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Regulatoren der Oozytenreifung und
der Oozytenkompetenz

E. Winterhager

Nur eine voll entwickelte, kompetente Oozyte kann zu einer erfolgreichen Schwangerschaft fiihren. Diese Kompetenz wird wahrend der Follikelreifung
durch viele Faktoren in einem definierten Zeitmuster erworben. Neben der bekannten hormonellen Regulation der Follikelreifung ist es vor allem die
parakrine Kommunikation der Oozyte mit den Granulosazellen tiber GDF9 und BMP15, die diese Follikelreifung, insbesondere die Kumuluszellexpansion,
bedingt. Involvierte Signalkaskaden — hauptsachlich tiber den SMAD-Signalweg — fiihren in den Kumuluszellen zur Expression von einem Set von Genen,
die als Marker fiir die Oozytenkompetenz in Zukunft angewendet werden konnen.

AuRerdem konnte die Verwendung von GDF9 und BMP15 bei der In-vitro-Reifung der Follikel die Kompetenz solcher Oozyten erhdhen. Auch die direkte
Zellkommunikation zwischen Oozyte und Kumuluszellen iiber Gap-junction-Kandle scheint in der Entwicklung der Oozytenkompetenz fir den
Implantationsvorgang eine wesentliche Rolle zu spielen. Epigenetische Modifikationen der Oozyten-DNA sind wéhrend der Follikelentwicklung zeitlich
streng determiniert und fiihren zu einem stabilen Imprinting nach der Befruchtung. Methoden der ART interagieren zum Teil mit diesen zeitlich und
raumlich streng organisierten epigenetischen Methylierungsprozessen. Hormonelle Stimulation und Superovulation konnen daher zu fehlender
Oozytenkompetenz, aber auch zu Krankheiten, die auf Imprintingdefekten beruhen, fiihren.

Schliisselworter: Oozytenkompetenz, parakrine Kommunikation zwischen Oozyte und Kumuluszellen, GDF9 und BMP15,
direkte Kommunikation zwischen Oozyte und Kumuluszellen, epigenetische Modifikationen, Imprinting

Regulators of Oocyte Developmental Competence. A successful pregnancy is only acquired by a competent oocyte. Oocyte competence is achieved
during follicular growth via ample factors cooperating in a defined temporary pattern. Beside the well known hormonal regulation of follicular develop-
ment it is the paracrine communication between the oocyte and the somatic granulosa cells mediated by GDF9 and BMP15 that participate in follicular
development and cumulus expansion. Signal cascades predominantly through the SMAD signalling pathway lead to the expression of a set of genes in
the cumulus cells which could serve as marker genes for oocyte competence in future. Furthermore addition of GDF9 and BMP15 during development of
the follicle in vitro could support oocyte competence. In addition direct cell cell communication between oocyte and granulosa cells via gap junction
seems to play a crucial role in acquiring oocyte competence for the implantation process.

Epigenetic modification of the oocyte DNA during follicular growth is spatially and temporally regulated and at least lead to a stabile imprinting after
fertilization. Methods of the ART interact partly with these epigenetic processes by using hormonal stimulation and superovulation. These treatments
could lead to reduced oocyte competence and in addition to diseases which are related to imprinting defects. J Reproduktionsmed Endokrinol 2009;

6 (Sonderheft 1): 39-41.

Key words: oocyte competence, paracrine communication between oocyte and cumulus cells, GDF9 and BMP15,
direct communication between oocyte and cumulus cells, epigenetic modification, imprinting

¥ Einleitung

Trotz aller Fortschritte auf dem Gebiet
der ,,Assisted Reproductive Technolo-
gy (ART) ist zwar die Fertilisationsrate
sehr hoch und liegt bei 70-80 %, aber
die Implantationsrate und erfolgreiche
Schwangerschaft ist je nach Methode auf
ca. 3040 % limitiert. Einer der wich-
tigsten Faktoren, die den Schwanger-
schaftserfolg begrenzen, ist die soge-
nannte Oozytenkompetenz. Sie ist defi-
niert als die Moglichkeit der Oozyten,
die meiotische Reifung zu durchlaufen,
befruchtet zu werden, sich zu addquaten
Prdimplantationsembryonen zu entwi-
ckeln und nach Implantation eine erfolg-
reiche Schwangerschaft zu etablieren.
Es fehlen aber verlissliche Pridikto-
ren fiir die Voraussage dieser Qozyten-
kompetenz. Die morphologischen Krite-
rien fiir die Einschitzung der Qualitit

der Oozyten sind subjektiv und wider-
spriichlich [1, 2]. Da der Transfer von
einzelnen Embryonen von zunehmender
Bedeutung ist um die multiplen Schwan-
gerschaften zu vermeiden [3], sind defi-
nitive Kriterien und zuverldssige Marker
fiir diese Oozytenkompetenz dringend
erforderlich. Diese wiirden auch helfen,
die In-vitro-Reifung von Oozyten er-
folgreicher durchzufiihren.

Die Oogenese bei Sdugetieren geht syn-
chron mit der Follikulogenese einher
und erfolgt in den Ovarien in einem
streng koordinierten Ablauf. Die Oo-
zytenkompetenz wird wihrend dieser
Follikelreifung erworben und beruht auf
einem abgestimmten Prozess der somati-
schen Zellproliferation und -differenzie-
rung mit dem Wachstum und der Rei-
fung der Oozyte. Die Bedeutung der so-
matischen Zellen fiir die Reifung der

Oozyte und die Erkenntnis, dass die
Granulosazellen mit der Oozyte iiber
verschiedene Faktoren kommunizieren,
ist schon friith erkannt und in verschie-
denen Ubersichtsartikeln beschrieben
worden [4, 5], aber dass die als sonst
,ruhend* bezeichnete Oozyte umgekehrt
die Differenzierung der Granulosazellen
bestimmt, wurde erst durch die Etablie-
rung von Mausmodellen deutlich. Para-
krine Interaktionen zwischen der Oozyte
und den umgebenden Granulosazellen
sind die kritischen Faktoren, die diese
Koordination iiber verschiedene zell-
und molekularbiologische Mediatoren
leisten. Um im gynikologischen Alltag
die Oozytenkompetenz durch zuverlis-
sige molekulare Marker einschétzen und
bewerten zu konnen, miissen die Schliis-
selmolekiile und die Signalwege zwi-
schen der Oozyte und den Kumulus-
zellen klar definiert werden. Letztend-
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lich werden diese zu einer erhohten Effi-
zienz und auch zu einem besseren
Schwangerschaftserfolg in der fotalen
und kindlichen Gesundheit, wie z. B. zu
einer reduzierten perinatalen Mortalitit
und zu reduzierten fotalen Komplikatio-
nen fiihren.

B Parakrine Kommunikation
zwischen Oozyte und
somatischen Zellen

Fiir die Untersuchung der Faktoren, die
die Oozytenkompetenz beeinflussen,
stehen derzeit weitgehend nur Tiermo-
delle zur Verfiigung. Genetisch manipu-
lierte Miduse mit induzierten Gendefek-
ten sowohl in der Oozyte als auch in den
Granulosazellen zeigen, dass die Oozy-
tenkompetenz wihrend des Oozyten-
wachstums  kontinuierlich erworben
wird und dass diese in einer bidirektio-
nalen Interaktion mit den somatischen
Follikelzellen erfolgt. Es sind vor allem
die von den Oozyten selbst sezernierten
Faktoren, die als lokale Regulatoren
ihrer eigenen Kompetenz fungieren.

Oozyten-sezernierte Faktoren sind vor
allem GDF9 und BMP15, die die Haupt-
regulatoren der follikuldren Entwick-
lung sind. GDF9 und BMP15 gehoren
zur TGFB-Familie und wirken auf die
umgebenden Kumuluszellen iiber den
SMAD 2/3- und SMAD 1/5/8-Signal-
weg, um die Gene fiir die Kumulus-
expansion zu induzieren. Beide von der
Oozyte sezernierte Wachstumsfaktoren
der TGFB-Familie sind erstens fiir das
Follikelwachstum, aber insbesondere
fiir die Kumuluszellenexpansion verant-
wortlich. Die Kumulusexpansion dient
als Vorbereitung fiir den Eisprung und
zeigt die Oozytenkompetenz und die
Reifung der Oozyte an.

Gezeigt wurde die Schliisselrolle dieser
Faktoren an Médusen, denen das GDF9-
Gen deletiert wurde. Diese Méuse sind
infertil, da das Follikelwachstum in der
frithen Follikulogenese arretiert ist [6].
Die Deletion des BMP15-Gens hingegen
fiihrt nur zu subfertilen Miusen, die nur
geringe histologische Verinderungen
im Ovar aufweisen [7]. Verpaart man
allerdings heterozygote GDF9-Miuse
mit BMP15-Knock-out-Miusen, so zeigt
sich ein synergistischer Effekt: Es
kommt zwar noch zu einer spontanen
Oozytenreifung, aber sowohl die Fertili-
sation als auch die Entwicklung der

Priaimplantationsembryonen sind stark
gestort [7]. Transgene Maiuse, die das
BMP15 in der Oozyte iiberexprimieren,
zeigen, dass die Follikelreifung auch
iiber BMP15 stimuliert wird [8]. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass
Patientinnen mit einer primédren Ovar-
suffizienz Mutationen im BMP15- und
GDF9-Gen aufweisen [9-11].

Es stellt sich die Frage, welche Gene die
oozytiren Faktoren GDF9 und BMP15
in die Kumuluszellen induzieren. Diese
sog. ,,Downstream- Gene sind u. a. die
Hyaluronsédure Synthase 2 (Has2), Cyclo-
oxygenase 2 (Dtgs2) und Gremlin
(Grem1) [12].

Wenn diese Gene in den Kumuluszellen
exprimiert werden, scheint dies mit der
Oozytenkompetenz einherzugehen. An
Rinderoozyten konnte man zeigen, dass
im Gegensatz dazu die Expression von
Cysteinproteinasen mit einer geringen
Oozytenkompetenz einhergeht [13]. In
humanen Kumuluszellen sind ebenfalls
HAS2, PTGS2 und GREM1. HAS2 und
GREM 1 die Kandidatengene, die die
Oozytenkompetenz indizieren [12, 14].
Inzwischen sind zahlreiche Studien
durchgefiihrt worden, um diese Gene der
Kumuluszellen im humanen System als
wertvolle Information fiir die Oozyten-
kompetenz im klinischen Alltag zu pro-
filieren [15]. Es stellte sich jedoch heraus,
dass es noch zu grofle Inkonsistenzen
zwischen den Expressionsmustern der
molekularen Marker gibt, um sichere
Aussagen iiber die Oozytenkompetenz
machen zu konnen. Standardisierte Stu-
dien unter Einbeziehung einer erfolgrei-
chen Graviditit sind in Zukunft notwen-
dig, um ein solches Set an Genen als ver-
lassliche Marker zu identifizieren.

Die Zugabe der oozytiren Faktoren
BMBF15 und GDF9 eignen sich eben-
falls dazu in In-vitro-Kulturen die Oozy-
tenreifung zu unterstiitzen

Experimente mit rekombinantem BMP15
oder GDF9, das der Rinderoozyte zuge-
geben wurden, zeigten eine verstirkte
Entwicklung der Oozyte zum Blastozys-
tenstadium [16]. Dieselbe Gruppe konn-
te auch zeigen, dass Embryonen, die un-
ter Zusatz von GDF9 kultiviert wurden,
die fotale Uberlebensrate steigerten [17];
ein interessanter Ansatz, der auch hoffen
lasst, im humanen System diese Fakto-
ren anzuwenden und damit in vitro die
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Entwicklung zu kompetenten Oozyten
zu unterstiitzen. Allerdings muss die
standardisierte Prdparation der rekom-
binanten Proteine noch etabliert werden,
bevor man in klinische Versuche eintre-
ten kann.

B Direkte Kommunikation
zwischen Oozyten und
somatischen Zellen

Die Zellen des Cumulus oophorus haben
lange Zellfortsétze durch die Zona pellu-
cida hindurch, die die Eizellmembran
kontaktieren und dort Zellkommunika-
tionsstrukturen, die Gapjunctions, fiir
die direkte Kommunikation zwischen
Kumuluszellen und Oozyte ausbilden.
Uber diese Zellkommunikationskaniile
konnen kleinere Molekiile bis 1 kD — un-
ter anderem auch cAMP — ausgetauscht
werden. Nach LH-Peak werden die aus
Connexinproteinen bestehenden Kanile
phosphoryliert und geschlossen. Dies
fiilhrt zur Abnahme des intraoozytiren
cAMP-Spiegels und damit tritt die Oo-
zyte in die Weiterfilhrung der Meiose
ein. Wir konnten zeigen, dass die oozy-
tenspezifische Deletion des Connexin43-
Kanals zwar weder die Follikulogenese
noch die Meiose beeintrichtigt, aber zu
einer fast 50%igen Reduktion der Im-
plantationsrate fiihrt. Morphologische
Untersuchungen ergaben, dass die intak-
ten Blastozysten nicht fiahig waren, in
das endometriale Kompartiment zu im-
plantieren [18], d. h. die Oozyten haben
durch den Verlust des Connexin43-Ka-
nals ihre Kompetenz zur Implantation
weitgehend verloren. Molekulare Me-
chanismen, die diesem Phinomen zu-
grunde liegen, sind derzeit Gegenstand
der Untersuchungen, inwieweit die Aus-
bildung dieses Connexinkanals zwi-
schen Kumuluszellen und der Oozyte
eine Bedeutung im humanen System hat,
sind bisher nicht bekannt.

B Epigenetische Verdande-
rungen: eine notwendige
Voraussetzung fiir die
Oozytenkompetenz

In den vergangenen Jahren konnte ge-
zeigt werden, dass epigenetische Modi-
fikationen, wie die Methylierung der
DNA und das Imprinting — als mono-
allelische Expression eines elterlichen
Allels — wichtige Vorgéinge sind, die
withrend der Oozytenreifung koordiniert
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der wichtigsten potenziellen Pradiktoren und Regulatoren der Oozyten-
qualitat. Oozyten-sezerniete Faktoren wie GDF9 und BMP15 wirken auf die umgebenden Kumuluszellen tiber den
SMAD-Signalweg und induzieren wichtige Gene fiir die Kumulusexpansion wie Has2 und Ptgs2.

erfolgen. Die De-novo-DNA-Methylie-
rung wihrend der Oozytenreifung muss
erfolgen, da in den primordialen Keim-
zellen zunichst alle elterlichen epigene-
tischen Prigungen ausgeloscht werden
und vor allem das Imprinting iiber die
De-novo-DNA-Methylierung vor der
Befruchtung abgeschlossen sein muss
[19, 20]. Fiir diese Methylierung ist das
Expressionsmuster der DNA-Methyl-
transferasen (Dnmt) wihrend der Ooge-
nese von besonderer Bedeutung [21].
Die Dnmt3a, die Dnmt3b und Dnmt31
sowie die Dnmtlo-Transkript-Akkumu-
lation ist prizise mit dem Oozytendurch-
messer korreliert. Es stellt sich damit die
Frage, ob diese Erkenntnisse aus der
Grundlagenforschung auch eine Bedeu-
tung fiir die ART haben konnten. Die
meisten Protokolle, die in der ART be-
nutzt werden, enthalten Hyperstimula-
tion der Oozytenreifung und Blockade
der Ovulation durch GnRH-Analoga von
Frauen, nach FSH-Stimulation. Die fol-
gende Gonadotropin-induzierte Super-
ovulation fiihrt zu einem Pool von Oozy-
ten, die verschiedene Reifungszeiten
wihrend der Follikulogenese durchlau-

fen haben. Letztlich konnte gezeigt wer-
den, dass die Superovulation das Imprin-
ting in Mausplazenten d@ndern kann [22].
Dieses konnte auch Implikationen fiir
Patientinnen haben, die sich einer ART
unterziehen. Imprintingeffekte, die ver-
schiedene humane Erkrankungen, wie
das Beckwith-Wiedemann-, das Prader-
Willi- und das Angelmann-Syndrom,
auslosen, sind auf die aberrierenden
Suppressionen der Imprintinggene zu-
riickzufiihren. Diese Erkrankungen zei-
gen eine leicht erhohte Privalenz bei
Kindern von subfertilen Paaren [23].
Insbesondere das Risiko eines Beckwith-
Wiedemann-Syndroms scheint nach
ART 3- bis 9-fach erhoht zu sein [24].

Zusammengefasst kann man feststel-
len, dass die ungestorte und addquate
Oozytenreifung kritisch fiir die Bereit-
stellung einer kompetenten Oozyte ist,
die fiir Befruchtung, Prdimplantations-
entwicklung, Implantation und Schwan-
gerschaft die Hauptrolle spielt. Die wich-
tigsten praxisrelevanten Aussagen iiber
die Regulation der Oozytenkompetenz
sind in Abbildung 1 zusammengestellt.
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