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Analyse der Genexpressionsmuster
zur Beurteilung der Embryonenqualitt

C. Wrenzycki

Techniken zur Analyse der mRNA-Expression stellen ein leistungsstarkes Werkzeug zum Nachweis der Haufigkeiten entwicklungsrelevanter
Gentranskripte in Verbindung mit der Eizell- und/oder Embryonenqualitit dar. Zahlreiche Bestrebungen zur Identifikation von Markergenen be-
ziiglich der Entwicklungskompetenz der Eizellen und Embryonen des Rindes sind mittels verschiedenster Strategien durchgefiihrt worden. Der
prdimplantatorische Rinderembryo ist zundchst unter der Kontrolle maternaler genomischer Informationen, die wéihrend der Oogenese syntheti-
siert werden. Anschliefend ist die Entwicklung von neuen Genprodukten abhingig, die vom embryonalen Genom nach dessen Aktivierung
produziert werden.

Weiterhin kénnen die frithen Entwicklungsprozesse wie Reifung, Befruchtung, Zeitpunkt der ersten Teilung, Aktivierung des embryonalen
Genoms, Kompaktierung und Blastozoenbildung durch die verwendeten Kulturmedien und -bedingungen sowie durch die Manipulationsprozedur
selbst beeinflulst werden. Diese Stérungen wiederum kénnen die Qualitit der Blastozysten dramatisch verschlechtern und die Lebensfahigkeit der
resultierenden Nachkommen beeintrédchtigen.

Schliisselworter: Embryo, Qualitdt, Genexpressionsmuster

Analysis of Gene Expression Patterns to Assess Embryo Quality. MessengerRNA expression techniques have become a powerful tool to analyze
the relative abundance of transcripts related to oocyte and/or embryo quality. Numerous efforts to identify candidate genes for the developmental
competence of bovine oocytes and embryos have been made employing different strategies. The preimplantation bovine embryo is initially under
the control of maternal genomic information that is accumulated during oogenesis. Soon the genetic program of development becomes dependent
upon new transcripts derived from activation of the embryonic genome. The early steps in development including maturation, fertilization, timing
of first cleavage, activation of the embryonic genome, compaction, and blastocyst formation can be affected by the culture media and condlitions
as well as the production procedure itself. These perturbations can possibly result in a dramatic decrease of the quality of the resulting blastocysts
and may even affect the viability of offspring born after transfer. J Reproduktionsmed Endokrinol 2007; 4 (5): 234-9.

Key words: embryo, quality, gene expression patterns

Genexpression wadhrend der frithen matischen Kerntransfer- (sNT-) Systemen beim Rind ist es
Embryonalentwicklung heute moglich, das embryonale Genexpressionsmuster

im Detail zu untersuchen. Obwohl sich die Entwick-

Fur eine ungestorte praimplantatorische Embryonalent-  lungsraten bis zum Blastozystenstadium in den verschie-

wicklung ist die genau abgestimmte Expression entwick-  denen Kultursystemen nur wenig unterscheiden, zeigen
lungsrelevanter Gene des maternalen und/oder embryo-  sich wesentliche kulturbedingte Unterschiede auf der
nalen Genoms erforderlich. Wahrend die friihe Entwick- ~ Ebene der Transkription entwicklungsrelevanter Gene.
lungsphase von Genprodukten abhan-
gig ist, die wéhrend der Oogenese syn-
thetisiert wurden (maternal), sind die

spateren Stadien auf embryonale Gen- &

produkte angewiesen. Die Aktivie-

rung des embryonalen Genoms er- 2,0 +

folgt in 2 Schritten, der ersten friihen Embryonale
und der folgenden Hauptaktivierung. 15 | Transkription
Beim Rind findet der Ubergang der Maternale

Kontrolle vom maternalen zum em- Transkription

bryonalen Genom (,maternal-embryo- 10 4

nic transition”, MET) im 8- bis 16-

Zellstadium statt [1]. Neuere Unter- 05 -

suchungen mit sensitiveren Metho-

den haben gezeigt, dal8 eine erste -

frihe (,kleine”) Aktivierung des em- I ! . ! : ST
bryonalen Rindergenoms bereits im
2-Zellstadium nachzuweisen ist [2]. ©/ X

Somit konnen die einzelnen Tran-

skripte unterschiedliche Expressions- @ Maternale und embryonale Nur embryonale Transkription
muster aufweisen, die in Abbildung 1 Transkription («Kleine Aktivierung")
dargestellt sind.

® Nur maternale Transkription Nur embryonale Transkription
Mit der Verfuigbarkeit einer sensitiven (Hauptaktivierung)

RT-PCR-Technologie und etablierten
In-vitro-Produktions- (IVP-) und so-  Abbildung 1: Transkriptionsverlaufe wihrend der frithen Embryonalentwicklung des Rindes.
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Dieser Befund stellt das haufig verwendete Kriterium der
maximal erzielten Anzahl an Blastozysten zur Beurtei-
lung der Eignung eines Kultursystems in Frage. Auch die
Morphologie lat keine objektive Beurteilung der Em-
bryonenqualitit zu, da insbesondere IVP-Embryonen
schwieriger zu evaluieren sind als solche, die in vivo ge-
wonnen wurden [3]. Somit kann mit Hilfe des Expres-
sionsmusters entwicklungsrelevanter Gene die Qualitat
von Embryonen aus IVP und nach sNT objektiver und
besser evaluiert werden. Anderungen im physiologischen
Genexpressionsmuster konnen als ein Versuch des Em-
bryos angesehen werden, suboptimale Kulturbedingun-
gen zu kompensieren [4-6].

Detaillierte Untersuchungen, inwieweit die beschriebe-
nen Anderungen durch die einzelnen Teilschritte der IVP
bedingt sind, haben gezeigt, da das Reifungsprotokoll
zwar die Blastozystenrate, aber nicht die Qualitit der
Embryonen auf mRNA-Ebene beeinflulét [7, 8].

Die Auswirkungen verschiedener Parameter auf die
mRNA-Expression in Oozyten und Embryonen des Rindes
sind in den Tabellen 1-3 dargestellt. Informationen tber
das Expressionsmuster entwicklungsrelevanter Gentran-
skripte wahrend Eizellreifung und praimplantatorischer

Tabelle 1: Auswirkungen verschiedener Parameter auf das mRNA-
Expressionsmuster in Oozyten und Embryonen des Rindes.

Parameter Transkripthaufigkeit Referenzen
(Anstieg t oder Abfall })

FollikelgroBe RNApol14, PAPt [9]
CycAt, Dja4t, Msx11t, NDFIP1t, [10]
Oct4t, SLBPt, Trappct, Znf1981,
GDF9t
DYNLL1{, DYNC11114 [11]
PSNB2t, SKIIPt, CDC5Lt, RGS161, [12]
PROX 11, H2At, CKS11t, PTTG11,
CCNB21t

Stadium des HSP{ (wahrend der In-vivo- [13]

Follikelwachstums | Maturation)
PARNY, MSY24, PAPt, elF-4Et, [14]

IP3R 1, YY1 } (in Oozyten aus
persistierenden Follikeln)

Stadium der VEGF !, Rezeptoren (flk-11—14; flt-1t=1) [15]
In-vitro- PAT1t =4, uPAt =4, MMPT 1=}, [16]
Maturation bFGF t =1, FGFR t =1, TIMP1 1, TGFp1 t
(GVBD-MII)
DYNLL1!{, DYNC1111}, PMSB11 [11]
GPX1t [17]
PGK1! [18]
YY1i, HMGAT1 !, RY-114 [19]
ZAR}, SUV39HT !, G9AI [20]
Reifung (in vitro GDF94, Zyklin B1t, G6PD1t, [17]
vs. in vivo) SOX{, MnSOD{, CuSOD}
Supplementation | HSPt, PolyA} [21]
des Reifungs- Na/K a1, Zyklin Al [22]
mediums
FSHR{, Cx431, COX21!, EP2{, EP3 1 [23, 24]
FASt, FASLG1t, STAT3t [25]
Qualitat der KOK | EP3t [24]
Zeitpunkt der YEAFt, IDHt, H2At [26]
ersten Teilung H3At [27]
CCNB2t, PTTG1t [28]
FSt [28]
Alter der Tiere Glut1d, elF1A4 [29]
Inhibinuntereinheiten (BA, pB)t, FSt [28]

Embryonalentwicklung sind somit essentiell, um die grund-
legenden zelluldren und molekularen Mechanismen bei der
Kontrolle der embryonalen Genexpression besser zu ver-
stehen, verbesserte Kultursysteme zu entwickeln und die
Technologien zur Erstellung transgener und geklonter
Tiere zu verfeinern.

In-vitro-Produktion von Rinderembryonen

Seit der Geburt des ersten [VP-Kalbes [48] hat die IVP
boviner Embryonen enorme Fortschritte erfahren und
wird bereits vielfach in der Praxis angewendet. Die IVP
ist heute die Voraussetzung fiir den Einsatz weiterer
Biotechniken, wie z. B. der Eizellgewinnung vom leben-
den Tier durch transvaginale Follikelpunktion (,ovum
pick up”, OPU) und das Klonen durch somatischen Kern-
transfer. Der Anteil an IVP-Kdlbern erhohte sich insbe-
sondere nach der Praxiseinfiihrung der transvaginalen
ultraschallgeleiteten Follikelpunktion. Durch die Kombi-
nation dieser beider Biotechniken ist es moglich, auch
den weiblichen Gametenpool verstarkt zu nutzen. Die
aktuellen Zahlen der IETS (International Embryo Transfer
Society) fur das Jahr 2005 belegen dies eindrucksvoll.
Insgesamt wurden weltweit mehr als 300.000 transfer-
taugliche Embryonen in vitro kommerziell erstellt.

Die IVP setzt sich im wesentlichen aus 3 methodischen
Schritten zusammen: der In-vitro-Reifung (,in vitro matu-
ration”, IVM), der In-vitro-Befruchtung (,,in vitro fertiliza-
tion”, IVF) und der In-vitro-Kultur (,in vitro culture”, IVC)
[49].

Die Kumulus-Oozyten-Komplexe fiir die IVM werden in
der Regel aus den Ovarfollikeln geschlachteter Tiere ge-
wonnen, wobei verschiedene Methoden zum Einsatz
kommen. Beim ,Slicing” wird die Oberflache der Eier-
stocke mit einem Vielklingenmesser langs und quer eini-
ge Millimeter tief eingeschnitten, dadurch werden die Ei-
zellen aus den Follikeln freigesetzt. Bei der Aspiration
wird aus allen sichtbaren Follikeln die Flissigkeit samt
Kumulus-Oozyten-Komplex (KOK) gewonnen. Eine Mog-
lichkeit, die noch von Kumuluszellen umgebenen Oozy-
ten von lebenden Tieren zu gewinnen, stellt die trans-
vaginale ultraschallgeleitete Follikelpunktion (OPU) dar.
Die Reifungsdauer der KOK betragt in geeigneten Medi-
en mit Zusitzen, wie z. B. FSH (follikelstimulierendes
Hormon) und EGF (epidermaler Wachstumsfaktor) zwi-
schen 18 und 27 Stunden [50].

Zur Bereitstellung einer moglichst grollen Anzahl motiler
Spermien fur die IVF wird das ,Swim-up“-Verfahren an-
gewendet [51, 52] oder die Dichtegradientenzentrifuga-
tion mit Percoll eingesetzt [11, 53]. An die Kokultur der
gereiften Eizellen und der Spermien, die durchschnittlich
20 Stunden betrdgt, schliefst sich die In-vitro-Kultur der
befruchteten Eizellen bis zum gewtinschten Entwick-
lungsstadium an. Beim Rind ist dies tGblicherweise das
Stadium der kompaktierten Morula oder Blastozyste am
Tag 7 der Entwicklung, da erst diese Stadien unblutig auf
entsprechend vorbereitete Empfdngertiere Ubertragen
werden konnen. Heute kénnen bereits durchschnittliche
Erfolgsraten von 85-95 % bei der IVM, 80-90 % bei der
IVF und 25-40 % bei der Entwicklung bis zur Blastozyste
erzielt werden, so daR bei einer Trachtigkeitsrate von
50 % 12-15 Kélber nach Transfer von IVP-Embryonen
geboren werden kénnen (unter der Mafsgabe, daf8 mit
100 Eizellen fiir die IVM begonnen wurde).
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Tabelle 2: Auswirkungen verschiedener Parameter auf das mRNA-
Expressionsmuster in Blastozysten des Rindes (IVM unter verschiedenen
Bedingungen).

Parameter Transkripthdufigkeit Referenzen
(Anstieg t oder Abfall )

Supplementation HSPt, IGF1RY, IGF2}, IGF2R{ [30]

deSdMathat'Ons- LEPRt, STAT31, BAX}, BIRC4 1 [31]

mediums IGFBP6 1, HDCAT1, HDAC21, 32]
Mash2t, IFNtt, HSPt, Oct4t

Definiertes Follikel- | Cx431 [33]

stadium

Reifungsstadium Keine Unterschiede [34]

Fur die Kultur boviner Embryonen ist eine Reihe von
Medienformulierungen entwickelt worden [49]. Das am
haufigsten genutzte Medium war lange das ,tissue
culture medium” (TCM), ein Zellkulturmedium, das aber
nicht auf die spezifischen Bedtirfnisse der Embryonen ab-
gestimmt ist. Es gehort in die Klasse der sogenannten
komplex zusammengesetzten Medien. Speziell fur die
Kultur von Rinderembryonen wurde das SOF- (,,synthetic
oviduct fluid”-) Medium komponiert [54]. Ein wesentli-
cher Unterschied zum TCM bei diesem einfach zusam-
mengesetzten Medium (SOF) ist u. a. die auf 5 % redu-
zierte Sauerstoffkonzentration in der Atmosphare. Haufig
sind die Kulturmedien mit Serum oder Serumalbumin als
Proteinquelle versetzt, was ihnen einen undefinierten
oder semi-definierten Charakter verleiht. Nur durch den
Zusatz synthetischer Makromolekile, wie z. B. Polyvinyl-
alkohol, kann eine vollstindig definierte Zusammenset-
zung gewdhrleistet und somit eine Standardisierung er-
zielt werden [49].

Somatisches Klonen

Obwohl die Forschungsaktivititen auf dem Gebiet des
somatischen Klonens von Nutztieren nach der Geburt
von Dolly, dem ersten Klonschaf [55], stark zugenommen
haben, ist die Anzahl lebender Nachkommen noch be-
grenzt. Vielversprechende Anwendungsperspektiven fr
das Klonen liegen in der Forschung, der Biomedizin und
der praktischen Tierzucht [56].

Die Grundlagen fiir das heute bekannte Klonen von Em-
bryonen landwirtschaftlicher Nutztiere wurden bereits
1986 beschrieben. Mit dieser Technik konnten beim
Schaf erstmals identische Nachkommen unter Verwen-
dung embryonaler Zellen erzeugt werden [57]. Durch
die Ergebnisse jlingerer Arbeiten ist gezeigt worden, dal}
auch ein somatisches Klonen maglich ist. Uber ldngere
Zeit in vitro kultivierte fetale und adulte Zellen kénnen
erfolgreich im Kerntransfer eingesetzt werden [56, 58,
59].

Der Vorgang des Kerntransfers gliedert sich in mehrere
Schritte. Mit einer geeigneten Pipette wird die Spender-
zelle in den perivitellinen Raum (d. h. in den Zwischen-
raum zwischen Eizelle und Zona pellucida) der Empfan-
geroozyte eingesetzt, welcher vorher der eigene Chro-
mosomensatz im Vorgang der sogenannten Enukleation
entfernt worden ist. Unter der Voraussetzung, daf8 die
Zellmembranen von Spenderzelle und Empfangeroozyte
in ausreichendem Umfang eng aneinanderliegen, kann
durch Anlegen geeigneter elektrischer Pulse eine lokal
begrenzte Fusion der beiden Membranen erreicht wer-
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Tabelle 3: MRNA-Expressionsmuster in Blastozysten des Rindes unter-
schiedlicher Herkunft und in Relation zu anderen Qualititsparametern.

Qualitatsmarker/ Transkripthaufigkeit Referenzen
Herkunft (Anstieg t oder Abfall })

Respiration GLUT1t, G6PDt [35]
Qualitat der GAPDH Y, Tubulin!, DNMTH{, [36]
sNT-Blastozysten GATAG6 4, IFITM3

Geburtsgewicht Glut3 t [37]
Kryokonservierung | Survivint, FASt, Kaspase-31, HSP [38]
Trachtigkeitsrate COX2t,CDX2t, ALOX15t, BMP151,

nach Transfer PLAUt, PLAC8t [39]
Spenderzelleffizienz | HDAC11t, HDAC21, DNMT3al, [40]
(Lebende Nach- Oct4

kommen)

In vivo- vs. IVP-vs. | ACOX14,CD811{, DNAJC10t, [41]
sNT-Blastozysten HRHT1t, TFAP2A!

In vivo- vs. Glut3}, Glut4 !, Glutg! [42]
in vitro-kultivierte

Blastozysten

SOF supplementiert | BAX{, SOX!, IGF21, Ecad} [43]
mit Hyaluronan

Verwendung Glut3 !}, G6PD1, Xist [44]
gesexten Spermas

in der IVF

Sauerstoffbedin- Myotrophini, APC1} [45]
gungen wahrend

der Post-Kompaktie-

rungskultur

In vivo- vs. IVP-vs. | FOXO3al, REA}, HMG21, [46]
in vivo-kultivierte GNBL21!, EEF1GH

Blastozysten

Kultur im isolierten Glut1it, Na/K}, Cx431t, Oct4t, [47]
Mauseeileiter SOX1it, Surdt

den. Dadurch wird die Spenderzelle in das Zytoplasma
der Empfangerzelle aufgenommen [60]. Vor, wahrend
oder nach der Fusion erfolgt die Aktivierung der Empfan-
geroozyte durch geeignete chemische oder elektrische
Stimuli. Nachdem die Spenderzelle in das Zytoplasma
aufgenommen worden ist, sind eine Reihe molekularer
und biochemischer Veranderungen erforderlich, um den
Kern der Spenderzelle zuriickzuprogrammieren (Repro-
grammierung) und damit entwicklungsmalig weitestge-
hend identisch mit dem Kern einer Zygote zu machen
[61]. In den meisten Fdllen kann man ein Anschwellen
des tibertragenen Kerns beobachten. Nach erfolgreicher
Fusion erfolgt meist eine In-vivo- oder In-vitro-Kultur der
erstellten Embryonen bis zum gewtinschten Entwick-
lungsstadium.

Die Effizienz der einzelnen Schritte betragt beim Rind fur
die Enukleation der Empfangereizelle 95-100 %, fir die
Fusion 80-90 % und fir die Aktivierung 90-95 %. Durch-
schnittlich 20-30 % der Embryonen entwickeln sich bis
zur Blastozyste, nach Transfer werden 10-14 % lebende
Nachkommen geboren [62].

Unterschiede zwischen in vivo und
in vitro produzierten Rinderembryonen

Trotz der vielen Verbesserungen, die die IVP in den ver-
gangenen Jahren erfahren hat, unterscheiden sich in vitro
produzierte Embryonen nach wie vor in zahlreichen De-
tails von in vivo gewonnenen Embryonen (Tab. 4). Unter-
schiede wurden hinsichtlich der Morphologie [63], der



Tabelle 4: Unterschiede zwischen in vivo und in vitro produzierter
Rinderembryonen.

In vivo In vitro
produzierte Embryonen

Morphologie

Farbe hell dunkel

(insbesondere nach Kultur
in serumhaltigen Medien)

Perivitelliner Raum grofs klein

Kompaktierung stark ausgepragt schwach ausgepragt

Gesamtzellzahl 140-160 hoher, dhnlich, geringer
(Expandierte Blastozyste)

ICM-Zellen 40 weniger
Gefriertauglichkeit gut geringer
Temperaturempfindlichkeit gering hoch

Hohere fetale Verluste im letzten Drittel der
Trachtigkeit nach Transfer von IVP-Embryonen

Trdchtigkeitsraten

Metabolismus
ATP-, O,-, Glukose-
und Pyruvataufnahme

Niedrigere Aufnahmen in IVP-Embryonen
pro Blastomere sowie gesteigerte Glykolyse-
rate und Laktatproduktion in IVP-Embryonen

Chromosomale 31 % 42 %
Abberationen

(Tag-5-Embryonen)

Expressionsmuster ungestort erhoht, dhnlich,

entwicklungsrelevanter
Gene

erniedrigt

Entwicklungsgeschwindigkeit [64], der Gefriertauglich-
keit [65], metabolischer Parameter [66] sowie im Gen-
expressionsmuster [4-6] beschrieben.

Unterschiede zeigen sich auch bei den aus IVP-Embryo-
nen resultierenden Kalbern im Vergleich zu solchen aus
in vivo generierten Embryonen, die unter dem Begriff
,Phdnomen der tibergrofien Kalber” (,large offspring syn-
drome”, LOS) zusammengefalit werden [67, 68]. Neben
der charakteristischen UbergroRe treten Abweichungen
in Form von erhohten pranatalen Verlusten, Schwer-
geburten, verldngerten Trachtigkeiten, Atemproblemen,
Saugschwierigkeiten sowie plétzlichem perinatalen Tod
auf. Die Kalber weisen aulerdem hdufiger einen veran-
derten Energiestoffwechsel auf. Weiterhin sind Abnor-
malitaten verschiedener Organe beschrieben worden
[69-71]. Oft wird auch von Veranderungen der Plazenta,
wie z. B. Eihautwassersucht, berichtet [72]. Uber die mo-
lekularen Mechanismen, die dem LOS zugrunde liegen,
gibt es noch keine gesicherten Ergebnisse. Es wird jedoch
davon ausgegangen, dals Veranderungen im Expressions-
muster entwicklungsrelevanter Gene wéhrend der friihen
Embryonalphase bedingt durch unterschiedliche Kultur-
systeme etc. ursachlich beteiligt sind [37] und Stérungen
im Imprintingstatus wichtiger Gene dabei eine gro8e Rol-
le spielen [4, 73-75].

Schluffolgerungen

Das biotechnologische Verfahren der In-vitro-Produktion
(IVP) von Rinderembryonen wurde in den vergangenen
Jahren bis zur Praxisreife entwickelt und stellt mittlerwei-
le eine anerkannte Alternative zu den konventionellen
Superovulationstechniken und Embryonensptilungen dar.
Der vermehrte Einsatz der IVP hat gezeigt, da8 nicht nur
IVP-Embryonen unterschiedlich zu in vivo gewonnenen
Embryonen sind, sondern daB auch die Kalber nach

Transfer von IVP-Embryonen Unterschiede im Vergleich
zu Kélbern aus In-vivo-Embryonen aufweisen. Die beob-
achteten Abnormalitdaten werden unter dem Begriff ,large
offspring syndrome” (LOS) zusammengefafit. Die Ursa-
chen fir dieses Phanomen, das auch nach Transfer von
geklonten Embryonen gefunden wird, sind noch weitge-
hend unbekannt. Es wird davon ausgegangen, dal} Sto-
rungen im Expressionsmuster entwicklungsrelevanter
Gene wdhrend der frithen Embryonalentwicklung eine
wichtige Rolle spielen.

Durch die Analyse eines Sets an Markergenen, die in
frithembryonalen Prozessen eine wichtige Rolle spielen,
konnen Aussagen Ulber die ,Normalitat” der IVP- und
sNT-Embryonen gemacht werden. Weitergehende Unter-
suchungen hinsichtlich der Lokalisation der RNA ebenso
wie die Analyse der gebildeten Proteine und ihre Funk-
tionalitat werden weitere Erkenntnisse flr die zugrunde-
liegenden Ursachen des LOS liefern.
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