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1 Einleitung

Weltweit wurden rund funf Millionen Kinder seit der Geburt des ersten in vitro entstandenen
Menschen im Jahre 1978 nach ART geboren (Jahrestagung 2012 der European Society of
Human Reproduction and Embryology, www.eshre.com). Somit stellt diese Technik den
groRten Erfolg in der Behandlung der Infertilitdt dar und bietet Paaren, die unter unerfulltem
Kinderwunsch leiden, eine mogliche Behandlungsoption. Die Methoden umfassen einen
weiten Bereich von der Beobachtung des menstruellen Zyklus mit Bestimmung des
Ovulationszeitpunktes Uber milde Stimulationsbehandlungen mit intrauteriner Insemination der
aufbereiteten Spermien nach medikamentds induzierter Ovulation bis hin zur kinstlichen
Befruchtung (IVF).

Die Anzahl der nach ART geborenen Kinder betragt 1-3% der jahrlichen Geburten in
entwickelten Landern (Manipalviratn et al., 2009). Neben der Wichtigkeit, die Techniken der
assistierten Reproduktion wissenschaftlich zu optimieren, ist es von groRer Bedeutung, mit
ART einhergehende Risiken sowie unbekannte potentielle Langzeit-Konsequenzen fur die
Kinder zu bedenken. Obwohl ART in den letzten zehn Jahren stetig von innovativen
Weiterentwicklungen und neuen Erkenntnissen der Praimplantationsentwicklung in Bezug auf
die embryo-maternale Kommunikation begleitet war, ist es letztlich noch nicht gelungen, die

Techniken der in vivo Situation vollstandig anzupassen (Lane & Gardner, 2007).

Das Verstandnis der Faktoren, die bei der Regulation der Praimplantationsentwicklung sowie
der Implantation des Embryos in den maternalen Uterus von Bedeutung sind, spielt in der
Reproduktionsmedizin eine entscheidende Rolle. Morphologische und dynamische
Veranderungen in der Umgebung sowie im Metabolismus des Embryos kennzeichnen und
verandern die frUhe Entwicklung des Embryos. Die molekularen Prozesse wahrend der
Reifung des Embryos, seiner Anhaftung an das mdutterliche Endometrium und der
nachfolgenden Invasion des Stromas werden von Genen reguliert, die an der
Immunmodulation, Angiogenese sowie Zellproliferation des Embryos beteiligt sind
(Chakraborty et al., 1995, Krussel et al., 2003). Ein regelrechtes Expressionsmuster dieser
Gene ist fur die frihe Entwicklung des Praimplantationsembryos sowie seinen Metabolismus

von Bedeutung.

Seitdem IVF mit einem erhohten Risiko an spezifischen pathologischen Syndromen, wie z. B.
das Beckwith-Wiedemann Syndrom, zu erkranken, assoziiert wird, werden Ursachen flr diese

Defekte im genomischen imprinting gesucht (deBaum et al., 2003; Gicquel et al., 2003; Maher



et al., 2003). Neben Vermutungen, dass eine Fehlsteuerung im genomischen imprinting mit
genetischer Pradisposition in Verbindung zu bringen ist, wird Uber einen Zusammenhang
zwischen spezifischen Aspekten der IVF und epigenetischer Reprogrammierung wahrend der
frihen Embryonalentwicklung spekuliert (Williams et al., 2009). Die in vitro Kultur wurde in
vielen Tierexperimenten fur eine veranderte Genexpression verantwortlich gemacht und zeigte
in der Veterinarmedizin bei Schafen und Rindern Syndrome wie das large-offspring Syndrom,

das ein verandertes imprinting im IGF2-Rezeptor-Gen aufweist (Young et al., 1998, 2001).

Das Kulturmedium fir die Befruchtung und Embryonalentwicklung der ersten Tage als auch
der O,-Gehalt, denen der Embryo wahrend der in vitro Kultur ausgesetzt ist, beeinflussen die

Genexpression der Praimplantationsembryonen (Rinaudo et al., 2004, 2006).

11 IVF

1978 gaben der britische Physiologe Robert G. Edwards und der Gynakologe Patrick Steptoe,
die Geburt von Louise Brown, dem ersten durch IVF-Behandlung entstandenen Menschen,
bekannt (Steptoe & Edwards, 1978). Nach laparoskopischer Eizellenthahme und Befruchtung
der Eizelle durch Spermien des Ehemannes aul3erhalb des Mutterleibs, wurde die befruchtete
Eizelle zweieinhalb Tage im Reagenzglas — in vitro — kultiviert und im 8-Zell-Stadium in den
Uterus der Mutter transferiert. Die Exploration dieser Methode begann schon frih mit der
Entdeckung der Spermatozoen (Hamm, 17. Jhd.) und der Eizelle (Van Baer, 1827) des
Menschen und wurde deutlich spater durch tierexperimentelle Untersuchungen erforscht, die

letztendlich Grundlage fur die heutigen ART sind.

Vorerst beschrankte sich die IVF-Behandlung auf Patientinnen, welche aufgrund von Verlust
oder Verschluss der Eileiter nicht spontan konzipieren konnten. Seit mehreren Jahren wird die
Indikation zur IVF-Methode auch bei anderen Sterilitdtsursachen wie Endometriose und nach
Einfuhrung der ICSI (Palermo et al., 1992) auch zunehmend bei reduzierter mannlicher

Infertilitat gestellt.

Heute beginnt die IVF Therapie zumeist mit einer kontrollierten hormonellen ovariellen
Stimulation, bevor die Eizellen mittels ultraschallgesteuerter, transvaginaler Follikelaspiration
gewonnen werden. Danach wird die Eizelle mikroskopisch in der Punktionsflussigkeit
(Follikelflissigkeit) aufgesucht und nach ihrem Reifegrad beurteilt. Nachdem sie in ein
Kulturmedium Gberfuhrt wird, findet nach 4- bis 5-stlindiger Prainkubation die Insemination der

Oozyte mit den Spermatozoen statt. Hierbei werden bei der klassischen IVF ca. 100.000



Spermatozoen zu einer Eizelle hinzugegeben, bei der ICSI ein einzelnes Spermatozoon in den
Zellleib der Eizelle mit einem Mikromanipulator direkt injiziert. 16-20h nach der Insemination
kann eine erfolgreiche Befruchtung durch das Vorhandensein von Vorkernen in der Eizelle
festgestellt werden. Ist eine Fertilisierung eingetreten, entwickelt sich der Embryo in einem
engen Zeitschema, wobei der Transfer in die Gebarmutter (intrauteriner Embryotransfer, ET)
oder in den Eileiter (embryo intrafallopian transfer, EIFT) je nach Behandlungsmethode vom 2-
Zell-Stadium (40-48h nach der Insemination) bis zum Blastozystenstadium (ca. 5 Tage nach

Insemination) variiert.

Einen Hinweis auf die wechselseitige Beeinflussung von Embryo und in vitro Kultur liefert die
signifikant langsamere Entwicklung von in vitro kultivierten Praimplantationsembryonen
verglichen mit den Embryonen gleicher Stadien in vivo (Vanderhyden et al., 1988). Diese in
vielen IVF-Behandlungen beobachtete verzogerte Embryonalentwicklung lasst sich teilweise
durch Kultivierung mehrerer Embryonen zusammen in einem geringeren Mediumvolumen
beheben, wodurch sich eine gewisse parakrine Aktivitat des Embryos vermuten lasst (Paria et
al., 1990). Durch das Prinzip der Kokultivierung von Embryonen zum Beispiel mit
endometriellen Epithelzellen, Epithelzellen des Eileiters oder Vero-Zellen (Epithelkulturen von
Affennieren) wird die in vitro Embryonalentwicklung der Physiologischen angeglichen (Prichard
et al., 1992; Simédn et al., 1997; Bongso et al., 1989, 1992; Wiemer et al., 1993; Huang et al.,
1997a, 1997b; Menezo et al., 1990, 1992). Hierbei wird der Abhangigkeit zur Epithelart mehr
Bedeutung zugeschrieben als der hormonellen Abhangigkeit sowie keine Spezies- oder
Organspezifitat festgestellt (Papaioannou & Ebert, 1986; Boland, 1984; Menezo et al., 1990).

Allein in Deutschland wurden im Jahr 2011 9.524 Behandlungszyklen von IVF und 34.637
Behandlungszyklen von ICSI durchgefliihrt, wobei es bei IVF in 8.904 (93,49%) und bei ICSI in
33.170 (95,76%) Zyklen zum ET und bei IVF in 2.582 (30,48%/ET) und bei ICSI in 8.937
(28,33%/ET) Fallen zu einer klinischen Schwangerschaft — das heisst zum sonographischen
Nachweis einer intrauterinen Embryoanlage — kam (Deutsches IVF Register, 2011). Somit
zeigt sich, dass die in vitro Kultivierung bis zum ET gute Erfolge erzielt, dennoch die
erfolgreichen Schwangerschaftsraten mit 30,48%/ET bei IVF und 28,33%/ET bei ICSI
unzufriedenstellend gering sind. Letztlich gelingt es der in vitro Kultivierung nicht, die
physiologische Umgebung des weiblichen Reproduktionstraktes vollstandig zu imitieren und

die Praimplantationsentwicklung im mutterlichen Organismus zu ersetzen.

Die Zusammensetzung des Mediums, in dem der Embryo kultiviert wird, als auch die O,-
Konzentration, der der Embryo ausgesetzt wird, spielen bei der Anpasssung an den weiblichen

Reproduktionstrakt eine wichtige Rolle und beeinflussen die Genexpression des



Praimplantationsembryos (Rinaudo et al., 2004). Neben der eher seltenden Kokultivierung mit
Epithelzellen gibt es seit einigen Jahren die sequenziellen Kulturmedien, die die Anderungen
des Metabolismus der Praimplantationsembryonen in Bezug auf Glukosegehalt, Aminosauren,

pH-Wert wahrend seiner Entwicklung zur Blastozyste bertcksichtigen (Lane & Gardner, 2007).

Die unter physiologischen Bedingungen in einer Umgebung mit 5%igem O,-Gehalt im
Vergleich zu einem atmospharischen O,-Gehalt von 20% bei der in vitro Kultivierung
stattfindende Entwicklung bis zur Blastozyste wird zunehmend bei der Optimierung von in vitro

Kultursystemen in Betracht gezogen (Harvey, 2007).



1.2 Physiologie der friihen Embryonalentwicklung und der embryonalen

Implantation

1.2.1 Maus als Modellorganismus fiir Sduger

Die Maus wird oft als Modellorganismus fur die Saugetierentwicklung verwendet. Im Vergleich
zu anderen Saugetieren bendtigen Mause wenig Raum, Nahrung und Pflege und garantieren
eine schnelle, Jahreszeiten-unabhangige Entwicklung, wobei pro Wurf viele Nachkommen
generiert werden konnen. Ein wichtiges Kriterium stellt die kurze Generationszeit der Maus
dar, welche lediglich 9 Wochen von der Fertilisation bis zum geschlechtsreifen Adulten
umfasst. Dabei entwickelt sie sich 20d bis zur Geburt in utero. Saugetiere werden lebend
geboren und charakteristischerweise an der weiblichen Brust mit Milch gesaugt, bis sie sich
selbst ernahren kdénnen. Unverwechselbar macht diese Gruppe jedoch ihre innere Anatomie
(Griffiths, 1978). Die Fortpflanzungsmethode der Sauger unterscheidet sich durch die
Implantation — ein physiologischer Prozess, bei welchem der Embryo einen Kontakt mit dem
Gewebe des Uterus eingeht, welcher die Fahigkeit besitzt, den Embryo mit Nahrstoffen zu

versorgen — von anderen Spezies.

In der Oogenese und der frihen Embryonalentwicklung unterscheidet sich das Schema der
humanen und murinen Entwicklung kaum. Aufgrund der Schwierigkeit im Sinne ethischer
Bedenken menschliche Embryonen zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit
Experimente an einzelnen Mausembryonen durchgefuhrt, welche aus den oben genannten
Grunden in der Medizin oft als Modellorganismus flr experimentelle Saugerembryologie

dienen.

Dass die in vitro Kultur die Genexpression und den Metabolismus des
Praimplantationsembryos beeinflusst, wurde in den meisten Untersuchungen an gepoolten
RNA-Proben, die aus 50-100 Embryonen bestehen, festgestellt (Rinaudo et al., 2004, 2006;
Wang et al., 2005). Einzelne Embryonen wurden nur in wenigen Studien auf eine durch in vitro
Kultur veranderte Genexpression untersucht, obgleich die Individualitdt der Embryonen in
Bezug auf ihre Morphologie und Entwicklung bekannt ist (Fauque et al., 2007; Grillo et al.,
1991).



1.2.2 Praimplantationsentwicklung des Saugers

Mause verpaaren sich nachts und somit wird das Alter der Embryonen oft als d und ein halber
ausgedruckt. Ein 3,5d alter Embryo wird am 4.d, nachdem die Mause sich verpaart haben,
gewonnen. Die Nacht der Paarung lasst sich an einer soliden weilRen Kruste der sogenannte
vaginale Pfropf (,plug®), der sich in der Vagina nach der Verpaarung bildet, bestimmen. Mause
paaren sich lediglich in der Phase, wenn das Ei herangereift ist — im Ostrus. Die Ovulation
ereignet sich wenige Stunden nach der Verpaarung und die Fertilisation findet, vergleichbar
mit dem Menschen, am oberen Ende des Ovidukts (ovarielles Ende) statt. Nach der

Verpaarung steigt der Progesteronspiegel an.

Im ampullaren Teil des Eileiters verschmilzt ein Spermium mit einer reifen Eizelle und wandert
als Praimplantationsembryo wahrend der nachsten Tage in Richtung Uterus, wobei es durch
mitotische Zellteilungen (Furchungsteilung) zur Verdopplung der Zellzahl kommt (Abb.1). In
dieser Zeit konnen die Embryonen operativ gesammelt werden, um in vitro kultiviert zu

werden.
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Abb.1: Der Weg des humanen Praimplantationsembryos

Nachdem zum Zeitpunkt der Ovulation eine Befruchtung (Fertilisation) der Eizelle im ampullaren Teil des
Eileiters stattgefunden hat, wandert die befruchtete Eizelle (Zygote) etwa eine Woche entlang des Eileiters in
Richtung Uterus, wobei es durch mitotische Zellteilungen (Furchungsteilung) zur Verdopplung der Zellzahl
kommt. Am 5.d bilden sich das Blastozoel, eine fllssigkeitsgeflllte Hohle, und zwei Zellgruppen, der
Embryoblast und das Trophektoderm, die sich voneinander abgrenzen lassen. Ab diesem Zeitpunkt nennt
sich der Praimplantationsembryo Blastozyste. Nach dem Schllpfen (hatching) der Blastozyste beginnt die
Implantation in der Gebarmutterschleimhaut.

Mit freundlicher Genehmigung des Deutschen Referenzzentrums fiir Ethik in den Biowissenschaften, Rubrik
im Blickpunkt, Forschung mit  humanen embryonalen Stammzellen, Embryonalstadien
(http://www.drze.de/im-blickpunkt/abbildungen/zygote/image_preview)



Die reife Eizelle befindet sich zum Zeitpunkt der Ovulation in der Metaphase der 2.
Reifeteilung (Meiose) und schlief3t die meiotische Reifeteilung ab, nachdem das Spermium in
den Zellleib der Eizelle — das Ooplasma — mit Hilfe spezifischer Mechanismen eingedrungen
ist. Dabei wird das zweite Polkorperchen ausgestoflen. Der Nukleus des Spermiums
dekondensiert und der Pronukleus (Vorkern) leitet die DNA-Replikation ein. Das
Vorhandensein der beiden Pronuklei zeigt erstmals morphologisch den sich vollziehenden

Prozess der Fertilisation.

Bei der Maus ist das embryonale Genom bereits im frihen 2-Zell-Stadium aktiviert,
wohingegen beim Menschen dieser Prozess erst nach dem 4-Zell-Stadium stattfindet (Hogan
et al., 1994; Tesarik et al., 1986; Braude et al., 1988).

Im frihen 8-Zell-Stadium lasst sich die Form der individuellen Zellen noch deutlich
voneinander abgrenzen. Diese sogenannten Blastomeren, die noch totipotent sowie
voneinander getrennt sind, koénnen 8 genetisch identische Mause hervorbringen und
produzieren verschiedene Peptide und Proteine. Das IL-1 System konnte als solch ein frihes
embryonales Signal auf MRNA-Ebene nachgewiesen werden (Krissel et al., 1997). Nach dem
Verlust der Totipotenz beginnen die Zellen, sich in den spateren embryonalen (Embryoblast)
und plazentaren Anteil (Trophoblast) zu differenzieren. Beim Ubergang zum 16-Zell-Stadium
verdichten sich die Zellen (Blastomere) zu einem Verband (Morula Stadium). Bei diesem
Prozess, der als Kompaktion (Verdichtung) bezeichnet wird, werden die einzelnen Zellen mit
Hilfe von Zelladhasionsmolekllen, wie zum Beispiel Cadherin E, miteinander verklebt. Die
Blastomeren verflachen und intrazellulare Kontakte werden maximiert. In diesem Stadium
polarisieren die Zellen; ihre aufliere Oberflache tragt Mikrovilli, wohingegen ihre Innenflache
glatt ist. Des Weiteren bilden sich Gap junctions (Zell-Zell Verknupfungen) aus, womit die
Diffusion von niedrig molekularen Stoffen im Embryo madglich ist (Medizinische Embryologie,
Christ & Wachtler, 1998).

Ein besonderes Merkmal flr die Saugerentwicklung ist die Differenzierung zweier
verschiedener Zellgruppen — der inneren Zellmasse (Embryoblast) und des Trophektoderms.
Die inneren Zellen bilden die innere Zellmasse (Embryoblast), wohingegen die aul3eren Zellen
das Trophektoderm darstellen, in welchem die extra-embryonalen Strukturen wie die Plazenta
angelegt sind. In diesem Stadium (d3,5 bei der Maus) wird der Embryo als Blastozyste
bezeichnet, fir welche die Differenzierung der beiden Zelltypen kennzeichnend ist. Das
Trophektoderm pumpt FlUssigkeit in das Innere der Blastozyste, wodurch sich ein mit
Flussigkeit gefullter Vesikel — das Blastozoel — formt, welcher an einem Ende die innere

Zellmasse enthalt.



Wahrend seiner Entwicklung produziert der Praimplantationsembryo viele verschiedene
Faktoren, um seine Prasenz dem maternalen Gewebe zu signalisieren. Damit eine adaquate
Interaktion zwischen Praimplantationembryo und maternalem Endometrium gewahrleistet wird,
kontrollieren parakrin sezernierte Zytokine und Wachstumsfaktoren diesen Prozess. Diese

lassen sich auf mMRNA-Ebene in der Blastozyste nachweisen (Krissel et al., 2003).

4,5d nach der Fertilisation 16st sich die Blastozyste in der Maus aus ihrer Hulle (hatching) —

der Zona pellucida — und ist bereit, sich in die Gebarmutter einzunisten.

1.2.3 Implantation des Saugers

Nach dem hatching der Blastozyste implantieren sich der humane und murine Embryo
physiologischerweise in der Gebarmutterschleimhaut. Die murine Gebarmutter ist lediglich in
einem kurzen Zeitraum um den 4.d nach der Fertilisation befahigt, den murinen Embryo zu
empfangen. Eine erfolgreiche Implantation ist vom Entwicklungsstadium des Embryos sowie
einem komplexen Zusammenspiel von molekularen und zellularen Prozessen parakriner und
autokriner Regulatoren des vorbereiteten Uterus abhangig (Krissel et al., 2003). Der
molekulare Dialog zwischen Embryo und Endometrium setzt Zell-Zell Kontakte oder Zell-zu-
ECM voraus, die von Adhasionsmolekilen, wie Integrinen, MMPs und ihren Inhibitoren sowie
Wachstumsfaktoren, Zytokinen und angiogenetischen Faktoren, gesteuert werden (Aplin,
1997; Graham & Lala, 1992; Harvey et al., 1995; Krussel et al., 2003; Chakraborty et al.,
1995). Dabei lassen sich drei Hauptschritte der Implantation des Saugers unterscheiden: 1.

die Apposition 2. die Adhasion und 3. die Invasion.

Die Apposition stellt die initiale, instabile Positionierung der Blastozyste an der Uteruswand
dar, wobei sich die Blastozyste so orientiert, dass sich die innere Zellmasse dem
endometriellen Epithel zuwendet, wenngleich dieser Teil mit Trophektodermzellen Uberzogen
ist. Dabei nahern sich die Mikrovilli des Praimplantationembryos den Pinopodien des
Endometriums an, wodurch die stabile Adhasion eingeleitet wird (Nikas, 1999). Bei der
Adhasion des Embryos an das endometrielle Epithel spielen Adhasionsmolekule, wie L-
Selektin und Integrine, eine wichtige Rolle. Die Expression von Integrinen im Embryo sowie
auf dem Endometrium korreliert mit der Zeit der Implantation in Mensch und Maus, wobei a,33-
Integrinen eine besondere Wichtigkeit zugeschrieben wird (Sutherland et al., 1993, Campbell
et al., 1995; Lessey et al., 1992; Tabibzadeh, 1992; lllera et al., 2000). Eine veranderte

Expression von a4-, a,- und B4-Integrinen sei mit einer ausbleibenden Implantation und



veranderter Plazentaentwicklung assoziiert, beschrieb Aplin (1997).

Nach der Phase der Adhasion beginnt die Invasion des maternalen Endometriums, wobei der
humane Embryo (die Trophoblastzellen) zunachst die endometrielle Epithelschicht
durchdringt, indem er eine lokal eng begrenzte Apoptose innerhalb der Epithelzellschicht
induziert (Galaan et al., 1999). Fur die Implantation im ES spielen vom humanen Embryo
selbst sowie vom ES sezernierte MMPs, zinkhaltige Endopeptidasen, welche enzymatisch
ECM-Proteine verdauen kénnen, und ihre zugehorigen Inhibitorsysteme, TIMPs, eine wichtige
Rolle (Xu et al.,, 2001). Die Regulation von MMPs wird durch Wachstumsfaktoren sowie
Zytokine bestimmt und stellt sich zell-, gewebe- und MMP-spezifisch dar (Fini et al., 1998).
MMP-2 und MMP-9 bauen Kollagen 4 — einen wichtigen Membranbestandteil — ab und werden
als Schllsselenzyme des Implantationsprozesses betrachtet, indem sie das invasive Potential
des humanen Embryos lokal an der Implantationsstelle steigern (Xu et al., 2001, Staun-Ram et
al., 2004).

Die Versorgung des humanen Embryos in der ersten Phase der Implantation wird
hauptsachlich durch Diffusion beziehungsweise Osmose zwischen Embryo und ECM des ES
gewahrleistet (Schmidt-Matthiesen, 1968). Damit die Implantation erfolgreich abgeschlossen
werden kann, bendtigt der Embryo den Anschluss an das miutterliche Gefalisystem, um von
der Mutter mit Nahrstoffen und O, versorgt zu werden. Die Angiogenese im ES des murinen
und humanen Embryos wird induziert, wobei VEGF eine essentielle Rolle spielt (Chakraborty
et al., 1995; Krussel et al., 2001). Weiterhin differenziert sich der Trophoblastanteil in
Zytotrophoblast und Synzytiotrophoblast. Der Zytotrophoblast umgibt den humanen Embryo
direkt, wohingegen der Synzytiotrophoblast in das ES vordringt. Kurze Zeit spater bilden sich
lakundre Hohlraume im Synzytiotrophoblasten, die mit maternalem Blut aus erdffneten
Kapillaren gespeist werden. Mit der Zeit vereinen sich die Lakunen und bilden das plazentare
Lakunensystem, durch das maternales Blut fliet, um die Versorgung des humanen Embryos

zu gewabhrleisten. Hierbei entsteht der uteroplazentare Kreislauf.

Entscheidend fur eine erfolgreiche Implantation der Maus sowie des Menschen sind einerseits
die Blastozyste selbst mit den von ihr sezernierten Signalstoffen, andererseits das hormonell
eingestellte und durch Zytokine regulierte Endometrium mit seinen Enzymen, seiner
Integrinexpression und seinem Substratangebot (Sutherland et al., 1993; Krussel et al., 2003;
Staun-Ram & Shalev, 2005).
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1.2.4 Zytokine

Zytokine (Griechisch: cyto-, Zelle; und -kinos, Bewegung) sind Proteine, Peptide oder
Glykoproteine, die als Signalmolekile an transmembrandre Rezeptoren binden und dort eine
spezifische, intrazellulare Antwort auslésen. Diese Gruppe l6slicher Proteine wird in vom
embryologischen Ursprung unterschiedlichsten Zellen Uberall im Koérper gebildet (Gilman et
al., 2001). Zytokine agieren auf auto- oder parakriner Ebene und wirken als humorale
Regulatoren im nano- und picomolaren Bereich auf die biologische Aktivitat individueller Zellen
oder Gewebe (lbelgaufts, 1995). Nahezu alle Zellen mit Kern, aber hauptsachlich epitheliale
Zellen und im Gewebe angesiedelte Makrophagen, bilden potentiell die Zytokine IL-1, IL-6
sowie TNF-a. Zytokine wirken oftmals additiv, synergistisch oder antagonistisch. Nachdem ein
Zytokin an seinen transmembranaren Rezeptor bindet, werden intrazellulare Signalkaskaden
aktiviert und Zellfunktionen verandert, indem die jeweiligen Zielgene exprimiert oder
supprimiert werden. Auf diesem Weg konnen Transkriptionsfaktoren gebildet werden, die flr
die Steigerung der Bildung bestimmter Rezeptoren oder anderer Mediatoren verantwortlich
sind. Das Ausmal} der Signalantwort des jeweiligen Zytokins ist abhangig von seiner
extrazellularen Menge, seiner Prasenz, der exprimierten Rezeptoren auf der Zelle und

nachgeordneten Signalkaskaden, die durch die Rezeptorbindung ausgel6st werden.

Im Reproduktionssystem spielen Zytokine in vielen Prozessen wie der Ovulation, der
Menstruation sowie der frihen Entwicklung und der Implantation des Embryos eine wichtige
Rolle (Simon et al., 1995; Krussel et al., 2000). Sowohl der Praimplantationsembryo als auch

das Endometrium produzieren IL-1 in Mensch und Maus (Krussel et al., 1997).

1.2.4.1 IL-6

IL-6 ist ein multifunktionelles Protein, das eine wichtige Rolle in der Immunregulation,
Entziindungsantwort und Hamatopoese spielt (Akira et al., 1993; Taga & Kishimoto, 1997;
Kamimura et al., 2003; Jones et al., 2005). Es wird hauptsachlich in immunkompetenten Zellen
wie T-Lymphozyten und Monozyten/Makrophagen, aber auch in Endothel- sowie Epithelzellen
gebildet und beeinflusst verschiedene Gewebearten und Zelllinien, indem es einerseits
Zellwachstum und -differenzierung fordert und andererseits Apoptose einleitet (Van Snick,
1990; Hirano et al., 1990; Sehgal, 1992).

IL-6 ist ein potentes pro-angiogenetisches Zytokin, das mafigeblich an der Angiogenese der
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Tumorprogression, Wundheilung und Entwicklung der HirngefalRe beteiligt ist (Fee et al., 2000;
Fan et al., 2008). Diesen Einfluss auf die Angiogenese vermittelt IL-6 indirekt, indem es die
vegf-Expression induziert (Cohen et al., 1995). Untersuchungen zeigten, dass die in vivo
Expression von il-6-mRNA mit der Vaskularisierung im reproduktiven Gewebe der Maus
einhergeht (Motro et al., 1990). Des Weiteren steuert IL-6 die Aktivierung von MMP-2 und
MMP-9 des Trophoblasten (Meissner et al., 1999). Die Wichtigkeit von VEGF wahrend der
frihen Praimplanationsentwicklung und der Implantation ist in vielen Studien belegt worden
(Chakraborty et al., 1995; Krussel et al., 2001; Hess et al., 2008).

In murinen Praimplantationsembryonen konnte il-6 bereits im 8-Zell-Stadium nachgewiesen
werden und zahlt somit zu einem sehr frih exprimierten Gen (Rothstein et al., 1992, Gerwin et
al., 1995). Seine Wichtigkeit in der Reproduktion wird einer regulatorischen Funktion wahrend
der Implantation zugesprochen, da die humane IL-6 Synthese im Endometrium wahrend der
Zeit des implantation window stark erhoht ist (Tabibzadeh et al., 1995). IL-6R ist sowohl im
Embryo als auch im glandularen Epithel des Uterus beim Menschen zu finden (Tabibzadeh et
al., 1995; Sharkey, 1998). Weiterhin induziert IL-6 die Aktivierung von trophoblastischen MMP-
2 und MMP-9 wahrend der Implantation, wohingegen IL-6 von IL-1 aktiviert wird (Meissner et
al., 1999; Masuhiro et al., 1991).

1.2.5 HH

Das hh-Gen wurde erstmals bei Drosophila wahrend eines Screening fur Mutanten identifiziert
(NUsslein-Volhard & Wieschaus, 1980). Bei Drosophila stellt hh ein Segmentpolaritatsgen dar,
welches in den posterioren Zellen jedes Segments gebildet wird und in benachbarten, aber
auch in den weiter entfernten anterioren Zellen die Expression seiner Zielgene hinsichtlich der
Gliedmalen-, Fligel- sowie Kopfdifferenzierung der Fliegen aktiviert. Hierbei wurde der Name
Hedgehog (lgel, Stachelschwein) durch das Auftreten der stoppeligen, haarigen Drosophila-
Larve der hh-Mutanten gepragt (Muller & Hassel, 2006). Bei den Mammalia sind drei
Homologe der hh-Genfamilie: shh, ihh und dhh bekannt (Hammerschmidt et al., 1997).

HH ist ein sezerniertes Protein, das als lokales Morphogen fungiert und durch Diffusion im
benachbarten Gewebe entlang eines Konzentrationsgradienten seine Zielgene aktiviert oder
reprimiert. In Abhangigkeit von der Distanz zum Zielort reagieren die Zellen mit einer
unterschiedlichen Differenzierungsantwort (Briscoe et al., 2001). Wahrend der

Embryonalentwicklung ist der HH-Signalweg malgeblich an der Regulation des
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Zellwachstums sowie der Zelldifferenzierung (vieler Tierarten) beteiligt. Sowohl in Vertebraten
als auch in Insekten weisen HH-Proteine Schlusselfunktionen in der Morphogenese

verschiedener Regionen des Korpers auf (Ingham & McMahon, 2001).

1.2.51 SHH

SHH ist das am besten untersuchte Protein des HH-Signalwegs, wobei davon ausgegangen
werden kann, dass die Mechanismen sowohl zur Generierung der biologisch aktiven Form als
auch der Signaltransduktion auch fir die beiden anderen HH-Vertreter gelten (Hammerschmidt
et al., 1997). AulRerdem wird SHH im Vergleich zu IHH und DHH die kritischste Rolle in der
Entwicklung zugesprochen. Die Expression von SHH beginnt kurz nach der Gastrulation (16.,
17.d beim Menschen) im spateren Mittellinienmesodern (Notochord, floor plate) und ist unter
anderem in frihen Embryonalstadien fir die Rechts-Links-Asymmetrie verantwortlich (Riddle
et al.,, 1993; Chang et al., 1994; Johnson RL et al.,, 1994; Zhang et al., 2001). In spateren
Stadien spielt es eine Schlisselrolle in der Entwicklung des Neuralrohres, der Gliedmalien
sowie der Somiten und reguliert die Bildung von Haarfollikeln und epithelialen Organen
(Echelard et al., 1993; Ekker et al., 1995; Ericson et al., 1996; Bitgood & McMahon, 1995; St-
Jacques et al., 1998).

Das in der Chorda dorsalis exprimierte SHH kontrolliert die neuronale Entwicklung, wobei es
sowohl die Bildung des Neuralrohrs als auch die Proliferation und Differenzierung der
neuronalen Progenitor Zellen induziert (Echelard et al., 1993; Helms et al., 1997; Ericson et
al., 1997). In shh-knockout Mausen fehlen die Zellen der Fllgelplatte, Motoneurone sowie
verschiedene Klassen der Interneurone (Chiang et al., 1996). Der Einfluss von SHH auf die
Entwicklung des Vorderhirns sowie die Separation der Augenfelder in zwei Retinafelder erklart
den cyclopischen Phanotyp der shh-knockout Mause (Macdonald et al., 1995; Hallonet et al.,
1999; Chiang et al, 1996). Zusatzlich weisen diese Mause multiple Defekte wie
Holoprosencephalie, aber auch Anomalien der Extremitaten, des Darms, des Axialskeletts, des
Spinalkanals sowie des Gehirns auf (Chiang et al, 1996). Der oftmals nach der Geburt

eintretende Tod der shh-knockout Mause betont die Wichtigkeit der Signalfunktionen von SHH.

SHH wird eine Rolle in der Neovaskularisation zugesprochen, indem es unabhangig von
VEGF die endotheliale Formation férdern soll (Fujita et al., 2009). Obwohl festgestellt wurde,
dass SHH die Expression von VEGF und Angiopoietin-1, -2 in kultivierten humanen

pulmonalen Fibroblasten hochreguliert, wirkt exogenes SHH nicht auf die VEGF-Expression in
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murinen Endothelzellen in vitro (Pola et al., 2001; Vokes et al., 2004).

1.2.5.2 IHH

IHH wird in der Embryonalentwicklung in den Knochenanlagen wahrend der enchondralen
Ossifikation gebildet und reguliert die Chondrozytenproliferation und -differenzierung (lwasaki
et al., 1997; Chung et al., 2001). Das von den prahypertrophen Chondrozyten als Signal
fungierende IHH steuert die Chondrozytenreifung mit Hilfe einer Rickkopplungskontrolle eines
zweiten sezernierten Faktors PTHrP an der Gelenkoberflache (St-Jaques et al., 1999). Des
Weiteren stimuliert IHH die Angiogenese im Dottersack (extraembryonales Endoderm) (Byrd et
al., 2002). Sowohl SHH als auch IHH werden im Darm exprimiert, wobei sich mit der
Differenzierung des Darms eine deutliche Trennung ihrer Aufgabenbereiche herausbildet
(Bitgood & McMahon, 1995; Apelqvist et al., 1997; Sukegawa et al., 2000). /hh-defiziente
Mause weisen reduzierte Chondrozytenproliferation mit der Folge schwerer Missbildungen der
Extremitaten sowie Malformationen des Thorax mit respiratorischem Versagen auf und sterben
nach der Geburt (St-Jaques et al., 1999).

Eine weitere Bedeutung wird IHH in der Regulation der T-Zelldifferenzierung im Thymus
zugesprochen (Outram et al., 2009). Zudem ist IHH an der Bildung oder Differenzierung
folgender Gewebe beteiligt: der Brustdrise, dem Ovar, dem Pankreas, der Retina sowie der
BlutgefalRe (Lewis et al., 1999; Wijgerde et al., 2005; Hebrok et al., 2000; Perron et al., 2003;
Dyer et al., 2001).

IHH wird im luminalen Epithel des Uterus und den endometriellen Drisen zur Zeit der
Praimplantationsstadien des murinen Embryos exprimiert. Seine Konzentration fallt mit
einsetzender Implantation ab, wobei sich die Expression von IHH an Tag 6 der murinen
Entwicklung auf das uterine Epithel iber dem Embryo begrenzt (Paria et al., 2001). Wahrend
wenig oder keine ihh-mRNA im Blastozystenstadium nachzuweisen ist, steigt die Expression
wahrend dem Auswuchs der Blastozyste an und wird mit der Entstehung des

extraembryonalen Endoderms in Zusammenhang gebracht (Becker et al., 1997).
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1.2.5.3 Signaltransduktionsweg von HH
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Abb.2: Die autoproteolytische Funktion des HH-Proteins

Das HH-Vorlauferprotein wird mittels der autoproteolytischen Funktion seiner C-terminalen Domane in eine
aktive N-terminale (HH-N) und eine inaktive C-terminale (HH-C) Domane gespalten. Hierbei bindet die C-
terminale Doméane ein Cholesterinmolekil, welches nach der Spaltung der beiden Domanen am C-Terminus
des HH-N fir die Permeabilitat der Zellmembranen des aktiven HH-Liganden sorgt. Das HH-N fungiert als
biologisch aktives Morphogen und bindet den HH-Rezeptorkomplex an seinen Zielzellen. Das als HH-N be-
zeichnete und auf diese Weise prozessierte Protein dient als Signaldoméane fur den HH-Signalweg. (Hall et
al., 1997)

Der HH-Signalweg ist gekennzeichnet durch die autoproteolytische Funktion des HH-
Vorlauferproteins, welches in eine aktive N-terminale sowie eine inaktive C-terminale Domane
gespalten wird. Die C-terminale (HH-C) Domane besitzt die autoproteolytische Funktion
(Abb.2). Nach der Spaltung wird der N-terminale (HH-N) Teil in ein biologisch aktives
Morphogen umgewandelt, indem Cholesterin- und Palmitinreste angehangen werden. Somit
kann das biologisch aktive HH-Morphogen (HH-N) durch seine Lipophilitat die Zellmembranen

passieren und an den HH-Rezeptorkomplex seiner Zielzellen binden.

Der Rezeptorkomplex besteht aus zwei Proteinen, dem 12-TM-Rezeptor Ptc und dem 7-TM-
Rezeptor Smo. Pftc ist konstant aktiv und unterdruckt die Aktivitat von Smo. Wenn der Ligand
HH an Ptc bindet, wird dieser inhibiert, wodurch dann wiederum die Hemmung des Smo-

Rezeptors aufgehoben wird. Des Weiteren aktiviert Smo einen zytosolischen
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Multiproteinkomplex bestehend aus Fused, Costal-2 und dem Vorlauferprotein des Zinkfinger-
Transkriptionsfaktors Gli (Delattre et al., 1999, Park et al., 2000). Der aktivierte Gli-
Transkriptionsfaktor 16st sich vom Proteinkomplex, diffundiert in den Nukleus und aktiviert die
HH-Zielgene (Abb.3). In Abwesenheit von HH ist Ptc aktiv und Smo inaktiv, wodurch die
Repressor-Form von Gli gebildet wird. Ein bekanntes direktes Zielgen fur HH stellt Ptc selbst
dar, welches in Untersuchungen verschiedener Gewebearten von Vertebraten durch HH-

Signale hochreguliert wird (Hammerschmidt et al., 1997).

Abb.3: Der HH-Signaltransduktionsweg

Bindet der HH-Ligand an seinen Rezeptor Pfc, wird die Inhibition von Smo aufgehoben. Smo aktiviert die
intrazellulare Signalkaskade, welche die Induktion entsprechender Zielgene mittels Transkriptionsfaktoren
steuert. (Ingham & McMahon, 2001)



1.3 ROS

O, ist essentiell fir menschliches Leben. Der Korper bendtigt O, fur die Synthese des
Energiedquivalents ATP. Bei der Umwandlung von ADP zu ATP in der Atmungskette
fungiert O, als Elektronenakzeptor. Dabei unterstitzt die hohe Reaktionsfahigkeit des O,
einerseits seine Effektivitat in der Atmungskette, ermdglicht andererseits aber auch die

Bildung von potentiell toxischen Spezies — ROS (Burton et al., 2002).

ROS kénnen sowohl im aeroben Zellstoffwechsel als auch in der Umgebung der Zelle
entstehen. Eine UbermafRige Produktion von ROS sowie ein fehlender
Abwehrmechanismus kdnnen zu einem unkontrollierten Ausmaly an ROS fuhren und im
sogenannten oxidativen Stress der Zelle enden. Oxidativer Stress schadigt die Zelle auf,
indem Lipide, Proteine und DNA durch ROS oxidiert werden. Zur Gruppe der ROS
gehoren sowohl freie Radikale (wie O,, OH") als auch nicht-Radikale O,-Derivate (stabile
aktivierte O,-Derivate), die bei der Reduktion von O, entstehen. Freie Radikale sind
reaktive, instabile Molekule, bei denen ein oder mehrere e ungepaart sind. Zu den
wichtigsten Vertretern der ROS gehoéren das O,, H,O, und das reaktionsfreudige OH"
(Agarwal et al., 2005) (Abb.4).
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Abb.4: Die Entstehung, ihre Entgiftung und die Auswirkungen von ROS

Das aus der Umwelt sowie der Zellatmung entstehende O, wird von der Superoxid-Dismutase (SOD)
zu H,0, entgiftet, welches entweder Uber die Katalase- oder GPX-Reaktion zu Wasser abgebaut oder
in das reaktionsfreudige OH™ umgewandelt wird. Ein UbermaB an ROS fiihrt zur Protein- und
Lipidperoxidation sowie zur DNA Schadigung.
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1.3.1 Endogene Quellen von ROS

Immer wenn O, metabolisiert oder in hoher Konzentration vorhanden ist, kdnnen seine
reaktiven Formen entstehen. ROS kdnnen in Stoffwechselwegen und bei verschiedenen,
durch Enzyme katalysierten Reaktionen gebildet werden, aber die Hauptquellen sind die
oxidative Phosphorylierung der Atmungskette in Mitochondrien, die NOX und die
Xanthin-Oxidase (Guérin et al., 2001).

Die Atmungskette besteht aus einem H'- und e-Transport, der iiber drei Kaskaden mit
Hilfe von Substraten wie Ubichinon und Cytochrom c ablduft und letztlich H* auf O,
Ubertragt. In Komplex 1 (NADH+H-Ubichinon-Reduktase) wird Wasserstoff (H'+e") auf
Ubichinon Ubertragen. Das Wasserstoff-e® wird in Komplex 3 (Ubihydrochinon-
Cytochrom-c-Reduktase) auf das Cytochromsystem Ubertragen. Im Komplex 4
(Cytochrom-c-Oxidase) reagieren die in Komplex 1 und 3 entstandenen e mit O,,
wodurch O, entsteht. Der e-Transport in der Atmungskette ist Uber den Aufbau eines
elektrochemischen Gradienten (H'-Gradienten) in der inneren Mitochondrienmembran

an die Synthese von dem Energieaquivalent ATP gekoppelt.

Das entstehende O, wird durch die SOD zu H,0, entgiftet (Burton et al., 2002). H,O,
wird entweder durch Katalase (in Peroxisomen) oder GPX zu H,O abgebaut. Wenn die
antioxidativen Abbauwege Uuberlastet sind oder nicht funktionieren, fihren zu hohe
Konzentrationen von O, und H;O, zur Bildung des OH" in der Fenton-Reaktion. In dieser

Reaktion entsteht in Gegenwart von Fe** aus H,0, das reaktionsfreudige OH".

OH' ist die gefahrlichste Form der ROS und besitzt im Gegensatz zu O, und H,0O,
keinen spezifischen Abbauweg, so dass es ungehindert mit Proteinen, Lipiden und DNA

reagieren kann.

Die NOX als weitere bedeutende endogene Quelle fur ROS ist ein membrangebundener
Multienzymkomplex, der endothelstandig in der Plasmamembran und in der Membran
der Phagosomen zu finden ist und einen korpereigenen Mechanismus zur Bildung von
O,-Radikalen zur Immunabwehr von Bakterien darstellt. Dieser Multienzymkomplex
besteht aus zwei membrangebundenden (gp91PHOX, p22PHOX), einer regulatorischen
(rac1 oder rac2) und drei zytosolischen (p47PHOX, p67PHOX, p40PHOX)
Untereinheiten. Wenn das Enzym aktiviert wird, nahert sich die zytosolische der
membrangebundenen Einheit und NADPH wird oxidiert, damit sich aus molekularem O,
das reaktive O, bilden kann. Das O, kann zu H,O,, HOCI" und OH" reagieren, wodurch

der Organismus die Méglichkeit hat, Fremdstoffe oder Erreger zu eliminieren (Abb.5).
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Abb. 5: Die Aktivierung der NOX

Die NOX, ein Multienzymkomplex, setzt sich aus zwei membrangebundenen (gp91PHOX, p22PHOX),
einer regulatorischen (rac1 oder rac2) sowie drei zytosolischen (p47PHOX, p67PHOX, p40PHOX)
Untereinheiten zusammen. In der aktivierten Form des Enzyms bindet die zytosolische an die
membrangebundene Einheit und NADPH wird oxidiert. Die dabei entstehenden H* binden sich mit aus
molekularem O, gebildetem O, zu H,O, und mit CI' zu HOCI, um Fremdstoffe oder Erreger
abzuwehren. (Assari, 2006)

Als oxidative burst wird die Freisetzung von ROS durch neutrophile Granulozyten und
Makrophagen zur Phagozytose von Bakterien bezeichnet. Dies vollzieht sich mit Hilfe
der NOX in der Membran der Phagosomen und ist fur die Abwehr von Katalase-positiven
Erregern essentiell. Defekte der NOX flhren zu Einschrankung bakterizider Wirkung der
Granulozyten. Dies wird klinisch durch das Krankheitsbild der septischen Granulomatose
beschrieben und &uflert sich in gehauft auftretenden und schwer verlaufenden

bakteriellen Infektionen.

Die endothelstandige NOX wird von Wachstumsfaktoren aktiviert und spielt eine wichtige
Rolle in pathophysiologischen Prozessen der Hypertension und Arteriosklerose, wobei
sie in Angiogenese und remodeling involviert ist (Munzel et al., 1999; Griendling & Ushio-
Fukai, 2000; Meyer & Schmitt, 2000). Sowohl in maternalen als auch plazentaren Zellen
wird eine erhohte Aktivitat von NOX mit Praeklampsie assoziiert (Matsubara & Sato,
2001; Lee et al.,, 2003; Raijmakers et al., 2004; Cui et al., 2006). Manes hat auf
trophoblastaren Kaninchenzellen eine NOX, die sich von der phagozytaren NOX in
biochemischen Eigenschaften unterscheidet, entdeckt. Dieses Enzym sei in der frihen
Phase der Interaktion zwischen Endometrium und Blastozyste aktiv (Manes & Lai, 1995;
Manes, 2001). Zudem wurden Oxidase Aktivitaten in murinen Praimplantations-
embryonen festgestellt (Filler & Lew, 1981). In 2-Zell Mausembryonen liel? sich eine
konzentrationsabhangige Reduktion in der Produktion von H,O, durch Inhibitoren der
NOX erkennen (Nasr-Esfahani & Johnson, 1991).
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Ein weiteres Enzym, welches an der Produktion von ROS mitbeteiligt ist, ist die Xanthin-
Oxidase. Dieses Enzym Kkatalysiert die Oxidation von Hypoxanthin und Xanthin zu
Harnsaure und ist am Purinabbau beteiligt. Im murinen Praimplantationsembryo stellt
Xanthin das Endprodukt der Purine dar (Alexiou & Leese, 1992).

Monooxygenasen bauen ein Atom des O,-Molekuls in ein Substrat ein, wodurch dieses
Substrat mit einer OH-Gruppe versehen wird. Das zweite O,-Atom wird mit Hilfe eines
Wasserstoffdonators zu H,O reduziert. Hierbei wird viel Energie frei und es besteht die
Gefahr, dass sich ROS durch die Spaltung des O, bilden. Die Erzeugung von ROS durch
CytochromP450-Monoxygenasen ist bei metabolischen Prozessen der Steroidhormon-
synthese aus Cholesterin (in den endokrinologischen Organen, wie Ovar oder Hoden)

entscheidend.

1.3.2 Exogene Quellen von ROS

Die Entstehung von ROS in der Umgebung der Zelle oder des Praimplantationsembryos
wird entscheidend von der O,-Konzentration des Gewebes bestimmt. Der physiologische
O,-Gehalt in Ovar, Eileiter und Uterus entsptricht 1-9% im Vergleich zu 20%
atmospharischem Gehalt, wobei der O,-Partialdruck in Richtung Uterus immer weiter
abnimmt (Mastroianni & Jones, 1965; Yedwab et al., 1976; Fischer & Bavister, 1993).
Somit finden die Fertilisation und die initialen Stadien der Entwicklung der Sauger in vivo

in einer niedrigen O,-Konzentration statt.

ROS werden in murinen sowie bovinen Embryonen verstarkt gebildet, wenn sie unter
atmospharischer Oz-Konzentration kultiviert werden (Goto et al., 1993). Viele Studien
haben demonstriert, dass bei unter atmospharischen O,-Konzentrationen kultivierten
Embryonen sowohl die Entwicklung und die Zellzahl der Blastozysten als auch der
Metabolismus beeintrachtigt sind (Whitten, 1971; Goto et al., 1993; Gardner & Lane,
1996; Takahashi et al., 1996; Fujitani et al., 1997; Takahashi & Kanagawa,1998; Bing et
al., 2003).

Sichtbares Licht kann die Bildung von ROS induzieren und zu erheblichen Zellschaden
fuhren (Beehler et al., 1992). Es reicht eine Exposition von mehr als 5min, um eine

steigende H,O,-Konzentration in Mausembryonen zu messen (Goto et al., 1993).



20

1.3.3 Biologie von ROS

ROS werden entscheidende Schlusselrollen in biologischen Systemen zugeschrieben.
Physiologische Konzentrationen von ROS sind notwendig, um homdostatische

Mechanismen und intrazellulare Signalwege zu regulieren.

ROS haben sowohl physiologische Aufgaben als auch ihren pathologischen Einfluss in
der frGhen Entwicklung (embryonal sowie maternal) und im Reproduktionstrakt. Ein
komplexes Zusammenspiel von Zytokinen und Hormonen endet mit der Bildung von
freien Radikalen. Freie Radikale greifen in die Regulierung von Genexpression und

Transkriptionsfaktoren ein (Harvey et al., 2002; Dennery, 2004).

Der Einfluss von ROS auf die frihe Entwicklung des Embryos ist vielseitig. Einerseits
zeigen Studien, dass experimentell induzierte ROS die frihe Entwicklung hemmen
(Johnson & Nasr-Esfahani, 1994; Guérin et al., 2001); andererseits zeigt die Zugabe von
Antioxidantien in das Kulturmedium des Embryos unterschiedliche Resultate (Noda et
al., 1991, Payne et al., 1992, Orsi & Leese, 2001). Noda et al. (1991) stellten eine
signifikant erhohte Blastulationsrate bei Mausembryonen fest, bei denen die in vitro
Kultur ~ Superoxiddismutase Zusatz enthielt. Eine Addition von 100U/ml
Superoxiddismutase zur in vitro Kultur verbesserte die murine Embryonalentwicklung,
wohingegen ein  Zusatz von 1000U/ml  Superoxiddismutase die  murine

Embryonalentwicklung nachteilig beeinflusste (Payne et al., 1992).

Wahrend des Entwicklungsstadiums, in dem das embryonale Genom von Rindern
aktiviert wird (8-Zell-Stadium), hat ein kurzer Impuls von H,O, einen positiven Einfluss
auf die Entwicklung zum Blastozysten Stadium (Morales et al., 1999). Ahnlich ist es mit
dem hatching des murinen Embryos, womit eine spezifische Haufung von ROS Bildung
assoziiert ist (Thomas et al., 1997). Eine erhdhte Produktion von H,O, wurde bei in vitro
kultivierten Mausembryonen verglichen mit der in vivo Situation festgestellt (Goto et al.,
1993).

ROS wirken auf die weiblichen und mannlichen Gameten. In Fortpflanzungsfunktionen
wie der Eizellreifung, Follikulogenese, Lutealphase oder zyklischen
Endometriumveranderungen stellen ROS entscheidende Signalmolekule dar. Das Ovar
als metabolisches Organ produziert wahrend der Ovulation ROS, wobei die Follikelruptur
in bestimmter Hinsicht einer Entzindungsreaktion gleicht (Espey, 1980). Zusatzlich
werden ROS bei der Steroidhormonsynthese im Corpus luteum erzeugt (Abb.6). Neben

diesen physiologischen Funktionen im Ovar werden ROS mit pathologischen
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Mechanismen wie Infertilitdt oder Endometriose assoziiert (Wang et al., 1997; Ngo et al.,
2009).

ovulation

progesterone

Abb.6: Physiologische Produktion von ROS bei der Ovulation und der Steroidhormonsynthese
Sowohl bei der Follikelruptur der Ovulation als auch bei der Steroidhormonsynthese entstehen im
Ovar ROS. (Fuijii et al., 2005)

Die follikulare Flussigkeit in der Umgebung der Oozyte spielt eine entscheidende Rolle in
der Fertilisation und der Embryonalentwicklung. Der Einfluss von ROS in der follikularen
Flussigkeit auf die Eizellreifung, Fertilisation und Schwangerschaft wurde untersucht,
wobei niedrige Konzentrationen an ROS in der follikularen Flussigkeit als potentieller
Marker fur prognostizierten Erfolg bei IVF Patienten erachtet wurde (Agarwal et al.,
2003).

In der Tube wird ein bestimmter Gehalt an H,O, bendtigt, um die Spermiumkapazitation,
die Akrosom-Reaktion und die Oozyten-Fusion zu gewahrleisten (de Lamirande &
Gagnon, 1993; de Lamirande et al., 1993). Die Fahigkeit von humanen Spermien, an die
Zona pellucida zu binden, wird durch ROS gefordert (Aitken et al., 1989). Obwohl eine
niedrige Konzentration von ROS notwendig ist, damit Spermien ihre Fahigkeiten in der
Fertilisation ausiiben kénnen, wird ein Ubermal an ROS mit mannlicher Infertilitat in
Zusammenhang gebracht. Oxidativer Stress im mannlichen Genitaltrakt geht mit
Lipidperoxidation der Plasmamembran der Spermien und Motilitdtseinschrankung der
Spermien einher (Aitken & Fisher, 1994; Agarwal et al., 1994; Armstrong et al., 1999).
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1.3.3.1 Physiologie von ROS wahrend der Embryogenese

Physiologische Konzentrationen von ROS sind essentiell fur die Embryogenese, da sie
intrazelluldre Signaltransduktionswege induzieren und Transkriptionsfaktoren steuern.
ROS reagieren entweder direkt mit Protein Thiol-Gruppen oder beeinflussen indirekt
Zellfunktionen Uber proinflammatorische Zytokine. Genexpression mittels Transkription
zu kontrollieren, ist ein entscheidendes Hilfsmittel, um physiologische Funktionen und
Entwicklungsprozesse zu regulieren. Eine Zelle reagiert auf extrazellulare Signale oder
Veranderungen der Umgebung, indem sich ihre Genexpression Uber kurze oder lange
Zeit andert. Mit Hilfe von Transkriptionsfaktoren beantwortet die Zelle extrazellulare
Signale und passt ihre Gene diesen vorlaufig an. Somit werden bei Anderungen der O,-
Konzentration Reaktionen in der Zelle ausgelost, um sich an die abweichende O,-
Konzentration zu adaptieren. Zu den Faktoren, die durch die veranderte O,-Situation
aktiviert werden, gehoren: HIF-1, NF-kB, AP-1 und p53 (Meyer et al., 1994; Kretz-Remy
et al., 1998; Hensley et al., 2000; Epstein et al., 2001; Semenza, 2000, 2001).

Transkriptionsfaktoren aus der HIF-Familie werden direkt von der intrazellularen O,-
Konzentration beeinflusst und induzieren in Abhangigkeit von der jeweiligen O,-
Konzentration die Expression von Genen, welche in zahlreiche zellulare Prozesse wie
Angiogenese, Erythropoese, Glukose-Transport und Glykolyse involviert sind (Semenza,
1999; Wenger & Gassman, 1999; Wenger, 2000; Harvey et al., 2002). Obwohl| HIF-1
hauptsachlich Uber den O,-Gehalt kontrolliert wird, gibt es andere Stimuli wie ROS,
Wachstumsfaktoren oder Zytokine, die selbst unter normoxamischen Konditionen HIF
aktivieren und im Umfeld des Reproduktionstraktes sowie wahrend der frihen
Embryonalentwicklung aufzufinden sind (Déry et al., 2005). Die Aktivierung von HIF ist
wichtig fur in vitro Embryonen, um sich an die niedrigen O,-Konzentrationen, die in vivo

herrschen, zu gewodhnen (Harvey et al., 2007).

Der Transkriptionsfaktor NF-kB reguliert Zellproliferation, Immunantwort sowie Apoptose
und steuert zahlreiche Gene, die an Zelladhasion und -zyklus beteiligt sind (Janssen-
Heininger et al., 2000). Die Expression von proinflammatorischen Zytokinen, wie TNF-a,
Interleukinen (IL-1B, -6 und -8) und Wachstumsfaktoren, wie CyPA und PDGF, wird von
NF-kB beeinflusst (Clemens, 2000). NF-kB ist bereits im 1-Zell-Stadium vorhanden und
seine Aktivierung scheint Voraussetzung fur die Entwicklung der Mausembryonen uber
das 2-Zell-Stadium hinaus zu sein (Parrott & Gay, 1998). Die Expression von NF-kB UE
wahrend der Embryonalentwicklung konnte fur das Ansprechen auf Umweltfaktoren wie

Stress erforderlich sein (Parrott & Gay, 1998). Weiterhin spielen ROS in verschiedenen
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Signalwegen der Zellproliferation und -differenzierung eine wichtige Rolle und
beeinflussen Proteinkinasen und G-Protein vermittelte Signalwege. Bei zahlreichen
Wechselwirkungen zwischen Liganden und deren Rezeptoren wie zum Beispiel EGF
werden ROS gebildet und leiten nachfolgende Signalwege ein (Droge, 2002).

1.3.3.2 Pathologie von ROS

Wenn ein freies Radikal mit einem nicht-Radikal reagiert, wird eine Kettenreaktion
ausgeldst, so dass Lipide, Proteine und DNA oxidiert und in Folge dessen in ihrer
Struktur verandert werden. Als Konsequenzen entstehen mitochondriale Veranderungen,
DNA-Mutationen, Lipide werden peroxidiert und Enzyme durch Anderungen der

Konformation inaktiviert.

Zellmembranen und Organellen bestehen vorwiegend aus Phospholipiden, die mit
mehrfach ungesattigten Fettsauren verknlpft sind. Deren Seitenketten sind anfallig flr
den Angriff freier Radikale (Burton et al., 2002). Dies fuhrt zum Rickgang der
Membranfluiditat, wodurch die Zellfunktion und der metabolische Transport beeintrachtigt

werden.

Sowohl freie als auch in Proteinen gebundene AS kdonnen zum Angriffsziel von ROS
werden. Besonders betroffen sind die schwefelhaltigen AS Methionin und Cystein, deren
SH-Gruppen oxidiert werden kdénnen, wodurch Disulfidbriicken entstehen. Mit oxidativem
Stress steigt die Anzahl der Disulfidbricken in den Zellen und die Faltung der Proteine

wird verandert.

DNA wird von OH" angegriffen, wodurch Molekiule mit der DNA-Base oder dem
Zuckeranteil (Desoxyribose) reagieren konnen (Halliwell & Gutteridge, 1998). ROS
induzieren DNA-Strangbriiche, wenn der zwischen den homologen Basen gelegene
Wasserstoffbricken-bildende Zuckeranteil geschadigt wird (Munné & Estop, 1991). Des
Weiteren sind Mutationen in Form von Punktmutationen moglich, die die genetische
Information abhangig von der Lage der Mutation verandern kdnnen. Au3erdem kann die
Oxidation von Histonen zu Querverbindungen fiihren, wodurch die Chromatinfaltung, die
DNA-Reparatur sowie die Transkription beeinflusst werden kénnen (Burton et al., 2002).
mtDNA ist besonders sensitiv gegenuber Angriffen von ROS, da in ihrer unmittelbaren
Nahe Oy (in der Atmungskette) generiert wird. Zudem ist sie durch den fehlenden Schutz
der Histone und ihre minimalen Reperaturmechanismen empfindlicher in Bezug auf

Mutationen. Als Konsequenz zeigt sich unter normalen Bedingungen eine 5-10mal
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hohere Rate an Mutationen im Vergleich zu nukledrer DNA (Richter et al., 1988).
Oxidativer Stress verursacht Schadigungen der mtDNA. Da mtDNA fur mitochondriale
Proteine wie die Enzyme der Atmungskette kodiert, flihren Mutationen zu einer

Schadigung des Zellmetabolismus.

H,O, vermittelt Apoptose in Blastozysten (Pierce et al., 1991). Des Weiteren scheint das
Vorkommen von zytoplasmatischen Fragmenten in bovinen Blastozysten Apoptose zu
induzieren (Yang & Rajamahendran, 2002). Ein direkter Zusammenhang wurde
zwischen erhohten H,0O,-Konzentrationen und Apoptose in fragmentierten humanen
Embryos festgestellt (Yang et al., 1998). Der beobachtete Entwicklungsarrest bei
murinen 2-Zell Embryonen wahrend der in vitro Kultivierung wurde mit einem Anstieg an
ROS sowie Lipidperoxidation assoziiert, welcher bei in vivo gesammelten Embryonen
nicht beobachtet wurde (Nasr-Esfahani et al., 1990; Noda et al., 1991). ROS werden mit
der beeintrachtigten embryonalen Entwicklung der Sauger unter in vitro Konditionen in
Verbindung gebracht (Johnson & Nasr-Esfahani, 1994). Versuchsweise wurden
Spermien Xanthin-Oxidase generiertem O, ausgesetzt, wodurch ein vierfacher Anstieg
an nukledrer DNA-Fragmentation nachgewiesen wurde (Lopes et al., 1998). Solche
nuklearen  DNA-Lasionen werden mit dem  beobachteten  embryonalen
Entwicklungsarrest unter in vitro Bedingungen in Verbindung gebracht (Guérin et al.,
2001).

1.3.4 Antioxidative Abwehrmechanismen

Unter physiologischen Bedingungen gibt es Schutzmechanismen, um die durch ROS
enstehenden Schadigungen gering zu halten. Ein Abwehrmechanismus ist das
antioxidative System, das zum einen niedrig molekulare Verbindungen wie Vitamine
beinhaltet, zum anderen aus Enzymen besteht. Antioxidantien sind Radikale abfangende
Molekule, die die Fahigkeit besitzen, ROS zu H,O umzubauen, damit eine unbegrenzte
Produktion von ROS verhindert wird (Fuijii et al., 2003).

Die nichtenzymatischen Antioxidantien versuchen, den oxidativen Stress, der in der
Umgebung der Zelle entsteht, zu beherrschen; wohingegen die enzymatischen
Antioxidantien vermehrt auf zellularer Ebene die durch ROS entstehende Schadigung
reduzieren. Enzymatische Entgiftung von ROS st effizienter als nichtenzymatische
(Halliwell & Gutteridge, 1998). Somit ist verstandlich, dass am Ort des hauptsachlichen
Ursprungs von ROS - in der Zelle — und der folgenreichsten Schaden, die
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enzymatischen Antioxidantien im Vordergrund stehen (Abb.7). Guérin et al. (2001) hat im
humanen und murinen weiblichen Reproduktionstrakt sowie im murinen Embryo
Bestandteile der Abwehrmechanismen nachweisen kdnnen. Die mRNA-Expression von
sod und gpx wurde in humanen und murinen Oozyten, in murinen Blastozysten und im
Ovidukt des Menschen und der Maus festgestellt, wohingegen sich nichtenzymatische
Antioxidantien wie Hypotaurin, Taurin und Vitamin C (Ascorbinsaure) in der follikularen

und tubaren Flussigkeit nachweisen liellen (Guérin et al., 2001).

Einen weiteren Schutzmechanismus bietet das Redox-System (Reduktion-Oxidation-
System), das nicht nur schadliche Oxidationsmittel entgiftet, sondern zusatzlich auch
oxidierte Molekule reduziert. Das Redox-System ist an der Regulation von zahlreichen
physiologischen Funktionen der Zelle beteiligt, wie Signaltransduktion des

Zellwachstums und -todes (Nakamura et al., 1997).
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Abb.7: Auswirkungen und Abwehrmechanismen von oxidativem Stress auf zelluldarer und
extrazellularer Ebene

Auf zelluldrer Ebene schiitzen antioxidative Enzyme die Zelle vor durch ein UbermaR an ROS
ausgeldster Lipidperoxidation, Protein- oder DNA-Schadigungen, indem sie entweder oxidierte
Molekule reduzieren oder ROS umbauen. Ausserhalb der Zelle dienen antioxidative Vitamine wie
Vitamin E, Vitamin A oder Vitamin C, schwefelhaltige Verbindungen wie Glutathion, Hypotaurin oder
Cysteamin sowie metallische Chelatbildner als Radikalfanger und versuchen, die durch den oxidativen
Stress verursachten Schaden zu minimieren. (Agarwal et al., 2005)
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1.3.4.1 Nichtenzymatische Antioxidantien

Nichtenzymatische Antioxidantien sind auch bekannt als synthetische Antioxidantien.
Das komplexe antioxidative System im Korper ist abhangig von der Aufnahme von
antioxidativen Vitaminen und Mineralstoffen, wie Vitamin C (Ascorbinsdure), Vitamin E
(Tocopherol), Vitamin A (Carotin, p-Carotin), Selen und Zink. Auf3erdem haben viele
schwefelhaltige Verbindungen wie Glutathion, Hypotaurin und Taurin sowie Cysteamin
antioxidative Funktionen. Metallische Chelatbildner und Metall-bindende Proteine, wie
Transferrin, nehmen ebenso eine zentrale Wichtigkeit in der Kontrolle von potentiell

Radikale erzeugenden Reaktionen ein (Guérin et al., 2001).

Diese nichtenzymatischen Antioxidantien haben gemein, dass sie entweder ungepaarte
e abfangen und somit selbst zu Radikalen werden, die als relativ stabile Radikale die

Oxidationsketten durchbrechen oder die oxidierten Radikalfanger regenerieren kdnnen.

1.3.4.2 Enzymatische Antioxidantien

Enzymatische Antioxidantien werden auch natirliche Antioxidantien genannt. Sie
neutralisieren ROS und verhindern, dass ROS zellulare Strukturen schadigen, indem sie
diese abbauen oder oxidierte Radikalfanger wieder reduzieren. Obgleich viele Enzyme
als Antioxidantien fungieren kénnen, gehdren zu den wichtigsten enzymatischen
Antioxidantien die SOD, Katalase, GPX und GR.

Die SOD reagiert in ihrer oxidierten Form mit einem O, unter Bildung von O, und ihrer
reduzierten Form, wobei diese Form mit einem weiteren O, und zwei H® zu H,0,

reagiert. Dann ist das Enzym wieder in seiner oxidierten Form.
202-+2H+—>H202+02

Sod1-Defizienz wird mit weiblicher Infertilitdt assoziiert (Ho et al., 1998; Matzuk et al.,
1998).

GPX entgiften zahlreiche Peroxide, indem die reduzierte Form von GSH als
Elektronendonator fungiert. H,O, wird auf diese Weise zu H,0O reduziert, indem GSH
oxidiert wird (Abb.8). Viele Enzyme, die verschiedenen Gruppen von Proteinen
zugeordnet werden, weisen eine GSH-abhangige Peroxidase Funktion auf. Die
konventionelle GPX enthalt in ihrem aktiven Zentrum Selenocystein und scheint eine

lebenswichtige Rolle bei der Entgiftung von Peroxiden zu spielen.
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Es werden vier Selenium enthaltende Unterformen von GPX in Sdugern produziert (Fujii
et al., 2003; 2005), wobei in dieser Arbeit GPX1 und GPX4 von Bedeutung sind. GPX1,
die zytosolische Form, ist in vielen Geweben zu finden. Gpx7-knockout Mause zeigen
keine phanotypischen Veranderungen bezuglich ihrer Reproduktionsfahigkeit (Ho et al.,
1997). GPX4 verschlusselt eine Unterform, die speziell Phospholipidhydroperoxid
entgiftet und in groRen Mengen im Hoden (Testis) exprimiert wird. Ein Defizit an
Selenium wird mit mannlicher Infertilitdt in Beziehung gebracht (Hansen & Deguchi,
1996). Ebenfalls wurde mehrfach von einer Korrelation zwischen mannlicher Infertilitat
und einem Defekt von GPX4 berichtet (Foresta et al., 2002; Imai et al., 2009). Gpx4-
knockout Mause zeigen einen frihzeitigen embryonalen Tod im Uterus (Imai et al., 2003;
Yant et al., 2003).

Reduced Glutathione

(2 GSH)
Nmpvq.\ / \ ey
H;0;

Glutathione reductase Glutathione peroxidase

_ m:’;::]"" /] L Selenium ]
NADPH#+H* -/\ ‘/\'b
(GSSG)

Oxidized Glutathione

Abb.8: Entgiftung von H,0, durch GPX

GPX entgiften Peroxide, indem die reduzierte Form von GSH als Elekronendonator fungiert. H,O, wird
zu H,O reduziert, indem GSH oxidiert wird. Das oxidierte Glutathion (GSSG) wird von der GR
reduziert. In dieser Reaktion sind sowohl Riboflavin als auch NADPH beteiligt.

Mit freundlicher Genehmigung des Micronutrient information Center, Linus Pauline Institute, Oregon
State University (http://Ipi.oregonstate.edu/infocenter/vitamins/riboflavin/gsh.html)

1.3.4.3 Redox-Systeme

GSH ist ein aus den drei AS Glutaminsaure, Cystein und Glycin bestehendes Peptid, das
entweder in seiner reduzierten (GSH) oder seiner oxidierten Form (GSSG), wobei eine
Disulfidbricke zwischen zwei GSH-Molekulen gebildet wird, zu finden ist. Da GSH eine
reaktive Sulfhydrylgruppe besitzt, wird es intrazellular in seiner reduzierten Form
bendtigt, um die Aufgabe des e-Donators von GPX zu Ubernehmen. GR katalysiert die
Reduktion von GSSG zu GSH, um den Bestand an GSH sicherzustellen.

Reproduktionsmedizinisch spielt GSH im weiblichen Reproduktionstrakt eine
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entscheidende Rolle in der Reduktion von oxidativem Stress, indem es direkt mit ROS
reagiert oder als e-Donator von GPX fungiert (Fujii et al., 2005). Die Wichtigkeit im
mannlichen Genitaltrakt erklart sich mit der Expression von GR im epithelialen Gewebe
dieses Traktes, wodurch GSH flir die Spermien bereitgestellt wird (Fujii et al., 2003).
Aulerdem reduziere eine Behandlung mit Komponenten, die den Gehalt von GSH
erhdohen, die mannliche Infertilitat (Lenzi et al., 1994; Irvine, 1996). Obwohl Embryonen
im Praimplantationsstadium eine geringe Kapazitat an GSH-Synthese aufweisen, sind
bei Mausen, Schweinen und Rindern steigende intrazellulare Konzentrationen von
reduziertem GSH sowohl mit verbesserter Fertilisation als auch nachfolgender
Embryonalentwicklung in vitro assoziiert (Gardiner & Reed, 1995; Abeydeera et al.,
1999; de Matos & Furnus, 2000).

TRX ist urspringlich als e-Donator fur die Ribonukleotidreduktase identifiziert worden.
Heute ist bekannt, dass TRX zahlreiche Enzyme sowie transaktivierende Faktoren von
Genen reguliert und entscheidend an Zellwachstum, -differenzierung und -tod beteiligt ist
(Nakamura et al., 1997). Zudem ubernimmt TRX die Rolle des e-Donators des PRDX —
einer Gruppe von antioxidativen Proteinen und Ubt direkt eine Peroxidase Funktion aus
(Fujii & lkeda, 2002). Wenn TRX oxidiert wird, bildet sich eine intramolekulare
Disulfidbricke. Das oxidierte TRX kann mit Hilfe der TRX-Reduktase regeneriert werden,
indem e von NADPH genutzt werden. PRDX besitzt eine TRX-abhangige Peroxidase
Aktivitat und Ubernimmt die Funktion des antioxidativen Systems, indem es in zwei
Schritten reduziert wird, wobei H,O, zu H,O reagiert. Nach der ersten Reduktion kann
sich H,O abspalten (Hydrolysierung) und eine Disulfidbricke wird gebildet, welche mit

Hilfe der Reduktase zu der Ausgangsform von PRDX reduziert wird.

Neben der Funktion als antioxidative Proteine besitzen PRDX zahlreiche Aufgaben in
Zellproliferation und -differenzierung, intrazellularer Signaltransduktion und Apoptose
(Fujii & Ikeda, 2002). Es gibt 6 Isoformen von PRDX, wobei in dieser Arbeit die im
Zytosol lokalisierte PRDX2 von Bedeutung ist (Kang et al., 1998). In murinen Testis
wurde eine Hochregulation von PRDX2 durch Bestrahlung festgestellt (Lee et al., 2002).
Eine Uberproduktion von PRDX2 blockiert das von extrazellular hinzugefiigte H,O, oder
TNF-a aktivierte NF-kB (Kang et al., 1998). Ein Grund der erhdhten Inzidenz von
Apoptose, die bei kultivierten Embryonen verglichen mit der in vivo Gruppe beobachtet

wird, kdnnte die Herunterregulation von PRDX2 sein (Brison & Schultz, 1997).

Durch die Funktion von TRX als e-Donator der Ribonukleotidreduktase — einem
entscheidenden Enzym der DNA-Synthese — wird das Sterben der trx-knockout Mause in
der frihen Embryonalentwicklung erklart (Matsui et al., 1996).



29

1.4 Wissenschaftliche Fragestellung

Ein groRRer Forschungsbereich befasst sich mit der Zusammensetzung der Kulturmedien,
um sie hinsichtlich ihrer Komponenten dem physiologischen Reproduktionstrakt
anzugleichen, da die in vitro Kultur ein verandertes Genexpressionsmuster der
Praimplantationsembryonen hervorrufen kann (Lonergan et al., 2003, Rinaudo et al.,
2004, 2006; Lane & Gardner, 2007).

Diese Arbeit behandelt die Fragestellung, inwieweit sich das mRNA-Expressionsmuster
bestimmter Gene von murinen Einzelembryonen in einem konventionellen humanen
Kulturmedium (Cleavage Medium von COOK®) und einem neueren — vor ROS
schiitzenden — Medium (G-1™ PLUS Medium von Vitrolife™) von der in vivo Situation
unterscheidet. Die Auswahl der Gene setzt sich wie folgt zusammen: il-6, shh, ihh, nox,

gpx4, gpx1, prdx2.

In Bezug auf die Wichtigkeit von il-6, shh und ihh in der frihen Entwicklung und
modglichen Veranderungen in der Angiogenese wahrend der frihen Entwicklung, der
Neuralrohr- oder Knochenentwicklung sowie im Hinblick auf die Relevanz von nox, gpx4,
gpx1 und prdx2 bezlglich ROS und mdglichen Modifikationen im antioxidativen System,
ist das Wissen der mRNA-Expression dieser Gene in Einzelblastozysten und ein

maglicher Einfluss der in vitro Kultur von Bedeutung.

Ziel dieser Arbeit war es, einen mdglichen Einfluss der oben genannten Kulturmedien auf
die mRNA-Expression wichtiger Gene in murinen Embryonen wahrend 3-tagiger in vitro
Kultur festzustellen, um mdgliche Beeintrachtigungen der frihen Embryonalentwicklung

aufzudecken.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

In  Zusammenarbeit mit der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf erfolgte die Aufzucht und Superovulation der Mause unter Berlcksichtigung
des Tierschutzgesetzes. Weibliche Mause des Stammes B6-129F1 im durchschnittlichen
Alter von 8 Wochen wurden bei konstantem Luftdruck, konstanter Luftfeuchtigkeit und
Temperaturen von 22-24°C in einem 12-stindigen Hell-/Dunkelzyklus in
Ubereinstimmung mit den Tierschutzrichtlinien gehalten. Allen Tieren wurde eine
Basisernahrung von Pellets (Altromin Haltungsfutter fir Mause und Ratten, Altromin
GmbH & Co. KG, Lage, Deutschland) und Trinkwasser ad libitum der Stadt Dusseldorf
gewahrleistet. Die Mause wurden durch einmalige, intraperitoneale Injektion von 101U
PMSG (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) superovuliert. 48h spater folgte die
Ovulationsinduktion, indem 10U hCG (Sigma-Aldrich) einmalig intraperitoneal
verabreicht wurden. Die auf diese Weise vorbehandelten weiblichen Mause wurden mit
fertlen mannlichen Mausen Uber Nacht verpaart, wobei das Vorhandensein eines

Vaginalpfropfens (p/lug) am nachsten Morgen eine erfolgreiche Verpaarung bestatigte.

2.2 Gewinnung der Embryonen

Zur Gewinnung der Embryonen wurden die als erfolgreich verpaart identifizierten
Weibchen nach inhalativer Narkotisierung mit Ather (Hdchst AG, Frankfurt am Main,
Deutschland) durch zervikale Dislokation (durchgefuhrt von Dr. rer. nat. J. Hirchenhain,

Genehmigung zur Organentnahme mit Projektnr. O17/99) getotet.

Fur die Embryonen der in vitro Gruppen wurden die befruchteten Eizellen 12h post-S-
HCG-injektionem (durchgefuhrt von Dr. rer. nat. J. Hirchenhain, Genehmigung zur
Organentnahme mit Projektnr. O17/99) entnommen. Dabei wurde eine Mikronadel unter
Sicht in dem geschwollenen Anteil der Ampulle positioniert, um den Eileiter mit Medium
durchzuspuilen und die Cumulus-Zygoten-Komplexe zu entfernen. Spater wurden die
Cumulusanteile in IVF-Medium mit 80IU/ml Hyaluronidase (Sigma-Aldrich) durch

vorsichtige Aspiration mittels einer Denudationspipette 140ul (Reproline Medical GmbH,
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Rheinbach, Deutschland) abgetrennt. Eventuelle Hyaluronidase Reste wurden durch
zweimaliges Waschen in Medium von den Cumulus-freien Zygoten geldst. Die Cumulus-
freien Zygoten wurden in einer mit 25pl des jeweiligen Mediums (1. Cleavage Medium
von COOK®, 2. G-1™ PLUS Medium von Vitrolife™) versehenen Kulturschale (Nr. 3001,
Becton Dickinson, Lincoln Park, New Jersey) unter Ol im Inkubator in angefeuchteter
Atmosphare mit 5% CO, bei 37°C aufbewahrt. Die Zusammensetzung des Cleavage
Mediums (COOK®) sowie des G-1™ PLUS Mediums (Vitrolife™) sind in Tab.1

dargestellt.

Die Beobachtung der sich entwickelnden Embryonen wurde zu bestimmten Zeitpunkten
sichergestellt: 36h nach HCG-Gabe (2-Zell-Stadium), 60h nach HCG-Gabe (8-Zell-
Stadium), 75h nach HCG-Gabe (Morula Stadium) und 80h nach HCG-Gabe (frihes
Blastozystenstadium) (Abb.9). In der Entwicklung stagnierende Embryonen wurden

entfernt.

-48 h: PMSG

schliipfende
Blastozyste

frithe Blastozyste
o h: hCG, Verpaarung
12h: t

2-Zell-Stadium
: @ 8-Zeller
% o L
IF i f'- Morula L,
36h ' spite Blastozyste
60h o (.@Y‘,

Abb.9: Uberblick des experimentellen Zeitablaufs von der Stimulation der weiblichen M&use bis zur
Entwicklung der Blastozyste

Nachdem die weiblichen Mause mit PMSG stimuliert und in h 0 verpaart wurden, vollzieht sich nach
erfolgreicher Fertilisation (12.h) die Isolation der Embryonen. Die Embryonen werden in das
entsprechende IVF-Medium in eine Kulturschale transferiert, in welchem sich die Entwicklung vom 2-
Zell-Stadium (36.h) bis zur Blastozyste (80.-88.h) beobachten lasst. (modifiziert nach Krissel et al.,
1997)

Hinsichtlich der in vivo Gruppe wurden die Blastozysten nach Entnahme der Uteri am
d3,5 pc (84h post-HCG Gabe) mit Hilfe einer Spritze mit Injektionskanule mit auf 37°C
erwarmtem Medium herausgespult. Danach wurden die Blastozysten durch vorsichtige

Aspiration mit einer Denudationspipette 140ul (Reproline Medical GmbH) zweimal im
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Medium gewaschen und jeweils in ein vorbereitetes Gefaly (Multiply-Pro Gefall 0,5ml,

Polypropylen, Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland) zur RT Gberflhrt.

Cleavage Medium (COOK®)

G-1™ PLUS Medium (Vitrolife™)

augereinigtes Wasser
Calciumlactat
Calciumpantothenat
EDTA

Gentamicin
Glucose

Glutamin

Glycin

Humanes Serum Albumin
Kaliumchlorid
Kaliumphosphat

L- Alanin

L- Arginin

L- Asparaginmonohydrat
L- Aspartatsaure

L- Cystin

L- Glutaminsaure

L- Histidin

L- Isoleucin

L- Leucin

L- Lysin

L- Methionin

L- Phenylalanin

L- Prolin

L- Serin

L- Taurin

L- Threonin

L- Tryptophan

L- Tyrosin

L- Valin
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Natriumbikarbonat
Natriumchlorid

Natriumpyruvat

aufgereinigtes Wasser
Calciumchlorid

EDTA

Gentamicin

Glucose

Glycin

Humanes Serum Albumin
Hyaluronan
Kaliumchlorid

L- Alanyl-L-Glutamin
L- Asparagin

L- Aspartat

L- Methionin

L- Prolin

L- Serin

L- Taurin

L-Alanin

L-Glutamat
Liponsaure
Magnesiumsulfat
Natriumbikarbonat
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumlactat

Natriumpyruvat

Tab.1: Zusammensetzung des Cleavage (COOK®) und G-1™ PLUS (Vitrolife™) Mediums
Die genauen Konzentrationen der einzelnen Reagenzien werden von den Herstellern nicht

angegeben.
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23 RT

Bei der RT synthetisiert die RNA-abhangige DNA-Polymerase, welche auch als Reverse
Transkriptase bezeichnet wird, aus einem als Matrize dienenden RNA-Einzelstrang einen
komplementaren DNA-Strang (cDNA). Heute werden veranderte Enzymvarianten aus
unterschiedlichen Retroviren als Reverse Transkriptasen verwendet. Die hier verwendete

Reverse Transkriptase des MMLYV erreicht ihr Arbeitsoptimum bei 37°C.

Zunachst wurde flr jeden Praimplantationsembryo ein PCR-Gefal® mit einem Ansatz von
18ul vorbereitet, welcher aus den in Tab.2 aufgefihrten Reagenzien (High capacity
cDNA Archive Kit 432217, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) bestand.

Zusammensetzung der RT-Komponenten Volumen Konzentration
10x RT Puffer 2 ul 1%

25x dNTP-Mix (100 mM) 0,8 ul 1x
DEPC-dH,0 13,2 pl

10x RT Random Primer (1,0 mL) 2yl 1%
Embryo (einschlieBlich Medium) 1 ul

MMLV Reverse Transkriptase (50 U/ul) 1 ul 50U
Gesamtvolumen 20 ul

Tab.2: Zusammensetzung und Konzentration des RT-Reaktionsgemisches.

Ein einzelner Embryo wurde mit 1yl Medium zu dem mit oben abgebildeten Ansatz mit
Ausnahme des Enzyms geflullten Reagenzgefald gegeben und anschlieend in einen
Thermocycler (UNOII, T-Gradient, Biometra GmbH, Goéttingen, Deutschland) fur 1min auf
99°C zur Denaturierung der Proteine und Zerstérung der Zellmembranen erhitzt, um die
intrazellulare Gesamt-RNA zu gewinnen. In dieser Arbeit wurde ausschlief3lich mit
kompletten Einzelblastozysten und der aus ihnen freigesetzten RNA-Menge gearbeitet.
Photometrisch lasst sich die Konzentration dieser RNA-Menge nicht messen. Als
Negativkontrolle wurde anstatt des Embryos lediglich 1yl Medium dem
Reaktionsgemisch zugefugt. Nachdem die Proben auf 4°C abgekuhlt wurden, konnte
das thermolabile Enzym MMLV Reverse Transkriptase 50U/ul (High capacity cDNA
Archive Kit 432217) hinzugefligt werden.
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Im Thermocycler wurde die RT-Reaktion nach folgendem Protokoll ausgefihrt: 25°C far
10min, 37°C fir 2h, 4°C als Haltetemperatur. Nach abgeschlossener RT-Reaktion
wurden die Proben mit 30ul DEPC-dH,O (sterilisiert, destiliert) aufgeflllt und bei —20°C
gelagert.

24 PCR

Die 1983 von Karry Mullis endeckte PCR ist eine bewahrte und sehr effektive Methode
zur Amplifizierung von bekannten Nukleotidsequenzen. Das Prinzip beruht auf der
Vervielfaltigung kurzer DNA-Doppelstrange am freien 3 OH-Ende durch DNA-
Polymerasen. Der sich wiederholende Reaktionszyklus der PCR lasst sich in drei

Schritte gliedern:
1. Denaturierung der DNA-Doppelstrange bei 92-98°C

2. Primer-annealing bei einer fur das jeweilige Oligonukleotid (Primer) spezifischen

Temperatur an die Einzelstrange der denaturierten DNA

3. Elongation der Nukleotidkette bei einer dem entsprechenden Aktivitatsoptimum

des Enzyms (DNA-Polymerase) angepassten Temperatur

Mit jedem Zyklus verdoppelt sich der von den Primern eingerahmte template-Abschnitt.
In dieser Arbeit wurde die mittels RT in cDNA umgewandelte RNA der Einzelblastozysten

als template verwendet.

Die ausgewahlten Primer mussen bestimmten Anforderungen entsprechen, um eine
einwandfreie PCR gewahrleisten zu kénnen, wie zum Beispiel 217 Nukleotide lang sein,
ihren Schmelzpunkt zwischen 55 und 80 °C und einen ahnlichen Schmelzpunkt fir beide
Primer haben sowie keine Dimer-Bildung aufweisen. Die Bindung der
Oligonukleotidsequenzen an die jeweilige Erkennungssequenz wird Uber die sogenannte

annealing-Temperatur reguliert.

In dieser Arbeit wurde die nested-(,verschachtelte®) PCR verwendet. Charakeristisch fur
die nested-PCR ist der Nachweis geringster template-Mengen. Bei dieser Form der PCR
werden zwei ineinander verschachtelte PCRs durchgefuhrt, wobei das template der
zweiten PCR das Produkt der Ersten darstellt. Es werden zwei PCRs mit
unterschiedlichen Primern (outer pair und inner pair) nacheinander durchgefuhrt, wobei

die Primer der 2zweiten PCR weiter innen als die Ersten liegen, so dass
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dementsprechend ein kleineres Fragment des ersten PCR-Produktes amplifiziert wird.

Dies erhoht die Sensitivitat und Spezifitat der Methode enorm.

Die in dieser Arbeit in der nested-PCR verwendeten Oligonukleotidsequenzen, die

FragmentgroRe und die annealing-Temperatur der untersuchten Gene werden in Tab.3

zusammengefasst.
nested- annealing- Amplikon- 3'-/5'- . . . o
mRNA PCR Temperatur  groBe Ende Oligonukleotidsequenz 5'—3
B-Aktin . 5 CAA GGT GTG ATG GTG GGA ATG G
54°C 407 bp
X03672 3'  CAG GAT GGC GTG AGG GAG AGC A
5 GTT CTC TGG GAA ATC GTG GA
aufden 56°C 339 bp
il-6 3 GGA AAT TGG GGT AGG AAG GA
NM_031168 5' TGT GCA ATG GCA ATT CTG AT
innen 56°C 226 bp
3 CTC TGA AGG ACT CTG GCT TTG
5 GAG ACC CAA CTC CGA TGT GT
aufden 55°C 530 bp
shh 3 GAT GTC GGG GTT GTAATT GG
NM_009170 5 CTG GCC AGA TGT TTTCTG GT
innen 56°C 150 bp
3 CTC GGC TAC GTT GGG AAT AA
5 CAC TTG TGG TGG AGA TGT G
aufden 58°C 438 bp
ihh 3 TAC CAC ACG CTT GTC AGC TC
NM_010544 5' CTC TAA CCA CTG CCC TCC TG
innen 53°C 106 bp
3 AGA GGA CGG AGA CAA CCT CA
5 GGG ATG ACC ATA AGG GGA GT
aufden 59°C 683 bp
nox 3 CCA GCC AGT GAG GAA GAG AC
NM_172203 5' TCC ATT TCC TTC CTG GAG TG
innen 59°C 216 bp
3 CCC AAC CAG TAC AGC CAC TT
5' AGT ACA GGG GTT TCG TGT GC
aufden 58°C 410 bp
gpx4 3 CGG CAG GTC CTT CTC TAT CA
NM_001037741 5' CCG GCTACAACG TCAAGT TT
innen 57°C 166 bp
3 ACG CAG CCG TTC TTA TCA AT
5 GTC CAC CGT GTATGC CTTCT
aufden 58°C 847 bp
gpx1 3 TCG ATG TCG ATG GTA CGA AA
NM_008160 5 GGT TCG AGC CCAATT TTACA
innen 45°C 278 bp
3 GGG CAC GCG TCC ATG TCG GC
5 TAG GGC TCT CTC GGT TTT GA
aufden 56°C 946 bp
prdx2 3 TTG ACT GTG ATC TGG CGA AG
NM_011563 ' GGT GCC TTC AAG GAA ATC AA
innen 56°C 179 bp

GCC TAG CTT TCG GAAGTC CT

Tab.3: In der nested-PCR verwendete Sequenzen von Oligonukleotiden (duf3eres und inneres Paar)

und ihre annealing-Temperatur.
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Die fur die PCR wichtigen Bestandteile sind MgCl,, PCR-Puffer, Nucleotide (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) und eine thermostabile DNA-Polymerase sowie die jeweiligen Primer. Der
in dieser Arbeit benuzte 2xPCR-Master Mix (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)
enthielt MgCl,, PCR-Puffer, 0,04mM dNTPs sowie 0,05U/pl Tag-DNA-Polymerase. Es
mussten lediglich die Primer, DEPC-behandeltes H,O sowie das template hinzugeflgt
werden. Als Positivkontrolle wurde Milz-cDNA verwendet. DEPC-behandeltes H,O stellte
die Negativkontrolle dar und bestatigte eine nicht kontaminierte PCR. Als housekeeping-
Gen wurde B-Aktin verwendet. Alle B-Aktin positiven Blastozysten wurden mittels nested-
PCR auf die Gene il-6, shh, ihh, nox, gpx4, gpx1 und prdx2 untersucht. Die

Reaktionsansatze der nested-PCR sind in Tab.4 und 5 zusammengefasst.

Zusammensetzung PCR Volumen Konzentration
PCR Master-Mix (2x) (K0171, Fermentas) 12,5 pl 1%
DEPC-dH,0 ad 25 pl

3' + 5' Primer-Mix je 1,5 ul 0,3 uM
Template 5yl

Gesamtvolumen 25 ul

Positivkontrolle: Milz-cDNA 2 ul

Negativkontrolle: DEPC-dH,0 2 ul

Tab.4: Reaktionsansatz der 1. und 2. PCR von il-6, shh, ihh, nox und gpx1.

Zusammensetzung PCR Volumen Konzentration
PCR Master-Mix (2x) (KO171, Fermentas) 12,5 pl 1%
DEPC-dH,0O ad 25 pl

3' + 5' Primer-Mix (je 5pl) je 1,5yl 0,3 uM
Template 2 ul

Gesamtvolumen 25 ul

Positivkontrolle: Milz-cDNA 2yl

Negativkontrolle: DEPC-dH,0 2 ul

Tab.5: Reaktionsansatz der 1. und 2. PCR von gpx4 und prdx2.
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AnschlieRend wurde die PCR im Thermocycler nach folgenden Parametern durchge-
fuhrt: Eine initiale Denaturierung von 1min bei 94°C, 35 (fUr prdx2) beziehungsweise 40
(fur B-Aktin, il-6, shh, ihh, nox, gpx4, gpx1) Zyklen bestehend aus Denaturierung von 30s
bei 94°C, Primerhybridisierung von 45s bei der zugehorigen annealing-Temperatur und
Elongation von 1min bei 72°C. Nach 35 oder 40 Zyklen mit diesen Parametern wurde die
PCR bei 72°C fur 10min komplettiert und durch Abkuhlung auf 4°C beendet. Nach Ab-
schluss der PCR-Reaktion wurden die Proben bei —20°C bis zur weiteren Verarbeitung

gelagert.

2.5 Gelelektrophorese

Wenn in einem elektrischen Feld geldste ionische Verbindungen durch einen als
Tragermaterial dienenden Stoff wandern, wird dies als Elektrophorese bezeichnet. Die
Gelelektrophorese stellt eine gangige Methode dar, um Nukleinsaurestrange anhand
ihrer Grol3e aufzutrennen und somit nachzuweisen. Dabei bewegen sich die negativ

geladenen Nukleinsaduren bei angelegter Spannung zur positiv geladenen Anode.

Als Tragermaterial wurde ein 2%iges Agarose-Gel hergestellt, indem Agarose in TBE-
Pufferldsung in der Mikrowelle aufgekocht und unter standigem Ruhren mit Hilfe eines
Magnetruhrstabchens auf 70°C abgekihlt wurde. Nach Zugabe von 5ul Ethidiumbromid
wurde die Agarose in eine Elektrophoresekammer (BioRad PowerPac 300, BioRad
Labaratories, Hercules, California) gegossen und zum Auspolymerisieren im Dunkeln
abgekuhlt. Das 2. (innere) PCR-Produkt wurde mit 5ul Ladungspuffer, der
Bromphenolblau enthalt, versehen und in die Geltaschen pipettiert. Als Marker wurde
10ug/ul des Quantitas DNA Marker 200bp-10kb (Biozym Scientific GmbH) (Anhang) zur
GroRenbestimmung der einzelnen Fragmente auf jedes Gel aufgetragen. Die

Elektrophorese wurde fur 45min bei 90V/cm in TBE-Pufferldsung durchgefuhrt.

Nach abgeschlossener Elektrophorese wurden die Gele mit dem Programm GelDoc

1000 (BioRad Labaratories, Hercules, California) unter UV-Licht analysiert.

Da Ethidiumbromid durch die Bindung an DNA seine Fluoreszenz stark erhoht, kdnnen
Fragmente im Agarosegel mit UV-Licht der Wellenlange 300nm sichtbar dargestellt

werden.
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2.6 Statistische Analyse

Die embryonale mRNA-Expression der 7 untersuchten Gene jeder Einzelblastozyste
wurde entweder als 0, nicht nachweisbar, oder 1, nachweisbar, klassifiziert. Zur
Feststellung der statistischen Signifikanz der verschiedenen mRNA-Expressionen in den
drei unterschiedlichen Gruppen wurde ein student t-Test fir unabhangige Stichproben
durchgefiihrt. Dabei wurde die Signifikanz der Anzahl der mRNA-positiven Blastozysten
der in vivo Gruppe jeweils gegen die beiden in vitro Gruppen untersucht sowie die

beiden in vitro Kollektive gegeneinander. Es wurde signifikant mit p<0,01 unterschieden.
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3 Ergebnisse

Insgesamt wurden in dieser Arbeit 292 murine Einzelblastozysten vorerst auf die mRNA-
Expression von B-Aktin und im Falle eines positiven Nachweises von B-Aktin-mRNA auf
die mRNA-Expression von il-6, shh, ihh, nox, gpx4, gpx1 und prdx2 untersucht. Das

untersuchte Entwicklungsstadium war der Zeitpunkt der frihen Blastozyste (80h pc).

B-Aktin-mRNA konnte in 276 (94,52%) der 292 murinen Blastozysten mit mikroskopisch
normaler Morphologie nachgewiesen werden, wobei 16 Praimplantationsembryonen
aufgrund der fehlenden mMRNA-Expression von B-Aktin als housekeeping-Gen
ausgeschlossen wurden. Abb.10 illustriert reprasentativ die cDNA-Banden fur 15
verschiedene Praimplantationsembryonen, die B-Aktin-mRNA mit einer Fragmentgroflie

von 407bp exprimierten und in die weitere Untersuchung einbezogen wurden.
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Abb.10: Reprasentative Gelelektrophorese der mRNA-Expression von [-Aktin (407bp) muriner
Blastozysten: 1. Marker, 2. DEPC-dH,0 als Negativkontrolle, 3. Milz cDNA als Positivkontrolle.

Die murinen Einzelblastozysten wurden in drei unterschiedliche Kollektive eingeteilt: ein
in vivo Kollektiv und zwei in vitro Kollektive, die jeweils in einem anderen Medium
kultiviert wurden. Das in vivo Kollektiv, bestehend aus 106 Blastozysten, stellte die
Kontrolle dar, um die mRNA-Expression der untersuchten Gene in den in vitro
Kollektiven mit der physiologischen mRNA-Expression dieser Gene zu vergleichen. Die
beiden anderen Kollektive wurden in vitro entweder in dem konventionellen Cleavage
Medium von COOK® oder in dem neueren G-1™ PLUS Medium von Vitrolife™, das
speziell gegen Schadigungen durch ROS schutzen soll, fur drei Tage kultiviert. Dabei
umfasste das Kollektiv des COOK® Mediums 92 Embryonen und das Kollektiv des
Vitrolife™ Mediums 78 Embryonen. Lediglich die Embryonen, die eine regelrechte
Morphologie aufwiesen, wurden in weitere Untersuchungen miteinbezogen. Taglich
wurde der Entwicklungsstand der in vitro Kkultivieren Praimplantationsembryonen
mikroskopisch kontrolliert und unmittelbar vor Durchfihrung der RT mittels eines

inversen Mikroskopes begutachtet. Abb.11 zeigt in vitro kultivierte Mausblastozysten.
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Abb.11: Eigene mikroskopische Aufnahmen der murinen in vitro Blastozysten an d3,5.

Nach der RT wurden p-Aktin-mRNA positive Einzelblastozysten auf die mRNA-
Expression folgender Gene untersucht: il-6, shh, ihh, nox, gpx4, gpx1 und prdx2. Diese
Auswahl der Gene setzt sich einerseits aus dem Zytokin IL-6, dessen Wichtigkeit fur die
Implantation des Embryos in Experimenten (Motro et al., 1990; Meissner et al., 1999)
bereits festgestellt wurde, sowie zwei Vertretern der HH-Familie, welche entscheidend flr
die regelrechte frGthe Embryonalentwicklung sind und andererseits aus Genen, die
bezluglich ROS von Bedeutung sind, zusammen. Tab.6 stelllt zusammenfassend die
Anzahl der aus den Zygoten entstandenen Embryonen sowie die jeweilige mRNA-

Expression der untersuchten Gene im jeweiligen Kollektiv dar.

In vivo In vitro COOK® I vitro Vitrolife™
Zygoten Unbekannt 140 140
Blastozysten guter Qualitat 106 92 78
mRNA-positive Blastozysten
B-Aktin 106/106 92/92 78/78
Shh 8/106 12/92 17/78
Ihh 4/106 12/92 26/78
il-6 27/106 72/92 43/78
Nox 0/106 2/92 1/78
gpx4 98/106 92/92 77178
gpx1 42/106 79/92 72/78
prdx2 39/106 91/92 76/78

Tab.6: Anzahl der Embryonen in Korrelation mit der 3-Aktin-, il-6-, shh-, ihh-, nox-, gpx4-, gpx1- und
prdx2-mRNA-Expression in der jeweiligen Gruppe.

Die jeweilige prozentuale Haufigkeit der mRNA-Expression der untersuchten Gene wird

in Tab.7 zusammenfassend aufgezeigt.
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mRNA-Expression (%)  B-Aktin ~ shh ihh il-6 nox gpx4 gpx1 prdx2
In vivo 100 8 4 25 0 92 40 37
In vitro COOK® 100 13 11 78 2 100 86 99
In vitro Vitrolife™ 100 22 33 55 1 99 92 97

Tab.7: Prozentuale Haufigkeit von B-Aktin-, il-6-, shh-, ihh-, nox-, gpx4-, gpx1- und prdx2-positiver
mRNA-Expression in murinen Einzelblastozysten.

3.1 mRNA-Expression von il-6 in murinen Einzelblastozysten

Alle drei Kollektive der Mausblastozysten wurden auf die mRNA-Expression von il-6
mittels nested-PCR untersucht. Einige ausgewahlte Agarosegele stellen die il-6-
Transkripte einzelner Mausblastozysten dar, die eine Fragmentgrolle von 226bp
aufweisen (Abb.12).
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Abb.12: Reprasentative Gelelektrophorese der mRNA-Expression von -6 (226bp) muriner
Blastozysten: A in vivo, B in vitro COOK® Medium, C in vitro Vitrolife™ Medium, 1. Marker, 2. DEPC-
dH,0 als Negativkontrolle, 3. Milz-cDNA als Positivkontrolle.

In der in vivo Gruppe konnte in 27 von 106 Blastozysten das il-6-Transkript
nachgewiesen werden und wurde somit in (auf ganze Zahlen gerundete) 25%
(n=27/106) der Blastozysten der in vivo Gruppe exprimiert. In den in vitro Kollektiven
fand sich eine hohere Anzahl an il-6-mRNA positiven Blastozysten. Im COOK® Kollektiv
wiesen (auf ganze Zahlen gerundete) 78% (n=72/92) der Blastozysten eine positive il-6-
mRNA-Expression auf, wohingegen im Vitrolife™ Kollektiv in (auf ganze Zahlen
gerundete) 55% (n=43/78) der Blastozysten il-6-mRNA exprimiert wurde. Graphisch

werden die Ergebnisse der il-6-Genexpression in Abb.13 zusammengefasst.

Die in vitro kultivierten Blastozysten haben quantitative Veranderungen im il-6-

Expressionsmuster im Vergleich zu den in vivo Blastozysten aufgewiesen. Im t-Test hat
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sich in jedem Kollektiv ein signifikanter Unterschied in der mRNA-Expression von il-6 zu

den jeweils anderen beiden Kollektiven mit ***p<0,01 verzeichnen lassen (Abb.13).
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Abb.13: Einfluss der in vitro Kultur auf die mRNA-Expression von il-6 als relative Haufigkeit
gegenuber B-Aktin als Haushaltsgen in den drei Kollektiven in vivo (orange), in vitro Kultur in COOK®
(violett) und in Vitrolife™ (rosa) Medium mit ***p<0,01.

3.2 mRNA-Expression von shh und ihh in murinen Einzelblastozysten

Die 276 Mausblastozysten der drei Kollektive wurden mittels nested-PCR auf die mRNA-
Expression der beiden hh-Vertreter — shh und ihh — untersucht. In Abb.14 lie3en sich
Banden fir shh erkennen. Diese ausgewahlten Agarosegele aus jeder Gruppe wiesen
jeweils in der dritten Spalte eine cDNA-Bande fur shh mit einer FragmentgroRe von

150bp auf. Dies ist die Spalte der Positivkontrolle, fir welche Milz-cDNA benutzt wurde.
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Abb.14: Reprasentative Gelelektrophorese der mRNA-Expression von shh (150bp) muriner
Blastozysten: A in vivo, B in vitro COOK® Medium, C in vitro Vitrolife™ Medium, 1. Marker, 2. DEPC-
dH,0 als Negativkontrolle, 3. Milz-cDNA als Positivkontrolle.

Auch fir jhh haben ausgewahlte Agarosegele die cDNA-Bande der ihh-mRNA-
Expression reprasentiert (Abb.15). In diesen ausgewahlten Agarosegelen lielRen sich in A
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und B der Abb.15 neben der Positivkontrolle jeweils zwei cDNA-Banden mit 106bp
erkennen. Dagegen lielRen sich im Agarosegel C der Abb.15 7 cDNA-Banden fur ihh

nachweisen.
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Abb.15: Reprasentative Gelelektrophorese der mRNA-Expression von ihh (106bp) muriner
Blastozysten: A in vivo, B in vitro COOK® Medium, C in vitro Vitrolife™ Medium, 1. Marker, 2. DEPC-
dH,0 als Negativkontrolle, 3. Milz-cDNA als Positivkontrolle.

Die Expression der Gene der hh-Vertreter zeigte in den in vivo Embryonen folgende
Ergebnisse: bei (auf ganze Zahlen gerundete) 8% (n=8/106) der in vivo Blastozysten liel3
sich shh-mRNA und bei (auf ganze Zahlen gerundete) 4% (n=4/106) der in vivo
Blastozysten ihh-mRNA nachweisen. In den in vitro Kollektiven lie3 sich eine hdhere
Anzahl an hh-mRNA positiven Blastozysten feststellen verglichen mit dem in vivo
Kollektiv. In der COOK® Gruppe haben (auf ganze Zahlen gerundete) 13% (n=12/92) der
Mausblastozysten shh-mRNA und (auf ganze Zahlen gerundete) 11% (n=10/92) der
Blastozysten ihh-mRNA aufgewiesen. Das Vitrolife™ Kollektiv zeigte mit (auf ganze
Zahlen gerundete) 22% (n=17/78) shh-mRNA positiven und (auf ganze Zahlen
gerundete) 33% (n=26/78) ihh-mRNA positiven Mausblastozysten die hochste Anzahl
der hh-mRNA positiven Blastozysten aller drei Kollektive. Graphisch werden die

Ergebnisse der hh-mRNA-Expression in Abb.16 dargestellt.

Es wurden flir shh und jhh quantitative Unterschiede in den in vitro kultivierten
Blastozysten des Vitrolife™ Kollektivs festgestellt. Dies wurde im t-Test bestatigt, der
einen signifikanten Unterschied der Vitrolife™ Gruppe zur in vivo Gruppe mit ***p<0,01
sowohl bei shh als auch ihh aufgezeigt hat. Das COOK® Kollektiv hat weder bei shh
noch bei ihh eine signifikante Veranderung zur in vivo Gruppe aufgewiesen. Jedoch hat
sich bei ihh ein signifikanter Unterschied mit ***p<0,01 zwischen den beiden in vitro
Kollektiven herausgestellt, wobei in der Vitrolife™ Gruppe eine hohere Anzahl an
Blastozysten ihh-mRNA exprimierten (Abb.16).
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Abb.16: Einfluss der in vitro Kultur auf die mRNA-Expression von shh und ihh als relative Haufigkeit
gegenuber B-Aktin als Haushaltsgen in den drei Kollektiven in vivo (orange), in vitro Kultur in COOK®
(violett) und in Vitrolife™ (rosa) Medium mit ***p<0,01.

3.3 mRNA-Expression von nox, gpx4, gpx1 und prdx2 in murinen

Einzelblastozysten

Nox als endogene Quelle fur ROS und gpx4, gpx1 sowie prdx2 als Bestandteile des
antioxidativen Abwehrsystems stellen wichtige Gene bezlglich ROS dar. Besonders
hinsichtlich ihrer mRNA-Expression im Vitrolife™ Kollektiv, welches einen Schaden
durch ROS vermeiden soll, ist der Vergleich der mRNA-Expression dieser 4 Gene mit
den jeweils anderen Kollektiven von Bedeutung. Alle 276 B-Aktin-mRNA positiven
Mausblastozysten wurden mittels nested-PCR auf die mRNA-Expression dieser 4 Gene
untersucht.

In Abb.17 werden die PCR-Banden einzelner Mausblastozysten am Beispiel einiger
ausgewahlter Agarosegele von gpx4-Transkripten (166bp) dargestellt. Bis auf eine
Blastozyste in der in vivo Gruppe (Agarosegel A der Abb.17) waren alle Blastozysten der
drei ausgewahlten Agarosegele gpx4-mRNA positiv (reprasentativ fur alle untersuchten
Embryonen). Gpx4-Transkript konnte in allen Kollektiven in mehr als 90% der
Blastozysten des jeweiligen Kollektivs detektiert werden. Jeweils auf ganze Zahlen
gerundete 92% (n=98/106) der in vivo Blastozysten, 100% (n=92/92) des COOK®
Kollektivs und 99% (n=77/78) des Vitrolife™ Kollektivs haben gpx4-mRNA exprimiert.
Eine signifikante Korrelation mit **p<0,02 wurde zwischen den gpx4-mRNA positiven in
vivo Blastozysten und denen des Vitrolife™ Kollektivs festgestellt, wobei sich die gpx4-

Transkripte der in vivo Gruppe von der COOK® Gruppe signifikant mit ***p<0,01
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unterschieden. Die beiden in vitro Kollektive gegeneinander haben im t-Test keine
signifikante Veranderung bezuglich der Anzahl an gpx4-mRNA positiven Blastozysten
ergeben (Abb.19).

Gpx1-mRNA konnte in 42 der 106 in vivo Blastozysten nachgewiesen werden. Dies
entspricht 40% (n=42/106). Dagegen haben sich in den in vitro Blastozysten in hoherer
Anzahl gpx1-Transkripte feststellen lassen. Im COOK® Medium waren 79 von 92 (auf
ganze Zahlen gerundete 86%) Mausblastozysten und im Vitrolife™ Medium 72 von 78
(auf ganze Zahlen gerundete 92%) Mausblastozysten gpx7-mRNA positiv. Im t-Test
zeigte die Anzahl der gpx7-mRNA positiven in vivo Blastozysten einen signifikanten
Unterschied mit ***p<0,01 zu der beider in vitro Kollektive (Abb.19).
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Abb.17: Reprasentative Gelelektrophorese der mRNA-Expression von gpx4 (166bp) muriner
Blastozysten: A in vivo, B in vitro COOK® Medium, C in vitro Vitrolife™ Medium, 1. Marker, 2. DEPC-
dH,0 als Negativkontrolle, 3. Milz-cDNA als Positivkontrolle.

Weitere drei ausgewahlte Agarosegele reprasentierten in Abb.18 Banden (179bp) der
prdx2-mRNA positiven Blastozysten. Wohingegen im Agarosegel A der Abb.19 nur 5
cDNA-Banden auf prdx2-mRNA positive Blastozysten hinwiesen, wurde in den
Agarosegelen B und C der Abb.18 Banden mit 179bp der positive Nachweis des prdx2-
Transkripts in allen Blastozysten der ausgewahlten Agarosegele bestatigt.

Eine ahnliche mRNA-Expression wie gpx1 hat prdx2 in allen Gruppen gezeigt. Prdx2-
mRNA wurde in der in vitro Kultur in beiden Medien in fast allen Blastozysten festgestellt.
Im COOK® Medium waren 91 der 92 (auf ganze Zahlen gerundete 99%)
Mausblastozysten und im Vitrolife™ Medium 76 der 78 (auf ganze Zahlen gerundete
97%) Mausblastozysten prdx2-mRNA positiv, wobei das in vivo Kollektiv die prdx2-
MRNA nur in 37% (n=39/106) der untersuchten Blastozysten enthielt. Dies hat sich im t-
Test gezeigt: die Anzahl der prdx2-mRNA positiven in vivo Blastozysten hat einen
signifikanten Unterschied mit ***p<0,01 zu der des jeweiligen in vitro Kollektivs

aufgewiesen (Abb.19).
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Abb.18: Reprasentative Gelelektrophorese der mRNA-Expression von prdx2 (179bp) muriner
Blastozysten: A in vivo, B in vitro COOK® Medium, C in vitro Vitrolife™ Medium, 1. Marker, 2. DEPC-
dH,0 als Negativkontrolle, 3. Milz-cDNA als Positivkontrolle.

Der Nachweis des nox-Transkripts in den Blastozysten stellte sich in allen drei
Kollektiven annahernd ahnlich dar. Die in vivo Gruppe hat nox-mRNA in keiner
Blastozyste (n=0/106) exprimiert. Die in vitro Blastozysten haben in 2% (n=2/92) im
COOK® Medium und in 1% (n=1/78) im Vitrolife™ Medium die mRNA-Expression von
nox gezeigt. Nox wurde in allen Kollektiven annahernd gleich exprimiert, wobei die
mRNA von nox in den Blastozysten kaum nachzuweisen war. Im t-Test zeigte sich kein

signifikanter Unterschied in der nox-mRNA-Expression in allen drei Kollektiven.
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Abb.19: Einfluss der in vitro Kultur auf die mRNA-Expression von nox, gpx4, gpx1 und prdx2 als
relative Haufigkeit gegenliber B-Aktin als Haushaltsgen in den drei Kollektiven in vivo (orange), in vitro
Kultur in COOK® (violett) und in Vitrolife™ (rosa) Medium mit ***p<0,01.
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4 Diskussion

Weltweit werden 1-3% aller Kinder in Industrienationen nach assistierter Reproduktion
geboren (Manipalviratn et al., 2009). Da die Anzahl der nach ART geborenen Kinder seit
der ersten Geburt 1978 exponentiell gewachsen ist, ist es von Bedeutung, mdgliche mit
ART einhergehende Risiken sowie unbekannte potentielle Langzeit-Konsequenzen fir
die Kinder zu erforschen. In diesem Zusammenhang wurden in den letzten Jahren viele
groflRe Studien veroffentlicht, die Uber die neonatale Periode hinaus die Entwicklung der
nach ART geborenen Kinder im Hinblick auf kongenitale Malformationen, neurologische
Entwicklung, vermehrte Tumoren im Kindesalter sowie Wachstumsdefekte oder
Verhaltensauffalligkeiten untersucht haben (Bowen et al., 1998; Pinborg et al., 2003;
Sutcliffe et al., 2003; Bonduelle et al., 2004; Basatemur & Sutcliffe, 2008; Williams &
Sutcliffe; 2009). Seit 2002 haben einige Berichte die Bedenken erweckt, dass nach ART
geborene Kinder eine erhohte Inzidenz an imprinting-Defekten, wie dem Beckwith-
Wiedemann Syndrom oder Angelman-Syndrom, im Vergleich zur Normalbevolkerung
aufweisen (DeBaum et al., 2003; Gicquel et al., 2003; Maher et al., 2003). Diese
Besorgnis erscheint biologisch plausibel, da im Mausmodell gezeigt wurde, dass die in
vitro Kultur des Embryos Einfluss auf Gen imprinting nimmt (Doherty et al., 2000; Khosla
et al., 2001; Zaitseva et al., 2007). Die fruhe Embryonalentwicklung stellt einen kritischen
Zeitpunkt fur epigenetische Regulation dar (Le Bouc et al., 2010). Nachdem viele Daten
darauf hinweisen, ART konne die Epigenetik der fruhen Embryonalentwicklung
beeinflussen und das Risiko von imprinting-Defekten, wie Beckwith-Wiedemann
Syndrom oder Angelman-Syndrom erhdhen, ist es wichtig herauszufinden, inwieweit sich
die Embryokultur auf das generelle Genexpressionsmuster des Praimplantations-

embryos auswirkt (Cox et al., 2002; Owen & Segars, 2009; Manipalviratn et al., 2009).

Untersuchungen demonstrieren, dass die Embryokultur aufgrund verandert exprimierter
Gene des Embryos Implikationen auf die Entwicklung der Blastozysten haben kann
(Eckert & Niemand, 1998; Wrenzycki et al., 1999, 2000, 2001; Doherty et al., 2000; Lee
et al., 2001; Lequarré et al., 2001; Minami et al., 2001; Natale et al., 2001; Rief et al.,
2002; Rizos et al., 2002, 2003). Dies scheint nicht nur im Vergleich zwischen der in vitro
und der in vivo Situation aufzutreten, sondern auch unterschiedliche in vitro

Kultursysteme zu betreffen.

Rinaudo und Schultz (2004) untersuchten die Auswirkungen der Embryokultur
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unterschiedlicher Kulturmedien (KSOM/AA und Whitten's Medium) auf das generelle
Genexpressionsmuster in murinen Praimplantationsembryonen, welche sich in beiden
Kulturmedien der Embryokultur als verandert erwiesen. Viele in Proteinsynthese,
Zellproliferation und Transporterfunktionen involvierte Gene wurden nach der in vitro
Kultur im Mausmodell verandert exprimiert, wobei in dem Medium mit einem Zusatz an
bestimmten Aminosauren (KSOM/AA) die Genexpression mehr den in vivo Bedingungen
glich als im Whitten's Medium (Rinaudo & Schultz, 2004).

Lazzari et al. (2002) haben das Phanomen des Large-offspring Syndroms (imprinting-
Defekt des igf2-Gens), bei dem Rinder- und Schafembryonen eine veranderte
Wachstumskontrolle mit einem erhdhten Geburtsgewicht nach in vitro Kultur aufwiesen,
einer durch in vitro Kultur von Rinder- und Schafembryonen veranderten Genexpression
zugeschrieben (Young et al., 1998, 2001). Weiterhin haben Studien ein signifikant
erhohtes Risiko flr ein niedriges Geburtsgewicht bei nach IVF entstandener Ein-Kind-
Schwangerschaft im Vergleich zur Normalbevoélkerung beschrieben (Helmerhorst et al.,
2004; Jackson et al., 2004; Sutcliffe & Ludwig, 2007; Ceelen et al., 2008). Dumoulin et
al. (2010) bestatigte dies dahingehend, dass die in vitro Kultur menschlicher Embryonen
einen Einfluss auf das Geburtsgewicht der entstehenden Kinder nimmt. Im Rahmen der
Studie wurde das perinatale Outcome von nach IVF Behandlung entstandenen Kindern
(Ein-Kind Schwangeschaft), die entweder im K-SICM von Cook® oder im GI™ Version 3
von Vitrolife™ Kkultiviert wurden. Im Vergleich zeigte sich ein signifikant hoheres
Geburtsgewicht bei den Kindern der Vitrolife™ Gruppe. Somit kann die Auswahl des
Mediums der in vitro Kultur eine Rolle in Bezug auf das Geburtsgewicht des

entstehenden Kindes spielen (Dumoulin et al., 2010).

Des Weiteren lassen sich auch heute noch unzufriedenstellend geringe
Schwangerschaftsraten nach IVF oder ICSI verzeichnen. Fir die niedrigeren
Implantationsraten konnten die unphysiologischen Umgebungsbedingungen der in vitro
Kultur wahrend der friihen Entwicklung des Embryos, die dessen Genexpressionsmuster

massgeblich beeinflussen, mitverantwortlich sein.

Die Umweltbedingungen des Praimplantationsembryos scheinen seine spatere
Entwicklung zu bestimmen. Die Genexpression und der Metabolismus werden von
Transkriptionsfaktoren kontrolliert, welche wiederum selbst von internen und externen
Faktoren bestimmt werden. Diese Prozesse sind sensitiv gegenuber Umwelteinflissen.
Sowohl die Zusammensetzung des Kulturmediums als auch der O,-Gehalt spielen

hierbei eine wichtige Rolle.
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O, und seine ROS regulieren verschiedene zellulare Signaltransduktionswege, wie HIF-1
und NF-kB, und metabolische Prozesse, wie Glukose Transport und Glykolyse. Unter
physiologischen Bedingungen findet die Entwicklung bis zur Blastozyste in einer
Umgebung mit 5%igem O2-Gehalt statt im Vergleich zu einem atmospharischen O,-
Gehalt von 20% bei der in vitro Kultivierung, welcher zunehmend bei der Optimierung
von in vitro Kultursystemen in Betracht gezogen wird (Harvey, 2007). Rinaudo et al.
(2006) wiesen nach, dass die murine Embryokultur in niedrigem O,-Gehalt mit weniger
Stérungen der generellen Genexpression einhergeht und mehr der in vivo Kontrolle
gleicht als unter atmospharischen O,-Verhaltnissen. Langere in vitro Kultur in 20% O,-
Gehalt wird mit reduzierter Zellzahl und veranderter Morphologie der humanen und
murinen Blastozysten sowie abnormer friher Embryonalentwicklung assoziiert
(Dumoulin et al., 1999; Gardner, 1999; Karagenc et al., 2004). Weitere Untersuchungen
haben gezeigt: hypoxische Konditionen der in vitro Kultur verbessern die murine, bovine
und humane Embryonalentwicklung verglichen mit atmospharischen  O.-
Bedingungungen (Umaoka et al., 1992, Gardner & Lane, 1996; Fuijitani et al., 1997;
Takahashi & Kanagawa, 1998; Van Soom et al., 1996; Dumoulin et al., 1999). Die
verbesserte Embryonalentwicklung unter hypoxischen Bedingungen wird mit einer
erniedrigten Produktion von ROS erklart (Guérin et al., 2001).

Ein anderer Versuch, das Gleichgewicht zwischen ROS wund Antioxidantien
aufrechtzuerhalten, besteht in der Zugabe von Antioxidantien in das Kulturmedium. Ali et
al. (2003) zeigten, dass eine Erganzung der in vitro Kultur mit Cystein als Radikalfanger
die bovine Embryonalentwicklung verbesserte, wohingegen das Hinzuflgen
antioxidativer Enzyme wie Katalase oder SOD zur in vitro Kultur keine Veranderung
erbrachte. Gongalves et al. (2010) stellte eine Beeintrachtigung der Spermienqualitat
sowie der frihen Embryonalentwicklung bis zum Blastozystenstadium boviner
Embryonen fest, nachdem diese mit Antioxidantien-Zusatz in vitro kultiviert wurden. Da
die Zugabe von Antioxidantien in Kulturmedien unterschiedliche Resultate erbrachte, ist
es von Bedeutung, weitere Erkenntnisse Uber Kulturmedien, die unterstitzend
Antioxidantien enthalten, zu gewinnen (Payne et al., 1992; Van Soom et al., 1996; lwata
et al., 1998). Inwieweit ein Medium mit Antioxidantien-Zusatz auf die mRNA-Expression
muriner Einzelblastozysten Einfluss nimmt, wurde in den vorliegenden Ergebnissen

demonstriert.

In den vorliegenden Untersuchungen wies die Mehrzahl der Gene (il-6, shh, ihh, gpx4,

gpx1, prdx2) ein verandertes mRNA-Expressionsmuster in den in Vitrolife™ Medium
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kultivierten Blastozysten verglichen mit den in vivo Blastozysten auf. Obwohl die in vitro
Blastozysten der COOK® Gruppe keine abweichenden shh- und ihh-mRNA-Profile
verglichen mit der in vivo Gruppe exprimierten, zeigten die anderen Gene (il-6, gpx4,
gpx1, prdx2) ebenfalls eine veranderte mRNA-Expression in den in COOK® Medium
kultivierten Blastozysten. Nur die nox-mRNA-Expression der in vitro Blastozysten ahnelte
der der in vivo Situation in beiden in vitro Kollektiven. Es konnte folglich im Mausmodell
an Einzelblastozysten bestatigt werden, dass die in vitro Kultur die Genexpression
einiger Gene verandert. Bisher wurden hauptsachlich Embryonen Pools auf von der in
vivo Situation abweichend exprimierten Genen nach der in vitro Kultur untersucht
(Rinaudo & Schultz, 2004; Wang et al., 2005). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
zeigen dies auch bei murinen Einzelblastozysten und bestatigen die Untersuchungen
von Rinaudo und Schultz (2004), dass nicht nur in vitro Blastozysten eine veranderte
mRNA-Expression aufweisen, sondern auch der Gebrauch unterschiedlicher

Kulturmedien zu einem veranderten Genexpressionsmuster fuhrt.

4.1 mRNA-Expression von il-6 in murinen Einzelblastozysten

Die Anzahl der il-6-mRNA exprimierenden murinen Blastozysten zeigte einen
signifikanten Unterschied in beiden in vitro kultivierten Kollektiven verglichen mit der
Anzahl der il-6-mRNA positiven Blastozysten in dem in vivo Kollektiv. Auffallig ist, dass
lediglich ein Viertel der murinen Einzelblastozysten des in vivo Kollektivs il-6-mRNA
enthielten, wobei im in vitro Kollektiv des konventionellen Mediums (Cleavage Medium
von COOK®) dreimal und im vor ROS schiitzenden Medium (G-1™ PLUS Medium von
Vitrolife™) zweimal soviele Blastozysten il-6-mRNA aufwiesen. Die vorliegenden
Ergebnisse bestatigen Rinaudo und Schultz (2004) dahingehend, dass verschiedene
Kultursysteme die il-6-mRNA-Expression in unterschiedlichem Ausmal} verandern.
Rinaudo und Schultz (2004) wiesen in den in vitro kultivierten Embryonen Pools
verglichen mit den in vivo Embryonen eine reduzierte il-6-mRNA-Expression nach, wobei
die il-6-mRNA-Expression der in KSOM/AA Medium in vitro kultivierten Embryonen mehr
der in vivo Situation glich als die der in Whitten's Medium in vitro kultivierten Embryonen.
Im Widerspruch zu der von Rinaudo und Schultz (2004) festgestellten Herunterregulation
der il-6-mRNA-Expression in den in vitro kultivierten Embryonen steht die erhohte Anzahl
an il-6-mRNA exprimierenden Mausblastozysten in den in vitro Kollektiven im Vergleich

zu dem in vivo Kollektiv der vorliegenden Ergebnisse. Letztlich muss die Individualitat
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der Einzelblastozysten und ihr jeweiliges Genexpressionsmuster betont werden, welche

nicht mit Daten aus Embryonen Pools gleichgestellt werden konnen.

Eine wichtige Bedeutung findet IL-6 in seinem Einfluss auf die Angiogenese, wobei die in
vivo Expression von il-6 mit der Vaskularisierung im reproduktiven Gewebe der Maus
einhergeht (Motro et al., 1990; Fee et al., 2000; Fan et al., 2008). Unter Berucksichtigung
der Funktion von IL-6 in der Regulation angiogenetischer Prozesse wahrend der frihen
Embryonalentwicklung und Implantation kann eine wie in den in vitro Gruppen
festgestellte  veranderte il-6-mRNA-Expression zu madglichen abweichenden
angiogenetischen Prozessen wahrend der frihen Embryonalentwicklung und

Implantation flhren.

Die veranderte il-6-mRNA-Expression der in vitro Kollektive kann durch maogliche
umweltbedingte Faktoren der in vitro Kultursysteme bedingt sein. Zum Beispiel konnte
die erhdohte Anzahl an il-6-mRNA positiv detektierten Mausblastozysten in den in vitro
Kollektiven der vorliegenden Untersuchungen mit einer durch ROS induzierten il-6-
MmRNA-Expression, wie Kida et al. (2005) sie in murinen Lungenfibroblasten festgestellt

haben, zu deuten sein.

Die Zugabe von Antioxidantien fuhrt zu einer Hemmung der VEGF-induzierten NF-kB
Aktivierung und il-6-Expression in humanen glatten Muskelzellen (Wang et al., 2001). Im
Vergleich der beiden in vitro Gruppen zeigt sich die niedrigere Anzahl an il-6-mRNA
positiv exprimierenden Blastozysten in dem in vitro Kollektiv mit Antioxidantien-Zusatz.
Dies kann mdglicherweise analog zu der von Wang et al. (2001) festgestellten Inhibition

der il-6-Expression durch Antioxidantien in humanen glatten Muskelzellen erklart werden.

4.2 mRNA-Expression von shh und ihh in murinen Einzelblastozysten

Die Gene der HH-Familie, Shh und Ihh, spielen eine wichtige Rolle in der
Embryonalentwicklung der Saugetiere. Sie kodieren fur Proteine, die vielfaltige Prozesse
wahrend der Embryonalentwicklung und der Homodstase adulter Gewebe steuern und

kritische Signalfunktionen in der Organogenese besitzen (Ingham & McMahon, 2001).

In den letzten Jahren wurde ihre Bedeutung in der Onkogenese gefunden, wobei sie
Signalwege fur Tumorerhaltung und -wachstum in verschiedensten Tumoren wie
gastrointestinalen Tumoren, dem Prostatakarzinom, hamatologischen Malignomen sowie

Gliomen regulieren (Berman et al., 2003; Thayer et al., 2003; Oniscu et al., 2004;
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Qualtrough et al., 2004; Monzo et al., 2006; Karhadkar et al., 2004; Fan et al., 2004;
Sheng et al., 2004; Sanchez et al., 2004; Dierks et al., 2007; Peacock et al., 2007;
Lindemann, 2008; Beachy et al., 2004; Ruiz i Altaba et al., 2007). Da sich keine
Mutationen der hh-Gene oder Gene ihres Signalweges in diesen Tumoren finden, wird
von einer autonomen Produktion der HH-Liganden vom Tumorgewebe selbst oder dem

umliegenden Stroma ausgegangen (Jiang & Hui, 2008).

421 shh

Nguyen et al. (2009) stellte die mRNA-Expression von shh und die zu ihm in Beziehung
stehenden Signalmolekile ptc, smo und gli1 in Cumulus-Oozyten Komplexen und
Oozyten in porcinen Ovarien fest, welche die zytoplasmatische und nukleare Reifung der
Oozyten sowie die folgende in vitro Entwicklung férdern sollen. Gli1 wurde bereits im 4-
Zell-Stadium im Schwein nachgewiesen, in dem sich bekannterweise das embryonale
Genom bildet, womit eine Aktivitdt des SHH-Signalweges bereits in diesem Stadium
(Nguyen et al., 2010) gezeigt werden konnte. Eine Studie untersuchte die Auswirkung
von SHH-Zusatz im Kulturmedium auf die Entwicklung von parthenogenetischen
Schweineembryonen. Wird SHH dem Kulturmedium hinzugeflgt, resultieren erhdhte
Blastozystenraten sowie eine verbesserte Embryoqualitat in parthogenetisch
entstandenen Schweineembryonen. Aufgrund einer erhohten Zellproliferation sowie einer
erniedrigten Apoptoserate wahrend der Entwicklung der Embryonen nach Zugabe von
SHH, wird SHH eine anti-apoptotische Funktion zugeschrieben. Diese Vermutung
unterstutzt eine verminderte Expression von PARPs in weiteren Untersuchungen unter
dem Einfluss von SHH. PARPs sind nukleare Proteine mit zentralen Signalfunktionen
beziiglich DNA-Schaden oder Reparatur, die zum Beispiel durch ein UbermalR an ROS
vermehrt exprimiert werden (Nguyen et al., 2010). Dai et al. (2011) wies eine Aktivierung
des SHH-Signalweges in kultivierten kortikalen Neuronen nach Exposition von H,0O;

nach.

Da die vorliegenden Untersuchungen keine signifikanten Unterschiede bezuglich der
Anzahl der shh-mRNA exprimierenden Blastozysten zwischen dem COOK® und dem in
vivo Kollektiv zeigten, aber die Anzahl von shh-mRNA positiven Mausblastozysten im
Vitrolife™ Kollektiv verglichen mit dem in vivo Kollektiv erhdht war, lasst sich vermuten,
dass gegebenenfalls Komponenten des G-1™ PLUS Medium von Vitrolife™ in der in
vitro Kultur zu einer erhéhten Anzahl von shh-mRNA positiven Mausblastozysten fuhrt.
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Wird von einer anti-apoptotischen Funktion von SHH, wie Nguyen et al. (2010)
beschrieben, ausgegangen, kdnnte das Antioxidantien enthaltende in vitro Kulturmedium
von Vitrolife™ mdglichen Stress im murinen Embryo verursachen und Uber
Transkriptionsfaktoren eine vermehrte shh-mRNA-Expression auslosen, um mogliche
DNA-Strangbriche zu verhindern. Dabei musste ROS als Induktor von
Transkriptionsfaktoren wie NF-kB berucksichtigt werden und bei der erhéhten Anzahl an
shh-mRNA positiven Blastozysten im Vitrolife™ Kollektiv (mit Antioxidantien-Zusatz) ein
fehlender Effekt des Antioxidantien-Zusatzes, vor ROS zu schitzen, bedacht werden.
Die erhdhte Anzahl an shh-mRNA positiven Blastozysten im Vitrolife™ Kollektiv kann
einen vom Embryo aktivierten Schutzmechanismus als Adaptationsprozess an die
veranderte Umwelt darstellen. Zudem lie3e sich die erhdéhte Anzahl an shh-mRNA
positiven Blastozysten im Vitrolife™ Kollektiv mit der protektiven Funktion von SHH
hinsichtlich Oxidativem Stress, die Dai et al. (2011) in seinen Untersuchungen an
kultivierten Neuronen feststellte, erklaren und wirde einen fehlenden Einfluss des der in
vitro Kultur zugesetzten Antioxidans auf ROS betonen. Letztlich wirden Untersuchungen
eines dosisabhangigen Einflusses von ROS auf die shh-mRNA-Expression in murinen

Blastozysten weitere Erkenntnisse bringen.

Mutationen im pfc-Gen wurden bei Patienten mit Basalzellndvus-Syndrom (Gorlin-
Syndrom) gefunden (Johnson et al., 1996). Dieses Syndrom geht mit
Entwicklungsdefekten und Tumoren wie zum Beispiel Medulloblastomen,
Basalzellkarzimomen und Rhabdomyosarkomen einher. Eine Fehlfunktion von ptc fuhrt
zur Aktivierung des HH-Signalweges, wodurch sich erklart, dass eine Uberproduktion
von SHH eine Fehlregulation von ptc imitiert (Hahn et al., 1999). Oro et al. (1997)
berichten, eine Uberproduktion von SHH in der Haut von M&usen entwickele viele

Merkmale vom Basalzellnavus-Syndrom.

Mogliche Implikationen aufgrund einer vermehrten Produktion von SHH nach der in vitro
Kultur auf die Embryonen sind in Erwagung zu ziehen und sollten hinsichtlich vermehrter
Entstehung von Tumoren oder Malformationen bei den durch IVF entstandenen Kindern
in Langzeitstudien untersucht werden. Da Mausembryonen mit anorektalen
Malformationen eine veranderte = SHH-Expression aufweisen, sollte dieser

Zusammenhang bedacht werden (Sasaki et al., 2004).
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4.2.2 ihh

Im Blastozystenstadium findet sich im murinen Embryo nur wenig ihh-mRNA,
wohingegen in den darauffolgenden Tagen wahrend des Blastozystenwachstums in der
in vitro Kultur die ihh-mRNA stark erhoht ist. Dieser Anstieg von ihh-mRNA vollzieht sich
simultan mit der Entstehung von extraembryonalem Endoderm und wird mit der
Differenzierung des extraembryonalen Endoderm der Maus in Zusammenhang gebracht
(Becker et al., 1997). Zudem induziert IHH die endotheliale Zellproduktion in murinem
Dottersackgewebe und spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung des frihesten

hamatovaskularen Systems (Dyer et al., 2001).

Obwohl IHH viele Schlusselfunktionen hinsichtlich der frihen Embronalentwicklung
sowie der uterinen Interaktion wahrend der Implantation zugesprochen werden, wurde
der Einfluss der in vitro Kultur auf die ihh-mRNA-Expression verglichen mit der in vivo
Situation noch nicht untersucht. In den vorliegenden Experimenten zeigten die
untersuchten Mausblastozysten eine erhdhte Anzahl an Jjhh-mRNA positiven
Blastozysten in der Vitrolife™ Gruppe verglichen mit den in vivo Blastozysten, dhnlich
wie die Ergebnisse der shh-mRNA-Expression, wohingegen die Anzahl der ihh-mRNA
positiven Blastozysten in der COOK® Gruppe keinen signifikanten Unterschied

verglichen mit den in vivo Blastozysten aufwies.

Die signifikant erhdhte Anzahl an ihh-mRNA positiven Mausblastozysten in der Vitrolife™
Gruppe muss in Bezug auf mdgliche Stérungen der frihen Embryonalentwicklung mit
einer gewissen Besorgnis zur Kenntnis genommen werden. Da ihh-knockout Mause
sowie eine IHH Uberexpression im Huhn &hnliche Wachstumsdefekte mit hypertrophen
Chondrozyten und abnormen Extremitaten zeigten, muss die hier demonstrierte
signifikant erhdhte Anzahl an ihh-mRNA positiven Mausblastozysten in der Vitrolife™
Gruppe hinsichtlich moéglicher Wachstumsveranderungen bedacht werden (St-Jacques et
al., 1999; Lanske et al., 1996; Vortkamp et al., 1996). Weiterhin stellt sich die Frage, ob
die signifikant erhdhte Anzahl an ihh-mRNA positiven Mausblastozysten nach der in vitro
Kultur auch in humanen Blastozysten nachweisbar ware und ob dies Implikationen auf
die weitere Entwicklung des Embryos hat. Mogliche Veranderungen der frihen ihh-
MRNA-Expression konnten ihr Expressionsmuster auch in spateren Entwicklungsphasen

abwandeln.

Unter dem Einfluss von Progesteron wird IHH im Uterus im luminalen und glandularen

Epithel gebildet und erflllt die Funktion eines parakrinen Mediators in der epithelialen-
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stromalen Kommunikation wahrend der frihen Embryonalentwicklung (Takamoto et al.,
2002; Matsumoto et al., 2002). Vom Epithel gebildetes IHH stimuliert Gber seinen auf den
uterinen Stromazellen vorhandenen Rezeptor ptfc bestimmte Zielgene, um den Uterus
auf die Implantation vorzubereiten (Lee et al., 2006a, 2006b). Die Progesteron-
abhangige IHH Produktion, die in den ersten Tagen der Schwangerschaft stetig zunimmt,
stellt ein entscheidendes Signal im uterinen Zellumbau und in der Zellproliferation
wahrend der Implantation von Mausen und Hamstern dar (Takamoto et al., 2002; Khatua
et al., 2006). Ein moglicher Einfluss von embryonal produziertem IHH auf seinen im
mesenchymalen Stroma des Uterus exprimierten Rezeptor ptc sollte erwogen werden
und konnte einen wichtigen Mediator der embryo-maternalen Interaktion wahrend der
Implantation darstellen (Matsumoto et al., 2002). Die signifikant erhdhte Anzahl an ihh-
mMmRNA positiven Blastozysten in der Vitrolife™ Gruppe sollte hinsichtlich maoglicher
Auswirkungen auf die embryo-maternale Interaktion bedacht werden und koénnte den

Prozess der Implantation massgeblich beeinflussen.

4.3 mRNA-Expression von nox, gpx4, gpx1 und prdx2 in murinen

Einzelblastozysten

Die frihe Embryonalentwicklung ist von dynamischen Veranderungen im Metabolismus
und Energiehaushalt begleitet. O, als Energiesubstrat bildet ROS, die sowohl fir
physiologische Funktionen in der Zellproliferation und -differenzierung verantwortlich sind
als auch pathologische Prozesse in der Zelle im Sinne von Lipidperoxidation oder DNA-
Schadigung auslésen. ROS beeinflussen Spermien, Oozyten sowie den Embryo und
seine Umgebung. Antioxidative Schutzmechanismen versuchen, das Gleichgewicht von
physiolgischen und pathologischen Funktionen von ROS aufrechtzuerhalten, um
oxidativen Stress zu vermeiden. Viele Untersuchungen haben gezeigt, dass der
atmospharische O,-Gehalt der in vitro Kultur die Embryonen in ihrer Entwicklung
beeintrachtigt, da im physiologischen Reproduktionstrakt hypoxische O,-Bedingungen
existieren (Whitten, 1971; Goto et al., 1993; Gardner & Lane, 1996; Takahashi et al.,
1996; Fuijitani et al., 1997; Takahashi & Kanagawa, 1998; Bing et al., 2003). Das dadurch
entstehende Ubermal an ROS fiihrt zu metabolischen Stérungen sowie verdnderten
Genexpressionsmustern des Embryos. Viele Studien haben die Entwicklung der in vitro
kultivieten Embryonen in niedrigem O,-Gehalt oder in Antioxidantien enthaltenen

Kulturmedien untersucht. Rinaudo et al. (2006) stellten bei in 20% O in vitro kultivierten
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murinen Embryonen Pools ein weitaus mehr von der in vivo Situation abweichendes
Genexpressionsmuster fest als bei in 5% O, in vitro kultivierten murinen Embryonen
Pools. Die Auswirkungen von Antioxidantien in der in vitro Kultur werden kontrovers
diskutiert (Noda et al., 1991; Payne et al., 1992; Orsi & Leese, 2001). Die positiven oder
negativen Effekte von Antioxidantien auf die Embryonalentwicklung sind abhangig von
der Konzentration und Auswahl der Antioxidantien sowie ihrer Kulturzeit und stellen somit
eine Schwierigkeit in der Optimierung von Kulturmedien dar. Rinaudo et al. (2006)
konnten keine signifikant veranderte Regulierung von antioxidativen Genen nach

atmospharischer in vitro Kultivierung von Mausembryonen nachweisen.

4.3.1 nox

Obwonhl Nasr-Esfahani und Johnson (1991) im 2-Zell-Stadium muriner Embryonen Pools
bestehend aus 10-20 Embryonen eine konzentrationsabhangige Reduktion in der
Entstehung von H,O, durch Inhibitoren der NOX demonstrierten und viele Studien einen
Zusammenhang zwischen trophoblastaren Zellen und NOX feststellten, konnte in allen
drei untersuchten Kollektiven der Mausblastozysten annahernd keine nox-mRNA-
Expression nachgewiesen werden. Die 72-stlindige in vitro Kultur scheint keinen Einfluss
auf die nox-mRNA-Expression zu nehmen, da die in vitro Kollektive der
Mausblastozysten keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zum in vivo Kollektiv
aufwiesen. Die von Manes und Lai (1995) an d6 entdeckte NOX Aktivitat auf den
trophoblastaren Zellen von Hasenblastozysten, konnte in den untersuchten

Mausblastozysten an d3,5 nicht bestatigt werden.

4.3.2 gpx

GPX entgiften Peroxide und stellen einen wichtigen Bestandteil der antioxidativen
Schutzfunktionen dar. Im Reproduktionstrakt schutzt GPX die Oozyten sowie den
Embryo vor ROS. lhre Wichtigkeit wird durch ihre Prasenz sowohl im murinen und
humanen Ovidukt sowie im Embryo selbst bereits im Blastozystenstadium deutlich (El
Mouatassim et al., 1999, 2000). In der humanen Follikelflissigkeit wurde der Aktivitat von
GPX eine Wichtigkeit bezuglich der Fertilitat zugeschrieben (Paszkowski et al., 1995).

Oyawoye et al. (2003) berichteten, bei Frauen gehe ein Anstieg an antioxidativer
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Kapazitat in der Follikelflissigkeit der Oozyten wahrend einer IVF Therapie mit einer

nachfolgenden erfolgreichen Fertilisation einher.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen El Mouatassim et al. (1999) dahingehend, dass
gpx-mRNA bereits in murinen Einzelblastozysten zu finden ist. Es zeigte sich eine
niedrigere Anzahl an gpx4-mRNA positiven Mausblastozysten im in vivo Kollektiv
verglichen mit den in vitro Kollektiven. Insgesamt wurde gpx4-mRNA in mehr als 90%
aller Blastozysten der drei Kollektive nachgewiesen. Diese Ergebnisse und die Tatsache,
dass gpx4-knockout Mause in frihzeitigen embryonalen Stadien im Uterus versterben,
bekraftigen die Wichtigkeit von GPX4 in der frihen Embryonalentwicklung (Imai et al.,
2003; Yant et al., 2003).

Obwohl lediglich in 40% der in vivo Blastozysten gpx7-mRNA detektiert wurde, wiesen
die beiden in vitro Gruppen in mehr als 85% der untersuchten Blastozysten gpx7-mRNA
auf. Ein moglicher Einfluss der in vitro Kultur auf die gpx7-mRNA-Expression der
Mausblastozysten muss bedacht werden. Eine Erklarung fur eine vermehrte Anzahl an
gpx1-mRNA positiven Blastozysten in den in vitro Kollektiven findet sich in der Induktion
von Transkriptionsfaktoren durch ROS in der in vitro Kultur. Dabei missen HIF-1 sowie
NF-kB als Transkriptionsfaktoren in Betracht gezogen werden. HIF-1 wird hauptsachlich
durch niedrige Os-Konzentrationen aktiviert, wobei es den Organismus auf die
veranderte metabolische Situation durch Heraufregulation bestimmter Gene vorbereitet
(Semenza, 1999; Wenger & Gassman, 1999; Wenger, 2000). Da ROS als weiterer
Stimulus fur die Aktivierung von HIF-1 bekannt sind, muss ein Einfluss auf antioxidative

Gene in atmospharischen O,-Gehalt in Erwagung gezogen werden (Déry et al., 2005).

4.3.3 prdx

PRDX fungiert einerseits als TRX-abhangige Peroxidase im Sinne eines antioxidativen
Schutzsystems, andererseits ist diese Proteinfamilie in zahlreiche Prozesse der
Zellproliferation und -differenzierung, intrazellulare Signaltransduktion sowie Apoptose
involviert (Fujii & |keda, 2002). Leyens et al. (2003) demonstrierten das ubiquitare
Vorkommen von prdx und sprachen dieser Proteinfamilie eine Schlusselrolle im
zellularen Metabolismus Zellen zu. Die verschiedenen Isoformen von prdx wurden
sowohl in bovinen Oozyten als auch in bovinen Embryonen nachgewiesen und sprechen

fur eine kritische Rolle in Eizellreifung und Embryonalentwicklung (Leyens et al., 2004).
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Zur naheren Analyse der antioxidativen Funktion von PRDX haben Leyens et al. (2004)
die prdx-mRNA-Expression in bovinen Embryonen wahrend der Entstehung des
embryonalen Genoms unter 5% sowie 20% O,-Gehalt untersucht. Dabei konnte keine
veranderte prdx-mRNA-Expression in 20% O, detektiert werden. Rinaudo und Schultz
(2004) berichteten von einer Herunterregulation von prdx2 in murinen Embryonen Pools
in der in vitro Kultur zweier verschiedener Kulturmedien. Diese Herunterregulation kdnne
zu der erhdhten Inzidenz von Apoptose, die bei in vitro kultivierten Embryonen verglichen
mit der in vivo Situation beobachtet wird, beitragen (Brison & Schultz, 1997; Rinaudo &
Schultz, 2004).

Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigten eine erhohte Anzahl an prdx2-mRNA positiven
Mausblastozysten in beiden in vitro Kollektiven verglichen mit der in vivo Kontrolle, wobei
nahezu 100% der in vitro kultivierten Mausblastozysten prdx2-mRNA exprimierten.
Dagegen wies die in vivo Kontrolle nur in 37% prdx2-mRNA positive Blastozysten auf.
Damit widerlegen diese Ergebnisse die von Rinaudo und Schultz (2004) berichtete
Herunterregulation von prdx2 in der in vitro Kultur, wobei auch hier der Unterschied

zwischen Embryonen Pools und Einzelblastozysten betont werden muss.

Yang et al. (2011) stellten eine wichtige Rolle von PRDX2 in der Inhibition der Apoptose
in Granulosa Zellen fest, wobei PRDX2 Aktivitat mit der Expression von NF-kB in
Verbindung gebracht wird. Im Hinblick darauf kdnnte die vermehrte Anzahl an prdx2-
mRNA positiven Mausblastozysten in der in vitro Kultur als ein moglicher
Adaptationsprozess der murinen Embryonen auf die veranderte Umweltsituation zu
deuten sein, um der erhdhten Anfalligkeit bezuglich Apoptose auslosender Faktoren
entgegenzuwirken. Dabei fungiere PRDX2 als anti-apoptotischer Faktor und diene dem
Embryo als Schutz vor moglichen destruierenden Einwirkungen der veranderten

Umgebung.

Kang et al. (1998) haben eine Korrelation zwischen der Aktivierung von NF-kB, die durch
extrazellular zugefiihrte ROS gesteuert wurde, und der Uberexpression von PRDX2
nachweisen konnen, so dass als moglicher Ausloser der erhdhten Anzahl an prdx2-
mRNA positiven Mausblastozysten in den in vitro Kollektiven eine Induktion von NF-kB

durch ROS in Erwagung gezogen werden muss.
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44 In vitro Kultur verandert die mRNA-Expression muriner

Einzelblastozysten

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie betonen die in vielen Studien festgestellte
Auswirkung der in vitro Kultur, die Genexpression des Embryos zu verandern. Bisherige
Studien untersuchten dies haufig an Embryonen Pools, mit den vorliegenden
Untersuchungen konnte eine durch die in vitro Kultur veranderte Genexpression in
murinen Einzelblastozysten bestatigt werden. Obwohl demonstriert wurde, dass ein Gen
(nox) nach der in vitro Kultur annahernd gleich wie in vivo exprimiert wurde, wies die
Mehrzahl der Gene (il-6, shh, ihh, gpx4, gpx1, prdx2) eine von der in vivo Kontrolle
abweichende mRNA-Expression in den in Vitrolife™ Medium kultivierten Blastozysten
auf. Die in vitro Blastozysten der COOK® Gruppe exprimierten keine abweichenden shh-
und ihh-mRNA-Profile verglichen mit der in vivo Gruppe, zeigten dennoch eine
veranderte mRNA-Expression von il-6, gpx4, gpx1 und prdx2 in den in COOK® Medium
kultivierten Blastozysten. Mogliche weitere Erkenntnisse inwieweit die untersuchten
Gene auf Proteinebene verandert sind, konnten einen interessanten Ansatz weiterer
Studien darstellen. Diese Untersuchungen missten an Embryonen Pools vollzogen
werden, da murine Einzelblastozysten die noétige Proteinmenge flr Immunhistochemie

oder Western Blots nicht enthalten.

Trotz des standigen Bemuhens der Wissenschaft, die in vitro Kultursysteme der in vivo
Situation anzugleichen, ist es letztlich noch nicht gelungen, die physiologischen
Bedingungen des weiblichen Reproduktionstraktes zu imitieren. Ein wichtiger Aspekt bei
der Optimierung der in vitro Kultursysteme stellt O, dar, wobei die Vermeidung eines
UbermaBes an ROS entweder durch eine technische Anpassung des im
Reproduktionstrakt herrschenden O,-Gehaltes oder durch ein Kulturmedium, das
suffiziente Antioxidantien enthalt, anzustreben ist. Unterschiedliche in vitro Kulturmedien
fuhren zu unterschiedlichen Genexpressionsmustern, wie Rinaudo und Schultz (2004)
bereits an Embryonen Pools feststellten. In den vorliegenden Untersuchungen lielRen
sich keine Vorteile in Bezug auf das neue Kulturmedium von Vitrolife™ verglichen mit
dem konventionellen Medium von COOK® erkennen. Eine mdgliche Beeintrachtigung
des murinen Embryos hinsichtlich einer Schadigung durch die Komponenten des mit
Antioxidantien erganzten Mediums muss in Erwagung gezogen werden, da die mRNA-
Expression im Vitrolife™ Kollektiv in einem gréBeren Ausmal von der in vivo Situation
abwich als im COOK® Kollektiv. Dies unterstitzt die These von Gongalves et al. (2010),
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dass Antioxidantien-Zusatz bei IVF die frihe Embryonalentwicklung bis zum
Blastozystenstadium beeintrachtigt. Weitere Daten von Kulturmedien mit Antioxidantien
sind notwendig, um eindeutige Erkenntnis Uber positive oder negative Effekte von ihnen
in der in vitro Kultur zu erhalten. Dabei sollte die Auswahl sowie die Konzentration der

Antioxidantien bedacht und miteinander verglichen werden.

Letztlich steht hinter dem Versuch, die Kultursysteme zu optimieren und den in vivo
Bedingungen anzugleichen der klinische Aspekt, mdgliche Implikationen der in vitro
Kultur auf den Embryo und sein spateres Leben zu vermeiden. Dabei muss eine
Veranderung der Epigenetik mit moglichen Folgen von imprinting-Defekten bertcksichtigt
werden. Bekannte Syndrome aus der Veterinarmedizin wie das Large-offspring
Syndrom, das mit einer von der in vivo Situation abweichenden Genexpression durch die
in vitro Kultur in Verbindung gebracht wird (Lazzari et al., 2002), sollten bedacht werden
und rechtfertigen weitere Studien hinsichtlich moglicher Auswirkungen der in vitro Kultur
auf die Genexpression. Das gegebenenfalls niedrigere Geburtsgewicht bei nach ART
geborenen Kindern sollte bezlglich einer mdglichen Korrelation mit einer veranderten
Genexpression untersucht werden. Nur die Kenntnis der physiologischen Genexpression
von fur die frihe Embryonalentwicklung wichtigen Faktoren und ihr Vergleich mit der
Genexpression nach der in vitro Kultur, macht es moglich, die Risiken der nach
assistierter Reproduktion geborenen Kinder gering zu halten und mogliche

Abweichungen aufzudecken, um diese verhindern zu kdnnen.
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5 Zusammenfassung

Die Anzahl der nach ART geborenen Kinder ist seit der Geburt von Louise Brown, dem
ersten durch IVF entstandenen Menschen, exponentiell gestiegen und betragt 1-3% der
jahrlichen Geburten in entwickelten Landern (Manipalviratn et al., 2009).

Das Kulturmedium fiir Befruchtung und Embryonalentwicklung der ersten Tage als auch
der O,-Gehalt, dem der Embryo in der in vitro Kultur ausgesetzt ist, beeinflussen die
Genexpression in der Praimplantationsentwicklung. Ein atmospharischer O,-Gehalt in
der in vitro Kultur verglichen mit dem physiologischen hypoxischen Milieu im weiblichen
Reproduktionstrakt verandert das Gleichgewicht der ROS und ihrer antioxidativen
Schutzmechanismen (Burton et al., 2002; Agarwal et al., 2005; Rinaudo et al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde im Mausmodell ein Einfluss der in vitro Kultur auf die
MRNA-Expression von Einzelembryonen untersucht. Die mRNA-Expression bestimmter
Gene eines in vivo Kollektivs muriner Einzelblastozysten wurde mit zwei in vitro
kultivierten Kollektiven muriner Einzelblastozysten verglichen. Die Praimplan-
tationsembryonen der in vitro Kollektive wurden von d0,5 bis d3,5 in zwei verschiedenen
Kulturmedien (COOK® und Vitrolife™) inkubiert, wobei das COOK® Medium ein
konventionelles Medium und das Vitrolife™ ein neueres Medium, das potentiell vor ROS
schutzen soll, darstellt.

Nach Reverser Transkription wurden die 276 B-Aktin-mRNA-positiven Mausblastozysten
der drei Kollektive mittels nested-PCR auf die mRNA-Expression folgender Genen
Uberprift: il-6, shh, ihh, nox, gpx4, gpx1, prdx2. In den vorliegenden Untersuchungen
wies die Mehrzahl der Gene (il-6, shh, ihh, gpx4, gpx1, prdx2) ein verandertes mRNA-
Expressionsmuster in den im Vitrolife™ Medium kultivierten Blastozysten verglichen mit
den in vivo Blastozysten auf. Obwohl die in vitro Blastozysten der COOK® Gruppe keine
abweichenden shh- und Jihh-mRNA-Profile verglichen mit der in vivo Gruppe
exprimierten, zeigten die anderen Gene (il-6, gpx4, gpx1, prdx2) ebenfalls eine
veranderte mMRNA-Expression in den im COOK® Medium kultivierten Blastozysten. Nur
die nox-mRNA-Expression der in vitro Blastozysten ahnelte der der in vivo Blastozysten
in beiden in vitro Kollektiven.

Eine modgliche Beeintrachtigung des murinen Embryos hinsichtlich einer Schadigung
durch das mit Antioxidantien erganzte Medium kann in Erwagung gezogen werden, da
die Genexpression im Vitrolife™ Kollektiv in einem gréReren Ausmal von der in vivo
Situation abwich als im COOK® Kollektiv.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die in vitro
Kultur die Genexpression von Einzelembryonen wahrend der frihen murinen
Embryonalentwicklung verandert. Trotz des standigen Bemuhens der Wissenschaft, die
in vitro Kultursysteme zu optimieren, ist es letztlich noch nicht gelungen, die
physiologischen Bedingungen des weiblichen Reproduktionstraktes zufriedenstellend zu
imitieren. Ein wichtiger Aspekt bei der Optimierung der in vitro Kultursysteme stellt O,
dar. Mogliche Implikationen der in vitro Kultur bezlglich einer veranderten
Programmierung der Epigenetik sollten auch im Hinblick auf klinische Aspekte wie
imprinting-Defekte oder das niedrigere Geburtsgewicht der nach IVF entstandenen

Kinder bedacht und untersucht werden.
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7 Anhang

7.1 DNA-Marker zur Bestimmung der FragmentgroRen in der PCR
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Abb.20: Quantitas DNA-Marker: 200bp-10kb (Biozym Scientific GmbH)

7.2 Ergebnisse der in vivo entwickelten Embryonen

in vivo B-Aktin il-6 shh ihh nox gpx4 gpx1 prdx2
1 1 1 0 0 0 1 0 1
2 1 1 0 0 0 1 1 1
3 1 1 0 0 0 1 1 1
4 1 1 0 0 0 1 0 1
5 1 1 0 0 0 1 1 1
6 1 0 0 0 0 1 1 1
7 1 1 0 0 0 1 0 1
8 1 1 0 0 0 1 1 1
9 1 1 0 0 0 1 1 1
10 1 0 0 0 0 1 1 1
11 1 1 0 0 0 1 1 1
12 1 0 0 0 0 1 1 1
13 1 1 0 0 0 1 0 1
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in vivo B-Aktin il-6 shh ihh nox gpx4 gpx1 prdx2

106 1 0 0 0 0 1 1 1
107 1 1 1 0 0 1 1 1
108 0

109 1 0 0 0 0 1 1 1
110 1 0 0 0 0 0 0 0
111 0

112 1 0 0 0 0 1 0 1
113 1 0 1 0 0 1 0 0
114 1 0 0 0 0 1 0 0
115 1 0 0 0 0 1 1 0
116 1 0 0 0 0 1 1 0
117 1 0 0 0 0 1 1 1
118 1 0 0 0 0 1 1 0
119 1 0 0 0 0 1 0 1

p 1 0,25 0,08 0,04 0 0,92 0,4 0,37

Tab.8: Darstellung aller Ergebnisse der mRNA-Expression von B-aktin, il-6, shh, ihh, nox, gpx4, gpx1
sowie prdx2 der in vivo Blastozysten (mit 1=positive mRNA-Expression, O=keine detektierbare mRNA-
Expression und p fur die relative Haufigkeit).

7.3 Ergebnisse der in vitro in COOK® kultivierten Embryonen

COOK® B-Aktin il-6 shh ihh nox gpx4 gpx1 prdx2
121 1 0 0 1 0 1 1 1
122 1 1 1 1 0 1 1 1
123 1 1 0 0 0 1 1 1
124 1 1 0 0 0 1 1 1
125 1 1 0 0 0 1 1 1
126 1 0 0 0 0 1 1 1
127 1 1 0 0 0 1 1 1
128 1 1 0 0 0 1 1 1
129 1 1 0 0 0 1 1 1
130 1 1 1 0 0 1 1 1
131 1 1 0 0 0 1 1 1
132 1 1 0 0 0 1 1 1
133 1 1 0 0 0 1 1 1
134 1 0 0 0 0 1 1 1
135 1 1 0 0 0 1 1 1
136 1 1 0 0 0 1 1 1
137 1 1 0 0 0 1 1 1
138 1 1 0 0 0 1 1 1
139 1 0 0 0 0 1 1 1
140 1 1 0 0 0 1 1 1
141 1 1 0 0 0 1 1 1
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COOK® B-Aktin il-6 shh ihh nox gpx4 gpx1 prdx2
188 1 1 0 0 0 1 0 1
189 1 1 0 0 0 1 1 1
190 1 0 1 1 0 1 1 1
191 1 1 1 0 0 1 1 1
192 1 1 1 0 0 1 1 1
193 1 0 1 0 1 1 1 1
194 1 1 0 0 0 1 1 1
195 1 1 0 0 0 1 1 1
196 1 1 0 0 1 1 1 1
197 1 1 0 0 0 1 0 1
198 1 1 0 0 0 1 1 1
199 1 1 0 0 0 1 1 1
200 1 1 1 0 0 1 1 1
201 1 1 0 0 0 1 1 1
202 1 1 0 0 0 1 1 0
203 1 0 0 0 0 1 0 1
204 1 1 1 0 0 1 0 1
205 1 1 0 0 0 1 1 1
206 1 1 0 0 0 1 1 1
207 1 1 0 0 0 1 1 1
208 1 1 0 0 0 1 1 1
209 1 1 0 0 0 1 1 1
210 1 1 0 0 0 1 1 1
211 1 1 0 0 0 1 1 1
212 1 1 1 0 0 1 1 1
213 1 1 0 0 0 1 1 1
214 1 1 0 0 0 1 0 1

p 1 0,78 0,13 0,11 0,02 1 0,86 0,99

Tab.9: Darstellung aller Ergebnisse der mRNA-Expression von B-aktin, il-6, shh, ihh, nox, gpx4, gpx1
sowie prdx2 der in vitro COOK® Blastozysten (mit 1=positive mMRNA-Expression, 0=keine
detektierbare mMRNA-Expression und p flr die relative Haufigkeit).

7.4 Ergebnisse der in vitro in Vitrolife™ kultivierten Embryonen

Vitrolife™ | B-Aktin il-6 shh ihh nox gpx4 gpx1 prdx2
215 1 1 0 0 0 1 1 1
216 1 1 0 1 0 1 1 1
217 1 1 0 0 0 1 1 1
218 1 0 0 1 0 1 1 1
219 1 1 1 0 0 1 0 1
220 1 1 0 0 0 1 1 1
221 1 0 0 1 0 1 1 1
222 1 1 0 0 0 1 1 1
223 1 1 0 0 0 1 1 1
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Vitrolife™ B-Aktin il-6 shh ihh nox gpx4 gpx1 prdx2
270 1 0 0 0 0 1 1 1
271 1 0 0 0 1 1 1 1
272 1 1 1 0 0 1 1 1
273 1 1 1 0 0 1 1 1
274 1 1 0 0 0 1 1 1
275 1 1 1 1 0 1 1 1
276 1 0 0 1 0 1 1 1
277 1 1 0 0 0 1 1 1
278 1 1 0 0 0 1 1 1
279 1 1 0 0 0 1 1 1
280 1 0 0 0 0 1 1 1
281 1 1 0 1 0 1 1 1
282 1 1 0 1 0 1 1 1
283 1 0 1 1 0 1 1 1
284 1 1 0 0 0 1 1 1
285 1 1 0 0 0 1 1 1
286 1 1 0 0 0 1 1 1
287 1 1 0 1 0 1 0 1
288 1 0 0 0 0 1 0 1
289 1 1 0 0 0 1 1 1
290 1 1 0 0 0 1 1 1
291 1 1 1 0 0 1 1 1
292 1 1 0 0 0 1 1 1

p 1 0,55 0,22 0,33 0,01 0,99 0,92 0,97

Tab.10: Darstellung aller Ergebnisse der mRNA-Expression von B-aktin, il-6, shh, ihh, nox, gpx4, gpx1
sowie prdx2 der in vitro Vitrolife™ Blastozysten (mit 1=positive MRNA-Expression, 0=keine
detektierbare mMRNA-Expression und p flr die relative Haufigkeit).
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