgrenzung der einzelnen Blastomeren nicht mehr mdglich war. In Ta-
belle 11 sind die Durchschnittswerte der gemessenen Fluoreszenzintensitaten in un-
terschiedlichen Embryonalstadien angegeben. Die Kontrollgruppe zeigte durchge-
hend hohere Werte, die im 8-Zellstadium 80% hdher und im Blastozystenstadium

45% hoher waren als bei Embryonen, die aus hormonell stimulierten Muttertieren
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stammten. Zudem ist die Quote an APEX1 positiven Blastomeren in der Kontroll-
gruppe hoher. Das Auszahlen ergab 17% bzw. 4% mehr APEX1 positive Blastomere
in 8-Zellern bzw. 16-Zellern der Kontrollgruppe. Insgesamt sind sowohl die Unter-
schiede der Fluoreszenzintensitat als auch die Anzahl positiver Blastomeren im Sta-
dium 16-zelliger Embryonen am geringsten zwischen den beiden Gruppen (Tabelle
11).

Tabelle 11: Quantifizierung der Fluoreszenzintensitat und Anteil der positiv gefarbten Blasto-

meren in den untersuchten Embryonenstadien.

Intensitat (&) positive / Gesamtzahl Blastomeren
Kontrollgruppe Superovulations- Kontrollgruppe Superovulations-
gruppe gruppe
8-Zeller |56 (n=8) 31 (n=4) 46/64 (72%) 22/40 (55%)
16-Zeller | 36 (n=7) 33 (n=15) 70/88 (80%) 164/215 (76%)
32-Zeller |64 (n=13) 44 (n=10) nicht bestimmt | nicht bestimmt

3.3 DNA-Methylierungsanalysen an Praimplantationsembryonen

3.3.1 Digitale Bisulfitpyrosequenzierung

Um den transgenerationalen Einfluss der ovariellen Stimulation auf die epigenetische
Reprogrammierung in Praimplantationsembryonen analysieren zu kénnen, wurde die
bisulfitkonvertierte DNA einzelner 16-Zeller (Morulastadium) mithilfe der digitalen
Bisulfitpyrosequenzierung untersucht. Zusatzlich wurden Zweizellembryonen analy-
siert, um mogliche epigenetische Effekte durch die Kryokonservierung mannlicher
Gameten aufzuklaren. Durch die Technik der digitalen Bisulfitpyrosequenzierung wird
das Risiko von préaferentieller Amplifikation eines der beiden elterlichen Allele mini-
miert. Im Mittelpunkt der Untersuchungen standen die ICR des H19-Igf2 Locus sowie
die DMR von Snrpn. AuRerdem wurde die Methylierung von Airn quantifiziert, einem
nicht-kodierenden Antisensetranskript von Igf2r, das dessen Expression reguliert.
Abbildung 10 verdeutlicht die Ergebnisse der digitalen PCR anhand eines Gelelekt-

rophoresefotos. Die Gelbanden reprasentieren die Produkte der SinglePlex-PCRs

53



Ergebnisse

oben erwdhnter Gene. Ausgangspunkt der Bisulfitbehandlung sowie der anschlie-
Renden Verdinnung und MultiPlex-PCR waren Zweizellembryonen. Im Optimalfall
erwartet man fur Zweizellembryonen 4 Allele, sofern man einen begrenzten DNA-
Schaden durch die Bisulfitkonversion sowie eine hohe Ruckgewinnungsrate an bisul-
fitbehandelter DNA unterstellt.

H19 Igfer Snrpn

T 1 T 1 T
192103114125136147N8 N 1902103114125 136147N8 N 192103114125136147N8 N

Ef P i
- - - - - - -
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Abbildung 10: Gelelektrophoretische Analyse der digitalen PCR im Vorfeld der Pyrosequenzie-
rung. Gezeigt sind die Ergebnisse zu 3 Zweizellembryonen (E1 — E3) und die PCR-Amplikons fur
H19, Igf2r und Snrpn. Die Nummerierung der Proben folgt dem Umstand, dass mit einer 8-

Kanalpipette gearbeitet und somit nur jede 2. Tasche im Gel beladen wurde.

Anhand von stammspezifischen SNPs in den untersuchten Hybridembryonen konn-
ten die elterlichen Allele zugeordnet und eine Aussage Uber eventuelle Epimutationen
getroffen werden. Abbildung 11 zeigt beispielhaft die Ergebnisse einer digitalen Bisul-
fitpyrosequenzierung anhand der DMR1 von Snrpn. Fir das maternal gepragte Gen
wird im Normalfall eine Hypermethylierung der maternalen Allele, sowie eine Hypo-

methylierung der paternalen Allele erwartet.
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Abbildung 11: Digitale Bisulfitpyrosequenzierung der DMR1 von Snrpn. Oben: Pyrogramm eines

maternalen C57BL6/J Allels mit erwarteter Hypermethylierung eines maternal gepragten Gens in den

untersuchten CpGs. Unten: Pyrogramm eines paternalen CAST/Ei Allels mit erwarteter Hypomethylie-

rung eines maternal gepragten Gens in den analysierten CpGs.
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3.4  Der Einfluss ovarieller Induktion auf den Imprintingstatus von H19 und

Snrpn

Die digitale Bisulfitpyrosequenzierung von Embryonen im Morula-Stadium wurde
durchgefuhrt, um mégliche transgenerationale Einflisse der Superovulation auf die
ICR von H19, sowie die DMR von Snrpn zu untersuchen. Im Optimalfall wurden bei
den analysierten 16-Zellembryonen im Morulastadium im unreplizierten Zustand des
Genoms 32 und nach vollstandiger Replikation 64 Kopien eines ,single copy“-Gens
erwartet. Durch die aggressiven chemischen Prozesse wéahrend der Bisulfitbehand-
lung musste mit einer relativ hohen Rate an DNA-Fragmentierung gerechnet werden.
Dieser Aspekt fuhrte in der nachfolgenden PCR vor allem bei gréReren Amplikons zu
drastisch verringerten Amplifikationseffizienzen. Das gesteigerte Risiko ergibt sich
dabei aus der hoheren Wahrscheinlichkeit eines Bruches im DNA-Template in der zu
amplifizierenden Region, der unter den extremen Verdinnungsverhaltnissen der digi-
talen PCR unmittelbar zum Ausfall der PCR fiihrt. Dariiber hinaus liegt die Ruckge-
winnungsquote bisulfitbehandelter DNA selbst bei aktuell erhaltlichen Kits im Idealfall
nur bei etwa 80% (Zymo Research).

In Tabelle 12 sind die Ergebnisse dieser Experimente zusammengefasst. In dieser
Statistik ist die Anzahl der analysierbaren Embryonen pro Gruppe und analysiertem
Locus dokumentiert. Die durchschnittliche Zahl zuriickgewonnener Allele wird nach
parentaler Herkunft angegeben. Dartber hinaus werden aberrante Werte der DNA-
Methylierung nach Epimutationen und stochastische Mutationen klassifiziert. Als
Epimutation wird ein zu mindestens 75% aberrant methyliertes Allel gewertet. Dem-
gegentber wurden einzelne aberrant methylierte CpGs eines Allels bei Nichtvorhan-
densein einer Epimutation als stochastische Mutation eingestuft. Keine der beiden
Mutationsarten flie3t in die jeweilig andere Statistik mit ein. Die Tabelle 13-17 sind
nach dem gleichen Schema aufgebaut, kategorisieren gegentber Tabelle 12 jedoch

den Konservierungszustand der Spermatozoen.
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Tabelle 12: Statistik zur digitalen Bisulfitpyrosequenzierung von 16-Zellern aus naturlich ovu-
lierten sowie ovariell stimulierten Weibchen. Angegeben sind die Zahl der analysierten Embryonen
und die durchschnittliche Anzahl der daraus zuriickgewonnenen parentalen Allele, sowie der Anteil an
Epimutationen und stochastischen Mutationen. Bei der Zahl durchschnittlich zuriickgewonnener Allele

ist in Klammern das Verhaltnis zwischen paternalen und maternalen Allelen angegeben.

. Snrpn
Status Ovulation H19-Igf2 ICR DMR
Zahl analysierter 9 11
Embryonen
Zahl zurtckge- maternal 4,6 (53%) 2,4 (41%)
- . wonnener Allele @ | paternal 4,1 (47%) 3,4 (59%)
nattrlich ovuliert -5 maternal | O/41 (0%) | 0/26 (0%)
mutationen paternal 1/37 (3%) 1/37 (3%)
stochastische maternal 4/155 (3%) 4/182 (2%)
Mutationen paternal 11/127 (10%) | 0/311 (0%)
Zahl analysierter 10 10
Embryonen
Zahl zuriickge- maternal 5,2 (60%) 3,0 (42%)
ovariell stimuliert  onnener Allele @ | paternal 3,5 (40%) 4,2 (58%)
Epi- maternal 1/52 (2%) 2/30 (7%)
mutationen paternal 4/35 (11%) 0/42 (0%)
stochastische maternal 0/197 (0%) 8/223 (4%)
Mutationen paternal 9/129 (7%) 2/341 (1%)

In Abbildung 12 bzw. Abbildung 13 sind die Ergebnisse der digitalen Bisulfitpyrose-
guenzierung fur die ICR von H19 bzw. die DMR von Snrpn anhand eines Dot-
Diagramms visualisiert. Bei dieser weit verbreiteten Darstellung von DNA-
Methylierungsdaten entspricht ein leerer Kreis einem unmethylierten CpG-
Dinukleotid, ein ausgefillter Kreis stellt ein methyliertes Cytosin dar. Jede dazugeho-

rige Linie reprasentiert ein analysiertes Allel.
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Abbildung 12: Digitale Bisulfitpyrosequenzierung der ICR des H19-Igf2-Locus. Dot-Diagramme
der jeweiligen CpG Position (leerer Kreis: unmethyliert, geflillter Kreis: methyliert) in Morulae von na-
turlich ovulierten (oben) bzw. hormonell stimulierten Muttertieren (unten). Rot dargestellt: maternale
Allele, blau: paternale Allele. Ec: Kontrollembryonen (spontan ovuliert); Es: Embryonen aus superovu-
lierten Muttertieren. Die Summe der DNA-Methylierung eines Embryos ist in Prozent angegeben und

kategorisiert nach parentaler Herkunft (@: maternal; &' paternal).
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Abbildung 13: Digitale Bisulfitpyrosequenzierung der DMR von Snrpn. Dot-Diagramme der jewei-
ligen CpG Position (leerer Kreis: unmethyliert, gefillter Kreis: methyliert) in Morulae von natirlich ovu-
lierten (oben) bzw. hormonell stimulierten Muttertieren (unten). Rot dargestellt: maternale Allele, blau:
paternale Allele. Ec: Kontrollembryonen (spontan ovuliert); Es: Embryonen aus superovulierten Mutter-
tieren. Die Summe der DNA-Methylierung eines Embryos ist in Prozent angegeben und kategorisiert

nach parentaler Herkunft (2: maternal; &' paternal).
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In Abbildung 14 sind die Ergebnisse aus Tabelle 12 fur die ICR des H19-Igf2-Locus
grafisch zusammengefasst. Nach Kriterien stochastischer Mutationen (<75% aber-
rante CpGs eines Allels) konnten signifikante Unterschiede zwischen der Kontroll-
gruppe (3%) und der Superovulationsgruppe (0%) hinsichtlich des maternalen Allels
ermittelt werden. Unter den Voraussetzungen einer Epimutation (>75% aberrante
CpGs eines Allels) konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
registriert werden. Allerdings konnte hier ein gegensatzlicher Trend beobachtet wer-
den, der eine erh6hte Rate an Aberrationen bei Embryonen der Superovulations-
gruppe zeigte.

Ein identisches Muster konnte fir das paternale Allel von H19 ermittelt werden. Nach
Kriterien einer Epimutation konnte ein deutlich héherer Anteil an Abweichungen von
der erwarteten Hypermethylierung des paternalen Allels nach ovarieller Stimulation
identifiziert werden. Praimplantationsembryonen aus ovariell induzierten Muttertieren
wiesen fast 4mal mehr Epimutationen im paternalen H19-Allel auf (11%), als Embry-
onen aus spontan ovulierten Muttertieren (3%). Der Anteil an stochastischen Mutati-
onen, die hochstwahrscheinlich keine funktionellen Konsequenzen haben, wich zwi-
schen den beiden Gruppen nicht deutlich voneinander ab. Entsprechend dem
maternalen Allel konnte jedoch wieder der gegenteilige Trend zur Abnahme an
stochastischen Mutationen fir Embryonen der Superovulationsgruppe beobachtet

werden.
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Abbildung 14: Zusammenfassung der DNA-Methylierungsdaten zum Einfluss der ovariellen
Induktion fur die ICR des H19-Igf2-Locus. Angegeben ist der jeweilige Anteil an Epimutationen
(Epimut.) bzw. stochastischen Mutationen (stoch. Mut.) von maternalen und paternalen Allelen, kate-
gorisiert nach spontaner und induzierter Ovulation (p-Wert nach Chi-Quadrat-Test; ® Chi-Quadrat-Test

nach Pearson, ° Kontinuitatskorrektur).

Abbildung 15 zeigt die grafische Darstellung der Ergebnisse aus Tabelle 12 fir die
DMR von Snrpn. Embryonen aus ovariell stimulierten Muttertieren wiesen gegentber
den Kontrollembryonen (0%) einen deutlich héheren Wert an Epimutationen (7%) im
mutterlichen Snrpn-Allel auf (Normalzustand: hypermethyliert). Auch der Anteil an
stochastischen Mutationen des muitterlichen Snrpn-Allels war in der Superovulations-
gruppe (4%) im Vergleich zur Kontrollgruppe (2%) hoher.

Zum Einfluss der ovariellen Induktion auf die erwartete Hypomethylierung des pater-
nalen Snrpn-Allels wurden widersprichliche Daten erhalten. Einerseits konnten im
Gegensatz zu den Kontrollen (3%) keine Epimutationen nach ovarieller Stimulation

(0%) der Muttertiere in den Embryonen nachgewiesen werden. Demgegentber konn-
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te jedoch eine leicht erh6hte Rate an stochastischen
behandlung der Muttertiere festgestellt werden.
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Abbildung 15: Zusammenfassung der DNA-Methylierungsdaten zum Einfluss der ovariellen

Induktion flr die DMR des Snrpn-Locus. Angegeben ist der jeweilige Anteil an Epimutationen (Epi-

mut.) bzw. stochastischen Mutationen (stoch. Mut.) von maternalen und paternalen Allelen, kategori-

siert nach spontaner und induzierter Ovulation (p-Wert nach Chi-Quadrat-Test; * Chi-Quadrat-Test

nach Pearson, ° Kontinuitatskorrektur).
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3.5

Epigenetische Effekte der Kryokonservierung muriner Spermien

Die optimierte Kryokonservierung muriner Spermien nach OSTERMEIER et al. (2008)

fuhrt zu deutlich erhdhten Fertilisationsraten nach einer IVF verglichen mit friheren

Protokollen. In diesem Teilaspekt der Arbeit soll der Einfluss der Vitrifizierung und des

anschlieenden Auftauens der Spermien aus epigenetischer Perspektive analysiert

werden. Dabei wurden sowohl direkte Einflisse dieser Prozesse auf die Gameten,

als auch potentielle transgenerationale Wirkungen in Praimplantationsembryonen

untersucht.

3.5.1 Quantifizierung der Spermienmotilitat

In Abbildung 16 sind die Messwerte zur Beweglichkeit der Spermien unmittelbar nach

der Préparation des CAST/Ei-Mannchens, sowie nach der Kryokonservierung eines

Teils dieser Spermien angegeben.
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78% |

m Motilitat frischer Spermien [%]
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Abbildung 16: Quantifizierung der Spermienmotilitat. Angegeben sind die Werte vor (blau)

und nach (rot) der Kryokonservierung von Spermienproben eines CAST/Ei-Mannchens. Die Wer-

te einiger CAST/Ei-Mannchen sind nicht aufgefiihrt, da eine bzw. beide Messungen fehlen.
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Generell konnte eine Abnahme im Anteil beweglicher Spermien nach der Kryokon-
servierung beobachtet werden. In diesem allgemeingtltigen Trend gab es jedoch
grof3e individuelle Unterschiede zwischen den einzelnen Mannchen. Die geringste
Abnahme bewegungsfahiger Spermien nach Kryokonservierung (-20%) zeigte sich in
den Proben von Mannchen Nr. 6. Demgegenuber konnte eine um 76% verringerte
Quote der Motilitat bei Mannchen Nr. 22 beobachtet werden.

3.5.2 Einfluss der Kryokonservierung murine Spermatozoen auf den

epigenetischen Status gepragter Gene

Um die Wirkung der Kryokonservierung auf epigenetischer Ebene in Spermien zu
untersuchen, wurden die DMRs von Plagll und Snrpn, sowie die ICR des H19-1gf2-
Locus untersucht. Zudem wurde der DNA-Methylierungsstatus von Airn analysiert,
um letztendlich eine Aussage uber die Regulation von Igf2r treffen zu kdnnen. Die
DNA-Methylierung des SINE Elements B1 diente als Schatzmal® der globalen Me-
thylierung. Zusatzlich wurde der proximale Promoter des Pluripotenzmarkers Oct4
analysiert. Im Folgenden werden DNA Proben, die direkt nach der Praparation der
Bocke zur IVF und damit verbunden auch zur DNA-Isolation verwendet wurden, als

Kontrollproben bezeichnet.
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Abbildung 17: Quantifizierung der DNA-Methylierung der ICR des H19-Igf2-Locus in Spermien-
proben von 13 Mannchen. Auf der Abszisse dargestellt sind die jeweiligen CpG-Positionen mit den

Methylierungswerten im frischen Zustand (blau) sowie nach Kryokonservierung (rot).

Wie erwartet, zeigte die ICR des H19-Igf2-Locus in mannlichen Gameten einen hy-
permethylierten Status (Abbildung 17). Dabei gab es nur vereinzelt auffallige Unter-
schiede zwischen Kontrollproben und den Proben, die nach Kryokonservierung der
Gameten gewonnen wurden. In Abbildung 17 und den folgenden Abbildungen (18-
20) wird jedoch ersichtlich, dass fur Probe 8 aufféllig oft Methylierungswerte erhalten
wurden, die Ausreil3er oder sogar extreme Ausreil3er in den Boxplots darstellen. Im
Fall der ICR des H19-lgf2 Locus machte dieser Unterschied je 5% fur CpG2frisch
bzw. CpG3frisch aus (Median aller Proben: 90% bzw. 87%, Probe 8: 75% bzw. 72%).
Diese evidenten Unterschiede normalisierten sich nach der Kryokonservierung und

waren nicht mehr nachzuweisen.
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Abbildung 18: Quantifizierung der DNA-Methylierung von Igf2r (Air) in Spermienproben von 13
Mannchen. Auf der Abszisse dargestellt sind die jeweiligen CpG-Positionen mit den Methylierungs-

werten im frischen Zustand (blau) sowie nach Kryokonservierung (rot).

Die Methylierung des maternal gepragten Antisensetranskripts Air wies die charakte-
ristische Hypomethylierung in mannlichen Gameten auf (Abbildung 18). Starke Ab-
weichungen vom Median mehrerer CpGs konnten erneut bei Probe 8 festgestellt
werden. Im frisch praparierten Zustand ergab sich fir CpG1 ein um mehr als 17%
erhohter Wert im Vergleich zum Median aller Proben (Differenz zwischen Maximum
und Median aller Proben). Parallel dazu konnte auch fir CpG2frisch ein um 16% er-
hohter Wert, fur CpG3frisch ein 19% hdherer Wert und fur CpG4 ein um 16% gestei-
gerter DNA-Methylierungswert ermittelt werden. Analog zu den Ergebnissen der H19-
Igf2 ICR normalisieren sich die Werte in den kryokonservierten Proben. Lediglich

CpG2kryo zeigt noch einen erhéhten Wert (+6%).
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Abbildung 19: Quantifizierung der DNA-Methylierung der DMR von Plagll in Spermienproben
von 13 Mannchen. Auf der Abszisse dargestellt sind die jeweiligen CpG-Positionen mit den Methylie-

rungswerten im frischen Zustand (blau) sowie nach Kryokonservierung (rot).

Die Analyse der DNA-Methylierung fir die DMR des maternal gepragten Gens Plagll
zeigte wie erwartet eine Hypomethylierung in Spermatozoen (Abbildung 19). In den
meisten der analysierten CpG-Positionen war ein Rickgang der Methylierung in den
kryokonservierten Proben im Vergleich zur Kontrollgruppe zu beobachten. Fir die
Methylierung von Mannchen Nr. 8 ergaben sich wieder teils sehr drastische Abwei-
chungen vom Median aller Proben. Auch die DMR von Plagll spiegelt die Tatsache
wider, dass die Methylierung der Gameten dieses Mannchens im frisch praparierten
Zustand deutlich abweichende Werte vom Median aller Proben aufweisen. Diese Un-
terschiede waren jedoch, wie bei den anderen Genen auch, in Proben aus kryokon-

servierten Spermien nicht mehr erkennbar.
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Abbildung 20: Quantifizierung der DNA-Methylierung der DMR von Snrpn in Spermienproben
von 13 Mannchen. Auf der Abszisse dargestellt sind die jeweiligen CpG-Positionen mit den Methylie-

rungswerten im frischen Zustand (blau) sowie nach Kryokonservierung (rot).

Die Quantifizierung der DMR-Methylierung des maternal gepragten Gens Snrpn
ergab die erwartete Hypomethylierung dieser Region in mannlichen Gameten
(Abbildung 20). Prinzipiell ist auch hier der Trend erkennbar, dass die DNA-
Methylierung in den Proben aus kryokonservierten Spermatozoen geringer ausge-
pragt ist im Vergleich zu den CpGs der Kontrollproben. Bis auf CpG3 (+9%) und
CpG4 (+3%) zeigten alle CpGs des Snrpn-Assays ungewohnlich hohe Methylie-
rungswerte in den frischen Spermatozoen-Proben von Mannchen 8 (Differenz zwi-
schen Maximum und Median aller Proben). Diese Abweichungen reichen von +52%

(CpG1frisch) bis zu +47% (CpG6frisch) im Vergleich zum Median aller Messwerte.
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Abbildung 21: Quantifizierung der DNA-Methylierung des proximalen Promoters von Oct4 in
Spermienproben von 13 Mannchen. Auf der Abszisse dargestellt sind die jeweiligen CpG-Positionen

mit den Methylierungswerten im frischen Zustand (blau) sowie nach Kryokonservierung (rot).

Die DNA-Methylierungswerte fur den proximalen Promoter des Pluripotenzmarkers
Oct4 lagen um die 40% (Abbildung 21). Interessanterweise zeigten die C57BL6/J-
Mannchen (1-3) im Vergleich zu den CAST/Ei-Mannchen (4-13) deutlich niedrigere
Werte von um die 20%, die auch mit den Literaturdaten zum C57BL6/J-Stamm kon-
form gehen (YAMAZAKI et al. 2006). Fur CAST/Ei und C57BL6/J wurden somit stamm-

spezifische Unterschiede der DNA-Methylierung von Oct4 verzeichnet.

Mit Uber 30.000 Kopien stellt das B1l-Element das haufigste repetitive Element im
Mausgenom dar und diente in der vorliegenden Arbeit als Schatzmal3 fur die globale
Methylierung (JEONG und LEe 2005). Die Methylierungsanalyse des B1l-Elements
ergab keine Unterschiede zwischen den Kontrollproben und Proben aus kryokonser-

vierten Spermatozoen (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Quantifizierung der DNA-Methylierung des B1-Elements in Spermienproben von
13 Mannchen. Auf der Abszisse dargestellt sind die jeweiligen CpG-Positionen mit den Methylie-

rungswerten im frischen Zustand (blau) sowie nach Kryokonservierung (rot).

Die auffalligen Ergebnisse zur DNA-Methylierung in den Kontrollproben von Mann-
chen 8 werden im Folgenden nochmals als Diagramm mit verbundenen Datenpunk-
ten verdeutlicht.

H19 Snrpn
100% 70%
95% — 60% W
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Abbildung 23: Mannchen 8 - Quantifizierung der DNA-Methylierung von H19 und Snrpn. In Blau

sind die Werte der Kontrollproben und in Rot die der kryokonservierten Spermatozoen dargestellt.
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Abbildung 24: Mannchen 8 - Quantifizierung der DNA-Methylierung von Igf2r und Oct4. In Blau

sind die Werte der Kontrollproben und in Rot die der kryokonservierten Spermatozoen dargestellt.
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Abbildung 25: Mannchen 8 - Quantifizierung der DNA-Methylierung von B1-Element und Plagll.

In Blau sind die Werte der Kontrollproben und in Rot die der kryokonservierten Spermatozoen darge-
stellt.

3.5.3 Effekte der Kryokonservierung von Spermatozoen auf die F1-Generation

Um den Einfluss der Kryokonservierung auf den epigenetischen Status ausgewahliter
gepragter Gene in den Nachkommen zu untersuchen, wurden mittels IVF erzeugte
Zweizellembryonen analysiert. Von 5 Mannchen konnten nach der IVF Zweizeller in
ausreichender Menge sowohl mit frischem als auch kryokonservierten Spermatozoen

erhalten werden. Nachfolgend wird eine Unterteilung in Epimutationen und Mutatio-
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nen, die stochastisch einzelne CpGs betreffen, vorgenommen. Epimutationen dri-
cken den Umstand aus, dass ein nahezu komplettes Allel von der Fehlpragung be-
troffen ist (>75% fehlgepragte CpGs eines Allels). In den nachfolgenden Statistiken
zu den einzelnen Mannchen wird zwischen diesen beiden Typen unterschieden. So-
fern eine Epimutation festgestellt wurde, gehen diese fehlgepragten CpG-
Dinukleotide nicht mit in die stochastischen Mutationen ein. Umgekehrt fihren ein-

zeln fehlgepragte CpGs eines Allels nicht zur Aufnahme in die Epimutationsstatistik.

Tabelle 13: Zusammenfassung der Daten zu Mannchen Nr. 6. Angegeben sind die Anzahl an IVF-
Embryonen, die durchschnittliche Zahl zuriickgewonnener Allele nach der Bisulfitbehandlung und der
Anteil von Epimutationen bzw. stochastischen Mutationen jeweils nach Status der Spermatozoen und
dem betrachteten Locus unterteilt (mat.: maternal; pat.. paternal). Bei der Zahl durchschnittlich zu-

riackgewonnener Allele ist in Klammern das Verhéltnis zwischen paternalen und maternalen Allelen

angegeben.
Bock | Kontrolle/Kryo- H19-Igf2 Snrpn Igf2r (Air)
# konservierung ICR DMR
Zahl analysierter
Embryonen 1 (E1) 1(E1) 1(E1)
Zahl zuriickge- mat. | 1 (50%) 2 (100%) | 2 (100%)
Kontrolle wonnener Allele @ | pat. 1 (50%) 0 (0%) 0 (0%)
Epi- mat. | 0/1 (0%) 0/2 (0%) 0/2 (0%)
mutationen pat. | 0/1 (0%) / /
stochastische mat. | 0/1 (0%) | 2/4 (50%) | 0/4 (0%)
46 Mutationen pat. | 0/1 (0%) / /
Zahl analysierter 3 3 3
Embryonen (E2;3;4) (E2;3;4) (E2;3;4)
Zahl zuriickge- mat. | 1,7 (85%) | 2 (74%) | 3,3 (92%)
Kryo- wonnener Allele @ | pat. | 0,3 (15%) | 0,7 (26%) | 0,3 (8%)
konservierung | Epi- mat. | 0/5 (0%) 0/6 (0%) | 0/10 (0%)
mutationen pat. | 0/1 (0%) 0/2 (0%) 0/1 (0%)
stochastische mat. | 2/5 (40%) | 2/12 (17%) | 1/20 (5%)
Mutationen pat. | 0/1 (0%) 0/4 (0%) 0/2 (0%)

Die IVF mit frischen Spermatozoen von Mannchen Nr. 6 flhrte lediglich zu einem
analysierbaren Zweizellembryo (Tabelle 13). Dennoch konnten fur alle 3 Assays

PCR-Produkte gewonnen werden, die vorwiegend mutterlichen Ursprungs waren.
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Die IVF mit kryokonservierten Spermien von Mannchen Nr. 6 resultierte in drei Emb-
ryonen, die nach der digitalen PCR zu Amplifikationsprodukten in allen Assays flihrte.
Analog zur IVF mit frischem Sperma konnte der Grof3teil der PCR-Produkte auf mut-

terliche Allele zurtickgefuihrt werden.
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Zweizeller; IVF mitfrischen Spermatozoen (2C57BLEI; £ CAST/EN #6)
Snrpn )
(n=2, 1 Zweizeller)
E 1 (2=50%)
! 8 |
Zweizeller; IVF mitvitrifizierten Spermatozoen (2 CETBLE/; £ CASTIEI #6)
Snrpn .
(n= 8, 3 Zweizeller)
E2(2=6T%h) E 3 (2=100% £=0% E 4 (2=100%])
o, ‘ | e | L ee
- | — |
ate)
Zweizeller, IWVF mitfrischen Spermatozoen (2 C57BLEL; £ CASTIEI #6)
H19 (n=2, 1 Zweizeller)
E 1(2=0% J=100%)
[ - ]
[ & ]
Zweizeller, IWF mitvitrifizierten Spermatozoen (2 C5VBLE/; £ CASTIEI #6)
H18 (n= 6, 3 Zweizeller)
E 2(£=100%) E 3 (2=50%) E 4 (2=0%)
[ - — [ = ]
Jafor Zweizeller; WVF mitfrischen Spermatozoen (S C5TBLEL: £ CASTIE! #6)
g (n=2, 1 Zweizeller)
E 1(2=100%)
Zweizeller, WF mitvitrifizieten Spermatozoen (2CS57BLEN; £ CASTIE! #6)
lgfer (n= 11, 3 Zweizeller)
E 2 (2=83%) E 3 (2=100% Z=0%) E 4 (2=100%)
b & 4 b & 4 I b & 4
—— = 33
[——oo—]

Abbildung 26: Ergebnisse der digitalen Bisulfitpyrosequenzierung bei IVF-Embryonen von
Mannchen 6. Dot-Diagramme der jeweiligen CpG Position (leerer Kreis: unmethyliert, geflillter Kreis:
methyliert) in 2-Zellern aus einer IVF mit frischen oder kryokonservierten Spermatozoen desselben
Mannchens. Rot dargestellt: maternale Allele, blau: paternale Allele. Die Summe der DNA-

Methylierung eines Embryos ist in Prozent angegeben und kategorisiert nach parentaler Herkunft (9:
maternal; &' paternal).
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Tabelle 14: Zusammenfassung der Daten zu Mannchen Nr. 9. Angegeben sind die Anzahl an IVF-
Embryonen, die durchschnittliche Zahl zuriickgewonnener Allele nach der Bisulfitbehandlung und der
Anteil von Epimutationen bzw. stochastischen Mutationen jeweils nach Status der Gameten und dem
betrachteten Locus unterteilt (mat.: maternal; pat.: paternal). Bei der Zahl durchschnittlich zuriickge-

wonnener Allele ist in Klammern das Verhaltnis zwischen paternalen und maternalen Allelen angege-

ben.
Bock | kontrolle/Kryo- H19-lgf2 | Snrpn
# konservierung ICR DMR Igf2r (Air)
Zahl analysierter 4 4 4
Embryonen (E2;3;7;10) | (E2;7;9;10) | (E2;3;7;10)
s:\t]vloznlilr:rfle(r Allele | Mal | 2(80%) | 1,8 (78%) | 1 (56%)
Kontrolle @ pat. | 0,5(20%) | 0,5 (22%) | 0,8 (44%)
Epi- mat. | 1/8 (13%) | 4/7 (60%) | 0/4 (0%)
mutationen pat. 0/2 (0%) | 1/2 (50%) | 0/3 (0%)
stochastische mat. | 2/10 (20%) | 2/63 (3%) | 1/20 (5%)
#9 Mutationen pat. 0/2 (0%) | 0/18 (0%) | 1/14 (7%)
Zahl analysierter 3 3 1
Embryonen (E5; 9;10) | (E2;4,9) (E1)
Zgwozn‘g:rf'; Alele | Mat | 13(819) | 1(77%) | 1 (100%)
Kryo- % pat. | 0,3(19%) | 0,3 (23%) | 0 (0%)
konservierung - e - mat. | 1/4 (25%) | 1/3 (33%) | 1/1 (100%)
mutationen pat. 0/1 (0%) 0/1 (0%) 0/0 (0%)
stochastische mat. | 0/16 (0%) | 0/20 (0%) | 0/6 (0%)
Mutationen pat. 0/1 (0%) 0/9 (0%) 0/0 (0%)

Die digitale PCR mit den Embryonen von Mannchen Nr. 9 ergab fur die IVF mit fri-
schen Spermatozoen 4 analysierbare Zweizeller. Die Zahl der zuriickgewonnenen
Allele korreliert in den meisten Féllen negativ mit der Grol3e der Amplikons, d.h. von
kleineren PCR-Produkten (H19: 167bp; Snrpn: 264bp; Igf2r: 384bp) konnten im
Durchschnitt mehr Produkte detektiert werden. Hinsichtlich der parentalen Herkunft

tendiert das Verhaltnis wieder maRRgeblich Richtung maternaler Allele.

Aus der IVF mit kryokonservierten Spermatozoen konnten fir die Assays von H19
und Snrpn jeweils 3 Zweizeller und fur Igf2r ein Zweizeller analysiert werden. Das
Verhaltnis von maternalem zu paternalem Allelursprung war wieder zugunsten mdit-

terlicher Kopien verschoben.
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Zweizeller; IVF mit frischen Spermatozoen (2 C57BL6/J; (7 CAST/Ei#9)
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Abbildung 27: Ergebnisse der digitalen Bisulfitpyrosequenzierung bei IVF-Embryonen von
Mannchen 9. Dot-Diagramme der jeweiligen CpG Position (leerer Kreis: unmethyliert, gefillter Kreis:
methyliert) in 2-Zellern aus einer IVF mit frischen oder kryokonservierten Spermatozoen desselben
Mannchens. Rot dargestellt: maternale Allele, blau: paternale Allele. Die Summe der DNA-
Methylierung eines Embryos ist in Prozent angegeben und kategorisiert nach parentaler Herkunft (9:

maternal; &: paternal).
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Tabelle 15: Zusammenfassung der Daten zu M&nnchen Nr. 11. Angegeben sind die Anzahl an IVF-
Embryonen, die durchschnittliche Zahl zuriickgewonnener Allele nach der Bisulfitbehandlung und der
Anteil von Epimutationen bzw. stochastischen Mutationen jeweils nach Status der Gameten und dem
betrachteten Locus unterteilt (mat.: maternal; pat.: paternal). Bei der Zahl durchschnittlich zuriickge-

wonnener Allele ist in Klammern das Verhaltnis zwischen paternalen und maternalen Allelen angege-

ben.
Bock | Kontrolle/Kryo- H19-Igf2 | Snrpn DMR | Igf2r (Air)
# konservierung ICR
Zahl analysier- 3 9 7
ter Embryonen (E2;8;9) | (E3;4;5;6;7; | (E3;5;6;7;8
8;10;11;12) ;10;12)
Z:\t‘v'oznlﬁ]r:rf'e‘; mat. | 2.3 (88%) | 2 (59%) | 1 (53%)
Kontrolle %\II cle @ pat. | 0,3 (12%) | 1,4 (41%) | 0,9 (47%)
Epi- mat. | 1/7 (14%) | 2/18 (11%) | 0/7 (0%)
mutationen pat. 0/1 (0%) 1/13 (8%) 0/6 (0%)
stochastische |mat. | 0/28 (0%) | 0/148 (0%) |5/34 (15%)
#11 Mutationen pat. 0/1 (0%) | 0/117 (0%) | 0/24 (0%)
Zahl analysier- 4 3 0
ter Embryonen (E1;2;4;5) (E1;2;4)
Zah 2urticke o | 13 (720%) | 1(59%) | 0 (0%)
Kryo- Aol 2 pat. | 0,5(28%) | 0,7 (41%) | 0 (0%)
konservierung 2 - mat. | 2/5 (40%) | 0/3(0%) | 0/0 (0%)
mutationen pat. 0/2 (0%) 0/2 (0%) 0/0 (0%)
stochastische |mat. |3/10 (30%) | 1/13 (8%) 0/0 (0%)
Mutationen pat. 0/5 (0%) 0/18 (0%) 0/0 (0%)

Die digitale Bisulfitsequenzierung der IVF Embryonen von Mannchen Nr. 11 ergab in
der Kontrollgruppe abhangig vom betrachteten Assay zwischen 3 und 9 analysierba-
re Zweizellembryonen und damit hohere Ausbeuten verglichen mit der Kryokonser-
vierungsgruppe (Tabelle 15). Sowohl bei der Kontrollgruppe, als auch bei der Gruppe
der durch IVF mit kryokonservierten Gameten erzeugten Embryonen, konnten ten-
denziell mehr maternale Allele zurickgewonnen und analysiert werden. In der Kryo-
konservierungsgruppe konnten nach der digitalen PCR von vier Embryonen Amplifi-
kationsprodukte fur H19, von drei Embryonen PCR-Produkte fir Snrpn und kein
Produkt fur den Igf2r-Assay detektiert werden.
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Zweizeller; IVF mitvitrifizierten Spermatozoen (2 C5TBLE/; £ CASTIEI #11)
Igf2r (n=0, 0 Zweizeller)

Abbildung 28: Ergebnisse der digitalen Bisulfitpyrosequenzierung bei IVF-Embryonen von
Mannchen 11. Dot-Diagramme der jeweiligen CpG Position (leerer Kreis: unmethyliert, gefiliter Kreis:
methyliert) in 2-Zellern aus einer IVF mit frischen oder kryokonservierten Spermatozoen desselben
Méannchens. Rot dargestellt: maternale Allele, blau: paternale Allele. Die Summe der DNA-
Methylierung eines Embryos ist in Prozent angegeben und kategorisiert nach parentaler Herkunft (:

maternal; & paternal).
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Tabelle 16: Zusammenfassung der Daten zu Mannchen Nr. 13. Angegeben sind die Anzahl an IVF-
Embryonen, die durchschnittliche Zahl zuriickgewonnener Allele nach der Bisulfitbehandlung und der
Anteil von Epimutationen bzw. stochastischen Mutationen jeweils nach Status der Gameten und dem
betrachteten Locus unterteilt (mat.: maternal; pat.: paternal). Bei der Zahl durchschnittlich zuriickge-

wonnener Allele ist in Klammern das Verhéltnis zwischen paternalen und maternalen Allelen angege-

ben.
Bock | Kontrolle/Kryo- H19-Igf2 | Snrpn
# konservierung ICR DMR Igf2r (Air)
Zahl analysierter 1 1 0
Embryonen (E5) (ED5)
Zahl zurick- o o o
gewonnener Allele rg;(t. i ggoﬁg é ggoﬁg 8 ggojz;
Kontrolle %) :
Epi- mat. | 2/3 (67%) 0/1 (0%) | 0/0 (0%)
mutationen pat. 0/1 (0%) 0/3 (0%) | 0/0 (0%)
stochastische Mu- |mat. | 1/9 (11%) 0/2 (0%) | 0/0 (0%)
13 tationen pat. | 0/4 (0%) 1/13 (8%) | 0/0 (0%)
Zahl analysierter 5 5 0
Embryonen (E2;3;4;5;6) | (E1;2;3;4;6)
zahzurick:  |mat.| 0.8(21%) | 2.4 (44%) | 0 (0%)
Kryo- % pat. | 3(79%) | 3(56%) | 0(0%)
konservierung g - mat. | 1/4 (25%) | 0/12 (0%) | 0/0 (0%)
mutationen pat. | 0/12 (0%) | 0/15 (0%) | 0/0 (0%)
stochastische Mu- |mat. | 1/7 (14%) | 8/24 (33%) | 0/0 (0%)
tationen pat. | 0/24 (0%) | 0/30 (0%) | 0/0 (0%)

In Tabelle 16 sind die Ergebnisse zu beiden Gruppen bezogen auf Mannchen Nr. 13
zusammengefasst. Lediglich ein Zweizellembryo war hinsichtlich der H19-ICR und
der DMR von Snrpn analysierbar. Fir H19 konnten hauptsachlich maternale Allele
zurickgewonnen werden, wahrend fur Snrpn das Verhaltnis Richtung paternaler Ko-

pien tendierte.

In der Gruppe der durch kryokonservierte Gameten von Mannchen Nr. 13 erzeugten
IVF-Embryonen konnten fur H19 und Snrpn jeweils 5 Zweizeller untersucht werden.
Die Ruckgewinnungsquote elterlicher Allele ist zugunsten der vaterlichen Kopien ver-
schoben. Analog zur Kontrollgruppe konnte auch hier kein Produkt fir den Igf2r-

Assay nach der digitalen PCR detektiert werden.
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Abbildung 29: Ergebnisse der digitalen Bisulfitpyrosequenzierung bei IVF-Embryonen von
Mannchen 13. Dot-Diagramme der jeweiligen CpG Position (leerer Kreis: unmethyliert, gefillter Kreis:
methyliert) in 2-Zellern aus einer IVF mit frischen oder kryokonservierten Spermatozoen desselben
Méannchens. Rot dargestellt: maternale Allele, blau: paternale Allele. Die Summe der DNA-
Methylierung eines Embryos ist in Prozent angegeben und kategorisiert nach parentaler Herkunft (%:
maternal; & paternal).
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Tabelle 17: Zusammenfassung der Daten zu Mannchen Nr. 14. Angegeben sind die Anzahl an IVF-
Embryonen, die durchschnittliche Zahl zuriickgewonnener Allele nach der Bisulfitbehandlung und der
Anteil von Epimutationen bzw. stochastischen Mutationen jeweils nach Status der Gameten und dem
betrachteten Locus unterteilt (mat.: maternal; pat.: paternal). Bei der Zahl durchschnittlich zuriickge-

wonnener Allele ist in Klammern das Verhdltnis zwischen paternalen und maternalen Allelen angege-

ben.
Bock | Kontrolle/Kryo- H19-Igf2 Snrpn Igf2r (Air)
# konservierung ICR DMR
Zahl analysierter 3 0 3
Embryonen (E1;2;5) (EL1;2;5)
Zahl zurick-
gewonnener Allele mat. 1i7 :(S%/O/o) 8 (82?) gg (282;0)
Kontrolle %) pat. (37%) (0%) 3 (50%)
Epi- mat. | 0/5 (0%) 0/0 (0%) | 2/7 (29%)
mutationen pat. | 0/3 (0%) 0/0 (0%) 0/7 (0%)
stochastische Mu- |mat. | 3/5 (60%) | 0/0 (0%) |4/38 (11%)
14 tationen pat. | 0/3 (0%) 0/0 (0%) | 1/38 (3%)
Zahl analysierter 2 2 2
Embryonen (E2;4) (E2;4) (E2;4)
s:\?v'oznlﬂ::rf'; Allele | mat-| 3(75%) | 25 (56%) | 1,5 (60%)
Kryo- @ pat. | 1 (25%) 2 (44%) 1 (40%)
konservierung e - mat. | 0/6 (0%) | 0/5 (0%) | 2/3 (67%)
mutationen pat. | 0/2 (0%) 0/4 (0%) 0/2 (0%)
stochastische Mu- |mat. | 1/17 (6%) | 1/17 (6%) | 0/18 (0%)
tationen pat. | 0/2 (0%) | 2/29 (7%) | 1/12 (8%)

In Abbildung 30 sind die Ergebnisse der Analyse von Zweizellembryonen nach IVF
mit frischem bzw. kryokonservierten Gameten von Mannchen Nr. 14 visuell darge-
stellt. Zusammengefasst werden diese Resultate in Tabelle 17. Fur die Kontrollgrup-
pe konnten jeweils 3 Zweizellembryonen hinsichtlich der H19-ICR und dem Antisen-
setranskript von Igf2r analysiert werden. Fir den Snprn-Assay konnte in der
Kontrollgruppe kein Embryo ausgewertet werden. Das Verhéltnis der elterlichen Her-

kunft der zurtickgewonnenen Allele ist nahezu ausgeglichen.

Jeweils 2 Zweizeller pro Assay konnten in der Gruppe der durch kryokonservierte
Gameten von Mannchen Nr. 14 erzeugten IVF-Embryonen untersucht werden. Bis
auf die ICR von H19 zeigten die Assays ein ausgewogenes Verhdltnis der zurtickge-

wonnen Allele bezogen auf die parentale Herkunft.
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Zweizeller; IVF mit frischen Spermatozoen (2 C57BL6/J; 7 CAST/Ei#14)
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Abbildung 30: Ergebnisse der digitalen Bisulfitpyrosequenzierung bei IVF-Embryonen von
Mannchen 14. Dot-Diagramme der jeweiligen CpG Position (leerer Kreis: unmethyliert, gefliter Kreis:
methyliert) in 2-Zellern aus einer IVF mit frischen oder kryokonservierten Spermatozoen desselben
Mannchens. Rot dargestellt: maternale Allele, blau: paternale Allele. Die Summe der DNA-
Methylierung eines Embryos ist in Prozent angegeben und kategorisiert nach parentaler Herkunft (9:
maternal; &' paternal)
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In Abbildung 31 sind die Haufigkeiten beider Mutationskategorien aller IVF-Zweizeller
nach Zustand (frisch préapariert bzw. kryokonserviert) der Spermatozoen und elterli-
cher Herkunft des H19-Allels grafisch zusammengefasst (Tabelle 13-17). Klassifiziert
nach stochastischen Mutationen bzw. Epimutationen ergaben sich nur fir das mater-
nale Allel Auffalligkeiten, die sich aber nicht in Gruppenunterschieden &uf3erten.
Fur das paternale Allel konnten keine aberranten DNA-Methylierungsmuster festge-
stellt werden.

mH19-Igf2 ICR, IVF
mit frischen
30% 1 Spematozoen

-1 nb _ mH19-lgf2 ICR, IVF
250/ - p=1,0 p=0,82? mit

I 1 1 1 kryokonservierten
Spematozoen

20% - 17% 17%

% 13%
15% - 11% ]

10% A p=n.b. p=n.b. H1 9

—1

0, -
5% 0% 0% 0% 0%

Anteil an Epimutationen bzw.
stochastischen Mutationen

A
"maternall "maternall \ paternalJ \ paternalJ
1 1 1 1
Epimut. stoch. Epimut. stoch.

Mut. Mut.

0%

Abbildung 31: Zusammenfassung der DNA-Methylierungsdaten aller IVF-Zweizeller flr die ICR
des H19-lgf2-Locus. Angegeben ist der jeweilige Anteil an Epimutationen (Epimut.) bzw. stochasti-
schen Mutationen (stoch. Mut.) von maternalen und paternalen Allelen, kategorisiert nach einer IVF
mit frischen bzw. kryokonservierten Spermatozoen (p-Wert nach Chi-Quadrat-Test;  Chi-Quadrat-Test

nach Pearson, ° Kontinuitatskorrektur, n.b.: nicht bestimmt).
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In Abbildung 32 sind die DNA-Methylierungsdaten der Snrpn-DMR aller IVF-
Zweizeller grafisch zusammengefasst (Tabelle 13-17). Hinsichtlich des maternalen
Allels konnte ein deutlicher Rickgang an Epimutationen bei Kryo-IVF-Embryonen
festgestellt werden. Demgegeniiber wurde jedoch ein signifikanter Anstieg an
stochastischen Mutationen des maternalen Allels bei dieser Embryonengruppe ge-
funden.

Bezuglich des paternalen Snrpn-Allels konnte fir Kryo-IVF-Embryonen ebenfalls ein
deutlicher Rickgang in der Frequenz von Epimutationen festgestellt werden. Nach
stochastischen Mutationen klassifiziert, ergab sich fur das paternale Snrpn-Allel ein
leichter Anstieg in der Kryo-IVF-Embryonengruppe.

mSnrpn DMR,, IVF
mit frischen

30% - p=0,10°  p=0,00° Spematozoen

25% - I b ! = Snrpn DMR, IVF

21% mit

kryokonservierten

20% - Spematozoen
p=0,35"  p=0,30°

14% I 1 I 1

15% -
11%

10% - S N rp n
3% 2%

5% - 0
0% 1% maad

Anteil an Epimutationen bzw.
stochastischen Mutationen

0%
maternal maternal paternal paternal

\ Y )\ Y ) \ Y )\ Y )
Epimut. stoch. Epimut. stoch.

Mut. Mut.

Abbildung 32: Zusammenfassung der DNA-Methylierungsdaten aller IVF-Zweizeller fir die
DMR des Snrpn-Locus. Angegeben ist der jeweilige Anteil an Epimutationen (Epimut.) und
stochastischen Mutationen (stoch. Mut.) von maternalen und paternalen Allelen, kategorisiert nach
einer IVF mit frischen bzw. kryokonservierten Spermatozoen (p-Wert nach Chi-Quadrat-Test; * Chi-

Quadrat-Test nach Pearson, ® Kontinuitatskorrektur).
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Analog zum maternalen Snrpn-Allel ergaben sich auch fir das maternale Igf2r-Allel
abhangig von der Mutationskategorie widerspruchliche DNA-Methylierungsdaten
(Abbildung 33). Nach Epimutationen klassifiziert konnten fur Kryo-IVF-Embryonen
deutlich mehr Aberrationen fur das mutterliche Allel festgestellt werden. Demgegen-
Uber sank die Zahl stochastischer Mutationen sehr deutlich fiir die Gruppe der Kryo-
IVF-Embryonen.

Fur das paternale Allel konnten hingegen nur stochastische Mutationen ermittelt wer-
den, die in der Kryo-IVF-Embryonengruppe haufiger vorkamen.

m|gf2r (Air), IVF mit
30% - frischen
Spematozoen

= b =
050 1 [E2LE 010 mlgf2r (AT, IVF mit
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Abbildung 33: Zusammenfassung der DNA-Methylierungsdaten aller IVF-Zweizeller fir die
DMR des Igf2r-Locus (Air). Angegeben ist der jeweilige Anteil an Epimutationen  (Epimut.) und
stochastischen Mutationen (stoch. Mut.) von maternalen und paternalen Allelen, kategorisiert nach
einer IVF mit frischen bzw. kryokonservierten Spermatozoen (p-Wert nach Chi-Quadrat-Test; * Chi-

Quadrat-Test nach Pearson, ® Kontinuitatskorrektur, n.b.: nicht bestimmt).
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4 Diskussion

4.1 Einfluss der ovariellen Stimulation auf die Expression potentieller

epigenetischer Reprogrammierungsfaktoren

Die ovarielle Stimulation ist gangige Praxis im Rahmen von assistierten Reprodukti-
onstechniken und wird verwendet, um eine hohe Zahl von Ovarialfollikel fur die an-
schlieRenden reproduktionsmedizinischen Therapien zu erhalten. Auch in der Ver-
suchs- und Nutztierhaltung wird der Prozess der Superovulation benutzt, um hdhere

Ausbeuten an Eizellen von einer geringen Anzahl an Weibchen zu erreichen.

4.1.1 Expressionsanalysen in Praimplantationsembryonen: technische

Aspekte

Bei der absoluten Quantifizierung von mRNA wird die Transkriptmenge anhand eines
Vergleichs mit einer vorher erstellten Standardreihe ermittelt. Kloniertes RT-PCR-
Produkt (recDNA) als Grundlage einer Standardreihe wurde 1998 erstmals von
GERARD et al. vorgeschlagen und bietet mehrere Vorteile. Selbst nach langer Lage-
rungsdauer ist es mit diesem Verfahren mdglich, Standardkurven unter hoher Repro-
duzierbarkeit zu erstellen. Zudem ist recDNA relativ unempfindlich gegeniber der
Proofreading-Aktivitdt der DNA-Polymerase. Im Gegensatz zum reinen RT-PCR-
Produkt oder synthetisierten Oligonukleotiden als Standard simuliert recDNA relativ
gut die native Lange von mRNA (= 2 kb) in der Reversen Transkription (PFAFFL
2004). Die Messungen verlaufen Uber einen groRen dynamischen Bereich linear
(10° — 10° Kopien) und erlauben anhand zusétzlich erhobener Parameter eine Be-

rechnung der Amplifikationseffizienz (HIGUCHI et al. 1993; RASMUSSEN 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurden abhangig vom Assay Amplifikationseffizienzen
zwischen 90 und 110% gemessen. Werte in diesem Bereich sind generell als akzep-
tabel einzustufen, solange der Korrelationskoeffizient = 0,99 ist und damit die Lineari-

tat der Messpunkte in einem validen Bereich liegt. Ist der Wert der Steigung (slope)
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einer Standardreihe groRer als -3,322; wird das PCR-Produkt pro Zyklus mehr als
verdoppelt. Liegt die kalkulierte PCR-Effizienz tiber 100%, kann dies mehrere Grin-
de haben. Beispielsweise kann der Eintritt sowohl der Reversen Transkription als
auch der PCR in einen gesattigten Bereich dazu fihren, dass Ct-Wert-Unterschiede
zwischen Proben mit hohen Verdinnungsfaktor in einer Standardreihe weniger deut-
lich ausfallen. Dies wiederum fiihrt zu einer Anderung der Steigung in diesem Be-
reich und letztendlich zu einer Uberschatzten PCR-Effizienz, die artifiziell bedingt ist
(PFAFFL 2004). AuRerdem wurden verschiedene Eigenschaften der Reversen Tran-
skriptase beschrieben, die zu einer Beeintrachtigung der Reaktionskinetik einer RT-
gPCR beitragen konnen. Am gravierendsten wirken sich RNA- und DNA-abhangige
DNA-Polymerase-Eigenschaften der Reversen Transkriptase aus (MizUTANI et al.
1970; SPIEGELMAN et al. 1970a; SPIEGELMAN et al. 1970b; GAO et al. 1997; FISHER et
al. 2003). Diese unerwinschten Aktivitaten kdnnen selbst noch nach der Hitzeinakti-
vierung in der RT-Reaktion bzw. dem HotStart-Aktivierungsschritt in der PCR nach-
gewiesen werden. Dazu kommen Strangtransfer bzw. -verdrdngungsvermodgen
(FUENTES et al. 1996; KuLPA et al. 1997; Nycz et al. 1998) und eine TdT-Transferase-
Aktivitat (CHEN und PATTON 2001; POTTER et al. 2003), die zu einer verstarkten Bil-
dung von Primer-Dimeren fiihren kann (CHumMAKOV 1994). Zudem wurde speziell bei
limitierenden mRNA-Mengen (< 10°-10° Kopien) beobachtet, dass die Interaktion der
Reversen Transkriptase mit dem RNA/DNA-Template eine der Hauptbarrieren fur
eine hohe Amplifikationseffizienz in den ersten Zyklen der PCR darstellt. Eine Hitz-
einaktivierung bedeutet auch hier, dass nicht zwingend 100% der eingesetzten Re-
versen Transkriptasen denaturiert werden und damit die Bindestelle fir die Tag-

Polymerase freigeben (CHANDLER et al. 1998).

Obwonhl die Technik der RT-gPCR bis heute als Goldstandard fur die Genexpressi-
onsmessung gilt, sind ihr neu entwickelte Technologien wie Microarrays oder Next
Generation Sequencing (NGS) in vielen Aspekten Uberlegen. Die Microarraytechno-
logie wurde vor etwa 25 Jahren entwickelt (BAINS und SMITH 1988; DRAMANAC et al.
1989; FODOR et al. 1991) und technisch relativ schnell an Analysen zur Genexpressi-

on angepasst (SCHENA et al. 1995; DeRIsI et al. 1996). Gegenuber der klassischen
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RT-gPCR bieten Microarrays die Moglichkeit zur Hochdurchsatzanalyse. Aktuell er-
héltliche Microarray-Chips bieten die Mdglichkeit, den Gberwiegenden Teil des huma-
nen Transkriptoms zu quantifizieren. Dabei werden sowohl kodierende, als auch nicht
kodierende Bereiche (inkl. IncRNAs) und bekannte mRNA-Isoformen abgedeckt (Af-
fymetrix; GeneChip® Human Transcriptome Array 2.0).

Die Entwicklung von Verfahren zur Hochdurchsatzsequenzierung 2005 (MARGULIES
et al. 2005) ermdglicht eine Kombination der Vorziige von Microarrays und RT-qPCR.
Mit RNAseq, dem géngigsten Protokoll fir NGS-basierte Expressionsprofile, wird
hinsichtlich der Sensitivitat ein mit der RT-gPCR vergleichbarer dynamischer Bereich
erfasst, ein klarer Vorteil gegentiber Microarrays (Fu et al. 2009; WANG et al. 2009;
BRADFORD et al. 2010). Daruber hinaus ergibt sich die Mdglichkeit mit RNAseq ein
wirklich unverfalschtes Bild des Transkriptoms einer Probe zu erlangen, da theore-
tisch auch bis dato unbekannte Transkripte und deren Isoformen registriert werden
konnen (WANG et al. 2009). Die Mdglichkeit, mittels RNAseq allelspezifische Expres-
sionsanalysen durchfiihren zu kénnen, ist aus epigenetischer Sicht besonders attrak-
tiv (DEVEALE et al. 2012). Letztendlich kébnnen nun auch genomweite Expressions-
studien durchgefiihrt werden, die nicht auf Modellorganismen beruhen (CHEUNG et al.
2006; HORNETT und WHEAT 2012).

Sowohl fir Microarrays als auch RNAseq wurden Arbeitsablaufe entwickelt, um Ex-
pressionsprofile von Einzelzellen untersuchen zu kénnen (CHIANG und MELTON 2003;
TANG et al. 2009). Bislang beruhen die meisten Protokolle aber auf PCR-basierter
Amplifikation der cDNA (CHIANG und MELTON 2003; TANG et al. 2009) oder in vitro-
Transkription der RNA (Luo et al. 1999) und unterliegen somit systematischen Feh-
lern ausgehend von der Vervielfaltigung des Transkriptoms im Vorfeld der Sequenzie-
rung (HEBENSTREIT 2012).

Bisher sind beide Technologien relativ kostspielig, wenn man die Ausgaben flr tech-
nische und biologische Replikate einer Analyse einbezieht. Derzeit stellen
Microarrays die preisgunstigere Variante der Hochdurchsatzmethoden dar. Ange-
sichts rapide fallender Sequenzierkosten (Preis fur 1 humanes Genom 2001: 95 Mio.
$, 2012: ca. 8000 $; Quelle: NHGRI) und der Entwicklung neuer amplifikationsfreier

88



Diskussion

Sequenzierplattformen (HOWORKA et al. 2001; EiD et al. 2009), haben NGS-basierte
Expressionsanalysen betrachtliches Zukunftspotential.

4.1.2 Ovarielle Stimulation der Muttertiere fuhrt zu differentieller
Genexpression von Apex1, Polb und Mbd3 in Morulae

In diesem Teilaspekt der Arbeit wurde die Annahme getestet, ob die ovarielle Indukti-
on von Mausweibchen zu Expressionsanderungen potentieller Reprogrammierungs-
faktoren der DNA-Methylierung in Praimplantationsembryonen fuhrt. Ein derartiger
Effekt, verbunden mit der Herunterregulation der mRNA, konnte zum einen fir Apex1
und Polb, zwei Komponenten der Basenexzisionsreparatur (BER), durch absolute
Quantifizierung der betreffenden mRNAs mittels RT-gPCR ermittelt werden. Analog
dazu konnte auch fir Mbd3, das fur ein Mitglied der 5-Methyl-CpG-

Bindedoméaneproteine kodiert, eine Herunterregulation der mRNA ermittelt werden.

Die kontinuierliche Expression aller 3 differenziell regulierter Gene ist fur die Praim-
plantationsentwicklung von hoher Relevanz. Entsprechende Maus-Knockoutmodelle
enden im homozygoten Zustand embryonal letal (Gu et al. 1994; XANTHOUDAKIS et al.
1996; HENDRICH et al. 2001).

Apex1 (apurinic/apyrimidinic endonuclease 1) kodiert fur ein multifunktionales En-
zym, das eine zentrale Rolle im Schutzmechanismus der Zelle gegen oxidativen
Stress spielt (SEkI et al. 1991a; SEkI et al. 1991b). Apurin- und Apyrimidin(AP)-Stellen
in der DNA kdnnen durch spontane Depurinierung oder durch chemische Prozesse
wie Oxidation und Alkylierung entstehen. Die dadurch veranderten Basen der DNA
werden von DNA-Glykosylasen erkannt, die im nachsten Schritt die N-
Glykosylbindung zwischen Purin bzw. Pyrimidin und dem Zucker-Phosphat-Rickgrat
der DNA spalten und die beschadigte Base somit entfernen (LJUNGQUIST et al. 1974;
LJUNGQUIST und LINDAHL 1974). Es wird geschatzt, dass unter normalen physiologi-
schen Bedingungen jeden Tag pro Zelle etwa 50.000 — 200.000 AP-Stellen entste-
hen (NAKAMURA et al. 1998; NAKAMURA und SWENBERG 1999). AP-Stellen gefahrden
die Genomintegritdt (RAFFOUL et al. 2004) durch das Blockieren der Replikation
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(ScHAAPER et al. 1983), Beeintrachtigungen wahrend der Transkription durch die
RNA-Polymerase Il (Yu et al. 2003) oder das Begunstigen von Topoisomerase |l-
vermittelten DNA-Doppelstrangbrichen (WILSTERMANN und OSHEROFF 2001). Als Be-
standteil der Basenexzisionsreparatur (BER) hat APEX1 die Funktion, einen Einzel-
strangbruch an Glykosylase-prozessierten AP-Stellen einzufiigen (FRIEDBERG et al.
1994) und ist fur mehr als 95% aller modulierten AP-Stellen verantwortlich (DEMPLE
und HARRISON 1994).

Sowohl MBD3 (HENDRICH und BIRD 1998) als auch MBD2 sind Kernkomponenten
des Mi2/NuRD-Komplexes und auf Aminosaureebene zu tber 70% identisch. Wah-
rend der Knockout von Mbd3 im Mausmodell embryonal letal endet, sind Mbd2-
Knockouttiere lebensfahig und zeigen nur marginale Auffalligkeiten, wie z.B. geringe-
re Wurfgrol3e und niedrigeres Gewicht der Nachkommen ausgel6st durch ein veran-
dertes Futterungsverhalten der Mutter (HENDRICH et al. 2001).

Der Mi2/NuRD-Komplex kann, bezogen auf dessen Proteinuntereinheiten, sehr hete-
rogen sein und je nach Zusammensetzung unterschiedliche Aufgaben erfillen
(DENsLow und WADE 2007). Charakteristische Proteinfunktionen von Mi2/NuRD
Komplexen umfassen u.a. Chromatinremodellierung und den Umbau tbergeordneter
Chromatinstrukturen, sowie Deacetylase- und Demethylaseaktivitat (H4K3me2/1) auf
Histonebene (RAMIREZ und HAGMAN 2009; ZHANG und LI 2011). Zudem weisen aktu-
elle Veroéffentlichungen Mi2/NuRD-Komplexen essentielle Rollen bei der DNA-
Reparatur zu (LARSEN et al. 2010; MILLER et al. 2010; PoLo et al. 2010; SMEENK et al.
2010).

Die 5-Methyl-CpG-Bindedoméane (MBD) von MBD3 weist gegentuber der von MBD2
zwei atypische Aminosauren auf, die letztendlich die direkte Bindung von MBD3 an
MCpG-Positionen verhindern (HENDRICH und BIRD 1998; SAITO und ISHIKAWA 2002).
Konsequenterweise konnten YIiLDIRIM et al. (2011) nachweisen, dass der
MBD3/NuRD-Komplex an 5hmCpG-Positionen bindet. Zudem findet sich MBD3 héu-
fig kolokalisiert mit TET1 an CpG-reichen Genpromotoren und demzufolge in Regio-
nen, die hochangereichert fiur 5hmC sind. Im Modell der Autoren wird durch die
TET1-vermittelte Oxidation von 5mC der MBD3/NuRD-Komplex rekrutiert und ist
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mafgeblich an den beobachteten Effekten, die sich durch Hydroxymethylierung auf
die Genexpression ergeben (Ficz et al. 2011; PASTOR et al. 2011; WILLIAMS et al.
2011), beteiligt.

Analog zu den Knockout-Mausmodellen von Apex1l und Mbd3 sind auch Mause defi-
zient fur Polb nicht lebensfahig (YAMAGUCHI et al. 1987; Gu et al. 1994; SuGo et al.
2000). DNA Polymerase B ist ein Bestandteil des BER-Mechanismus und entfernt in
einem 1. katalytischen Schritt das 5-Phosphat-Ende des durch APEX1 generierten
Einzelstrangbruchs (MATsumoTtO und KiM 1995). Durch die Nukleotidyl-
Transferaseaktivitdt der POLB wird anschlie3end entweder 1 Nukleotid (short-patch-
BER) oder im Zusammenspiel mit den DNA-Polymerasen &/¢ 2-6 Nukleotide (long-
patch-BER; FROSINA et al. 1996; DiaNOV et al. 1999) komplementar zum unbeschéa-
digten DNA-Strang eingefligt (PELLETIER et al. 1994). Zudem konnten POLB kritische
Rollen wahrend der Meiose (KIDANE et al. 2010) und der Aufrechterhaltung der Ge-

nomintegritat in mannlichen Keimzellen (KIDANE et al. 2011) zugeordnet werden.

Mithilfe absoluter Quantifizierung dieser drei Zieltranskripte im murinen Morulastadi-
um konnte gezeigt werden, dass Embryonen von ovariell stimulierten Muttertieren
signifikant weniger mRNA dieser drei Gene exprimieren, als Praimplantationsembry-
onen aus naturlich ovulierten Weibchen.

Um die biologische Relevanz der differenziellen Genregulation weiter abzuklaren,
wurden Whole mount-Immunfluoreszenzfarbungen durchgefihrt. Primares Ziel dieser
Arbeiten war der Nachweis der Proteinexpression von APEX1 in spaten Morulae bzw.
frihen Blastozysten und deren Korrelation mit der beobachteten mRNA-Expression.
Die voneinander abweichenden Zeitpunkte der Quantifizierung von mRNA (Moru-
lastadium) und Protein (spates Morulastadium) wurden gewahlt, um der Dynamik und
Dauer der Translationsprozesse gerecht zu werden. Setzt man voraus, dass post-
transkriptionelle Vorgéange keinen gravierenden Einfluss auf die Menge der Transkrip-
te austben und dementsprechend das Level an zytoplasmatischer mRNA Uberwie-
gend von der mRNA-Synthese bestimmt wird (TIPPMANN et al. 2012), so sollten

differenzielle Gen- und Proteinexpression korrelieren (Fu et al. 2009). Obwohl der
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Fokus der APEX1-Quantifizierung auf dessen Charakterisierung in spaten Morulae
lag, wurden auch Whole mount-Immunfluoreszenzfarbungen in 8- bzw. 16-Zellern
durchgefuhrt. In allen drei Entwicklungsstadien konnte eine verringerte APEX1-
Expression in Praimplantationsembryonen von ovariell stimulierten Muttertieren beo-
bachtet werden. Die Reduktion der APEX1-Expression in diesen Embryonen war
marginal in 16-Zellern (-8%), jedoch sehr deutlich in 8-Zellern (-45%) und in spaten
Morulae (-31%) verglichen mit den Werten der Kontrollgruppe. Der maternale Beitrag
Uber die in der Oozyte gespeicherten mRNAs und Proteine sollte keinen maskieren-
den Effekt auf die Analysen haben, da beide bis zum 2-Zellstadium zu tber 90% ab-
gebaut sind (PIKO und CLEGG 1982; PAYNTON et al. 1988; HAMATANI et al. 2004).
HAMATANI et al. (2004) konnten in einer Mikroarray-basierten Transkriptomstudie die
zeitlichen Expressionsmuster von fast 22.000 Genen (SHAROV et al. 2003) von der
Oozyte bis zur Blastozyste quantifizieren. Dabei konnte Apex1 einem Gencluster zu-
geordnet werden, der wahrend des 2- und 4-Zellstadiums signifikant héher exprimiert
wird. Danach nimmt die Expression der Gene dieses Clusters bis zum 8-Zellstadium
ab, um dann im Morulastadium wieder leicht anzusteigen. Legt man wieder die zeitli-
che Verzogerung fur die Translation der mMRNAs zugrunde, so korreliert die Intensitat
der Whole mount-Immunfluoreszenzfarbungen fir APEX1 innerhalb der Kontroll-
gruppe mit den von HAMATANI et al. (2004) berichteten mRNA-Expressionsmustern.
Verglichen mit den niedrigen Fluoreszenzintensitaten des Morulastadiums (Tabelle
11; Intensitatsdurchschnitt: 36) liegen die des 8-Zellstadiums (Intensitat: 56) und der
spaten Morula (Intensitat: 64) deutlich hoher. In den Praimplantationsembryonen aus
ovariell stimulierten Weibchen liegt die Intensitdt von 8-Zellern (@: 31) sogar noch
unter der von Morulae (@: 33) und steigt dann analog zur Kontrollgruppe in spéten
Morulae an (@: 44).

4.1.3 Ovarielle Induktion und Apoptose in Praimplantationsembryonen

Ein weiterer Befund neben der differenziellen Genexpression von Apexl, Mbd3 und
Polb in Praimplantationsembryonen ist die Beobachtung, dass in der Superovulati-

onsgruppe relativ haufig keines der Zieltranskripte detektiert werden konnte. Im Ver-
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gleich zur Kontrollgruppe ist die Quote an Embryonen, die keines der Transkripte ex-
primierten, fur Apexl etwa 2-fach; fur Polb 2,5-fach und im Fall von Mbd3 sogar 8-
fach hoher (Tabelle 9). Demgegentber sind bei dem Genset, das durch die ovarielle
Induktion nicht beeinflusst wird, keine signifikanten Gruppenunterschiede hinsichtlich
dieser Beobachtung erkennbar (Tabelle 10).

Zusatzlich unterstitzt wurde dieser Befund durch die Immunfluoreszenzfarbungsda-
ten der Embryonen beider Gruppen. Deutliche Unterschiede im Verhaltnis positiv ge-
farbter Blastomeren zur Gesamtanzahl an analysierten Blastomeren fallen im 8-
Zellstadium auf (Tabelle 11). Insgesamt konnten in der Gruppe von Embryonen aus
ovariell stimulierten Muttertieren 24% weniger Blastomeren detektiert werden, die
positiv fir APEX1 gefarbt waren und damit dieses Protein in signifikanter Menge ent-
hielten. Im Morulastadium ist dieser Unterschied auf Proteinebene weitestgehend
wieder nivelliert und Embryonen aus naturlich ovulierten Muttertieren weisen nur
noch etwa 5% mehr an APEX1-positiven Blastomeren auf. Im spaten Morulastadium
wurden keine Auszéhlungen positiv fur APEX1 gefarbter Zellen vorgenommen, da die
Zuordnung distinkter Blastomere nicht mehr mit der nétigen Sicherheit gewahrleistet
werden konnte. Dennoch konnte festgestellt werden, dass die Fluoreszenzintensi-
tatsunterschiede in diesem Stadium mit denen in 8-Zellern vergleichbar war. Blasto-
zysten aus ovariell stimulierten Muttertieren exprimierten deutlich weniger APEX1
verglichen mit Embryonen aus der Kontrollgruppe.

Man kann annehmen, dass ein sehr niedriges Transkript- bzw. Proteinlevel innerhalb
einer ansonsten morphologisch unauffalligen Blastomere frilhe Anzeichen von
apoptotischen Vorgéangen innerhalb der Zelle darstellen. Bereits wahrend der friihen
embryonalen Entwicklung verschiedener Spezies sind Anhaltspunkte von apoptoti-
schen Vorgangen in den Blastomeren zu beobachten. In einigen Mausstammen kann
die Fragmentierung von Blastomeren schon im 1- bis 2-Zellstadium detektiert werden
(JURisicovA et al. 1998; BRrISON 2000) und markiert damit eine erste Apoptosewelle
im Praimplantationsembryo, gefolgt von einer zweiten Welle im Blastozystenstadium
(EL-SHERSHABY und HINCHLIFFE 1974). Das primare Auftreten von Apoptose im 1- bis

2-Zellstadium dient wahrscheinlich der Elimination von nicht-entwicklungsfahigen
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Blastomeren um den Zeitpunkt der embryonalen Genomaktivierung (JURISICOVA et al.
1998; BRIsoN 2000). Im Blastozystenstadium sind einzelne apoptotische Blastome-
ren verhaltnismallig haufig und betreffen relativ gesehen eher die ICM als das
Trophektoderm (Copp 1978; HANDYSIDE und HUNTER 1986).

Die hthere Apoptoserate in Embryonen aus ovariell stimulierten Muttertieren kénnte
direkt mit der beobachteten differentiellen Genexpression von Apexl und Polb als
Komponenten des BER-Mechanismus zusammenhé&ngen. ZHou et al. (2001) konn-
ten den in vitro-Beweis erbringen, dass p53 direkt mit POLB wéhrend der Basenexzi-
sionsreparatur interagiert und beobachteten zudem eine Stimulation des gesamten
BER-Mechanismus durch p53. Die POLB-vermittelte Entfernung des 5'-
Desoxyribosephosphats, das nach dem durch APEX1 produzierten Einzelstrang-
bruch entsteht, ist der limitierende Schritt wahrend der gesamten BER-Prozesse
(SRIVASTAVA et al. 1998). Wenig spater konnten SEO et al. (2002) in vivo zeigen, dass
p53 die Stabilitat des Komplexes aus POLB und DNA erhdht und so wahrscheinlich
die Prozessivitat der Basenexzisionsreparatur steigert. Im Gegensatz zu ZHoU et al.
(2001) konnten SEO et al. (2002) jedoch keine Interaktion von p53 mit APEX1 nach-
weisen. Die Folgen eines Knockout von Polb wurden auch von SucGo et al. (2000)
untersucht und deckten sich prinzipiell mit denen von Gu et al. (1994). Daruber hin-
aus wurde beobachtet, dass die betroffenen Mausembryonen einen schweren Defekt
in der Neurogenese aufwiesen und postmitotische Neuronen apoptotische Merkmale
zeigten.

Abgesehen von der 5-Endonukleaseaktivitit von APEX1 im Rahmen des BER-
Mechanismus konnten dem Protein eine Reihe weiterer Funktionen zugeschrieben
werden. Neben einer 3‘-Phospatase-, 3‘-Phosphodiesterase- und einer 3‘-5'-
Exonukleaseaktivitat (WILSON et al. 2003) wurde APEX1 urspringlich auch als REF-1
(redox factor-1) bezeichnet und damit sein Potential als Redoxaktivator von Tran-
skriptionsfaktoren bei Saugetieren charakterisiert (XANTHOUDAKIS und CURRAN 1992;
XANTHOUDAKIS et al. 1992; RAFFOUL et al. 2004; GEORGIADIS et al. 2008). Interessan-
terweise reguliert APEX1 die Expression von p53 auf zwei unterschiedlichen Wegen.

Uber dessen Redoxfunktion stimuliert APEX1 die Transaktivierungswirkung von p53
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als Transkriptionsfaktor. Durch eine Konformationsédnderung nach chemischer Re-
duktion kann p53 eine sehr effiziente DNA-Bindung eingehen (JAYARAMAN et al. 1997;
GAIDDON et al. 1999). Zudem konnten HANSON et al. (2005) zeigen, dass APEX1
durch die Férderung einer Tetramerisierung von p53-Dimeren oder héheren oligome-
rischen Formen (de-stacking) ebenfalls zu einer effizienteren DNA-Bindung beitragt.
Insgesamt fuhren die beschriebenen Wechselwirkungen zwischen p53 und APEX1
zu einem Gesamtbild, in dem APEXL1 eine zentrale Rolle in der Signaltransduktion als
Resonanz auf zellularen Stress einnimmt. p53 gilt als einer der Hauptregulatoren in
einem Netzwerk von Signalwegen, die schlie3lich tber den weiteren Weg der Zelle
(Zellzyklusarrest, Apoptose, Seneszenz, Autophagozytose etc.) in Abhangigkeit der
in- oder extrinsischen Stresseinflisse entscheiden (BECKERMAN und PRIVES 2010).
Diese Rolle von APEX1 wird noch unterstrichen durch die Feststellung, dass ein
RNAi-Knockdown von APEX1 zu einer verminderten Proliferationsrate und zu ver-
mehrten Anzeichen von Apoptosevorgangen in Zellkultur fihrt (FUNG und DEMPLE
2005). Die Akkumulation von AP-Stellen in den RNAIi-KD-Zellen fuhrt letztendlich zu
den schon erlauterten Grinden von Genominstabilitat. Durch Transkomplementie-
rung der APEX1-Defizienz durch Apnl, einem strukturell unverwandten Hefeprotein
mit ahnlicher Reparaturfunktion in Bezug auf AP-Stellen, konnten die Effekte zum
Grol3teil rickgangig gemacht werden. Apnl fehlen die Redoxmodulationsfunktionen
von APEX1, so dass mit hoher Sicherheit die BER-Funktion des Enzyms fiur die beo-
bachteten Effekte verantwortlich ist (FUNG und DEMPLE 2005).

4.1.4 Der Einfluss der ovariellen Induktion auf die Etablierung und

Aufrechterhaltung der genomischen Pragung

Im Mittelpunkt bisheriger Studien zur differenziellen Genexpression nach ovarieller
Induktion standen vor allem gepragte Gene. In der Studie von FAUQUE et al. (2007)
konnte eine reprimierende Wirkung der hormonellen Stimulation auf die H19-
Expression in murinen Blastozysten nachgewiesen werden. Demgegeniber stellten
FORTIER et al. (2008) eine Stérung der monoallischen Expression von H19 und Snrpn

nach ovarieller Stimulation fest. Beide Gene wurden in 9,5 dpc Embryonen und in
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Plazenten biallelisch exprimiert. Aktuelle Studien zeigen, dass die Expression von
H19 einer gewissen embryonalen Entwicklungsrhythmik unterliegt und dessen bialle-
lische Expression etwa zum Zeitpunkt des Blastozystenstadiums einsetzt (MARKET
VELKER et al. 2012; NEGRON-PEREZ et al. 2013). In der Studie von NEGRON-PEREZ et
al. (2013) wurde gezeigt, dass H19 in bestimmten Teilen des Praimplantationsemb-
ryos zusatzlich paternal exprimiert wird. Diese Bereiche des Trophektoderms diffe-
renzieren sich zu den multinuklearen Trophoblast-Riesenzellen (PTGCs; primary tro-
phoblast giant cells), deren Funktion u.a. die Invasion des Endometriums umfasst
und damit wichtig fir die Implantation des Embryos ist. Die biallelische Expression
war dabei unabhangig vom Ovulationsstatus der Muttertiere und in vitro-Effekten der
Embryonenkultur. Die H19-Expression beider parentaler Allele konnte nicht mit einem
,L0ss of Imprinting“ (LOI) assoziiert werden, da die Methylierungsmuster der gerin-
gen Zahl von PTGC-Vorlauferzellen (~50 Zellen) durch den Rest der embryonalen
Zellen (~70 Zellen) maskiert wird. MARKET VELKER et al. (2012) beobachteten ein LOI
in der ICR von H19, sowie der Snrpn-DMR muriner Blastozysten, die sich in vitro
vergleichsweise schnell entwickelt hatten. Konsequenterweise waren diese Embryo-

nen auch von einer aberranten H19-Expression gekennzeichnet.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine Technik angewandt, die es ermég-
licht, die mdglichen epigenetischen Effekte der Superovulation auf einzelne 16-Zell-
Embryonen zu analysieren. Dabei wurden die ICR von H19 sowie die DMR von
Snrpn hinsichtlich differenzieller DNA-Methylierung untersucht. Um einzelne 16-Zell-
Embryonen beztiglich dieser zwei regulatorischen Elemente untersuchen zu kénnen,
wurde die Technik der digitalen Bisulfitpyrosequenzierung entwickelt (EL HAJJ et al.
2011). Im Gegensatz zu friheren Studien muss bei dieser Technik nicht auf Pools
von Eizellen (HIURA et al. 2006; TomMizAWA et al. 2011) oder héhere embryonale Ent-
wicklungsstadien mit entsprechend groRBeren Zellzahlen (FAuUQUE et al. 2007,
MARKET-VELKER et al. 2010) zurtickgegriffen werden. Der verbesserte Schutz der
DNA wahrend der Bisulfitbehandlung durch das Einbetten in low melting point (LMP)-
Agarose ist eine weitere Technik, um mit dem limitierenden Zellmaterial sensibel um-

zugehen (OLEK et al. 1996; GEUNS et al. 2003; MARKET-VELKER et al. 2010; DENOMME
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et al. 2011).

In dem vorgestellten Arbeitsablauf zur digitalen Bisulfitpyrosequenzierung wurde be-
sonderer Wert auf die Eignung der PCR-Primer zum Multiplexing verschiedener Ziel-
regionen gelegt. Das Assaydesign beinhaltete die regulatorisch wichtigen Regionen
der drei Zielgene in einem nested-PCR-Ansatz. Die Multiplex-PCR mit den &ulR3eren
PCR-Primern ist so ausgelegt, dass im Fall von Problemen wéhrend nachgeschalte-
ter Prozessschritte eine Wiederholung der genspezifischen Singleplex-PCRs maglich
ist. Fur den Fall komplexerer Pyrosequenzierassays mit mehreren Sequenzierpri-
mern sind ebenfalls Wiederholungen einzelner positiver Singleplex-PCRs moglich.
Theoretisch ist die Anzahl an Amplikons in der Multiplex-PCR in erster Linie vom
Endvolumen der PCR abhéangig. Dieses Spektrum wird jedoch stark durch die Tatsa-
che eingeschrankt, dass bisulfitbehandelte DNA an Komplexitat verliert und damit die
Spezifitat der Primer entsprechend niedriger ist oder das iterative Primerdesign-
Verfahren fir die Multiplex-PCR erschwert wird.

Ein weiterer Vorteil der digitalen Form einer Bisulfitpyrosequenzierung ist die Amplifi-
kation ausgehend von einem (bisulfitbehandelten) DNA-Molekil. Das analoge, expo-
nentielle Signal einer konventionellen (Q)PCR wird bei der digitalen PCR durch ein
binares, lineares Signal ersetzt (SYKES et al. 1992; VOGELSTEIN und KINZLER 1999;
SANDERS et al. 2011). Insbesondere fir epigenetische Analysen zur DNA-
Methylierung in Keimzellen oder frihen Embryonen ist die digitale PCR geeignet. Die
Beurteilung einzelner Epiallele wird gewahrleistet und Misinterpretationen durch Me-
thylierungsmuster somatischer Zellen werden vermieden, solange ein adaquates
Kontrollgen mitgefuhrt wird (EL HAJJ et al. 2011). Die Uberlegenheit der digitalen PCR
gegenuber der konventionellen (analogen) PCR hinsichtlich kritischer Parameter
speziell bei Einzelzellanalysen wurde in vielen Studien demonstriert. Problematische
Punkte und Eigenschaften einer PCR wie praferentielle Amplifikation, Toleranz ge-
genuber PCR-Inhibitoren oder Signal-to-noise-Verhéltnis werden bei der digitalen
PCR als insgesamt glnstiger beurteilt (KRAYTSBERG und KHRAPKO 2005; HOSHINO
und INAGAKI 2012; WHALE et al. 2012). Die Verbreitung der digitalen PCR in For-
schung und Diagnostik wurde bisher aufgrund héherer Kosten gegenuiber vergleich-

baren konventionellen PCR-Systemen und erh6htem Materialaufwand eingeschrankt.
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Angesichts neuer Entwicklungen in der Nanofabrikation und mikrofluidischen Syste-
men stehen mittlerweile Techniken zur Verfigung, die eine Separation einzelner digi-
taler PCR-Reaktionen im Nano- bzw. Picoliter-Reaktionsvolumina erméglichen und
damit 6konomischer in Bezug auf Verbrauchsmaterialen sind. Zudem kénnen die zu
untersuchenden Proben Uber mehrere zehn- bis hunderttausend Positionen verteilt
werden, um eine héhere Auflésung und Sensitivitit zu erreichen (Fluidigm®, Rain-
Dance™, LifeTechnologies™).

Die Ruckgewinnungsquote aus 16-Zellern betrug zwischen 7 und 8 Epiallelen und
betragt damit 22-25% der theoretischen Ausbeute im nichtreplizierten Zustand des
Embryogenoms (Tabelle 12). Insgesamt bestétigte sich die Feststellung, dass Assays
mit langeren Amplikons einem grof3eren Risiko fiir die Fragmentierung wahrend der
Bisulfitbehandlung unterliegen und sich so eine geringere Rickgewinnungsrate er-
zielen lasst (Tabelle 12). Durchschnittlich konnten in beiden Ovulationsgruppen 8,7
Allele des H19-Assays (167bp) zuriickgewonnen werden. Demgegeniber schwankte
die durchschnittliche Zahl analysierbarer Allele fir den Snrpn-Assay (264bp) zwi-
schen 5,8 (Kontrollgruppe) und 7,2 (ovariell induziert). Die Verteilung der elterlichen
Epiallele in den analysierten 16-Zellern schwankte bei beiden untersuchten Gruppen

leicht um das erwartete 1:1 Verhéltnis (Tabelle 12).

Die DNA-Methylierung der Epiallele wurde aus zwei unterschiedlichen Sichtweisen
interpretiert. Zum einen erfolgte die Einteilung in Epimutationen, die ein Uberwiegend
aberrant methyliertes Allel (>75%) voraussetzen (EL HAJJ et al. 2011). Zum anderen
wurde nach Kriterien einer stochastischen aberranten DNA-Methylierung klassifiziert,
die nur einzelne CpGs betrifft und hochstwahrscheinlich keine funktionellen Konse-
guenzen hat (GOYAL et al. 2006; SONTAG et al. 2006; WEBER et al. 2007).

Nach paternalen Epimutationen aufgeschlisselt, ergeben sich fir die H19-ICR (pa-
ternal gepragt) in der Kontrollgruppe 3% (1 von 37) und in der Superovulationsgrup-
pe 11% (4 von 35) aberrant hypomethylierte Allele. Demgegenuber konnten bei der
Snrpn-DMR (maternal gepragt) in der Kontrollgruppe 3% (1 von 37) und in der Su-
perovulationsgruppe keine aberrant hypermethylierten véaterlichen Allele festgestellt

werden. Hinsichtlich aberrant hypermethylierter maternaler Allele der H19-ICR erga-
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ben sich fir die Kontrollgruppe 0% (0 von 41) gegentber 2% (1 von 52) in der Su-
perovulationsgruppe. Fur die Snrpn-DMR konnten in der Kontrollgruppe keine aber-
rant hypomethylierten mutterlichen Allele gefunden werden. In der Gruppe von Emb-
ryonen aus ovariell stimulierten Muttertieren hingegen machen diese aberrant
methylierten Allele 7% (2 von 30) der Gesamtzahl aus (Tabelle 12). Trotz dieser ho-
hen Differenz wird keine statistische Signifikanz erreicht (p=0,54), da die vergliche-
nen Fallzahlen zu gering sind. Da die Stichprobe maternaler Snrpn-Allele (n=56) we-
niger als 60 Falle beinhaltet, muss der p-Wert des Chi-Quadrat-Tests nach
Kontinuitatskorrektur verwendet werden (BACKHAUS et al. 2008). Mit zusatzlichen Da-
ten liel3e sich die Fallzahl relativ leicht erhéhen und bei Fortbestand des beobachte-
ten Verhaltnisses statistische Signifikanz erreichen. Wirde man schon bei den 56
Fallen der Stichprobe den Chi-Quadrat-Test nach Pearson (> 60 Félle) anwenden,
wirde sich ein p-Wert von 0,18 ergeben. Diese Vorgehensweise flhrt letztendlich
dazu, dass unter den Voraussetzungen stochastischer Mutationen vergleichsweise
schnell statistische Signifikanz erreicht wird. Die Stichprobengrof3e machen hier
samtliche CpGs aller Allele aus, die damit entsprechend viele Félle enthalt (EL HAJJ
et al. 2011).

Werden die Daten rein nach stochastischen Einzel-CpG-Fehlern ausgewertet, gehen
also nur CpG-Positionen von Allelen mit weniger als 75% aberranter Methylierung in
die Analyse ein, so ergeben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Allerdings ist die Tendenz erkennbar, dass in erster Linie das normaler-
weise hypermethylierte Allel von der Stérung betroffen ist.

Die in dieser Arbeit erfassten Daten zur DNA-Methylierung in gepragten Genen nach
Superovulation figen sich in einen Teil der gegenwartigen Literatur ein. Die Stérung
in der Aufrechterhaltung der genomischen Pragung von H19 (MARKET-VELKER et al.
2010; bE WaAL et al. 2012b) und Snrpn (MARKET-VELKER et al. 2010) wurde bereits
gezeigt. Folgerichtig wurden aberrante Expressionsmuster von H19 (FAUQUE et al.
2007; FORTIER et al. 2008; DE WAAL et al. 2012b) und Snrpn (FORTIER et al. 2008; DE

WAAL et al. 2012b) nach ovarieller Induktion demonstriert.
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Grundsatzlich sind drei Szenarien denkbar, wie sich die ovarielle Stimulation auf die
Erhaltung der genomischen Pradgung auswirkt. Zunachst konnte die
Hormonbehandlung die Aufrechterhaltung der Imprints zum Zeitpunkt der
Bereitstellung antraler Follikel beeintrachtigen. Weiterhin vorstellbar ist ein maternal-
embryonaler Effekt, der zu Anderungen in epigenetisch kodierten Informationen
wahrend und kurz nach der Verschmelzung beider parentaler Genome in der Zygote
fuhrt. Letztendlich kommen auch Milieuverdnderungen des Gebartraktes durch
Superovulation als Faktor fur gestorte genomische Préagung in Préaimplantations-
embryonen infrage (VAN MONTFOORT et al. 2012).

Die auffallig hohe Rate an aberrant hypomethylierten paternalen H19-Allelen in der
Superovulationsgruppe wird hauptsachlich durch die Fehlprdgung mehrerer Allele in
Embryo 14 (Abbildung 12) bestimmt. Trotzdem konnte ein Zusammenhang zwischen
der deutlich geringeren Expression von Mbd3 in Embryonen aus ovariell induzierten
Muttertieren und den offensichtlichen Problemen in der Aufrechterhaltung der
paternalen Hypermethylierung in der H19-ICR bestehen. REgSE et al. (2007) konnten
zeigen, dass ein RNAi-Knockdown von Mbd3-mRNA zu einer biallelischen
Expression von H19 in Blastozysten fuhrt. Die differentielle Genexpression von H19
in Embryonen aus dem RNAi-Ansatz war direkt auf eine Stérung der DNA-
Hypermethylierung des paternalen Allels in der H19-ICR zurlckzufuhren. Dartber
hinaus konnten frihere Beobachtungen bestéatigt werden, dass MBD3 den
Chromatin-Remodellierungskomplex Mi-2/NuRD stabilisiert (KAJl et al. 2006). Eine
direkte Bindung von MBD3 an 5mC wurde bisher nicht beobachtet und mit dessen
Peptidstruktur innerhalb der 5-Methyl-CpG-Bindedomane begriindet (HENDRICH und
BIRD 1998; SAITO und ISHIKAWA 2002). Daher gibt es zwei Mdglichkeiten, wie MBD3
Einfluss auf die Aufrechterhaltung der Hypermethylierung paternaler Allele innerhalb
der H19-ICR nehmen kann.

Einerseits vorstellbar ist die direkte Bindung von MBD3 an 5hmC (YILDIRIM et al.
2011) in der H19-ICR. Fur diesen Fall wirde man jedoch eine hohe Dichte an 5hmC
in der H19-ICR erwarten, da eine Mischung von 5mC und 5hmC die direkte Bindung
von MBD3 verhindert (YILDIRIM et al. 2011). Die Rekrutierung von NuRD an 5-

Hydroxymethylcytosin-markierte Zielsequenzen durch dessen MBD3-Untereinheit
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wird komplementiert durch die Deacetylierung von H3K27. Die Reprimierung der
Genaktivitat dieser Zielgene wird noch verstarkt, in dem Polycomb-group-Proteine
(PRC2: Polycomb Repressive Complex 2) die Methylierung von H3K27 bewirken
(REYNOLDS et al. 2012). In der Tat konnte am humanen H19-IGF2-Locus eine hohe
Anreicherung fir 5ShmC nachgewiesen werden (NESTOR et al. 2012). Der absolute
Gehalt an 5hmC in dieser Region war dabei stark abhangig vom betrachteten
Gewebe sowie der Lage (intergenisch, intronisch, exonisch) und variierte zwischen
37-70% (Gehirn) und 0,9-4,3% (Blut). Die erhthte Rate an Epimutationen des
paternalen H19-Allels (aberrante Hypomethylierung) konnte auch einen Verlust der 5-
Hydroxymethylmodifikation der analysierten Cytosine umfassen, denn durch die
konventionelle Bisulfit(pyro)sequenzierung kann nicht zwischen 5mC und 5hmC
unterschieden werden (HUANG et al. 2010). Ein Knockdown von Mbd3 fiihrt zu einem
reduzierten 5-hmC-Niveau in ESCs (YILDIRIM et al. 2011). Zusammen mit der
Beobachtung, dass MBD3 mit TET1 kolokalisiert (YILDIRIM et al. 2011), Tetl- bzw.
Mbd3-KD-ESCs ahnliche Phanotypen aufweisen (KAJl et al. 2006; KoH et al. 2011)
und ein KD von Tetl zu einer umfassenden Delokalisation von MBD3 flhrt (YILDIRIM
et al. 2011), kann ein differenziertes Modell zur Beteiligung von MBD3 an der 5hmC-
Biologie entworfen werden. Denkbar ware, dass MBD3 an 5hmC-Zielsequenzen
bindet und TET1 rekrutiert, um benachbarte 5mCs weiter zu oxidieren. Vorstellbar
ware aber auch der Fall, dass MBD3 an 5hmC-Sequenzen bindet und sie vor einer
weiteren Oxidation schitzt (YILDIRIM et al. 2011). Wenn die Aufrechterhaltung der
paternalen Pragung von H19 tatsachlich entscheidend von der Bindung von MBD3
im Rahmen des Mi-2/NuRD-Komplexes abhangt, dann mussen die bisherigen Daten
zur DNA-Methylierung des H19-1gf2-Locus mit neuen Methoden reevaluiert werden,
die zwischen 5mC und 5hmC diskriminieren kénnen (BooTH et al. 2012; Yu et al.
2012). Weiter Studien zur genomweiten Verteilung von 5hmC bekréftigen die
Feststellung, dass 5hmC Uberdurchschnittlich oft in der H19-Igf2-Region zu finden
ist. In den Arbeiten von Ficz et al. (2011) und Wu et al. (2011) konnte
Ubereinstimmend beobachtet werden, dass 5hmC gehauft oszillierend um das
Bindesequenzmotif von CTCF vorkommt. Die murine H19-ICR enthalt 4 CTCF-
Bindestellen (FAUQUE et al. 2010b), die eine wichtige Rolle im ,Chromatin-Loop®-
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Modell zur Regulation dieses Locus (MURRELL et al. 2004; siehe 1.2.1 ) spielen.
Wenn Embryonen aus ovariell induzierten Muttertieren signifikant weniger MBD3
exprimieren, dann kénnte auch hier die MBD3-vermittelte Bindung des Mi-2/NuRD-
Komplexes gestort sein. Dieser Umstand kann wiederum zu einer geénderten
Ubergeordneten Chromatinstruktur in diesen Embryonen fuhren (HAN et al. 2008; ITO
et al. 2013). Fur die Snrpn-DMR von Embryonen aus ovariell stimulierten
Muttertieren wurde ebenfalls ein héherer Anteil von Epimutationen fir das
normalerweise hypermethylierte maternale Allel beobachtet. Fir die DMR von Snrpn
sind jedoch bisher keine erhéhten 5hmC-Level detektiert worden. Auf3erdem enthalt
die DMR keine CTCF-Bindestellen.

Eine weitere Moglichkeit, MBD3 eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der paternalen
Pragung der H19-ICR sowie der maternalen Pragung der Snrpn-DMR
zuzuschreiben, ist die uber MBD3 vermittelte Stabilitat des Mi-2/NuRD-Komplex
(HENDRICH et al. 2001; KaJ et al. 2006). Die beobachteten niedrigen mRNA-
Kopienzahlen von Mbd3 in Embryonen aus ovariell stimulierten Muttertieren fihren
moglicherweise dazu, dass der MBD3-NuRD-Komplex nicht in der erforderlichen
Quantitat bereitgestellt werden kann. Folglich waren die multifunktionalen Rollen von
MBD3-NuRD (DeENsLow und WADE 2007; SMEENK et al. 2010; LAl und WADE 2011)
stark eingeschrankt. Der Verlust von MBD3 in murinen ESCs hat keine Auswirkungen
auf das Selbsterneuerungspotenzial dieser Zellen, fuhrt jedoch zu einem gestdrten
Differenzierungsprozess (KAJil et al. 2006). Erklart wird dieser Effekt mit der Fahigkeit
des MBD3-NuRD-Kompexes, die Expression wichtiger Pluripotenzfaktoren wie ELF4,
ELF5, TBX3, und ZFP42 zu unterdriicken (REYNOLDS et al. 2012). Im Gegensatz zu
MBD2-NuRD bindet MBD3-NuRD eher an Promotoren von aktiv transkribierten
Genen und ist nicht in der Lage, durch die Bindung eine Chromatinkonformations-

anderung von Euchromatin zu Heterochromatin zu initileren (GUNTHER et al. 2013).
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4.2  Kryokonservierung mannlicher Gameten — Analysen der genomischen

Pragung in Spermatozoen und in vitro-gezeugten Mausembryonen

Im Rahmen des Zuchtmanagements der Labormaus wurden frih Techniken
entwickelt, um den umstandlichen Transport lebender Tiere auf ein Minimum zu
begrenzen. Die Kryokonservierung von Mausembryonen wurde erstmals in den
siebziger Jahren des letzten Jahrhunderts beschrieben (WHITTINGHAM et al. 1972;
WiLmMUT 1972). Seitdem sind zahllose Methoden und Protokolle fiir die Konservierung
und Revitalisierung von Mausstdmmen entwickelt worden (FRAY 2009a; FRAY 2009b;
GuAaN et al. 2012). Die Kryokonservierung ist deshalb so effizient, weil alle
biologischen Prozesse unterhalb der Glasiubergangstemperatur von Wasser (-130°C
bei einem Druck von 1bar) stoppen. Wird dieser Abkuihlvorgang entsprechend schnell
vorgenommen (Vitrifizierung), so entsteht eine feste Form von Wasser ohne
Kristallstruktur. Die unregelméaf3ige Anordnung der Wassermolekile, vergleichbar mit
der eines Gases, begunstigt die Konservierung von biologischem Material (GUAN et
al. 2012). Es konnte u.a. demonstriert werden, dass tiefgefrorene Embryonen eine
einmalige Strahlendosis, die aquivalent zu einer 2000-jahrigen Hintergrundstrahlung
gewahlt war (200 cGy), unbeschadet Giberstehen und sich nach dem Auftauen normal
entwickeln (GLENISTER et al. 1984; GuAN et al. 2012). Die Kryokonservierung von
Praimplantationsembryonen war bisher die bevorzugte Methode, nicht bendétigte
Mausstamme zu archivieren (GUAN et al. 2012). Sofern Nutzer auf Stdmme mit
komplexem Hintergrund und/oder multiplen genetischen Modifikationen zurtickgreifen
mussen, wird die Kryokonservierung von Embryonen weiterhin genutzt (DONAHUE et
al. 2012). Die Archivierung von Spermatozoen ist zudem ausgeschlossen in Fallen
von maternal vererbten Anderungen und problematisch, wenn keine geeignete
Eizellenspende vorhanden ist und ein genomweites Interesse am Genotyp von
kongenen oder Inzuchtstammen besteht (MARSCHALL und HRABE DE ANGELIS 1999;
GUAN et al. 2012).

Der Durchbruch in der Kryokonservierung muriner Spermatozoen wurde erst 1992
erreicht, nachdem ein geeignetes Kryoschutzmedium gefunden wurde (NAKAGATA

und TAKESHIMA 1992). Mittlerweile hat sich die Kryokonservierung von Spermien bei
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der Archivierung von Mausstammen durchgesetzt, die weniger tiefgreifend verandert
sind. Anders als bei der Embryokryokonservierung unterliegen die Spender keiner
Hormonbehandlung und Arbeiten mit Spermatozoen sind relativ unproblematisch
(TAo et al. 1995). Zudem konnen Zuchten konserviert werden, die durch eine
reduzierte weibliche Reproduktionsrate charakterisiert sind (SzTeIN et al. 1997).
Aktuelle Grol3projekte wie das International Knockout Mouse Consortium (IKMC),
Knockout Mouse Project (KOMP+KOMP?) oder das European Conditional Mouse
Mutagenesis (EUCOMM) Projekt mit dem Ziel, fir jedes Gen der Maus eine
Nullmutationen zu generieren (AUSTIN et al. 2004; THE INTERNATIONAL MOUSE
KNockouT CONsSORTIUM 2007), werden eine Fulle weiterer transgener Stamme
erzeugen und erzeugen immensen Druck auf die Konservierung/Archivierung dieser
transgenen Tiere (KNIGHT und ABBOTT 2002). Der Schwachpunkt der
Kryokonservierung von Spermien ist die dafir notwendige Verfluigbarkeit von
assistierten Reproduktionstechniken wie IVF oder ICSI und der damit verbundene
Aufwand fur trainiertes Personal und Equipment. Inzwischen hat jedoch die
Uberwiegende Mehrzahl an Tierzuchtzentren die 06konomischen Vorteile der
kunstlichen Befruchtung realisiert, die sich u.a. aus einer weitaus ho6heren
Produktionsrate (TAKEO und NAKAGATA 2011) und weniger beanspruchtem Raum fur
die Verpaarungen ergeben (MARSCHALL und HRABE DE ANGELIS 1999; GUAN et al.
2012). Da Spermatozoen eines einzigen Mannchens 20mal mehr Nachwuchs
erzeugen konnen, als die Embryonen eines einzigen Weibchens, lassen sich die
Zuchten fur die Aufrechterhaltung eines Stammes drastisch verkleinern (MARSCHALL
und HRABE DE ANGELIS 1999). Nicht zuletzt aufgrund niedrigerer Kosten fur die
Lagerung der Proben, entwickelt sich das ,Spermfreezing“ als ein integraler
Bestandteil im Konzept eines zeitgemalRen Zuchtmanagements (NAKAGATA 2000;
OSTERMEIER et al. 2008; TAKEO und NAKAGATA 2011). Momentan werden etwa 25%
aller Stamme der ZVTE Mainz kryokonserviert. Dabei entfallen etwa 98% auf die
Kryokonservierung von Spermatozoen und ca. 2% auf die Embryonenkryo-

konservierung (pers. Mitteilung: Elena Wiese).
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Die Fertilitatsraten von kryokonservierten Spermatozoen variieren sehr stark und sind
eng mit dem genetischen Hintergrund des Spermiendonors verknipft (SONGSASEN
und LEIBO 1997; NAKAGATA 2000). Insbesondere Spermatozoen des populéren
C57BL/6-Stamms reagieren &uf3erst empfindlich auf die mit der Kryokonservierung
verbundenen Einfrier- und Auftauprozesse (NAKAGATA und TAKESHIMA 1993;
SONGSASEN und LEIBO 1997; SzTEIN et al. 2000; NisHIzZONO et al. 2004; YILDIZ et al.
2007).

Eine Forschergruppe des ,Jackson-Laboratory” um OSTERMEIER et al. stellte 2008 ein
verbessertes Protokoll fur die \Vitrifizierung muriner Spermien vor. Das
Standardprotokoll fiir die Kryokonservierung von Spermatozoen (TADA et al. 1990;
NAKAGATA und TAKESHIMA 1992) wurde modifiziert, indem Monothioglycerol als
Radikalfanger fir zu hohe Level an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS: reactive
oxygen species) eingesetzt wurde (CHATTERJEE und GAGNON 2001; VISCONTI et al.
2002). Zusammen mit optimierten Temperaturprotokollen und Inkubationszeiten
konnten erhebliche Verbesserungen in der Fertilititsrate mit kryokonservierten
Spermatozoen erreicht werden. Konkret konnten fir den C57BL6/J-Stamm
Fertilisationsraten von 70% mit kryokonservierten Spermien erreicht werden. Die
Ausbeute an 2-Zellern konnte im Vergleich zu friiheren Studien (SzTEIN et al. 2000)

um das 5-6fache gesteigert werden.

4.2.1 Auswirkungen der Kryokonservierung auf Spermatozoen

In diesem Teilaspekt der Arbeit sollte die Kryokonservierung hinsichtlich potentieller
Risiken fur die Integritat epigenetisch kodierter Informationen (DNA-Methylierung)
untersucht werden. Dazu wurden die regulatorischen Regionen der drei gepragten
Gene H19, Igf2r (Air) und Snrpn in Spermatozoen und den daraus mittels IVF
generierten F1-Embryonen analysiert. Die Kryokonservierung wurde analog zu
OSTERMEIER et al. (2008) durchgefuhrt und richtete sich damit direkt am ,Jackson-
Laboratory®, einer fihrenden Institution in der Mausgenetik, aus.

Die Motilitat der Spermatozoen des CAST/Ei-Stammes war nach den Einfrier- und

Auftauprozessen der Kryokonservierung deutlich reduziert. Der relative Vergleich der
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Motilitat-Messung von frischen Spermatozoen mit der von kryokonservierten
Spermien desselben Mannchens zeigte eine Abnahme bewegungsfahiger
Spermatozoen von 20% (Mannchen 6) bis zu 78% (Mannchen 18; Abbildung 16).
Damit wurden die Beobachtungen von OSTERMEIER et al. (2008) bestéatigt, die fir den
C57BL6/J-Stamm eine etwa 75%ige Reduktion von Spermien mit intakter Membran
nach der Kryokonservierung ermittelten. Stammspezifische Unterschiede in der
Toleranz von Kryoschdden an Spermatozoen sind seit langerem bekannt
(SONGSASEN und LEIBO 1997). Auch aus Interspezies-Sicht kbnnen grol3e Variationen
beziglich der Widerstandsfahigkeit von Spermatozoen gegeniber den mit der
Kryokonservierung verbundenen Prozessen beobachtet werden (SONGSASEN und
LEIBO 1997; Yu et al. 2002; CHAVEIRO et al. 2006; RocA et al. 2006). Verschiedene
Faktoren, wie z.B. genetische Pradisposition (THURSTON et al. 2002), die Regulation
von Housekeeping-Genen (CAsAs et al. 2009; Casas et al. 2010) und des
Zellvolumens (CHAVEIRO et al. 2006), sowie die Rolle des Seminalplasmas (JOBIM et
al. 2004; AsADPOUR et al. 2007) werden als Ursache dieser Variabilitat diskutiert.
Verschiedene Griinde fiur die spezielle Empfindlichkeit von murinen Spermien werden
in der Literatur erortert. Erwiesenermal3en reagieren murine Spermien &aul3erst
sensitiv auf mechanischen Stress (SCHREUDERS et al. 1996; KATKOV und MAZUR
1998). Kryokonservierte Spermatozoen werden vor dem Einfrieren in Kryohalme
(Straws) gefillt und missen nach dem Auftauen in die IVF-Losung transferiert
werden. Damit sind kryokonservierte Spermien insgesamt deutlich mehr
Transferschritten im Vorfeld einer IVF ausgesetzt. Deutlich schwerwiegender wirken
sich osmotischer Stress und Kryoschaden durch die Einfrier- und Auftauprozesse auf
murine Spermatozoen aus. Die Wahl und Komposition des Kryoprotektivums hat
deshalb  entscheidenden Einfluss auf die Revitalisierungseffizienz  der
kryokonservierten Spermatozoen. Die Schutzwirkung geht zum einen von der
Aufrechterhaltung des osmotischen Drucks innerhalb der Zelle aus. Die im
Schutzmittel  enthaltenen Kohlenhydrate  erlauben  die Bildung  von
Wasserstoffbrickenbindungen mit den Membranphospholipiden und sorgen so fir
die Integritat und Stabilisierung der Zellmembran (STRAUSS et al. 1986). AuRerdem

agiert das Schutzmedium als Energiequelle fir die Spermatozoen (HoLT 2000).
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Die Analyse der DNA-Methylierung in murinen Spermatozoen vor und nach den Kry-
okonservierungsprozessen ergab insgesamt keine signifikanten Gruppenunterschie-
de. Ein interessanter Nebenbefund ergibt sich bei der Betrachtung der DNA-
Methylierung des proximalen Oct4-Promoters Abbildung 21). Spermatozoen von
C57BL6/J Mannchen (Nr. 1-3) weisen deutlich weniger Methylierung (~20%) im Oct4-
Promoter im Vergleich zu CAST/Ei-Mannchen (~40%) auf. Die Werte zur DNA-
Methylierung in C57BL6/J-Spermatozoen stimmen mit Werten aus der Literatur tber-
ein (YAMAZAKI et al. 2006).

Aus den Boxplots (Abbildung 17-20) wird deutlich, dass die Messwerte der frisch
praparierten Spermien eines Mannchens (Nr. 8) teilweise sehr deutlich vom Median
der anderen Proben abweichen. Interessanterweise bestehen diese signifikanten
Abweichungen nur in den gepragten Genen und nicht im B1-Element oder dem pro-
ximalen Promoter des Pluripotenzmarkers Oct4. Offensichtlich fuhrt die Kryokonser-
vierung der Spermatozoen dieses Mannchens zu einer Normalisierung der Werte in
den gepréagten Genen. Die Spermatozoen von sub- oder infertilen Mannern sind hau-
fig gekennzeichnet von abnormen Werten hinsichtlich der DNA-Methylierung geprag-
ter Gene (MARQUES et al. 2004; HOUSHDARAN et al. 2007; KOBAYASHI et al. 2007,
BOISSONNAS et al. 2009; MARQUES et al. 2010; PoPLINSKI et al. 2010). Man kdnnte
vermuten, dass nur die (epi)genetisch fittesten Spermatozoen die Prozesse rund um
die Kryokonservierung ohne schwerwiegende DNA-Schaden Uberstehen. Fir diese
Annahme spricht unter anderem auch die Beobachtung von OSTERMEIER et al.
(2008), dass sich signifikant mehr lebend geborene Mause aus Zweizellembryonen
entwickeln, die mit kryokonservierten Spermatozoen erzeugt wurden. Bei 9 von 12
analysierten Stammen, die als Spermiendonoren fungierten, konnte diese Korrelation
gefunden werden. In diesem Zusammenhang ergeben sich sehr eindrucksvolle Ent-
wicklungsraten insbesondere fir die bedeutenden Stamme C57BL/6J und BALB/cJ.
TUNC und TREMELLEN (2009) konnten nachweisen, dass infertile Manner einen hdhe-
ren Grad an DNA-Fragmentierung sowie ein niedrigeres Level an globaler Methylie-
rung aufweisen im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Ursachlich ist die erhéhte Pro-
duktion von ROS, da die Verabreichung eines Antioxidans zur Inversion der

genannten Effekte flhrte. Grundsatzlich sind oxidative Prozesse die Hauptursache
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fur DNA-Schaden in Spermatozoen. Mannliche Keimzellen sind sehr viel starker von
diesen Effekten betroffen als weibliche Keimzellen. Bei Wirbeltieren werden vor allem
die unterschiedliche Biologie der Keimzellreifung zwischen den Geschlechtern und
die abweichende Proteinausstattung der Gameten fur die voneinander abweichende
Sensibilitdt auf oxidative Schaden verantwortlich gemacht. Der Reifeprozess von
Spermatozoen durchlauft angesichts der schieren Anzahl von Zellen insgesamt mehr
Teilungen als der von Oozyten und wird Uber den Grolfiteil der Lebensspanne auf-
rechterhalten, wahrend der Pool an Eizellen schon im Verlauf der fotalen Entwicklung
angelegt wird (ELLEGREN 2007). Zudem sind gegen Ende der Spermatogenese samt-
liche DNA-Reparaturprozesse abgeschaltet (OLSEN et al. 2005), sodass nicht repa-
rierte DNA-L&sionen in den Spermatozoen potentielle Risiken fur die Nachkommen-
schaft darstellen (VELANDO et al. 2008). Um die Bewegungsfahigkeit der Spermien zu
gewahrleisten, muss fur den Bewegungsapparat viel Energie in Form von mito-
chondrialer Zellatmung bereitgestellt werden (VISHWANATH und SHANNON 1997). Der
Gradient zwischen dem niedrigen zytoplasmatischen Niveau an Antioxidantien (DE
LAMIRANDE und GAGNON 1995) und dem hohen Level an ROS, erzeugt durch die
Atmungsprozesse, wird so noch zusatzlich verstarkt. Ein Grol3teil der Kryoschaden
an Spermatozoen werden durch oxidativen Stress verursacht (CHATTERJEE und
GAGNON 2001; THOMSON et al. 2009). Dementsprechend wirden durch die Kryokon-
servierung die ohnehin schon hohen Level an ROS in sub- und infertilen Mannchen
nochmals drastisch erhéht und damit zusétzlich zu der Heterogenitat unter den
Spermatozoen eines Mannchens beitragen. Es ware also vorstellbar, dass vorge-
schadigte Subpopulationen (HoLT und VAN Look 2004) unter den Spermatozoen nach
der Kryokonservierung nicht mehr zu einer Befruchtung der Eizellen in einer IVF bei-
tragen kénnen. Bezogen auf die Ergebnisse zur DNA-Methylierung in Spermatozoen
(Mannchen Nr. 8) wirde das bedeuten, dass die DNA von kryogeschadigten Subpo-
pulationen so stark fragmentiert ist, dass kein signifikanter Beitrag mehr in die Analy-
sen flief3t.

Mit assistierten Reproduktionstechniken wie IVF oder ICSI werden nattrliche biologi-
sche Selektionsmechanismen umgangen. Allein die Lange des weiblichen Reproduk-

tionstrakts stellt einen wichtigen Filter dar. Der Energieaufwand der Spermatozoen,
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um die Eizelle zu erreichen, erhoht die intrazellulare ROS-Konzentration. Diese wie-
derum reagieren mit den mehrfach ungesattigten Fettsauren der Zellmembran und
fuhren letztendlich zum Verlust von Membranfluiditat und —integritdt (MISRO et al.
2004; VELANDO et al. 2008). Daher sollten oxidativ-vorgeschadigte Spermatozoen die
zusatzlichen Angriffe der Radikale auf ihrem Weg zur Eizelle kaum Utberstehen. Ein
weiterer Auslesemechanismus findet mit dem Eintritt der Spermatozoen in den
Schleim des Gebarmutterhalses statt. Diese Region ist hoch angereichert mit ROS-
produzierenden Leukozyten (FeEki et al. 2004), die somit abermals ein sehr reaktives
Milieu schaffen. Danach erfolgt bei Sdugetieren im Uterus ein hochkoordinierter Pro-
zess (Kapazitation), der zu einer ganzen Reihe von biochemischen Anderungen in
Spermatozoen fihrt. Diese Veranderungen sind letztendlich wichtig fiir die Kommuni-
kation zwischen Spermium und Eizelle bei der Befruchtung (BEDFORD 2004; VELANDO
et al. 2008). Die Prozesse der Kapazitation fihren zu einer gesteigerten Motilitat
(FRASER et al. 2005) und Hyperaktivierung der Spermien, um schlie3lich die Zona
pellucida der Eizelle zu durchdringen (DE JONGE 2005). Fur die Kapazitation ist ein
gewisses Mal3 an ROS notig (BEDFORD 2004). Fur Spermatozoen, die nicht synchron
zu diesen hochkoordinierten Prozessen sind, stellt eine verfrihte Kapazitation wiede-
rum eine potentielle Gefahr fiir oxidative DNA-Schaden dar (VELANDO et al. 2008).
Man kénnte also die Kryokonservierung als einen Filter ansehen, der im Vorfeld einer

IVF zu einer positiven Selektion an (epi)genetisch fitten Spermatozoen fuhrt.

4.2.2 Paternale Transmission — Effekte der Kryokonservierung in F1-

Hybridembryonen

Es ist bekannt, dass wahrend der Lebenszeit eines Organismus in den meisten
seiner somatischen Zellen epigenetische Informationen durch die Interaktion mit der
Umwelt etabliert werden. Im Gegensatz zu epigenetischen Modifikationen der
Keimzellen, spielen diese jedoch bei der Transmission an die nachste Generation
keine Rolle (DAXINGER und WHITELAW 2012). Bisher sind nur wenige Beispiele
solcher Epiallele bekannt, die relativ stabil durch meiotische Teilungen tber mehrere

Generationen vererbt werden (MORGAN et al. 1999; RAKYAN et al. 2003; DRUKER et al.
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2004; WEINHOUSE et al. 2011). Im Mausmodell sind alle metastabilen Epiallele mit der
Insertion eines repetitiven Elements in der Néhe des betreffenden Gens verbunden
(RAKYAN et al. 2002). Je nach Gehalt an DNA-Methylierung in regulatorisch wichtigen
Bereichen dieser repetitiven Elemente wird die Expression dieser Gene gesteuert
(MORGAN et al. 1999).

Obwohl klassisches Imprinting nicht zu den transgenerational vererbbaren
epigenetischen Informationen gezahlt wird, sollen mdgliche Folgen einer
Kryokonservierung von Spermatozoen auf gepragte Gene in der né&chsten
Generation untersucht werden. Dazu wurden durch IVF erzeugte F1-
Hybridembryonen im 2-Zellstadium untersucht, die jeweils mit frisch préparierten
oder kryokonservierten Spermatozoen desselben Mannchens erzeugt wurden. Die
Analyse der DNA-Methylierung erfolgte fur die regulatorisch wichtigen Regionen von
H19, Igf2r (Air) und Snrpn mittels digitaler Bisulfitpyrosequenzierung.

Das Verhaltnis zwischen analysierbaren maternalen und paternalen Allelen in 2-
Zellern war deutlich zugunsten maternaler Allele verschoben (Tabelle 13-17). In
dieser Studie konnten fir den H19-Assay insgesamt 48 maternale und 26 paternale
Allele zuriickgewonnen werden. Damit sind maternale Allele etwa 1,8fach
Uberreprasentiert. Fur den Igf2r-Assay wurde ebenfalls ein 1,8fach hoherer Antell
maternaler Allele ermittelt (34 x mat.; 19 x pat.). Der Snrpn-Assay spiegelt ein 1,4fach
héheren Anteil maternaler Allele wider (57 x mat.; 42 x pat.). Ein ahnliches Verhaltnis
von zurickgewonnenen parentalen Allelen wurde auch in einer anderen mittels
digitaler Bisulfitpyrosequenzierung durchgefuhrten Studie beobachtet (EL HAJJ 2011;
EL HAJ et al. 2011). Als Ursache kann ein systematischer Fehler, etwa durch
praferentielle Amplifikation oder Allel-Dropout, nahezu ausgeschlossen werden, da
die Technik bei 16-Zellern zu dem erwarteten 1:1 Verhaltnis fihrte. Moglicherweise
kommt als Ursache aber in Frage, dass das paternale Genom noch nicht vollstandig
reaktiviert und der Ubergang vom Protamin-reichen Chromatin der Spermatozoen
zum Histon-verpackten Chromatin des Embryos noch nicht vollstandig
abgeschlossen ist (NONCHEV und TSANEV 1990; ADENOT et al. 1997). Dies kdnnte

dazu fuhren, dass die paternalen Allele im Rahmen der Bisulfitbehandlung und PCR-
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Amplifikation weniger gut zugénglich sind. Wahrscheinlichere Ursache ist aber die
fortwahrende Prasenz des zweiten Polkdrpers im 2-Zellembryo, der entsprechend ein
zusatzliches maternales Allel beisteuern wirde (BARTHOLOMEUSZ 2003). Zudem ist
noch nicht abschlie3end geklart, ob der zweite Polkdrper nicht auch im Stande ist,
analog zum maternalen Pronukleus, DNA zu replizieren (HOWLETT und BOLTON 1985;

KAUFMAN 1992; BARTHOLOMEUSZ 2003).

Grundsatzlich fallt bei den Analysen der 2-Zellembryonen auf, dass bei allen drei
gepragten Genen die maternalen Allele starker von Epimutationen betroffen sind.
Dieser Umstand ist unabhéangig von der Pragung des Gens und auch nicht speziell
mit der Kryokonservierung assoziiert. Vor diesem Hintergrund erscheint es plausibel,
dass entweder die ovarielle Induktion der Weibchen oder die IVF fur die
beobachteten aberranten DNA-Methylierungsmuster entscheidend ist.

Fur den H19-Assay konnte insgesamt ein sehr hoher Anteil von maternalen
Epimutationen sowohl in der IVF-Kontrollgruppe, als auch in der IVF-Kryogruppe
ermittelt werden (beide 17%; Abbildung 17). Demgegenuber konnten fir beide
Gruppen keine Epimutationen in paternalen Allelen beobachtet werden. LI et al.
(2005) konnten in ES-Zellen aus murinen Blastozysten zeigen, dass die IVF in einer
aberranten Erhohung der DNA-Methylierung des maternalen H19-Allels resultiert.
Zudem wurde nachgewiesen, dass auch Histonmodifikationen im H19-Igf2-Locus
durch die in vitro-Fertilisation beeinflusst werden. Auf dem paternalen Allel wurden
nach IVF aktivierende (H3K4me) Modifikationen beobachtet und maternale Allele
waren angereichert mit reprimierenden Histonvarianten (H3K9me).
Konsequenterweise fuhrten diese Veranderungen nach einer IVF zusammen mit der
aberranten DNA-Methylierung des maternalen Allels zu einer gestérten H19-
Expression. Es muss betont werden, dass bei vielen Embryonen nur einer der beiden
H19-Assays (siehe Tabelle 7) funktionierte und deshalb jeweils nur eine CpG und der
benachbarte SNP analysiert werden konnte. Daher fehlen sehr haufig die im zweiten
H19-Assay enthaltenen 3 CpGs. Aus diesem Grund ware es theoretisch mdglich,
dass nur eine von vier CpGs aberrant methyliert war und damit folgerichtig in die

Kategorie der stochastischen Mutationen fallen wirde. Im Gegensatz zu den
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analysierten 16-Zellern kann damit in 2-Zellern sehr haufig ein aberranter Zugewinn
an Methylierung in der ICR des maternalen H19-Allels beobachtet werden. In der
Mehrzahl der Falle liegt die Hypermethylierung des maternalen H19-Allels im Mosaik
vor. Dieses Ergebnis spricht daher eher fir eine Stérung in der Aufrechterhaltung des
epigenetischen Status als fur eine Beeintrdchtigung in der Etablierung der
epigenetischen Informationen. Wenn nach stochastischen Mutationen unterschieden
wird, sind beziglich des H19-Assays kaum Auffalligkeiten zu verzeichnen. Eine
Ursache solcher aberranten Methylierungsmuster kann u.U. auch eine
Bisulfitbehandlung sein, die unter der vom Hersteller zugesicherten
Konvertierungseffizienz lag (EL HAJJ et al. 2011).

Die DMR von Snrpn zeigte analog zu H19 hauptsachlich Epimutationen auf dem
maternalen Allel. Die Fehlpragung auf3erte sich hier jedoch in der Hypomethylierung
des midtterlichen Allels. Trotz 18% Differenz zwischen Kontrollgruppe (21%) und
Kryo-IVF-Gruppe (3%) konnte keine statistische Signifikanz ermittelt werden. Ein
ahnliches Bild lieferte das paternale Snrpn-Allel. Auch hier konnte kein signifikanter
Unterschied fur die deutlich geringere Quote an Epimutationen in der Kryo-IVF-
Gruppe erhalten werden. Die Grunde dafir wurden unter 4.1.3 diskutiert. Beziiglich
des Auftretens von stochastischen Mutationen konnte ein signifikanter Anstieg im
maternalen Allel der Kryo-IVF-Gruppe festgestellt werden. Wie schon erwahnt,
bleiben diese stochastischen Mutationen hdchstwahrscheinlich ohne funktionelle
Konsequenzen fur den Embryo (GoYAL et al. 2006; SONTAG et al. 2006; WEBER et al.
2007).

Analog zu H19 und Snrpn ist das Antisensetranskript von Igf2r (Airn) hauptsachlich
von maternalen Epimutationen gekennzeichnet (Abbildung 33). Im Gegensatz zu den
beiden anderen Genen kann jedoch ein Anstieg der Epimutationen in der Kryo-IVF-
Gruppe (+11%) verzeichnet werden. Damit ware hier ein negativer Effekt der IVF mit
kryokonservierten Spermatozoen zu verzeichnen. Es muss jedoch beriicksichtigt
werden, dass fur Igf2r die geringste Stichprobengréf3e vorliegt (maternal: 34 Allele,
paternal: 19 Allele) und damit noch keine gesicherten Erkenntnisse hinsichtlich

dieses Effekts vorliegen.
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Die Ergebnisse zu epigenetischen Effekten der Kryokonservierung zeigen deutlich,
dass weder die epigenetische Pragung in Spermatozoen (H19, Igf2r, Snrpn, Plagll),
noch die in der F1-Generation (H19, Snrpn) negativ beeinflusst werden. Lediglich fur
lgf2r konnte in der Kryo-IVF-Gruppe ein Anstieg von Epimutationen registriert
werden. Diese Ergebnisse beruhen jedoch auf einer sehr geringen Stichprobengrol3e
und mussen mit der dementsprechenden Unsicherheit interpretiert werden.

Im Grundsatz unterstitzen diese Resultate damit den Befund von KLAVER et al.
(2012). Die Autoren konnten in einer Studie zu humanen kryokonservierten
Spermatozoen ebenfalls keine abnorme DNA-Methylierung in maternal (LIT1, MEST,
SNRPN) und paternal gepragten Genen (MEG3, H19) detektieren. Zudem blieb auch
die Methylierung von repetitiven Elementen (ALU, LINE1), eines Spermatogenese-
spezifischen Gens (VASA) und des MTHFR-Gens, einem Marker fur mannliche

Infertilitat, durch Kryokonservierung unbeeinflusst.
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