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Vorwort

Die vorliegende Diplomarbeit ,Einfluss der Embryo-Embryo-Interaktion in der In vitro-Kultur
von Rinderembryonen® wurde als Diplomarbeit des Studiengangs Veterinarmedizin der
Veterinarmedizinischen Universitat Wien verfasst. Die praktische Forschung zum Thema
Reproduktionsmedizin  wurde am Reproduktionszentrum Wieselburg (RCW) der
Veterindrmedizinischen Universitdt  Wien  durchgeflhrt. Am interuniversitaren
Forschungsdepartment far Agrarbiotechnologie (IFA) Tulin fanden die

Genexpressionsanalysen statt.

Im Zeitraum von Janner bis Marz 2019 legte ich den Schwerpunkt auf die praktische
Forschung meiner Diplomarbeit, anschlie®end wurden von September 2019 bis Mai 2020 noch
weitere  Schreibarbeiten  vorgenommen, sowie statistische  Auswertungen und

Literaturrecherche durchgefihrt.

Aufgrund meines bereits vorhandenen Interesses fiir Reproduktionsbiotechnologie war die
Wahl meines Vertiefungsmodules ,Reproduktionsbiotechnologie® unter der Leitung von Herrn
Professor Besenfelder flr das zehnte Semester meines Studiums selbstverstandlich. Im Zuge
dessen war es fur mich auRerdem klar, mir als Ziel zu setzen, meine Diplomarbeit zum Thema
Reproduktion, unter der Leitung von Herrn Professor Besenfelder, zu verfassen. Nachdem ich
bereits im zehnten Semester Einsicht in die komplexen Zusammenhange der Fruchtbarkeit
der Haussaugetiere bekam, war es mir ein Anliegen, dieses Wissen auszubauen und mich
noch intensiver mit der Thematik im speziellen beim Rind zu beschaftigen, um noch mehr
Verstandnis fur das komplexe Forschungsfeld zu bekommen. Dadurch gelang es uns in
gemeinsamer Zusammenarbeit eine Fragestellung im Bereich der assistierten

Reproduktionstechnik beim Rind zu entwickeln.

Herr Ao.Univ.-Prof. Dipl. ECAR Dr.med.vet.Besenfelder, sowie Herr Univ.Ass. Dr. med. vet.
Havlicek unterstutzen mich stets bei praktischen Fragestellungen als auch bei Tatigkeiten in
allen Bereichen der Durchfiihrung. Die mit Abstand grof3te Hilfe war dabei aber vor allem die
moralische Unterstlitzung, mit der sie mir immer zur Seite standen. Herr Dr.med.vet. Jorg

Burgstaller war eine grof3e Hilfe, als es um die praktische Durchflhrung, Arbeit und die



Auswertungen der Genexpressionsanalysen im Labor am IFA Tulln ging. Priv.-Doz. Dr. rer.

nat. Claus Vogl war meine Anlaufstelle bei der statistischen Auswertung der Ergebnisse.

An dieser Stelle mochte ich mich bei allen genannten Begleitern meiner Abschlussarbeit fur
die groRartige Unterstitzung bedanken und ein herzliches Dankeschén aussprechen. Ein
weiterer Dank gilt aulerdem meiner gesamten Familie, die mich wahrend meiner gesamten

Studienzeit unterstitzt hat, mir meine Ausbildung und damit meinen Traum ermdglicht hat.

Hiermit mochte ich aber besonders meiner Mutter, Susanna Kuczwara, fur all die Jahre der
unermudlichen und aufopfernden Unterstlitzung danken, was maf3geblich zu meinem Erfolg

beigetragen hat. Danke fur alles!
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1 Literaturubersicht

Moderne Reproduktionsbiotechnologien bieten mittlerweile eine breite Basis fur den Einsatz
von Embryonen flr zlichterische Zwecke. Assistierte Fortpflanzungstechnologien sind dabei
nicht nur sehr nutzliche Instrumente zur Gewinnung und Bereitstellung dieser Embryonen,
sondern dienen auch zur detaillierten Untersuchung friher Embryonalstadien, die sich unter
den verschiedensten Bedingungen entwickelt haben. Im weiten Spektrum der assistierten
Reproduktion in der Biotechnologie der Rinderzucht stellt die In vitro-Embryoproduktion und
die damit einhergehende Mdglichkeit, die fruihe Embryonalentwicklung ins Labor verlagern zu
kénnen, einen wesentlichen Bestandteil der Forschung, aber auch der Praxis der letzten

Jahrzehnte dar.

Wie die Statistik der Internationalen Embryo Technologie Gesellschaft (IETS) zeigt, wurden
im Jahr 2017 weltweit zum ersten Mal mehr Embryonen mittels /n vitro-Produktion (IVP)
bereitgestellt als Uber die Verwendung von Hormonen zur Superstimulation der Spendertiere
mit anschlieRender Gewinnung der Embryonen (Viana 2018), 2018 wurden erstmals Uber 1

Million Embryonen In vitro zur Verfigung gestellt (Viana 2019).

Mit dieser rasanten Entwicklung der In vitro-Embryoproduktion eréffnen sich Schwerpunkte fur
die Forschung, deren Fokus unter anderem auf die Kontrolle und Verbesserung der ersten
Abschnitte der friilhen Entwicklungskompetenzen boviner Embryonen gerichtet ist, mit dem
Ziel, die In vitro-Technologie zur potentiellen Gewinnung und Kultur von Embryonen mehr an

das Verstandnis der Entwicklung im Tier (/n vivo) anzuschlief3en.

Jegliche MalRnahmen und Varianten der assistierten Reproduktionstechniken (ART) erfordern
die erfolgreiche Gewinnung qualitativ hochwertiger Embryonen als Voraussetzung fur den
Erhalt einer gesunden Nachkommenschaft. Embryonen, die aus der IVP hervorgehen, werden
heutzutage immer noch unterschiedlich beurteilt und konnen noch nicht mit gleichen
Erfolgschancen wie Embryonen aus der Ex vivo-Gewinnung zur Verfigung gestellt werden.
Forschungsergebnisse der letzten 20 Jahre lassen erkennen, dass als jenes vorhandene
Entwicklungs- und Qualitatsdefizit vor allem Umweltbedingungen der ersten sieben Tage der
In vitro-Kultur (IVK) von Embryonen gesehen werden (Bonilla et al. 2014; Farin et al. 2010;
Hasler 2014, Lonergan et al. 2003; Rizos et al. 2002).
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1.1 UmwelteinflUsse

Die Rinderhaltung und damit auch die Leistung der Tiere sind sehr stark an Faktoren
gekoppelt, die der Fruchtbarkeit zuzuordnen sind. Fertilitdtsstérungen wirken sich
wirtschaftlich betrachtet negativ auf die Rinderhaltung aus.

So wurde gezeigt, dass der Verlust der sich frih entwickeinden Embryonen mit steigender
Milchleistung deutlich zunimmt (Diskin und Moris 2008). Insgesamt wird klar, dass die In vivo-
Bedingungen der frihen Embryonalentwicklung in einer gesunden, fruchtbaren Kuh den
Goldstandard fur In vitro-Produktionssysteme darstellen. Da jedes In vivo-System aber keinem
starren Konstrukt folgt, sondern von dynamischen Prozessen geleitet wird, die weitgehend von
der Umgebung bestimmt werden, dirfen auch solche Umwelteinflisse nicht auler Acht
gelassen werden.

Umwelteinfllisse haben nicht nur einen Kurzzeiteffekt auf den sich entwickelnden Embryo,
sondern sie verursachen auch Abweichungen, in deren Folge die Eizellen bis zum geborenen
Kalb betroffen sind. So haben zum Beispiel zahlreiche Studien an Tiermodellen im Laufe der
vergangenen Jahre gezeigt, dass Embryonen empfindlich gegeniber Umweltbedingungen
sind, die das zukiinftige Wachstum und Entwicklungspotenzial des Kalbes vor und nach der

Geburt beeinflussen kénnen (Lonergan et al. 2014).

Die verschiedensten Umwelteinfliisse, wie zum Beispiel Krankheiten, Hitze und oxidativer
Stress, kdnnen zu abnormalem Wachstum, pathologischen Funktionen und Apoptose in
Granulosazellen schon wahrend des Follikelwachstums und der Eizellenreifung fiihren. Eine
Studie lieferte Hinweise daflir, dass ebenfalls Granulosazellen, die oxidativem Stress
ausgesetzt sind, auf Stress reagieren, indem sie Kaskaden von zelluldren
Antioxidansmolekullen aktivieren, die auch Uber Exosomen in die extrazellulare Umgebung

freigesetzt werden kdnnen (Saeed-Zidane et al. 2017).

Insgesamt lassen zahlreiche Studien erkennen, dass die [/n vitro-Umwelt massive
Veranderungen des sich entwickelnden Embryos hervorrufen kann, wie an den Beispielen der
Uberlebensrate nach Kryokonservierung (Havlicek et al. 2010), den inkorrekten

Mitoseablaufen nach Blastomerenteilung (TSuiko et al. 2017), den epigenetischen



-11 -

Abweichungen (Salilew-Wondim et al. 2018) und den Abweichungen der

Genexpressionsmuster (Lonergan et al. 2003) aufgezeigt werden kann.

Die Fruchtbarkeit ist demnach als ein empfindlicher Indikator fir negative Umwelteinflisse zu
werten und spielt vor allem im Rahmen der Anwendung von ARTs eine grof3e Rolle. Bei diesen
Techniken werden steuernde Malinahmen von aufden, wie zum Beispiel Hormonapplikationen,
eingesetzt oder Teilprozesse In vitro, extrakorporal, verlagert. Die Embryonen sind fern von
jeglicher natirlichen Umgebung und der erste Schritt ihrer Entwicklung muss in einem
fremden, kinstlichen Umfeld stattfinden. Embryonen werden in diesem Abschnitt empfindlich
getroffen, jeder Embryo muss sich an die artifiziellen Bedingungen anpassen. Eine grofl3e
Aufgabe der In vitro-Techniken besteht darin, sich mithilfe von In vivo-Ablaufen an den
Bedingungen der Natur zu orientieren, um eine optimale Entwicklung der Embryonen zu

ermoglichen.

1.2 In vivo-Bedingungen: Voraussetzungen im Eileiter

Die Forschung hat zum Ziel, oben genannte Voraussetzungen fir eine erfolgreiche frihe
Embryonalentwicklung in der IVP bestmoglich zu gewahrleisten und die /n vivo-Bedingungen
der frGthen Embryonalentwicklung im Eileiter der Kuh aufzuschlisseln und detailliert
nachzuahmen. Der Eileiter besitzt charakteristische, anatomische Voraussetzungen, welche
durch seine drei Abschnitte (Infundibulum, Ampulla und Isthmus) und eine 4-lagige
Ausstattung (Serosa, Muscularis, Submucosa, Mucosa) gekennzeichnet sind und die
Aufnahme der Gameten, die die Befruchtung der Eizelle und die Erndhrung und den
Weitertransport der Embryonen gewahrleisten.

Mit dieser Ausstattung ist der Eileiter in der Lage, sehr komplexe Vorgange auf metabolischer
Ebene zeit- und ortsgerecht, vor allem durch seine zilientragenden und sekretorischen
Epithelzellen, zu bewaltigen und sich den standig andernden Bedingungen dynamisch
anzupassen (Yaniz et al. 2000). Somit werden den sich rasch teilenden Embryonen die nétigen
Makromolekiile, wie Proteine, Kohlenhydrate und Fette (Hugentobler et al. 2007, 2008,
Desmet et al. 2016), optimal zugeflihrt, sowie weitere Inhaltsstoffe (z.B. lonen, Hormone,
Wachstumsfaktoren, Cytocine) bereitgestellt. Zudem sind die Viskositat, Osmolaritat und der
pH-Wert weitere Garanten fir alle Vorgédnge im Eileiter (Menezo und Guerin 1997,
Hugentobler et al. 2010, Hunter et al. 2011, Lamy et al. 2016, Saint-Dizier et al. 2019).
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Dieses Mikrosystem ist sehr empfindlich, daher haben Stérungen dieses Milieus einen
signifikanten Einfluss auf die Entwicklung der Embryonen In vivo, wie Gesundheit,
Milchleistung und externe Hormonbehandlungen zeigen (Gad et al. 2011, Maillo et al. 2012,
Zebeli et al. 2015).

1.3 In vitro-Bedingungen: Anforderungen an die Kulturen

Vor Uber 40 Jahren wurden die Grundsteine zur IVP von Embryonen gelegt. Die IVP umgeht
einen wesentlichen Teil der finalen Gametenreifung und der frihen Embryonalentwicklung im
Tier und flhrt diese Schritte, nach der Follikelpunktion zur Eizellgewinnung, im Labor durch.
Im Wesentlichen umfasst die IVP die Schritte der Maturation der Kumulus-Oozyten-Komplexe
(In vitro-Maturation, IVM), der Fertilisation (/n vitro-Fertilisation, IVF) und der Kultur der
Embryonen bis zur Blastozyste (IVK). Die Schritte haben allesamt die Aufgabe, die komplexen
Abschnitte im Tier ex vivo nachzuvollziehen, um kompetente Embryonen fiir den Re-Transfer
ins Tier bereitzustellen. Jedoch hat sich seit Beginn der Nutzung der IVP gezeigt, dass der
Eileiter eine besondere Aufgabe wahrnimmt: Es stellt ein Organ dar, welches sehr exakte
Steuerungssignale aufnimmt und diese phasenspezifisch, wahrend der Spermienreifung, der
Befruchtung und zellteilungsabhangigen Entwicklung, zeit- und ortskorrekt umsetzt. Somit
werden den Gameten und Embryonen im Eileiter zu jeder Zeit die notwendigen Komponenten
in einer adaquaten Umwelt zur Verfiigung gestellt. Diese Situation In vitro zu verlagern, bedingt
eine weitgehend vollstandige Erkennung und Umsetzung dieser physiologischen
Voraussetzungen. Da diese Faktoren in ihrer Gesamtheit nicht bekannt sind, haben sich /In
vitro-Kultursysteme mit entsprechendem Schwerpunkt entwickelt, um die notwendigen In vivo-
Bedingungen einzeln nachzuvollziehen, wie zum Beispiel:

e Standardmedien (ohne Zusatze tierischen Ursprungs),

¢ Medien mit Zusatzen, die von Tieren gewonnen wurden (bovines Serum Albumin,

fotales Kalberserum, Follikelflissigkeit)

e zwei- bzw. dreidimensionale Ko-Zellkultursysteme,

¢ konditionierte Medien,

o Kultursystem mit Mikrokanalchen,

o direkter Zusatz von Flussigkeit aus dem Eileiter,

e Organkultur (Mauseeileiter)
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Insgesamt lassen vier Jahrzehnte intensiver Forschungsarbeiten erkennen, dass zwar
elementare Erkenntnisse gewonnen und Einzelereignisse erfasst wurden, deren komplexe
und dynamische Zusammenhange In vitro aber derzeit nicht nachvollzogen werden kénnen.
Diese Limits der IVP erfordern weitere Wege zur Erfassung und zum Verstandnis von
physiologischen Entwicklungsvorgangen. Daher wurde am Institut flr Tierzucht und Genetik
ein Schwerpunkt auf den direkten Vergleich der Embryonalentwicklung In vitro (IVP) und In
vivo (im Eileiter) gelegt.

Auf der Basis endoskopischer Verfahren zur Gewinnung und zum Transfer von Embryonen
aus dem bzw. in den Eileiter verschiedener Spezies wurde eine spezielle Technik beim Rind
etabliert. Diese Technik erlaubt es, unter Routinebedingungen Embryonen jederzeit aus dem
Eileiter zu gewinnen und Embryonen verschiedener Herkunft zu Ubertragen und damit
Vergleichsstudien zwischen den Bedingungen, die /n vivo und In vitro vorherrschen,
durchzufuihren (Besenfelder et al. 2010).

Es gibt zahlreiche Studien, die aufzeigen, dass sich In vitro produzierte Embryonen, die fir
eine kurze Zeit im Schaf- oder Rindereileiter kultiviert werden, qualitativ deutlich bessere
Entwicklungsergebnisse zeigen (Gad et al. 2012, Lazzari et al. 2010). Hier wurden In vitro-
Embryonen in ihre physiologische Umwelt zurticktransferiert. Um aber diese Umwelt In vitro
aufzubauen und einzusetzen, musste ein reziproker Ansatz gewahlt werden.

Da die Ermittlung einzelner Komponenten fir die IVP weder qualitativ noch quantitativ einen
holistischen Ansatz bringt, stellt die Gewinnung und Uberfiihrung der Eileiterfliissigkeit als
Ganzes fir In vitro-Kulturansatze eine erste Mdoglichkeit dar, den physiologischen
Bedingungen In vitro ndherzukommen.

Erste Versuche haben jedoch gezeigt, dass der Zusatz von Eileiterflissigkeit zum
Kulturmedium schon bei bestimmten Konzentrationen (von = 5 %) zu deutlichen
Hemmeffekten in der IVK flhrt (Lopera-Vasquez et al. 2017). Obwohl die Eileiterflissigkeit die
besten Voraussetzungen fur die IVK zu haben scheint, fihrt deren Einsatz zu negativen
Ergebnissen bzw. spricht die entsprechende Arbeitsgruppe von einem toxischen
Erscheinungsbild (Fernandez-Fuertes et al. 2018).

In weiterfihrenden Arbeiten konnten Emmerstorfer et al. (2018) und Kuczwara (2018)
veranschaulichen, dass bei Zugabe von einer hbheren Konzentration an Eileiterflissigkeit zum
Kulturmedium ein erheblich hdherer Blastozystenanteil und qualitative Verbesserungen
resultieren kénnen. Mit diesem Kulturansatz konnte gezeigt werden, dass mittels der

Ubertragung von Eileiterfliissigkeit auf die IVK Blastozysten gewonnen werden kénnen, deren



-14 -

Entwicklung ein Modell darstellt, welches Ansatze zu Vergleichsstudien In vivo vs. In vitro

bieten kdnnte (Kuczwara 2018, Emmerstorfer et al. 2018).

Eindeutige Beweise deuten darauf hin, dass die In-vitro-Kulturbedingungen bei weitem nicht
optimal sind und sich Mangel in kurz- und langfristigen Auswirkungen auf den Embryo
manifestieren. Ein besseres Wissen Uber Mechanismen zur Steuerung der Wechselwirkungen
zwischen Embryo und Mutter wirde daher die Entwicklung neuartiger Strategien zur
Verbesserung der [In-vitro-Embryo-Bedingungen und der Reproduktionsergebnisse bei
Rindern ermdglichen (Rodriguez-Alonso et al. 2020).

Um die Funktion des Eileiters als Vorlage flr erfolgreichere In vitro-Entwicklungen besser
verstehen zu kdnnen, ist es jedoch neben den nutritiven Effekten des Mediums auch wichtig,
den Austausch von (Signal-) Stoffen zwischen dem Embryo und dem Eileiterepithel
miteinzubeziehen. Dies bedeutet, dass méglicherweise nur dann bestimmte Stoffe im Medium
vorhanden sind und ihre Wirkung entfalten, wenn unter Anwesenheit beider, Embryo und

Epithel, im Sinne einer embryo-maternalen Kommunikation eine Erkennung erfolgt.

1.4 Embryo-Maternale Kommunikation

Bei Saugetieren ist der Eileiter die erste mutterliche Stelle, die mit dem Embryo in Kontakt
kommt und damit die erste Mdglichkeit zum Austausch von Signalstoffen bietet. Bei Rindern
kommt dieser Kontakt in den ersten vier Tagen nach der Befruchtung zustande. Innerhalb
dieses Zeitfensters treten wichtige Entwicklungsereignisse im Embryo auf, darunter
beispielsweise die ersten Teilungsabschnitte, die epigenetische Reprogrammierung und
Aktivierung des embryonalen Genoms (Graf et al. 2014). Um in dieser sensiblen Phase eine
optimale Umgebung zu schaffen und die korrekte Synchronisation dieser Ereignisse
sicherzustellen, muss der Eileiter einen Dialog mit dem sich entwickelnden Embryo auf

molekularer Ebene initileren (Garcia et al. 2017).

Die gegenseitigen Wechselwirkungen zwischen Eileiter und den Gameten bzw. Embryonen
stellen jedoch eine grof3e wissenschaftliche Herausforderung dar, da die Botenstoffe nicht nur
in Kleinstmengen vorhanden sind, sondern auch einem temporalen und Ortlichen Muster
unterliegen. Dies macht In vivo-Studien in der Durchfihrung besonders schwierig.

Insbesondere sind Studien bei Grofdtieren, wie dem Rind, arbeitstechnisch wie auch
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molekularbiologisch aufwendig und teuer und selbst die Probenmenge, die nur geringste

Konzentrationen zu analysierender Molekile enthalt, sind stark begrenzt (Maillo et al. 2015).

Bei anderen Tierspezies, wie Maus, Ratte, Schwein und Pferd, wurde schon gezeigt, dass die
Anwesenheit des Embryos im Eileiter Uber die Messung von Expressionsprofilen der
messenger RNA (mRNA) bzw. von Proteinmusters erkannt wird (Smits et al. 2016, Georgiou
et al. 2005, Fazeli und Holt 2016, Garcia et al. 2017). Wird die Eizelle im Eileiter nicht
befruchtet, so wird bei Pferd und Ratte schon der Weitertransport in die Gebarmutter gehemmt
(Freeman et al.1992, Villalon et al. 1982). Beim Kaninchen ist die obligate Eileiterpassage
insofern gut sichtbar, da wahrend der Eileitermigrationsphase eine Mucinschicht um den
Embryo gelegt wird, ohne die es keine Implantation gédbe (Murakami und Imai 1996).

Erst Systemanalysen ermoglichten genauerer Untersuchungen auf der Ebene der
Wechselwirkungen zwischen Embryonen, im Stadium vor der Implantation, Epithelzellen des
Eileiters und der Gebarmutter. Sie zeigten, dass die frihe embryonale Entwicklung, die
Implantation und Aufrechterhaltung einer Trachtigkeit entscheidend von einer intakten
Kommunikation zwischen Embryo und Muttertier abhangen (Wolf et al. 2003, Maillo et al.
2016).

Diese Erkenntnisse um die embryo-maternale Kommunikation werfen im Rahmen der Zell-zu-
Zell-Interaktion auch die Frage auf, ob sich Embryonen guter und schlechter Qualitat
gegenseitig helfen kénnen, sofern sie im gleichen Kulturmilieu gehalten werden. Die IVK zum
Beispiel bedingt, dass Rinderembryonen im Gegensatz zu den In vivo Verhaltnissen im
Eileiter, In vitro in Gruppen kultiviert werden. Dies ermdglicht die Produktion und die Abgabe
von Stoffen gesunder und entwicklungsfahiger Embryonen in ihre Umgebung. Méglicherweise
kdnnen benachbarte Embryonen in ihrer Entwicklung z.B. mittels apokriner und parakriner
Sekretion beeinflusst werden (Paria und Dey 1990, Thibodeaux et al. 1995, Lim und Hansel
1996, O’Neill 1997).

1.5 Embryo-Embryo-Interaktion

Erste Studien der letzten Jahrzehnte haben gezeigt, dass in Gruppen Kkultivierte
Rinderembryonen eine signifikant héhere Entwicklungsrate im Blastozystenstadium als

einzeln kultivierte Embryonen zeigten (Keefer et al. 1994).
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Jene Ergebnisse veranlassten zur Annahme, dass die Embryonen eine Form der
Kommunikation und der kooperativen Interaktion untereinander haben mussen. Diese
Annahme legt die Hypothese nahe, dass Embryonen als Helferzellen dienen kénnten.

Deb und Mitarbeiter gewannen mittels Ovum-Pick-Up (OPU) Eizellen, befruchteten diese und
betteten die Embryonen mit Helferembryonen in Agar-Chip ein. Mit diesem Ko-Kultursystem
konnten sie zeigen, dass die Entwicklung zu Blastozysten durch Embryo-Ko-Kultur im
Vergleich zu OPU-Zygoten, die allein kultiviert wurden, nachweislich geférdert wurde (Deb et
al. 2011).

Insgesamt wird hieraus ersichtlich, dass flr die IVK insbesondere die Anzahl der Embryonen
in der Kulturschale (Gruppengrofie), das Volumen des Kulturmediums und der Kontaktabstand
der Embryonen zueinander eine besondere Rolle spielen kann, um den Austausch von Boten-

und Signalstoffen zwischen den Embryonen zu ermdglichen.

1.5.1 Gruppengrolle

Nicht alle Embryonen sind in der Lage, ihre Entwicklung bis zur Blastozyste selbststandig zu
bewerkstelligen. Der gegenseitige Einfluss mehrerer Embryonen In vivo erscheint bis auf
wenige Ausnahmen (Zwillings- und Dirillingstrachtigkeit) nicht vorhanden zu sein.
Demgegenuber stellt die Erzeugung von Embryonen mittels der IVP eine kunstliche Situation
dar, in der Gruppen von Embryonen unterschiedlicher Qualitat einen gegenseitigen Einfluss
ausuben konnen. Als Beispiel dafur kdnnen die Gasbedingungen genannt werden, die fur die
Eizell- und Embryoentwicklung In vitro vorherrschen. Schon geringe Unterschiede haben
einen nachhaltigen Einfluss auf den Embryostoffwechsel auch im Zusammenhang mit der
Bildung von Sauerstoffradikalen (engl. reactive oxygen species,ROS) (Krisher 2004).

2005 wurde aus der Arbeitsgruppe von Lopes et al. ein Beitrag bei der International Embryo
Technology Society vorgestellt, aus dem hervorging, dass der Sauerstoffpartialdruck in
unmittelbarer Umgebung zum Embryo sehr stark von der Embryogruppierung der Embryonen
abhangt. Waren in der gleichen Petrischale Embryonen vereinzelt bzw. in Gruppen
beieinander, so war der Sauerstoffpartialdruck, der unmittelbar im Gruppenzentrum gemessen
wurde, zum Teil um das 100-fache reduziert gegentber dem, welcher an der Oberflache
einzelner Embryonen gemessen werden konnte. Mittels dieses Messbeispiels konnte gezeigt
werden, dass in unmittelbarer Nachbarschaft/Kontakt mehrerer Embryonen deutlich andere

Bedingungen herrschen, als um einzelne Embryonen (Lopes et al. 2005).
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Khurana und Niemann ko-kultivierten Zygoten schlechter Qualitat jeweils zusammen mit 20
bzw. 40 Embryonen. Sie kamen zu dem Schluss, dass Gruppengrofien von 40 Embryonen
einen deutlich positiveren Entwicklungseffekt auf die Zygoten hatten wie kleinere Gruppen von
je 20 Embryonen (Khurana und Niemann 2000). Hoelker und Mitarbeiter konnten diese
Beobachtung mit 16 bzw. 50 Embryonen in den Kulturgruppen bestatigen. In der Kulturschale
mit 50 Embryonen erreichten deutlich mehr Embryonen das Blastozystenstadium (22,3% vs.
30,3%; Hoelker et al. 2009). Eine Studie von Ferry et al. (1994) konnte verdeutlichen, dass
einzeln kultivierte Rinderembryonen keine Entwicklung bis zum Blastozystenstadium zeigten,
die Kultur in Gruppen jedoch erfolgreich war. Der Mechanismus dieser Kooperation ist nicht
bekannt, die Autoren verweisen aber auf autokrine bzw. parakrine Faktoren, wahrscheinlich
Wachstumsfaktoren, die die Embryoentwicklung férdern kénnten, wie schon bei Mausen
gezeigt wurde (Ferry et al. 1994).

leda und Mitarbeiter (2018) etablierten ein Mikrowellsystem, in dem ,Well of the Well* (WOW)
das Zusammenwirken von kleinen Embryogruppen erfasst werden konnte. Embryonen
wurden einzeln in Mikrowells kultiviert. Die einzelnen Kultursysteme waren aber miteinander
verbunden (Abb. 1):
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Abbildung 1: Darstellung der Anreicherung von Metaboliten in einem Well-of-the-Well System mit drei Embryonen;

© Springer Science+Business Media, LLC, part of Springer Nature 2018

Die Ansammlung von Stoffwechselprodukten um einen Embryo, der zwischen zwei weiteren
platziert und kultiviert wurde, lag nach deren Messung bei 226 % bezogen auf eine einzelne
Embryoleistung. Der in der Grafik dargestellte mittlere Embryo profitierte aus den
Stoffwechselleistungen aller Kompartimente, d.h. aus seinem eigenen plus den zwei
benachbarten. Die Autoren sehen dieses In vitro-Modell als potentielle Mdglichkeit zur
Unterstitzung in der IVP (leda et al. 2018).
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In Irland kam das Team von Ward (2000) zu dem Schluss, dass die Blastozystenertrage
maximiert werden konnten, wenn Embryonen in GruppengrdfRen von nicht weniger als funf
kultiviert wurden. Zur Optimierung der Blastozystenqualitat wurde eine GruppengréfRe von 25
Embryonen empfohlen. Die irische Arbeit machte deutlich, dass die Gruppengrofie und nicht
das mittlere Volumen pro Eizelle/Embryo der Faktor war, der die Blastozystenausbeute und -
qualitat beeinflusste (Gordon 2003).

Sugimura und Mitarbeiter (2013) konnten zudem feststellen, dass die Gruppengrofie einen
Einfluss auf die Entwicklungskinetik hat. Sie kultivierten Embryonen in 5-, 15- und 25-Gruppen
im Tropfen und konnten mittels Zeitraffer-Kinematographie (engl. time lapse cinematography,
TLC) darstellen, dass das 4-Zell- bzw. Blastozysten-Stadium bei den Embryonen, die in 15-
und 25-Gruppen kultiviert wurden, friher auftraten, als bei Embryonen, die zu jeweils 5 in
einem Kulturtropfen waren. Diese Entwicklungsunterschiede spiegelten sich auch im
gemessenen mMRNA-Expressionsmuster wider (Sugimura et al. 2013).

In weiteren Beispielen wurde die Auswirkung der GruppengréfRe auf die Entwicklung und die
Interferon-Tau-Sekretion (IFN-t) von Rinderembryonen von Larson und Kubisch (1999) in den
USA untersucht. Sie konnten zeigen, dass die Kultivierung von IVP-Rinderembryonen in
Gruppen nicht nur ihr Entwicklungsschicksal beeinflusste, sondern auch die Sekretion von
IFN-t signifikant veranderte. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die
Gruppenhaltung mdglicherweise einen Einfluss auf die Trachtigkeit nach Transfer haben kann
(Gordon 2003).

1.5.2 Zusatze zur Kompensation der Single Embryo Culture

Kulturen mit einzelnen Embryonen erlauben eine separate Betrachtung der Weiterentwicklung
und sind aus dieser Perspektive von besonderem wissenschaftlichen Interesse. Zudem kann
es unter praktischen Bedingungen auftreten, dass nur einzelne Eizellen von einem Tier
gewonnen werden und fir die Weiterentwicklung zur Verfligung stehen. Nachdem bereits
angeflhrt worden ist, dass die Gruppenhaltungen von Embryonen in der Kultur einen positiven
Einfluss auf die Blastozystenraten haben kénnen, wird versucht, diese Unterstitzung in der
Einzelembryokultur auf anderen Wegen zu bewerkstelligen:

Gardner und Mitarbeiter haben der Kultur von einzelnen Embryonen Aminosauren und Vitamin

beigefligt und ebenfalls einen positiven Entwicklungseffekt beobachtet (Gardner et al. 1994).
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In weiteren Versuchsansatzen zur IVK von Einzelembryonen konnten zahlreiche Hinweise
ermittelt werden, die erkennen lassen, welche Zusatze zu den Medien zu erheblichen

Verbesserungen der Entwicklungsraten gefiihrt haben, so z.B. die Zusatze von:

e Aminosauren (Gardner et al. 1994, Li et al. 2006)

¢ Hypotaurine und B-Mercaptoethanol (Mizushima und Fukui 2001)

o Epidermal Growth Factor (EGF) (Oyamada et al. 2004)

o Platelet derived growth factor (PDGF), basic fibroblast growth factor (bFGF) and
transforming growth factor (TGF-B1 and 2) (Lim und Hansel 1996)

Neben dem Zusatz einzelner Substanzen besteht die Moglichkeit durch Ko-Zellkulturen,
Embryonen entsprechende Entwicklungsunterstitzung zukommen zu lassen: Dazu wurden
beispielsweise

e Granuloszellen (Konishi et al. 1996, O’Doherty et al. 1997),

¢ Bovine Eilieter Epithelzellen (BOEC; Cordova et al. 2014),

o Buffalo rat liver-Zellen (BRL) und

o Kumulus-Zellen (Donnay et al. 1997, Goovaerts et al. 2009)

erfolgreich verwendet.

1.5.3 Volumen

Neben dieser Mdglichkeit, Uber die GruppengrofRe effektive Konzentrationen von Substanzen
im Medium zu erreichen, wird ein weiterer Weg diskutiert. In Anlehnung an In vivo-
Bedingungen, welche dem Embryo nur sehr geringe Mengen an Eileiterflissigkeit zur
Verfugung stellen, wird versucht, den Embryo auch In vitro in einer Mikroumwelt aus einem
Kleinstvolumen bestehend zu kultivieren. Das Team rund um Vajta (2000) designte ein WOW-
System, in dem Embryonen in einer V-férmigen Vertiefung mit 0,004 ul Medium verbracht
wurden. Damit konnten Substanzen zugefiihrt und die Embryonen fir die Dauer der Kultur
einzeln beurteilt werden (Gordon 2003).

Dieser Systemansatz bringt den Vorteil mit sich, dass autokrin und parakrin sezernierte Stoffe
in weniger ausverdinnter Umgebung ihre Wirkung entfalten kénnen, Nahrstoffe aber in
geringeren Mengen zur Verfliigung stehen bzw. toxisch wirkende Metaboliten nicht genigend

aus dem embryonalen Umfeld entzogen werden.
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leda und Mitarbeiter (2018) konnten diesen Effekt grafisch darstellen. Wie die Abbildung 2
zeigt, scheint die Akkumulation von Metaboliten mehr durch die Anzahl von Embryonen pro

Volumen gekennzeichnet zu sein, wie durch das Medium-Volumen (Abb. 2) (leda et al. 2018).
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Abbildung 2: Kumulative Darstellung von Metaboliten in Abhéngigkeit von der Anzahl von Embryonen bzw. vom

Volumen; © Springer Science+Business Media, LLC, part of Springer Nature 2018

Hoelker und Mitarbeiter konnten sowohl fir Kulturtropfen als auch fir das WOW-System
zeigen, dass mit der Zunahme des Embryo-Volumen-Verhaltnisses eine bessere
Weiterentwicklung bis zur Blastozyste gegeben ist (Hoelker et al. 2009, 2010).

1.5.4 Abstand

Arbeiten, wie jene von Smith und Mitarbeitern (2012), gehen uber die Zusammensetzung
I6slicher Medien hinaus und untersuchen Themen wie das Medienvolumen und den Embryo-
Abstand (Smith et al. 2012).

Mit dem Fokus auf den Embryo-Abstand als Einflussfaktor der Embryo-Embryo-Interaktion in
der gemeinsamen Kultivierung von Rinderembryonen forschte auch die Arbeitsgruppe zur
Studie von Garcia (2017). Zur Durchfihrung und Untersuchung der gemeinsamen IVK der
Embryonen wurde ein spezielles, nicht toxisches, gewobenes Netz (engl. Mesh) aus
Polyethylenterephthalat (PET; Polyester) verwendet (Garcia et al. 2017).

Die Sinnhaftigkeit des Einsatzes eines PET-Mesh in der IVP von Rinderembryonen wurde
bereits in verschiedenen Arbeiten untersucht. So war es das Ziel einer Forschungsgruppe, die
Machbarkeit einer Polyesternetzkultur fir die IVP zu untersuchen, da das Mesh eine

alternative Methode zur Erfassung einzelner Embryonen wahrend der gesamten Kultur mithilfe
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der TLC darstellt. Die in dieser Studie untersuchten PET-Netzprodukte haben sich als wirksam
erwiesen, um die Embryonenbewegung zu verhindern. Die Ergebnisse zeigen, dass
Rinderembryonen in PET-Netzabschnitten ohne negative Nebenwirkungen kultiviert werden
konnen, und legen nahe, dass der durch das Mesh bestimmte Embryoabstand die

Embryoqualitat bei atmosphéarischer Sauerstoffspannung beeinflusst (Somfai et al. 2010).

Matoba und Mitarbeiter fuhrten systematisch Untersuchung zur Einzelkultur von Embryonen
durch. Sie testeten drei Systeme, in denen die Embryonen in der Kulturschale einzeln platziert
waren, aber dennoch uUber Kontakt und unterschiedlichen Abstand miteinander verbunden
waren. Dazu benutzten sie das WOW-System, das Cell-Tak-System und Polyesternetze
unterschiedlicher Grée (Abb. 3).
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a) WOW-System: 4 x 5 Tropfenformation in 100 ul Medium, Vertiefung weist einen
Durchmesser von ~700 ym eine Héhe von 500 ym auf

b) Cell-Tak: 4 x 5 Embryonen pro Kulturschale in 100 pyl Medium, Abstand ca. 160 um

c) Kleines (170 ym), mittleres (240 ym) und grofRes Mesh (500 um)

In allen Anordnungen war eine Kommunikation zwischen den Embryonen wahrend der
Kulturphase moglich. Die getesteten Systeme unterschieden sich unter anderem in der
Anordnung der Kompartimente und im Abstand der Embryonen zueinander. Die Autoren
berichten Uber die erfolgreiche Entwicklung der Embryonen in allen Systemen unter
Aufrechterhaltung der Beobachtung einzelner Embryonen wahrend der gesamten
Kulturphase. Die Handhabung der Embryonen im Mesh war leichter méglich (Matoba et al.
2010).

Gopichandran et al. (2006) gingen naher auf den Abstand zwischen den Embryonen wahrend
der Kultur ein. Dazu verwendeten sie das Cell-Tak-Sytsem, welches den Abstand einzelner

Embryonen in der Gruppe konstant hielt. Somit konnten wahrend der Kulturphase fixe
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Abstande zwischen 0 und 689 pm ermittelt werden. Der Abstand der Embryonen in der Kultur
zueinander hatte einen deutlichen Einfluss auf die Anzahl der entwickelten Blastozysten, die
Zell-Zahl der Blastozysten sowie den Metabolismus. Beispielsweise wurde eine optimale
Blastozystenentwicklung bei einem Abstand von 165 um ermittelt. GroRere Abstande
resultierten in einer reduzierten Embryonalentwicklung bis zur Blastozyste. Aus den
Ergebnissen wurde geschlossen, dass sich parakrin und autokrin sezernierte Faktoren
wesentlich an der Regulation der friihen Embryonalentwicklung beteiligen (Gopichandran et
al. 2006).

Somfai und Mitarbeiter bildeten Quadrate aus PET-Netzen, welche Flachen von 217 x
217 um?, 230 x 230 ym? und 238 x 238 um? aufwiesen. Bei den Embryonen aus den
Kleinstflachen konnten mittels TLC die héchste Anzahl von entwickelten Blastozysten und der
Anzahl aller Zellen bzw. der Trophektodermzellen festgestellt werden. Aus diesen Daten
scheint ersichtlich zu sein, dass der Abstand der Embryonen zueinander Uber die Netzstruktur
offensichtlich eine Barriere hinsichtlich der Kommunikation zwischen den Embryonen darstellt
(Somfai et al. 2010). Neben der Moglichkeit, Embryonen nutzbringend in der Gruppe bzw. mit
geringem Abstand zu anderen Embryonen zu kultivieren, zieht die Arbeitsgruppe von Spindler
(2006) in Erwagung, auch Embryonen anderer Spezies in die Ko-Kultur einzubeziehen. Sie
kultivierten Katzenembryonen mit Maus- bzw. Rinderembryonen und konnte auch hier einen
positiven Entwicklungseffekt Uber die heterologe Embryokommunikationsschiene berichten
(Spindler et al. 2006).

Zuruckblickend auf all die bislang vielseitigen und aufwendig durchgefiihrten Versuche zur
verbesserten VP von Embryonen merkt Krisher (2004) aber an, dass, solange die
Mechanismen, die an der Eizellen-/Embryoqualitat beteiligt sind, nicht aufgeklart sind, die
Bemulhungen, assistierte Reproduktionstechnologien bei Tieren fiur Produktions- oder

biomedizinische Zwecke einzusetzen, ineffizient sein werden (Krisher 2004).
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1.6 Ziel und Hypothese

Aufgrund der bisherigen Forschungsarbeiten scheint es von besonderer Bedeutung zu sein,
in weiteren Untersuchungen den Effekt von Embryo-Embryo-Interaktion in der frihen
Embryonalentwicklung von Rindern in der IVP zu erforschen. Dabei wird der Abstand zwischen
den Embryonen als mdgliche Auswirkung auf zentrale Stoffwechselvorgdnge und deren

Dynamik sowie auf epigenetische Effekte in Erwagung gezogen.

Die Entwicklungskompetenz von Embryonen in der In vitro-Entwicklung unterliegt

unterschiedlichen Einflussfaktoren, daher wird folgende Hypothese aufgestellt:

Werden Embryonen In vitro kultiviert, so kann diese Entwicklung durch die
Anwesenheit zusatzlicher Embryonen, die der Kultur zugesetzt werden, beeinflusst

werden.

Mit diesem Effekt kdnnten in Zukunft weitere Schritte zum Verstandnis der Embryo-Embryo-

Interaktion und des Einsatzes von Embryonen als Helferzellen in IVK gemacht werden.

Am Reproduktionszentrum in Wieselburg koénnen Untersuchungen zur IVP von
Rinderembryonen jederzeit durchgefihrt werden. Das zugrundeliegende Wissen und die
Erfahrungen bisheriger Untersuchungen werden genutzt, um die Vorselektion der postmortem
Ovarien von Kalbinnen und Kiuhen und die Auswahl qualitativ hochwertiger Embryonen zu

gewahrleisten und damit optimale Bedingungen fir die IVK der Rinderembryonen zu schaffen.

Es soll eine In vitro-Methode zur Kultivierung von Rinderembryonen in Form des
Polyesternetzes (Mesh) herangezogen werden und fir die erfolgreiche Kultivierung, mit Fokus
auf die Interaktion zwischen den Embryonen mit definiertem Abstand zueinander, zum Einsatz
kommen. Damit kobnnen Informationen Uber die Art der Interaktion bzw. Kommunikation, mit
moglichem Effekt auf die frihe Embryonalentwicklung, auf metabolischer und genetischer

Grundlage geliefert werden.

Durch Zellkernfarbung mittels Hoechst-Farbung und anschlielender Zellkernzahlung konnen

Veranderungen auf zellularer Ebene festgestellt werden. Aufgrund von Ergebnissen fraherer
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Untersuchungen von In vitro vs. In vivo kultivierten Embryonen wurde aullerdem ein
selektiertes Set an Genen flr Expressionsanalysen ausgewahlt, die zum einen Gene aus der

Atmungskette und zum anderen epigenetische und metabolische Faktoren bericksichtigen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Bendtigte Chemikalien, die fur die IVP zum Einsatz kamen und sowohl fir die
selbsthergestellten Stocklésungen als auch fir die Arbeitslésungen verwendet wurden, sind
Produkte der Firma Sigma Aldrich und Emsure®. Das Wasser, welches fir die Analysen

notwendig wurde, stammt von Merck KGaA (siehe Anhang).

2.2 In-vitro-Produktion boviner Embryonen

2.2.1  Ovarpunktion

Nach Gewinnung und Sammlung der Ovarien von Kalbinnen und Kihen am Schlachthof,
anschlieBender Aufbewahrung und Transport in Phosphat gepufferter Salzlésung (PBS)
wurden diese im Labor zweimal mit 37 °C warmem PBS gewaschen und gereinigt. Dieser
Reinigungsvorgang diente der Beseitigung von Blutbeimengungen oder anderen
Verschmutzungen, welche durch den Schlachtprozess entstanden sind. Alle Follikel auf der
Ovarienoberflache mit einer Gré3e von 2—10 mm wurden mit einer Kanlle (18G, Firma Braun,
Melsungen, Deutschland), welche auf eine 5 ml Einwegspritze aufgesetzt wurde, punktiert.
Das Punktat aus der 5 ml Spritze wurde in ein 50 ml-Falconréhrchen Uberfihrt, welches in
einem Wasserbad bei 37 °C gehalten wurde, bis alle Follikel auf den Eierstécken punktiert
wurden. Wahrend der kurzen Wartezeit sedimentierten die COC im 50 ml-Falconréhrchen.

Im Anschluss wurde die bodenstandige, sedimentierte Schicht von COC aus dem
Falconréhrchen mit Hilfe einer sterilen Pasteurpipette aufgenommen und in eine grofe
Petrischale (& 10 cm) Uberfuhrt. Allen Petrischalen wurde zuvor auf der Unterseite ein mittels
einer Kanlle selbstgezogenes Raster graviert und diente dem systematischen Auffinden aller
COC unter dem Mikroskop (Nikon SMZ 645 Zoom Stereomikroskop, 10-40-fache

Vergroflierung).
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2.2.2 Kilassifizierung von Kumulus-Oozyten-Komplexen

Das Sediment wurde unter dem Stereomikroskop bei 20-facher VergréRerung auf COC
untersucht. Die COC wurden anschlief3end in einer kleinen Petrischale (& 3,5 cm) in PBS-
Medium gesammelt und anhand ihrer Kumulusschichtung und des Ooplasmas morphologisch
klassifiziert. FUr die folgende IVP wurden nur jene COC der Klasse | und Il, welche die besten

Qualitatsmerkmale aufwiesen (siehe Tab. 1), verwendet (siehe Abb. 4).

Tabelle 1: Klassifizierung der Kumulus-Oozyten-Komplexe in Anlehnung an LEIBFRIED und FIRST (1979)
(Leibfried & First 1979)

Qualitatsklasse Eigenschaften der Oozyte Eigenschaften der Kumuluszellen
| dunkles, gleichmiBig fein kompakter, mindestens fiinflagiger, dic
granuliertes, dichtes Ooplasma ganze Oozyte umschlicBender Kumulus
] dunkles, gleichmiBig fein kompakter, weniger als fiinflagiger, die
granuliertes, dichtes Ooplasma ganze Oozyte umschlicBender Kumulus
i Ooplasma gleichmaBig dicht und kompakter aus wenigen Lagen

feingranuliert, bis Granula in bestehender Kumulus, der mindestens

moderater GroBe enthaltend die Halfte der Zona peliucida umgibt
v abnorm groBe oderkleine Qozyten;  Qozyte ohne umgebende Kumuluszellen

stark verformte Qozyten; Qoplasma (,,nackte”) oder teilweise bis total
mit groBen Granula; starke expandierter Kumulus

Dichteunterschiede des Qoplasmas
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120 pm

Abbildung 4: COC mit besten Qualitdtsmerkmalen, vor IVM (Aufnahme bei 40-facher Vergré3erung, NIKON SMZ

Stereomikroskop; © Dr. Havlicek V., Vetmeduni Vienna)

2.2.3 In vitro-Maturation (IVM)

Alle COC, die aus dem Punktat gewonnen und ausgewahlt worden sind, wurden vor der [VM
zweimal in 2 ml Waschmedium und im Anschluss daran erneut in 2 ml Maturationsmedium
Uberfuhrt. Wahrend des gesamten Prozesses wurden die COC besonders schonend, das
heit langsam und unter Vermeidung turbulenter Strdmungen, in die Pipettenspitze
aufgenommen, in den jeweiligen Waschldésungen abgesetzt und in der Schale mehrfach
geschwenkt. Ziel dabei war es, das zusammenhangende Gefilige aus Eizelle und Kumulus
nicht zu zerstdren. Zur Maturation wurden die COC schlieBlich in eine 4-Well-Schale (Nunc™,
ThermoFisher), welche mit 400 ul Uberschichtetem Paraffinl und gleichem Volumen des
Maturationsmediums vorbereitet war, transferiert.

Die GruppengrolRe in jeder Vertiefung der 4-Well-Schale war von den pro Tag gesammelten
Eierstdcken bzw. den punktieren Eizellen abhangig. Pro Vertiefung wurden Gruppen von 40
bis maximal 50 COC gebildet. Schliellich wurden die Eizellen zur Maturation fir 22—-24
Stunden bei 39 °C, 5 % CO> und 100 % Luftfeuchtigkeit inkubiert.
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2.2.4 In vitro-Fertilisation (IVF)

2.2.4.1 Spermienvorbereitung

Das Tiefgefriersperma eines Bullen (Vox, Fleckvieh AT 228.932.317, Genostar, Osterreich)
wurde mit Hilfe des Swim-Up-Verfahrens fur die IVF vorbereitet. Hierbei wurden die
tiefgefrorenen Samenrdéhrchen im Wasserbad bei einer Temperatur von 38 °C und einer Dauer
von 10 Sekunden aufgetaut. Anschlieend mussten die Réhrchen mit Zellstoff getrocknet
werden, um das Auskihlen durch Verdunstung und den Kontakt der Spermien mit Wasser zu
verhindern. Nach Aufschneiden der Samenréhrchen wurde der Inhalt (gelbe Lésung) in einem
4 ml Kunststoffrohrchen gesammelt. Im Anschluss wurden 15 ml graduierte Falconréhrchen
mit jeweils 1,6 ml Kapazitationsmedium (rote Lésung) beflllt. 200 ul des aufgetauten Spermas
wurden langsam unterhalb des Kapazitationsmediums abgesetzt. Die erfolgreiche
Unterschichtung war daran zu erkennen, dass eine scharfe horizontale Trennungslinie
zwischen der gelben und roten Lésung zu sehen war. Ziel der vorsichtigen Unterschichtung
war, dass es nicht zur Durchmischung der Spermien-Lésung und des darlber liegenden
Kapazitationsmediums kam. Um eine Trennung zwischen beweglichen und unbeweglichen
Spermien zu erreichen, war eine Inkubation der Réhrchen bei 39 °C und 5% CO; im
Brutschrank notwendig. Bei erfolgreichem Swim-Up der Spermien war nach 45 Minuten eine
Unscharfe der oben genannten Trennungslinie zwischen den beiden Medien zu erkennen. Das
Kapazitationsmedium und die beweglichen Spermien bildeten dabei den Uberstand, welcher
in einem Ro&hrchen gesammelt und bei 200 x g fur 15 Minuten zentrifugiert wurde. Nach
erfolgreicher Zentrifugation war ein Samenpellet in der Rohrchenspitze zu erkennen. Der
Uberstand tiber dem Samenpellet wurde mittels einer Pipette soweit wie méglich und ohne
Teile des Samenpellets abgenommen. Damit ergab sich meist eine Relation des Pellets zum
Restvolumen von 1:3. Das Pellet wurde in diesem Restmedium resuspendiert. Zur Ermittlung
der Spermienkonzentration wurde eine Neubauer-Zahlkammer verwendet und das Volumen
der resuspendierten Spermienlosung ermittelt, welches fiir eine Endkonzentration von 2 x 10°

Spermien/ml im IVF-Medium fur die Befruchtung nétig war.
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2.2.4.2 Befruchtung

Maturierte Oozyten, die durch deutlich expandierte Kumuluszellen zu erkennen waren, wurden
fur die weiteren Schritte der Befruchtung verwendet (siehe Abb. 5). Sie wurden zunachst in
die vorbereiteten 4-Well-Schalen mit je 20u Heparin-Medium und 400 pl
Befruchtungsmedium, das mit derselben Menge an Paraffinél Uberschichtet war, umgesetzt.
Das errechnete Spermiensuspensionsvolumen (siehe Punkt 2.2.4.1) wurde etwa 30 Minuten,
nachdem die Eilzellen in das IVF-Medium umgesetzt worden waren, am Boden der Schale
meist als wolkige Masse sichtbar abgesetzt (siehe Abb. 6). Auch nach diesem
Verfahrensschritt wurden die Eizellen und Spermien fur 20-22 Stunden bei 39 °C, 5 % CO»
und 100 % Luftfeuchtigkeit inkubiert.

s

Abbildung 5: Oozyten nach IVM mit deutlich gelockerten Kumuluszellen (Aufnahme bei 40-facher Vergréf3erung,
NIKON SMZ Stereomikroskop; © Dr. Havlicek V., Vetmeduni Vienna)

120 pm
—_

Abbildung 6: Oozyten nach IVM, mit deutlich gelockerten Kumuluszellen und zugesetzten Spermien (Aufnahme bei
40-facher VergréBerung, NIKON SMZ Stereomikroskop; © Dr. Havlicek V., Vetmeduni Vienna)
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2.2.5 In vitro-Kultivierung (IVK)

Zur Vorbereitung der Kulturansatze wurde in jede Vertiefung einer 4-Well-Schale 60 pl bis
80 wl Kulturmedium nach der Gruppengréfle (1-2 pl/Embryo) vorgelegt und mit 800 pl
Paraffindl Gberschichtet. Das Kulturmedium setzte sich bei allen Versuchsgruppen sowie bei
der Kontrollgruppe aus synthetischer Eileiterflissigkeit (engl. synthetic oviductal fluid, SOF)
und 5 % hitzeinaktiviertem, fotalem Kalberserum (FKS) zusammen.

Die Embryonen fur die IVK wurden zuerst von den Kumuluszellen befreit. Die COC/Zygoten,
die sich im Befruchtungsmedium befanden, mussten in 1 ml m-PBS Uberflihrt werden und im
Anschluss fur 120 Sekunden bei maximaler Stufe gevortext werden. Dieser Verfahrensschritt
diente zur Ablésung der verbliebenen Kumuluszellen (Denudation) von der Zona Pellucida der
Eizellen/Zygoten. Der Rohrcheninhalt wurde nach dem Vortexen in eine kleine Petrischale
Uberflhrt und unter dem Mikroskop untersucht. Gefundene denudierten Eizellen/Zygoten
wurden zweimal in 2 ml Kulturmedium gewaschen. Nach der Befruchtung war somit eine
gleichmafige Aufteilung der gewaschenen und von Kumuluszellen befreiten Eizellen/Zygoten

auf die verschiedenen Versuchs- und Kontrollgruppen méglich.

2.2.6 Versuchsdesign

2.2.6.1 Versuchsaufbau

Um die Hypothese mit der Frage, ob es auch eine Embryo-Embryo-Interaktion gibt, d.h. ob
sich Embryonen wahrend ihrer Entwicklung gegenseitig helfen kdnnen, beantworten zu
kénnen, wurde folgendes experimentelles Design kreiert und die Embryonen nach IVM und

IVF zufallig folgenden Gruppen zugeteilt:

=  Kontrollgruppe: Standard IVK von jeweils 40-50 Embryonen uber acht Tage im

Kulturtropfen; Gruppenbezeichnung = J

=  Versuchsgruppe 1 ,,Jung (J) + Jung (J)*“: 22 Stunden nach IVF wurden die COC mit
gleichem Entwicklungszustand von Kumulus befreit und in eine Kulturschale mit Mesh
umgesetzt, mit anschlieRender gemeinsamer Kultur bis Tag 8 (jeweils ca. 25

Embryonen1 Ngesamt = 50) Gruppenbezeichnung =MJJ
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= Versuchsgruppe 2 ,,Jung (J) + Jung am Tag 2 (J2)“: 22 Stunden nach IVF wurden
die COC von Kumulus befreit und in eine Kulturschale mit Mesh umgesetzt, der
zusatzlich die gleiche Anzahl von bereits geteilten In vitro-Embryonen
entwicklungssynchron am Tag 2 (Tag 0 - Tag der Befruchtung) zugesetzt wurden, mit
anschlieRender gemeinsamer Kultur bis Tag 8 (jeweils ca. 25 Embryonen, Ngesamt = 50).

Gruppenbezeichnung = MJJ2

= Versuchsgruppe 3 ,, Jung (J) + Alt (A)“: 22 Stunden nach IVF wurden die COC von
Kumulus befreit und in eine Kulturschale mit Mesh umgesetzt, der zusatzlich
asynchrone In vitro-Embryonen im Vier- bis Achtzellstadium (bereits zwei Tage In vitro
kultiviert) zugesetzt wurden (Progressiver Entwicklungszustand), mit anschlieRender
gemeinsamer Kultur bis Tag 8 (jeweils ca. 25 Embryonen, ngesamt = 50).

Gruppenbezeichnung = MJA

= Versuchsgruppe 4 , Alt (A) + Alt (A)“: nach getrennter, synchroner IVK vorab flr
zwei Tage wurden die In vitro-Embryonen im Vier- bis Achtzellstadium in eine
Kulturschale mit Mesh zusammengesetzt mit anschlieRender gemeinsamer Kultur bis

Tag 8 (jeweils ca. 25 Embryonen, ngesamt = 50). Gruppenbezeichnung = MAA

2.2.6.2 Spezielles Kultursystem ,Mesh*

Fur die bisher noch wenig angewandte In vitro ,Multi-Kultur® der Rinderembryonen wurde, mit
dem Ziel der Erforschung einer moglichen Embryo-Embryo-Interaktion, ein spezielles, nicht
toxisches, gewebtes Polyester-Netz (Mesh) (Sefar Petex; Sefar, Bury, Lancashire, UK) mit der
GittergroRe von 41 x 41 Offnungen und einer Flache von 121 mm? verwendet und auf die
Grundflache eines Wells einer Nunc™ 4-Well-Schale (1,9 cm?Well) angepasst (Garcia et al.
2017).

Das Mesh wurde auf den Boden der 4-Well-Schalen gelegt (siehe Abb. 7). In einem Vortest
wurde versucht, die Embryonen in ein Mesh mit gréRerer Machweite zu Uberfiihren und dort
fur die Kultivierung zu positionieren. Wahrend der Kultur stellte sich jedoch heraus, dass
dieses Mesh zu grof3 war, die Embryonen nicht stabil in ihrer Position fixiert werden konnten

und sich somit frei in der Kulturschale bewegten. Aulerdem war der Abstand zwischen den
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einzelnen Embryonen zu gro® und es ware zu einem unerwinschten Verdinnungseffekt

gekommen.

Um sowohl den lokalen Kontaktbereich zwischen den Embryonen konstant zu halten, als auch
um die oben beschriebene Problematik zu vermeiden, wurde das System angepasst und das
beschriebene kleine Mesh fir die IVK verwendet. Damit konnte eine Fixierung und stabile
Position der einzelnen Zygoten/Embryonen der verschiedenen Versuchs- und Kontrollgruppen
wahrend des gesamten Kulturzeitraumes gewahrleistet werden. Dabei nahm das spezielle
Kultursystem keinen Einfluss auf die Embryo-Embryo-Interaktion. Eine spatere
Differenzierung der unterschiedlich alten und entwickelten Embryonen war mit diesem System
ebenfalls sichergestellt.

Das Mesh bot ausreichend Platz, um die Anzahl der Zygoten/Embryonen der Versuchs- und
Kontrollgruppen gleichmaRig (siehe Abb. 8 und 9) zu verteilen und damit eine definierte
Ausgangssituation einzuhalten. In den Versuchsgruppen wurde die Anzahl kultivierter und
zugesetzter Embryonen im synchronen bzw. asynchronen Entwicklungszustand (siehe Punkt
2.2.6.1) im Verhaltnis 1:1 im Mesh eingesetzt.

Die Kultivierung fand im Brutschrank (Bindermodell, CO-Inkubator Modell CB 170 inkl. O-
Regelung) bei reduziertem O,-Gehalt (8 % O2,5 % CO2) und 39 °C statt.

Abbildung 7: Kultursystem mit Polypropylen-Netz (Mesh) am Boden einer 4-Well-Schale (Aufnahme bei 40-facher
VergréBerung, NIKON SMZ Stereomikroskop; © Dr. Havlicek V., Vetmeduni Vienna 2019)
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Abbildung 8 (links): Kultursystem mit Polypropylen-Netz (Mesh), nach Uberfiihren der Zygoten/Embryonen
(Aufnahme bei 40-facher Vergré3erung, NIKON SMZ Stereomikroskop; © Dr. Havlicek V., Vetmeduni Vienna 2019)

Abbildung 9 (rechts): Kultursystem mit Polypropylen-Netz (Mesh), nach Uberfiihren der Zygoten/Embryonen
(Aufnahme bei 200-facher VergréBerung, NIKON SMZ Stereomikroskop, © Dr. Havlicek V., Vetmeduni Vienna 2019)
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2.3 Quantitative Beurteilung der Embryonen

2.3.1 Teilungsraten

Die Kulturstadien wurden am Tag 2 nach der Befruchtung unter dem Mikroskop untersucht
und dabei jene Embryonen erfasst, die sich in Teilung befanden. Anhand dieser Erhebung

konnte der Befruchtungserfolg beurteilt werden.

2.3.2 Blastozystenraten

Die Blastozystenrate wurde an den Tagen 7 und 8 erhoben. Mithilfe einer morphologischen
Unterteilung unter dem Stereomikroskop (40-fache VergroRerung) in frihe, normale,
expandierte und geschlupfte Blastozysten nach den IETS Richtlinien (siehe Abb. 10) konnte
die Rate bestimmt werden und ein Teil der Embryonen fir die histologische Untersuchung (nur
Tag 7 Embryonen) verwendet werden. Der andere Teil wurde der Genexpressionsanalyse (nur
Tag 7 Embryonen) zugefihrt.

Weiters wurde zwischen der Blastozystenrate 1, der Anteil der Blastozysten im Verhaltnis zu
den eingesetzten Eizellen, und der Blastozystenrate 2, die jenen Anteil an Blastozysten im
Verhaltnis zu den geteilten Embryonen beschreibt, unterschieden. Um zu erkennen, welche
Kulturansatze die Blastozoelformation beschleunigen und welches Verhaltnis der Blastozysten
von Tag 7 auf Tag 8 erreicht werden konnte, wurde auerdem die Entwicklungskinetik

untersucht und der Anteil der Tag 7 Blastozysten in der Beziehung zur Gesamtzahl von

Blastozysten (Tag 8) errechnet.

Abbildung 10: Blastozystenstadien: 1 Blastozyste mit beginnender Blastocoelbildung, 2 normale Blastozyste, 3
expandierte Blastozyste vor dem Schliipfen, 4 schllipfende Blastozyste, 5 geschliipfte Blastozyste mit leerer Zona

pellucida (Kuczwara 2018; © Dr. Havlicek V., Vetmeduni Vienna)
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2.4 Kernfarbung

Zur Bestimmung der Anzahl an Blastomeren wurden die Blastozysten mittels Hoechst 33342
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) gefarbt, fixiet und deren Zellkerne unter

Fluoreszenzmikroskopie ausgezahlt (siehe Abb. 11).

Abbildung 11: Mittels Hoechst geférbte Blastozyste mit sichtbaren Zellkernen;, Aufnahme bei 200-facher
Vergréerung; Epifluoreszenzmikroskops (Nikon DIAPHOT 300, Japan; © Dr. Havlicek V., Vetmeduni Vienna
2019)

2.4.1 Fixierung zur histologischen Farbung

Tag 7 Blastozysten wurden aus dem Kulturmedium in eine Polyvinylalkohol (PVA) -Lésung
zum Waschen Uberfuhrt. Danach wurden diese Embryonen fir eine Stunde in einer 4 %igen
Paraformaldehydlésung fixiert. Nach zweimaligem Waschen in einer PBS-Lésung wurden die

fixierten Blastozysten bei 4 °C in einer PBS-L6sung im Kihlschrank gelagert.

2.4.2 Histologische Farbung und Fluoreszenzmikroskopie

Es wurde unter abgedunkelten Bedingungen im Labor eine Vertiefung der 4-Well-Schale mit
400 pl Farbelésung und die anderen drei Vertiefungen mit jeweils 400 yl PVA-Lésung
vorbereitet. Die Farbléosung farbt durch den Hoechstfarbstoff (Hoechst 33342,
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Fluoreszenzfarbstoff) die DNA (engl. deoxyribonucleic acid) in den Zellkernen. Es wurden pro
Gruppe funf fixierte Blastozysten fir 10 Minuten in 400 pl der Farbelésung gefarbt. Nach
dreimaligem Waschen der nun gefarbten Blastozysten wurden pro Objekttrager jeweils zwei
Embryonen mit minimaler Menge des Mediums platziert und mit je einem Deckglas bedeckt.
Nach der Farbung wurden alle Embryonen mit Hilfe eines inversen Epifluoreszenzmikroskops
(Nikon DIAPHOT 300, Japan) bei 200-facher Vergréfierung fotografiert. Die Akquisition der
Bilder wurde fir die Héchst-Farbung bei einer Extinktionswellenlange (Ex) von 365 nm und
Emissionswellenlange (Em) von 445/450 nm durchgefuhrt. Die Zellkerne wurden dann aus

den erstellten Bildern ermittelt.

2.5 Vorbereitung der Embryonen fur Genexpressionsanalyse

Fur die Genexpressionsanalyse wurden die Embryonen am Tag 7 nach Beurteilung der
Blastozystenrate in flissigem Stickstoff fixiert. Das hierflir angewandte Verfahren wird als
Snap Freezing bezeichnet. Vor der geplanten Analyse wurden die Blastozysten in PVA-
Lésung (1 mg/ml PVA in PBS) Uberfuhrt. Es wurden je fiunf Embryonen aus der PVA-Ldsung
zweimal in PBS gewaschen und danach wurden sie in ein 0,5 ml-Reaktionsgefall (Eppendorf)
mit kleinstmdglichen Anteil an PBS Uberfuhrt. Die 0,5 ml-Reaktionsgefafie wurden
gruppenweise (MJJ, MJJ2, MJA, MAA) sowohl von den Versuchsgruppen als auch von den
Kontrollgruppen in perforierten und beschrifteten 50 ml Sammeltubes (Falcontubes) gestapelt

und bei minus 196 °C in flissigem Stickstoff gelagert.

2.6 Blastozysten-Genexpressionsanalyse

2.6.1 Genexpressionsanalyse der Rinderembryonen

Das Protokoll fur die Extraktion der Ribonukleinsdure (RNS, engl. RNA) aus Blastozysten,
Synthese der komplementaren Desoxyribonukleinsaure (engl. complementary DNA, cDNA),
die quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (engl. real-time quantitative polymerase
chain reaction; RT-qPCR) und Primer Sequenzen wurden von Samuel Etay von der
Landwirtschaftlichen Fakultdt der Rheinischen Friedrich—Wilhelms—Universitat Bonn zur
Verfugung gestellt (Saeed Zidane 2017). Diese Methode wurde auch fur die Diplomarbeit von

Kuczwara (2018) verwendet.
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Folgende Gene wurden untersucht:

Tabelle 2: Liste der verwendeten Gene fiir die Genexpresssionsanalyse

B-ACTIN |Beta-Actin; Housekeeping-Gen | Actin, eines der am haufigsten vorkommenden
Proteine in der Natur, ist daran beteiligt
unzahlige zellulare Funktionen von
Organellenhandel bis Pathogenmotilitat zur
Zellmigration und Regulation der
Gentranskription (Drazic et al. 2018)

GAPDH | Housekeeping-Gen; ein Enzym der Glycolyse; katalysiert die
Glycerinaldehyd-3-phosphat Umwandlung von Glycerinaldehyd-3-phosphat
Dehydrogenase zu 1,3-Bisphosphoglycerat (Housekeeping

gene)

DNMT1 DNA (cytosine-5) ein Enzym, das den Transfer von
Methyltransferase Methylgruppen auf spezifische CpG-Strukturen

in der DNA katalysiert (Hauptenzym der DNA
Methylierung)

DNMT3A | DNA (cytosine-5) ein Enzym, das den Transfer von
Methyltransferase 3 alpha Methylgruppen auf spezifische CpG-Strukturen

in der DNA katalysiert (de novo-Methylierung)

COX5A | Cytochrome c oxidase subunit|eine Untereinheit des Enzymkomplexes, die zu

Ha

einem elektrochemischen Protonengradienten
uber die innere Mitochondrienmembran

beitragt

MDH2

Malate Dehydrogenase 2

katalysiert die reversible Oxidation von Malat
zu Oxalacetat unter Verwendung des NAD /
NADH-Cofaktorsystems im

Zitronensaurezyklus im Mitochondrium
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2.6.2 Standards fur gPCR

Als Standards fur die gqPCR wurde cDNA verwendet. Diese cDNA wurde durch Reverse
Transkription aus RNA gewonnen, die aus Rinder-Ovarien aus dem Schlachthof extrahiert
wurde. Eierstockgewebe mit einer Wiirfelgrofie von ca. 3 mm wurde daflir enthommen. Zur
Reinigung von Gesamt-RNA aus dem Eierstockgewebe wurde der RNeasy mini kit (Qiagen,
Deutschland) verwendet. Um die genomische DNA zu entfernen, wurde zusatzlich eine DNase
Behandlung mit dem RNase-Free DNase Set (Qiagen, Deutschland) durchgefthrt. Fir die
cDNA Synthese von RNA wurde der RT2 First Strand Kit (Qiagen) (Standard-Protokoll)

verwendet.

2.6.3 Blastozysten

In jeder Gruppe wurden vier Proben von je funf gepoolten Blastozysten analysiert. In jeder
Probe wurde zuerst mittels des PicoPure™ RNA Isolation Kit (Thermo Scientific) die RNA
extrahiert.

Um die genomische DNA zu entfernen, wurde zusatzlich eine DNase Behandlung mit dem
RNase-Free DNase Set (Qiagen, Deutschland) durchgefuhrt. Die eluierten 11 yl RNA wurden
mittels eines RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) in cDNA
konvertiert. Die 20 yl cDNA wurden mit 80 pl Tris-EDTA Buffer (pH 8.0, Sigma-Aldrich)
verdinnt, um genug cDNA fir die qPCR zur Verfligung zu haben (3 uL/ Reaktion).

264 QgPCR

Relative mRNA-Expression von Kandidatengenen und Housekeeping-Genen wurde unter
Verwendung einer qPCR bestimmt. Mit Hilfe des ,automated pipetting system epMotion
5075TMX* (Eppendorf, Deutschland) wurden die Reaktionskomponenten in eine 384-Well
Platte (Life Technologies, USA) pipettiert. In jede Vertiefung wurde 10 pl iTaq SYBR Green
Supermix with ROX (Bio-Rad Laboratories, Deutschland), je 0,6 pl Vorwarts- und Rickwarts-
Primer (10 uM, Sigma-Aldrich), 5,8 pl Wasser und 3 pl cDNA aus der Probe pipettiert. Alle
gPCRs wurden in Triplikaten durchgefihrt. Bei jeder qPCR wurde auferdem eine
Standardkurve (mindestens vier Verdiunnungen; 1:4) und eine NTC (Non-Template Kontrolle)
getestet. Die Amplifikation des korrekten PCR Produkts wurde durch Kontrolle der

Schmelzkurve kontrolliert.
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Die gPCR wurde auf einem ViiA 7 Real-Time PCR System mit der ViiATM 7 Software v1.1
(Life Technologies, USA) durchgefuhrt. Nach dem Starten der Polymerase bei 95 °C fur
40 Sekunden wurden zwei unterschiedliche Temperaturprotokolle verwendet. Fir die
Genexpressionsanalyse von B-ACTIN, GAPDH, DNMT1 und DNMT3A wurden 40 Zyklen mit
95 °C flr 15 Sekunden und 58 °C fir 60 Sekunden durchgefihrt; fir COX5A und MDH2 40
Zyklen mit 54 °C fur 20 Sekunden und 60 °C fur 40 Sekunden. AnschlieRend folgte eine
Schmelzkurvenanalyse. Die Primersequenzen fur die einzelne qPCR Assays sind in der
Tabelle 3 dargestellt.

In Vorlaufen wurde mit Test-Embryonen gezeigt, dass die RT-Kontrollen tatsachlich negativ
waren. Die relative Genexpression wurde mithilfe der Standardkurven-Methode berechnet
(Karaghiosoff et al. 2003). Standard-Kurven wurden in Triplikaten mit jedem qPCR Assay
laufen gelassen. R? fur jeden Assay > 0.99;

Standardkurven-Daten der Assays: Schnittpunkt mit der Y-Achse; Steigung der
Standardgeraden: B-ACTIN; 30,845; -3,552; DNMT1; 38,746; -3,3; DNMT3A; 37,151; -3,247;
GAPDH; 33,212; -3,503; COX5A; 34,809; -3,302; MDH2; 32,149; -3,2.

Tabelle 3: gPCR Assays fiir die Genexpressionsanalysen

Gen GenBank Primersequenz (5°-3") Amplikon (bp)
B-ACTIN NM_173979 TGTCCACCTTCCAGCAGAT 249
) TCACCTTCACCGTTCCAGT

GAPDH BC102589 ACCCAGAAGACTGTGGATGG 247
ACGCCTGCTTCACCACCTTC

DNMT1 NM_182651 TGACTACATCAAGGGCAGCA 192
AGGTTGATGTCTGCGTGGTA

DNMT3A NM_181813 AGCACAACGGAGAAGCCTAA 245
CAGCAGATGGTGCAGTAGGA

COX5A AY528254 AGACGAGGAGTTTGATGCTC 212
GAGGTCCTGCTTTGTCCTTA

MDH2 NM_001013587  CCCTTTCGAAGAGAAGATGA 218
AGGGGTGGTTCGTTAATACA
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2.7 Statistik

Es wurden die Effekte von insgesamt finf (einer Kontroll- und vier Versuchsgruppen)
unterschiedlichen In vitro-Behandlungen auf die Quantitdt und Qualitat von produzierten

Embryonen untersucht.

ZielgroRen waren die geteilten Embryonen in Bezug zu den Zygoten, die Anzahl von
Blastozysten am Tag 7 und 8 in Bezug zu den Zygoten, die Anzahl von Blastozysten am Tag
7 und 8 in Bezug zu den geteilten Embryonen, die Anzahl von Blastozysten am Tag 7 in Bezug
zu den Blastozysten am Tag 8. Diese Daten wurden mittels generalisierten linearen Modellen
(GLM) unter der Annahme von binomialen Daten und einer Logit-Linkfunktion ausgewertet.

Mittels der konservativen Bonferroni-Methode wurde fir multiples Testen korrigiert.

Eine weitere ZielgréRe war die Anzahl der Zellen, wobei die Kerne mittels Kernfarbung
angefarbt wurden. Diese Daten wurden mittels einer ANOVA ausgewertet, also unter den
Annahmen von Normalverteilung der Residuen und homogenen Varianzen zwischen
Gruppen; die Signifikanz der paarweisen Vergleiche wurde mittels Tukey's honestly significant

difference (HSD) Test ermittelt, wodurch fur multiples Testen korrigiert wurde.

Die statistische Auswertung fur die Parameter Teilungsrate, Blastozystenrate, Embryokinetik
und Embryozellzahl erfolgte mit ,R* (R Core Team, 2015).

Die Statistische Auswertung der Genexpression erfolgte mit der Software GraphPad Prism
Version 8.4.1 (GraphPad Software, USA). Es wurde One-way ANOVA, gefolgt von einem

multiple comparisons test durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

Fur diese Studie wurden insgesamt 4270 Eizellen aus 670 Eierstocken gewonnen. Fur jeden
In vitro-Kulturtermin wurden in Abhangigkeit von der erfolgreichen, tagesabhangigen
Sammlung von Eierstocken am Schlachthof und der Punktionsausbeute mindestens 320 bis
maximal 600 Eizellen eingesetzt. Nach der IVM und IVF wurden insgesamt 1863 Zygoten und
846 geteilte Embryonen im Zwei- bis Achtzellstadium in den Gruppen J, MJJ, MJA, MJJ2 und
MAA kultiviert und ausgewertet. Hierbei steht das ,M“ in den Gruppenbezeichnungen fir die
Kultivierung der verschiedenen Versuchsgruppen (J + J, J + A, J + J2 und A + A) mit Mesh,

wahrend die Kontrollgruppe ,J“ ohne Mesh, im Tropfen, kultiviert wurde.

3.1 Teilungsraten

Von insgesamt 1863 eingesetzten Zygoten wurde mindestens bei 1297 Embryonen am Tag 2
der IVK eine Teilung beobachtet (Teilungsrate 69,6 %). Die Ergebnisse der Teilungsraten der
eingesetzten Embryonen am Tag 2 nach der Befruchtung sind in nachstehender Tabelle (Tab.
4) zu erkennen.

Die Teilungsrate bei den Zygoten in der Gruppe MJJ2 war signifikant héher im Vergleich zu
den restlichen Gruppen (Abb. 12).

Tabelle 4: Darstellung der absoluten Teilungsraten der vier Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe; Anteil

geteilter Embryonen in Bezug zur Anzahl der absolut eingesetzten Eizellen/Zygoten

Geteilte Embryonen

n %
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Abbildung 12: Darstellung der Teilungsraten (%) der vier Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe; Anteil geteilter
Embryonen im Bezug zur Anzahl der eingesetzten Eizellen/Zygoten; Gruppen: J: Kontrollgruppe im Tropfen, MAA:
Versuchsgruppe A + Aim Mesh, MJA: Versuchsgruppe J + A im Mesh, MJJ: Versuchsgruppe J + J im Mesh, MJJ2:
Versuchsgruppe J + J2 im Mesh; Die Teilungsrate der Zygoten in der Gruppe MJJ2 war signifikant héher im
Vergleich zu den restlichen Gruppen; p < 0,05

3.2 Blastozystenraten

Die erreichte gesamte Blastozystenrate 1, in Bezug zu den Zygoten, war 25 % am Tag 7 (im
Intervall von 21,5 % bis 28 %) und 33,4 % am Tag 8 (in Intervall von 27,9 % bis 39,7 %) (Tab.
5). Am Tag 7 wurden keine statistischen Unterschiede unter den Versuchsgruppen beobachtet
(Abb. 13). Im Gegensatz dazu konnte eine signifikant hohere Blastozystenrate am Tag 8 in
der Gruppe M JJ2 im Vergleich zu den Gruppen MJA und MJJ beobachtet werden (Abb. 14).

Tabelle 5: Blastozystenraten 1, Anteil der entwickelten Blastozysten in Bezug zur Anzahl der eingesetzten

Eizellen/Zygoten

Blastozysten
Tag 7 Tag 8

% %

197 27,5

548 118 21,5 165 30,1
300 84 28 119 39,7
298 66 221 83 27,9

:Bezieht sich auf die Summe aller Zygoten aus den Kontrollgruppen ,,J*
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Abbildung 13: Blastozystenraten 1 (%) der vier verschiedenen Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe in Bezug

zur Anzahl der eingesetzten Eizellen/Zygoten am Tag 7; Gruppen: J: Kontrollgruppe im Tropfen, MAA:

Versuchsgruppe A + A im Mesh, MJA: Versuchsgruppe J + A im Mesh, MJJ: Versuchsgruppe J + J im Mesh, MJJ2:

Versuchsgruppe J + J2 im Mesh; Am Tag 7 konnten keine statistischen Unterschiede unter den Versuchsgruppen

beobachtet werden; p < 0,05
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Abbildung 14: Blastozystenraten 1 (%) der vier verschiedenen Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe in Bezug

zur Anzahl der eingesetzten Eizellen/Zygoten am Tag 8; Gruppen: J: Kontrollgruppe im Tropfen, MAA:

Versuchsgruppe A + Aim Mesh, MJA: Versuchsgruppe J + Aim Mesh, MJJ: Versuchsgruppe J + J im Mesh, MJJ2:

Versuchsgruppe J + J2 im Mesh; Am Tag 7 konnten keine statistischen Unterschiede unter den Versuchsgruppen

beobachtet werden; p < 0,05
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Die erreichte gesamte Blastozystenrate 2, in Bezug zu den geteilten Embryonen, war 35,9 %
am Tag 7 (im Intervall von 31,9 % bis 39,7 %) und 48,3 % am Tag 8 (in Intervall von 43 % bis
51,4 %) (Tab. 6).

Tabelle 6: Blastozystenrate 2, Anteil der entwickelten Blastozysten in Bezug zur Anzahl der geteilten Embryonen

Geteilte Blastozysten

Embryonen
Tag 7 Tag 8
%

Bei den Blastozystenraten war sowohl am Tag 7 als auch am Tag 8 in den verschiedenen

Versuchsgruppen kein signifikanter Unterschied zu erkennen (Abb. 15 und 16).
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Abbildung 15: Blastozystenraten 2 (%) der vier verschiedenen Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe in Bezug
zur Anzahl der geteilten Embryonen am Tag 7; Gruppen: J: Kontrollgruppe im Tropfen, MAA: Versuchsgruppe A
+ A im Mesh, MJA: Versuchsgruppe J + A im Mesh, MJJ: Versuchsgruppe J + J im Mesh, MJJ2: Versuchsgruppe

J + J2 im Mesh;, Hier konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden, p < 0,05
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Abbildung 16: Blastozystenraten 2 (%) der vier verschiedenen Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe in Bezug
zur Anzahl der geteilten Embryonen am Tag 8; Gruppen: J: Kontrollgruppe im Tropfen, MAA: Versuchsgruppe A +
A im Mesh, MJA: Versuchsgruppe J + A im Mesh, MJJ: Versuchsgruppe J + J im Mesh, MJJ2: Versuchsgruppe J
+ J2 im Mesh; Signifikanzen werden mit Asterisk angegeben, Hier konnten keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden, p < 0,05

3.2.1 Embryokinetik

Der Anteil der Tag 7 Blastozysten in der Beziehung zur Gesamtzahl von Blastozysten am Tag
8 erreichte 74,8% (im Intervall von 70,6 % in der Gruppe MJJ2 bis 79,5 % in der Gruppe MJA)
(Tab. 7). Innerhalb der verschiedenen Versuchsgruppen wurden keine signifikanten
Unterschiede festgestellt (Abb. 17).

Tabelle 7: Embryokinetik; Anteil der Tag 7 Blastozysten in Beziehung zur Gesamtzahl von Blastozysten (%)

T7IT8 (%)
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Abbildung 17: Boxplot-Diagramm zur Darstellung der Embryokinetik der verschiedenen Versuchsgruppen und der
Kontrollgruppe; Anteil der Tag 7 Blastozysten in Beziehung zur Gesamtzahl von Blastozysten (%); Gruppen: J:
Kontrollgruppe im Tropfen, MAA: Versuchsgruppe A + A im Mesh, MJA: Versuchsgruppe J + A im Mesh, MJJ:
Versuchsgruppe J + J im Mesh, MJJ2: Versuchsgruppe J + J2 im Mesh; Hier konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden

3.3 Kernfarbungen

Um eine Aussage uber die Auswirkung von Ko-Kultivierung mit einem Mesh auf die Ausbildung
der Zellkerne der Rinderembryonen treffen zu kénnen, wurden die Blastozysten am Tag 7
mittels Hoechst 33342 gefarbt, fixiert und im Anschluss unter dem Fluoreszenzmikroskop
ausgezahilt.

Die durchschnittliche Anzahl von Zellen in einem Embryo am Tag 7 lag bei 166,9 (im Intervall
von 68 Zellen pro Embryo bis 264 Zellen pro Embryo) (Abb. 18). Die durchschnittliche Anzahl
von Zellen pro Embryo unter den Gruppen ging von 118 Zellen pro Embryo (Gruppe MJA) bis
218,2 Zellen pro Embryo (Gruppe J). Zwischen diesen zwei Gruppen wurde der einzige
signifikante Unterschied gefunden (Abb. 19).
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Abbildung 18: Sdulendiagramm zur Darstellung der Anzahl an Blastomeren (Tag 7) in den Blastozysten nach
Kernfarbung mittels Hoechst
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Abbildung 19: Zellzahlen der verschiedenen Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe nach Kernférbung mittels
Hoechst; Gruppen: J: Kontrollgruppe im Tropfen, MAA: Versuchsgruppe A + A im Mesh, MJA: Versuchsgruppe J
+ A im Mesh, MJJ: Versuchsgruppe J + J im Mesh, MJJ2: Versuchsgruppe J + J2 im Mesh; Signifikanzen werden
mit Asterisk angegeben, Linien zeigen, zwischen welchen Gruppen Signifikanzen gefunden wurden; *p < 0,05
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3.4 Genexpressionsanalyse

Sechs gPCR Assays wurden fir diese Studie verwendet. Mittels Standard-Kurven Methode
wurde die Effizienz der PCR gemessen, wobei R? der Standard-Kurve idealerweise 0.99
betragen sollte (Dhanasekaran et al. 2010). Dies wurde fur alle Assays mit mindestens vier
Punkten erreicht.

Folgende Gene wurden als Housekeeping-Gene verwendet: GAPDH und B-ACTIN. Alle Daten
wurden auf B-ACTIN normalisiert, in Bezug auf GAPDH gab es keinen signifikanten

Unterschied (siehe unten).
Bei GAPDH und DNMT1 gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen

(Abbildung 20). Bei COX5A, DNMT3A und MDH2 gab es signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen.
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Abbildung 20: Relative Genexpression der ausgewéhlten Gene in Bezug auf die verschiedenen Gruppen (1-5); ©
Dr. Burgstaller J., Vetmeduni Vienna 2020



- 49 -

Abbildung 20 zeigt die relative Genexpression der angezeigten Gene bezogen auf den ersten
Blastozystenpool (Gruppe 1). Jede Gruppe besteht aus gepoolten Blastozysten (n=5).
Signifikanzen werden mit Asterisk angegeben, Linien zeigen, zwischen welchen Gruppen
Signifikanzen gefunden wurden (COX5A, * p = 0,0153; DNMT3A, * p = 0,0482, ** p = 0,0054;
MDH2, * p = 0,0450, ** p = 0,0026, *** p = 0,0010; One-way ANOVA). Fehlerbalken = SEM.
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4 Diskussion

Die Entwicklungskompetenz von Embryonen in der /VP ist sehr unterschiedlich und weist im
Vergleich zur In vivo-Entwicklung noch immer Einschréankungen, sowohl auf qualitativer als
auch quantitativer Ebene, auf. Ziel und Hypothese der vorliegenden Arbeit waren es, zu
zeigen, dass durch die Anwesenheit und den Einsatz zusatzlicher Embryonen die Entwicklung

von Embryonen, die In vitro kultiviert werden, beeinflusst werden kann.

Mittlerweile gibt es zahlreiche Studien, die versuchen, eine Kommunikation zwischen dem
Mutterorganismus und den Gameten bzw. den sich frih entwickelnden Embryonen
darzustellen. Arbeiten, die Interaktionen zwischen Embryonen aufdecken, um zu eruieren, ob
sich Embryonen mit unterschiedlicher Entwicklungskompetenz unterstitzen koénnen, sind
hingegen weniger zu finden und konzentrierten sich bisher meist auf die Gruppengrofe.

Die Ergebnisse von Vergleichsstudien aus den letzten Jahren lassen erkennen, dass es
zudem notwendig ist, geeignetere In-vitro-Modelle zu etablieren, um gezielt Faktoren zu

finden, die die embryonale Entwicklung unterstitzen (Maillo et al. 2016, Garcia et al. 2017).

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von zusatzlichen Embryonen, die in unterschiedlichen
Stadien und zu unterschiedlichem Zeitpunkt der In vitro-Kultur zugegeben wurden, auf die
Entwicklungskinetik, die gesamte Zellzahl und die Genexpressionsaktivitdt der Embryonen

naher untersucht.

Da die IVP von Rinderembryonen auf mehreren Teilschritten basiert und sich jede kleinste
Abweichung jeder Kulturphase negativ auf die Entwicklungserfolge auswirken kénnen, war es
zu Beginn der praktischen Arbeit besonders wichtig, neue Ansatze zu etablieren. In
vorangegangenen Studien und wahrend der Vorversuchsphase zu dieser Studie war es
wichtig, eine Strategie fur die Positionseffekte zu finden. Dazu standen verschiedene Netze
(Mesh) als Einlage fir die Kulturschale zur Verfligung, deren Handhabung und Anwendung

fur die Studie vorab zu Uberprifen waren.

Um den Einfluss von gemeinsamer Ko-Kultivierung von Rinderembryonen am besten
darzustellen, wurden zusatzlich Embryonen in einem progressiven Entwicklungszustand den

bereits vorhandenen Embryonen in der Kultur zugesetzt und mittels eines PET-Netzprodukts
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(Mesh) in stabiler Position, mit fixiertem Abstand, gehalten, um diese im Anschluss gemeinsam

zu kultivieren.

In friheren Arbeiten kam es bereits zum Einsatz von Mesh aus PET (Garcia et al. 2017). Die
Ergebnisse zeigen, dass Rinderembryonen in PET-Netzabschnitten ohne negative
Nebenwirkungen kultiviert werden koénnen und dass der durch das Mesh bestimmte
Embryoabstand die Embryoqualitat beeinflusst (Somfai et al. 2010).

Wahrend in den vorangegangenen Untersuchungen aber noch detaillierte Erkenntnisse Uber
die Embryo-Embryointeraktion in einer Ko-Kultur mittels Mesh fehlten, wurden in der
vorliegenden Studie zum ersten Mal Embryonen in unterschiedlichem Alters- und
Entwicklungszustand zusammen in ein Mesh zur Kultivierung eingesetzt.

Damit wurde ein neuer Ansatz gewahlt, um die zusatzlichen Effekte der Interaktion und
Kommunikation der Embryonen untereinander fundiert zu testen und den zukunftigen

maoglichen Einsatz von Embryonen als Helferzellen in In vitro-Kulturen weiter zu etablieren.

Anfanglich wurde versucht, die Embryonen in ein Mesh mit gréRerem Maschenabstand zu
Uberfuhren und dort fur die Kultivierung zu positionieren. Wahrend der Kultur stellte sich jedoch
heraus, dass das Mesh zu grofd war und die Embryonen nicht stabil in ihrer Position fixiert
werden konnten, herausrutschten und sich somit frei in der Kultur bewegten. Aulerdem war
der Abstand zwischen den einzelnen Embryonen zu groB3, die Signaldistanz konnte nicht
standardisiert werden und es kam zu einem unerwlinschten Verdiinnungseffekt. Um die
beschriebene Problematik zu vermeiden, wurde das System angepasst und ein Mesh mit

kleineren Maschenabstanden fur IVK verwendet.

Ein besonders wichtiges Kriterium dieser Arbeit war es, aus der Ko-Kultur mit Mesh eine
ausreichende Anzahl an Blastozysten zu erzielen, die fur weitere Untersuchungen zur
Verfligung standen. Aus mehreren Studien ist bereits bekannt, dass der Ursprung der Eizelle
(In vivo vs. In vitro) die Anzahl an Blastozysten in der Kultur bestimmt. Zudem ist offensichtlich,
dass schon die Kulturbedingungen per se einen Einfluss auf die Entwicklung der Blastozysten
haben. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit ein international anerkanntes

Standardmedium verwendet.

Die Teilungsraten und die Blastozystenraten der Embryonen wurden in vorliegender Arbeit

bestimmt.
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Anhand der Teilungsraten von durchschnittich ca. 70 % lassen sich international
vergleichbare Werte erkennen. Da die Ergebnisse der aus der /VP gewonnenen Embryonen
sehr stark von dem eingesetzten Sperma der jeweiligen Stiere abhangen (Ward et al. 2001),
wurde in der vorliegenden Studie das Sperma eines gepruften Stiers selektiert, welcher bereits
aus Voruntersuchungen gute Befruchtungsraten In vitro zeigte. Die Teilungsraten sind daher
als eine gute und mit anderen Labors vergleichbare Ausgangsbasis fir diese Studie zu

beurteilen.

In der Versuchsgruppe MJJ2 lag der Wert mit rund 80 % hdéher als bei allen anderen Gruppen.
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Anzahl der Embryonen in der Kulturschale
(Gruppengrofe) eine wesentliche Rolle in der Embryonalentwicklung wahrend der
Anfangsphase der IVK spielt und auch einen Effekt auf die Teilungsraten der Zygoten hat. Es
ist schon seit langerem bekannt, dass in Gruppen kultivierte Eizellen und Embryonen
entwicklungskompetenter sind. Selbst die Gruppengrélle scheint einen Einfluss auf den
Entwicklungserfolg zu haben (O’Doherty et al. 1997). Produkte der Stoffwechselleistungen der
einzelnen Embryonen finden sich in ihrem unmittelbaren Umfeld. Gruppen von
beieinanderliegenden Embryonen kénnen offensichtlich diese Stoffe akkumulieren und
schaffen dadurch andere Kulturbedingungen als einzelne Embryonen (Lopes et al. 2005).
Daher liegt es nahe, dass Entwicklungsdefizite bzw. schlechte Qualitatsverhaltnisse
maoglicherweise dadurch ebenfalls verbessert werden konnten. In der Arbeit von Khurana und
Niemann wurden Zygoten schlechter Qualitat jeweils zusammen mit 20 bzw. 40 Embryonen
ko-kultiviert. So kamen sie zu dem Schluss, dass Gruppengrofien von 40 Embryonen einen
deutlich positiveren Entwicklungseffekt auf die Zygoten hatten, wie kleinere Gruppen von je 20
Embryonen (Khurana und Niemann 2000). Diese Ergebnisse scheinen auch Labor-
spezifischen Bedingungen unterlegen zu sein und weisen grofRere Variationen auf. In diesem
Zusammenhang ist zu erwahnen, dass in dieser Studie die Gruppe MJJ2 abseits von den
anderen Versuchsgruppen mit nur halb so viel Embryonen bis zum Tag 2 kultiviert wurden. Es
erscheint jedoch wichtig zu erwdhnen, auch das Volumen des Mediums im Verhaltnis zu den
Embryonen zu betrachten, um einen méglichen positiven (Anreicherung von Signalstoffen)

oder negativen (Akkumulation von Stoffwechselprodukten) Effekt einzubeziehen.

Die Blastozystenrate 1, in Bezug zu den Zygoten, von 25 % (im Intervall von 21,5 % bis 28 %)

am Tag 7 und 33,4 % (in Intervall von 27,9 % bis 39,7 %) am Tag 8 reprasentieren stabile
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Durchschnittswerte und stellen unter Beweis, dass mittels der IVK in dieser Arbeit gute
Ergebnisse erreicht wurden, welche auch im internationalen Vergleich liegen.

Die Blastozystenrate am Tag 7 ist in der Gruppe MJJ2 im Vergleich zu den Versuchsgruppen
MJA und MJJ tendenziell besser, welche sich am Tag 8 deutlicher, d.h. signifikant, darstellen
lie. Dieser Effekt ist jedoch eher als Fortsetzung der besseren Startposition der Gruppen mit
geteilten Embryonen zu sehen als ein Ergebnis, welches aufgrund der Gruppenbildung zu
erklaren ware. Ward und Mitarbeiter konnten bereits 2001 in ihrer Arbeit zeigen, dass sich
frih teilende Embryonen mit einer groReren Wahrscheinlichkeit zur Blastozyste entwickeln als

Embryonen, deren Teilungsaktivitat spater einsetzt (Ward et al. 2001).

Die Kontrollgruppe J Iasst ahnliche Ergebnisse erkennen wie die Versuchsgruppe MJJ2. Hier
bleibt jedoch offen zu diskutieren, ob die Kontroligruppe jene Embryonen beinhaltet, die
wahrend der gesamten und sehr empfindlichen Kulturphase am wenigsten manipuliert worden

sind und daher einen systematischen Entwicklungsvorteil besalen.

Die Blastozystenrate 2 gibt Werte an, die auf die geteilten Embryonen bezogen wurden, um
eine Basis fur den Kulturstartpunkt fir die Versuchsgruppen MJJ2 darzustellen. Wie am Tag
7 mit einem Wert von 35,9 % (im Intervall von 31,9 % bis 39,7 %) und am Tag 8 von 48,3 %
(in Intervall von 43 % bis 51,4 %) (siehe Tab. 6) zu sehen ist, haben sich diese Unterschiede
ausgeglichen und es war kein signifikanter Unterschied mehr zu erkennen. Diese

Unterschiede waren auch nicht mehr in der MAA-Gruppe zu finden.

Die Entwicklungskinetik der Embryonen hat gezeigt, dass sich zwischen den Tagen 7 und 8
noch weitere Blastozysten bilden. Demgegenlber zeigte neben der Kontrollgruppe, die
tendenziell schon die meisten Blastozysten am Tag 7 aufwies, auch die Versuchsgruppe MJA
diese Erscheinung. Hier ware zu vermuten, dass der Zusatz von asynchronen Embryonen,
welche sich in einem progressiveren Teilungsstadium befanden, diese Entwicklungsanregung
verursachte. Zudem ist bereits bekannt, dass jene Embryonen, die das Blastozystenstadium
friher erreichen (Gad et al. 2011, Lonergan et al. 2000) als qualitativ hochwertiger einzustufen
sind.

Die Formation zur Blastozyste stellt ein rein oberflachliches Bild dar. Bezuglich der Anzahl der
Blastomeren einer Blastozyste kann jedoch anhand dieses Stadiums eine bessere Aussage

gemacht werden. Daher wurden weiterfiihrende Untersuchung angestellt, indem die Zellkerne
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der Blastozyste am Tag 7 mittels Hoechst 33342 gefarbt, anschlieRend fixiert und ausgezahit
wurden.

Am Tag 7 lag die Anzahl an Zellkernen der Blastozysten im Mittel bei 166,9, d.h. die Anzahl
der Blastomeren variierte bei allen untersuchten Blastozysten zwischen 68 Zellen bis 264
Zellen pro Embryo. Auffallig hierbei erscheint, dass der grofte, signifikante Unterschied
zwischen den Blastozysten in der Kontrollgruppe und der Versuchsgruppe MJA auftrat.
Wahrend Blatsozysten der Kontrollgruppe mit 218 Zellen pro Blastozyste ausgestattet waren,
zeigen hingegen Blastozysten der Versuchsgruppe MJA im Mittel nur 118 Zellen pro Embryo.
An dieser Stelle liegt die Vermutung nahe, dass hier der Einfluss der zugesetzten, aber
weiterentwickelten, progressiven Embryonen auf die Embryonen im noch friiheren
Entwicklungsstadium bestand. Nachdem die zugesetzten Embryonen bereits mit der
Formation ihres Blastozoels begannen, wurden die Embryonen im jungeren
Zellteilungsstadium durch deren Nachbarschaft ebenfalls zur Blastozystenformation angeregt.
Diese mogliche Interaktion benachbarter Embryonen ware zuklnftig noch detailreicher
histologisch zu verifizieren, indem bei der Farbung die Inner-Cell-Mass und das
Trophektoderm getrennt gefarbt wirden. Eine differenzierte Farbung wirde dann weitere

Aussagen beziglich dieser induktiven Effekte erlauben.

Die IVK von Embryonen stellt zwar zum einen eine gute Mdoglichkeit dar, die frihe
Embryonalentwicklung ins Labor zu verlagern und damit verschiedene Stadien sichtbar zu
machen, zum anderen schlief3t diese Kulturdauer eine nur relativ kurze Zeit ein, in welcher

sich mogliche vorhandene Effekte nicht immer histologisch zeigen lassen.

Ein wesentlich sensitiveres und vielseitiges Untersuchungsgebiet stellt der Anschluss der IVP
an molekulargenetische Analysen dar. Im Vorfeld wurden dazu bereits ausfuhrliche
Vergleichsstudien, unter anderem auf der Ebene der mRNA-Genexpression zwischen In vivo
und /n vitro-Embryonen, durchgefiihrt und sowohl empfindliche Entwicklungsiubergénge
(Befruchtung, Acht-Zellstadium, Kompaktierung) herausgefiltert wie auch mRNA-
Expressionsmuster in Blastozysten detektiert, welche besonders auf Kulturveranderungen
Uber- oder unterreguliert waren (Gad et al. 2012). Aus dieser ,Large-Scale-Study“ wurde fur
die vorliegende Arbeit ein Genset fur die Expressionsanalyse selektiert, welche als besonders
geeignet erschien. Dazu gehorten sechs Gene wie das GAPDH, B-ACTIN, DNMT1, COX5A,
DNMT3A und MDH2 (siehe Tab. 2).
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GAPDH (Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase), B-ACTIN (Zytoskeletales Actin,
welches nicht muskelspezifisch ist) wurden als sogenannte House-keeping-Genes eingesetzt,
d.h. relativ konstante Expressionsmuster in der Zelle erlauben die Verwendung dieser Gene
als Referenz-Gene (Barber et al. 2005, Ace und Okulicz 1995). Die weiteren 4
Genexpressionen wurden gegen diese House-Keeping Genes gemessen. DNMT1 (Cytosin
Methylierung bei Saugertieren) stellt das Hauptenzym der DNA Methylierung dar, zeigte
jedoch keine signifikanten Unterschiede. Hingegen war DNMT3A, welches flr die de novo-
Methylierung relevant ist, in den Versuchsgruppen MJJ und MJJ2 signifikant hdher exprimiert
als in MAA.

Das Gen COX5A, welches als Enzym in der Mitochondrienmembran arbeitet, war in der
Versuchsgruppe MJJ signifikant hdher als in MAA.

MDH2, das seine Funktion im Zitronensaurezyklus im Mitochondrium hat, wurde in den
Versuchsgruppen MJJ und MJJ2 signifikant hdher exprimiert als in der Gruppe MAA und in
MJJ signifikant héher als in der Kontrollgruppe J.

Mit diesen reprasentativen drei Genen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass wichtige
Bereiche der embryonalen Zellen, wie die Epigenetik, Energiebereitstellung sowie zentrale

Stoffwechselmechanismen bereits durch Embryointeraktionen beeinflusst werden kénnen.

Wie bereits in mehreren Untersuchungen von Gad und Mitarbeiter (Gad et al. 2011, 2012)
gezeigt wurde, wirken sich negative Einfliisse In vitro auch In vivo deutlich auf die molekulare
Aktivitdt der Embryonen aus, was auch das Kriterium der Auswahl dieser Gene war. Selbst
Felmer und Mitarbeiter konnten zeigen, dass bereits die Verwendung eines ,Two Steps
Culture Systems* einen deutlichen Einfluss auf die globale Genexpression hat und somit nicht
nur das Entwicklungspotential, sondern auch die Qualitdt der erzeugten Embryonen

beeinflussen kénnen (Felmer et al. 2011).
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5 Schlussfolgerungen und Ausblick

Zusammenfassend wurden in der vorliegenden Studie beispielhaft Untersuchungsparameter
wie die Entwicklungsrate und Embryokinetik, die Teilungsaktivitat anhand der Zellzahlen und
die molekulargenetische Erfassung von Expressionsdaten selektierter Gene, gewahlt. Mit
diesen Parametern sollten Hinweise bzw. Signale zwischen Embryonen (Gruppen von

Embryonen) herausgestellt werden.

Insgesamt muss jedoch vor Augen gehalten werden, dass der friihembryonale
Entwicklungsprozess hochkomplexe Vorgange beinhaltet und dynamischen Prinzipien
unterlegen ist.

Bei genauerer Betrachtung muss dementsprechend eingerdumt werden, dass, ausgehend von
einer stadiumsspezifischen Entwicklung der Embryonen, alle Stadien separat untersucht
werden missen, um weitere Details von essentiellen Vorgangen wie zum Beispiel der De- und
Remethylierung (Salilew-Wondim et al. 2015), Genomaktivierung (Graf et al. 2014) und der
embryonale Ausstattung bzw. der de-novo Synthese von Mitochondrien (May-Panloup et al.
2005), erfassen und darstellen zu kénnen.

Darliber hinaus koénnte mittels eines ,Time-Lapse-Imaging“ Verfahrens jeder einzelne
Teilungsschritt erfasst werden und sowohl die Embryonen wie auch deren mediales Umfeld

einer gerichteten Metabolom- bzw. Proteinanalyse unterzogen werden.
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6 Zusammenfassung

Die In vitro-Produktion stellt seit Uber vier Jahrzehnten eine Technik dar, welche im Labor
versucht, Vorgange der frihen Embryonalentwicklung unter kinstlichen Bedingungen
nachzuvollziehen. Unter Berucksichtigung der komplexen und dynamischen Bedingungen im
Tier werden die Bedingungen /n vitro meist durch Zugabe bestimmter Mengen bekannter
Chemikalien, durch Beimischen von Flussigkeiten tierischer Herkunft und durch
Stoffwechselleistungen von Ko-Kulturen bewerkstelligt. Uber die Effekte zugesetzter
Embryonen ist allerdings noch wenig bekannt.

Ziel dieser Arbeit war es, durch gezielten Zusatz von Embryonen einen moglichen

gegenseitigen Entwicklungseffekt zu erkennen.

Far die In vitro-Produktion wurden Ovarien geschlachteter Rinder am Schlachthof gesammelt.
Im Labor wurden die Follikel punktiert und die Kumulus-Oozyten-Komplexe unter Verwendung
eines Standardprotokolls In vitro maturiert und fertilisiert. Alle daraus erhaltenen Embryonen
wurden zur [In vitro-Kultivierung mit einem speziellen Polyester-Netz (Mesh) in vier
Versuchsgruppen und eine Kontrollgruppe (ohne Mesh), welche sich aus der Differenzierung

des Entwicklungsstandes bzw. der gewiinschten Synchronitat ergaben, eingeteilt:

Versuchsgruppen (Kultur in Mesh):

1. Versuchsgruppe ,,Jung (J) + Jung (J)“: Wurden im Zygotenstadium (2 Gruppen a 25
Embryonen) in eine Kulturschale mit Mesh umgesetzt und gemeinsam bis Tag 8 kultiviert;

Gruppenbezeichnung = MJJ

2. Versuchsgruppe ,,Jung (J) + Jung am Tag 2 (J2)“: Wurden im Zygotenstadium (n=25)
in eine Kulturschale mit Mesh umgesetzt, der zusatzlich die gleiche Anzahl von bereits
geteilten /n vitro-Embryonen entwicklungssynchron am Tag 2 (Tag 0 - Tag der
Befruchtung) zugesetzt wurden, mit anschlieRender gemeinsamer Kultur bis Tag 8 (jeweils

ca. 25 Embryonen); Gruppenbezeichnung = MJJ2

3. Versuchsgruppe ,Jung (J) + Alt (A)“: Wurden im Zygotenstadium (n=25) mit

asynchronen In vitro-Embryonen (n=25) im Vier- bis Achtzellstadium (bereits zwei Tage In
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vitro kultiviert) in eine Kulturschale mit Mesh umgesetzt, mit anschlieRender gemeinsamer

Kultur bis Tag 8; Gruppenbezeichnung = MJA

4. Versuchsgruppe ,,Alt (A) + Alt (A)“: nach getrennter, synchroner In vitro-Kultivierung
vorab flr zwei Tage wurden die In vitro-Embryonen im Vier- bis Achtzellstadium in eine
Kulturschale mit Mesh zusammengesetzt mit anschlieRender gemeinsamer Kultur bis Tag

8 (jeweils ca. 25 Embryonen). Gruppenbezeichnung = MAA

Kontrollgruppe (Kultur ohne Mesh):

Standard In vitro-Kultivierung von jeweils 40 bis 50 Embryonen (ber acht Tage im

Kulturtropfen; Gruppenbezeichnung = J

Fir die Gruppen in dieser Studie wurden von insgesamt 670 Eierstdcken 4270 Eizellen
gewonnen, der In vitro-Produktion zugefihrt und fir die Kultur im Tropfen oder auf dem PET-
Netzprodukt vorbereitet. In den einzelnen Gruppen wurde die Blastozystenrate mit der
Entwicklungskinetik und die Zellzahl mittels Kernfarbung bestimmt sowie mMRNA-
Expressionsdaten eines selektierten Gensets analysiert. Die Blastozystenentwicklung ergab
insgesamt keine Hinweise auf einen interaktiven Embryoeffekt wahrend der Entwicklung. Bei
der Untersuchung der Zellzahl der Blastozysten konnte jedoch beobachtet werden, dass die
Zugabe von Embryonen in fortgeschrittenem Entwicklungszustand offensichtlich die
Blastozystenformation der Embryonen induziert, welche noch nicht die vergleichbare Anzahl
an Blastomeren hatten.

Die Genexpressionsanalyse ergab, dass je nach Zugabe von Embryonen, Gene mit zentraler
Bedeutung, wie die de novo-Methylierung (DNMT3A), ein Enzym in der
Mitochondrienmembran (COX5A) und des Zitronensaurezyklus im Mitochondrium (MDH2),
beeinflusst wurden.

Insgesamt konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass mittels der Verwendung eines
Polyester-Netzes Embryonen stabil in Gruppen in der Kultur gehalten werden konnten und sie
lieferte Hinweise, welche zeigen, dass es eine Interaktion zwischen Embryonen wahrend der
Kulturphase gibt. Da diese Studie zum Ziel hatte, Einflisse der Kultur auf die
Blastozystenentwicklung darzustellen, sind zukinftige Studien mehr auf stadienspezifische
Entwicklungsabschnitte zu richten, um dort den jeweiligen Bedurfnissen und Voraussetzungen

gerecht zu werden.
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7 Summary

For more than four decades, in vitro production of bovine embryos has been successively
improved. This technique revealed the understanding of processes of early embryonic
development under artificial conditions in the laboratory. Taking the complex and dynamic
conditions in the animal into account, the conditions are usually achieved in vitro by adding
certain amounts of known chemicals, by adding liquids of animal origin and co-cultures. Little
is known about the effects of co-cultured embryos.

The aim of this work was to detect possible mutual development effects through the targeted

addition of embryos.

For in vitro production, ovaries from slaughtered cattle were collected at the slaughterhouse.
In the laboratory the follicles were punctured and the cumulus-oocyte complexes were matured
and fertilized in vitro using a standard protocol. For in vitro culture all obtained embryos were
divided into four test groups, using a special polyester mesh (mesh), and one control group
(without mesh), which resulted from the differentiation of the level of development or the

desired synchronicity:

Experimental Groups (Culture in Mesh):

1. Experimental group “Young + Young” ("Jung (J) + Jung (J)"): were put into a culture
dish with mesh in the zygote stage (2 groups of 25 embryos) and cultured together until

day 8; Group name = MJJ

2. Experimental group “Young + Young on day 2” (“Jung (J) + Jung an Tag 2 (J2)"): were
transferred in a culture dish with mesh in the zygote stage (n = 25), which additionally had
added the same number of already divided in vitro embryos on day 2 (day O - day of
fertilization), followed by group culture until day 8 (approximately 25 embryos each); Group
name = MJJ2

3. Experimental group "Young + Old" (“Jung (J) + Alt (A)”): were transferred in a culture

dish with mesh in the zygote stage (n = 25) together with asynchronous in vitro embryos



-60 -

(n = 25) in the four to eight cell stage (already cultured in vitro for two days), followed by a

group culture until day 8; Group name = MJA

4. Experimental group “Old + Old” ("Alt (A) + Alt (A)"): after separate, synchronous in vitro
cultivation in advance for two days, the in vitro embryos in the four to eight cell stage were
put together in a culture dish with mesh, followed by group culture until day 8

(approximately 25 embryos each). Group name = MAA

Control Group (Culture without Mesh):

Standard in vitro culture of 40 to 50 embryos each over eight days in a culture drop; Group

name =J

For the groups in this study, 4270 oocytes from a total of 670 ovaries were obtained,
transferred in vitro and prepared for culture in drops or using a mesh. In the individual groups,
the blastocyst rates with the development kinetics and the cell numbers were determined by
means of nuclear staining, and mRNA expression data were analyzed by a selected gene set.
Blastocyst development showed no evidence of an interactive embryo effect during
development. When examining the cell number of the blastocysts, however, it could be shown
that the addition of embryos in advanced developmental stage obviously induces early
blastocyst formation of the embryos, which did not have a comparable number of blastomeres
yet.

The gene expression analysis showed that, depending on the addition of embryos, genes
having main impact such as de novo methylation (DNMT3A), an enzyme in the mitochondrial

membrane (COX5A) and the citric acid cycle in the mitochondrium (MDH2) were affected.

Overall, it could be shown in this work that embryos could be kept stable in groups in the
culture by using a network and it provided information which shows that there is an interaction
between embryos during the culture phase. Since this study aimed to show the influences of
culture condition on blastocyst development, future studies should focus more on stage-

specific embryo development in order to meet the respective needs and requirements.
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10 Abkuirzungsverzeichnis

AR T assistierte Reproduktionstechniken
Lo D\ komplementére DNA
GO e Kumulus-Oozyten-Komplexe
DN A Desoxyribonukleinsdure (DNS)
E G oo Epidermal Growth Factor
S TSP fotales Kélberserum
IETS oo Internationale Embryo Technologie Gesellschaft
IFA ., Interuniversitédres Forschungsdepartment fiir Agrarbiotechnologie
N P Interferon-Tau
Y U In vitro-Fertilisation
Y P In vitro-Kultur
Y In vitro-Maturation
Y U In vitro-Produktion
MRNA messenger RNA (Boten-Ribonukleins&ure)
OPU. . Ovum-Pick-Up (Eizellgewinnung)
P B S e Phosphate Buffered Saline
PET e Polyethylenterephthalat, Polyester
PV A e a e Polyvinylalkohol
RCWV e eaaans Reproduktionszentrum Wieselburg
RN S e e Ribonukleinsédure (engl. RNA)
ROS .. Reactive Oxygen Species (Sauerstoffradikale)
RT-gPCR ..o Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion
SOF i Synthetic Oviductal Fluid (synthetische Eileiterfllissigkeit)
TLC e Time Lapse Cinematography (Zeitraffer-Kinematographie)

WOWV e a e ,Well of the Well*
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11 Anhang

11.1 Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS)

NaCl 89

KCl 02g
NaHPO4-12H,0 1,15¢
KH2PO4 0,2g
CaCl2-2 H.0 0,132 g
MgCL,-6H,0 01g

H20 bidest. ad 1000 ml

- Sterilfiltriert in autoklavierte Flasche

11.2 Modifizierte PBS (m-PBS)

Losung 1:

PBS 1000 ml
Penicilin 30 mg
Streptomycin 100 mg
Lésung 1 9 ml
Fotales Kalberserum (FKS) 1 ml
m-PBS 10 ml

11.3 Transportmedium

PBS 1000 mi
Streptomycin 100 mg
Penicillin 30 mg

11.4 Modified Parker Medium (MPM)

Losung 1:
Ca-Laktat 60 mg
H2Obidest. ad 10 ml
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Losung 2:

L-Glutamine 10 mg
NaHCOs 80 mg
Hepes 140 mg
Na-Pyruvat 25 mg
Gentamycin-Stocklésung 110 pl
TCM 199 (Gibco) ad 100 ml
MPM:

Lésung 1 10 ml
Lésung 2 100 ml

Nach Messen der Osmolaritat (280-300mOsm) wurde die Losung sterilfiltriert und fir maximal
4 Wochen bei 4°C gelagert.

11.5 EGF-Lésung

EGF 100 pl

MPM 10 ml
11.6 Waschmedium

MPM 9 ml

FKS 1 ml

11.7 Maturationsmedium

Waschmedium 9ml
EGF-L6sung 1ml

11.8 Sperm Tyrode’s-Laktat-Stocklosung (Sperm TL-

Stocklosung)
NaCl 580 mg
NaHCO; 209 mg
NaH;PO4-H.0 4 mg
Hepes 238 mg
Phenol Rot 1 mg
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Na-Laktat (Sirup 60%) 365 ul
MgCl2-6H20 31 mg
CaClz:2H20 38,4 mg
H2Obidest. ad 100 ml

Nach dem Einstellen des pH-Wertes auf 7,4 (HCI) und dem Messen der Osmolaritat (300

mOsm) wurde die Ldsung sterilfiltriert und fir maximal 4 Wochen bei 4°C gelagert.

11.9 Gentamycin-Stocklosung

Gentamycin 50 mg
NaCl 0,9% 1ml
- Bei 4°C unbegrenzte Haltbarkeit

11.10 Kapazitationsmedium (KM)

Na-Pyruvat 1,1 mg
Bovines Serum Albumin (BSA) 60 mg
Gentamycin-Stocklésung 10 ul
Sperm-TL-Stocklésung 10 ml

Nach dem Einstellen des Ph-Wertes 7,35-7,4 (HCI) wurde das Medium steriffiltriert und bei
Raumtemperatur gelagert.

11.11  Tyrode’s-Laktat-Stocklosung (TL-Stockldsung)

NaCl 666 mg
KCI 23,5 mg
NaHCO3 210,3 mg
NaH.PO4-H.0O 4,7 mg
Penicillin 6,5 mg
Phenol Rot 1mg
Na-Laktat (Sirup 60%) 186 pl
MgCl2-6H20 10 mg
CaClz:2H20 39,7 mg
H2Ovidest. ad 100 ml
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Nach dem, Messen der Osmolaritat (300 mOsm) wurde die Losung sterilfiltriert und fir

maximal 4 Wochen bei 4°C gelagert.
11.12 Pyruvat- Stocklésung
Pyruvat 11 mg
NaCl 0,9% 5ml
Aliquots a 300 pl wurden bei -20°C gelagert und immer frisch (kein erneutes Einfrieren)
verwendet.
11.13 Befruchtungsmedium (BM)
BSA 60 mg
Pyruvat-Stocklésung 100 pl
TL-Stocklésung 10 ml

Das Medium wurde immer frisch zubereitet und vor der Verwendung sterilfiltriert.

11.14  Heparin-Medium

Heparin 1 mg
Befruchtungsmedium 5ml

- sterilfiltriert

11.15 SOF-Stockldsung

NaCl 629,2 mg
KCI 53,4 mg
KH2PO4 16,2 mg
CaCl2x2H20 24,8 mg
MgCI2x6H20 9,6 mg
NaHCO3 210,6 mg
Phenolrot 0,14 mg
Na-Pyruvat 36,3 mg
Glutamin 14,6 mg
Na-Laktat 47,06 pl
H20bidest. ad 100 ml
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- Osmolaritat: 265-270 mOsm
- Sterilfiltriert
- Bei 5°Clagern

11.16  Kulturmedium

SOF-Stocklésung 9,5 ml
OCS 0,5 ml
BME essent. amino acids 200 ul
MEM nicht essent. amino acids 100 pl

11.17 Histologische Farbelosungen zur Zellkernfarbung

Die Loésung zur histologischen Farbelésungen zur Zellkernfarbung wurde lichtgeschitzt

gelagert.

Die Farbelésung wurde Uber mehrere Schritte auf die richtige Endkonzentration verdunnt:
1. Schritt: Lésung 1: 10 mg Hoechst 33342 (Sigma B2261) in 1 ml destilliertes Wasser
(Stocklésung)
2. Schritt: Lésung 2: 10 pl Lésung 1 in 1 ml PVA-L6sung
3. Schritt: Endlésung: 100 pl Lésung 2 in 1 ml PVA-L6sung (Endkonzentration 10 pg/ml)
Die PVA-L6sung dient zum Waschen der gefarbten Embryonen und kann bei 4 °C gelagert

werden.

- PVA-L6sung: 1 mg/ml PVA (Sigma P 8136) in PBS (Sigma D 8662)
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