Journal fur

Reproduktionsmedizin
und Endokrinologie

—Journal of Reproductive Medicine and Endocrinology -

Andrologie * Embryologie & Biologie * Endokrinologie ¢ Ethik & Recht * Genetik
Gynakologie * Kontrazeption ¢ Psychosomatik e Reproduktionsmedizin ¢ Urologie

Epigenetische Genomreprogrammierung in der Keimbahn
und im fr'uhen Embryo: Implikationen fur die
Reproduktionsmedizin

Haaf T

rReproduktionsmed. Endokrinol 2006; 3 (3), 136-140

www.kup.at/repromedizin
Online-Datenbank mit Autoren- und Stichwortsuche

Offizielles Organ: AGRBM, BRZ, DVR, DGA, DGGEF, DGRM, D:I:R, EFA, OEGRM, SRBM/DGE

Indexed in EMBASE/Excerpta Medica/Scopus

Krause & Pachernegg GmbH, Verlag fiir Medizin und Wirtschaft, A-3003 Gablitz


https://www.kup.at/repromedizin

ENDO FERTI FORUM 20.-21. Marz 2026
ENDOKBINOLOGIE & FERTILITAT
FUR KLINIK & PRAXIS

Universitdtsmedizin Mainz

Einladung zu unserer wissenschaftlichen Veranstaltung Endo-Ferti-Forum

Briicke(n) zwischen Unikliniken und Praxen an Rhein und Main(z)

— die aus dem bisherigen Format ,Ferti Forum* ab 2026 hervorgeht —

Freuen Sie sich auf spannende Vortrage und den lebendigen Austausch mit Kolleg:innen und Expert:innen aus Klinik und
Praxis. Freitagabend laden wir Sie herzlich zu einem entspannten Empfang ein —
eine perfekte Gelegenheit, Kontakte zu kniipfen und den Tag genussvoll ausklingen zu lassen.

Wissenschaftliche Leitung: Univ.-Professorin Annette Hasenburg, Dr. Susanne Theis, Universitatsmedizin Mainz,
Sanitatsrat Dr. Werner Harlfinger, BVF Rheinland-Pfalz Dr. Rudiger Gaase, BVF Hessen Dr. Klaus J. Doubek

Schirmherrschaften: Prof. Nicole Sanger, Uniklinik Bonn, Prof. Jan-Steffen Krissel, Uniklinik Diisseldorf,
Dr. Annette Bachmann, Uniklinik Frankfurt am Main, Prof. Christine Skala, Uniklinik K&In

Weitere Informationen
& Anmeldung unter




Epigenetische Genomreprogrammierung in der
Keimbahn und im friihen Embryo: Implikationen
fiir die Reproduktionsmedizin

T. Haaf

Reversible epigenetische Modifikationen der genomischen DNA-Sequenz, insbesondere die Methylierung von CpG-Dinukleotiden, ist wichtig fiir
die zeitlich, értlich und elternspezifisch koordinierte Expression unserer Gene. Epigenetische Phanomene sind Grundlage der Entwicklung. Feh-
lerhafte DNA-Modlifikationen (Epimutationen) spielen wahrscheinlich nicht nur bei der Entstehung von Krebs, sondern auch bei vielen anderen
Krankheiten eine Rolle. In somatischen Zellen werden die einmal etablierten Methylierungsmuster, die zusammen genommen das Epigenom der
Zelle bilden, bei jeder Teilung an die Tochterzellen weitervererbt. Dagegen werden in den primordialen Keimzellen die ererbten Methylierungsmuster
komplett ausgeldscht. AnschlieBend wird ein fiir die mannliche bzw. weibliche Keimbahn spezifisches Epigenom programmiert, das die individu-
ellen viterlichen und miitterlichen Interessen beztiglich der Entwicklung der Nachkommen in der ndchsten Generation durchsetzen soll. Um die
sehr unterschiedlichen epigenetischen Ausgangspositionen von Ei- und Samenzelle fiir die somatische Entwicklung aneinander anzugleichen,
findet nach der Befruchtung eine elternspezifische Reprogrammierung der beiden Keimbahngenome in ein neues diploides somatisches Genom
statt. Diese genomweite Reprogrammierung ist fiir die Wiederherstellung der Totipotenz erforderlich. Im friithen Embryo werden die meisten
Keimbahnmuster wieder ausgeloscht und identische somatische Methylierungsmuster auf beiden elterlichen Allelen erzeugt. Nur relativ wenigen
gepragten Genen gelingt es, ihre Keimbahnmuster und elternspezifische Aktivitat beizubehalten. Stochastische, durch Umwelt- oder elterliche
Faktoren bedingte Storungen der Methylierungsreprogrammierung sind eine wichtige Ursache fiir den Verlust von Embryonen und Entwicklungs-
stérungen. Haufigkeit und Schwere der epigenetischen Defekte nehmen zumindest im Tierexperiment zu, wenn man mit assistierten Reproduktions-
techniken in die Entwicklung von Gameten und friihen Embryonen eingreift oder bei der Embryoklonierung die Keimbahn komplett umgeht. Ein
besseres Verstindnis der Reproduktionsepigenetik ist sowohl fiir eine Therapie von infertilen Paaren, als auch fiir die Herstellung menschlicher
embryonaler Stammzell-Linien fiir die Zellersatztherapie wichtig.

Schliisselwérter: Assistierte Reproduktion, DNA-Methylierung, Epigenetik, Genomreprogrammierung, Imprinting,
Praimplantationsphase, Schwangerschaftsverlust

Epigenetic Genome Reprogramming in the Germ Line and in the Early Embryo: Implications for Reproductive Medicine. Reversible epigenetic
modifications of the genomic DNA sequence, in particular methylation of CpG dinucleotides are important for the temporally, spatially, and
parent-specifically coordinated expression of our genes. Epigenetic phenomena regulate development. Aberrant DNA modifications (epimutations)
may not only contribute to the development of cancer, but to many other diseases. The methylation patterns in somatic cells, which once estab-
lished all together represent the epigenome of the cell, are stably inherited through cell divisions to daughter cells. In contrast, the methylation
patterns in primordial germ cells are completely erased. Then a male or female germline-specific epigenome is programmed in order to control the
individual paternal versus maternal interests regarding development of the offspring in the next generation. To adjust the very different epigenetic
bases of sperm and egg to somatic development, parent-specific reprogramming of the two germ line genomes into a diploid somatic genome
occurs after fertilisation. This genome-wide epigenetic reprogramming is essential for re-establishing totipotency. Most germ line patterns are
erased again in the early embryo and equivalent somatic methylation patterns are established on both parental alleles. Only relatively few
imprinted genes succeed in maintaining their germ line patterns and parent-specific activity. Stochastic or by environmental and parental factors
induced disturbances of methylation reprogramming are an important cause for embryo loss and developmental defects. At least in animal
experiments the frequency and severity of epigenetic defects increase after interfering with development of gametes and early embryos by assisted
reproductive technologies or when completely bypassing the germ line by embryo cloning. A better understanding of reproductive epigenetics is
crucial for improving human infertility treatment and the generation of human embryonal stem cell lines for cell replacement therapy.
J Reproduktionsmed Endokrinol 2006; 3 (3): 136-40.

Key words: assisted reproduction, DNA methylation, epigenetics, genome reprogramming, imprinting,
preimplantation period, pregnancy loss
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Sowohl die Entwicklung des menschlichen Organismus
als auch die spezialisierten Funktionen von differen-
zierten Zellen werden durch 25.000 bis 30.000 Gene ge-
steuert. Zwar ist jede Zelle mit demselben Genom (Sum-
me aller DNA-Sequenzen) ausgestattet, aber in einem
bestimmten Zelltyp ist zu einem bestimmten Zeitpunkt
der Entwicklung nur ein spezifisches Subset der vorhan-
denen Gene aktiv. Die Auswahl der Gene, die in einer
Zelle an- bzw. abgeschaltet sind, wird durch Methylierung
der DNA und Modifikationen des Chromatins (durch Pro-
teine funktionell verpackte DNA) gesteuert. Transkrip-
tionell aktive Gene sind in der Regel unmethyliert und
durch acetylierte Histone verpackt. Die Methylierung
von CpG-Dinukleotiden in der genomischen DNA-Se-
quenz (Abb. 1) fihrt zur Bindung einer Klasse von Protei-
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nen mit Methylzytosin-Bindedomine, die mit Histonde-
acetylase- und Chromatinremodellierungskomplexen as-
soziieren. Diese Komplexe verdndern die Chromatin-
struktur so, dal® keine transkriptionelle Aktivitait mehr
stattfinden kann [1, 2]. Ahnlich der PaRwort-Kodierung
von Datenbanken in einem Computer kann die Zelle
nicht alle in ihrem Genom vorhandenen Informationen
(Gene) nutzen, sondern nur solche, die nicht durch ein
Palkwort (Methylierung) vor Zugriff geschitzt sind.

Die im Entwicklungsprozefs einer somatischen Zelle ge-
setzten DNA-Methylierungsmuster sind in der Regel sta-
bil und konnen tber viele Zellteilungen weitervererbt
werden (Abb. 1B). Deshalb bildet eine Leberzelle bei Tei-
lung neue Leberzellen und eine Darmzelle neue Darm-
zellen. Bei Differenzierungs- und Entwicklungsvorgan-
gen mussen die Zugriffsrechte auf genetische Informatio-
nen jedoch gedndert werden, d. h. durch Demethylie-
rung werden nun benotigte Gene wieder lesbar gemacht,
durch Methylierung werden nicht mehr benoétigte Gene
stillgelegt. Diese Informationsebene oberhalb der eigent-
lichen Gene bezeichnet man als ,Epigenetik”. DNA-
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Methylierungsmuster sind vererbbare Verdanderungen des
genetischen Informationsgehaltes, die ihre Grundlage in
reversiblen Modifikationen der Erbinformation haben,
aber keine konstanten Verdnderungen der Basenabfolge
in der DNA-Sequenz darstellen. Die Pallwort-Kodierung
[aBt sich im Gegensatz zu irreversiblen Mutationen wie-
der aufheben. In der Entwicklung des Menschen und an-
derer Sdugetiere gibt es zwei kritische Phasen, in denen
nicht nur einzelne PaBworter geandert, sondern die Zu-
griffsrechte auf den gesamten genetischen Text (Genom)
neu verteilt werden. In der Keimbahn und im frithen Em-
bryo unmittelbar nach der Befruchtung finden genom-
weite epigenetische Reprogrammierungsvorgiange statt.
Dabei werden durch Demethylierung nahezu alle ererb-
ten Modifikationen beseitigt und anschlieRend neue
Methylierungsmuster gesetzt.

Genomische Priagung (,Imprinting“):
Was Gregor Mendel noch nicht wissen konnte

Bevor die primordialen Keimzellen (etwa am Ende der
5. Schwangerschaftswoche) in die Urgonaden einwan-
dern und die mannliche bzw. weibliche fetale Keimzell-
differenzierung beginnt, werden die grofelterlichen (in
bezug auf den Embryo) Methylierungsmuster in der geno-
mischen DNA-Sequenz komplett ausgeloscht. Dies ist
wahrscheinlich der einzige Zeitpunkt in der Entwicklung,
zu dem beide Allele eines jeden Gens vollkommen dqui-
valent sind. Wiahrend der fetalen und postnatalen Keim-
zellentwicklung werden dann neue elternspezifische
Modifikationen gemdls dem Geschlecht der Keimbahn
gesetzt [3]. Aufgrund der unterschiedlichen genomischen
Pragung (,Imprinting”) in der vaterlichen bzw. miutter-
lichen Keimbahn sind die beiden elterlichen Genome,
die in der befruchteten Eizelle zusammenkommen, funk-
tionell nicht gleichwertig. Vorkerntransferexperimente
haben bereits in den 1980er Jahren gezeigt, dalé fur die
Entwicklung von Saugetieren (im Gegensatz zu niederen

passive
Demethylierung

oy

Abbildung 1: A) DNA-Methyltransferasen (DNMT) katalysieren den
Transfer einer Methylgruppe auf das Kohlenstoffatom 5 im Zytosinring.
B) Bei der aktiven Demethylierung werden die Methylgruppen durch
eine bisher unbekannte Enzymaktivitit von der nichtreplizierenden DNA
entfernt. Bei der DNA-Replikation entstehen hemimethylierte DNA-
Molekiile, die zundchst nur im parentalen Strang methyliert sind.
DNMT1 heftet neue Methylgruppen an die neusynthetisierte DNA an.
In Abwesenheit von DNMTT bleibt der neusynthetisierte DNA-Strang
unmethyliert (passive Demethylierung).

e%cw3
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Vertebraten) sowohl ein vaterliches als auch ein mtterli-
ches Genom benotigt wird [4]. Die Geschlechterkonflikt-
hypothese [5] erklart die Evolution von Imprintingme-
chanismen bei Saugetieren mit unterschiedlichen elterli-
chen Interessen beziiglich der Bereitstellung von mater-
nalen Ressourcen fir das neue Individuum. Das epigene-
tische Programm des Vaters fordert die Entstehung groRe-
rer Nachkommen (auf Kosten der Mutter), wahrend das
mitterliche Epigenom das embryonale Wachstum eher
einschrankt, um auch weitere Schwangerschaften (even-
tuell mit anderen Vatern) zu ermoglichen.

Nach der Befruchtung missen die beiden unterschied-
lich gepragten Genome von Samen- und Eizelle, die im
Ubertragenen Sinne die ,egoistischen” viterlichen bzw.
mitterlichen Interessen regulieren, in ein diploides so-
matisches Genom fiir den neuen Organismus reprogram-
miert werden. Im frihen Embryo findet gewissermalien
ein ,Geschlechterkampf” auf genomischer Ebene statt,
um die unterschiedlichen elterlichen Ausgangspositio-
nen aneinander anzugleichen [6]. Im Laufe dieses Pro-
zesses, der fur die Herstellung der Totipotenz der em-
bryonalen Zellen wichtig ist, werden die meisten keim-
bahnspezifischen Modifikationen wieder ausgeloscht. Bei
der Genomreprogrammierung im Prdimplantations-
embryo werden flr die meisten (> 99 %) Gene identische
epigenetische Modifikationen beider elterlichen Allele
etabliert (Abb. 2). Die fur die embryonale Entwicklung
essentiellen ,Pluripotenzgene” und die in jeder Zelle ak-
tiven ,House-keeping”-Gene bleiben demethyliert und
konnen transkribiert werden; alle Gene, die nicht in die
frihe Entwicklung involviert sind, werden durch Reme-
thylierung inaktiviert. Nur sehr wenige, schatzungsweise
100-200 Gene sind durch einen unbekannten Mecha-
nismus vor der genomweiten Reprogrammierung in der Pra-
implantationsphase geschiitzt. Diese gepragten (,imprint-
ed”) Gene behalten wahrend der gesamten Entwicklung
ihre aus der Keimbahn ererbten epigenetischen Modifi-
kationen und elternspezifischen Aktivitaten bei [7, 8].
Gepragte Gene sichern einen individuellen miitterlichen
bzw. vdterlichen epigenetischen Beitrag fir die Entwick-
lung der Nachkommen.

Methylierungsreprogrammierung
der elterlichen Genome im frithen Embryo

Da die Eizelle nicht nur das miitterliche Genom, sondern
auch die zelluldre und molekulare Maschinerie fiir die
frithe Entwicklung liefert, lauft die Genomreprogrammie-
rung nahezu vollstandig unter maternaler Kontrolle ab.
Die globale Demethylierung der Keimbahngenome und
die Asymmetrie der beiden elterlichen Genome in der
befruchteten Eizelle konnen durch eine relativ einfache
Methylzytosinfarbung mit spezifischen Antikorpern di-
rekt sichtbar gemacht werden [9, 10]. Viterliches und
mitterliches Genom bilden in der befruchteten Eizelle
zundchst zwei separate Vorkerne aus. Beide Keimbahn-
genome weisen einen hohen Methylierungsgrad auf, un-
terscheiden sich aber auf DNA-Sequenzebene in den
spezifischen Methylierungsmustern. Bei den meisten bis-
her analysierten Sdugetierspezies (Maus, Ratte, Rind,
Schwein und Mensch) wird der véterliche Vorkern inner-
halb weniger Stunden nach Befruchtung noch vor der er-
sten DNA-Replikation aktiv demethyliert (Abb. 1B und
3A). Obwohl der mdtterliche Vorkern im selben Zyto-
plasma vorliegt, ist das miitterliche Genom vor der (bis-
her unbekannten) Demethylierungsaktivitat geschutzt.
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Wie die befruchtete Eizelle vaterliches und miitterliches
Genom unterscheidet, ist unklar. Wahrscheinlich spielen
»Spermienfaktoren” eine wichtige Rolle. Das durch Prot-
amine verpackte Spermienchromatin muf3 vor Ausbildung
des vaterlichen Vorkerns dekondensiert werden [11].
Wihrend des Protamin-Histon-Austausches bietet die va-
terliche DNA eine ideale Angriffsflache fur die maternale
Demethylierungsaktivitat. Auch nach der nukleosomalen
Verpackung der vaterlichen DNA unterscheiden sich va-
terliches und mitterliches Chromatin durch modifizierte
Histone. Das vaterliche zygotische Genom zeigt eine
transiente Hyperacetylierung von Histon H4 [12], wéh-
rend das miutterliche Genom mit dem methylierten
Histon H3 assoziiert ist [13].

Die Methylierung der mitterlichen DNA-Sequenzen
bleibt von der Eizelle bis zum Zweizellstadium erhalten.
Auch nach Auflosung der Vorkernmembranen im spaten
Einzellembryo und der ersten mitotischen Teilung blei-
ben die beiden elterlichen Genome raumlich getrennt
[14]. Die resultierende Genomasymmetrie im frithen Em-
bryo kann als zytologischer Ausdruck des Geschlech-
terkonfliktes nach der Befruchtung interpretiert werden.
Die Kerne von Maus-Zweizellembryonen zeigen eine
noch vollstandig methylierte miitterliche und eine kom-
plett demethylierte vaterliche Kernhélfte (Abb. 3B). Das
mdtterliche Genom wird erst ab dem Zweizellstadium
graduell durch einen replikationsabhédngigen Mechanis-
mus demethyliert (Abb. 3A). Methylzytosin kann nicht
direkt in die replizierende DNA eingebaut werden, son-
dern entsteht durch postreplikative Modifikation von
Zytosin (Abb. TA). Die Vererbung von Methylierungs-
mustern erfolgt durch DNA-Methyltransferase | (DNMT1),
die methylierte CpGs im parentalen DNA-Strang erkennt
und an die komplementdren Stellen im neusyntheti-
sierten Strang wieder Methylgruppen anheftet (Abb. 1B).
Da die Oozyten-spezifische Isoform von DNMTT im fru-
hen Embryo nicht aktiv ist [15], geht mit jeder DNA-
Replikation und Zellteilung die Halfte der Methyl-
gruppen auf den mitterlichen Chromosomen ,passiv”
verloren.

Eine Praimplantationsdiagnostik ist in Deutschland nicht
moglich, weil die befruchtete entwicklungsfahige mensch-
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Abbildung 2: Reprogrammierte und gepragte Gene. Homologe miitter-
liche und véterliche DNA-Sequenzen im diploiden somatischen Ge-
nom sind als rote bzw. blaue Linie dargestellt. Die Gene 1 und 2 sind im
frihen Embryo reprogrammiert worden und zeigen identische DNA-
Modifikationen auf beiden elterlichen Chromosomen. Gen 1 ist durch
Methylierung stillgelegt; Gen 2 ist demethyliert und transkriptionell aktiv.
Das geprdagte Gen 3 wurde nicht reprogrammiert und zeigt eltern-
spezifische DNA-Methylierung und Aktivitét.

liche Eizelle bereits ab dem Zeitpunkt der Kernver-
schmelzung als Embryo im Sinne des Embryonenschutz-
gesetzes gilt [16]. Der Gesetzgeber hat dabei nicht be-
dacht, dal$ das neue diploide somatische Genom nicht
einfach mit Auflésung der Vorkernmembranen durch Ver-
schmelzung von Eizell- und Samenzellgenom entsteht,
sondern daf8 die Fahigkeit der embryonalen Zellen zur
somatischen Entwicklung erst durch einen dramatischen
Reprogrammierungsprozef in der Praimplantationsphase
hergestellt wird. Die Beseitigung der keimbahnspezifi-
schen epigenetischen Modifikationen ist beim Rind im 8-
bis 16-Zellstadium, bei der Maus sogar erst in der Morula
abgeschlossen [7]. Nur die wenigen keimbahnspezifi-
schen Methylierungsmuster von gepragten Genen blei-
ben nach aktiver und passiver Demethylierung erhalten
(Abb. 2). Im Blastozystenstadium der Maus (beim Rind
bereits etwas frither) findet dann eine genomweite Reme-
thylierung statt (Abb. 3A), welche auf véterlichen und
miitterlichen Chromosomen identische somatische Methy-
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Abbildungg 3: A) Schematische Darstellung der genomweiten Demethy-
lierung und Remethylierung im friihen Mausembryo. Die Keimzellen, die
bei der Befruchtung zusammenkommen, weisen unterschiedliche (rote
und blaue) Methylierungsmuster in ihren genomischen DNA-Sequen-
zen auf. Das aus dem Spermium kommende véterliche Genom (blau)
wird bereits unmittelbar nach der Befruchtung in der befruchteten Ei-
zelle aktiv demethyliert. Das miitterliche Genom (rot) wird erst ab dem
Zweizellstadium durch einen replikationsabhangigen Mechanismus
demethyliert, wobei mit jeder DNA-Verdoppelung und Zellteilung die
Halfte der Methylierung in den mitterlichen DNA-Sequenzen verloren
geht. Diese elternspezifische Demethylierung bedingt im friihen Em-
bryo eine Genomasymmetrie. Im Morulastadium (der Maus) sind dann
beide elterlichen Genome relativ gleichmalig demethyliert und es
werden neue somatische Methylierungsmuster (griin) gesetzt, die bis
auf wenige Ausnahmen in beiden elterlichen Allelen identisch sind.
Nach dieser Genomreprogrammierung sind die Keimbahnunterschiede
zwischen viterlichen und matterlichen DNA-Sequenzen weitgehend
ausgeloscht und nur die wenigen geprégten Gene (gepunktete Linien)
behalten ihre differentiellen Keimbahnmethylierungsmuster bei.

B-D) Durch Immunfluoreszenzfarbung (mit einem FITC-konjugierten
griinfluoreszierenden Anti-Methylzytosinantikérper) kénnen normale
und pathologische Methylierungsreprogrammierung im frithen Maus-
embryo direkt sichtbar gemacht werden. Die Kern-DNA ist mit DAPI
(blau) gegengefarbt. Die Kerne eines normalen Zweizellembryos (B)
zeigen eine bereits demethylierte vdterliche und eine noch voll
methylierte mitterliche Kernhilfte (Genomasymmetrie). Der noch nicht
degradierte zweite Polkorper weist ebenfalls einen hohen Methylierungs-
grad auf. Storungen des Reprogrammierungsprozesses kénnen dazu
fuhren, dal® beide elterlichen Genome vorzeitig demethyliert werden
(C) oder die Demethylierung vollsténdig ausbleibt (D). Embryonen mit
ausschliellich mannlichen (androgenetischen) oder ausschlief8lich
weiblichen (gynogenetischen) Methylierungsmustern arretieren bereits
in der Praimplantationsphase die Entwicklung.



lierungsmuster erzeugt. Erst ab diesem Zeitpunkt, der etwa
mit der Implantation zusammenfdllt, kann man eigentlich
vom somatischen Genom des neuen Organismus sprechen.

Reprogrammierungsdefekte als Ursache fiir
Embryoverlust und Entwicklungsstérungen

Die beiden elterlichen Genome werden zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten nach der Befruchtung und durch unter-
schiedliche Mechanismen fiir eine somatische Entwick-
lung reprogrammiert. Stérungen dieses hochkoordinier-
ten Prozesses, die spontan vorkommen konnen, aber auch
von Umweltfaktoren und genetischen Faktoren abhan-
gen, sind eine wichtige Ursache fur die hohe Verlustrate
von Embryonen in der Praimplantationsphase. Untersu-
chungen am Modellorganismus Maus haben gezeigt, daf8
die Superovulation mit Gonadotropinen, die ein integra-
ler Bestandteil von assistierten Reproduktionstechniken
(ART) ist, das Entwicklungspotential von Eizelle und Em-
bryo verringert [17]. Superovulierte Mausweibchen pro-
duzieren etwa doppelt so viele (14-20 %) Embryonen mit
abnormalen elternspezifischen Methylierungsmustern
wie nichtsuperovulierte Weibchen (5-10 %). Embryo-
nen, die aufgrund einer aktiven zygotischen Demethy-
lierung des mutterlichen Genoms (Abb. 3C) oder einer
ausbleibenden Demethylierung des vaterlichen Genoms
(Abb. 3D) keine Genomasymmetrie zeigen, werden bereits
in der Praimplantationsphase im Wachstum arretiert [18].
Suboptimale Kulturbedingungen von in vitro fertilisierten
Mausembryonen interferieren mit der Methylierungs-
reprogrammierung und erhdhen die Embryoverlustrate.
Dasselbe gilt fur toxische Abbauprodukte, z. B. von Alko-
hol, im Kulturmedium. Die Praimplantationsentwicklung
ist eine dulerst sensitive Phase fur die Entstehung von
epigenetischen Defekten, weil das Epigenom zu diesem
Entwicklungszeitpunkt extrem dynamisch und der friihe
Embryo vor allem bei ART schlecht vor der Umwelt ge-
schutzt ist.

Die epigenetische Genomreprogrammierung nach der
Befruchtung wird aber nicht nur von externen, sondern
auch von genetischen Faktoren beeinflufit. Mausstaimme
mit verschiedenem genetischem Hintergrund zeigen vor
allem unter suboptimalen Embryokulturbedingungen sehr
unterschiedliche Embryoverlustraten. Auferdem gibt es
bei der Methylierungsreprogrammierung sehr grofse Spe-
ziesunterschiede. Die Demethylierungsaktivitat in Maus-
eizellen scheint groBer zu sein als die in menschlichen
oder Rindereizellen [19]. Einige Spezies, wie z. B. Schaf
und Kaninchen, zeigen zumindest auf zytologischer Ebe-
ne Uberhaupt keine detektierbare Demethylierung des
vaterlichen Vorkerns [20, 21]. Spezies mit aktiven Deme-
thylierungsmechanismen zeichnen sich durch eine frihe
Aktivierung des embryonalen Genoms aus, das bei der
Maus bereits im Zweizellstadium, beim Kaninchen dage-
gen erst ab dem 8- bis 16-Zellstadium transkribiert wird.

Subtile Reprogrammierungsstérungen, die nicht das ge-
samte Genom betreffen, sondern nur einzelne Gene, fiih-
ren nicht notwendigerweise zum Embryoverlust, sondern
bedingen, je nachdem, zu welchem Entwicklungszeit-
punkt und in welchen Geweben die fehlerhaft program-
mierten Gene aktiv sind, Entwicklungsstorungen und ab-
normale Phédnotypen. Es gibt Hinweise, dal$ Epimuta-
tionen, die zum Verlust der epigenetischen Regulation
von Genen fiihren, mehrfach haufiger auftreten als soma-
tische Mutationen [22]. Weil Epimutationen technisch
schwieriger nachzuweisen sind als Veranderungen in der

Basenabfolge der DNA-Sequenz (klassische Mutationen),
stellen sie wahrscheinlich eine bisher stark unterschétzte
Ursache fur die Entstehung von Krankheiten dar. In ver-
schiedenen Sdugetierspezies (Maus, Schaf und Rind)
wurde eindrucksvoll gezeigt, daf Isolation, Manipulation
und/oder Kultur von Keimzellen und friithen Embryonen
mit den Methylierungsmustern und der Regulation von
gepragten Genen interferieren [23, 24]. Epimutationen
werden fir das ,Large-offspring”-Syndrom [25] und an-
dere phanotypische Auffalligkeiten bei in vitro produzier-
ten Lammern und Kalbern verantwortlich gemacht.

Kinder, die durch In-vitro-Fertilisation (IVF) oder intra-
zytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) gezeugt wur-
den, haben zwei- bis dreimal haufiger als erwartet ein
niedriges Geburtsgewicht [26]; die Rate von angebore-
nen Fehlbildungen ist leicht (1,3- bis 1,4fach) erhoht [27].
Die Pravalenz von Imprintingstorungen, die das Beckwith-
Wiedemann- [28] und das Angelmann-Syndrom [29] ver-
ursachen, ist drei- bis sechsfach erhoht, wobei das abso-
lute Risiko wegen der Seltenheit dieser Erkrankungen ge-
ring bleibt. Der zugrundeliegende epigenetische Defekt
scheint eine abnormale Hypomethylierung von norma-
lerweise methylierten mitterlichen Allelen zu sein [30].
Trotz der weitverbreiteten Anwendung von ART beim
Menschen werden die Ursachen der assoziierten Ent-
wicklungsstorungen und die Frage, ob ICSI ein héheres
Risiko beinhaltet als IVF, kontrovers diskutiert. Ungtinstige
elterliche Faktoren bei IVF/ICSI-Paaren sind eine wahr-
scheinliche Erklarung fiir genetische und epigenetische
Risiken. Andererseits greift ART in duf8erst sensitive Peri-
oden der Keimzellreifung und frithen Embryogenese ein.
In Analogie zum Tiermodell kann man davon ausgehen,
daB ART auch beim Menschen Epimutationen induziert.

Bei der Klonierung von Saugerembryonen durch den
Transfer von somatischen Zellkernen in Eizellen werden
Gametogenese und frithe Embryogenese komplett um-
gangen. Deshalb ist es auch nicht verwunderlich, dafs die
epigenetischen Defekte bei klonierten Sdugerembryonen
sehr viel gravierender und haufiger sind als bei Anwen-
dung von ART oder natlrlicher Reproduktion. Die Klonie-
rungseffizienz ist abhédngig von der Spezies (am hochsten
beim Rind), was wahrscheinlich mit den unterschiedli-
chen Reprogrammierungskapazititen der Eizellen zu-
sammenhangt; sie ist aber generell niedrig. Die Erfor-
schung der technischen und medizinischen Probleme bei
der Embryoklonierung hat eine neue Ara der Reproduk-
tionsepigenetik eingeleitet und unser Wissen tber die
zelluldren und molekularen Vorgange unmittelbar nach
der Befruchtung erheblich erweitert [31, 32]. Klonierte
Rinderembryonen zeigen eine inkomplette und verzoger-
te Methylierungsreprogrammierung des diploiden Spen-
dergenoms durch die Eizelle [10], die in einem Gemisch
von normal und abnormal methylierten Sequenzen resul-
tiert. Chipbasierte Expressionsanalysen von neugebore-
nen klonierten Mdusen ergaben mindestens 4 % abnor-
male Genexpressionsmuster [33]. Uber 95 % von klo-
nierten Mausblastozysten wiesen Storungen der allel-
spezifischen Methylierung und Expressionsmuster von
gepragten Genen auf [34]. Zwar kann die Eizelle die
Totipotenz in einem transplantierten somatischen Zell-
kern wiederherstellen, aber die korrekte Reprogrammie-
rung des gesamten Epigenoms scheint nicht moglich zu
sein. Stochastisch im Genom auftretende Reprogram-
mierungsdefekte sind fiir die extrem hohe Schwanger-
schaftsverlustrate und die medizinischen Probleme von
klonierten Tieren verantwortlich.
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Transgenerationale epigenetische Effekte

Tierexperimente und epidemiologische Studien beim
Menschen haben gezeigt, dal$ die Exposition des Feten
in utero gegeniiber bestimmten Umweltfaktoren, z. B. Diat
der Mutter [35, 36], StreR [37] oder Toxine [38], nicht nur
die Entwicklung und Gesundheit der ndchsten Genera-
tion, sondern auch der darauffolgenden Generationen
beeinflussen. Erndhrung und Verhalten (z. B. Zigaretten-
rauchen) von prapubertiren Knaben haben Auswirkun-
gen auf den Phanotyp von Séhnen und mannlichen En-
keln, wahrend in der Pubertit keine transgenerationalen
Effekte beobachtet wurden [39]. Die wahrscheinlichste
Erklarung fir solche transgenerationalen Phanomene ist,
dal externe Faktoren epigenetische Veranderungen in
der Keimbahn induzieren, die dann Auswirkungen auf
die Gesundheit nachfolgender Generationen haben. Die
Beobachtung, dall manche transgenerationalen Effekte
vom Geschlecht abhangen [38, 39], 1aRt sich durch den
unterschiedlichen Ablauf von weiblicher und mannli-
cher Keimzellreifung erklaren. Daf Epimutationen eine
wichtige Ursache fur die Entstehung von Krebs sind, ist
seit langem bekannt [40]. Verbesserte technische Mog-
lichkeiten zum Nachweis von aberranten DNA-Methy-
lierungsmustern werden in Zukunft wahrscheinlich auch
die Bedeutung von epigenetischen Verdanderungen und
Gen-Umwelt-Interaktionen fiir zahlreiche andere Volks-
krankheiten zeigen.
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