Einfliisse einer pansengeschiitzten Methionin-
und Lysin-Supplementation der Futterration auf die
Entwicklungskompetenz
boviner Kumulus-Oozyten-Komplexe

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Grades eines
Dr. med. vet.

im Fachbereich Veterinarmedizin

der Justus-Liebig-Universitat GieRen










Bibliografische Informationen der Deutschen Bibliothek

Die Deutsche Bibliothek verzeichnet diese Publikation in der
Deutschen Nationalbibliografie;

detaillierte bibliografische Daten sind im Internet abrufbar tGber
http://dnb.ddb.de

© 2025 by Verlag:
Deutsche Veterinarmedizinische Gesellschaft Service GmbH, Giellen
Printed in Germany

ISBN 978-3-86345-755-6
1. Auflage 2025

Verlag:

DVG Service GmbH
An der Alten Post 2
35390 Giellen

Tel.: 0641 984446-0
info@dvg.de
www.dvg.de



Aus der Tierklinik fir Reproduktionsmedizin und Neugeborenenkunde, Professur fir
Molekulare Reproduktionsmedizin, Justus-Liebig-Universitat Gielsen

Betreuerin: Prof. Dr. Christine Wrenzycki

Einflisse einer pansengeschiitzten Methionin- und Lysin-
Supplementation der Futterration auf die Entwicklungskompetenz

boviner Kumulus-Oozyten-Komplexe

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Grades eines
Dr. med. vet.

im Fachbereich Veterinarmedizin

der Justus-Liebig-Universitat GielRen

Eingereicht von
Markus Ritz

Tierarzt aus Bietigheim-Bissingen

GieRRen 2025



Mit Genehmigung des Fachbereichs Veterinarmedizin
der Justus-Liebig-Universitat GielRen

Dekan: Prof. Dr. Dr. Stefan Arnhold

Erste Gutachterin: Prof. Dr. Christine Wrenzycki

Zweiter Gutachter: Prof. Dr. Ewald Usleber

Priferin: PD Dr. Kerstin von Puckler

Tag der Disputation: 12. Marz 2025



Meinen Eée//o






Inhaltsverzeichnis

1

2

EINLEITUNG ...ttt ettt ettt ettt ettt e e eabe e ehbe e shtbeeab e e sbee e ebeeesaeeesneesseennneas 1
LITERATUR ettt ettt ettt ettt et et et e et e et e e eabe e ehbe e ehteeeabbe e ebee e sbbeesaneesseeseeenneeas 2
2.1 Aminosaurebedarf von MilchKUhen ..o 2
2.11 Mikrobielles Protein des PanSens.........cooueiiiiiieiiiiie et 3
2.1.2 Uberversorgung an RONProtein (XP)......ecceeeeeeeeeeeeeieeieeeeeeeeeee st et sessseseesessns 3
2.13 Supplementierung von Aminosauren bei Milchkiihen ..........ccccoovviiiiiiniiiiie i, 5
2.2 Pansengeschiitzte Nahrstoffe und AmMINOSAUIeN .........coovviiiiiiieiiiiiieie e 5
2.2.1 Ummantelte Aminosauren (Coated AA) ......couiiiei e ae e 6
2.2.2 Pansenschutz durch chemische Modifizierung..........ccccveeiiiiiiiiiieiinnie i 7
2.2.2.1 HydroxymethylthiobuttersGure (HMB) ...........ccocooueeeiiiieeeiiieeeiieieesiiesesssiieeesieenans 7
2.2.2.2 Isopropylester von Hydroxymethylbutterséiure (HMBI) ...........ccccueeeevivreessiueeesinnnnn, 7

23 Limitierende Aminosauren der Milchkuh: Methionin und Lysin ........ccccoevvuvieiiiniiiiieeennnns 8
2.3.1 V=31 g 1o T oY1 o OO PP PP PPUPPOPPPPTOPN 9
2.3.1.1  Einfluss von Methionin auf den Lipidstoffwechsel ..............cccceeeevvccvveieeesisiiennnannn, 9
2.3.1.2 Pansengeschiitztes Methionin (RPMEt) ............ccoecuueeeeeeecieeieeeeeiiiiieeeeeeeiieeeeeeens 11
2.3.2 RV 1 O OO U PO UPTOPRTPPRPRP 12
2.3.2.1 Epigenetische Regulationsmechanismen von LYSin .............ccccoeevevuvueereressivnnnnnnnns 12
2.3.2.2  PansengesChitztes LYSiN (RPLYS) ........ooeuuueeecuieeeeiiieeiiesaesiiieeeieeeeseaassssaaseeens 13
233 Pansengeschiitztes Methionin Und LySin.........cccuueviiiiiiieiie e 15
2.4 In-vitro-Produktion (IVP) boviner EMbryonen.........cccueeeeeiiiiiiie ettt 16
24.1 OVUM PICK-UP (OPU) ..ttt sttt ettt sttt s e e et 17
2.4.1.1 Mégliche Auswirkungen des OPU auf Spendertiere..............ccccoeeevuvuvesevsisiivennnannns 19

2.5 Einflisse von Aminosauren auf die Oozyten- und Embryonenqualitat..........ccccoeevvneeennn. 20
2.5.1 Einflisse von pansengeschiitztem Methionin (RPMet) auf die
EmbryonalentWiCkIUNG iN VIVO......ccuuiiiiiiiiee et aaaeeee s 20
2.5.2 Einflisse von Methionin auf die Embryonalentwicklung in vitro ..........ccccceevuvneeenn. 22

2.6 Massenspektrometrische Untersuchungen chemischer Verbindungen aus Oozyten und
[00] o Ve 1T o ISP UPPPPRPPPPRPPRN 23
2.6.1 Lipidanalysen von Oozyten und EMBryonen ........cceoecivieeeeeinniiiiieinnniieeee e esiiieeee e 23

2.6.2 Metabolomanalysen von Oozyten und Embryonen .......cccccoevvveiiiiinniciieeeeeeiiiiieeeeenn 24



2.6.3 Massenspektrometrie in Lipidomik und Metabolomik..........cccceevvivnriiieiiniiiiiiieeenn, 25

2.6.3.1 lonenquelle: Elektrospray-10nisation (ESI) ...........cccuueevivieesiuieeesieiieesieeaesiieeecnen. 25
2.6.3.2 Massenanalysator: Triple Quadrupol (QQQ) ........cc.eeeecuvieescuieeeiriieesiieeeeiieeeeen, 26
2.6.3.3 Massendetektor: Multiple reaction monitoring (MRM)............cccceevvvvveeevveeennen. 27
2.6.3.4 Datenanalyse MasSeNSPEeKtrOMEtrie ...........ccccueeeevuueeeeesisiiiieeeesiiiiiieeessissiineensanns 29
2.6.3.5 Multiple testing problem in der Massenspektrometrie............c.ccccccveveveevivennennns 29

2.7 Gentranskripte praimplantatorischer Rinderembryonen.........cccccvveeiiiiiiiiee e, 30
2.7.1 Methionin Adenosyltransferasen 2A, 2B ........cccvueiiiiiiiieeee et 30
2.7.2 DNA-Methyltransferasen 1@, 3@ ...ccciiiiieiiiiiiiieeee e esaaae e 31
2.7.3 INTErfEron taU (IFNT) . et er e e e e et ee e e e earae e ee e enaaeaeeeas 32
2.7.4 Heat shock protein 1 (HSPATLA) ....oooe ottt et erae e e aa e e 33

3 MATERIAL UND METHODEN.....cccuttittiiie ettt ettt sttt ettt et et e e st e et e e e e abe e sabeesaneeeas 34
3.1 LIS = PP PP PP P PP PTPPPPPT 34
3.2 RATIONEN ittt st re e e e 34
33 Gewinnung und Analyse der Milchleistungsdaten ........cccccevviviiiiiiiiie e 35
34 Technische Ausristung fur die ultraschallgeleitete transvaginale Follikelpunktion......... 36
35 Gewinnung der KOK mMittels OPU ......ccooiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt e s seae e e e 38
3.6 IN-VItro-Produktion (IVP) ...ttt e e e ae e e e er e e e e e e eennaeeaeeas 40
3.6.1 IN-Vitro-Maturation (IVIM) .......cuemieie ettt e e e e e arae e eas 40
3.6.2 IN-VItro-FertiliSation (IVF)......oo ot 41
3.6.3 IN-VItro-KUultivierung (IVC) ..ceeo ettt ettt 42
3.7 IVP boviner Embryonen aus Ovarien geschlachteter KUhe .........coocviiiiiiiiiieiiniiiiiieeen, 43
3.7.1 Herkunft der OVariEN .......oo.uiiiiiiieeee e e e 43
3.7.2 Gewinnung der Kumulus-Oozyten-Komplexe (KOK)........cooveerceeeeiiieeeniiieeeeeee e 43
3.8 BIUTUNTEISUCRUNGEN ...ttt e s e ee e s s s ae e e e s s bbaeeeeens 44
3.8.1 Gewinnung, Aufbereitung und Archivierung der Serum- und Plasmaproben.......... 44
3.8.2 Bestimmung der Aminosdurekonzentration im Plasma ........cccccceevvviiieeeeeiiiineeeenn, 44
3.8.2.1  AUSDEIEITUNG .....oeeeeeeieiee ettt ettt e et ae s s s sttt ae e e e s aaae e e s ssssseeaesannes 45
3.8.2.2  AminosGurenanalySAtor (AAA).......... e eeeeee et et eettea e ereir e e e 45
3.8.2.3  StatiStiSCNE AUSWEITUNG.........eeveeeeseiiieieeeiieeie s essiiitee s esssittte s e e ssaaaeaessssssseeeesanes 46

3.9 MaSSENSPEKEITOMELIIE ... uiiiiiiiiiieie et e e s e s ae e e s saaeeeessnbrbeeeeens 46

3.9.1 Aufbereitung flir die Massenspektrometrie .......ccovvvveieeiiiiieeee e 46



3.9.2 Multiple Reaction Monitoring (MRM) ........ccoiiiieeiiiieeiieeeecirie e e sve e s seee e 47

393 MELADOANAIYST ..ot e e e s e a e eeeean 48
3,10 RT-OPCR ittt ettt ettt s h e s bt e sttt et e e et e e et e et e e bt e e abe e abe e eabe e eaneeea 49
3.10.1 Isolierung der Messenger-RNA (MRNA)......ccuutiiiirieiiieeeeitiie e eesiieeessreae s eneeeeeanes 50
3.10.2  Reverse Transkription (RT) ...t ettt ae e e e eanae s 51
3.10.3 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ........ccceevuveeevieeeeniieeeriiee e 52
3.10.4  StatistiSChe ANAIYSE ..uuiiii it e ee e e s naaae s 54
3,11 VersuChSaAUTDAU coo.eiiiiiie e e e 54
A ERGEBNISSE ...ttt et ettt e at e eat e e h e e eaae e ebt e e sbb e e st e e et e e e ane e et e e e e enas 55
4.1 Ergebnisse dES OPU ......ciiiiiiiiiieiie ettt e e s e s r e ae e e s sataeeeesenbbaeeeeans 55
41.1 WiederfindUNGSIate .. .cuii i s st s e 55
4.2 Ergebnisse der IN-vitro-Produktion (IVP) .........eeeeeei i 56
4.3 MIlChIEISTUNGSAALEN ...t s s e s s s ae e e e s s abaeeeeeas 56
43.1 V1100l a1 g =T o T~ PR UUPRRRIP 56
4.3.2 Milchproteingehalt .........uiiiiii e s e ee s 57
4.3.3 MIIChfETEEENAIT ... e e e e 58
43.4 Milchharnstoffgehalt .........cooviiiiiii e 59
4.4 Bestimmung der Aminosdurekonzentrationen im Plasma .......ccccovuveveiiiniiiiieeensiisinieeenn, 59
4.5 Ergebnisse der RT-0PCR . ...cu ettt ettt e s e s ae e s s saaae e e e s snabaeeeeens 60
45.1 Analyse der expandierten Blastozysten VON Tag 7 .....ceeevevivviveeeeeiinineeieeeesiiieeee e e 61
4.5.2 Analyse der expandierten Blastozysten VON Tag 8 .......coevvvviveeeeiiinineieeennsiiieeee e 62
4.6 Ergebnisse des Multiple-Reaction-Monitorings (MRM) .........cocuuiiiicieeecieeeniiie e 63
4.6.1 (KT oYL - 10 F=1 VA= PR UPPTRSP 63
4.6.1.1  UNIEife OOZYLEN c......vvveeeeeeeeeie e eeete e e ettt ee et ae e s s sttt ae e e s s asae e e s sssssaeeeessnes 64
4.6.1.2  REIfE QOZYLON ...coeeeeeeiiieeeeeeeieeie et e e sttt ae e e ettt ee s es s sttt ae s e e s saaeeessssssaeeeesanes 65
4.6.1.3  EXPANAierte BlAStOZYSLON ..........cceeeuuevieieeeiiciieiiesessiitee e eessitete e e e ssisieaesssssiineeessnes 66
4.6.2 MetabolomManalYSe . ...coeeeiiiiie e 68
4.6.2.1  UNIEIfe OOZYLON ...t e e sttt e et ae e s s sttt ae e e e s aaae e e s sssssseneesaans 68
4.6.2.2  REIE QOZYLON ....ceeeeeiiieiee et ee et e e ettt e e e ettt ae e e s s sttt ae e e e s ttaeaesssstbeaeesanes 70
4.6.2.3  EXPANAierte BlAStOZYSLON ..........cceeeuueeiiieeeiiieiiesessieee e eeesittie e e e saaieaesssssiineeessnes 70

5 DISKUSSION ...ttt ettt ettt sttt ettt e e et e et e e s e e st e sbe e eabe e eabeeeabte e eaeeesaseesaneesneens 71

5.1 OVUM PICK-UD (OPU) .o eeeee e eeeeeeeeeseesees e eeeesessese s seeeesseseeseeseeesensaseessenee 71



5.2 IN-VItro-Produktion (IVP) ...ttt e e e ae e e erae e e e e e anaeeaeeas 72

5.3 IMIICRIEISTUNG ..ttt et e s e e s e s s e ae e e s saeteeeessnbbaeeeeans 73
5.4 Aminosaurekonzentration im Plasma.........cccceiiiiiiiiiiiie i 74
5.5 MessengerRNA-EXPreSSIONSMUSTEN .....coiiiieiieece ettt et e e e 75
5.6 Multiple-Reaction Monitorung (MRM)......c.ccuiiiiiiieiiiiiee ettt 77
5.6.1 [T o] o [o] o o [P O PO PP OPPPPPPUPROPRPPTN 78
5.6.1.1  UNIEIfe OOZYLEN ...ttt et ee e e ettt ae e e e s aaaeae s sssssaeeaesennes 78
5.6.1.2  REIfE QOZYLON ...coeveeeiiiiieeeeeeeiie e eeste e e ettt ettt ae e e s s sttt te e e e s aaaeaesssssbeeeesanes 79
5.6.1.3  EXPaNAierte BlAStOZYSEON ..........cceeeuueviieeeeiiieiiesessiieee e eessiesie e e e sisieassssssiieeeessnes 80
5.6.2 METADOIOM L.t s 81
5.7 AUSBIICK e e e 83
ZUSAMMENFASSUNG ......ctiiiiittaiitie ettt ettt sttt e e e e s sebe e e s s bt e e et e e s sabbe e s neeesnneeeens 84
SUMIMARY ettt ettt et e e eabe et e s st te e e bt e e sab bt e e s b be e et ee e easbe e e e ehbbeen b e eeenreeeen 86
VERZEICHNISSE ...ttt ettt ettt et st e e st ee e et e e s eabbe e s neeeenneeennns 88
8.1 ADBKUrZUNGSVEIZEICANIS oottt s e ee e s ae e ee s enes 88
8.2 JAY o oY | fo [0 g F= a5 V=T 2= (ol o o | TP UPPURPPPPPPPR 90
8.3 TabellenVerzeiChnis ... et 91
ANHANG ...ttt st e et e et e et e et e e st e s bt e s bt e eabe e eabbeeabte e ehbe e eaeeeeaneeeneas 93
9.1 Medien flir das OPU uNd di€ IVP .......oiiiiiiieee e 93
9.2 Chemikalien flr die Aminosaurenbestimmung im Plasma........ccccceeeiiiniieiieinnniiieeee s 99
9.3 Medien flr die RT-gPCR.....coii ettt et e e s s aae e ae s e s saaieaees 100
9.4 Labormaterial und verwendete Gerate ..........cccovviieiiiiiieeiieie e 101
9.5 Daten der durchgefiihrten Untersuchungen ..........occvveeeiininiiiieiiniiiieee e 104
9.5.1 Daten der RT-0PCR ..cooiiiiiiiee ettt ee e e st ae e e s e abeeae s e e sasaeeaes 104
9.6 Untersuchte Komponenten in der Massenspektrometrie.......cccccvvivieeeieiivieeeeeensinnnnn, 105
9.6.1 KOomponenten IML.......oo i ettt 105
9.6.2 KOMPONENTEN IM2 ... e e e e e ettt e e e e e e 107
9.6.3 Komponenten IMEtL ... e ettt 110
9.6.4 Komponenten IMET 2. ... et 112
9.6.5 Komponenten IMEt3 ...t 114

9.6.6 Komponenten IMETA ... et 116



10 LITERATURVERZEICHNIS ..ooeiiiiiiiieie ittt 120
11 ERKLARUNG ZUR DISSERTATION: ...uooviuiuiretireeeeteeeteteteseete e ee et sssevesese e sssessssese s s sesens 136

12 DANKSAGUNGE: ...ttt e s s s e e a et e s eaeaa e e s s eas 137






Einleitung

1 EINLEITUNG

Die maternale Erndhrung spielt eine wichtige Rolle fir die Qualitat von Oozyten und Embryonen
(Galli et al. 2014). Hochleistende Kihe haben in der Regel ldngere Zeitrdume mit negativer
Energiebilanz. Infolge einer negativeren Energiebilanz besteht bei diesen Kiihen ein groRReres Risiko
fir Reproduktions- und Konzeptionsstérungen als bei Kilhen mit niedriger Leistung (Leroy et al.
2008). In diesem Zusammenhang scheint die Supplementierung pansengeschiitzer Aminosauren
wie Methionin perikonzeptionell ein vielversprechendes Mittel zur Verbesserung der
Reproduktionsleistung bei laktierenden Milchkiihen zu sein (Ardalan et al. 2010).

Es mag den Anschein haben, dass die sich im Ovarialfollikel entwickelnden Oozyten und der
resultierende Embryo im Ovidukt oder im Uterus gut von Veranderungen der duReren Umgebung
abgeschirmt sind. Tatsachlich haben viele Studien gezeigt, dass die Zeit der Reifung der Oozyten im
Ovarialfollikel und die ersten Wochen der Embryonalentwicklung besonders empfindlich auf
Veranderungen in der maternalen Umgebung reagieren (Ashworth et al. 2009).

Die maternale Erndahrung kann in verschiedenen Phasen der Trachtigkeit dauerhafte Veranderungen
der Physiologie und des Stoffwechsels der Nachkommen hervorrufen (Pefiagaricano et al. 2013).
Obwohl der Nahrstoffbedarf von Oozyten und Embryonen relativ gering ist, kbnnen Verdanderungen
in der Zusammensetzung oder Menge der von der Mutter aufgenommenen Nahrung tiefgreifende
und langanhaltende Auswirkungen auf die embryonale, fetale und postnatale Entwicklung haben
(Ashworth et al. 2009). Ursache dafiir kbnnen u.a. epigenetische Verdanderungen sein, die durch die
perikonzeptionelle maternale Erndhrung induziert werden (Burdge et al. 2007).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Effekte einer Supplementierung pansengeschitzter
Aminosaduren Uber das Futter auf Oozyten und Embryonen moglichst umfangreich darzustellen.
Untersucht wurden bislang nur in vivo generierte Embryonen (Pefiagaricano et al. 2013; Acosta et
al. 2016). Die Einflisse auf die Oozyten konnten somit noch nicht dargestellt werden. Zudem
existierten keine Untersuchungen hinsichtlich der Auswirkungen der Supplementation
pansengeschiitzten Methionins und Lysins in Kombination auf Embryonen. Durch die Analyse der
Oozyten und Embryonen mittels Massenspektrometrie kénnen aulRerdem neue Erkenntnisse tGber

das Lipidom sowie Metabolom gewonnen werden.
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2 LITERATUR

2.1 Aminosaurebedarf von Milchkiihen

Es gibt essenzielle (EAA) und nicht-essenzielle Aminosduren (NEAA). Aminosauren (AA), die als
essenziell bezeichnet werden, kénnen nicht bzw. nicht in ausreichender Menge (Arginin/Histidin)
von tierischem Gewebe synthetisiert werden (NRC 2001). Wiederkduer bendtigen dieselben
essenziellen Aminosduren wie Nichtwiederkduer (Black et al. 1952; Downes 1961; Virtanen 1966).
Die EiweiRsynthese kann bereits durch das Fehlen einer essenziellen Aminosdaure gehemmt werden
und somit den Wert des gesamten EiweiRes in einer Ration begrenzen (KirchgeRner et al. 2014).
Diese Aminosduren werden als limitierende Aminosduren bezeichnet.

Neben einem Mangel einer Aminosdaure kann es auch zu einem Ungleichgewicht kommen, indem
sich ein Uberangebot der Aminosiuren ergibt, die nicht limitierend sind (Harper et al. 1970). Ein
Mangel und ein Ungleichgewicht kénnen sich negativ auswirken und zeigen sich haufig in einem
niedrigen Protein/Fett- Verhaltnis in der Milch (Weekes et al. 2006).

Aufgenommene AA werden Uber das Blut transportiert und in den jeweiligen Geweben zur
Proteinsynthese zur Verfligung gestellt. Wird mit einem Protein der Bedarf eines Organismus an
allen essenziellen Aminosduren im Verhaltnis optimal gedeckt, wird es als Idealprotein bezeichnet.
Dies ist allerdings nur ein Modellprotein, an dem die Wertigkeiten anderer Proteine gemessen
werden. Milcheiweil’ hat z.B. eine hohe Wertigkeit (KirchgeRner et al. 2014).

Der Proteingehalt von Futtermitteln wird als Rohproteingehalt (XP) angegeben. Das XP wird indirekt
berechnet, indem der Stickstoffgehalt bestimmt wird. Dieser beinhaltet auch Nicht-Protein-
Stickstoffverbindungen (NPN), welche in unterschiedlichen Verhaltnissen zu den Proteinen
vorhanden sein kénnen (NRC 2001).

Ausschlaggebend ist das metabolisierbare Protein (MP), das postruminal verdaut und absorbiert
wird. Es setzt sich aus pansenbestdndigem Protein (rumen undegradable protein; RUP),

mikrobiellem Protein und in geringen Mengen endogenem Protein zusammen (NRC 2001).
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2.1.1 Mikrobielles Protein des Pansens

Im Pansen synthetisiertes mikrobielles Protein macht 50 % des verdaulichen Proteins oder mehr aus
(Schwab 1995). Bei steigender Futteraufnahme und Milchleistung kann sich der Anteil verandern
(Schuba und Stidekum 2013). AuBerdem hangt die Zusammensetzung des verdaulichen Proteins vor
allem von der Grundration ab. Rationen mit geringem Proteingehalt kénnen den Anteil des
mikrobiellen Proteins steigern (NRC 2001).

Mikrobielles Protein synthetisiert von Bakterien, Protozoen und Pilzen wird mit dem Panseninhalt
in den Labmagen und den Diinndarm weitergeleitet und aufgenommen. Die Mikroorganismen
benotigen zur Proteinsynthese vor allem Energie und Stickstoff (NRC 2001). Die Zusammensetzung
des mikrobiellen Proteins ist konstant und dhnelt dem AA-Muster von Milchproteinen und
Korpergewebe beziiglich des Gehaltes an Methionin und Lysin (Schwab und Broderick 2017).
Schwankungen im Aminosdureprofil sind vor allem auf die unterschiedlichen Populationen der
Mikroorganismen des Pansens zuriickzufiihren. Der groBRte Unterschied ist der deutlich niedrigere
Lysin-Gehalt im Rohprotein (XP) von Bakterien (42 %) im Vergleich zu dem XP von Protozoen (Sok et
al. 2017). Insgesamt wird mikrobielles Protein aufgrund der hohen Verdaulichkeit von 85 bis 90%
(GfE 2001) und der Zusammensetzung der essenziellen Aminosduren als qualitativ hochwertig
angesehen (Schwab 1995; KirchgeRner et al. 2014).

Die Futterung pansenbestdndiger Proteine (rumen undegradable protein; RUP) erhéht die Menge
an Proteinen, die in den Dinndarm gelangt, kann aber die Menge an mikrobiellem Protein, das im
Pansen synthetisiert wird, verringern (Clark et al. 1992; Piepenbrink et al. 1996; Ardalan et al. 2010).
RUP kénnen von den Pansenmikroben nicht verwertet werden und haben in zu groflen Mengen

negative Effekte, da sie im Pansen als Fllstoff wirken.

2.1.2 Uberversorgung an Rohprotein (XP)

Die Proteinverwertung im Pansen ist einer der ineffizientesten Stoffwechselwege von
Wiederkduern, weshalb eine Didt mit einem erhéhten XP-Anteil nicht zu empfehlen ist (Koenig und
Rode 2001). Dadurch entsteht vermehrt Ammoniak, welcher durch die Leber zu Harnstoff
umgewandelt wird (KirchgelRner et al. 2014). Somit kann der Gberfllssige Stickstoff als Harnstoff
ausgeschieden werden. Dies stellt sich in erhéhten Plasmaharnstoff- (plasma urea nitrogen; PUN)

und Milchharnstoffgehalten (milk urea nitrogen; MUN) dar, welche stark miteinander korrelieren
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(Xu et al. 1998). Bei hoheren PUN-Konzentrationen kommt es meistens zu schlechteren
Fruchtbarkeitsraten (Butler et al. 1996). Ursachen dafiir knnen ein erniedrigter pH-Wert im Uterus
(Elrod und Butler 1993; Elrod et al. 1993) und ein toxischer Effekt von Ammoniak und Harnstoff auf
die Oozyten und die friihen Embryonen sein (Butler 1998).
Transfers von Embryonen, die von Spenderkiihen gewonnen wurden, die erhohte PUN-
Konzentrationen aufweisen, resultieren in verminderten Trachtigkeitsraten. Bei den Empfangern
hingegen lasst sich kein Einfluss der PUN-Konzentrationen auf die Trachtigkeitsraten nachweisen.
Dies deutet darauf hin, dass die Empfindlichkeit der Embryonen sieben Tage nach Befruchtung
nachlasst (Rhoads et al. 2006).
Bei Kihen mit einer PUN-Konzentration Uber 16 mg/dL kommt es bei Embryonen aus durch
Schlachtung gewonnenen Eizellen nach IVP zu verringerten Teilungs- und Entwicklungsraten, bei
gleichzeitig verringerter Zellzahl und erhdhter Apoptose-Rate im Vergleich zu denen mit PUN-
Konzentrationen unter 13 mg/dL (Santos et al. 2009). AuRerdem kann sich ein Zusatz von Harnstoff
in das Reifungsmedium negativ auf die Reifung und Fertilisation der Oozyten auswirken (De Wit et
al. 2001), zu vermehrten Degenerationen fihren und die Entwicklungskompetenz hemmen (Ocon
und Hansen 2003; Kowsar et al. 2018). Harnstoff kann spannungsabhangige Ca-Kandle hemmen,
wodurch ein Schrumpfen von Oozyten induziert wird. AuBerdem hat Harnstoff negative Einfliisse
auf Proteine der Zona pelucida und die Expression von Markergenen, die an der frihen
Embryonalentwicklung beteiligt sind (Kowsar et al. 2018).
Erh6hte Konzentrationen an Harnstoff und/oder Ammoniak im Blut fuhren zudem zu erhéhtem
Ammoniakgehalt in der Follikelflissigkeit (Sinclair et al. 2000). Ammoniak kann in geringen
Konzentrationen wahrend der In-vitro-Fertilisation eine leichte Steigerung der Entwicklungsraten
bewirken, fihrt bei hohen Konzentrationen allerdings zu einer gesteigerten Degeneration von
Eizellen und verminderten Entwicklungsraten der Embryonen (Hammon et al. 2000). AuRerdem ist
das Risiko einer Nichttrachtigkeit bei einer MUN-Konzentration Gber 16 mg/dL im Sommer 18-mal
hoher als bei einer MUN-Konzentration von unter 16 mg/dL im Winter. Moglicherweise wirken der
erhohte Harnstoffgehalt und der Hitzestress synergistisch (Melendez et al. 2000).
Zu diesen negativen Effekten auf die Leistungsfahigkeit kommt zudem eine erhohte
Umweltbelastung durch vermehrte Stickstoffausscheidung. Wichtig dabei ist die Effizienz der
Stickstoffnutzung, die darliber definiert ist, wieviel von dem (iber die Nahrung aufgenommenen
Stickstoff in Milch und Fleisch gebunden wird. Bei Milchkiihen wird die N-Effizienz allerdings nur auf
23-33 % geschatzt. Der Uberschussige Stickstoff wird grofStenteils Gber den Harn und in geringen

Mengen liber den Kot ausgeschieden (Robinson 2010).
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In einem Versuch konnte pansengeschiitztes Lysin und Methionin jeweils zu einer Erhéhung der
MUN-Konzentrationen flihren. Dabei deckte die Ration 86 % des Lysinbedarfs und 90 % des Bedarfs
an Methionin. Der Effekt war allerdings nicht so groR wie bei einer Ration ohne pansengeschitzte
Aminosduren, welche den Bedarf beider AA leicht Gibersteigt. Nur in der mittleren Laktation konnten
diese Werte durch groRe Mengen an pansengeschitzten Methionin und Lysin Uibertroffen werden
(Xu et al. 1998). Trinacty et al. (2009) bestatigten auch eine Erhéhung von PUN-Konzentrationen
durch pansengeschitztes Methionin und Lysin, wobei Schwab et al. (1992) und Arriola Apelo et al.

(2014) keine Unterschiede feststellen konnten.

2.1.3 Supplementierung von Aminosduren bei Milchkiihen

Um die biologische Wertigkeit des Futtereiweilles einer Ration zu erhdhen, kénnen limitierende
Aminosduren einzeln supplementiert werden. Ziel ist es dabei, die Qualitat des Eiweildes zu steigern
und auf bestimmte Leistungsrichtungen anzupassen (KirchgeBner et al. 2014). Herangezogen
werden hierfliir haufig pansengeschitzte Aminosauren, die sich besonders daflir eignen,
unausgewogene AA-Profile auszugleichen. Vor allem in der Friih- und Hochlaktation ist eine
Anpassung des Aminosdauremusters durch Supplementation sinnvoll, da die Trockenmasse-
Aufnahme und damit auch die mikrobielle Biosynthese noch nicht ihr hochstes Niveau erreicht
haben (Schuba und Stidekum 2013).

Uber Casein-Infusionen in den Labmagen konnte gezeigt werden, dass durch adiquate
Proteinversorgung die Milchmenge sowie der Milchproteingehalt gesteigert werden kdnnen
(Broderick et al. 1970; Vik-mo et al. 1974). Bei intravendser Applikation von Methionin in
verschiedenen Dosierungen (11,2 und 24,8 g/Tag) fliihrt die Gabe der niedrigeren Dosis zu einer
erhéhten Futteraufnahme (12,5 vs. 10,8 kg/Tag) und einem erhéhter Gehalt an Milchprotein;

wohingegen diese Effekte bei der hoheren Dosis nicht auftraten (Fisher 1972).

2.2 Pansengeschiitzte Nahrstoffe und Aminosauren

Pansengeschiitzte Nahrstoffe werden in einer Form gefiittert, die es ermdglicht, dass der Nahrstoff
in unveranderter Form in den Labmagen gelangt und somit fuir das Tier im Darm verfligbar ist (NRC

2001).
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Pansengeschiitzte Aminosauren (RPAA) eignen sich z.B. besonders, um Kiihe gezielt mit einzelnen
Aminosduren zu versorgen. Normalerweise werden kristalline Aminosauren direkt im Pansen
abgebaut (Chalupa 1975; Overton et al. 1996; Robinson 2010). Einen Schutz dieser Aminosduren
kann durch unterschiedliche Methoden erreicht werden; beispielsweise durch die Verwendung
modifizierter Formen der Aminosauren (Analoga) oder Ummantelung der Aminosduren mit
pansenstabilen Stoffen, wie Lipiden oder pH-sensitiven Polymeren (Graulet et al. 2005; Reiners et
al. 2017). Als Nachweis fiir eine erhéhte Aufnahme wird meist die Aminosaurekonzentration im
Blutplasma herangezogen (Koenig und Rode 2001). Es kommt allerdings nur zu erhdhten

Plasmaspiegeln, wenn das Angebot den Bedarf tibersteigt (Clark 1975).

2.2.1 Ummantelte Aminosauren (coated AA)

Es gibt mehrere Moglichkeiten Aminosduren zu ummanteln, so dass sie den Pansen moglichst
unverstoffwechselt passieren und anschliefend im Labmagen und Diinndarm resorbiert werden
konnen. Die Ummantelungen kdnnen z.B. aus Fettsduren und pH-sensitiven Polymeren oder aus
Fetten/gesattigten Fettsduen und mineralischen Matrizen (z.B. Calciumhydroxid) bestehen (NRC
2001; Graulet et al. 2005). Als gesattigte Fettsduren werden haufig Palmitin- (16:0) und Stearinsaure
(18:0) verwendet (Robinson 2010).

Die ruminale Bestdndigkeit bei Ummantelungen mit pH-sensitivem Polymer von Methionin wird auf
80 % und die intestinale Verfiigbarkeit wird auf 90 % geschatzt (Schwab 1995). Uber Bluttests wurde
die Bioverfligbarkeit von 75 % beobachtet (Rulquin und Kowalczyk 2003). Sie variiert je nach Produkt
und wird fir andere Arten der Ummantelung geringer eingeschatzt (Blum et al. 1999; Stidekum et
al. 2004). Fur mit Lipiden ummanteltes Lysin berechneten Wu et al. (2012), dass weniger als die
Halfte des Lysins der ruminalen Verstoffwechslung entgeht und zur Resorption im Dinndarm zur
Verfligung steht. Die Passagedauer in den Labmagen wird auf acht Stunden geschatzt (Fleming et
al. 2019).

Mechanisches Mischen und die Verlangerung der Kontaktzeit mit Futterpartikeln kénnen zu einer
erhohten Freisetzung der Aminosdauren im Pansen fiihren, indem es zu einer Schwachung und

Beschadigung der Ummantelung kommt (Ji et al. 2016).



Literatur

2.2.2 Pansenschutz durch chemische Modifizierung

Die Einschrankungen bei der Handhabung ummantelter Aminosauren veranlasste jedoch dazu,
alternative Losungen wie chemisch modifizierte Formen zu untersuchen. Vor allem bei Methionin

konnten Alternativen gefunden werden.

2.2.2.1 Hydroxymethylthiobuttersaure (HMB)
Hydroxymethylthiobuttersaure (HMB) wird z.B. erfolgreich bei Monogastriern als Supplement
eingesetzt (Graulet et al. 2005). HMB ist das Hydroxyanalogon von Methionin, dem die
Aminogruppe fehlt (Koenig et al. 2002) und welches im Pansen nicht so schnell abgebaut wird wie
Methionin (Belasco 1972). Bei Wiederkduern zeigt es allerdings keine bzw. eine schwache Wirkung
und fiihrt nur zu einer geringen Steigerung der Konzentration von Methionin im Plasma (Koenig et
al. 2002; St-Pierre und Sylvester 2005). Es wird ihm ein Einfluss auf den Lipidstoffwechsel der
Mikroorganismen im Pansen zugeschrieben, welcher zu einem erhdhten Lipidgehalt im Serum und
in der Milch fuhren kann (Patton et al. 1970; Huber et al. 1984). Durch eine Supplementation von
Methionin lasst sich allerdings auch eine Erhéhung des Milchfettgehalts erzielen (Lundquist et al.
1985). Eine erhohte Aufnahme von Methionin und daraus resultierend eine gesteigerte Synthese

von Milchprotein scheint durch HMB nicht zu erfolgen (Graulet et al. 2005; Rulquin et al. 2006).

2.2.2.2 Isopropylester von Hydroxymethylbuttersaure (HMBi)
HMBi ist ein Methionin-Analogon, das mit einer Isopropyl-Gruppe verestert ist, welche seine
lipophilen Eigenschaften verandert, sodass es biologische Membranen passieren kann. Dadurch
kann HMBi Uber die Pansenwand aufgenommen und vor einem Abbau durch Mikroorganismen im
Pansen geschiitzt werden (Graulet et al. 2005). Nur 2,3 % des aufgenommenen HMBi gelangen in
den Blattermagen (Noftsger et al. 2005). Durch Hydrolyse entstehen HMB und Isopropylalkohol,
welche wiederum zu Methionin bzw. Aceton umgewandelt werden kénnen. Die Bioverfiigbarkeit
liegt bei 45 bis 50 % (Graulet et al. 2005), unabhangig, ob es in fllssiger oder kristalliner Form
vorliegt (Schuba und Sidekum 2013). HMBi ist eine geeignete ,pansengeschiitzte” Form von
Methionin, die einfacher in der Handhabung ist und selbst in Pellets integriert werden kann (Rulquin

et al. 2006). In Abbildung 1 ist die Verstoffwechselung bzw. Aufnahme von HBMi dargestellt.
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Abbildung 1: Verstoffwechselung von HBMi-Produkt (von Natalie Ritz)

2.3 Limitierende Aminosauren der Milchkuh: Methionin und Lysin

Lysin gilt als erstlimitierende Aminosaure fir laktierende Kihe, wenn Mais den Hauptanteil der
pansenbestdndigen Proteine (rumen undegradable protein; RUP) in der Ration ausmacht (King et
al. 1991; Schwab et al. 1976, 1992). Methionin hingegen gilt als erstlimitierende Aminosaure bei der
Verfitterung groBeren Mengen an Griinfutter oder wenn der groRte Anteil der RUP durch
Hilsenfrichte, tierische Proteine oder beidem bereitgestellt wird (Armentano et al. 1997; NRC
2001). Allgemein wird bei maislastigen Rationen angenommen, dass Methionin und Lysin die zwei
am starksten limitierenden Aminosauren sind und co-limitierend wirken kénnen (Schwab et al.
1976; NRC 2001).

Dieses zeigt sich in niedrigen Blutplasmagehalten der beiden Aminosauren, bei gleichzeitig hohem
Bedarf in der Milchproteinsynthese (Virtanen 1966; Clark 1975). Neben Methionin und Lysin kdnnen
auch andere Aminosauren limitierend sein (Schwab und Broderick 2017). Der Bedarf an EAA kann

sich im Laufe der Laktation dndern (Schwab et al. 1992; Robinson et al. 2011).
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2.3.1 Methionin

Methionin ist eine aliphatische, Schwefel-enthaltende, essenzielle Aminosaure, die Vorlaufer von
z.B. Succinyl-CoA, Homocystein, Cystein, Kreatinin, und Carnitin sein kann. AuRerdem ist Methionin
essenziel fir die Synthese von Polyaminen und Phosphatidylcholinen (Martinez et al. 2017). In vielen
Stoffwechselwegen spielt Methionin eine Rolle, ob als Methyldonor z.B. bei der Cholin-Synthese,
bei der glucogenen Verwertung in den Mitochondrien oder in der Proteinbiosynthese. AuBerdem
beeinflusst Methionin die DNA-Methylierung, welche ein Mechanismus zur Transkriptionskontrolle
ist. Als Methyl-donor ist meist S-Adenosyl-Methionin (SAM) involviert, welches durch Methionin
und Adenosintriphosphat (ATP) gebildet wird (Lobley 1992; Van den Veyver 2002; McFadden et al.
2020).

Fiir die Synthese von Glutathion, welches zu den wichtigsten Antioxidantien zahlt, kann Methionin
als Vorstufe fiir die Bildung von Cystein dienen. Zudem kann Methionin einen Chelatkomplex mit
Blei bilden und dieses aus dem Gewebe entfernen, wodurch auch oxidativer Stress reduziert wird
(Martinez et al. 2017). Das Methionin-Derivat Homocystein hingegen ist toxisch und kann oxidativen
Stress verursachen (Lobley 1992). AuRerdem dient es auch zur Regulation von Redox-Reaktionen,
indem Methionin selbst reversibel zu Methioninsulfoxid (MetO) oxidiert oder umgekehrt zu
Methionin reduziert werden kann. Weiterhin kann Methionin zur Stabilisierung von Proteinen
dienen und gleichzeitig bei der sequenzunabhangigen Proteinerkennung beteiligt sein (Aledo 2019).
Bei Ratten konnte gezeigt werden, dass eine erhdhte Zufuhr von Methionin das Redox-
Gleichgewicht in der Leber und den Nieren beeinflusste. Des Weiteren fihrten hohe
Plasmakonzentrationen von Met oder MetO zu einer erhdohten glomeruladren Filtrationsrate und
storten somit die renale Funktion (Soares et al. 2017).

Einer Restriktion von Methionin werden auch einige positive Effekte zugeschrieben. Sie kann z.B.
den oxidativen Stress reduzieren und Entziindungsreaktionen lindern. Bei Nagern verminderte es
die Akkumulation von Fett und verlangerte die Lebensdauer. Bei Schweinen hingegen fiihrte eine
Methioninrestriktion zu einer Erhéhung des Lipidanteils bei geringerer Kérpergewichtszunahme

(Zhou et al. 2016a).

2.3.1.1 Einfluss von Methionin auf den Lipidstoffwechsel
Als Vorlaufer des Methylgruppendonors S-Adenosyl-Methionin wird Methionin eine wichtige Rolle
in der Synthese von Cholin und Phosphatidylcholin zugeschrieben (Ardalan et al. 2010), welche

Hauptbestandteile in Lipidmembranen sind.
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Vor allem in der Frihlaktation kommt es zu einer negativen Energiebilanz und einer Mobilisation
der Fettreserven, weshalb vermehrt freie, unveresterte Fettsdauren (non esterified fatty acids; NEFA)
freigesetzt werden, die sich in der Leber als Triglyceride akkumulieren kénnen. Mittels
Phosphatidylcholinen als Membranbestandteile konnen diese NEFAs in der Leber als very low-
density Lipoproteine (VLDL) mobilisiert und ausgeschleust werden. Bei Wiederkduern lauft die
Ausschleusung von VLDLs vergleichsweise langsam ab, was bei einer erhohten Aufnahme von NEFAs
schnell zu einer Fettleber flihren kann (Ardalan et al. 2010). Eine Akkumulation von Triglyceriden
kann wiederum die Entgiftung von Ammoniak zu Harnstoff in der Leber hemmen (Strang et al. 1998;
Zhu et al. 2000).
Die Mobilisierung von Lipiden nach Zulage von pansengeschiitztem Methionin kann zudem zu einer
Erhéhung des Milchfettgehaltes fiihren (Overton et al. 1996; Yang 2010). Allerdings tritt auch bei
ruminal verfiigbarem Methionin oder HMB eine Steigerung der Milchfettsynthese und ein erhéhter
Gehalt an Triglyceriden im Blut auf (Huber et al. 1984; Lundquist et al. 1985). Zudem tragt die
hepatische Synthese von VLDLs bzw. Umwandlung von freien Fettsdauren in Plasmatriglyceride mit
anschlieBender Sekretion nur einen geringen Teil zur Milchfetterhéhung bei (Pullen et al. 1989).
Normalerweise wird durch pansengeschiitztes Methionin (RPMet) eher eine Erhohung des
Milchproteins erwartet als die des Milchfettes, solange die ruminale Fermentation nicht wesentlich
beeintrachtigt wird (Ardalan et al. 2010).
Die Supplementierung von Smartamine M (mit pH-sensitivem Polymer ummanteltes Methionin)
oder HMBi erhéht den Gehalt von 18:0 Fettsdauren und reduziert den Gehalt von 18:2 Fettsduren in
der Milch. Die systematische Beschreibung von Fettsduren beruht auf der Anzahl der
Kohlenstoffatome und der Anzahl der Doppelbindungen. 18:2 bezeichnet also eine Fettsdaure mit 18
Kohlenstoffatomen und zwei Doppelbindungen. Diese langkettigen Fettsdauren stammen aus
Plasmalipiden, da die Milchdriise keine Fettsduren mit mehr als 16 C-Atomen synthetisiert (Rulquin
et al. 2006). Die Mikroorganismen im Pansen spielen hierbei wahrscheinlich keine Rolle, da dhnliche
Veranderungen auch bei postruminalen Infusionen beobachtet wurden (Pisulewski et al. 1996).
Mittels postruminaler Infusion wird eine Verstoffwechslung im Pansen umgangen, indem die
infundierten Stoffe direkt im Duodenum absorbiert werden. Somit ermdglichen postruminale
Infusionen eine direkte Supplementation von Proteinen oder einzelnen Aminosauren.
Eine Erganzung mit Methionin-Analoga fihrt auRerdem zu einer erhéhten Konzentration ungerader
gesattigter Fettsduren (v.a. 15:0) in der Milch, welche auf eine Stimulation des mikrobiellen
Wachstums im Pansen hinweist. Diese Verdanderungen flihren wiederum dazu, dass weniger

geradzahlige, kurz- und mittelkettige Fettsdauren bei einer HMBi-Supplementation vorkommen. Die
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De-novo-Synthese von Fettsdauren ist umgekehrt proportional zur erh6hten Aufnahme von Plasma-

NEFAs, sowie ungeradzahligen Fettsduren mikrobiellen Ursprungs (Rulquin et al. 2006).

2.3.1.2 Pansengeschiitztes Methionin (RPMet)
In postruminalen Infusionsversuchen mit unterschiedlichen Mengen an Methionin konnte gezeigt
werden, dass sich die Milchproteinmenge und der Milchproteingehalt linear zu der Menge an
Methionin erhéhen (Pisulewski et al. 1996). Diese Effekte lassen sich auch mittels RPMet erzielen
(Graulet et al. 2005). Es besteht allerdings eine Abhadngigkeit von der Grundration und kann auch
fir andere Aminosduren gelten (Xu et al. 1998). Der Rohproteingehalt in der Ration spielt dabei
keine wesentliche Rolle (Leonardi et al. 2003).
Ummanteltes pansengeschiitztes Methionin bewirkt meist keine Unterschiede in der Milchmenge.
Es erhoht sich allerdings die Methionin Konzentration und das Methionin/Valin Verhdltnis im
Plasma. Dies deutet daraufhin, dass es zu einer erhohten Aufnahme von Methionin kommt
(Broderick et al. 1970). Eine Erh6hung der Plasmakonzentration, nach Supplementation von RPAA,
ist allerdings nicht immer nachweisbar (Robinson et al. 2010). Der Zeitpunkt der Blutentnahme kann
dabei auch wichtig sein. Nach Supplementation von HMBi ist ein Peak in der Konzentration von
Methionin im Plasma nach vier Stunden und bei SmartamineM nach 22 bis 23 Stunden zu erwarten.
Wahrend es bei HMBi zu einem sofortigen Anstieg kommt, setzt dieser bei SmartamineM erst nach
zehn Stunden ein. Danach erreichen die Werte ein Plateau mit erhdhtem Methioninspiegel, welches
bei HMBi 4 Stunden und bei SmartamineM 16 Stunden andauert. Das Basalniveau wurde bei HMBI
nach 30 Stunden erreicht (Graulet et al. 2005). In einem weiteren Versuch mit SmartamineM zeigte
sich ein Peak nach 12 Stunden und eine Riickkehr zum Basalniveau nach 24 Stunden (Toledo et al.
2017).
Yang (2010) beobachtete zudem verringerte Konzentrationen von EAA und nichtessenziellen AA im
Plasma, die fiir einen erhéhten Verbrauch von AA sprechen, wenn die postruminale Zufuhr der am
starksten limitierenden AA erhoht wird.
Osorio et al. (2014) und Zhou et al. (2016b) konnten nach Supplementierung mit RPMet zudem
verbesserte Entziindungswerte beobachten, welche auf eine besseren immunometabolischen
Status hinweisen. Sie beobachteten beispielsweise eine erhdhte Phagozytosekapazitat von
neutrophilen Granulozyten, hohere Albumin- und geringere Serum Amyloid A- sowie Interleukin 6-

Gehalte im Plasma.
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2.3.2 Lysin

Lysin ist eine essenzielle Aminosaure, die sich beim Menschen metabolisch nicht von anderen
essenziellen Aminosauren unterscheidet (Matthews 2020). Bei Milchkiihen hingegen kann Lysin die
Leistung limitieren, da zur Synthese von Milchprotein viel Lysin bendtigt wird und gleichzeitig die
intestinale Aufnahme bei getreidehaltigen Rationen eingeschrankt ist (Robinson et al. 2005).

AulRerdem wird Lysin mit der Carnitin-Synthese in Verbindung gebracht, da diese von der
Verfligbarkeit von Trimethyllysin abhangig ist. Notwendig hierfir sind Lysin als Grundgerist und
Methionin als Methyldonor (Carlson et al. 2007). Carnitin ist essenziell fir den Lipidstoffwechsel,
indem es langkettige Fettsauren aus dem Zytosol in die Mitochondrien transportiert und sie fir die
Beta-Oxydation verfligbar macht (Pekala et al. 2011). Zudem sorgt es fir eine Verringerung der

Lipidakkumulation in der Leber (Carlson et al. 2007).

2.3.2.1 Epigenetische Regulationsmechanismen von Lysin

Die Methylierung der DNA ist nicht der einzige epigenetische Regulationsmechanismus, Gber den
die Transkription gesteuert wird. Wichtig sind beispielsweise auch die Modifikation von Histonen
und RNA-basierte Mechanismen (Jeffries 2018; Zhang et al. 2021).

Histone sind eine hochkonservierte Gruppe von Proteinen, die in erster Linie der Stabilisierung und
Organisation der DNA im Zellkern dienen. Durch posttranslationale Modifikationen bestimmter
Histonaminosdauren werden diese Reste starker positiv oder negativ geladen und kénnen so das
Phosphatgeriist der DNA anziehen und kondensieren oder abstoRBen und 6ffnen (Jeffries 2018).
Diese Modifikationen finden v.a. an N- und C-terminalen Schwanzen der Histonproteine statt. Sie
werden beispielsweise acetyliert, phosphoryliert, methyliert, SUMOyliert (small ubiquitin-related
modifier) und ubiquitiniert (Lawrence et al. 2016; Zhang et al. 2021). Allgemein treten
Modifikationen v.a. an Lysinresten auf, kénnen aber auch bei anderen Aminosduren wie Arginin,
Serin oder Threonin vorkommen (Lawrence et al. 2016; Jeffries 2018). AuBerdem enthalten
Histonschwanze hauptsachlich Lysin (Shahid et al. 2021). Die wichtigste posttranskriptionelle
Modifikation ist die Histon-Methylierung, die in der Regel an den Lysinresten von Histon H3 und H4
durch das Hinzufligen von Methylgruppen erfolgt (siehe Abbildung 2). Die Lysinreste von Histonen
konnen einfach bis dreifach methyliert sein und als aktive oder repressive Marker der
Genexpression wirken (Zhang et al. 2021). Histon-Acetylierungen sind allgemein aktivierend und
unterstiitzen den Euchromatinzustand (Jeffries 2018). Anders als bei der Histon-Acetylierung

hangen die Auswirkungen der Histon-Methylierung auf die Genregulation von der Lage der
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modifizierten Position und der Anzahl oder Dichte der hinzugefiigten Methylgruppen ab (Jeffries

2018).

Methylierung von Lysin
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Abbildung 2: Darstellung von DNA, Histonen und deren epigenetische Modifikationen (von Natalie

Ritz)

2.3.2.2 Pansengeschiitztes Lysin (RPLys)

Bei Rationen mit hohem Rohproteinanteil kann es zu niedrigen postruminalen Lysinkonzentrationen
kommen, da die Hauptproteinquellen meist niedrigere Lysingehalte aufweisen als mikrobiellen
Proteine (Robinson 2010). Uber die Supplementation von Lysin gibt es deutlich weniger Studien als
liber die Supplementation von Methionin oder eine Kombination von Methionin und Lysin. Dies liegt
unter anderem daran, dass pansengeschiitzte Produkte mit Lysin spater entwickelt wurden
(Robinson 2010).

Kristallines Lysin wird fast vollstéandig im Pansen zersetzt und zeigt keinen Effekt auf die Pansenflora,
Milchleistung oder den Aminosduregehalt im Blut (Robinson et al. 2005; Johnson-VanWieringen et
al. 2007). Lysin wird haufig mit Lipiden beschichtet (siehe Abbildung 3), um eine Verstoffwechslung
im Pansen zu verhindern. Die Bioverfligbarkeit kann je nach Produkt zwischen 5,1 und 87,2 %

variieren (Whitehouse et al. 2017). Pansengeschitzte Lysin-Produkte weisen trotz gleicher Art der
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Beschichtung oft einen hoheren In-situ-Abbau auf als die entsprechenden Methionin-Produkte. Die
positive Ladung von Lysin konnte ein Grund dafiir sein (Rossi et al. 2003). Der Schutz durch pH-
sensitive Polymere ist eingeschrankt, da es bei Rationen mit wenig Lysin, welche v.a. Mais enthalten,
haufig zu sauren pH-Werten im Pansen kommt (Reiners et al. 2017). Versuche mit Lysin-Analoga
oder -Derivaten (z.B. Di-hydroxymethyl-L-Lys-Ca) waren bis jetzt noch nicht erfolgreich (Schwab und

Broderick 2017).

Triple layer of matrix
by its solidification under
controlled air temperature

Abbildung 3: Aufbau von Kemin LysiGEM, einem ummantelten Lysinprdparat

(Quelle: https://www.kemin.com/in/en/markets/animal/products/lysigem)

Die Milchleistung und der Milchproteingehalt kénnen durch ummanteltes Lysin gesteigert werden
(TFinacty et al. 2009) und teilweise auch der Milchfettgehalt (Robinson et al. 2011). Vor allem im
ersten Laktationsdrittel steigt der physiologische Bedarf an Aminosduren rasant an. Aus diesem
Grund kénnen hauptsachlich in dieser Phase erhdohte Milchleistungen, Milchproteingehalte und
Milchfettmengen durch Supplementation von ummanteltem Lysin beobachtet werden. Im zweiten
Drittel der Laktation kommt es eher zu einer Uberversorgung, da vermutlich der Bedarf an Lysin
sinkt (Robinson et al. 2011).

Die Supplementation von Lysin vermindert die Trockenmasseaufnahme, was sich unter Umstanden
negativ auf die Milchleistung auswirken kann. Deshalb kann die alleinige Supplementation von Lysin
auch als negativ gewertet werden (Robinson 2010). Auf mogliche Griinde dafiir wird von den
Autoren nicht weiter eingegangen.

Eine Ursache fiir ausbleibende positive Effekte ist, dass weniger Lysin als vorgesehen resorbiert
wurde, da der Pansenschutz der AA in den RP-Produkten geringer als erwartet war oder durch die

Supplementation eine AA-Imbalance bzw. ein AA-Mangel von anderen essenziellen AA entsteht, da
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der Abstand zwischen erst-, zweit- und dritt-limitierenden AA sehr gering sein kann (Robinson et al.

2010).

2.3.3 Pansengeschiitztes Methionin und Lysin

Methionin und Lysin sind meist erst- und zweitlimitierend und wirken auch co-limitierend, weshalb
haufig beide Aminosduren supplementiert werden (Schwab et al. 1976; Rulquin 1987). Das
bedeutet, dass sich eine Supplementation von beiden Aminosduren positiver auswirkt als die
Supplementation von nur einer Aminosaure. In Kombination kdnnen sie vor allem den
Milchproteingehalt erhéhen, aber z.B. auch die Milchmenge, Milch/TM und die N-Effizienz.
Insgesamt werden die Effekte allerdings als gering eingeschatzt und sind nicht mit Sicherheit
vorherzusagen (Robinson 2010).

Eine Uberversorgung mit Methionin oder Lysin kann zu LeistungseinbuBen und einer verringerten
Trockenmasseaufnahme fiihren. Dies ist bei einer Uberversorgung mit beiden Aminosiuren
schwécher ausgepragt (Robinson et al. 2000).

Die Effekte einer Supplementation von Methionin oder Methionin und Lysin nehmen mit steigender
Milchleistung der Kontrollgruppe ab. Jedoch verstarken sich die Effekte bei steigendem
Rohproteingehalt der Kontrollration. Dies konnte auf eine effizientere Verstoffwechselung der nicht
essenziellen Aminosauren hinweisen (Robinson 2010).

Da die Parameter zwischen den Studien mit RPAA groBen Schwankungen unterliegen, ist es
schwierig die geringen Unterschiede durch die Supplementation mit RPAA darzustellen (Robinson
2010).

Verglichen mit einer reinen Methionin-Infusionen neigen Infusionen mit Methionin und Lysin dazu,
den Plasmagehalt von EAA und NEAA zu senken. Davon sind die Plasmagehalte von Methionin und
Lysin ausgenommen. Nur bei wenigen Aminosauren (His, Leu, Val) kommt es allerdings zu
signifikanten Unterschieden. Insgesamt weisen diese Verdanderungen auf einen erhéhten Verbrauch

aller Aminosauren hin (Schwab et al. 1992).
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2.4 In-vitro-Produktion (IVP) boviner Embryonen

In den letzten Jahrzehnten wurde die In-vitro-Produktion (IVP) boviner Embryonen erheblich
verbessert, sodass es mittlerweile auch im groBen Umfang kommerziell eingesetzt wird.
Bovine Embryonen dienen zudem als Modellsystem zur Untersuchung der friihen Embryogenese
von Sdugetieren, einschlieBlich der des Menschen. Allgemein ist das Verfahren der IVP bei Rindern
am weitesten entwickelt. Trotz allen Verbesserungen unterscheiden sich in vitro generierte
Embryonen von ihren in vivo generierten Gegenstiicken (Wrenzycki 2018).
Fir die IVP boviner Embryonen kdnnen Kumulus-Oozyten-Komplexe (KOK) sowohl von Ovarien
geschlachteter Kiihe als auch von lebenden Spendertieren gewonnen werden. Nach dem Tod des
Tieres kann dies durch Zerschneiden oder Aspiration des Follikelinhalts erfolgen, was unter direkter
Sichtkontrolle moglich ist. Bei lebenden Spendern muss hingegen eine transrektale Manipulation
des Ovars stattfinden, um die Visualisierung der Follikel durch laparoskopische oder
ultrasonographische Bildgebung zu erleichtern (Kapitel 10.2, Niemann und Wrenzycki 2018).
Die IVP besteht aus drei Prozessschritten, der In-vitro-Maturation (IVM), der In-vitro-Fertilisation
(IVF) und der In-vitro-Kultivierung (IVC) der vermeintlichen Zygoten bis zum Blastoszystenstadium
(Wrenzycki 2018). Die ersten Kélber, die vollstandig mittels IVP erzeugt wurden, wurden 1987
geboren (Fukuda et al. 1990).
In der Regel durchlaufen in vitro ungefahr 80 bis 90 % der unreifen Oozyten die Kernreifung, davon
werden ca. 80 % befruchtet, 30 bis 40 % von diesen entwickeln sich zum Blastozystenstadium und
ca. 50 % der Ubertragenen Embryonen fihren zu einer erfolgreichen Trachtigkeit (Kapitel 12.1,
Niemann und Wrenzycki 2018).
Allgemein steigt die gesamte Embryonenproduktion in den meisten Regionen bei allen Spezies. Das
Wachstum im Zeitraum 2021 bis 2022 war jedoch geringer als in dem Jahr zuvor. Im Jahr 2022
wurden 1.521.018 bovine IVP-Embryonen gemeldet, was eine Steigerung von 6,3 % zum Vorjahr
darstellt. Im Gegensatz dazu wurden 394.509 in vivo generiert Embryonen (in vivo derived; IVD)
entnommen, was einem Anstieg von 2,1 % gegenuber 2021 entspricht. In den letzten zehn Jahren
war jedoch ein Rickgang der der IVD-Zahlen zu beobachten (Viana 2023).
Seit 2012 kommt es zu einem kontinuierlichen Anstieg der IVP-Embryonen und ab dem Jahr 2016
Ubersteigt die Anzahl der lebensfahigen in vitro erzeugten Embryonen die Zahl der IVD-Embryonen
(siehe Abbildung 4), die mittels Superovulation generiert wurden (Viana 2023). Diese Tendenz setzt
sich in den darauffolgenden Jahren fort. In Europa hingegen ist der Anteil an IVD-Embryonen mit
75,8 % deutlich héher. Insgesamt wurden europaweit 137.036 IVD- und 43.749 IVP-Embryonen
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generiert. Die Anzahl an IVP-Embryonen stieg 2022 (3,2 %), nachdem sie von 2020 auf 2021 um 10,7
% gesunken war. Unter den europdischen Landern ging die Zahl der IVP-Embryonen im Jahr 2022 in
den Niederlanden (-12,4 %) und im Vereinigten Konigreich (-32,2 %) zurlick, wahrend sie in
Deutschland (+6,4 %), Spanien (+109,4 %) und Frankreich (+8,7 %) stieg (Viana 2023).
Ovum Pick-Up (OPU) und IVP gilt somit als zuverladssige und kosteneffiziente Technik und nimmt

eine wichtige Rolle in der Rinderzucht ein (Wrenzycki 2018).
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Abbildung 4: Anzahl boviner Embryonen von 2003 bis 2022 (Viana 2023)

2.4.1 Ovum Pick-Up (OPU)

Die transvaginale ultraschallgeleitete Punktion von Follikeln zur Gewinnung von Kumulus-Oozyten-
Komplexen (KOK), auch Ovum Pick-Up (OPU) genannt, bietet die Méglichkeit wiederholbar unreife
Oozyten fiir die In-vitro Produktion (IVP) von Embryonen zu gewinnen und stellt damit eine
Alternative zum konventionellen Multiple Ovulation Embryo Transfer (MOET) dar (Pieterse et al.

1991a).

17



Literatur
Im Jahr 1988 zeigten Pieterse et al. erstmals, dass die wiederholte Entnahme boviner KOK wahrend
transvaginaler Ultraschalluntersuchung maglich ist. In der Regel werden hierbei alle Follikel mit
einem Durchmesser zwischen drei und acht Millimeter aspiriert (Kapitel 12.2.1, Niemann und
Wrenzycki 2018).
OPU st eine verldssliche minimalinvasive Methode, die urspringlich nur bei Kiihen eingesetzt
wurde, die nicht auf die Superovulation ansprachen, spater wurden sie in groBerem Umfang auch
bei trachtigen Kiihen und Farsen, einschlieBlich prapubertarer Farsen, eingesetzt (Galli et al. 2014).
Eine hormonelle Stimulation des Spendertiers ist zwar moglich, aber nicht notwendig (Pieterse et
al. 1991a; Galli et al. 2001). Zudem kann OPU einen therapeutischen Effekt auf unfruchtbare
Spendertiere haben, insbesondere auf solche, die von Ovarialzysten betroffen sind (Galli et al.
2001).
Fir die Entnahme von KOKs besteht keine Abhangigkeit von dem Zyklus des Spendertieres (Bungartz
et al. 1995). Darliber hinaus kann OPU in verschiedenen Stadien des reproduktiven Lebens einer
Kuh durchgefiihrt werden. Selbst eine Trachtigkeit schlieBt das OPU nicht aus, da KOKs auch in den
ersten drei Monaten der Trachtigkeit erfolgreich entnommen werden kénnen (Galli et al. 2001;
Niemann und Wrenzycki 2018). Bei jungen Spendertieren liegt die Begrenzung v.a. in der GroRRe des
Rektums und der Vagina. So kénnen Holsteinfarsen bereits ab einem Alter von 6-8 Monaten als
Spender dienen (Kapitel 10.4.3, Niemann und Wrenzycki 2018).
Die Entnahme der KOKs zweimal pro Woche ist das effektivste Protokoll, um KOKs ohne hormonelle
Behandlung zu gewinnen (Galli et al. 2001, 2014; Merton et al. 2003). Die einmal woéchentliche
Entnahme flhrt zur Gewinnung einer geringeren Anzahl an Oozyten, die zudem bereits eine
Kumulusexpansion und Atresie durchlaufen haben kénnen, was zu einer schlechteren Qualitat der
Oozyten fuhrt. Das liegt daran, dass bei der zweimal wdéchentlichen Entnahme, alle sichtbaren
Follikel aspiriert werden und somit kein dominanter Follikel entstehen kann (Galli et al. 2001).
Die Erfolgsrate von OPU wird zundchst anhand der Wiederfindungsrate von Oozyten (Anzahl der
KOKs pro 100 punktierte Follikel) quantifiziert (Bols et al. 1996).
Durch kontinuierliche technische Verbesserungen, wie z.B. die Ultraschalltechnologie, wurde die
Bildauflosung, die Darstellung der Ovarialstrukturen und damit die Genauigkeit der Methode
verbessert (Kapitel 10.3, Niemann und Wrenzycki 2018). So konnten Wiederfindungsraten von tber
70 % ermoglicht werden (Galli et al. 2014). Zudem spielen viele andere Faktoren eine Rolle bei der
erfolgreichen KOK-Gewinnung. Dazu zahlen unter anderem die hormonelle Vorbehandlung, der
Zyklusstatus, der Kanllendurchmesser, der Aspirationsdruck und die Erfahrung des Teams (Bols et

al. 1996). Eine Analyse von 7.800 OPU-Sitzungen hat gezeigt, dass die KOK-Ausbeute vom Team und
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insbesondere von der Person abhidngt, die die Eierstocke bearbeitet (Merton et al. 2003). Der
Kanilendurchmesser und der Aspirationsdruck beeinflussen sich gegenseitig, weshalb meist die
daraus resultierende Flussgeschwindigkeit herangezogen wird. Sie sollte ungefahr zwischen 20-25
mL/min liegen, um einen Kompromiss zwischen guter Wiederfindungsrate und gleichzeitig
moglichst geringem Schaden an den KOKs zu erlangen (Galli et al. 2001). Zudem kann ein kirzerer
Anschliff der Kaniile negative Effekte durch erhéhten Aspirationsdruck verringern, da die kiirzeren
Kanten ein geringeres Risiko fuir den KOK darstellt, die Kumuluszellen entlang der scharfen Kante zu

verlieren (Bols et al. 1997).

2.4.1.1 Mogliche Auswirkungen des OPU auf Spendertiere

OPU kann mehrfach wiederholt werden, ohne die Fertilitdit des Spendertiers einzuschranken
(Pieterse et al. 1991a). Trotzdem kann es zu Veranderung an den Ovarien kommen, wie z.B. zu
Einblutungen der punktierten Follikel (Pieterse et al. 1988). Diese hamorrhagischen Herde
organisieren sich allerdings recht schnell und hinterlassen keine bleibenden Schaden. AuBerdem
kénnen eine Bildung von Narbengewebe und eine verhartete Textur der Ovarien mit Verdickung der
ovariellen Tunica albuginea auftreten. Allerdings gibt es keine Anzeichen einer Beeintrachtigung der
Ovarfunktion, da keine Veranderungen an den Funktionsgebilden oder deren Anzahl zu finden sind
(Petyim et al. 2000; McEvoy et al. 2002). Selbst eine zweimal wochentliche Entnahme von KOKs tiber
mehr als ein Jahr ist ohne Nebenwirkungen fur das Spendertier moglich, weshalb keine Einflisse auf
folgende Trachtigkeiten zu erwarten sind (Galli et al. 2001).

Nach Follikelpunktionen kénnen sich Gelbkdrper-ahnliche Strukturen bilden, die kleiner sind als
normale Gelbkorper und eine kiirzere Lebensspanne und/oder luteal aktive Phase haben. OPU
scheint den Brunstzyklus zu beeinflussen, indem es die Mechanismen der Follikelentwicklung und
die endokrine Funktion verandert (Petyim et al. 2001). Jedoch setzt der normale Zyklus wenige Tage
nach der letzten Punktion wieder ein (Petyim et al. 2000; Chastant-Maillard et al. 2003).

Wahrend der Follikelpunktion kann es v.a. gegen Ende einer langeren Punktionsphase (vier Monate)
zu einem Anstieg der Herzfrequenz und des Kortisolspiegels kommen, wobei sich beide Parameter
zehn Minuten nach Abschluss des Verfahrens wieder normalisieren. Die starkste Reaktion zeigen
die Tiere auf die Epiduralanasthesie, mit einer Tendenz zu einer intensiveren Reaktion auch gegen
Ende einer langeren Punktionsphase. Die Reaktion auf das Einfliihren des Gerats und die Punktion
variiert bei den einzelnen Tieren unabhangig vom Zeitpunkt (Petyim et al. 2007). In einem weiteren
Versuch konnte gezeigt werden, dass der Anstieg des Kortisolspiegels unabhangig davon ist, ob eine

Follikelpunktion durchgefiihrt wird (Chastant-Maillard et al. 2003).
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Bei der Epiduralandsthesie kdnnen Neovaskularisierungen und Knorpelmetaplasien der
darunterliegenden Bandscheibe hervorgerufen werden, was auf Verletzungen durch die Kanile
zuriickzufiihren ist und zu einer Schwachung der betroffenen Bandscheibe fiihrt. Durch korrekte

Durchfiihrung lasst sich dies vermieden (McEvoy et al. 2002).

2.5 Einfliisse von Aminosauren auf die Oozyten- und Embryonenqualitat

2.5.1 Einfliisse von pansengeschiitztem Methionin (RPMet) auf die Embryonalentwicklung

in vivo

Die friihe embryonale Nahrstoffversorgung spielt eine wichtige Rolle fiir die weitere embryonale
Entwicklung und kann Folgen bis ins Erwachsenenalter mit sich bringen. Ein Nahrstoffmangel in der
maternalen Erndhrung kann sich beispielsweise pradisponierend fir bestimmte Krankheiten
auswirken. Bei Schafen und Menschen konnte gezeigt werden, dass eine perikonzeptionelle
Restriktion von Vitamin B12, Folsdaure und Methionin im physiologischen Bereich mit
weitreichenden epigenetischen Veranderungen im Genom einhergehen kann. Bei erwachsenen
Nachkommen duBert sich dies in einem erhohten Risiko flr Adipositas, Insulinresistenz, veranderter
Immunfunktion und Bluthochdruck (Sinclair et al. 2007). An Proben der fetalen Leber von Schafen,
welche an Tag 90 der Trachtigkeit entnommen wurden, wurden die epigenetischen Analysen
vorgenommen. Dabei waren vier Prozent der 1.400 untersuchten CpG-Inseln bei zwei oder mehr
Tieren, die die Diat erhielten, verdndert (P < 0,001). AuRerdem waren 88 % dieser veranderten CpG-
Inseln unmethyliert oder hypomethyliert im Vergleich zu denen der Kontrolle. CpG-Inseln sind DNA-
Abschnitte, die sich in der Nukleotidfolge Cytosin-Guanin haufig wiederholen und als
Promotorregion dienen. Eine Methylierung des Promotors fuhrt in der Regel dazu, dass ein Gen
nicht mehr oder schwacher exprimiert wird. Diese Veranderungen sind auf die perikonzeptionelle
Erndhrung zurickzufihren, da die Embryonen an Tag 6 auf bedarfsdeckend gefiitterte
Empfangertiere libertragen wurden (Sinclair et al. 2007).

In Versuchen unter Durchfihrung der Multiple Ovulation Embryo Transfer (MOET)-Methode
wurden bereits die Einfllisse von RPMet bei Holstein Kiihen untersucht. Die Tiere wurden zunachst

hormonell vorsynchronisiert und ungefahr 70 Tage postpartum superovuliert. Die Superovulation
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erfolgte mit acht Injektionen von follikelstimulierendem Hormon (FSH) im Abstand von 12 Stunden.
Sechseinhalb Tage nach der ersten Besamung wurden die Embryonen aus dem Uterus gesplilt. Bei
den Wiederfindungsraten, den Entwicklungsstadien, der Zellzahl und der Qualitdt der Embryonen
zeigten sich keine Unterschiede zu denen der Kontrollgruppe (Pefiagaricano et al. 2013; Acosta et
al. 2016). Stella et al. (2024) konnten jedoch bei Kihen, die mit RPMet gefiittert wurden, eine
starkere Reaktion auf die Superovulation nachweisen.
Eine Supplementierung der Ration mit RPMet hat bei pluriparen Holsteinkihen keinen Einfluss auf
den Tag der ersten Ovulation und das Wachstum des ersten dominanten Follikels postpartum. Im
ersten dominanten Follikel ist der Methioningehalt allerdings signifikant hoher als in denen der
Kontrollgruppe (18,2 £ 0.1 uM vs. 11.1 £ 0.9 uM; Acosta et al. 2017).
AulRerdem kommt es zu erhéhten zytoplasmatischen Lipidgehalten bei den jeweiligen Embryonen,
wenn die Kihe 30 Tage nach der Kalbung RPMet erhalten. Die Flitterung davor zeigt dabei keine
signifikanten Effekte. Erhdhte Lipidgehalte in Embryonen kénnen zum einen als Energiereserven
angesehen und somit als positiv erachtet werden (Acosta et al. 2016), zum anderen erhdhen sie die
Empfindlichkeit gegenliber kdlteren Temperaturen und verringern dadurch die Chancen einer
erfolgreichen Kryokonservierung (Nagashima et al. 1994; Acosta et al. 2016).
Insgesamt war die Expression von 72 % der signifikanten Gene in den Embryonen von Kihen, die
mit Methionin-reicher Nahrung gefiittert wurden, verringert (Pefiagaricano et al. 2013). Dies kénnte
an der erhéhten Menge an Methyl-Donoren, wie Methionin liegen, welche die DNA-Methylierung
vieler embryonaler Gene erhéhen und dadurch meist die Genexpression unterdriicken (Van den
Veyver 2002; Pefiagaricano et al. 2013; Li und Zhang 2014).
Allerdings weisen Embryonen von Kiihen, die nur die Kontrollration erhalten haben, eine grofRere
Methylierung auf, als Embryonen von Kiihen, die bis zum 30. Tag nach der Kalbung RPMet erhalten
und danach nur noch die Kontrollration. Dies konnte bedeuten, dass die Erndhrungsumstellung
einen Einfluss auf S-Adenosylmethionin oder Homocystein hat, da sie hauptverantwortlich fir die
globale Methylierung der DNA zustdndig sind (Acosta et al. 2016).
Unter den 30 signifikantesten Genen wurden nur zwei Gene durch die Supplementation von
Methionin starker exprimiert. Eines der beiden Gene ist noch uncharakterisiert (LOC100849660)
und das andere ist flir die Synthese des Apolipoproteins L (LOC510193) zustandig (Pefiagaricano et
al. 2013). Apolipoproteine sind fiir den Transport und die Umverteilung von Lipiden verantwortlich.
Dabei wirken sie z.B. als Liganden fir Lipoproteinrezeptoren. Verschiedene Apolipoproteine
scheinen die mizellare Struktur der Lipoproteine zu stabilisieren und sorgen in Verbindung mit

Phospholipiden fiir eine hydrophile Oberflache (Mahley et al. 1984). Durch intrauterine Infusionen
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geringer Mengen von Interferon tau, welches normalerweise von Rinderblastozysten abgesondert
wird und der Trachtigkeitserkennung dient, konnte die Apolipoproteinsekretion aus dem
Endometriumepithel angeregt werden. Dies schafft ein entziindungshemmendes Umfeld, das den
Weg fir die Aufnahme des friihen Embryos im Uterus ebnen konnte (Rashid et al. 2022). Wahrend
der Oozytenreifung in vitro wirkt sich eine Zugabe von Apolipoproteinen jedoch negativ auf die

frihe Embryonalentwicklung aus (Rincén et al. 2019).

2.5.2 Einfliisse von Methionin auf die Embryonalentwicklung in vitro

In einem In-vitro-Versuch ermittelten Bonilla et al. (2010) den extrazellularen Bedarf von Zygoten
und Embryonen an Methionin im Kultivierungsmedium. Dabei war der Prozentsatz der Oozyten, die
sich zu Blastozysten entwickelten, bei Embryonen ohne Methionin niedriger als bei denen der
anderen Gruppen. Weder die Gesamtzellzahl noch die Apoptoserate oder die Verteilung der Zellen
auf das Trophektoderm und die innere Zellmasse wurden durch die Methionin-Konzentration
beeinflusst. Die Teilungsrate wurde ebenfalls nicht beeinflusst. Allerdings war der Anteil der
Blastozysten, die am 7. Tag expandierten, schlipften oder geschlipft sind, bei niedrigeren
Methionin-Konzentrationen (7 und 14 umol/L) geringer (Bonilla et al. 2010).

Die DNA-Methylierung der Blastozysten-DNA wurde durch die Methioninkonzentration nicht
beeinflusst. Bonilla et al. (2010) vermuten, dass das extrazellulire Methionin fir die DNA-
Methylierung nicht limitierend ist, da der Bedarf an S-Adenosylmethionin Gber Reserven aus der
Oozyte oder die Umwandlung von S-Adenosylhomocystein, Homocystein und Methionin gedeckt
wird. Interessanterweise ist der intrazelluldre Glutathiongehalt bei Embryonen ohne extrazellulares
Methionin hoher, obwohl Methionin als Vorlaufer fir Cystein dienen kann, welches wiederum fir
die Synthese von Glutathion bendtigt wird (Martinez et al. 2017). Diese Beobachtung erkladren sich
Bonilla et al. (2010) damit, dass es vermeintlich zu einer verstarkten Oxidation von Glutathion
kommt, da die Oxidation von Methionin zu reaktiven Methionin-Sauerstoffspezies fiihren kann
(Schoneich 2005).

Die Einflisse von Methionin wahrend der Reifung wurden in vitro noch nicht untersucht. In vivo
konnten hingegen die durchschnittlichen physiologischen Konzentrationen an Methionin bereits
bestimmt werden. Sie liegen bei 32-49 umol/L in der Eileiterflissigkeit, 31-46 umol/L in der
Uterusflissigkeit und 16-35 umol/L im Blutplasma (Hugentobler et al. 2007). Bei einer Fiitterung mit
niedrigem XP liegen die Plasmakonzentrationen bei ungefahr 21,6 umol/L (Piepenbrink et al. 1996).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Methionin-Bedarf zwischen 14 und 21 pumol/L liegt.
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Diese Konzentrationen sind niedriger oder vergleichbar mit denen im Reproduktionstrakt. Ein

Mangel an Methionin im Uterus ist deswegen sehr unwahrscheinlich (Bonilla et al. 2010).

2.6 Massenspektrometrische Untersuchungen chemischer Verbindungen aus Oozyten und

Embryonen

Vor der Etablierung der Massenspektrometrie wurden Oozyten und Embryonen mittels
Gaschromatographie untersucht, woflir mindestens 10 bis 100 Oozyten oder Embryonen pro
Analyse notwendig sind. Dies gilt als unpraktisch und liefert keinerlei individuelle chemische
Informationen. Die Massenspektrometrie ermdglicht die Analyse einzelner Embryonen oder

Oozyten und erlangt somit immer groRere Bedeutung in diesem Gebiet (Ferreira et al. 2015).

2.6.1 Lipidanalysen von Oozyten und Embryonen

Lipide spielen eine wichtige Rolle als Bestandteil von Zellmembranen, Hormonen, bei der
Energiespeicherung und als Mediator von zelluldren Signalwegen (Wu et al. 2020).

Die umfassende Analyse von Lipidmolekilen, auch ,Lipidomik”, dient zum Verstandnis der
Zellphysiologie und -pathologie. Lipide werden in acht Kategorien unterteilt (Fettsduren,
Glycerolipide, Glycerophospholipide, Sphingolipide, Sterolipide, Prenolipide, Saccharolipide und
Polyketide), welche wiederum verschiedene Molekiilklassen und Unterklassen enthalten (Fahy et
al. 2005). Lipide werden definiert als hydrophobe oder amphipathische kleine Molekiile, die ganz
oder teilweise durch Carbanion-basierte Kondensationen von Thioestern (Fettsdauren, Polyketide
usw.) und/oder durch Carbokation-basierte Kondensationen von Isopren-Einheiten (Prenole,
Sterole usw.) entstehen kénnen (Fahy et al. 2005). Darliber hinaus wurden Lipide grob in "einfache"
und "komplexe" Gruppen unterteilt, wobei einfache Lipide bei der Hydrolyse héchstens zwei Arten
von Produkten (z. B. Fettsduren, Sterole und Acylglycerine) und komplexe Lipide (z. B.
Glycerophospholipide und Glycosphingolipide) drei oder mehr Produkte ergeben (Fahy et al. 2005).
Oozyten von Sdugetieren sind meist reich an Lipiden. Intrazelluldare Lipidtrépfchen, welche
hauptsachlich aus Triacylglycerolen (TAG) bestehen, erscheinen unter dem Mikroskop dunkel.
Wahrend der Oozytenreifung und Embryonalentwickung kommt es zu Veranderungen im
Lipidprofil. Dazu gehort die Verstoffwechselung von TAGs v.a. wahrend der Reifung und der

Membranspezialisierung in Blastozysten durch komplexere Phospholipide (Ferreira et al. 2015).
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Wahrend des Follikelwachstums kommt es im Ooplasma zu einer Akkumulation von Lipidtropfchen
Uber die Bereitstellung aus der Follikelflissigkeit. Zudem ist die Anreicherung von Phospholipiden
und Cholesterin wahrend der Oozytenreifung essenziell fir die Bildung von Membranen (Prates et
al. 2014).

Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass sich das Fettsdureprofil der Oozyten durch das
Kultivierungsmedium oder die Supplementation von Lipiden verdndert. Die vorherrschenden
Fettsduren wahrend der Reifung sind Palmitinsdure (16:0) gefolgt von Stearinsdure (18:0; Prates et
al. 2014).

Unabhangig von der Spezies zeigen sich in den Massenspektrometrie-Profilen der Oozyten und
Embryonen grundlegende strukturelle Ahnlichkeiten der Lipide, wie z. B. der groRe Anteil von
Phosphatidylcholin (34:1), was darauf hindeutet, dass dies ein wichtiger Bestandteil der
Membrandoppelschicht ist (Ferreira et al. 2010, 2015).

2.6.2 Metabolomanalysen von Oozyten und Embryonen

Analysen des Metaboloms werden haufig nicht-invasiv Gber die Kultivierungsmedien
vorgenommen. Dabei wird untersucht, welche Stoffe aufgrund von Stoffwechselprozessen der
Oozyten oder Embryonen an das Medium abgegeben und aufgenommen werden. Dies wird auch
als Sekretom bezeichnet (Nel-Themaat und Nagy 2011). Die intrinsische Kontrolle der Oogenese
durch intrazelluldre Metabolite hat z.B. lange Zeit kaum Beachtung gefunden (Li et al. 2020). Dafiir
werden ganze Oozyten und Embryonen analysiert. Als Methode der Wahl gilt die
Massenspektrometrie. Mittels Massenspektrometrie kdnnen ganze Embryonen, Oozyten, einzelne
Zellen oder selbst subzelluldare Organellen analysiert werden. Sie weist eine hohe Genauigkeit auf
und ermoglicht die Analyse von hunderten Metaboliten (Lombard-Banek et al. 2017).

In den letzten zehn Jahren wurde eine Vielzahl an unterschiedlichen Technologien der
Massenspektrometrie entwickelt, die unter normalen Versuchsbedingungen
(Umgebungstemperatur und -luftdruck) arbeiten konnen. Diese Methoden, die auch als ,,ambient
ionisation” Massenspektrometrie bezeichnet werden, eignen sich besonders fiir die Untersuchung
kleiner Molekile (Lombard-Banek et al. 2017).

Transkriptome und Proteome werden als Zwischenstufen in der Verarbeitung des Genoms
betrachtet. Im Gegensatz dazu liegt das Metabolom naher am Phanotyp, da es das Endprodukt der

Genexpression darstellt (Hayashi et al. 2011). Niedermolekulare Metabolite sind die Produkte von
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Zellregulationsprozessen und geben daher Aufschluss tber die Reaktion biologischer Systeme auf
genetische, nahrstoffbedingte oder umweltbedingte Einfllisse (Singh und Sinclair 2007). Die
Untersuchung von Metaboliten birgt das Potenzial, molekulare Pfade der Zell- und
Entwicklungsprozesse zu entdecken, welche nicht unbedingt auf der Ebene des Transkriptoms oder
Proteoms nachweisbar sind. Allgemein kdénnen Verdanderungen im Metabolom innerhalb von
Sekunden auftreten und sich Uber weite Konzentrationsbereiche (z.B. millimolar bis nanomolar)

erstrecken (Lombard-Banek et al. 2017).

2.6.3 Massenspektrometrie in Lipidomik und Metabolomik

Die Massenspektrometrie (MS) hat sich zu einem der leistungsfahigsten Hilfsmittel fur die
Identifizierung von Lipiden und Metaboliten entwickelt (Lombard-Banek et al. 2017; Wu et al. 2020).
Dabei werden die entsprechenden Molekile ionisiert, in die Gasphase Uberfihrt und durch ein
elektrisches Feld als lonen beschleunigt, um im Massenspektrometer nach ihrem Masse-zu-
Ladungs-Verhaltnis (m/z) weiter getrennt zu werden (Wu et al. 2020). Bei jeder MS wird das m/z-
Verhdltnis mit der entsprechenden Haufigkeit der Molekile gemessen, wodurch das
Massenspektrum gebildet wird (Ferreira et al. 2015).

Massenspektrometer sind grundsatzlich unterteilt in Probenzufuhrsystem, lonenquelle,
Massenanalysator und Massendetektor (Wu et al. 2020).

Lipide kommen in Zellen nur selten in freier Form vor, sondern sind in den meisten Fallen in eine
Matrix gebettet, weshalb eine Lipidextraktion wie z.B. nach Bligh und Dyer, welche besonders flr
die Isolierung von Lipiden aus Zellkulturen geeignet ist, notwendig ist (Wu et al. 2020). Je nach
Extraktionsmethodik werden bestimmte Lipidgruppen bei ihrer Detektion bevorzugt, werden
jedoch die Proben bei gleichen Bedingungen und mit derselben Methodik aufbereitet, lassen sich
trotzdem aussagekraftige Ergebnisse generieren (De Lima et al. 2024).

Grundvoraussetzung fir jede lipidomische Quantifizierung ist die Verwendung mindestens eines
nicht endogenen internen Standards (IS) flr jede zu quantifizierende Lipidunterklasse (Hol¢apek et

al. 2018). Dabei sollte es sich moglichst um ein Analogon des Analyten handeln (Wang et al. 2017)

2.6.3.1 lonenquelle: Elektrospray-lonisation (ESI)
ESI ist aufgrund der Vielseitigkeit und der Kompatibilitat mit der Flissigchromatographie die
beliebteste Form der lonenquelle (Wu et al. 2020). ESI kann allerdings auch mit direkter Infusion der
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Probe durchgefiihrt werden. Dies wird als Shotgun-Lipidomik bezeichnet, mit der verschiedene
Lipidklassen aus komplexen biologischen Proben ohne vorherige chromatographische Trennung
quantifiziert werden kénnen (Ejsing et al. 2009).

Fir ESI missen die Proben in Form von Lésungen, bestehend aus fliichtigem Losungsmittel und
ionischen Analyten vorliegen. Diese werden bei Atmospharendruck in die Gasphase Uberfiihrt und
ionisiert, was zur Isolierung der entstehenden lonen fuhrt und das schrittweise Einleiten der lonen
in das Hochvakuum des Massenanalysators ermdoglicht (Gross 2013). Der sanfte lonisierungsprozess
schiitzt die chemischen Strukturen der ausgewahlten Lipide vor Beeintrachtigungen oder
Fragmentierungen (Ferreira et al. 2015; Wu et al. 2020). Daher eignet sich diese Methode
gleichermalien fir die massenspektrometrische Analyse sowohl einfacher Fettsauren als auch
groBerer Lipide wie Triacylglyceride (TAGs). Darlber hinaus bietet ESI eine der hochsten
lonisierungseffizienzen und ermdoglicht den Nachweis von Lipiden in sehr geringer Konzentration
(Wu et al. 2020).

ESI ist die einzige lonisierungsquelle, der es durch selektive lonisierung aufgrund unterschiedlicher

Ladungseigenschaften gelingt, Lipidarten voneinander zu trennen (Han et al. 2006; Wu et al. 2020).

2.6.3.2 Massenanalysator: Triple Quadrupol (QqQ)

Nach dem lonisierungsprozess werden die lonen zur Trennung im Masseanalysator beschleunigt
(Wu et al. 2020). In den Masseanalysatoren findet die Bestimmung der Masse-zu-Ladung-
Verhéltnisse (m/z) der lonen und die selektive Weiterleitung der lonen an den Detektor statt,
welcher die Intensitat aufzeichnet (Ferreira et al. 2015).

Quadrupole gehoéren zu den Masseanalysatoren mit niedriger Auflésung, welche am weitesten
verbreitet sind, da sie in der Regel preiswerter, robuster, kompakter und leichter zu bedienen sind
(Ferreira et al. 2015).

Die Kombination mehrere Analysatoren (Tandem-Massenspektrometrie MS/MS) bietet die
Moglichkeit eine Fragmentierung der lonen zu induzieren (Wu et al. 2020). Bei dem Triple-Quatrupol
sind drei Quadrupole linear hintereinandergeschaltet. Der erste Quadrupol bildet die erste Stufe
der m/z-Analyse und selektiert die Vorlduferionen fiir die weitere Fragmentierung und Analyse. Der
zweite Quadrupol hingegen dient rein als Stolkammer und sorgt fiir die Fragmentierung der lonen.
Der dritte Quadrupol ist somit die zweite Stufe der m/z Analyse, in welcher die Produktionen

selektiert und analysiert werden kdnnen (Gross 2013).
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2.6.3.3 Massendetektor: Multiple reaction monitoring (MRM)

Im Prinzip gibt es funf MS/MS-Scan-Modi. Zur Veranschaulichung werden eine festgelegte Masse
(*), die variable bzw. gescannte Masse (0), spezifische (=) und nicht spezifische Verbindungen (-)
dargestellt. Zu den Scan-Modi gehort die Erfassung des Datenbereichs (0-0), der Produktionenscan
(-0), der Vorlauferionenscan (o-¢), der Neutralverlustscan (0—>0) und der reaction-monitoring-
Scan (e—>e; Ferreira et al. 2015). In Abbildung 5 und Abbildung 6 werden vier Scan-Modi graphisch
veranschaulicht.

Damit gilt fur die MRM-Analyse, dass im ersten Quadrupol die Selektion und anschliefend im
zweiten Quadrupol die Fragmentierung des Vorlauferions stattfindet. Darauf folgt im dritten

Quadrupol die Auswahl eines bestimmten Produktions, um dies zu analysieren (Ferreira et al. 2016).
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Abbildung 5: Vier Basisfunktionen eines Triple-Quadrupols

Produktionenscan (Prod), Vorlauferionenscan (Prec), Neutralverlustscan (NL) und Multiple Reaction
Monitoring (MRM). Jeder Quadrupol kann entweder alle lonen (Scan) oder nur ein bestimmtes lon
(Fix) scannen, mit der Ausnahme, dass im zweiten Quadrupol (q2) immer die Fragmentierung
stattfindet. (Quelle: https://aston.chem.purdue.edu/research/mrm.html)

Mit freundlicher Genehmigung zur Verfligung gestellt von Christina Ramires Ferreira.
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Abbildung 6: Graphische Darstellung der MS/MS-Scan-Modi
(Quelle: https://aston.chem.purdue.edu/research/mrm.html)

Mit freundlicher Genehmigung zur Verfligung gestellt von Christina Ramires Ferreira.

Vor einer MRM-Analyse ist eine Discovery-Phase notwendig, welche mittels Vorldauferionen- und
Neutralverlustscans durchgefiihrt wird, um informative MRMs zu finden und diese fiir die Analyse
auszuwahlen (Cordeiro et al. 2017). Die Analyse der ausgewahlten MRMs erfolgt anschlieend wie
bei Datenanalysen von vollstandigen Massescanprofilen und gilt als chemisches Profil (de Lima et
al. 2018).

Bei MRM-Analysen wird haufig kein interner Standard verwendet, der fiir eine absolute
Quantifizierung notig ware. Durch Vergleiche mit Fliissigchromatographien (liquid chromatography;
LC) mit anschlieRender MS/MS konnte allerdings gezeigt werden, dass eine relative Quantifizierung
moglich ist (Franco et al. 2018; de Lima et al. 2018).

Fiir Oozyten und Embryonen ist die MRM-Analyse besonders geeignet, da trotz der kleinen
Probenmengen die Moglichkeit besteht, eine groRe Zahl an Lipiden zu untersuchen, unter anderem
auch, weil keine Chromatographie notwendig ist (de Lima et al. 2018).

Aufgrund der begrenzten Signaldauer (unter einer Minute) pro Injektion und Untersuchung kénnen
maximal 200 MRMs untersucht werden. Pro Untersuchung wird allerdings nur ein Teil der
Probenlosung bendtigt (de Lima et al. 2018).

Isomere werden bei dieser Untersuchung zusammengefasst, indem die Lipidklasse, die Anzahl der
Alkylreste und der Doppelbindungen aufgefiihrt werden (De Lima 2018). Die Bestimmung der freien
Fettsduren basiert allein auf dem Vorlauferion und die Bestimmung der Triacylglycerine (TAG) auf

den Neutralverlusten der veresterten Fettsdurereste. Da in Oozyten und Embryonen keine
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Fettsauren mit ungerader Anzahl an Kohlenstoffatomen vorkommen, fallt die Untersuchung dieser

weg (de Lima et al. 2018).

2.6.3.4 Datenanalyse Massenspektrometrie

Bei der Massenspektrometrie gibt es vielfdltige Moglichkeiten die gewonnenen Daten zu
analysieren. Dazu gehdren univariate Analysen, welche als einfach zu verwenden und zu verstehen
gelten. Sie werden in der Metabolomik haufig verwendet, um wichtige Merkmale auszuwahlen,
nehmen allerdings keinen Bezug auf andere Variablen (Chong et al. 2019). Ein Beispiel dafiir ist der
t-Test oder die false discovery rate (FDR). Ein typisches Merkmal vollstandiger Massescanprofile ist
die grole Menge an Informationen, die in jedem Datensatz enthalten ist. Multivariaten-
Datenanalysen ermoglichen hierbei eine eingehendere und effizientere Erforschung und
Interpretation chemischer Informationen (Ferreira et al. 2015). Ein Beispiel daflr ist die
Hauptkomponentenanalyse (principal componet analysis; PCA). Mit Hilfe der PCA wird der
Informationsgehalt der Daten in wenige Hauptkomponenten (Linearkombinationen der
urspriinglichen Variablen) verdichtet, um die groBten Unterschiede der Proben in moglichst wenig
Dimensionen darzustellen. Nicht korrelierende Variablen werden orthogonal dargestellt und
beschreiben unabhangig Beitrage zu einem Teil der Varianz in den Daten (Ferreira et al. 2015). Die
erste Hauptkomponente (PC1) zeigt die maximale Varianz. Die zweite Hauptkomponente (PC2) liegt
in der Richtung der maximalen verbleibenden Varianz orthogonal zu PC1 und so weiter. Die
Bedeutung jeder Variablen zur Definition einer bestimmten Hauptkomponente wird (ber
Ladekoeffizienten angegeben (Ferreira et al. 2015).

Um unerwiinschte Schwankungen der Signalintensitat durch den Matrixeffekt, der aufgrund
instrumenteller Variabilitdt oder anderer Interferenzen auftritt (Gonzalez-Serrano et al. 2016), zu
korrigieren, wird das gesamte Spektrum einem Normierungsprozess unterzogen. Sie werden auf
den Gesamtionenstrom (TIC) normalisiert, indem alle Werte durch das Gesamtsignal der
entsprechenden Probe dividiert werden (Deininger et al. 2011; Ferreira et al. 2015; Wulff und

Mitchell 2018).

2.6.3.5 Multiple testing problem in der Massenspektrometrie
Bei Hypothesentests ist die Wahrscheinlichkeit eines Fehlers erster Art auf ein "akzeptables" Risiko
begrenzt, das Ublicherweise 0,05 entspricht. Probleme treten jedoch auf, wenn nicht nur ein

einziger Hypothesentest durchfiihrt wird, sondern eine groBe Anzahl, wie beispielsweise in der
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Massenspektrometrie. Da jeder Test wiederum eine Wahrscheinlichkeit fiir einen Fehler erster Art
(falsch positiv) hat, ist bei einer groBen Anzahl von Hypothesentests das Vorhandensein von Fehlern
erster Art in den Ergebnissen praktisch garantiert (Goeman und Solari 2014). Um dieses Problem,
auch multiple testing problem genannt, zu umgehen, wird haufig die false discovery rate (FDR)

herangezogen (Benjamini and Hochberg 1995; Green and Diggle 2007).

2.7 Gentranskripte praimplantatorischer Rinderembryonen

Etwa 10.000 Gene missen in einer gut aufeinander abgestimmten Weise exprimiert werden, um
eine embryonale und friihe fetale Entwicklung zu gewahrleisten (Niemann und Wrenzycki 2000).
Die Expression bestimmter Gene ist unterschiedlichen Regulationsmechanismen unterworfen.
Dabei wird nach der Vorlage der DNA die dazugehdrige mRNA synthetisiert, die wiederum als
Bauplan fir die Proteinbiosynthese dient.

Mit der Verbesserung des IVP-Systems fiir bovine Embryonen und der Verfiigbarkeit der hoch-
sensitiven reversen Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) stehen mehr Informationen
Uber genetische Aktivitditen zur Verfigung, die es ermoglichen Transkriptionsmuster
entwicklungsrelevanter Gene zu charakterisieren (Wrenzycki et al. 1998). Aufgrund der
Nachweismoglichkeit seltener Gentranskripte und der semi-quantitativen Bestimmung dieser war
die RT-PCR die Methode der Wahl zur Untersuchung einzelner Gene. Erst mit der Einfuhrung der
reversen-Transkriptase-quantitativen Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction;
RT-qPCR) lasst sich die Amplifikation eines bestimmten cDNA-Molekils in Echtzeit liberwachen

(Wrenzycki 2018).

2.7.1 Methionin Adenosyltransferasen 2A, 2B

Durch das Gen fir die Methionin Adenosyltransferase (MAT) wird ein Protein synthetisiert, das flr
die Produktion von S-Adenosylmethionin (SAM) zustandig ist. Konkret libertragt die MAT eine
Adenosylgruppe von Adenosintriphosphat (ATP) auf Methionin und erzeugt SAM und Triphosphat.
Triphosphat wird anschlieend zu Pyrophosphat und Phosphat gespalten. SAM ist ein universeller

Methyl-Donor, der die Synthese von Phosphatidylcholin, das Aminosduregleichgewicht, die Redox-
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Abwehr und die Methylierung von DNA und Histonen unterstitzt. Durch Methylierung ldsst sich
SAM zu S-Adenosylhomocystein umgewandeln (McFadden et al. 2020).
Exprimiert werden MAT in den meisten Geweben (Steele et al. 2005; McFadden et al. 2020),
einschlieRlich Oozyten und Embryonen (lkeda et al. 2010). Dies deutet darauf hin, dass Oozyten und
Embryonen Methylierungsnahrstoffe wie Methionin unter Umstanden als Methylquelle fir
epigenetische Modifikationen nutzen (lkeda et al. 2010).
In Zellkulturen konnte die Beeinflussbarkeit von MAT nachgewiesen werden. Hormone,
Wachstumsfaktoren, unterschiedliche Sauerstoff- oder auch beispielsweise Methionin-
Konzentrationen sind Faktoren, die die Genexpression regulieren kénnen. Ein Mangel an Methionin
kann beispielsweise die Expression von MAT2A erhéhen, wdhrend der SAM-Gehalt sinkt. Ein
erhohter Gehalt an SAM oder Methylthioadenosin vermindert die Expression MAT2A (Pajares and
Markham 2011).

2.7.2 DNA-Methyltransferasen 1a, 3a

Die Familie der DNA-Methyltransferasen (DNMT) umfasst eine konservierte Gruppe von DNA-
modifizierenden Enzymen, die eine zentrale Rolle bei der epigenetischen Genregulation spielen. Alle
DNMTs verwenden SAM als Methylgruppendonator (Lyko 2018).

Die DNA-Methylierung ist moglicherweise entscheidend an der genetischen Pragung (Imprinting),
X-Chromosom-Inaktivierung, Genomstabilitdt, Unterdriickung von Transkriptionsrauschen und
Kontrolle gewebespezifischer Genexpression beteiligt (Bird und Wolffe 1999). Durch DNA-
Methylierung wird die Expression der methylierten Gene entweder induziert oder vermindert
(Barlow 1997). Diese Regulierung findet v.a. Gber die Methylierung von CpG (Cytosin-phosphatidyl-
Guanin) - Inseln statt. Sie gelten als eine Art zelluldres Gedachtnis (Li und Zhang 2014). Wahrend des
gesamten Lebenszyklus unterliegt das Genom dynamischen Verdanderungen der Methylierung. Nach
der Fertilisation findet zuerst eine Demethylierung des paternalen und ab dem Zweizellstadium des
maternalen Genoms statt. Darauf folgt eine De-novo-Methylierung, welche die
Methylierungsmuster bis zum Blastozystenstadium wiederherstellt (Li und Zhang 2014). Jegliche
Stérungen des Methylierungsprozesses kdnnen zu Dysregulationen im Entwicklungsprozess fiihren
(Wrenzycki und Niemann 2003) und letal sein (Li et al. 1992). Abnormal hohe Transkriptionsmengen
an DNMTs stehen meist mit Methylierungsfehlern im Zusammenhang, welche auch in der De-novo

Methylierung auftreten und nach der Zellteilung ibernommen werden (Wrenzycki et al. 2001b). In

31



Literatur

vivo generierte Embryonen weisen geringere DNMT-Transkriptionsgehalte als in vitro generierte auf
(Wrenzycki et al. 2001b). Nachweisbar sind DNTMs wéahrend der gesamten Embryonalentwicklung
boviner Embryonen (Golding und Westhusin 2003).

DNMT1 ist das am haufigsten untersuchte, am haufigsten vorkommende und eines der wichtigsten
DNMT-Gene. Die Hauptaufgabe von DNTM1 ist es den Methylierungsstatus wahrend der DNA-
Replikation zu regulieren und zu erhalten (Wrenzycki et al. 2001b; Grohmann et al. 2005; Li und
Zhang 2014). Dabei geht es vor allem um den Erhalt stark methylierter CpG-Inseln, indem
hemimethylierte DNA-Stange vervollstandigt werden (Li und Zhang 2014). De-novo-Methylierungen
flhrt sie kaum oder gar nicht aus (Chen und Li 2006). Beim Rind besitzt das Gen DNMT1 zwei
Transkriptionsvarianten. Das langere Transkript wird als DNMT1A und die gespleillte Variante als
DNMT1B bezeichnet (Russell und Betts 2008).

Im Gegensatz zu DNMT1 haben die Polypeptide von DNMT3A und DNMT3B keine Praferenz fir
hemimethylierte DNA und tragen dazu bei Methylierungsmuster wadhrend der

Embryonalentwicklung mittels De-novo-Methylierung zu etablieren (Uysal et al. 2015).

2.7.3 Interferon tau (IFNT)

IFNT dient der maternalen Erkennung und Erhaltung der Trachtigkeit durch dessen
antiluteolytischen Effekt. Die Hemmung des Oxytocinrezeptorgens verhindert die Freisetzung
luteolytischer Stoffe wie PGF2a im Endometrium. Zudem werden Interferon-stimulierte Gene in den
Endometriumszellen parakrin aktiviert, um die Implantation zu erleichtern. Bis zum 16. Tag der
Trachtigkeit muss dieses Signal erfolgen (Roberts et al. 1992; Sanchez et al. 2018).

Mit der Expansion der Blastozyste und der gleichzeitigen Differenzierung des Trophoblasten beginnt
dieser IFNT zu exprimieren. AusschliefSlich das Trophectoderm ist in der Lage IFNT zu exprimieren
(Hernandez-Ledezma et al. 1992). Das Entwicklungsstadium und die Qualitdit des Embryos
beeinflussen dabei die Expression von IFNT (Hernandez-Ledezma et al. 1993). Eine friihe Erh6hung
der IFNT-Expression wurde mit einer guten Qualitat der Embryonen assoziiert (Hernandez-Ledezma
et al. 1993). Sich friih entwickelnde Embryonen weisen allerdings einen geringeren Gehalt an IFNT
auf und besitzen gleichzeitig eine hohere Entwicklungskompetenz (Kubisch et al. 1998). Unterstiitzt
wird dies auch dadurch, dass in vitro generierte Embryonen eine hohere Expression an IFNT
aufweisen als in vivo generierte, welche eine hohere Entwicklungskompetenz aufweisen (Wrenzycki

et al. 2001a).
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2.7.4 Heat shock protein 1 (HSPA1A)

HSPA1A gehort zu der Gruppe der Heat shock Proteine (HSP), welche zundchst in Zellen
nachgewiesen wurden, die erhéhten Temperaturen ausgesetzt wurden (Levy 2001). Dabei stellte
Ritossa (1962) ein Aufblahen der Speicheldriisenchromosomen bei der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster fest, was 12 Jahre spater mit der Genexpression von HSPs in Zusammenhang gebracht
wurde (Neuer et al. 1999).

Alle untersuchten Organismen von prokaryotischen Bakterien bis zu Sdugetieren reagieren auf Hitze
mit einer Reduzierung der Synthese der meisten Proteine und steigern die Synthese weniger HSPs.
Diese Art der zellularen Antwort hat sich in der Evolution kaum verdandert, da die Aminosauremuster
der HSPs stark konserviert sind (Neuer et al. 1999).

HSPs besitzen zwei Hauptaufgaben. Zum einen wird ihre Expression durch eine Vielzahl an
metabolischen Storfaktoren gesteigert, weshalb sie auch als Marker fir zelluldaren Stress dienen
(Welch 1992). Zum anderen fungieren HSPs als Chaperone, welche héaufig als intrazelluldre
Housekeeping-Proteine bezeichnet werden (Neuer et al. 1999; Levy 2001); d.h. sie unterstiitzen die
richtige Faltung neusynthetisierter Proteine oder anderer Proteine, die ihre native Konformation
verloren haben. AulRerdem |6sen Chaperone Proteinaggregate auf und leiten den Abbau
beschadigter Peptide ein (Macario 2007).

HSPs werden nach ihrem Molekulargewicht eingeteilt und nicht nach ihrer Funktion (Neuer et al.
1999). HSPA1A wird aufgrund seines Molekulargewichts von 70 kda auch HSP70 genannt. Es ist das
am starksten induzierte Stressprotein in der Gruppe der HSPs (Welch 1992).

Auch bei Embryonen wird durch Umweltfaktoren wie Hitzestress (Edwards et al. 1997; Kawarsky
und King 2001) oder oxidativem Stress die Exprimierung von Genen wie HSPs verstarkt (Wrenzycki
et al. 2001a). AuBerdem wird ihnen eine wesentliche Rolle beim Schutz vor Apoptose zugeschrieben
(Neuer et al. 1999).

Die mRNA von HSPA1A ist wahrend der gesamten Embryonalentwickung nachweisbar (Wrenzycki
et al. 1998; Kawarsky und King 2001). Schon ab dem Zweizellstadium sind die Embryonen in der
Lage auf Hitzestress mittels erhohter Bildung von HSPA1A zu reagieren (Lannett Edwards und
Hansen 1996). Aufgrund dessen wird HSPA1A haufig als Indikator von Umweltstress verwendet

(Wrenzycki et al. 1998, 1999; Russell et al. 2006).
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Anhang

3  MATERIAL UND METHODEN

Die verwendeten Medien und Chemikalien stammen, sofern im Text nicht anders angegeben, von

der Firma Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) und sind im Anhang beschrieben.

3.1 Tiere

In einem Tierversuch (18_12_10_LUA_ATS_RF_G 18-20-073 - Aminokuh) auf dem Hofgut Neum{hle
(Lehr- und Versuchsanstalt fir Viehhaltung, Miinchweiler an der Alsenz, Deutschland) wurden 30
pluripare Holstein Kiihe nach der Abkalbung zufdllig in zwei Gruppen aufgeteilt. Zu der
Versuchsgruppe (RPAA) gehorten 14 Kihe und zu der Kontrollgruppe (CON) 16 Kiihe. Im Zeitraum
der Oozytengewinnung befanden sich die Kiihe in der zweiten bis maximal vierten Laktation. Die
durchschnittliche Anzahl der Laktationen betrug in der Versuchsgruppe 2,64 + 0,84
(Standardabweichung (SD)) und in der Kontrollgruppe 2,38+ 0,5 (SD) Laktationen. Gehalten wurden
die Tiere in einem Liegeboxenlaufstall mit Tiefboxen. Die Gewinnung der Kumulus-Oozyten-
Komplexe (KOK) fand in dem Zeitraum vom 12.03.2019 bis zum 30.07.2019 statt. Dies erfolgte
wochentlich ab dem 40. Tag post partum mittels Ovum Pick-Up (OPU). Die Kiihe wurden maximal

achtmal und am Punktionstag in zufalliger Reihenfolge punktiert.

3.2 Rationen

Die Kiihe erhielten zwei unterschiedliche Total-Mischrationen (TMR). Die erste TMR erhielten alle
Tiere, also sowohl die Tiere der Versuchs- als auch die der Kontrollgruppe, wahrend der
Trockenperiode (bis zum Tag des Kalbens). Sie deckte den Bedarf an Nettoenergie und Rohprotein
(XP) einer trockenstehenden Kuh mit einem Kérpergewicht von 650 kg und einer angenommenen
Trockenmasseaufnahme (DMI) von 12 kg pro Tag. Die zweite TMR wurde nach dem Kalben an die
Kihe verfuttert. Diese deckte den Bedarf an Energie und XP fiir eine Milchleistung von 37 kg bei
einem angenommenen DMI von 22,6 kg. Die Zusammensetzung der Rationen beider Gruppen ist in
Tabelle 1 dargestellt und erfolgte nach bedarfsgerechter Versorgung an Rohprotein (XP), nutzbarem
Rohprotein (nXP) und Netto-Energie-Laktation (NEL). Die Versuchsgruppe erhielt, bei
gleichbleibendem Anteil an XP, zusatzlich die pansengeschiitzten Aminosauren Methionin als Kemin
Metasmart dry® (45 g pro Tag) und Lysin als LysiGEM® (40 g pro Tag). Die Berechnung der Netto-

Energie-Laktation (NEL) und des Rohproteins (XP) der Futtermittel erfolgte nach Empfehlungen der
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Gesellschaft fur Erndhrungsphysiologie der Haustiere (GfE 2001). Die Futterkomponenten wurden
zweiwdchentlich beprobt und bei -20 °C fur weitere Analysen gelagert.
Finf Tage vor dem geschatzten Geburtstermin bis flnf Tage post partum wurden die Kiihe getrennt
von der Herde in strohbedeckten Abkalbeboxen gehalten. Die Futteraufnahme der einzelnen Kihe
konnte wahrend dieser Zeit nicht erfasst werden. Nachdem die Kiithe in den Freilaufstall kamen,
wurde die individuelle Futteraufnahme der Kiihe durch ein elektronisches Fltterungssystem

(Roughage Intake Control, Insentec B.V., Marknesse, Niederlande) aufgezeichnet.

Kalbung 1. 2. 3 4. 5 6 7. 8.
I R R I S S N S
I Mindestens |7 Tage I I I I I I I
40 Tage
Abbildung 7: Versuchsschema mit acht OPU-Sitzungen
Tabelle 1: Futtermittelzusammensetzung
Parameter -21 bisO0Tage -21bis0Tage || 1 bis 100 Tage 1 bis 100 Tage
CON ¢ RPAA CON o RPAA
XP (g/kg T™M) 140 140 160 160
nXP (g/kg TM) 140 140 160 160
RNB (g/kg TM) 0 0 0 0
NEL (MJ/kg TM) 6,3 6,3 7,0 7,0
Aminosaure-Zulage -- -- -- Metasmart (45 g)
+ Lysin (40 g)

XP Rohprotein; nXP nutzbares Rohprotein; RNB ruminale Stickstoffbilanz; NEL Netto-Energie-
Laktation

3.3 Gewinnung und Analyse der Milchleistungsdaten

Die Milchleistungsdaten wurden von der Lehr- und Versuchsanstalt fir Viehhaltung, Hofgut
Neumihle bereitgestellt. Zum Vergleich beider Gruppen erfolgte die Auswertung der

Milchleistungen Uber die ersten 15 Wochen der Laktationen. Die Protein-, Fett- und
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Harnstoffgehalte in der Milch wurden in unregelmaligen Abstdnden bestimmt, aber zur
Auswertung und Veranschaulichung in woéchentlichen Abstdnden dargestellt. Die Ergebnisse
wurden in Excel (Version 16.73) mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung geprift und
als arithmetischer Mittelwerte (X) und Standardabweichung (SD) dargestellt. Es erfolgte ein
gepaarter und ungepaarter T-Test. Als statistisch signifikant wurden Unterschiede mit einem P <

0,05 angesehen.

3.4 Technische Ausriistung fiir die ultraschallgeleitete transvaginale Follikelpunktion

Fir die ultraschallgeleitete transvaginale Follikelpunktion (engl. Ovum Pick-Up; OPU) ist eine
umfangreiche technische Ausristung notwendig. In diesem Versuch wurde ein Ultraschallgerat
(Logiq e, GE Healthcare GmbH, Solingen, Deutschland) mit dazugehdriger Mikrokonvex Sonde (GE
8C-RS, 3,5-10 MHz), ein Sondentrager aus PVC, eine Absaugpumpe mit integrierter Warmeplatte
(Aspirator 3, Labotect Labor-Technik-Gottingen GmbH, Rosdorf, Deutschland), ein
Aluminiumwarmeblock (Labotect Labor-Technik-Gottingen GmbH, Rosdorf, Deutschland) zum
Stabilisieren der Temperatur des Mediums sowie geeignete Kantlen zur Follikelpunktion genutzt.
Zur Verwendung kamen 70 mm lange 20G Kanilen mit kurzem Anschliff (Terumo Europe N.V.,

Leuven, Belgien).

Abbildung 8: Sondentrager! mit Ultraschallsonde?, Metallfiihrstab® und aufgesetzter Kanile*

Wie in Abbildung 8 dargestellt, konnte durch den oberen Fihrungskanal des Sondentragers die
Kanile mit Saugvorrichtung mithilfe eines Metallstabes eingefiihrt und wieder zuriickgezogen
werden. Am Ende des Metallstabs befand sich ein einschraubbarer Adapter, der die Befestigung des

Schlauches und der Punktionskaniile ermoglichte (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Metallstab?, Adapter® mit aufgesetztem PTFE-Schlauch? und Punktionskanile*

Der Schlauch (Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) bestand aus Polytetrafluorethylen
(PTFE) und besal einen Innendurchmesser von 1,5 mm und eine Wandstarke von einem Millimeter.
Dieser wurde durch einen Silikongummistopfen (Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
gefiihrt, der ein 50 mL Falconréhrchen (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) verschloss. Um in
diesem System einen Unterdruck zu generieren, erfolgte das Durchstechen des Silikongummistopf
mittels Kanule (Sterican 1,2 x 40mm, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland), die durch
Heidelberger Verlangerungen (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) an die

Absaugpumpe angeschlossen wurde. Dies ist in Abbildung 10 dargestellt.

Abbildung 10: Falconréhrchen?, Silikongummistopfen?,

Schlauch?® und Kanile mit Heidelberger Verlangerung®

In den unteren FlUhrungskanal wurde die Ultraschallsonde eingelegt. Bei dem Sondentrager
handelte es sich um einen Eigenbau der Feinmechanik-Werkstatt des Instituts fir Nutztiergenetik
des Friedrich-Loffler-Instituts in Mariensee in Zusammenarbeit mit der Klinik fir Rinder der Stiftung

Tierarztliche Hochschule Hannover. Um eine Follikelpunktion direkt im Stall zu erméglichen, erfolgte
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die Installation der technischen Ausrlistung wie in Abbildung 11 dargestellt auf einem rollbaren
Tisch.
Abbildung 11: Rollbarer Tisch mit
, technischer Ausristung: Ultraschallgerat?,

Absaugpumpe? mit dazugehdérigem Pedal®

und Wirmeblock?*

3.5 Gewinnung der KOK mittels OPU

Fiir die Durchfliihrung der transvaginalen, ultraschallgeleiteten Follikelpunktion erhielten die Kiihe
eine Epiduralandsthesie mit ca. 5 mL 2 %iger Procainhydrochlorid-Losung (Procamidor®, WDT,
Grabsen, Deutschland). Die Epiduralandsthesie erfolgte als eine kleine Sakral-Anasthesie zwischen
Kreuzbein und erstem Schwanzwirbel bzw. zwischen erstem und zweitem Schwanzwirbel. Vor der
Applikation des Lokalanasthetikums mittels Kantle (Sterican 1,2 x 40mm, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) wurde die Injektionsstelle rasiert, gewaschen und desinfiziert

(Spitacid™,Ecolab, Mohnheim am Rhein, Deutschland). Nach der Reinigung der Vulva und des
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Perineums mittels Spitacid™ wurde der Sondentrdger mit Punktionsgerdt vaginal eingefiihrt.
Daraufhin erfolgte eine transrektale Lagerung des jeweiligen Ovars vor den Ultraschallkopf. Follikel,
die groBer als 2 mm waren, wurden durch das Vaginaldach unter Ultraschallkontrolle punktiert. Als
Spilflissigkeit diente 37 °C warme PBS-Lésung mit 1 % FBS (Fetal Bovine Serum, GIBCO, Thermo
Fischer Scientific, Waltham, USA) und 11,2 mg Heparin (£ 4 |.E.) pro Liter. Die Pumpe erzeugte einen
Unterdruck von =90 mmHg, wodurch sich die KOK samt Follikelflissigkeit in ein 50 mL-
Falconrohrchen aspirieren lieBen. Der Warmeblock, der durch die Absaugpumpe mit integrierter
Warmeplatte auf 37 °C erhitzt wurde, diente der Warmhaltung der Falconréhrchen. In Abbildung

12, Abbildung 13 und Abbildung 14 ist zu sehen, wie die KOK-Gewinnung im Stall stattfand.

Abbildung 12: Gewinnung der KOKs mittels OPU

39



Material und Methoden

Gelbkorper

Follikel

3.6 In-vitro-Produktion (IVP)

Die In-vitro-Produktion (IVP) besteht aus der In-vitro-Maturation (IVM), In-vitro-Fertilisation (IVF)

und In-vitro-Kultivierung (1VC).

3.6.1 In-vitro-Maturation (IVM)

Die Follikelfliissigkeit wurde durch ein Sieb (Retsch, Haan, Deutschland) mit einer Maschenweite
von 75 um gegeben, um die KOK von der Follikelfliissigkeit und anderen kleineren Bestandteilen zu

trennen. Mithilfe von PBS-Lésung lieRen sich die KOK in eine Petrischale (660 mm, Greiner Bio one
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GmbH, Kretschmiinster, Osterreich) spiilen. Die KOK wurden unter einem Stereomikroskop
(Olympus, Hamburg, Deutschland) mit Heiztisch (180 x 180 mm, Minitib, Tiefenbach, Deutschland)
herausgesucht und mit einem Pipettierhelfer (micro-classic, Brand, Wertheim, Deutschland) und
dazugehoriger 20 pL-Glaspipette (Blaubrand intraMARK, Brand, Wertheim, Deutschland) durch drei
vorgewdrmte Waschtropfen (100 uL Tropfen aus Tissue Culture Medium (TCM) air) pipettiert. Diese
wurden auf Heizplatten warmgehalten. Die Reifung der KOK erfolgte in 250 pL Reifungsmedium in
einem 0,5 mL ReagiergefaR (SafeSeal micro tube, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland), das zusatzlich
mit Parafilm® verschlossen wurde. Als Reifungsmedium dienten 975 pL TCMair kombiniert mit 25
uL Suigonan® (MSD, Haar, Deutschland); bestehend aus Pregnant Mare Serum Gonadotropin
(PMSG, 10 L.E.) und Choriongonadotropin (hCG, 5 I.E.). Die Reifung erfolgte fiir 24 Stunden in einem
Warmeschrank (UN 30, Memmert, Schwabach, Deutschland) bei 39 °C. In Abbildung 15 sind die

dafiir verwendeten Laborgerate zu sehen.

Abbildung 15: Mikroskop! mit aufliegendem Heiztisch? und Steuergerite mit eingebauter

Heizplatte?

3.6.2 In-vitro-Fertilisation (IVF)

Fir die In-vitro-Fertilisation wurde eine Paillette mit tiefgefrorenem Sperma fiir 10 Sekunden in 37
°C warmem Wasser aufgetaut, die Flissigkeit in ein Reagiergefal mit 675 uL SpermfFilter® (Gynotec
B.V., Malden, Niederlande) und 75 pL Fert.-TALP-Gebrauchslésung gegeben und 16 Minuten bei 380

x g in eine Zentrifuge (Minispin® plus, Eppendorf, Hamburg Deutschland) gestellt. Der Uberstand
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wurde bis auf ca. 50 pL abpipettiert, mit 750 pL Fert.-TALP-Gebrauchslésung aufgefullt und
anschlieBend erneut fiir 3 Minuten bei 380 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder auf 50 pL
abpipettiert und mit 750 pL Fert.-TALP-Gebrauchslosung aufgefillt. Diese enthielt, um die
Kapazitation der Spermien zu induzieren, Hypotaurin, Heparin und Epinephrin (HHE; 0,1 IE/ml
Heparin, 10 uM Hypotaurin und 1 uM Epinephrin). Es folgte eine Zentrifugation fir 3 min bei 380 x
g. Danach wurde der Uberstand bis auf ca. 100 pL abpipettiert und die Fliissigkeit im offenen
Reagiergefall im Brutschrank bei 39 °C und 5 % CO; aufbewahrt. Um das Volumen der benétigten
Spermiensuspension  (Soll-Dichte:  10® Spermien/mL) zu berechnen, erfolgte eine
Spermiendichtebestimmung mittels Thoma-Zahlkammer (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland). Die
KOK wurden davor unter einem Stereomikroskop (SZX7 Olympus, Hamburg, Deutschland) mit
beheizbarem Tisch (Gynemed, Lensahn, Deutschland) durch drei Fert.-TALP-Tropfen gewaschen und
in 100 puL HHE-Tropfen in eine Petrischale (¢ 35 mm) pipettiert. Die Tropfen wurden vorher mit
Silikondl (DC 200, Serva, Heidelberg, Deutschland) bedeckt und in einem Brutschrank (Heracell 150i,
Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) bei 39 °C mit 5 % CO, und feuchtigkeitsgesattigter

Atmosphare aquilibriert.

3.6.3 In-vitro-Kultivierung (IVC)

Achtzehn Stunden nach Zugabe der Spermien erfolgte die Denudierung der vermeintlichen Zygoten
durch vierminutiges Vortexen in einem ReagiergefaR mit 37 °C warmem TCMair. Anschlieend
wurden diese in drei Waschtropfen (80 pL) SOF-Kultivierungsmedium mit bovinem Serumalbumin
(BSA; 4 mg/1 mL SOFaa) unter Silikonol gewaschen und zu je 5-7 Zygoten pro Kulturtropfen (30 pL)
unter Ol in eine Petrischale (» 35 mm) gesetzt. In einem Brutschrankschrank mit 5% CO2, 5 % O, 90
% N2 bei 39 °C und feuchtigkeitsgesattigter Atmosphare erfolgte die Kultivierung.

An Tag 7 (Tag 0 = IVF) und Tag 8 wurde unter einem Stereomikroskop die Teilungs- und
Entwicklungsrate der Embryonen beurteilt. Die Teilungsrate berechnete sich aus dem Anteil der
geteilten Embryonen zu den kultivierten vermeintlichen Zygoten pro Gruppe. Die Entwicklungsrate
ergab sich hingegen aus dem Anteil an Morulae, Blastozysten, expandierten Blastozysten (siehe
Abbildung 16), schliipfenden und geschliipften Blastozysten an der Gesamtzahl der kultivierten

vermeintlichen Zygoten pro Gruppe.
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Abbildung 16: Expandierte Blastozyste

3.7 IVP boviner Embryonen aus Ovarien geschlachteter Kiihe

Die IVP von Embryonen aus Ovarien geschlachteter Kiihe diente als Laborkontrolle im Vergleich zu

den Embryonen, die aus mittel OPU gewonnenen Oozyten erzeugt wurden.

3.7.1 Herkunft der Ovarien

An dem Schlachthof, Fleischmarkt Olpe (Olpe, Deutschland), erfolgte die Entnahme der Ovarien
adulter, geschlechtsgesunder Kiihe direkt nach der Schlachtung. In 37 °C warmer PBS-Lésung
wurden die Ovarien in einem Thermobehalter innerhalb von maximal vier Stunden in das IVP-Labor

nach GieBen transportiert.

3.7.2 Gewinnung der Kumulus-Oozyten-Komplexe (KOK)

Zundachst erfolgte das Waschen der Ovarien mit einem Liter 37 °C warmer, 0,9 %iger Natriumchlorid-
Losung, welche zusatzlich 0,1 g Streptomycin und 0,06 g Penicillin enthielt. AnschlieRend fand in
einer Glaspetrischale (¢ 150 mm) mittels Slicing-Methode (Eckert und Niemann 1995) die Isolierung
der KOK statt. Fir diese Methode wurden in einem Block zehn Kirschnerklingen in einem Abstand
von zwei bis drei Millimetern aneinandergeschraubt. Die Fixierung der Ovarien erfolgte mit einer

Arterienklemme, um die Follikel in 100 ml PBS-L6sung mit den ,,Slicern” zu er6ffnen, sodass die
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FollikelflUssigkeit mit den KOK heraus gespiilt werden konnte. Mit einem herkdmmlichen Sieb
erfolgte anschlieRend das Abfangen grober Gewebestlicke. Petrischale und Sieb wurden danach mit
PBS-Losung ausgesplilt. Das weitere Vorgehen entspricht, bis auf kleine Unterschiede in der
Maturation, dem in Kapitel 3.5. beschriebenen Vorgehen. In diesem Fall wurden 20 KOK pro
Reifungstropfen in 100 uL TCM199, unter Silikondl in einer Petrischale (¢ 35mm) inkubiert. Zudem
erfolgte die Inkubation bei 39 °C, 5 % CO; und feuchtigkeitsgesattigter Atmosphadre in einem

Brutschrank (Heracell 150i, Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA).

3.8 Blutuntersuchungen

3.8.1 Gewinnung, Aufbereitung und Archivierung der Serum- und Plasmaproben

Im Anschluss an das OPU erfolgte die Blutentnahme aus der Schwanzvene der jeweiligen Milchkiihe.
Von jedem Versuchstier wurde jeweils eine Probe fiir die Serum- und eine Probe fir die
Plasmauntersuchung entnommen. Die Serumrdhrchen (S-Monovette® 9 mLZ, Sarstedt, Niimbrecht,
Deutschland) mussten im Gegensatz zu den Plasmaréhrchen (S-Monovette® 9 mL LH, Sarstedt,
Nimbrecht, Deutschland) Giber eine Stunde bei 4 °C aufrecht gelagert werden, damit diese komplett
gerinnen konnten. Zur Gewinnung des Serums und des Plasmas wurden die R6hrchen 10 Minuten
bei 2000 x g zentrifugiert. AnschlieBend erfolgte das Abpipettieren und Einfrieren des Uberstandes
bei-20 °C. Insgesamt wurden 50 Blutproben von 16 Kiihen (jeweils 8 Kiihe pro Gruppe) entnommen.

Davon waren 22 Blutproben aus der Versuchsgruppe und 28 aus der Kontrollgruppe.

3.8.2 Bestimmung der Aminosdurekonzentration im Plasma

Die Bestimmung der Amminosdurekonzentration im Plasma wurde von der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Eder aus dem Institut flr Tiererndhrung und Erndhrungsphysiologie der JLU GielRen

durchgeflhrt.
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3.8.2.1 Aufbereitung

Zunachst erfolgte eine Eiweil¥fdllung durch eine Vermischung von 200 pL aufgetautem Plasma mit
200 pL Sulfosalicylsdure (10 %ig; 5965-83-3; mit entionisiertem Wasser verdiinnt) in einem 1,5 mL
Reagiergefal} (SafeSeal ReagiergefaR, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland). AnschlieBend wurden 20
uL Norleucin (2099 uM, N6877) als interner Standard hinzugegeben. Der interne Standard diente
zur Berechnung der Aminosaurekonzentrationen. Es erfolgte eine erneute Vermischung und eine
Inkubation flr eine Stunde bei 4 °C zur vollstandigen Prazipitation. Um ausgefallene Proteine und
groReren Bestandteile zu entfernen, schloss sich eine Zentrifugation (Fresco 21 Mikrozentrifuge,
Fischer Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland) mit 21,1 x g, Gber 10 min bei 4 °C an. Zur
Abtrennung kleinerer Bestandteile wurde der Uberstand auf einen Zentrifugationsfilter (Centrifuge
tube filters, Costar® Spin-X®) gegeben. Die Zentrifugation erfolgte mit 16,1 x g fiir 5 min bei 4 °C.
Danach wurden mindestens 100 uL der Probe in ein Mikroliter-Probengefall aus Kunststoff (Art. Nr.
6.021.233, Laborbedarf Onken GmbH, Griindau, Deutschland) gegeben, das mittels Septum-Deckel
(Art. Nr. 6.021.233, Laborbedarf Onken GmbH, Grindau, Deutschland) verschlossen wurde. Die
Messungen erfolgten mit 50 uL der einzelnen Proben.

Zur Kalibrierung wurde eine Aminosaure-Eichldsung mit einer Konzentration von 25 uM angesetzt.
Hierzu wurde eine 1:20 Verdinnung einer Aminosaure-Standard-Losung (500 pM, A-9906)
hergestellt, indem 50ul dieses Standards mit 1950 uL Probenverdinnungspuffer (pH = 2,2; Art. Nr.
80-2083-10; Laborbedarf Onken GmbH, Grindau, Deutschland) versehen wurde. Diese
Kalibrierldsung wurde analog zu den Proben behandelt und bei -20 °C eingefroren. Uber die
Messungen der Eichloésungen lieflen sich die Responsfaktoren der einzelnen Aminosaduren
berechnen. Diese geben an, wie sich das photometrische Signal der Aminosaurenderivate im

Vergleich zum Signal des Norleucin-Derivats (Interner Standard) verhalt.

3.8.2.2 Aminosdurenanalysator (AAA)
Untersucht wurden die Plasma-Proben mit einem Aminosdurenanalysator (Biochrom 30+, Biochrom
Ldt., Cambridge, UK). Dabei erfolgte die chromatographische Auftrennung der freien Aminosauren
auf einem Kationenaustauscherharz. Um die Bindung der Aminosauren auf dem Harz zu erreichen,
mussten diese in protonierter Form als NHs*-lon vorliegen. Dies erfolgte bei einem pH-Wert von 2,2,
da dieser unter dem pKs-Wert der ,sauersten” Aminosadure lag. Die Elution und Auftrennung der
Aminosduren wurde Uber einen pH- und Konzentrationsgradienten mit finf verschiedenen
Lithiumcitratpuffern (80-2038-15, 80-2038-16, 80-2099-83, 80-2097-18, 80-2037-69; Laborbedarf

Onken GmbH, Griindau, Deutschland) und einem Temperaturgradienten von 35 bis 85 °C erreicht.
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Der Auftrennung der Aminosauren Uber die Saule folgte eine Nachsdulenderivatisierung mittels
Ninhydrin (80-6000-13, Laborbedarf Onken GmbH, Griindau, Deutschland) in einem Reaktor bei 120
°C. Die photometrische Messung der blau-violett gefarbten Aminosdurederivate (Ruhemanns-
Purpur) wurde bei 570 nm vorgenommen. Mit einer FlieRgeschwindigkeit der Puffer von 20 mL/h
und Forderung von Ninhydrin mit 20 mL/h betrug die Gesamtlaufzeit einer Analyse inklusive

Konditionierung 181 min. mit dem AAA.

3.8.2.3 Statistische Auswertung
Die Ergebnisse wurden in Excel (Version 16.73) mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf
Normalverteilung geprift und als arithmetische Mittelwerte (X) mit der Standardabweichung (SD)
dargestellt. Es erfolgte ein einfacher T-Test. Als statistisch signifikant wurden Unterschiede mit

einem P<0,05 angesehen.

3.9 Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Untersuchung wurde von Christina Ramires Ferreira am Bindley
Bioscience Center der Purdue University durchgefuhrt.

Ziel der Untersuchung war es mogliche Unterschiede im Lipidmuster und dem Metabolom
darzustellen. Daflr wurden unreife Oozyten (unmittelbar nach der Gewinnung), reife Oozyten (nach
24 Stunden IVM) und expandierte Blastozyten (Tag 7 oder 8) von der Versuchs- und Kontrollgruppe
aufbereitet. Eine Probe bestand aus 4 unreifen/reifen Oozyten, da einzelne Oozyten zu geringe
Metabolit- und Lipidgehalte fir diese Untersuchung aufweisen. Die expandierten Blastozysten

lieRen sich einzeln untersuchen.

3.9.1 Aufbereitung fiir die Massenspektrometrie

Zunachst erfolgte das Entfernen der Kumuluszellen von den unreifen und reifen Oozyten. Dafur
wurden die Oozyten 30 Sekunden in Hyaluronidasemedium (GM501 Hyaluronidase, Gynemed,
Deutschland), mit 80 IU/mL Hyaluronidase in HEPES-gepuffertem Medium mit 4 g/L hSA (Human

Serum Albumin) inkubiert und anschlieBend 3 Minuten gevortext. Um alle Kumuluszellen zu
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entfernen, wurden die Oozyten mehrfach mit einem Stripper (EZ-Grip, Research Instruments Ltd,
Falmouth, UK) aufgezogen. Die dazugehorigen Spitzen (EZ-TIP, Research Instruments Ltd, Cornwall,
UK) hatten einen Durchmesser von 135 um.

Die Proben wurden anschlieRend in einem Methanol/Wasser (1/3) -Gemisch gewaschen und bei -
80 °C in 0,5 mL ReagiergefaBen (SafeSeal micro tube, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)
tiefgefroren.

Daraufhin erfolgte eine modifizierte Lipidextraktion nach Bligh und Dyer (1959): Zur Induzierung der
Zelllysis wurde 40 uL Ampuwa® (Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) zu der Probe pipettiert.
Zudem wurden 90 pL Methanol und 50 pL Chloroform hinzugefiigt und alles mithilfe einer Pipette
15 Sekunden gemischt, sodass eine einphasige Losung entstand. Das Methanol wurde zuvor mit 2,5
mg BHT (2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol) auf 50 mL zur Verhinderung der Lipidperoxidation
versetzt. Es folgte eine 15-mintige Inkubation bei 4 °C. Nach Zugabe von 50 pL Chloroform und 50
UL Ampuwa® erfolgte eine Zentrifugation bei 800 x g fiir 5 Minuten, um die Separierung der polaren
von der nicht polaren Phase zu verstdrken. Zwischen beiden Phasen befanden sich ausgefallte
Proteine. Diese wurden zurlickgelassen, indem von beiden Phasen jeweils 80 pL in ein neues
Reagiergefal’ pipettiert wurden. In einem Evaporator (MicroDancer Infrared Evaporation System,
Zinsser Analytic, Frankfurt am Main, Deutschland) erfolgte die Trocknung der Proben bei ca. 30 °C.
Bis zur Durchfliihrung der Massenspektrometrie wurden die Proben mit Parafilm luftdicht

verschlossen, vakuumiert und bei -80 °C gelagert.

3.9.2 Multiple Reaction Monitoring (MRM)

Untersucht wurden 72 Proben. Das entspricht 12 Proben aus jeder der 6 Gruppen. Diese Gruppen
sind expandierten Blastozysten, unreifen und reifen Oozyten, jeweils aus der Versuchs- (RPAA) und
Kontrollgruppe (CON). Aufgrund zweier Kontaminationen und gleichartig verdnderter
Untersuchungsergebnisse, welche auf eine zu hohe Temperatur bei der Evaporation zuriickzufiihren
waren, folgte der Ausschluss der ersten sechs Proben. Dies betraf jeweils eine Probe pro Gruppe.

Bei 7 der 11 Proben jeder Gruppe fand eine Lipidanalyse statt, in der in 2 unterschiedlichen
Injektionen (M1 und M2) auf 368 MRMs (siehe Anhang 9.6.1 und 9.6.2) untersucht wurde. Aufgrund
der vielen zu untersuchenden MRMs mussten zwei Injektionen durchgefiihrt werden. Fir die
Lipidanalyse erfolgte eine Verdliinnung der getrockneten Lipidextrakte der jeweiligen Proben mit 25

uL der Injektionslosung [Acetonnitril (ACN)/Methanol/Ammoniumacetat 300 mM bei 3:6,65:0,35
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(v/v)]. Davon wurden 8 puL durch einen Mikro-Autosampler (G1377A) mit einem QQQ6410 Triple-
Quadrupole Massenspektrometer (Agilent Technologies, San Jose, CA, USA), ausgestattet mit einer
Jetstream ESI-lonenquelle, im positiven lonen-Modus untersucht. Zwischen den Injektionen erfolgte
eine Spllung mit ACN + 0.1% Ameisensaure. Die an den Autosampler angeschlossene Kapillarpumpe
arbeitete mit einem Fluss von 20 pL/min und einem Druck von 150 bar. Die Kapillarspannung am
Gerat betrug 3,5-5 kV und der Gasfluss 5,1 L/min bei 300 °C.
Mit den restlichen 4 Proben fand eine Metabolomanalyse statt. Hier wurden alle Proben in 4
unterschiedlichen Injektionen (Met 1-4) auf 717 MRMs (siehe Anhang 9.6.3, 9.6.4, 9.6.5 und 9.6.6)
untersucht. Die Zuordnung dieser MRMs zu den dazugehérigen Metaboliten muss vorsichtig bzw.
vorlaufig betrachtet werden, da die Untersuchung der Metaboliten in dieser Form noch nicht
durchgefliihrt wurde. Da es sich um kleinere Molekiile handelt, kann ein MRM hierbei fir mehrere
Metaboliten stehen, was die genaue Zuordnung erschweren kann.
Die Rohdaten der Massenspektrometrie wurden mithilfe eines hauseigenen Skripts mit MRM-
Ubergingen (siehe Anhang 9.6) und den entsprechenden lonenintensititswerten verarbeitet und

in Microsoft Excel (2019, Version 16.0) exportiert.

3.9.3 MetaboAnalyst

Die statistische Analyse wurde mithilfe von MetaboAnalyst 5.0 (www.metaboanalyst.ca, Xia Lab,
McGill University) durchgefiihrt. Erforderlich dafiir war eine Eliminierung der MRMs, deren Werte
nicht Gber das Rauschen in der Massenspektrometrie hinausreichten. Daflir musste mindestens ein
Wert eines MRMs 30 % Uiber dem Signal der Leerprobe liegen. Um die Variationen durch den
Matrixeffekt zu umgehen, wurden die Daten mittels TIC (total ion current) normalisiert. Dies erfolgte
durch die Bestimmung der Anteile der MRMs am Gesamtionenstrom einer jeweiligen Probe. Der
Matrixeffekt beschreibt die Abhangigkeit der Signalintensitdt von dem Begleitmaterial der Proben,
verdanderten Konditionen oder Charakteristik der Umgebung. Die Bestimmung der
Probenzusammensetzung ist davon kaum betroffen, allerdings kann es bei einer quantitativen
Bestimmung zu falschen Ergebnissen kommen.

Durch MetaboAnalyst wurden alle Daten nach einem Auto-Scaling (Mittelwert geteilt durch die
Standardabweichung jeder Variablen) auf ihre Normalverteilung untersucht. Ein t-Test und die
Bestimmung der FDR, basierend auf dem Benjamini-Hochberg-Verfahren, ermodglichte die

Identifikation potenziell gegebener Signifikanzen. Als statistisch signifikant wurden Unterschiede
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mit einem P<0,05 angesehen. Die False Discovery Rate (FDR) weist bei diesem Versuch keine
signifikanten Komponenten (P < 0,05) auf, wird aber trotzdem aufgefihrt.
Der Fold change diente der Berechnung der GréBenordnungen der Unterschiede. Steigert sich ein
Wert z.B. um das Doppelte, entspricht das einem Fold change von zwei. Unterscheiden sich die
Werte nicht, betragt der Fold change eins. Weitere Darstellungen der Unterschiede waren

Heatmaps und PCAs. Sie zeigen, ob und wie sich beide Gruppen voneinander unterscheiden.

3.10 RT-qPCR

Bettina Zimmer und Birgit Rabenau aus der Tierklinik fir Reproduktionsmedizin und
Neugeborenenkunde fiihrten die RT-gPCR durch. Die Reverse-Transkriptase-quantitative
Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction; RT-qPCR) vervielfaltigt Gentranskripte
mit Hilfe entsprechender Primerpaare nach Umschreibung der RNA in cDNA. Die Quantifizierung
erfolgte mittels Fluoreszenz, die proportional zur Menge der PCR-Produkte wahrend eines PCR-
Zyklus' ansteigt. Hierfir wurden expandierte Blastozysten von Tag sieben oder acht in PBS-PVA-
Losung gewaschen und bei -80 °C in 0,5 mL ReagiergefaBen (SafeSeal micro tube, Sarstedt,
Nimbrecht, Deutschland) eingefroren. Von der Versuchsgruppe (RPAA) wurden jeweils funf
Embryonen, von der Kontrollgruppe vier Embryonen von Tag sieben, fiinf von Tag acht und von der
Laborkontrolle jeweils vier Embryonen untersucht. Zu den untersuchten Gentranskripten zahlten
zwei Methioninadenyltransferasen (MAT2A, MAT2B), zwei DNA-Methyltransferasen (DNMT1A,
DNMT3A), Interferon tau (IFNt) und das Heat Shock Protein (HSPA1A). In Tabelle 2 sind die
verwendeten Primersequenzen aufgelistet. Synthetisiert wurden die Primer von Eurofins Genomics

(Luxemburg).
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Tabelle 2: Verwendete Primer

Gen Primersequenzen (5°-3°) Datenbanknr.
&
:e w
® | o
s |5
E o £
5 |28
€2 & &
<2 Hha
MAT2A | forward | TTG TGC CCT ATC ACCCAACC 128 | 1596 NM_001101131
reverse | GGC ATT GCC AGA CAA GAA GC 1723
MAT2B | forward | TAT GAA ATG GCG TGT GCA AT 201 | 832 NM_001046526
reverse | GTC AAT CAG GAA AGG CCA GA 1032
DNMT1A | forward | CCT GCA GAA GAA CCA GGA AG 172 | 649 AY173048
reverse | TCATTT CAG CCT GAG CTCCT 820
DNMT3A | forward | ACT ATA CCG ACG TCT CCAACATGA 57 2162 NM_001206502
reverse | ACC GGC CCA GCA GTCTCT 2201
IFNT forward | TCT CTA CTG ATG GCC CTG GT 203 | 95 NM_001015511
reverse | GAT CCT TCT GGA GCT GGT TG 302
HSPA1A | forward | GGG GAG GAC TTC GAC AAC AGG 245 | 844 NM_203322
reverse | CGG ACC AGG TCG GAG CAC AGC 1088
Globin forward | GCA GCC ACG GTG GCG AGT AT 257 | 241 X04751
reverse | GTG GGA CAG GAG CTT GAA AT 555

3.10.1 Isolierung der Messenger-RNA (mRNA)

Zunichst erfolgte die Aufbereitung der Dynabeads (DYNAL™ Dynabeads™ mRNA DIREKT,

Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA). Daflir wurden diese mittels Vortex (Heidolph

Instruments GmbH und Co.KG, Schwalbach, Deutschland) resuspendiert und pro Probe jeweils 10

uLin ein Reagiergefal’ (SaveSeal, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) pipettiert. Auf einem Magnetic

Particle Concentrator (MPC, invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) sonderten sich

die magnetischen Dynabeads von der restlichen Flissigkeit ab. Nach 30 Sekunden lieR sich der

Uberstand abnehmen. Dieser Waschschritt wurde anschlieBend mit jeweils 10 pL pro Probe
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Lysis/Binding Puffer (siehe Tabelle 37) wiederholt. Zum Abschluss der Aufbereitung erfolgte eine
Resuspension der Dynabeads mit 10 pL Lysis/Binding Puffer pro Probe.

Fur die Praparation der mRNA wurde zu jeder Probe 120 pL Lysis/Binding Puffer und 1 puL Kaninchen-
Globin-mRNA (1pg/uL), die als interner Standard diente, gegeben. Nach dem Vortexen und
Abzentrifugieren (Mikro 22 R, Hettich AG, Bach, Schweiz) der Proben erfolgte eine Inkubation tGber
zehn Minuten bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden die vorgewaschenen Dynabeads (10 pL
pro Probe) dazu pipettiert und die Proben fiinf Minuten in einem Thermoschiittler (TS-100, PEQLAB,
VWR™ Radnor, USA) bei Raumtemperatur gemischt (=600 rpm). Dabei erfolgte die Bindung der
mRNA an die Dynabeads, weshalb eine Separation mittels MPC und das Verwerfen des Uberstands
moglich war. AnschlieBend wurde jede Probe einmal mit 100 uL washing buffer A (siehe Tabelle 38)
und dreimal mit 100 pL washing buffer B (Tabelle 39) gewaschen und der Uberstand nach jedem
Waschschritt verworfen.

Die Eluierung der mRNA von den Dynabeads erfolgte nach Zugabe von 11 pL Ampuwa® in einem
Thermocycler bei 65 °C Gber 3 min. Die Proben wurden anschlieend in den gekiihlten MPC auf Eis

verbracht und anschlieBend der Uberstand fiir die Reverse Transkription verwendet.

3.10.2 Reverse Transkription (RT)

In der Reversen Transkription wurde die mRNA in cDNA umgeschrieben. Dafiir erfolgte zundchst die
Vorbereitung des Master-Mixes, von dem zu jeder Probe 9 pL hinzugegeben wurde. Die
Zusammensetzung des Master-Mixes ist im Anhang in Tabelle 40 beschrieben. Von den zu
untersuchenden Proben erfolgte eine Zugabe von 11 uL. Neben diesen wurde auch eine Standard-
Probe untersucht, in der zu dem Master-Mix 1 uL Kaninchen-Globin gegeben wurde. Alle Proben
enthielten ein Endvolumen von 20 pL und wurden, falls nétig, mit Ampuwa® aufgefillt. Die
Zusammensetzung der beiden Ansatze ist in Tabelle 3 veranschaulicht. Alle Schritte wurden auf Eis

durchgeflhrt.

Tabelle 3: Ansatze fiir die Reverse Transkriptase

Probe Standard-Probe

9 uL Master-Mix 9 pL Mastermix
11 pL mRNA (Probe) 1 pL Kaninchen-Globin

10 pL Ampuwa®
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In einem Thermocycler (Biometra, Analytik Jena AG, Jena, Deutschland) erfolgte die Reverse
Transkription. Das Programm, zum Umschreiben der mRNA zu cDNA, dauerte 75 min und enthielt
folgende Schritte:

1. 10 min bei 25°C

2. 60 min bei 42 °C

3. 5minbei99 °C.

Danach wurden die Proben erneut auf Eis gelagert.

3.10.3 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR)

Fur die quantitative Real-Time PCR wurde der IQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad Laboratories,
CA, USA) mit den entsprechenden Primern und der vorbereiteten cDNA zusammengefiigt. Um ein
Endvolumen von 20 plL zu erhalten, wurde jeder Ansatz mit Ampuwa® aufgefillt. Die
Zusammensetzung fur das gesamte Reaktionsgemisch ist in

Tabelle 5 dargestellt. Zur Bestimmung der Standardkurve erfolgten vier Verdiinnungsreihen (50, 25,
12,5 und 6,25 fg Kaninchen-Globin pro 20 uL) von der Standard-Probe. Von allen Proben wurde
immer ein doppelter Ansatz angefertigt und untersucht.

Der 1Q™ SYBR® Green Supermix setzte sich aus SYBR Green |, iTag™ DNA-Polymerase,
Deoxynukleosidtriphosphate (dNTPs), MgCl,, Tris-HCI, KCI, Stabilisatoren und Fluorescein
zusammen.

Die eingesetzten Embryonendquivalente von der aufbereiteten cDNA variierten je nach Gen und

sind in Tabelle 4 aufgelistet.
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Tabelle 4: Eingesetzte Embryonendquivalente

Gen Embryonenaquivalent Eingesetzte Menge an cDNA (in plL)
(einfacher Ansatz) (einfacher Ansatz)
MAT2A 0,05 1
MAT2B 0,1 2
DNMT1A 0,1 2
DNMT3A 0,025 0,5
IFNT 0,1 2
HSPA1A 0,05 1
Globin 0,05 1

Tabelle 5: Zusammensetzung des Reaktionsgemisches fiir RT-gPCR

Endkonzentration Einfacher Ansatz
SYBR® Green Supermix Einfacher Ansatz 10 pL
Primer forward 0,2 uM 0,4 pL
Primer reverse 0,2 uM 0,4 uL
cDNA 0,25-2 pL
H20 (Ampuwa®, Fresenius, Ad 20 pL
Bad Homburg, Deutschland)

Die qPCR fand in einem Thermocycler (CFX96 Real.Time System, Bio-Rad Laboratories, CA, USA)
statt. Diese startete mit einer zehnminutigen Denaturierungsphase bei 95 °C. Darauf folgten 43
Zyklen:

e 15sbei95°C

e 30sbei60°C

e 30sbei70°C.
Zur Verifizierung der PCR-Fragmente erfolgte die Erstellung einer Schmelzkurve durch eine

schrittweise Erhohung der Temperatur um 0,5 °C alle zehn Sekunden von 55 °C bis 95 °C.
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3.10.4 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der RT-qPCR erfolgte mithilfe von SigmaStat (Version 4.0, Systat Software
Inc., San Jose, California). Um die Normalverteilung der Daten zu Uberprifen wurde der
Kolmogorov-Smirnov-Test durchgefiihrt. Der Levene-Median-Test erfolgte, um die Gleichheit der
Varianzen zu Uberprifen.

Es erfolgte eine One way ANOVA (Analysis of variance) und ein Tukey-Test, um potenziell gegebene
Signifikanzen festzustellen. Als statistisch signifikant galten Unterschiede mit P < 0,05. Die

Ergebnisse wurden als arithmetischer Mittelwert (x) + Standardfehler (SEM) dargestellt.

3.11 Versuchsaufbau

Kumulus-Oozyten-Komplexe Kumulus-Oozyten-Komplexe
gewonnen mittels OPU gewonnen aus Schlachthofovarien
CON LABOR
\ IvP IvP
/ Expandierte Blastozysten Expandierte Blastozysten

Massenspektrometrie MRM \ l

/ \ RT-qPCR

Lipidomik Metabolomik

M1, M2 Met 1-4
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4 ERGEBNISSE

4.1 Ergebnisse des OPU

Insgesamt wurden 17 OPU-Sitzungen durchgefiihrt. Diese fanden im Zeitraum vom 12.03.2019 bis

30.07.2019 wochentlich statt. Pro Sitzung standen 8 bis 12 Tiere zur Verfligung.

4.1.1 Wiederfindungsrate

Es wurden insgesamt 2624 Follikel mit einer Gr6Be von mindestens 2 mm punktiert, 1211 Follikel
stammten von Kihen der Versuchsgruppe (RPAA) und 1413 Follikel von Kiihen der Kontrollgruppe
(CON). Aus diesen Follikeln wurden 1627 Kumulus-Oozyten-Komplexe (KOK) gewonnen.
Siebenhundertzweiundvierzig gehérten zu der RPAA-Gruppe und 885 zu der CON-Gruppe. Das
ergibt insgesamt eine Wiederfindungsrate (= gewonnene KOK / punktierte Follikel) von
durchschnittlich 62 % (61,3 % fur RPAA und 62,6 % fir CON). In Tabelle 6 sind die
Wiederfindungsraten zusammengefasst. Es liel8 sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden

Gruppen erkennen (P>0,05).

Tabelle 6: Wiederfindungsraten

Kumulus-Oozyten-Komplexe Wiederfindungsrate
Follikelpunktionen (N)
(KOK; N) (%; X + SD)
RPAA 1211 742 61,3+29,4
CON ¢ 1413 885 62,6 £ 33,5
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4.2 Ergebnisse der In-vitro-Produktion (IVP)

Von den mittels OPU gewonnenen KOK wurden 539 erfolgreich in die IVP eingebracht. Das
entsprach 240 KOK aus der RPAA- und 299 der CON-Gruppe. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Gruppen (P>0,05).

In Abbildung 17 sind die Teilungs- und Entwicklungsraten genauer dargestellt.
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Abbildung 17: Teilungs- und Entwicklungsraten

4.3 Milchleistungsdaten

Fiir die Auswertung der Milchleistungen wurden die ersten 15 Wochen der Laktationen beider
Gruppen verglichen. Die Protein-, Fett- und Harnstoffgehalte in der Milch wurden in
unregelmalligen Abstanden bestimmt, aber zur Auswertung und Veranschaulichung in

wochentlichen Abstanden dargestellt.

4.3.1 Milchmenge

In Abbildung 18 sind die wochentlichen Mittelwerte der Milchleistung beider Gruppen dargestellt.

Es liel sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen feststellen (P>0,05). Die
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Kuhe aus der Versuchsgruppe (RPAA) lieferten durchschnittlich 45,9 + 4,3 kg Milch/Tag (X £ SD) und
die der Kontrollgruppe (CON) 46,0 + 4,3 kg Milch/Tag (X = SD).
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Abbildung 18: Milchleistung

4.3.2 Milchproteingehalt

Die Proteingehalte in der Milch unterschied sich in einem gepaarten t-Test signifikant zwischen den
Gruppen (P<0,05). Der Mittelwert fiir Tiere der RPAA-Gruppe lag bei 3,15 + 0,25 % (X £ SD) und der
far die CON-Tiere bei 3,07 £ 0,22 % (x + SD). Die wochentlichen Werte sind in Abbildung 19
veranschaulicht.

Die 15. Laktationswoche ist nicht dargestellt, da die Daten einzelner Kiihe fehlten.
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Abbildung 19: Milchproteingehalt

4.3.3 Milchfettgehalt

In einem gepaarten t-Test wiesen die Fettgehalte von Tieren der RPAA-Gruppe in der Milch
signifikant hohere Werte auf (P<0,05). Der Mittelwert fir Tiere der RPAA-Gruppe lag bei 4,18 + 0,5
(x+SD) und fiir Tiere der CON-Gruppe bei 4,01 £ 0,5 (x + SD). In Abbildung 20 sind die wéchentlichen
Werte im Vergleich dargestellt.
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Abbildung 20: Milchfettgehalt
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4.3.4 Milchharnstoffgehalt

Die Milchharnstoffwerte wiesen keine signifikanten Unterschiede zwischen Tieren der RPAA- und
CON-Gruppe auf (P>0,05). Siehe Abbildung 21. In den ersten 15 Wochen lagen diese durchschnittlich
bei 157 + 17,5 mg/L (X + SD) von Tieren der RPAA-Gruppe und bei 161 + 13,2 mg/L (X £ SD) von
Tieren der CON-Gruppe.
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Abbildung 21: Milchharnstoffgehalt

4.4 Bestimmung der Aminosaurekonzentrationen im Plasma

Insgesamt sind die Aminosdurekonzentrationen bei RPAA signifikant niedriger als bei CON
(P=0,005). Dies spiegelt sich auch im Gehalt an essenziellen Aminosaduren (EAA) wider (P=0,04),
wobei bei den nicht-essenziellen Aminosauren (NEAA) nur eine Tendenz dazu besteht (P=0,07). Fir
die einzelnen Aminosduren ist aber nur bei Threonin, Glutamin und Valin ein signifikanter Effekt

nachzuweisen. Die Ergebnisse werden in Tabelle 7 dargestellt.
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Tabelle 7: Aminosaurekonzentrationen im Plasma

AMINOSAUREN RPAA * (uM) CON e (uM) SD P-WERT
TAU 31,98 33,58 10,43 0,59
THR 109,24 133,5 30,01 0,003
SER 103,19 107,74 19,19 0,41
GLU 44,4 50,86 10,79 0,03
GLN 179,61 185,69 35,02 0,55

SARC 24,28 24,83 4,12 0,64
AAAA 5,93 5,95 1,1 0,97
PRO 48,86 51,05 11,65 0,51
GLY 386,11 417,57 106,84 0,31
ALA 279,83 298,53 60,54 0,28
T 51,63 51,54 11,94 0,98
AABA 26,29 22,58 11,06 0,24
VAL 274,99 314,53 47,51 0,003
MET 22,09 23,36 4,69 0,35
ILE 116,31 127,44 23,5 0,097
LEU 111,85 126,69 28,2 0,06
TYR 48,07 46,46 12,66 0,66
PHE 43,31 45,78 8,8 0,33
GABA 12,35 12,86 2,33 0,45
NH4 123,42 119,37 18,09 0,44
ORN 40,55 45,5 9,92 0,08
LYS 80,56 84,84 18,36 0,42
1-MET-HIS 16,46 14,79 3,58 0,1
HIS 46,26 51,95 12,81 0,12
ARG 72,38 72,59 17,83 0,97

TAU: Taurin; THR: Threonin; SER: Serin; GLU: Glutaminsadure; GLN: Glutamin; SARC: Sarcosin; AAAA: alpha-
Aminoadipinsdure; PRO: Prolin; GLY: Glycin; ALA: Alanin; CIT: Citrullin; AABA: alpha- Aminobuttersaure; VAL:
Valin;, MET: Methionin; ILE: Isoleucin; LEU: Leucin; TYR: Tyrosin, PHE: Phenylalanin; GABA: gamma-
Aminobuttersdure; NH4: Ammonium; ORN: Ornithin; LYS: Lysin; 1-MET-HIS: 1- Methyl- Histidin; HIS: Histidin; ARG:

Arginin

4.5 Ergebnisse der RT-qPCR

Verglichen wurden expandierte Blastozysten aus der Versuchsgruppe (RPAA*¢), der dazugehorigen
Kontrollgruppe (CONe¢) und einer Laborkontrolle (). Die statistische Analyse der Blastozysten von
Tag 7 und Tag 8 erfolgte separat. Die exakten Werte der Analyse sind im Anhang zu finden (Tabelle
43 und Tabelle 44).
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4.5.1 Analyse der expandierten Blastozysten von Tag 7

Eine Zusammenfassung der signifikanten mRNA-Gehalte der Blastozysten von Tag 7 ist in Abbildung
22 zu finden.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den mRNA-Gehalten von IFNT.

Fir DNMT1A war bei den Blastozysten der CON-Gruppe eine signifikant héhere Transkriptmenge als
bei denen der anderen beiden Gruppen festzustellen. Die Blastozysten der Laborkontrolle und
RPAA-Gruppe unterschieden sich nicht signifikant voneinander. Der mRNA-Gehalt der Blastozysten
von Versuchsgruppe war bei DNMT3A signifikant niedriger als bei Blastozysten der Laborkontrolle.
Die Blastozysten der Kontrollgruppe unterschieden sich in ihrem Gehalt an DNMT3A nicht
signifikant von den Blastozysten der beiden anderen Gruppen.

In Abbildung 22 ist zu sehen, dass sich die Blastozysten der Versuchsgruppe signifikant in der
relativen Transkriptmenge von HSPA1A zu den beiden anderen Gruppen unterschieden. Zwischen
Blastozysten der Kontrollgruppe (CON) und der Laborkontrolle lieBen sich keine signifikanten
Unterschiede feststellen.

Die Transkriptmenge von MAT2A war bei Blastozysten der CON-Gruppe signifikant héher als bei
denen der Laborkontrolle. Zu den Blastozysten der Versuchsgruppe liel8 sich keine Signifikanz
darstellen. Bei MAT2B wiesen die Blastozysten der CON-Gruppe ein signifikant hohere

Transkriptmenge auf als die der Versuchsgruppe und der Laborkontrolle.
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Abbildung 22: mRNA-Gehalte der expandierten Blastozysten von Tag 7 (P a:b <0,05)

4.5.2 Analyse der expandierten Blastozysten von Tag 8

In Abbildung 23 sind die Ergebnisse der expandierten Blastozysten von Tag 8 zusammengefasst.

Bei MAT2A, MAT2B, IFNT und DNMT3A konnten keine signifikanten Unterschiede im mRNA-Gehalt

festgestellt werden.

Flr Blastozysten der Versuchsgruppe (RPAA) lieBen sich bei DNMT3A keine Unterschiede zu den

anderen Gruppen feststellen. Die Blastozysten der Kontrollgruppe (CON) unterschieden sich jedoch

durch einen signifikant hoheren mRNA-Gehalt zu denen der Laborkontrolle.

Bei HSPA1A wiesen die Blastozysten der Versuchsgruppe (RPAA) einen signifikant niedrigeren

MRNA-Gehalt im Vergleich zu denen der Laborkontrolle auf. Zu Blastozysten der Kontrollgruppe

(CON) wurden keine signifikanten Unterschiede beobachtet.
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Abbildung 23: mMRNA-Gehalte der expandierten Blastozysten von Tag 8 (P a:b <0,05)

4.6 Ergebnisse des Multiple-Reaction-Monitorings (MRM)

Die folgenden Darstellungen beziehen sich auf Komponenten mit signifikantem P-Wert (P < 0,05).
Um weitere Unterschiede zu veranschaulichen, wurden Heatmaps erstellt und Principal-
Component-Analysen (PCA) durchgefiihrt. Die Heatmaps reprasentieren die Komponenten mit der
deutlichsten Clusterbildung, ausgewdahlt nach P-Werten. Mittels PCA werden die Unterschiede

zwischen den einzelnen Proben zweidimensional dargestellt. Die griinen Punkte stellen Proben von

RPAA, die roten Punkte von CON dar.

4.6.1 Lipidanalyse

Bei der Lipidanalyse wurde jede Probe in zwei unterschiedlichen Injektionen/Analysen (M1 und M2)

untersucht. In diesen Analysen wurden unterschiedliche Lipide und Lipidgruppen untersucht. Da in
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M2 keine signifikanten Komponenten vorlagen, wird im Weiteren nicht auf diese Analyse

eingegangen.

4.6.1.1 Unreife Oozyten

4.6.1.1.1 M1
Unter den signifikanten Analyten finden sich neun
Triacylglyceride (TAG) und das Phosphatidylcholin (PC)
38:3, welche allesamt einen hoheren Gehalt in Oozyten
der CON aufweisen. Fiinf von ihnen enthalten zudem die
Fettsdure 18:1, zwei 16:0 und jeweils eine 18:0 und
16:1. In Tabelle 8 sind alle signifikanten Komponenten
aufgelistet. Diese Unterschiede sind auch mittels
heatmap dargestellt (Abbildung 25). Bei der Analyse der
Lipidgruppen zeigte sich allerdings kein signifikant
héherer Gehalt an TAGs bei den Oozyten von CON (nicht

dargestellt).
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Abbildung 24: PCA der unreifen

Oozyten (M1)

In der PCA stellt jeder Punkt eine Probe dar, welche jeweils aus vier unreifen Oozyten bestehen. Sie

zeigt die Unterschiede der einzelnen Proben in ihren Hauptkomponenten, reduziert auf zwei

Dimensionen. Die Darstellung veranschaulicht, dass sich die Gruppen der unreifen Oozyten nur sehr

gering voneinander unterscheiden (Abbildung 24).
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Abbildung 25: Heatmap der unreifen Oozyten (M1)
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Tabelle 8: t-Test der unreifen Oozyten (M1)

Anhang

P-Value FDR Fold change

TAG (58:1) _FA18:1 | 0.0075381 0.56772 1.3063

TAG (54:4) _FA 16:0 0.015717 0.56772 1.2886

TAG (58:2) _FA 18:1 0.018451 0.56772 1.2431

TAG (50:0) _FA 16:0 0.020484 0.56772 1.1837

TAG (54:1) _FA 18:0 0.032149 0.56772 1.1435

TAG (58:6) _FA 18:1 0.032713 0.56772 1.2664

TAG (60:4) _FA 18:1 0.037742 0.56772 1.2284

TAG (56:5) _FA 18:1 0.037784 0.56772 1.2284

PC (38:3) 0.039268 0.56772 1.1648
TAG (52:2) _FA 16:1 0.049907 0.56772 1.2601
4.6.1.2 Reife Oozyten
4.6.1.2.1 M1 Scores Plot
PCp (36:5), PC (36:0) bzw. PCp (38:6), PCo (36:0) und =
TAG (60:4) mit der Fettsdure (18:1) weisen einen i
signifikanten P-Wert mit erh6htem Gehalt in CON auf °
) e ?
(siehe Tabelle 9). PCp sind Phosphatidylcholine mit £ ° OO
Alkenylether (Plasmalogen)-Substituenten. Ist jedoch ¢ e ° OOO P
(@]

ein Alkylether-Substituent vorhanden, werden diese w c
Phosphatidylcholine mit PCo abgekiirzt. s o o
In der PCA und der heatmap der reifen Oozyten lassen -

sich leichte Unterschiede zwischen den Gruppen

darstellen (siehe Abbildung 26 und Abbildung 27).
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Abbildung 27: Heatmap der reifen Oozyten (M1)
Tabelle 9: t-Test der reifen Oozyten (M1)
P-Value FDR Fold change
PCp (36:5) 0.027996 0.96397 1.17
PC (36:0); PCp (38:6) 0.03865 0.96397 1.1562
TAG (60:4) _FA 18:1 0.045617 0.96397 1.1548
PCo (36:0) 0.049239 0.96397 1.1672

4.6.1.3 Expandierte Blastozysten

4.6.1.3.1 M1

Die Gehalte von PC (34:2) und PC (34:1) sind
signifikant hoéher bei
hingegen weist bei CON einen hoheren Gehalt auf
(siehe Tabelle 10). Dies ist mittels heatmap in
Abbildung 29 dargestellt. Abbildung 28 zeigt die PCA

dieser Analyse der Blastozysten, welche keine groRen

RPAA. O-behenoylcarnitine

Unterschiede zwischen den Gruppen aufzeigt.
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Abbildung 29: Heatmap der Blastozysten (M1)

Tabelle 10: t-Test von Blastozysten (M1)

TW 3T
W 36T

W 3Lr

-1
I -2

PC (34:2) 0.031131 0.90283 0.72704
PC (34:1) 0.036994 0.90283 0.69269
O-behenoylcarnitine 0.045467 0.90283 1.1679
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4.6.2 Metabolomanalyse

Das Metabolom der jeweiligen Proben wurde, aufgrund der hohen Anzahl an MRMs, in vier
unterschiedlichen Injektionen/Analysen (Met1-4) analysiert. In der Analyse von Met 3 und 4
konnten nur wenige Maxima der Metaboliten die Werte der Leerprobe um mindestens 30 %
Ubertreffen. Das bedeutet, dass die untersuchten Metaboliten gar nicht oder nur in sehr kleinen
Mengen in den Proben vorhanden sind. Zudem wiesen diese keine Signifikanzen auf, weshalb auf

diese Analysen nicht weiter eingegangen wird.

4.6.2.1 Unreife Oozyten

4.6.2.1.1 Metl

Scores Plot
Laurinsdure ist die einzige Komponente, die in o © immature cocyies CON,

dieser Untersuchung einen signifikanten P-Wert

aufweist (siehe Tabelle 11). Die relativen Mengen
an Laurinsdaure sind in  Abbildung 31

veranschaulicht. Eine solche Darstellung lasst

PC 2 (16.8 %)

sich fir jede Komponente erstellen. Aufgrund
der Ubersichtlichkeit, wird jedoch meist eine o ®
Heatmap bevorzugt. In diesem Fall findet jedoch

keine Clusterbildung in der Heatmap statt (nicht

dargestellt). Mittels PCA lasst sich keine B b T . T T T
deutliche Differenzierung zwischen beiden PeL(5LO%)
Gruppen vornehmen (Abbildung 30). Abbildung 30: PCA von unreifen Oozyten

(Met 1)
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Abbildung 31: Relative Konzentrationen von Laurinsdure

Tabelle 11: t-Test der unreifen Oozyten (Met 1)

immature cocytes RPAA

P-Value

FDR

Fold change

5_Lauric acid 0.034204

0.99229

0.65531

4.6.2.1.2 Met2
Die MRMs von Thymidin, D-Erythrose 4-phosphat,
und Acetylcarnitin weisen einen erhéhten Gehalt in
der CON-Gruppe mit signifikantem P-Wert auf
(siehe Tabelle 12). In der heatmap (Abbildung 33)
ist zudem eine Clusterbildung sichtbar. In
Abbildung 32 wird mittels PCA dargestellt, wie sich
die einzelnen Proben der unreifen Oozyten in
dieser Analyse unterschieden. Dabei zeigt sich, dass
sich die Proben von der RPAA-Gruppe sehr dhneln
und die Proben von der CON-Gruppe Variationen

aufweisen.
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Abbildung 33: Heatmap der unreifen Oozyten (Met 2)
Tabelle 12: t-Test von unreifen Oozyten (Met 2)
P-Value FDR Fold change
5_Thymidine 0.013377 0.53788 0.56659
3_D-Erythrose 4-phosphate 0.034683 0.53788 0.60102
2_Acetylcarnitine 0.043769 0.53788 0.70846

4.6.2.2 Reife Oozyten

4.6.2.2.1 Metl

Bei dieser Analyse zeigten sich keine signifikanten Werte (P>0,05).

4.6.2.2.2 Met2

Hierbei konnten keine Signifikanzen (P>0,05) beobachtet werden.

4.6.2.3 Expandierte Blastozysten

4.6.2.3.1 Metl

Es wurden keine signifikanten (P>0,05) Werte in dieser Untersuchung von expandierten

Blastozysten festgestellt.
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4.6.2.3.2 Met2
Bei der Met2-Analsyse von Blastozysten traten keine Komponenten mit signifikantem P-Wert

(P<0,05) auf.

5 DISKUSSION

5.1 Ovum Pick-Up (OPU)

Ovum Pick-Up (OPU) ist eine Methode, die es erméglicht Oozyten zu gewinnen. Uber eine identische
Kultivierung der Oozyten in der IVP kann beispielsweise gezeigt werden, ob es Unterschiede in der
Entwicklungskompetenz der Oozyten und der Qualitat der anschlieRend erzeugten Embryonen gibt.
Durch die hohe Wiederholbarkeit (Galli et al. 2001; Merton et al. 2003) dieser Methodik lassen sich
Effekte Uber eine langere Zeitspanne untersuchen. Zudem besteht die Moglichkeit, gleichzeitig das
Leistungsniveau der einzelnen Tiere zu Uberprifen, da die Tiere weiterhin ohne Einschrankungen
genutzt werden kdnnen.

In diesem Versuch ergab sich eine Wiederfindungsrate von durchschnittlich ca. 62 %. Galli et al.
(2014) berichteten von Wiederfindungsraten von durchschnittlich 55 — 60 %, wobei auch
Wiederfindungsraten von bis zu liber 70 % moglich sind. Die Wiederfindungsraten der Versuchs-
und Kontrollgruppe unterschieden sich dabei kaum (61,3 + 29,4%; 62,6 + 33,5%).

Die Wiederfindungsrate wird allgemein am starksten tiber die Durchfiihrung des OPU, der Erfahrung
des Teams und das individuelle Tier beeinflusst (Merton et al. 2003). AulRerdem spielt der
Zyklusstand, der Kanillendurchmesser und der Aspirationsdruck eine wichtige Rolle (Bols et al.
1996). Mit einem hohen Aspirationsdruck und einem gréeren Kanllendurchmesser lassen sich
eventuell mehr KOK gewinnen, um den Schaden an ihnen jedoch so gering wie moglich zu halten,
wird eine Flussgeschwindigkeit von 20 bis 25 mL/min empfohlen (Galli et al. 2001). Mit einem
kiirzeren Punktionsintervall von drei bis vier Tagen hatte die Anzahl an KOK erhoht, sowie die
Wiederfindungsraten und die Qualitdt der KOK verbessert werden kdnnen. Dies hangt damit

zusammen, dass sich innerhalb von sieben Tagen ein dominanter Follikel ausbilden kann und nicht-
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dominante Follikel in die Regression dringt (Garcia and Salaheddine 1998). Zudem gibt es eine
negative Korrelation der FollikelgroBe zur Wiederfindungsrate (Pieterse et al. 1991b).
Insgesamt konnten bei dem OPU keine Unterschiede durch die Fltterung pansengeschitzten
Methionins und Lysins festgestellt werden. Ein direkter Einfluss auf die Follikelentwicklung konnte
dadurch nicht nachgewiesen werden. Dies ist im Einklang mit den Ergebnissen eines Versuchs, in
dem die Tiere superovuliert wurden (Acosta et al. 2016). Es konnten keine Unterschiede bei der

Anzahl der gewonnenen Embryonen festgestellt werden.

5.2 In-vitro-Produktion (IVP)

Uber die IVP wurde die Entwicklungskompetenz der gewonnenen Oozyten analysiert. Hierbei
konnten keine signifikanten Unterschiede durch die Flitterung pansengeschiitzten Methionins und
Lysins festgestellt werden. Die Entwicklungsraten an Tag sieben lag in der RPAA-Gruppe bei 18,3 =
4,4% und in der CON-Gruppe bei 15,4 + 8,9%. Dies entspricht wiederum den Ergebnissen von Acosta
et al. (2016), bei welchen keine Unterschiede bei der Anzahl und Qualitdt der gewonnenen
Embryonen auffielen.

Bei in vitro produzierten Embryonen aus Ovarien geschlachteter Kiihe liegen die Teilungsraten
durchschnittlich zwischen 70 bis 85 % (Ferré et al. 2020). Die Teilungsraten der Laborkontrolle
entsprechen somit mit 75,1 + 7,5 % den durchschnittlichen Werten. Teilungsraten von mittels OPU
produzierten Embryonen liegen im Schnitt bei 70 % (Galli et al. 2014), dementsprechend sind die im
Versuch erzielten Teilungsraten von 84,1 £ 5,9% in der RPAA- und 81,9 £ 8,6% in der CON-Gruppe
sehr gute Werte.

Die Entwicklungsraten an Tag 7 kdnnen mit 18,3 + 4,4% bei der RPAA-Gruppe und 15,4 + 8,9% bei
der CON-Gruppe als gut betrachtet werden, da bei Kiihen circa 20 % angestrebt werden (Galli et al.
2014). Dies gilt vor allem, weil das OPU direkt im Stall und nicht unter optimalen Bedingungen
durchgefiihrt wurde. Die Oozyten konnen dadurch Temperaturschwankung ausgesetzt sein,
wodurch es zu einer Einschrankung der Entwicklungskompetenz kommen kann (Sun et al. 2004).
Ublicherweise wird OPU in Riumen durchgefiihrt, in denen die Regulation der Umgebung

hinsichtlich Temperatur moéglich ist (Galli et al. 2001).
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5.3 Milchleistung

Die Auswertung der Milchleistung dient hauptsachlich der Leistungskontrolle und gibt Aufschluss
Uber den allgemeinen Versorgungszustand der Tiere.

Bei der Milchmenge lassen sich keine Unterschiede bei den beiden Tiergruppen feststellen. Laut
Robinson (2010) ist meist nur mit einem Anstieg des Proteingehalts zu rechnen. Bei der
Supplementation von Lysin beschrieben Robinson et al. (2011), dass v.a. im ersten Laktationsdrittel
mit einem starkeren Anstieg der Milchleistung gerechnet werden kann, da Lysin in dieser Phase eher
einen limitierenden Effekt verursacht. In diesem Versuch ist allerdings nur eine leichte Tendenz dazu
in den ersten Wochen zu erkennen. Die Tiere beider Gruppen erreichen jedoch ein hohes
Milchleistungsniveau, weshalb die Effekte einer Supplementation kleiner ausfallen kdnnen
(Robinson 2010). Der Milchproteingehalt und der Milchfettgehalt erfuhren hingegen durch die
Supplementation pansengeschiitzten Methionins und Lysins eine leichte Steigerung.

Eine Steigerung des Fettgehalts wird seltener festgestellt, wobei dies bei
Hydroxymethylthiobuttersdure (HMB) haufig vorkommt. HMB fiihrt zu einer Mobilisierung von
Lipiden im Pansen, die Uber das Blut aufgenommen werden und in die Milch gelangen (Patton et al.
1970; Huber et al. 1984). Dieser Prozess findet bei dem entsprechenden Isopropylester (HMBi) im
kleineren MaRe statt, da die Bioverfligbarkeit bei 45 bis 50 % liegt (Graulet et al. 2005) und der
Verstoffwechslung durch die Mikroorganismen im Pansen nicht komplett entgeht.

Die Harnstoffwerte in der Milch wurden in diesem Versuch nicht beeinflusst, wie auch bei Schwab
et al. (1992) oder Arriola Apelo et al. (2014). In anderen Versuchen wurde hingegen ein geringer
Anstieg wahrgenommen, welcher allerdings nicht so intensiv war wie durch Erhéhungen des
Rohproteingehalts der Ration (Xu et al. 1998; Trinacty et al. 2009).

Insgesamt spricht die Erhohung des Protein- und Fettgehalts fiir eine optimierte Versorgung mit
Aminosiuren, welche in keiner Uberversorgung resultiert. Aufgrund der begrenzten Anzahl an
Versuchstieren sind diese Ergebnisse jedoch nur eingeschrankt aussagekraftig, zumal die Effekte nur

sehr gering sind.
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5.4 Aminosdurekonzentration im Plasma

Die Aminosaurekonzentration im Plasma spiegelt die Effekte und Reaktionen auf eine Diat wider.
Dies muss immer in Verbindung mit dem Bedarf des Tieres gesetzt werden. Als Vergleichswerte flr
laktierende Milchkihe lassen sich beispielsweise die Werte von Meijer et al. (1995) heranziehen.
Eine Unterversorgung mit einer Aminosaure dul3ert sich durch ein niedriges Plasmaniveau, welches
erst auf Normalniveau ansteigt, wenn der Bedarf gedeckt ist. Umso deutlicher eine Aminosdure
hingegen den Bedarf Ubersteigt, umso starker erhoht sich der Gehalt im Blut (Almquist 1954).
Hierbei kommt es in der Regel zu linearen Anstiegen (Whitehouse et al. 2017). Allgemein sinkt die
Tendenz einer Anreicherung der Aminosauren im Blut, wenn die Zufuhr dem Bedarf entspricht.
Unter optimalen Versorgungsbedingungen wird deshalb davon ausgegangen, dass die Aminosaduren
mit der hochstmoglichen Geschwindigkeit aus dem Blut resorbiert werden (Almquist 1954).
Insgesamt sind die Aminosaurekonzentrationen bei Tieren der RPAA- signifikant niedriger als bei
denen der CON-Gruppe (P=0,005). Dies spiegelt sich auch im Gehalt an essenziellen Aminosauren
(EAA) wider (P=0,04), wobei bei den nicht-essenziellen Aminosauren (NEAA) nur eine Tendenz dazu
besteht (P=0,07). Fir die einzelnen Aminosauren ist aber nur bei Threonin, Glutamin und Valin ein
signifikanter Effekt nachzuweisen. Schwab et al. (1992) beobachteten dhnliche Veranderungen bei
Infusionen mit Methionin und Lysin im Vergleich zu reinen Methionin-Infusionen. Hierbei sank der
Plasmagehalt an EAA und NEAA, wobei sich in diesem Fall Histidin, Leucin und Valin als signifikant
niedriger zeigten. Dies kann darauf zurtickgeflihrt werden, dass die Aminosaureversorgung nicht
identisch ist, da es sich um unterschiedliche Grundrationen handelte. Schwab et al. (1992)
vermuteten, dass es zu einem erhohten Verbrauch an allen Aminosduren kommt, da das
Aminosadureprofil durch die Supplementation limitierender Aminosdauren optimiert wird und
dadurch mehr Proteine gebildet werden kénnen.

In anderen Versuchen konnte Uber einen Anstieg an Methionin bzw. Lysin im Plasma gezeigt
werden, dass die pansengeschiitzten Aminosauren aufgenommen werden. Dabei handelt es sich
um Verlaufskontrollen nach der Fitterung (Graulet et al. 2005; Toledo et al. 2017). In dem in dieser
Arbeit durchgefiihrten Versuch erfolgte die Blutentnahme morgens vor der Durchfiihrung des OPU.
Graulet et al. (2005) konnte darstellen, dass die Konzentration von Methionin im Plasma vier
Stunden nach Futterung von HMBI einen Peak erreicht und anschlielend wieder auf Basalniveau
abfallt.

Eine unzureichende Bioverfligbarkeit der pansengeschitzten Aminosauren muss auch immer in
Betracht gezogen werden. Diese variiert beispielsweise bei pansengeschiitzten Lysin-Produkten
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sehr stark je nach Produktart (Whitehouse et al. 2017). Mit Lipiden ummanteltes Lysin flhrte laut
einigen Studien zu einem Anstieg des Lysingehaltes im Plasma, wobei wiederum bei anderen kein
Anstieg beobachtet wurde (Reiners et al. 2017). Die Ursachen hierfiir kbnnen vielfaltig sein. Neben
einer schlechteren Bioverfugbarkeit als angenommen, kann die Bioverfligbarkeit auch durch den
Mischprozess sowie eine verlangerte Kontaktzeit mit der Trockenmischration beeintrachtigt werden
(Ji et al. 2016; Reiners et al. 2017). HMBI hingegen gilt als zuverldssiges Supplement und fuhrt wie
schon beschrieben zu deutlichen Anstiegen des Plasmaspiegels von Methionin (Graulet et al. 2005).
Allgemein deuten die Unterschiede in den Aminosaurekonzentrationen im Plasma darauf hin, dass
Uber die Supplementation von Methionin und Lysin das Aminosaureprofil der Ration optimiert

wurde.

5.5 MessengerRNA-Expressionsmuster

Uber das Messenger RNA-Expressionsmuster  wurde das  Transkriptionsmuster
entwicklungsrelevanter Gene bestimmt, die Aufschluss Gber die Qualitat der Embryonen bringen
und gleichzeitig fir die Studie gewahlte Parameter beleuchten.

Keine Unterschiede zeigten sich bei der Expression von Interferon tau, was ein Indikator dafur ist,
dass die Embryonen dhnliche Qualitaten aufweisen, da das daraus resultierende Protein vor allem
der maternalen Erkennung der Trachtigkeit dient (Hernandez-Ledezma et al. 1993; Kubisch et al.
1998). Eine schwachere Exprimierung des Heat shock Proteins 1 (HSPA1A) bei der RPAA-Gruppe in
Blastozysten von Tag sieben und Tag acht kénnte jedoch ein Indiz dafiir sein, dass die
Supplementation von Methionin und Lysin den oxidativen Stress (Pajares and Markham 2011) fir
Embryonen reduziert. HSPA1A ist auch ein sensitiver Indikator fir Umweltstress (Wrenzycki et al.
1998, 1999; Russell et al. 2006) und kann dadurch induziert werden. Durch Fitterung von
pansengeschitztem Lysin bei Milchkiihen konnte ebenso eine verminderte Exprimierung von Genen
festgestellt werden, die mit oxidativem Stress assoziiert werden. Hierbei wurden jedoch Zellen der
Plazenta analysiert (Guadagnin et al. 2023).

Die Untersuchungen der Methioninadenosyltransferasen MAT2A und MAT2B ergaben Tendenzen
zu deiner geringeren Exprimierung bei Embryonen der RPAA-Gruppe. Nur bei MAT2B von sieben
Tage alten Embryonen sind die Unterschiede signifikant zur CON-Gruppe, was jedoch darauf
hinweist, dass die Synthese von S-Adenosylmethionin (McFadden et al. 2020) Uber eine

Supplementation von Methionin und Lysin beeintrachtigt wurde. S-Adenosylmethionin ist der
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wichtigste Methyldonor (Pajares and Markham 2011) und kénnte somit auch zu einer geringeren
globalen Methylierung der DNA bei Embryonen der RPAA-Gruppe flihren.
Ebenso war die Expression der DNA-Methyltransferase 1A (DNMT1A) in Blastozysten von Tag sieben
der CON-Gruppe signifikant héher als in denen der RPAA-Gruppe. DNMT1 ist allen voran fiir den
Erhalt von Methylierungsmustern nach der DNA-Replikation zustandig (Wrenzycki et al. 2001b;
Grohmann et al. 2005; Li and Zhang 2014). Eine geringere Expression von DNMT1 kdnnte damit
zusammenhadngen, dass weniger DNMT1 bendtigt wird, da der globale Methylierungsstatus bei den
entsprechenden Embryonen geringer ist. Acosta et al. (2016) zeigte, dass Embryonen von Kihen,
die bis zum 30. Tag nach der Kalbung pansengeschitztes Methionin und anschlieBend die
Kontrollration erhielten, eine geringere DNA-Methylierung aufwiesen als Embryonen von Kiihen,
die ausschlieBlich die Kontrollration erhielten. Eine geringere DNA-Methylierung kann durch aktive
oder passive Demethylierung erfolgen. Aktive DNA-Demethylierung umfasst die Umwandlung von
Methylcytosin  zu Hydroxymethylcytosin  und den anschlieRenden Basenaustausch mit
unmethyliertem Cytosin. Die passive Demethylierung wird auch als Replikations-abhdngige
Verdiinnung bezeichnet, da die Ubertragung der Methylierungsmuster fehlschligt, wie in diesem
Fall durch eine reduzierte Exprimierung von DNMT1 (Jeffries 2018).
Bonilla et al. (2010) zeigten, dass extrazelluldares Methionin keinen Effekt auf die DNA-Methylierung
von In-vitro-kultivierten Embryonen hat. Sie gehen davon aus, dass die Vorrate an Methionin in den
Oozyten ausreichend sind. Insgesamt spricht dies dafiir, dass die Supplementation von Methionin
langfristige Folgen fur die Methylierung haben kann und sich nicht unbedingt akut beeinflussen
lasst.
Die Expression von DNMT3A war bei Embryonen der RPAA-Gruppe signifikant verringert in
Blastozysten von Tag sieben und Tag acht. Da DNMT3A hauptsachlich fir De-novo-Methylierungen
zustandig ist (Okano et al. 1998), ist es wahrscheinlich, dass diese bei den Embryonen der RPAA-
Gruppe geringer ausfallt. Dies kdnnte ebenso zu einer geringeren globalen Methylierung der DNA
im Vergleich zu Embryonen der CON-Gruppe fiuhren. Dadurch, dass in-vivo generierte Embryonen
geringere DNMT-Transkriptionsgehalte enthalten als in-vitro generierte (Wrenzycki et al. 2001b),
kénnen geringere DNMT-Transkriptionsgehalte insgesamt als positiv betrachtet werden.
Allgemein lasst sich erkennen, dass die Blastozysten der RPAA-Gruppe eine geringere Expression
von allen untersuchten Genen aufweist, bis auf IFNT in Blastozysten von Tag acht, welches fast
identisch zur Kontrollgruppe ist. Ahnliches beobachteten Pefiagaricano et al. (2013) bei den
Embryonen von Milchklhen, die mit pansengeschiitztem Methionin geflttert wurden. Mittels RNA-

Sequenzierung untersuchten sie 10.662 Gene und von diesen Genen zeigten 276 einen signifikanten
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Effekt. Zweiundsiebzig Prozent wiesen eine verminderte Expression auf. Zudem wurden von den 30
signifikantesten Genen nur zwei Gene durch Methioninsupplementation starker exprimiert. Wieso
es zu einer verminderten Expression dieser Gene kommt, ist nicht geklart. Die Methylierung der
DNA nimmt durch Methionin ab (Acosta et al. 2016), was durch die verminderte Produktion von
DNMTs unterstiitzt wird, obwohl Methionin als Methyldonor gilt (Van den Veyver 2002;
Pefiagaricano et al. 2013; Li and Zhang 2014). Meist wird vermehrte Methylierung mit einer
verringerten Genexpression assoziiert, wobei auch das Gegenteil der Fall sein kann (Barlow 1997;
Van den Veyver 2002).

Eine Methioninsupplementierung kann eine Hypermethylierung der DNA in bestimmten
Genomregionen hervorrufen. Aufgrund des zirkuldaren Charakters des Methioninzyklus’ kann ein
Methioninlberschuss die DNA-Methylierung beeintrachtigen, indem die Remethylierung von
Homocystein gehemmt wird (Waterland 2006). Unter bestimmten Umstidnden kann eine
Supplementierung mit Methionin aber auch zu einer Hypomethylierung fihren, indem die
Remethylierung von Homocystein gechemmt wird (Waterland 2006).

Es ist jedoch plausibel, dass didtetisches Methionin auch die epigenetische Genregulation auf der
Ebene der Histon-Methylierung beeinflussen kann (Waterland 2006). Durch posttranslationale
Modifikationen an Histonen kann die DNA kondensiert oder ge6ffnet werden (Jeffries 2018).
Inwiefern die Versorgung durch Methionin und Lysin eine Rolle bei dieser Regulation spielt, ist nicht
bekannt. Jedoch treten die meisten Modifikationen an Lysinresten auf (Lawrence et al. 2016; Jeffries
2018). Zudem gelten Histon-Methylierungen als wichtigste Modifikationen (Zhang et al. 2021),

wobei Methionin als Methylquelle dienen kann (lkeda et al. 2010).

5.6 Multiple-Reaction Monitorung (MRM)

Insgesamt sollten alle Ergebnisse mit Vorsicht betrachtet werden, da keine der ausgewerteten
Komponenten eine signifikante (P>0,05) False Discovery Rate (FDR) aufweist, welche bei dieser
groBen Anzahl an Tests beachtet werden muss (Benjamini and Hochberg 1995; Green and Diggle

2007).
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5.6.1 Lipidom

5.6.1.1 Unreife Oozyten

Unter den signifikanten Analyten bei unreifen Oozyten finden sich neun Triacylglyceride (TAG) und
ein Phosphatidylcholin (PC 38:3), welche allesamt einen héheren Gehalt in Oozyten der CON
aufweisen. Finf von ihnen enthalten zudem die Fettsdauren 18:1, zwei 16:0 und jeweils eine 18:0
und 16:1. Im Fettsduremuster der Milch von Kiihen konnten Rulquin et al. (2006) z.B. beobachten,
dass sich der Anteil an 18:0 Fettsauren durch pansengeschiitztes Methionin erhdht. Eine mogliche
Erklarung fir die Veranderungen bei unreifen Oozyten kdnnte sein, dass durch Methionin vermehrt
18:0 Fettsauren zirkulieren und dadurch andere Fettsduren wie z.B. 18:1 vermindert eingelagert
werden, sich der Anteil an eingelagerten 18:0 Fettsdauren allerdings nicht signifikant andert.
Stearinsaure (18:0) gehort zu den langkettigen Fettsduren (13 bis 21 C-Atome). Stearinsaure (18:0)
ist mit Laurinsdure (12:0), Myristinsdure (14:0) und Palmitinsdure (16:0), die in der Natur am
haufigsten vorkommende gesattigte Fettsdure. Gehalte an kiirzeren Fettsduren wie Palmitinsdure
werden selten durch Didten beeinflusst, da diese in grolen Mengen endogen synthetisiert werden
kdnnen (Flock and Kris-Etherton 2013). Durch Stearoyl-CoA-Desaturasen kdnnen jedoch auch
Oleoyl-CoA (18:1 omega-9 (n-9)) bzw. Palmitoleoyl-CoA (16:1 n-7) gebildet werde. Sie fligen eine
Doppelbindung am neunten Kohlenstoffatom in Stearoyl-CoA und Palmitoyl-CoA ein. Dies kdnnte
das Vorhandensein von Olsdure (18:1 n-9) erkliren, welche in allen Geweben vorkommt und in TAGs
fast die Halfte der gesamten Fettsduren ausmacht (Flock and Kris-Etherton 2013). Ein erhohter
Gehalt von Olsiuren kann ebenfalls bei Kithen beobachtet werden, die sich in einer negativen
Energiebilanz befinden. Durch die vermehrte Freisetzung von NEFAs ins Blut wird die Aktivitat der
Desaturasen gesteigert, um die ungesattigten Fettsduren zu entgiften. Dies kann im Blut sowie in
Oozyten beobachtet werden (Furukawa et al. 2022). Da die Fettsdauren in Triglyceriden gebunden
sind, kdnnten die Veranderungen darauf hinweisen, dass es sich hierbei um kein akutes Geschehen
handelt, sondern die Kiihe vielleicht in den Tagen oder Wochen zuvor unter einer Ketose litten.
Durch eine vermehrte Bildung von VLDLs kann Methionin das Risiko einer Fettleber verringern und
somit Ketosen abmildern (Abbasi et al. 2017).

Rulquin et al. (2006) beobachtete zudem, dass durch HMBi- Supplementation der Gehalt an
ungeraden Fettsdauren in der Milch zunimmt. Lipide mit einer ungeraden Anzahl an
Kohlenstoffatomen wurden allerdings nicht untersucht, da diese in Oozyten und Embryonen nicht

vorkommen (de Lima et al. 2018).
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Da neun TAG-Reste einen signifikant hoheren Anteil in der CON-Gruppe zeigen, besteht die
Vermutung, dass unreife Oozyten aus dieser Gruppe mehr TAG enthalten. Acosta et al. (2016)
konnte fiir Embryonen von Kiihen, die mit pansengeschitztem Methionin gefuittert wurden, einen
héheren Lipidgehalt nachweisen. Deshalb stellt sich die Frage, ob die Lipidanreicherung schon im
Oozytenstadium  stattfindet. Allerdings weist der relative Anteil aller TAG-Reste
zusammengenommen keinen signifikanten Effekt auf. Uber die MRM-Analyse l3sst sich allerdings
keine Aussage Uber die Gesamtmenge an Lipiden treffen, da eine quantitative Analyse nur mit
internem Standard (IS) moglich gewesen wére (HolCapek et al. 2018). Der IS hatte ein Analogon des
Analyten sein missen (Wang et al. 2017), was in diesem Fall nicht praktikabel war, da es sich um
eine Vielzahl unterschiedlicher Analyten handelte. Eine relative Quantifizierung ist trotzdem
moglich, indem man beispielsweise die einzelnen Spektren durch den Gesamtionenstrom (TIC) teilt
(Franco et al. 2018; de Lima et al. 2018).

Die CON-Gruppe weist zudem einen héheren Gehalt an Phosphatidylcholin (38:3) auf, welches zu
den Gylcerophospholipiden gehort und wie andere Phosphatidylcholine ein Bestandteil der

Lipiddoppelschicht ist. Wieso der Gehalt von PC (38:3) in der CON-Gruppe erhoht ist, ist unklar.

5.6.1.2 Reife Oozyten

PCp (36:5), PC (36:0) bzw. PCp (38:6), PCo (36:0) und TAG (60:4) mit der Fettsdure (18:1) weisen
einen signifikanten p-Wert mit erhéhtem Gehalt in der CON-Gruppe auf. Der erhohte Gehalt an TAG
(60:4) mit der Fettsdure (18:1) ist eine Veranderung wie auch schon bei den unreifen Oozyten
beschrieben. Moglicherweise kam es bereits zu einer Anpassung des Lipidmusters (Martin und
Parton 2006) durch die Reifung oder das Reifungsmedium, weshalb nur noch eine Komponente
signifikant ist. Reife Oozyten unterscheiden sich von unreifen Oozyten in ihrem Lipidom (de Lima et
al. 2018)

Die weiteren signifikanten Komponenten gehdren zu der Gruppe der Etherlipide. PCp steht fiir den
Alkenyl-Ether- und PCo flr den Alkyl-Ether-Substituenten von PC an der Ester-Carbonyl-Gruppe
(Jiménez-Rojo und Riezman 2019). Beide teilen sich den ersten Syntheseschritt. Erstgenannte
Alkenyl-Ether werden auch Plasmalogene genannt und sind die am besten untersuchten Etherlipide.
Etherlipide werden eher vernachlassigt, obwohl sie etwa 20 % des Phospholipidgehaltes von
Metazoen ausmachen und ihre Bedeutung durch die Schwere der Erbkrankheiten deutlich wird, bei
denen die Etherlipidsynthese unterbrochen oder beeintrachtigt wird (Jiménez-Rojo und Riezman
2019). Sie sind Hauptbestandteile biologischer Membranen, wobei ihre molekularen Funktionen

noch nicht vollstandig geklart sind (Jiménez-Rojo und Riezman 2019). Sie sollen beispielsweise zur
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Bildung von Lipidtropfchen beitragen und antioxidative Funktionen tibernehmen (Jiménez-Rojo and
Riezman 2019; Hossain et al. 2020). Uber die molekularen Unterschiede kénnen sie sich im
Schmelzpunkt, der Zusammenlagerung in Membranen und der Interaktion mit anderen Lipiden
unterscheiden. Zudem gilt die Vinylether-Bindung bei Alkenyl-Ethern als sehr reaktiv (Jiménez-Rojo
und Riezman 2019).

Dennoch ist die Funktion der Plasmalogene wahrend der Eizellreifung und der
Embryonalentwicklung nach wie vor unbekannt. Darliber hinaus konnte sich die Zusammensetzung
der Membranphospholipide je nach Reifungsstadium oder auch der Herkunft der Eizelle

unterscheiden (Prates et al. 2014).

5.6.1.3 Expandierte Blastozysten

Die Gehalte von PC (34:2) und PC (34:1) sind signifikant hoher bei RPAA-Gruppe. O-Behenoylcarnitin
hingegen weist bei der CON-Gruppe einen héheren Gehalt auf. PC (34:1) kommt in groBen Anteilen
bei Oozyten und Embryonen vor und gilt als Hauptbestandteil der Zellmembran (Ferreira et al. 2010,
2015). Ahnliches gilt vermutlich auch fiir PC (34:2). Ein hoherer relativer Anteil kénnte ein Hinweis
dafiir sein, dass die Zellzahl bei der RPAA-Gruppe hdher war. Ein Unterschied ist dabei nicht
verwunderlich, da die Embryonen zwar dasselbe Entwicklungsstadium aufweisen, aber die Anzahl
der Zellen variieren kann. Eine Aussage Uber die Qualitat Iasst sich darlber nicht treffen. In dieser
Arbeit wurden die Zellzahlen der einzelnen Blastozysten nicht bestimmt. Die Zellzahl kdnnte durch
die Messung eines Gentranskriptes, dessen Haufigkeit nicht durch die Behandlung beeinflusst wird,
bestimmt werden. Hierflr kdnnten sich beispielsweise Houskeeping-Gen eignen.
O-Behenoylcarnitin gehort zu den Acylcarnitinen und ist der Behensaure (22:0) -ester von Carnitin.
Der korpereigene Carnitinpool wird aus L-Carnitin, kurz-, mittel- und langkettigen Acylcarnitinen
gebildet (Reuter und Evans 2012). O-Behenoylcarnitin ist ein sehr langkettiges Acylcarnitin (C > 22),
welches zundchst mittels unvollstdandiger B-Oxidation in Peroxisomen zu kurz- und mittelkettigen
Acylcarnitinen umgewandelt werden muss (Reuter und Evans 2012). AnschlieBend kdnnen die kurz-
und mittlekettigen Acylcarnitine aus dem Zytoplasma in die Mitochondrien fiir die vollstandige B -
Oxidation transportiert werden (Reuter und Evans 2012). Peroxisomen wirken sich zudem auf den
Stoffwechsel reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) aus und sind dadurch wichtig fur die Balance des
zelluldren Redox-Gleichgewichtes (Islinger et al. 2018).

Sowohl der Anstieg der B-Oxidation als auch die Anhdufung von Fettsdauren und ihren Metaboliten,

insbesondere langkettigen Acyl-CoAs und Acylcarnitinen, sind mit einer erhéhten ROS-Produktion
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und nachfolgendem oxidativen Stress verbunden. Diese Fettsdaurebedingte ROS-Produktion wird mit
mitochondrialer Dysfunktion in Verbindung gebracht (Dambrova et al. 2021).
Insgesamt ist damit eine verringerte Konzentration von O-Behenoylcarnitin in den Embryonen der
Versuchsgruppe als positiv zu bewerten. Diese Verdanderung weist daraufhin, dass die
Supplementation von Methionin und Lysin dazu beitragen kdénnte, den oxidativen Stress zu
reduzieren.
Acosta et al. (2016) stellten fest, dass Embryonen von Kihen, denen Methionin supplementiert
wurde, einen hoheren Lipidgehalt aufwiesen. Dies konnte nach der IVP nicht nachgewiesen werden,
durch beispielsweise einen erhéhten Gehalt an TAGs oder anderen Verdanderungen. Eine
qguantitative Bestimmung des gesamten Lipidgehaltes war allerdings mit der MRM-Analyse nicht
moglich. Des Weiteren konnten Stella et al. (2024) einen hoheren Gehalt an mehrfach ungesattigten
Lipiden, insbesondere von TAGs und PCs, feststellen. Sie vermuten eine vermehrte Bildung von
Desaturasen, durch eine erhéhte Verfiigbarkeit an Methionin zu Beginn der Laktation. Hierflr gab
es in dieser Arbeit keine Hinweise.
Allgemein konnten bei expandierten Blastozysten nur wenige Unterschiede im Lipidmuster
festgestellt werden. Vermutlich liegt dies an den identischen Kultivierungsbedingungen, woriber
sich die jeweiligen Gruppen einander angeglichen haben. Grundsatzlich sind alle Zellen (u.a. auch
Embryonen) in der Lage, Lipide aufzunehmen bzw. abzugeben und sich dem jeweiligen

Fettsdurespiegel anzupassen (Martin und Parton 2006).

5.6.2 Metabolom

Bei der Analyse des Metaboloms traten nur bei unreifen Oozyten Unterschiede auf. Dies kénnte
daran liegen, dass das Metabolom sehr dynamisch ist und standigen Veranderungen unterliegt,
welche sich Uber weite Konzentrationsbereiche erstrecken kénnen (Lombard-Banek et al. 2017).
Durch groBe Unterschiede zwischen individuellen Proben kénnen andere Unterschiede verschleiert
werden. Zudem ist es moglich, dass sich die unterschiedlichen Gruppen an Oozyten und Embryonen
durch die identischen Medien und Kultivierungsbedingungen einander angeglichen haben. Dies liegt
daran, dass Metaboliten als Endprodukte von Zellregulationsprozessen stark von den
Umweltbedingungen abhangig sind (Singh und Sinclair 2007).

Unreife Oozyten weisen einen erhéhten Gehalt an Laurinsdure, Thymidin, D-Erythrose-4-phosphat

und Acetylcarnitin in der RPAA-Gruppe auf.
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Laurinsdure ist eine mittellange, zwolf Kohlenstoffatome enthaltende Fettsdure, der zahlreiche
positive Effekte zugeschrieben werden (Tham et al. 2020). Alves et al. (2017) beschrieb
beispielsweise, dass Laurinsaure den Blutdruck und den oxidativen Stress bei normotensiven und
hypertensiven Ratten senkt. Des Weiteren weist Laurinsdaure auch antibakterielle und antivirale
Eigenschaften auf (Lieberman et al. 2006). Studien in Bezug auf Embryonen sind leider nicht
bekannt.
In der Theorie lassen sich die Ergebnisse von Versuchen mit anderen antioxidative Substanzen, wie
beispielsweise Glutathion, auf Komponenten wie Laurinsdaure, tGbertragen, wobei Methionin oder
Lysin in diesem Fall zu einer Erh6hung von Laurinsdure fihrte. Vor allem Methionin hat einen grof3en
Einfluss auf das Redox-Gleichgewicht tiber Methioninsulfoxid (MetO), Homocystein oder auch als
Vorlaufer fur die Synthese von Glutathion (Lobley 1992; Martinez et al. 2017; Aledo 2019). In einem
In-vitro Versuch enthielten Embryonen, die ohne Methionin kultiviert wurden, mehr Glutathion als
Embryonen, die mit Methionin kultiviert wurden (Bonilla et al. 2010) Dies konnte daran liegen, dass
die Synthese reduziert ist oder Glutathion vermehrt verbraucht wird (Bonilla et al. 2010). Es kam
jedoch zu keiner dosisabhangigen Abnahme des Glutathiongehaltes, was Bonilla et al. (2010) damit
erklaren, dass die Produktion freier Methioninradikale schon bei sehr geringen Konzentrationen
gesattigt sein konnte. Die Zellfunktion wurde dadurch allerdings nicht eingeschrankt, da die
Apoptoserate keine Unterschiede aufwies (Bonilla et al. 2010). In vivo kommt es allerdings nicht zu
einem kompletten Fehlen von Methionin bei einer geringeren Versorgung der Versuchstiere.
Deswegen war ein dhnlicher Effekt nicht zu erwarten.
Die Konzentration von Thymidin erweist sich bei unreifen Oozyten der RPAA-Gruppe als erhoht.
Thymidin ist ein Pyrimidin-Desoxynucleosid und besteht aus der Nucleobase Thymin, die an
Desoxyribose gebunden ist. Dabei handelt es sich um das DNA-Nucleosid ,T“ das sich in
doppelstrangiger DNA mit Desoxyadenosin (,A“) paart. Es kann auch als DNA-Synthese-Inhibitor
agieren, indem es Zellen zwischen der G1- und S-Phase vor der DNA-Replikation blockiert (Chen and
Deng 2018). Die Purin- und Thymidinsynthese wird (iber den One-carbon Metabolismus reguliert,
welcher hauptsachlich aus dem Folat- und der Methioninzyklus besteht (Lionaki et al. 2022).
D-Erythrose-4-phosphat ist ein  Phosphorsdureester der Erythrose und Teil des
Pentosephosphatwegs (Williams et al. 1980). AuRerdem kdnnen einige Bakterien und Pflanzen
daraus aromatische Aminosduren wie Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan synthetisieren
(Williams et al. 1980). Ein direkter Zusammenhang zu der Supplementation von Methionin und Lysin
ist nicht bekannt, sowie der Einfluss einer erhdhten Konzentration in Embryonen oder Eizellen von

Saugetieren.
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Methionin und Lysin dienen als direkte Vorlaufer von Carnitin (Carlson et al. 2007). Dadurch kénnte
es Uber die Supplementation von Methionin und Lysin zu einer erhéhten Synthese von Carnitin
kommen, was den erhdhten Gehalt an Acetylcarnitin in unreifen Oozyten erklaren wirde.
Acetylcarnitin ist der Essigsdaureester von Carnitin, der den Transport von Acetyl-CoA in die
Mitochondrien erleichtert und somit die Oxidation von Fettsduren beschleunigt (Farrell et al. 1986;
Chiechio et al. 2017). Zudem ist Acetylcarnitin das vorherrschende Acylcarnitin in den meisten

Geweben (Farrell et al. 1986).

5.7 Ausblick

In Zukunft bedarf es noch weiteren Untersuchungen uber die Einflliisse von Methionin und Lysin auf
Oozyten und Embryonen. Die Rolle von Methionin und/oder Lysin wahrend der Oozytenreifung in
vitro ist beispielsweise noch unklar, welche Konzentrationen in dieser Phase der Entwicklung
optimal waren bzw. ein Mangel vorliegt. Auerdem fehlen noch Untersuchungen zu Lysin beziglich
eines Effekts nach Supplementation des Reifungsmediums.

In Bezug auf die Lipidanalyse konnte zwar dargestellt werden, dass sich die
Lipidzusammensetzungen nur in wenigen Komponenten unterscheidet, es ware jedoch noch zu
klaren, ob es quantitative Unterschiede bei den Oozyten und den IVP-Embryonen gibt. AuBerdem
sollte die Qualitdt der Embryonen mit weiterfiihrenden Untersuchungen getestet werden. Dies
konnte beispielsweise mit einer Lebend-Tot-Farbung untersucht werden oder im Optimalfall durch
Transfers auf Empfangertiere liber die Bestimmung der Anwachsraten. In diesem Zusammenhang
ware auch interessant ob Qualitdtsunterschiede der Embryonen nach einer Kryokonservierung
festzustellen sind.

Ein weiterhin spannendes Thema bleibt die Genexpression. Hierbei ist noch nicht geklart, ob es auch
Veranderungen auf Oozyten-Ebene gibt oder ob bei Embryonen auch noch weitere Gene durch
Methionin und Lysin beeinflusst werden. Mittels RNA-Sequenzierung koénnte das globale
Transkriptom Uberprift werden. Zudem sollte die DNA-Methylierung der Embryonen weitergehend

untersucht werden.
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Zusammenfassung

6 ZUSAMMENFASSUNG

Einflisse einer pansengeschiitzten Methionin- und Lysin-Supplementation der Futterration auf
die Entwicklungskompetenz boviner Kumulus-Oozyten-Komplexe (gewonnen mittels OPU von

Milchkiihen)

Als Bausteine von Proteinen sind Aminosauren wichtige Nahrungsbestandteile und von groBer
Bedeutung fiir die Reproduktionsleistung von Milchkiihen. Ziel der Arbeit war es, darzustellen,
inwieweit sich die Supplementation pansengeschiitzten Methionins und Lysins auf die
Entwicklungskompetenz boviner Kumulus-Oozyten-Komplexe (KOK) auswirkt, da sie als die am
starksten limitierenden Aminosauren fir Milchklhe gelten.

Fir den Versuch wurden 30 pluripare Holstein-Kiihe in zwei Gruppen unterteilt, wobei 14 von ihnen
post partum eine Supplementation der Futterration mit pansengeschitztem Methionin und Lysin
erhielten. Ab dem 40. Tag post partum erfolgte die KOK-Gewinnung mittels Ovum Pick-Up (OPU)
achtmal im wochentlichen Abstand. Vor dem OPU wurden Blutproben zur Bestimmung der Plasma-
Aminosdurekonzentration genommen. Begleitende Milchuntersuchungen dienten der
Leistungskontrolle der Kihe.

Bei dem durchgefiihrten OPU ergaben sich Wiederfindungsraten von 61,3 + 29,4 % fiur die
Versuchsgruppe (RPAA) und 62,6 + 33,5 % fiir die Kontrollgruppe (CON). Die gewonnenen Oozyten
von RPAA (n=240) und CON (n=299) wurden zu einem grofRen Teil der In-vitro Produktion zugefihrt.
Hierbei erwiesen sich die Teilungsraten (RPAA: 84,1 + 5,9 %; CON: 81,9 + 8,6 %) und die
Entwicklungsraten (Tag 7: 18,3 £ 4,4 % vs.15,4 + 8,9 %) beider Gruppen als dhnlich.

Der Milchproteingehalt (RPAA 3,15 + 0,25 %; CON 3,05 +0,22 %; p = 3,3 x 10°) und der
Milchfettgehalt (RPAA 4,18 £ 0,5 %; CON 4,01 0,5 %; p =0,001) von Kithen der RPAA-Gruppe zeigten
eine geringfligige Erh6hung im Vergleich zu den Kiihen der CON-Gruppe. Bezlglich der Milchmenge
und des Milchharnstoffgehaltes wurden keine Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt.
Insgesamt sanken die Aminosdurekonzentrationen im Plasma durch die Supplementation
pansengeschiitzten Methionins und Lysins (p = 0,005). Dieser Effekt spiegelte sich vor allem bei den
essenziellen Aminosauren wider (p = 0,04), wobei auch die nicht-essenziellen Aminosaduren eine
Tendenz dazu zeigten. Zudem war der Gehalt von Threonin, Glutamin und Valin bei RPAA signifikant

niedriger.
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Zusammenfassung
Bei der RT-gPCR konnte eine signifikant geringere Expression von HSPA1A, DNMT1 und MAT2B bei
expandierten Blastozysten der RPAA-Gruppe von Tag 7 im Vergleich zu denen der CON-Gruppe
nachgewiesen werden.
Die Lipidanalyse ergab vor allem bei unreifen Oozyten Unterschiede, die sich als Veranderungen des
Fettsduremusters der eingelagerten Triacylglyceride (TAGs) darstellten. Insbesondere lieR sich ein
erhdhter Gehalt an Olsdure (18:1) in unreifen Oozyten von Kiihen, die die Kontrollration erhielten,
nachweisen. In reifen Oozyten zeigten sich diese Unterschiede lediglich bei einer Komponente (TAG
(60:4) FA 18:1), es fanden sich allerdings groBere Mengen an Etherlipiden in den reifen Oozyten der
CON-Gruppe. Expandierte Blastozyten wiesen einen hoheren Gehalt der Phosphatidylcholine (34:1)
und (34:2) in der RPAA-Gruppe auf. O-Behenoylcarnitin kam hingegen vermehrt in Embryonen der
CON-Gruppe vor.
Die Metabolomanalyse deckte lediglich Unterschiede bei den unreifen Oozyten auf. Diese stellten
sich als erhohte Gehalte an Laurinsdure, Thymidin, Erythrosephosphat und Acetylcarnitin in Oozyten
der RPAA-Gruppe dar.
AbschlieBend kann festgehalten werden, dass die Supplementation pansengeschitzten Methionins
und Lysins keinen signifikanten Einfluss auf die Entwicklungsraten von Oozyten in der In-vitro
Produktion hat, jedoch vermutlich zu einer Reduktion der DNA-Methylierung und des oxidativen

Stresses von Oozyten und Embryonen fiihrt und die Qualitat verbessert.
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Summary

7 SUMMARY

Effects of rumen-protected dietary methionine and lysine supplementation on the
developmental competence of bovine cumulus-oocyte-complexes collected from dairy cows via

OoPU

Amino acids are important dietary constituents as they are a vital component of proteins and
relevant for reproductive success in dairy cows. The aim of this thesis was to determine to what
extent supplementation of rumen-protected methionine and lysine affects the developmental
competence of bovine cumulus oocyte complexes (COC), as methionine and lysine are considered
being the most limiting amino acids for dairy cows.

Thirty pluriparous Holstein cows were grouped three weeks before their expected calving date
receiving identical diets. After calving, they were randomly allocated to two groups fed a total mixed
ration supplemented with (N=14 cows; RPAA) or without (N=16 cows; CON) rumen-protected lysine
and methionine. Starting from 40 days post-partum onwards, animals from both groups were
assigned to an ovum pick-up (OPU) session once a week for at least 8 weeks. Prior to OPU, blood
samples were collected for determination of amino acid concentration in plasma. Furthermore, milk
samples were taken during the period of OPU for monitoring performances.

The calculated recovery rate based on the number of aspirated follicles and collected COC was
similar for both groups (61.3+29.4% vs. 62.6+33.5%; p>0.05). Collected COC from RPAA (n=240) and
CON (n=299) were submitted to a standard in vitro production (IVP) protocol. Cleavage and
developmental rates also showed similar results for both groups (RPAA: 84.1 + 5.9 %, CON: 81.9 +
8.6 %; day 7: RPAA: 18.3 £ 4.4 %, CON: 15.4 £ 8.9; p>0.05).

Milk protein content (RPAA 3.15 + 0.25%; CON 3.05 £0.22%; p = 3.3 x 10-5) and milk fat content
(RPAA 4.18 + 0.5%; CON 4.01 +0.5%; p = 0.001) of cows in the RPAA group showed a slight increase
compared to those in the CON group. No differences were observed between the groups in terms
of milk yield and milk urea content.

Amino acid concentration in plasma decreased with supplementation of rumen-protected
methionine and lysine (p = 0.005). This effect was reflected mainly in essential amino acids (p=0.04),
although non-essential amino acids also showed a tendency to do so. In addition, the levels of

threonine, glutamine, and valine were significantly lower in RPAA.
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Summary
RT-gPCR revealed significantly lower expression of HSPA1A, DNMT1 and MAT2B in expanded
blastocysts of RPAA at day 7 compared to the CON group.
Lipid analysis revealed differences, especially in immature oocytes, which appeared as changes in
the fatty acid pattern of stored triacylglycerides (TAGs). An increased content of oleic acid (18:1)
was detected in immature oocytes from cows receiving the control ration. Mature oocytes differed
in one component only (TAG (60:4) FA 18:1), but greater amounts of ether lipids were found in
mature oocytes of the CON group. Expanded blastocytes contained higher levels of
phosphatidylcholine (34:1) and (34:2) in the RPAA group. In contrast, O-behenoylcarnitine was more
abundant in embryos of the CON group.
Metabolomic analysis revealed differences solely between immature oocytes. These presented as
increased levels of lauric acid, thymidine, erythrose phosphate and acetylcarnitine in oocytes of the
RPAA group.
In conclusion, supplementation of rumen-protected methionine and lysine had no significant effect
on development rates of oocytes in in vitro production, whereas it probably led to a reduction in

DNA methylation and oxidative stress of oocytes and embryos and improves the quality.
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Verzeichnisse

8  VERZEICHNISSE

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

AAA Aminosdurenanalysator

ACN Acetonnirtil

ANOVA Analysis of variance (Varianzanalyse)

BSA bovines Serumalbumin

cDNA complementary Desoxyribonucleic acid
CON Control £ Kontrollgruppe

DMI Trockenmasseaufnahme (dry matter intake)
DNA Desoxyribonucleic acid

dNTPs Deoxynukleosidtriphosphate

ESI Elektrospray-lonisiation

et al. et alli (und andere)

FAF Fatty Acid Free (ohne Fettsauren)

FBS Fetal Bovine Serum (fetales Rinderserum)
FDR False discovery rate

fg Femtogramm

GfE Gesellschaft fur Erndhrungsphysiologie
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl) -1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
HHE Hypotaurin, Heparin und Epinephrin

HMB 2- Hydroxy 4- methylbuttersaure

HMBI Isopropylester von 2- Hydroxy 4- methylbuttersaure
HPLC high performance liquid chromatographie
HSP Heat shock protein

IFNt Interferon tau

IVC In-vitro-Kultivierung

IVF In-vitro-Fertilisation

IVM In-vitro-Maturation

IVP In-vitro-Produktion

KOK Kumulus Oozyten Komplex

Lys Lysin
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Verzeichnisse

M Molar/e

Met Methionin

MetO Methioninsulfoxid

M-MulLV Moloney Murine Leukemia Virus
MOET Multiple Ovulation Embryo Transfer
MP metabolisierbares Protein

MPC Magnetic Particle Concentrator

MRM Multiple Reaction Monitoring

mRNA Messenger Ribonucleic Acid

MS/MS Tandem-Massenspektrometrie

MUN milk urea nitrogen

m/z Masse-zu-Landung-Verhaltnis

NBCS newborn calf serum

NEFA (engl.: non-esterified-fatty acid)

NEL Netto-Energie-Laktation

nXP nutzbares Rohprotein

OPU Ovum Pick-Up

PBS Phosphat Bufferd Saline

PCR Polymerase Kettenreaktion (engl.: Polymerase Chain Reaction)
PCA Principal component analysis

PTFE Polytetrafluorethylen

PUN plasma urea nitrogen

PVA Polyvinylalkohol

RNA Ribonucleic acid (Ribonucleinsaure)
RPAA Rumen-Protected Amino Acids (Pansengeschiitzte Aminosauren) £ Versuchsgruppe
RT-gPCR Reverse Transkriptase quantitative PCR
RUP Pansenbestandiges Protein (engl.: Rumen-undegradable protein)
SD Standardabweichung

SEM Standardfehler

SOF Synthetic oviduct fluid

TALP Tyrode’s Albumin Laktat Pyruvat

TCM Tissue Culture Medium

TIC total ion current
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Verzeichnisse

VLDL very low-density lipoprotein

x|

arythmetischer Mittelwert

XP Rohprotein
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9 ANHANG

Anhang

9.1 Medien fiir das OPU und die IVP

Tabelle 13: PBS-Stocklésung

Substrat Hersteller Produkt-Nr. g/500mL
Natrium-Pyruvat Sigma-Aldrich P3662 1,80
Streptomycinsulfat Sigma-Aldrich S6501 2,50
D-Glukose Riedel-de-Haen 16301 50,00
CaCl;x H,0 Sigma-Aldrich C7902 6,65
Penicillin G Sigma-Aldrich PENK 3,00
Tabelle 14: PBS-Gebrauchslésung
Substrat Hersteller Produkt-Nr. 1 L Gebrauchslosung
Dulbecco’s phosphate Sigma-Aldrich D5773 9,65¢g
buffered saline
PBS-Stocklésung 10 mL
Aqua bidest Ad1,0L
Tabelle 15: Zusatze fir die PBS-Gebrauchslésung (OPU)
Substrat Hersteller Produkt-Nr. Menge
Heparin Sigma-Aldrich H3149 11,2 mg
Fetal Bovine Serum gibco 10500-064 10 mL
Tabelle 16: Zusatze fir die PBS-Gebrauchslosung (Labor)
Substrat Hersteller Produkt-Nr. Menge
Heparin Sigma-Aldrich H3149 11,2 mg
Bovines Serum Sigma-Aldrich A9647 10¢g

Albumin (Fraktion V)
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Tabelle 17: TCM199-Gebrauchslosung

Anhang

Substrat Hersteller Produkt-Nr. Menge
TCM199 Sigma-Aldrich M2520 1,51g
Gentamycinsulfat Sigma-Aldrich G3632 0,005¢g
Natrium-Pyruvat Sigma-Aldrich P3662 0,0022 g
NaHCO3 Sigma-Aldrich S4019 0,22¢g
H20 Fresenius Ampuwa® Ad 100 mL
BSA (FAF)* Sigma-Aldrich A7030 0,1g
pH-Wert durch Rihren auf 7,4 einstellen
*nach Einstellung des pH-Wertes dazugeben
Tabelle 18: TCMair-Gebrauchslésung
Substrat Hersteller Produkt-Nr. Menge (g/100 mL)
TCM199 Sigma-Aldrich M2520 1,51
Gentamycinsulfat Sigma-Aldrich G3632 0,005
Natrium-Pyruvat Sigma-Aldrich P3662 0,0022
NaHCO; Sigma-Aldrich S4019 0,035
H20 Fresenius Ampuwa® Ad 100 mL
BSA (FAF)* Sigma-Aldrich A7030 0,1

pH-Wert durch Zugabe von 1 M NaOH auf 7,2 einstellen

*nach Einstellung des pH-Wertes dazugeben
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Tabelle 19: Fert.-TALP-Stocklésung

Anhang

Substrat Hersteller Produkt-Nr. Konzentration Menge
(mM) (g/100 mL)
NaCl Sigma-Aldrich S5886 114,0 0,6658
KClI Sigma-Aldrich P5405 3,2 0,0239
NaHCO; Sigma-Aldrich S4019 25,0 0,2100
NaH;PO4 x H,0 Sigma-Aldrich S9638 0,3 0,0041
CaCl, x 2H,0 Sigma-Aldrich C7902 2,0 0,0294
MgCl, Sigma-Aldrich M8266 0,5 0,0048
Phenolrot Sigma-Aldrich P5530 0,01 pg/mL 0,0010
Penicillamine Sigma-Aldrich P4875 20,0 0,0003
Na-Lactat (60 %) Sigma-Aldrich L4263 10,0 0,1860
H20 Fresenius Ampuwa® Ad 100 mL
Tabelle 20: Gentamycin-Lésung
Substrat Hersteller Produkt-Nr. Menge
Gentamycinsulfat Sigma-Aldrich G3632 50 mg
H20 Fresenius Ampuwa® Ad 1,0mL
Tabelle 21: Natrium-Pyruvat-Losung
Substrat Hersteller Produkt-Nr. Menge
Natrium-Pyruvat Sigma-Aldrich P3662 2mg
Fert.-TALP-Stocklosung 1,0 mL
Tabelle 22: Fert.-TALP-Gebrauchslésung
Substrat Hersteller Produkt-Nr. Menge
Fert.-TALP-Stocklésung 10 mL
BSA (Fraktion V) Sigma-Aldrich A9647 60 mg
Gentamycin-Lésung 1,0 pL
Natrium-Pyruvat-Lésung 140 pL
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Tabelle 23: Epinephrin-Losung

Anhang

Substrat Hersteller Produkt-Nr. Menge
Epinephrin Sigma-Aldrich E4250 1,83 mg
Natrium-Lactat (60 %) Sigma-Aldrich L4263 165,0 mg
Natriummetabisulfit Sigma-Aldrich 71932 50,0 mg
H20 Fresenius Ampuwa® 50,0 mL
Tabelle 24: Hypotaurin-Losung
Substrat Hersteller Produkt-Nr. Menge
Hypotaurin Sigma-Aldrich H1384 1,09 mg
H20 Fresenius Ampuwa® 10,0 mL
Tabelle 25: Heparin-Losung
Substrat Hersteller Produkt-Nr. Menge
Heparin Sigma-Aldrich H3149 2,82 mg
H20 Fresenius Ampuwa® 10,0 mL
Tabelle 26: HHE-Stocklosung
Substrat Hersteller Produkt-Nr. Menge
Epinephrin-Losung 4,0 mL
Hypotaurin-Lésung 10,0 mL
H20 Fresenius Ampuwa® 26,0 mL

Tabelle 27: HHE-Gebrauchslosung

Substrat Menge
HHE-Stocklosung 80,0 pL
Heparin-Losung 40,0 uL

Tabelle 28: Fertilisationsmedium
Substrat Menge
Fert.-TALP-Gebrauchslésung 2,0 mL
HHE-Gebrauchslosung 120,0 pL

96




Tabelle 29: Spermfilter-Gebrauchslésung

Anhang

Substrat Hersteller Produkt-Nr. Menge
Spermfilter® Gynotec SPF100-0050 675 pL
Fert.-TALP- 75 uL
Gebrauchslosung
Tabelle 30: SOF-Stocklésung A
Substrat Hersteller Produkt-Nr. Konzentration Menge
(mM)
NaCl Sigma-Aldrich S5886 108,0 3,145¢
KCl Sigma-Aldrich P5405 7,2 0,267 g
KH2PO4 Sigma-Aldrich P5655 1,2 0,081¢g
MgSO4 Sigma-Aldrich M2643 1,5 0,091¢g
H20 Sigma-Aldrich W1503 49,2 mL
Natrium-Lactat* Sigma-Aldrich L4263 4,2 0,3mL
*als letzte Reagenz hinzufligen
Tabelle 31: SOF-Stocklésung B
Substrat Hersteller Produkt-Nr. Konzentration Menge
(mM)
NaHCO; Sigma-Aldrich S4019 25,0 1,05¢
Phenolrot Sigma-Aldrich P5530 1 mg/ 100 mL 0,005 mL
H20 Sigma-Aldrich W1503 50,0 mL
Tabelle 32: SOF-Stocklésung C
Substrat Hersteller Produkt-Nr. Konzentration Menge
(mM)
Natrium-Pyruvat Sigma-Aldrich P3662 0,73 0,04 g
H20 Sigma-Aldrich W1503 5,0 mL
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Tabelle 33: SOF-Stocklésung D
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Substrat Hersteller Produkt-Nr. Konzentration Menge
(mM)
CaCly x 2H,0 Sigma-Aldrich C7902 1,78 0,131 mL
H20 Sigma-Aldrich W1503 5,0 mL
Tabelle 34: Glutamin-Stocklésung
Substrat Hersteller Produkt-Nr. Menge
Glutamin Sigma-Aldrich G6392 0,292 ¢
H20 Sigma-Aldrich W1503 10,0 mL
Tabelle 35: SOFaa-Kulturmedium
Substrat Hersteller Produkt-Nr. | Konzentration Menge
(mM)
Myoinositol Sigma-Aldrich 17508 2,77 0,05g
Tri-Natrium-Citrat Sigma-Aldrich S4641 0,34 0,01g
Gentamycin Sigma-Aldrich P5655 50 pg/mL 0,005
H20 Sigma-Aldrich W1503 78,0 mL
Glutamin-Stocklosung 0,2 100 pL
Stocklésung A 10,0 mL
Stocklésung B 10,0 mL
Stocklésung C 1,0 mL
Stocklésung D 1,0 mL
BME Sigma-Aldrich B6766 30 pL/mL 3,0mL
MEM Sigma-Aldrich M7145 10 pL/mL 1,0 mL
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9.2 Chemikalien fiir die Aminosaurenbestimmung im Plasma

Tabelle 36: Chemikalien fir die Amminosdurebestimmung

Chemikalie Art. Nr. Firma Sitz
Aminosdure-Standard-Lésung A-9906 Sigma-Aldrich Steinheim,
Deutschland
Lithiumcitratpuffer A 80-2038-15 Laborbedarf Onken Grindau,
GmbH Deutschland
Lithiumcitratpuffer B 80-2038-16 Laborbedarf Onken Grindau,
GmbH Deutschland
Lithiumcitratpuffer C 80-2099-83 Laborbedarf Onken Grindau,
GmbH Deutschland
Lithiumcitratpuffer DIl 80-2097-18 Laborbedarf Onken Grindau,
GmbH Deutschland
Lithiumcitratpuffer 80-2037-69 Laborbedarf Onken Grindau,
GmbH Deutschland
Norleucin N6877 Sigma-Aldrich Steinheim,
Deutschland
NaOH 80-2038-20 Laborbedarf Onken Griindau,
GmbH Deutschland
Ninhydrin 80-6000-13 Laborbedarf Onken Grindau,
GmbH Deutschland
Probenverdinnungspuffer 80-2083-10 Laborbedarf Onken Griundau,
(pH=2,2) GmbH Deutschland
Sulfosalicylsaure 5965-83-3 Sigma-Aldrich Steinheim,

Deutschland
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9.3 Maedien fiir die RT-qPCR

Tabelle 37: Lysis/Binding Buffer

Anhang

Konzentration

Tris-HCI (pH 7,5) 100 mM
LiCl 500 mM
EDTA 10 mM
LiDS 1%
Dithiothreitol (DTT) 5mM

Tabelle 38: Washing Buffer A

Konzentration

Tris-HCI (pH 7,5) 100 mM
LiCl 0,15M

EDTA 1mM

LiDS 0,1%

Tabelle 39: Washing Buffer B

Konzentration

Tris-HCI (pH 7,5) 10 mM
LiCl 0,15M™M
EDTA 1mM
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Tabelle 40: Zusammensetzung des Master-Mixes

Komponente Firma Produkt-Nr. | Enkonzentration Volumen
MgCl, (50mM) Invitrogen 18067-017 5mM 2 uL
10 x PCR Puffer Invitrogen 18067-017 1x 2L
dNTPs (10 mM) Eurogentec/Invitrogen NU-0010- 1mM 2uL

50/18427013
Hexamer Primer Invitrogen N8080127 2,5 uM lpul
(50 um)
RNase-Inhibitor Applied-Biosystems N8080119 20U 1pL
(20 U/uL)
M-MulV-Reverse- Invitrogen 28025-013 50U 0,25 pL
Transkriptase
(200 U/pL)
9.4 Labormaterial und verwendete Gerate
Tabelle 41: Verwendete Gerate
Gerat Firma Sitz

Absaugpumpe, Aspirator 3

Labotect Labor-Technik-

Gottingen GmbH

Rosdorf, Deutschland

Aminosdurenanalysator

Biochrom 30+

Biochrom Ldt.

Cambridge, UK

Beheizbarer Tisch

Gynemed

Lensahn, Deutschland

Brutschrank, Heracell 150i

Thermo Fischer Scientific

Waltham, USA

Evaporator, MicroDancer

Infrared Evaporation System

Zinsser Analytic

Frankfurt am Main,

Deutschland

Heiztisch, HT200

Minitlb

Tiefenbach, Deutschland

Heiztisch

Medax GmbH und Co.KG

Neuminster, Deutschland

Mikro-Autosampler G1377A

Agilent Technologies

San Jose, CA, USA
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Mikrokonvex Sonde, GE 8C-
RS, 3,5-10 MHz

GE Healthcare GmbH

Solingen, Deutschland

Mikrozentrifuge Fresco 21

Fischer Scientific GmbH

Schwerte, Deutschland

Stereomikroskope, SZX7

Olympus

Hamburg, Deutschland

Stereotisch/Heiztisch

180x180 mm

Minitib

Tiefenbach, Deutschland

Thermocycler, Personal Cycler

Biometra, Analytik Jena AG

Jena, Deutschland

Thermoschiittler, TS-100

PEQLAB, VWR™

Radnor, USA

Triple-Quadrupole
Massenspektrometer,

QQQ06410

Agilent Technologies

San Jose, CA, USA

Thermocycler, CFX96

Real.Time System

Bio-Rad Laboratories

CA, USA

Ultraschallgerat, Logiq e

GE Healthcare GmbH

Solingen, Deutschland

Vortex, Reax top

Heidolph Instruments GmbH

Schwalbach, Deutschland

und Co.KG
Warmeschrank, UN 30 Memmert Schwabach, Deutschland
Zentrifuge, Mikro 22 R Hettich AG Bach, Schweiz
Zentrifuge, Minispin® plus Eppendorf Hamburg, Deutschland
Tabelle 42: Labormaterial
Labormaterial Firma Sitz
Falconréhrchen (50 mL) Sarstedt Nimbrecht, Deutschland

Heidelberger Verlangerungen

B. Braun Melsungen AG

Melsungen, Deutschland

intraMARK, 20 pL

Mikroliter-Probengefald aus Laborbedarf Onken GmbH Grindau, Deutschland
Kunststoff (Art. Nr. 6.021.233)
Mikropipetten, Blaubrand® Brand Wertheim, Deutschland

Kanule, kurzer Anschliff, 0,9 x 70

mm

Terumo Europe N.V.

Leuven, Belgien
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Kaniile, langer Anschliff, 1,2 x 40

mm

B. Braun, Melsungen AG

Melsungen, Deutschland

Magnetic Particle Concentrator

invitrogen, Thermo Fischer

Scientific

Waltham, USA

Petrischale (#35/60/94 mm)

Greiner Bio one GmbH

Kretschmiinster, Osterreich

Pipettierhelfer, micro-classic

Brand

Wertheim, Deutschland

Reagiergefal (0,5/1,5/2 mL),

SafeSeal micro tube

Sarstedt

Numbrecht, Deutschland

Schlauch, PTFE,

Innendurchmesser: 2 mm

Carl Roth GmbH+Co. KG

Karlsruhe, Deutschland

Septum-Deckel Laborbedarf Onken GmbH Grindau, Deutschland
(Art. Nr.6.021.233)
Sieb (Maschenweite 75 um) Retsch Haan, Deutschland

Silikongummistopfen

Carl Roth GmbH+Co. KG

Karlsruhe, Deutschland

Stripper, EZ-Grip

Research Instruments Ltd

Falmouth, UK

Stripper-Spitzen, EZ-TIP, 135 um

Research Instruments Ltd

Cornwall, UK

Thoma-Zdhlkammer

Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland

Zentrifugationsfilter (Centrifuge

tube filters, Costar® Spin-X®)

Corning Inc.

Corning, NY, USA
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9.5 Daten der durchgefiihrten Untersuchungen

9.5.1 Daten der RT-qPCR

Tabelle 43: Daten der RT-qPCR flir expandierte Blastozysten von Tag 7

Tag 7
RPAA CON e Kontrolle @
n MW SEM n MW SEM n MW SEM
MAT2A |5 0,977 0,199 4| 1,589 0,255 4 0,759 0,256
MAT2B |5 0,589 0,0916 4| 1,488 0,268 4 0,408 0,111
IFNT 5 0,138 0,0462 4| 0,162 0,0732 |4| 0,0901 0,028
HSPA1A |5| 0,0601 0,00618 4| 0,287 0,0906 |4 0,321 0,05
DNMT1 |5 0,223 0,0508 4| 0,538 0,127 4| 0,0889 0,0134
DNMT3A |5 0,389 0,0778 4| 0,55 0,17 4 0,906 0,105
Tabelle 44: Daten der RT-qPCR flir expandierte Blastozysten von Tag 8
Tag8
RPAA CON o Kontrolle @
n MW SEM n MW SEM n MW SEM
MAT2A 5 0,463 0,0239 | 4 0,852 0,269 4 0,951 0,212
MAT2B 5 0,286 0,0484 | 4 0,619 0,131 4 0,505 0,157
IFNT 5 0,353 0,266 4 0,304 0,174 4 0,224 0,0976
HSPA1A 5] 0,0582 0,0161 | 4 0,161 0,0392 | 4 0,199 0,0409
DNMT1 51| 0,0512 0,0234 | 4| 0,0726 0,0315 | 4| 0,0825 0,0243
DNMT3A 5 0,676 0,168 4 1,234 0,132 4 0,446 0,12
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9.6 Untersuchte Komponenten in der Massenspektrometrie

9.6.1 Komponenten M1

Name des untersuchten Lipids MRM Name des untersuchten Lipids | MRM
Nicht zugeordnet 244.1 -> | TAG(48:1)_FA 16:0 822.8 ->549.8
83.096
(2E)-hexenedioylcarnitine, O-octanoylcarnitine 288.1->85.1 TAG(48:1)_FA 16:1 822.8->551.8
Decanoylcarnitine 316.2->85.1 TAG(48:0)_FA 18:0 824.8 ->523.8
0O-(11-carboxyundecanoyl)carnitine 374.2 ->60.1 TAG(48:0)_FA 18:2 824.8 ->527.796
2-Hydroxymyristoylcarnitine, 3- | 388.3->60.1 TAG(48:0)_FA 16:0 824.8 ->551.8
hydroxytetradecanoylcarnitine
(7Z,10Z)-hexadecadienoylcarnitine 396.3->85.1 PC (40:5) 836.6 ->184.1
Palmitoylcarnitine, (52)-13-carboxytridec-5- | 400.3 ->60.1 PCp(42:6) 846.6 ->184.1
enoylcarnitine
0O-(13-carboxytridecanoyl)carnitine 402.3 ->60.1 TAG(50:4)_FA 18:1 846.8 ->547.8
3-hydroxypalmitoleoylcarnitine, Heptadecanoyl | 414.3 ->60.1 TAG(50:4)_FA 18:2 846.8 ->549.8
carnitine
Stearidonyl carnitine 420.3 ->60.1 TAG(50:4)_FA 16:0 846.8 ->573.8
Linoelaidyl carnitine, O-linoleoylcarnitine, 9,12- | 424.3 ->85.1 TAG(50:4)_FA 16:1 846.8 ->575.8
Hexadecadienylcarnitine
O-oleoylcarnitine, Elaidic carnitine 426.4 -> 60.1 PCo(42:6) 848.6 ->184.1
Stearoylcarnitine, hexadecanedioic acid mono-L- | 428.4 -> 60.1 TAG(50:3)_FA 18:1 848.8 ->549.8
carnitine ester
(9Z,12Z,157)-3-hydroxyoctadecatrienoylcarnitine | 438.3 ->85.1 TAG(50:3)_FA 18:2 848.8 ->551.8
3-hydroxylinoleoylcarnitine, 440.3 -> 85.1 TAG(50:3)_FA 16:0 848.8 ->575.8
(92)-3-hydroxyoctadecenoylcarnitine 442.3 ->60.1 TAG(50:3)_FA 16:1 848.8 ->577.8
12-Hydroxy-12-octadecanoylcarnitine, 3- | 444.4->60.1 TAG(50:2)_FA 18:0 850.8 -> 549.8
hydroxyoctadecanoylcarnitine
O-arachidonoylcarnitine 448.3 -> 85.1 TAG(50:2)_FA 18:1 850.8 -> 551.8
(11Z)-eicoseneoylcarnitine 454.4 -> 85.1 TAG(50:2)_FA 16:0 850.8 ->577.8
Arachidyl carnitine, O-[(92)-17-carboxyheptadec- | 456.4 -> 60.1 TAG(50:2)_FA 16:1 850.8 ->579.8
9-enoyl]carnitine
0O-(17-carboxyheptadecanoyl)carnitine 458.3 -> 60.1 TAG(50:1)_FA 18:0 852.8 ->551.8
3-hydroxyarachidonoylcarnitine 464.3 -> 60.1 TAG(50:1)_FA 18:1 852.8 ->553.8
Docosa-4,7,10,13,16-pentaenoyl carnitine, | 474.4 -> 60.1 TAG(50:0)_FA 16:0 852.8 ->579.8
Clupanodonyl carnitine
(7Z,10Z,13Z,16Z)-docosatetraenoylcarnitine 476.4 -> 60.1 TAG(52:5)_FA 20:4 870.8 -> 549.796
O-behenoylcarnitine 484.4 -> 85.1 TAG(52:4)_FA 20:4 872.8 ->551.8
SM (d18:1/14:0) 675.5->184.1 | TAG(52:4)_FA 18:1 872.8->573.8
SM (d16:1/18:1) 701.6 ->184.1 | TAG(52:4)_FA 18:2 872.8->575.8
PC (30:2) 702.5->184.1 | TAG(52:4)_FA 16:0 872.8->599.8
SM (d18:1/16:0) 703.6->184.1 | TAG(52:3)_FA18:1 874.8->575.8
PC (30:1) 704.5->184.1 | TAG(52:3)_FA 18:2 874.8->577.8
SM (d18:0/16:0) 705.6 ->184.1 | TAG(52:3)_FA 16:0 874.8 ->601.8
PC (30:0) 706.5 ->184.1 | TAG(52:3)_FA 16:1 874.8 ->603.8
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Cholesteryl nitrolinoleate 711.5696 -> | TAG(52:2)_FA 18:0 876.8->575.8
369.1
PCo(32:3) 714.5->184.1 | TAG(52:2)_FA 18:1 876.8 ->577.8
PCo(32:2) 716.6 ->184.1 | TAG(52:2)_FA 18:2 876.8 ->579.8
PCo(32:1) 718.6 ->184.1 | TAG(52:2)_FA 16:0 876.8 -> 603.8
PC (32:3) 728.5->184.1 | TAG(52:2)_FA 16:1 876.8 -> 605.8
SM (d18:1/18:1)92)) 729.6 ->184.1 | TAG(52:1)_FA 18:0 878.8 ->577.8
PC (32:2) 730.5->184.1 | TAG(52:1)_FA 18:1 878.8->579.8
SM (d18:1/18:0) 731.6 ->184.1 | TAG(52:1)_FA 16:0 878.8 -> 605.8
SM (d18:0/18:0) 733.6->184.1 | TAG(52:0)_FA 18:0 880.8 ->579.8
PC (32:0) 734.6 ->184.1 | TAG(52:0)_FA 18:1 880.8 ->581.8
PCo(34:3) 742.6 ->184.1 | TAG(52:0)_FA 16:0 880.8 -> 607.8
PCo(34:2) 744.6 ->184.1 | TAG(54:8)_FA 18:0 892.7 ->591.696
PCo(34:1) 746.6 ->184.1 | TAG(54:8)_FA 18:1 892.7 ->593.7
PCo(34:0) 748.6 ->184.1 | TAG(54:5)_FA 20:4 898.8 ->577.8
PC (34:5) 752.5->184.1 | TAG(54:5)_FA 18:1 898.8 ->599.8
PC (34:4) 754.5->184.1 | TAG(54:5)_FA 18:2 898.8 -> 601.8
PC (34:3) 756.6 -> 184.1 | TAG(54:5)_FA 16:0 898.8 ->625.8
SM (d16:1/22:1) 757.6 ->184.1 | TAG(54:4)_FA 20:4 900.8 ->579.8
PC (34:2) 758.6 ->184.1 | TAG(54:4)_FA 18:1 900.8 -> 601.8
SM (d18:1/20:0) 759.6 -> 184.1 | TAG(54:4)_FA 18:2 900.8 -> 603.8
PC (34:1) 760.6 -> 184.1 | TAG(54:4)_FA 16:0 900.8 -> 627.8
SM (d18:0/20:0) 761.6 ->184.1 | TAG(54:3)_FA 18:0 902.8 ->601.8
PC (34:0) 762.6 ->184.1 | TAG(54:3)_FA18:1 902.8 -> 603.8
PCp(36:5) 764.6 ->184.1 | TAG(54:3)_FA 18:2 902.8 -> 605.8
PCo(36:5) 766.6 ->184.1 | TAG(54:3)_FA 16:0 902.8->629.8
PCo(36:4) 768.6 -> 184.1 | TAG(54:2) FA 18:0 904.8 -> 603.8
PCo(36:3) 770.6 ->184.1 | TAG(54:2)_FA18:1 904.8 -> 605.8
PCo(36:2) 772.6 ->184.1 | TAG(54:2)_FA 18:2 904.8 -> 607.8
PC (36:8) 7745 ->184.1 | TAG(54:2)_FA 16:0 904.8 ->631.8
PCo(36:1) 774.6 ->184.1 | TAG(54:1)_FA 18:0 906.8 -> 605.8
PCo(36:0) 776.6 ->184.1 | TAG(54:1)_FA 18:1 906.8 -> 607.8
PC (36:5) 780.6 ->184.1 | TAG(54:1)_FA 16:0 906.8 -> 633.8
PC (36:4) 782.6 ->184.1 | TAG(54:0)_FA 18:0 908.9 -> 607.896
SM (d18:2/22:1) 783.6->184.1 | TAG(56:8)_FA 18:1 920.8 ->621.8
PC (36:3) 784.6 ->184.1 | TAG(56:8)_FA 16:1 920.8 -> 649.796
SM (d16:1/24:1) 785.6 ->184.1 | TAG(56:6)_FA 20:4 924.8 -> 603.8
PC (36:2) 786.6 ->184.1 | TAG(56:6)_FA 18:1 924.8 -> 625.8
SM (d16:1/24:0) 787.7 ->184.1 | TAG(56:5)_FA 18:1 926.8 -> 627.796
PC (36:1) 788.6 ->184.1 | TAG(56:5)_FA 18:2 926.8 -> 629.8
SM (d18:0/22:0) 789.7 ->184.1 | TAG(56:5)_FA 16:0 926.8 -> 653.8
PC (36:0); PCp(38:6) 790.6 ->184.1 | TAG(56:4)_FA 16:0 928.8 -> 655.8
PCo(38:6) 792.6 ->184.1 | TAG(56:3)_FA 18:1 930.8 -> 631.796
PCo(38:5) 794.6 ->184.1 | TAG(56:3)_FA 18:2 930.8 -> 633.8
PCo(38:4) 796.6 ->184.1 | TAG(56:1)_FA 20:0 934.9 -> 605.896
PC (38:7) 804.6 ->184.1 | TAG(56:1)_FA 18:2 934.9 -> 637.896
PCo(38:0) 804.7 ->184.1 | TAG(56:0)_FA 18:1 936.9 -> 637.896
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PC (38:6) 806.6 ->184.1 | TAG(56:0)_FA 18:2 936.9 -> 639.896
PC (38:5) 808.6 ->184.1 | TAG(58:8)_FA 20:0 948.8 -> 619.796
PC (38:4) 810.6 ->184.1 | TAG(58:7)_FA 20:0 950.8 -> 621.8
SM (d18:2/24:1) 811.7->184.1 | TAG(58:6)_FA 18:1 952.8 -> 653.8
PC (38:3) 812.6->184.1 | TAG(58:5)_FA 18:1 954.8 -> 655.8
SM (d18:1/24:1)152)) 813.7->184.1 | TAG(58:3)_FA 18:1 958.9 -> 659.896
PC (38:2) 814.6 ->184.1 | TAG(58:2)_FA 18:1 960.9 -> 661.9
SM (d18:1/24:0) 815.7->184.1 | TAG(58:2)_FA 18:2 960.9 -> 663.9
PC (38:1) 816.6 ->184.1 | TAG(58:1)_FA 18:1 962.9 -> 663.9
SM (d18:0/24:0) 817.7->184.1 | TAG(58:0)_FA 16:1 964.9 -> 693.9
PCp(40:6) 818.6 ->184.1 | TAG(60:9)_FA 18:1 974.9 -> 675.896
PC (38:0) 818.7->184.1 | TAG(60:7)_FA 18:1 978.9 -> 679.896
PCo(40:6) 820.6 ->184.1 | TAG(60:4)_FA 20:4 984.9 -> 663.9

TAG(48:2)_FA 18:1

820.8 ->521.8 | TAG(60:4)_FA 18:1

984.9 -> 685.896

TAG(48:2)_FA 18:2

820.8 ->523.8 | TAG(60:2)_FA 20:0

988.9 -> 659.896

TAG(48:2)_FA 16:0

820.8->547.8 | TAG(60:2)_FA 18:1

988.9 -> 689.896

TAG(48:2)_FA 16:1 820.8 ->549.8 | TAG(60:0)_FA 20:0 992.9 -> 663.9
TAG(48:1)_FA 18:1 822.8->523.8
9.6.2 Komponenten M2
Namen des untersuchten Lipids MRM Namen des untersuchten Lipids MRM
C12:1 197.2 ->197.2 22:4 Cholesteryl ester, 20:3 718.6158 ->369.1
Stigmasteryl ester
C12:0 199.2 ->199.2 ecdysone palmitate, 22:3 720.5435 ->369.1
Cholesteryl ester, 20:2
Stigmasteryl ester, 20:3 Sitosteryl
ester
C14:1 225.2->225.2 PE (34:0) 720.5539 -> 579.5539
C14:0 227.3->227.3 Cholesteryl 11-hydroperoxy- 722.5744 ->369.1
eicosatetraenoate, 22:2
Cholesteryl ester, 20:1
Stigmasteryl ester, 20:2 Sitosteryl
ester
Cil6:1 253.3->253.3 PEo (36:5) 724.5277 -> 583.5277
C16:0 255.3->255.3 22:1 Cholesteryl ester, 20:0 724.6628 ->369.1
Stigmasteryl ester, 20:1 Sitosteryl
ester
C18:4 275.3->275.3 22:0 Cholesteryl ester, 20:0 726.6784 ->369.1
Sitosteryl ester
C18:3 277.3->277.3 PEo (36:3) 728.559 -> 587.559
C18:2 279.3->279.3 PEo (36:2) 730.5746 -> 589.5746
C18:1 281.3->281.3 PE (36:8) 732.46 -> 591.46
C18:0 283.3->283.3 PS (32:2) 732.4811 -> 547.4811
C20:5 301.3->301.3 22:3 Campesteryl ester 734.6471 -> 369.1
C20:4 303.3->303.3 22:2 Campesteryl ester 736.6628 ->369.1
C20:3 305.3->305.3 PE (36:5) 738.507 -> 597.507
C20:1 309.3->309.3 22:1 Campesteryl ester 738.6784 ->369.1
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C20:0 311.3->311.3 PG (32:0) 740.5172 ->551.5172
C22:6 327.3->327.3 PE (36:4) 740.5226 -> 599.5226
C22:5 329.3->329.3 22:0 Campesteryl ester 740.6941 -> 369.1
C22:4 331.3->331.3 PE (36:3) 742.5383 -> 601.5383
C22:1 337.3->337.3 PE (36:2) 744.5539 -> 603.5539
C22:0 339.3->339.3 PE (36:1) 746.5696 -> 605.5696
C24:5 353.3->3533 22:3 Stigmasteryl ester 746.6471 ->369.1
C24:6 355.3 ->355.3 PEp (36:6) 748.5277 -> 607.5277
C24:1 365.3->365.3 22:2 Stigmasteryl ester, 22:3 748.6628 ->369.1
Sitosteryl ester
C24:0 367.3->367.3 PEo (38:6) 750.5433 -> 609.5433
C26:1 393.3->393.3 22:1 Stigmasteryl ester, 22:2 750.6784 ->369.1
Sitosteryl ester
C26:0 395.3->395.3 PEo (38:5) 752.559 -> 611.559
C28:0 423.4->423.4 24:1 Cholesteryl ester, 22:0 752.6941 ->369.1
Stigmasteryl ester, 22:1 Sitosteryl
ester
C30:0 451.4->4514 PEo (38:4) 754.5746 -> 613.5746
PS (14:1) 468.2358 -> 283.2358 | 22:0 Sitosteryl ester 754.7097 -> 369.1
C32:0 479.4 ->479.4 PE (38:9) 758.4757 -> 617.4757
PE (18:1) 480.3086 ->339.3086 | PG (34:2) 764.5172 -> 575.5172
PSp (16:0) 482.2879 ->297.2879 | PE (38:6) 764.5226 -> 623.5226
PE (18:0) 482.3242 ->341.3242 | PG (34:1) 766.5328 -> 577.5328
PSo (16:0) 484.3035 ->299.3035 | PE(38:5) 766.5383 -> 625.5383
PE (20:4) 502.2929 ->361.2929 | PG (34:0) 768.5485 -> 579.5485
C34:0 507.5 ->507.5 PE (38:4) 768.5539 -> 627.5539
PE (20:1) 508.3399 -> 367.3399 | PE (38:3) 770.5696 -> 629.5696
PSo (18:0) 512.3348 ->327.3348 | PE (38:2) 772.5852 -> 631.5852
PG (16:0) 516.2668 -> 327.2668 | PEp (40:7) 774.5433 -> 633.5433
PG (18:0) 530.3188 ->341.3188 | PS (36:8) 776.4498 -> 591.4498
PE (22:4) 530.3242 ->389.3242 | PG (36:8) 780.4546 -> 591.4546
PSo (20:0) 540.3661 -> 355.3661 | PEo (40:5) 780.5903 -> 639.5903
PGp (20:0) 542.3552 -> 353.3552 | PG (36:4) 788.5172 -> 599.5172
PGo (20:0) 544.3709 -> 355.3709 | PS (36:2) 788.5437 -> 603.5437
LPG (20:0) 558.3501 -> 369.3501 | PG (36:3) 790.5328 -> 601.5328
Pl (14:1) 560.2566 -> 283.2566 | PE (40:7) 790.5383 -> 649.5383
PG (20:0) 572.3294 ->383.3294 | PS (36:1) 790.5594 -> 605.5594
PG (22:6) 574.2875 -> 385.2875 | PG (36:2) 792.5485 -> 603.5485
PG (22:0) 586.3814 ->397.3814 | PE (40:6) 792.5539 -> 651.5539
12:0 Cholesteryl ester 586.5219 ->369.1 PG (36:1) 794.5641 -> 605.5641
14:1 Cholesteryl ester 612.5376 -> 369.1 PE (40:5) 794.5696 -> 653.5696
14:0 Cholesteryl ester 614.5532 -> 369.1 PGp (38:6) 796.5223 -> 607.5223
15:1 Cholesteryl ester 626.5532 -> 369.1 PE (40:4) 796.5852 -> 655.5852
PG (24:0) 628.392 -> 439.392 PS (38:7) 806.4968 -> 621.4968
15:0 Cholesteryl ester 628.5689 -> 369.1 PS (38:4) 812.5437 -> 627.5437
PI (20:5) 636.2879 ->359.2879 | PG (38:4) 816.5485 -> 627.5485
16:3 Cholesteryl ester 636.5376 ->369.1 PS (38:2) 816.575 -> 631.575
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16:2 Cholesteryl ester, zymosteryl
palmitoleate
16:1 Cholesteryl ester

16:0 Cholesteryl ester
16:3 Campesteryl ester
16:2 Campesteryl ester

17:1 Cholesteryl ester; 16:1
Campesteryl ester
PG (26:0)

16:0 Campesteryl ester
16:3 Stigmasteryl ester

18:3 Cholesteryl ester, 16:2
Stigmasteryl ester, 16:3 Sitosteryl
ester

18:2 Cholesteryl ester, zymosteryl
oleate, 16:1 Stigmasteryl ester, 16:2
Sitosteryl ester

18:1 Cholesteryl ester, 16:0
Stigmasteryl ester, 16:1 Sitosteryl
ester

18:0 Cholesteryl ester, 16:0 Sitosteryl
ester

PS (28:1)

18:3 Campesteryl ester
PS (28:0)
lanosteryl palmitoleate, 18:2

Campesteryl ester
18:1 Campesteryl ester

18:0 Campesteryl ester
20:5 Cholesteryl ester
PE (32:1)

20:4 Cholesteryl ester, 18:3
Stigmasteryl ester

20:3 Cholesteryl ester, 18:2
Stigmasteryl ester, 18:3 Sitosteryl
ester

20:2 Cholesteryl ester, 18:1
Stigmasteryl ester, 18:2 Sitosteryl
ester

20:1 Cholesteryl ester, 18:0
Stigmasteryl ester, 18:1 Sitosteryl
ester

20:0 Cholesteryl ester, 18:0 Sitosteryl
ester

PEo (34:2)

PS (30:2)
PEo (34:1)
20:3 Campesteryl ester

lanosteryl oleate, 20:2 Campesteryl
ester
20:1 Campesteryl ester

Cholesteryl nitrolinoleate
20:0 Campesteryl ester
22:6 Cholesteryl ester

PE (34:2)

Anhang

638.5532 -> 369.1

640.5689 -> 369.1
642.5845 -> 369.1
650.5532 -> 369.1
652.5689 -> 369.1
654.5845 -> 369.1

656.4233 ->467.4233
656.6002 -> 369.1
662.5532 -> 369.1
664.5689 -> 369.1

666.5845 -> 369.1

668.6002 -> 369.1

670.6158 -> 369.1

678.4342 ->493.4342
678.5845 -> 369.1
680.4498 -> 495.4498
680.6002 -> 369.1

682.6158 -> 369.1
684.6315 -> 369.1
688.5689 -> 369.1
690.507 -> 549.507
690.5845 -> 369.1

692.6002 -> 369.1

694.6158 -> 369.1

696.6315 -> 369.1

698.6471 -> 369.1

702.5433 ->561.5433
704.4498 ->519.4498
704.559 -> 563.559
706.6158 -> 369.1
708.6315 -> 369.1

710.6471 -> 369.1
711.5696 -> 369.1
712.6628 -> 369.1
714.5845 -> 369.1
716.5226 ->575.5226

PG (38:3)

PS (38:1)
PSp (40:6)
PS (40:4)
PSp (42:6)
Pl (34:2)

PG (40:0)
PI (34:1)
Pl (36:4)
PI (36:3)

Pl (36:2)

Pl (36:1)

Plo (38:2), Plp (38:1)

PI (38:7)
PI (38:5)
Pl (38:4)
PI (38:3)

Pl (38:2)
Plo (40:4), Plp (40:3)
Plo (40:3), Plp (40:2)
PI (40:6)
PI (40:5)

PI (40:4)

Plp (42:6)
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818.5641 -> 629.5641

818.5907 -> 633.5907
820.5488 -> 635.5488
840.575 -> 655.575

848.5801 -> 663.5801
852.5332 ->575.5332

852.6424 -> 663.6424
854.5489 ->577.5489
876.5332 ->599.5332
878.5489 -> 601.5489

880.5645 -> 603.5645

882.5802 -> 605.5802

894.6166 -> 617.6166

898.5176 -> 621.5176
902.5489 -> 625.5489
904.5645 -> 627.5645
906.5802 -> 629.5802

908.5958 -> 631.5958
918.6166 -> 641.6166
920.6322 -> 643.6322
928.5645 -> 651.5645
930.5802 -> 653.5802

932.5958 -> 655.5958

940.6009 -> 663.6009



Anhang

22:5 Cholesteryl ester

716.6002 -> 369.1

PE (34:1)

718.5383 -> 577.5383

9.6.3 Komponenten Metl

Name des untersuchten Metaboliten MRM Name des untersuchten Metaboliten | MRM
2_L-2-Aminobutyric acid 104.1->41 4_Pantothenic acid 220.1->184.1
1_L-2-Aminobutyric acid 104.1 ->58.1 6_Pantothenic acid 220.1->70
11_Cytosine 112.1->69 5_Pantothenic acid 220.1->90.1
10_Cytosine 112.1->94 5_Palmitic acid 255.2->71.1
9 Cytosine 112.1->95 4_Palmitic acid 257.2->55.1
6_Uracil 113->43 3_Palmitic acid 257.2->57.1
5_Uracil 113->70 6_Inosine 269.1->110
4_Uracil 113->96 5_Inosine 269.1->119
3_L-Threonine 120.1->102.1 4_Inosine 269.1 -> 137
5_L-Threonine 120.1 ->57 3_Margaric acid 271.3->55.1
4_DL-Homoserine; 4_L-Threonine 120.1->74.1 2_Margaric acid 271.3->57.1
3_Taurine 126 ->108 1_Margaric acid 271.3->71.1
5_Taurine 126 -> 64 5_Elaidic acid 283.3->57.1
4_Taurine 126 -> 65 4_Elaidic acid 283.3->67.1
3_Thymine 127.1->110 3_Elaidic acid 283.3->69.1
5_Thymine 127.1->54 6_Guanosine 284.1->110
4_Thymine 127.1->56.1 5_Guanosine 284.1->135
4_Creatine 132.1->87.1 4_Guanosine 284.1->152.2
3_Creatine 132.1->90.1 6_Argininosuccinic acid 291.1->116.1
4_Ribulose 133 ->132.1 5_Argininosuccinic acid 291.1->246.1
6_Ribulose 133 ->58.1 7_Argininosuccinic acid 291.1->70.1
5_Ribulose 133->85 3_5'-CMP 324.1->112.1
1_Ornithine 133.1->116.1 5_5'-CMP 324.1->95
2_Ornithine 133.1->70.1 4_5'-CMP 324.1->97
3_Adenine 136.1->119 4_UMP 325->113
4_Adenine 136.1->92 3_UmMP 325->213
9_Hypoxanthine 137 ->110 5_UMP 325->97
8_Hypoxanthine 137 ->119 5_cAMP 330.1->119
10_Hypoxanthine 137 ->94 4_cAMP 330.1->136.1
3_Anthranilic acid 138.1->120 3_cAMP 330.1->268.3
5_Anthranilic acid 138.1->65 5_D-Lactose 341.1->97
4_Anthranilic acid 138.1->92 3_Thiamine monophosphat 345.1->122.1
4_0-Phosphoethanolamine 142 -> 42 2_Thiamine monophosphat 345.1-> 126
3_0-Phosphoethanolamine 142 ->44.1 1_Thiamine monophosphat 345.1->224
4_meso-Erythritol 145 -> 104 4_D-Lactose 361 ->343
6_meso-Erythritol 145 ->58.1 3_D-Lactose 361 -> 352
5_meso-Erythritol 145 ->84.1 5_Sucrose 365.1-> 185
6_Oxoglutaric acid; 8_Oxoglutaric acid 147 ->105.9 4_Sucrose 365.1->203.1
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7_Oxoglutaric acid; 9_Oxoglutaric acid 147 -> 65 4 _Maltose 365.1->305.1
1_L-Lysine 147.1->130.1 5_CDP 404 -> 112
6_Glutamine; 3_L-Lysine 147.1->56.1 4_CDP 404 ->208.1
2_L-Lysine 147.1->84.1 6_CDP 404 -> 97
3_Ribose 151->74 4_UDP 405 ->96.9
2_Guanine 152 ->109.9 5_ADP 428 ->136.1
4_Pyroglutamic acid; 1_Acetaminophen | 152 ->110 4_ADP 428 ->348.1
(paracetamol)

1_Guanine 152 ->135 6_ADP 428 ->97
3_Pyroglutamic acid 152 ->151.1 2_GDP 444 -> 135
5_Pyroglutamic acid 152 ->70 1 GDP 444 ->152.1
4_Xanthine 153 ->110 3_GDP 444 -> 97
3_Xanthine 153->136 1_FMN 455.1->213
5_Xanthine 153 ->55 3_FMN 455.1->79
4_L-Arabitol 153.1->117.1 2_FMN 455.1 -> 97
6_L-Arabitol; 6_Xylitol 153.1-> 57 4 _CTP 483.9->111.9
5_Xylitol 153.1-> 61 5_ATP 508 -> 136.1
5_L-Arabitol 153.1-> 69 4_ATP 508 -> 410
4_Xylitol 153.1->73 6_ATP 508 ->97
5_Allantoin 159 -> 116 6_ADP-Rib 560.1->136.1
4_Allantoin 159.1 ->61 5_ADP-Rib 560.1->348.1
4_2-Aminoadipic acid 162.1-> 144.1 4_ADP-Rib 560.1->542.1
6_2-Aminoadipic acid 162.1->55 4_ADP-Glu 589.1->135.9
5_2-Aminoadipic acid 162.1->98.1 3_ADP-Glu 589.1->428.1
6_D-Galactose 163.1->61 6_NAD 664.1->136.1
6_D-Glucose; 5_D-Galactose 163.1->73 5_NAD 664.1 ->348.1
5_D-Glucose 163.1->85 4_NAD 664.1-> 428
4_D-Galactose 163.1->91 5_NADH 666.1 ->514
4_D-Glucose 163.1->97 4_NADH 666.1 ->649.1
4 _DL-3 167 -> 111 6_NADH 666.1->91
6_DL-3 167 -> 65 6_NADP 744.1 ->136.1
5_DL-3 167 -> 85 5_NADP 744.1 -> 508
5_Phosphoenol pyruvate; 8_phosphoenol | 169 -> 105 4_NADP 744.1 -> 604
pyruvate

4_Phosphoenol pyruvate; 7_phosphoenol | 169 -> 123 6_NADPH 746.1->136.1
pyruvate

3_Phosphoenol pyruvate; 6_phosphoenol | 169 -> 151 5_NADPH 746.1 -> 302
pyruvate

5_Aconitic acid 175->111 4 _NADPH 746.1->320.1
4_Aconitic acid 175->139 3_Glycine 76 ->30
6_Aconitic acid 175->69 2_Glycine 76 -> 47
4_Shikimic acid 175.1->129 1_Glycine 76 ->48
5_Shikimic acid 175.1->88 5_FAD 786.2 ->136.1
4_Citrulline 176.1->113.1 4 _FAD 786.2 ->348.1
3_Citrulline 176.1->159.1 6_FAD 786.2 ->437.1
5_Citrulline 176.1->70.1 3_Alanine 90 -> 45
4_2-isopropylmalate; 5_2-Isopropylmalic | 177.1->131.1 2_Alanine 90->72

acid
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6_2-isopropylmalate; 7_2-Isopropylmalic | 177.1->71 5_Lauric acid 201.2 ->55.1
acid
5_2-isopropylmalate; 6_2-Isopropylmalic | 177.1->95 4_lauric acid 201.2->57.1
acid
3_D-Galactose 181.1->61 3_Llauric acid 201.2 ->89.1
2_D-Galactose 181.1->85 4_myo-Inositol 203.1->100.1
6_L-Tyrosine 182.1->136.1 6_myo-Inositol 203.1->95.1
5_L-Tyrosine 182.1 -> 147 5_myo-Inositol 203.1->98.1
4_L-Tyrosine 182.1->165.1 5_L-Tryptophan 205.1->146.1
4_D-Mannitol; 4_D-Sorbitol; 4_Dulcitol | 183.1->129.1 4_L-Tryptophan 205.1->188.1
(i.e. Galactitol)
6_D-Sorbitol 183.1->55.1 9_Kynurenine 209.1->146.1
6_Dulcitol (i.e. Galactitol) 183.1->57 8_Kynurenine 209.1->192.1
5_Dulcitol (i.e. Galactitol) 183.1->61 10_Kynurenine 209.1->94.1
6_D-Mannitol 183.1->69
5_D-Sorbitol 183.1->85
5_D-Mannitol 183.1->98

9.6.4 Komponenten Met 2
Name des untersuchten Metaboliten MRM Name des untersuchten Metaboliten MRM
4_D(-)-hydroxy butyric acid 105.1->45 5_D-Erythrose 4-phosphate 201 ->81
3_D(-)-hydroxy butyric acid 105.1->77 4_D-Erythrose 4-phosphate 201->85
5_L-Serine 106.1->42 3_D-Erythrose 4-phosphate 201 ->99
4_L-Serine 106.1 -> 60 1_Acetylcarnitine 204.1->145.1
3_L-Serine 106.1 -> 64 Acetyl-carnitine; 3_Acetylcarnitine 204.1->60.1
5_Hypotaurine 110->30 2_Acetylcarnitine 204.1 -> 85
4_Hypotaurine 110->45.1 12_Kynurenine 209.1 -> 146
8_Cytosine; 3_Hypotaurine 110 -> 65 11_Kynurenine 209.1->192
5_Creatinine 114.1->43 14_Kynurenine 209.1->93.9
4_Creatinine 114.1->44.1 13_Kynurenine 209.1->94
3_Creatinine 114.1->86.1 1_Propionylcarnitine 218.1->159.1
3_L-Proline 116.1->42 Propionylcarnitine; 218.1->60.1

3_Propionylcarnitine

2_L-Proline 116.1->43.1 2_Propionylcarnitine 218.1->85
1_L-Proline 116.1->70.1 6_D-Ribulose 5-phosphate 231->71
5_fumaric acid 117 ->114.9 5_D-Ribulose 5-phosphate 231->81
2_Valine 118.1->55.1 4_D-Ribulose 5-phosphate 231->99
1 Valine 118.1->72.1 5_L-Cystine 241 ->120
3_Succinic acid 119 ->101 4_L-Cystine 241->122
5_Succinic acid 119 ->45 6_L-Cystine 241->74
4_Succinic acid 119->73 4_Thymidine 243.1->117.1
5_DL-Homoserine 120.1 ->56 3_Thymidine 243.1 -> 127
4_DL-Homoserine; 4_L-Threonine 120.1->74.1 5_Thymidine 243.1->99
3_L-Leucine 132.1->43.1 4_Cytidine 2441 ->112.1
3_L-Isoleucine 132.1->44 5_Cytidine 244.1 -> 95
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2_L-Leucine 132.1->44.1 5_Uridine 245.1->113
3_4-Hydroxy-L-proline 132.1->68 4_D-Biotin 245.1->123
2_L-Isoleucine 132.1->69.1 4_Uridine 245.1-> 133
2_4-Hydroxy-L-proline 132.1->86 6_Uridine 245.1 ->57
1_L-Isoleucine; 1_L-Leucine 132.1->86.1 6_D-Biotin 245.1->79.1
3_Oxaloacetate 133 ->105 5_D-Biotin 245.1->97
4_Oxaloacetate 133->451 3_Hydroxybupropion 256.1->131.1
6_Asparagine 133.1->46 2_Hydroxybupropion 256.1->139
5_Asparagine 133.1->74 1_Hydroxybupropion 256.1 ->238.1
4_Asparagine 133.1->87.1 1_Hexanoylcarnitine 260.2 ->201.1
6_L-Aspartic Acid 134 ->43 3_Hexanoylcarnitine 260.2 -> 60.1
5_L-Aspartic Acid 134 -> 46 2_Hexanoylcarnitine 260.2 -> 85
4_L-Aspartic Acid 134->70 4_D-Fructose 6-phosphate 261 ->109
5_Malic acid 135->43 3_D-Fructose 6-phosphate 261 ->207
4_Malic acid 135->45 5_D-Fructose 6-phosphate 261->81
3_Malic acid 135->99 5_Atenolol 267.2 ->145.1
3_Homocysteine 136 ->56.1 4_Atenolol 267.2->225.1
2_Homocysteine 136->90 6_Atenolol 267.2->56.1
3_6-Hydroxynicotinic acid 140 -> 122 6_Stearic acid 285.3->57.1
5_6-Hydroxynicotinic acid 140 ->78 5_Stearic acid 285.3->71.1
4_6-Hydroxynicotinic acid 140 -> 94 4_Stearic acid 285.3 ->89.1
3_Caprylic acid 145.1->43.1 5_Sphingosine 300.3 ->252.3
2_Caprylic acid 145.1->57.1 4_Sphingosine 300.3 ->282.3
1_Caprylic acid 145.1->89.1 6_Sphingosine 300.3 ->56.1
3_Spermidine 146.2 -> 64 6_Ranitidine 315.2->102
2_Spermidine 146.2->72.1 1_progesterone 315.2->109.1
1_Spermidine 146.2 ->84.1 5_Ranitidine 315.2->176
6_Oxoglutaric acid; 8_Oxoglutaric acid 147 ->105.9 4_Ranitidine 315.2->270.1
7_Oxoglutaric acid; 9_Oxoglutaric acid 147 -> 65 3_progesterone 315.2->81.1
4_Glutamine 147.1->130 2_progesterone 315.2->97.1
6_Glutamine; 3_L-Lysine 147.1->56.1 3_Citalopram 325.2->109
5_Glutamine 147.1->64 2_Citalopram 325.2->234.1
3_Glutamic acid; 3_L-Glutamate 148.1->130.1 | 1_Citalopram 325.2->262.1
5_Glutamic acid; 5_L-Glutamate 148.1 ->56.1 2_Testosterone propionate 345.2 ->109.1
4_Glutamic acid; 4_L-Glutamate 148.1 -> 84 1_Testosterone propionate 345.2->271.2
4_Methionine 150.1 ->102.1 | 3_Testosterone propionate 345.2->97.1
3_Methionine 150.1->104.1 | 5_hydrocortisone 363.2->105.1
5_Methionine 150.1 ->56.1 4_hydrocortisone 363.2->271.2
4_Histidine 156.1->110.1 | 3_hydrocortisone 363.2->297.2
6_Histidine 156.1->93 2_Cholesterol 369.4 ->147.1
5_Histidine 156.1->95.1 1_Cholesterol 369.4 ->161.1
1_Nonanoic acid 159.1->103.1 | 3_Cholesterol 369.4 ->95.1
3_Nonanoic acid 159.1->69.1 2_Trazodone 372.2->148.1
2_Nonanoic acid 159.1->89.1 1 _Trazodone 372.2->176.1
1_L-Carnitine 162.1->102.1 | 5_(+)-alpha-Tocopherol 431.4->165.1
3_L-Carnitine 162.1->57 4_(+)-alpha-Tocopherol 431.4->430.4
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2_L-Carnitine 162.1->60.1 6_(+)-alpha-Tocopherol 431.4->69.1
6_L-Phenylalanine 166.1->103.1 | 6_Folic acid 442.1->120
5_L-Phenylalanine 166.1->120.1 | 5_Folic acid 442.1->295.1
4_L-Phenylalanine 166.1 ->131 4_Folic acid 442.1->313.1
5_Phosphoenol pyruvate; 8_phosphoenol | 169 -> 105 1_Retinyl palmitate 525.5->269.2
pyruvate
4_Phosphoenol pyruvate; 7_phosphoenol | 169 -> 123 3_Retinyl palmitate 525.5->81.1
pyruvate
3_Phosphoenol pyruvate; 6_phosphoenol | 169 -> 151 2_Retinyl palmitate 525.5->95.1
pyruvate
4_Diphenylamine 170.1->92.1 3_Carotene 536.4->161.1
3_Diphenylamine 170.1->93.1 2_Lycopene 536.4->375.3
5_Glyceraldehyde 3-phosphate 171->73 2_Carotene; 1_Lycopene 536.4 -> 444.4
4_Glyceraldehyde 3-phosphate 171->81 1_Carotene 536.4 -> 445.4
3_Glyceraldehyde 3-phosphate 171->99 3_Lycopene 536.4 ->69.1
3_gabapentin 172.1->137.1 | 3_Cryptoxanthin 552.4->119.1
2_gabapentin 173.1->154.1 | 2_Cryptoxanthin 552.4 -> 460.4
1_gabapentin 174.1->93.1 1_Cryptoxanthin 552.4->551.4
4_Arginine 175.1->116.1 | 3_Zeaxanthin 569.4 ->119.1
5_Theanine 175.1->129.1 | 2_Zeaxanthin 569.4 ->395.1
4_Theanine 175.1->158.1 | 1_Zeaxanthin 569.4 -> 568.4
6_Arginine 175.1->60.1 5_Bilirubin 585.3->299.1
5_Arginine 175.1->70.1 4_Bilirubin 585.3 ->300.1
6_Theanine 175.1->84 6_Bilirubin 585.3 ->584.3
4_3-Indoleacetic Acid 176.1->103 3_Pyruvate 89->61
3_3-Indoleacetic Acid 176.1->130 2_Pyruvate 89 ->62
4_2-isopropylmalate; 5_2-Isopropylmalic | 177.1->131.1 | 4_Glycerol 93.1->45
acid
6_2-isopropylmalate; 7_2-Isopropylmalic | 177.1->71 3_Glycerol 93.1->57
acid
5_2-isopropylmalate; 6_2-Isopropylmalic | 177.1->95
acid
6_Allantoin 187 -> 187
6_Citric acid 193 ->111
5_Citric acid 193->129
4_Citric acid 193 ->139
5_Caffeine 195.1->110.1
4_Caffeine 195.1->138.1

9.6.5 Komponenten Met3
Lipid Name MRM Lipid Name MRM
3_Glyceric acid 105->57 2_Pantothenic acid 218.1->88
2_Glyceric acid 105->59 1_Palmitoleic acid 253.2->71
1_Glyceric acid 105->75 2_Palmitic acid 255.2->54
2_L-Threonine 118.1->56 1_Palmitic acid 255.2-> 80
1_L-Threonine 118.1->74 2_Inosine 267.1->108
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3_meso-Erythritol 121.1->59 1_Inosine 267.1->135
2_meso-Erythritol 121.1->71 3_Inosine 267.1->80
1_meso-Erythritol 121.1->89 2_Elaidic acid 281.2->71
2_Taurine 124 -> 65 1_Elaidic acid 281.2 ->96
1_Taurine 124 -> 80 3_Guanosine 282.1->108
2_Thymine 125->80 2_Guanosine 282.1->133
1_Thymine 125->81 1_Guanosine 282.1-> 150
1_Creatine 130.1->112 3_Argininosuccinic acid; 289.1->132
4_Argininosuccinic acid
2_Creatine 130.1 -> 88 2_Argininosuccinic acid 289.1->227.1
1_Adenine 134 ->106.9 1_Argininosuccinic acid 289.1->271.1
2_Adenine 134 ->92 2_5'-CMP 322->79
7_Hypoxanthine 135->65 1_5'-CMP 322->97
6_Hypoxanthine 135->92 2_UMP 323->79
2_Anthranilic acid 136 -> 65 1_UMP 323->97
1_Anthranilic acid 136->92.1 1_cAMP 328 ->134
2_0-Phosphoethanolamine 140 -> 63 2_cAMP 328->79
1_0O-Phosphoethanolamine 140->79 2_D-Lactose 341.1->101
1_Oxoglutaric acid 145 ->100.9 2_Sucrose 341.1->119
2_Oxoglutaric acid 145 ->57.2 1_D-Lactose 341.1->143
3_Ribulose 149 -> 41 2_Maltose 341.1->161
3_D-(-)-Arabinose; 3_L-(+)-Arabinose 149 -> 43 1_Maltose; 1_Sucrose 341.1->179.1
2_D-(-)-Arabinose; 3_D-(+)-Xylose; 2_L- | 149 ->59 3_Maltose 341.1->53
(+)-Arabinose; 2_Ribose; 2_Ribulose
1_D-(-)-Arabinose; 2_D-(+)-Xylose; 1_L- | 149 ->71 3_Sucrose 341.1->89
(+)-Arabinose; 1_Ribose; 1_Ribulose
1_D-(+)-Xylose 149 -> 77 2_Thiamine monophosphat 343.1->222
1 Xanthine 151 ->108 1_Thiamine monophosphat 343.1->245.1
2_Xanthine 151 ->80 3_Thiamine monophosphat 343.1->97
1_Ribitol 151.1->101 2_CDP 402 -> 110
3_L-Arabitol; 3_Ribitol 151.1->55 1_CDP 402 -> 158.9
2_L-Arabitol; 3_Xylitol 151.1-> 59 3_CDP 402 ->79
1_L-Arabitol; 2_Ribitol; 2_Xylitol 151.1->71 2_UDP 402.9->111
1_Xylitol 151.1 -> 89 1_UDP 402.9 ->158.9
2_Allantoin 157 ->113.8 3_UDP 402.9->79
1_Allantoin 157 -> 114 2_ADP 426 -> 134
3_Allantoin 157 ->97 1_ADP 426 -> 158.9
1_2-Aminoadipic acid 160.1->116.1 3_ADP 426 ->79
2_Uric acid 167 ->123.9 3_GDP 442 -> 150
1_Uric acid 167 -> 124 2_GDP 442 ->158.9
5_Uric acid 167 ->42 1_GDP 442 -> 344
4_Uric acid 167 -> 69 3_CTP 481.9 -> 102
1_Phosphoenol pyruvate; | 167 ->79 2_CTP 481.9 -> 383
2_phosphoenol pyruvate
3_Uric acid 167 -> 96 1 CTP 482 -> 159
2_Aconitic acid; 1_Shikimic acid 173 ->111 2_UTP 483 -> 158.9
1_Aconitic acid 173 ->129 1 UTP 483 -> 385
3_Aconitic acid 173 ->85 3_UTP 483 ->79
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2_2-isopropylmalate; 3.2-|175.1->113.1 2_Raffinose 503.2-> 119
Isopropylmalic acid
1_2-isopropylmalate; 2.2-| 175.1->115 1_Raffinose 503.2->179.1
Isopropylmalic acid
1_2-Isopropylmalic acid 175.1->150 3_Raffinose 503.2 -> 89
3_2-isopropylmalate; 4 2- | 1751->85.1 2_ATP 506 ->158.9
Isopropylmalic acid
1_myo-Inositol 179.1->161 1_ATP 506 -> 408
3_D-Glucose; 2_D-(+)-Mannose; 3_D- | 179.1->59 3_ATP 506 -> 79
(+)-Mannose; 3_D-Fructose
2_D-Glucose; 2_D-Fructose 179.1->71 3_GTP 522 ->158.9
3_myo-Inositol 179.1-> 87 2_GTP 522 ->176.9
1_D-Glucose; 1_D-(+)-Mannose; 1_D- | 179.1->89 1_GTP 522 ->424
Fructose
1_D-Galactose 179.1->91 1_ADP-Rib 558.1 ->366.1
2_myo-Inositol 179.1->99 3_ADP-Rib 558.1->79
2_L-Tyrosine 180.1 ->119 2_ADP-Rib 558.1->97
1 _L-Tyrosine 180.1->163 3_UDP-Glu 565 ->323
3_L-Tyrosine 180.1->72 5_UDP-Glu 565 ->79
1_Dulcitol (i.e. Galactitol) 181.1->101 4_UDP-Glu 565 ->97
1_D-Mannitol 181.1->163.1 2_ADP-Glu 588.1->241
3_Dulcitol (i.e. Galactitol) 181.1->55 1_ADP-Glu 588.1->346.1
3_D-Sorbitol 181.1->59 3_NAD 662.1 -> 328
3_D-Mannitol; 2_D-Sorbitol; 2_Dulcitol | 181.1->71 2_NAD 662.1 -> 408
(i.e. Galactitol)
1_D-Sorbitol 181.1->73 1_NAD 662.1->540.1
2_D-Mannitol 181.1->89 2_NADH 664.1 ->158.9
3_DL-3 183 -> 136 1_NADH 664.1 -> 408
2_DL-3 183 -> 137 3_NADH 664.1-> 79
1 DL-3 183 -> 139 3_NADP 742.1->273
1_Quinic acid 191.1->127.6 2_NADP 742.1 -> 408
4_Quinic acid; 7_Quinic acid 191.1->59 1_NADP 742.1->620
3_Quinic acid; 6_Quinic acid 191.1->85 3_NADPH 744.1 ->158.9
2_Quinic acid; 5_Quinic acid 191.1->93 2_NADPH 744.1 -> 397
3_L-Tryptophan 203.1->116.1 1_NADPH 744.1 -> 408
2_L-Tryptophan 203.1->142.1 2_FAD 784.1->346.1
1_L-Tryptophan 203.1->159.1 1_FAD 784.1->784
3_Kynurenine 207.1->118.1 3_FAD 784.1->97
2_Kynurenine; 4_Kynurenine 207.1-> 144 2_Acetyl CoA 850.1 -> 408
1_Kynurenine 207.1->190.1 1_Acetyl CoA 850.1->419
1_Pantothenic acid 218.1->146.1 3_Acetyl CoA 850.1->766.1
3_Pantothenic acid 218.1->71.1 1_Alanine 88 ->42
9.6.6 Komponenten Met4
Lipid Name MRM Lipid Name MRM
2_D(-)-hydroxy butyric acid 103 ->41 1_3-Indoleacetic Acid 174.1->130

116




Anhang

_2-hydroxy-butanoic acid 103->57.1 1_Citrulline 174.1->131.1
1_D(-)-hydroxy butyric acid 103 ->59 2_Citrulline 174.1->83.1
2_L-Serine 104 -> 42 2_2-isopropylmalate; 3_2- 175.1->113.1
Isopropylmalic acid
1_L-Serine 104 -> 74 1_2-isopropylmalate; 2_2- 175.1->115
Isopropylmalic acid
2_Hypotaurine 108 -> 64 3_2-isopropylmalate; 4_2- 175.1->85.1
Isopropylmalic acid
1_Hypotaurine 108 -> 65 1_Citric acid; 1_lsocitrate 191 ->111
1_Hypotaurine 108 ->81.8 3_Citric acid 191 ->57
8_Cytosine; 3_Hypotaurine 110 -> 65 3_lsocitrate 191->73
7_Cytosine 110 -> 67 2_lsocitrate 191 ->85
6_Cytosine 110 -> 87 2_Citric acid 191 -> 87
3_Uracil 111->40 4_Quinic acid; 7_Quinic acid 191.1->59
2_Uracil 111->42 3_Quinic acid; 6_Quinic acid 191.1->85
1_Uracil 111 -> 67 2_Quinic acid; 5_Quinic acid 191.1->93
2_Creatinine 112.1->41 2_Caffeine 193.1->177
1_Creatinine 112.1->68 1_Caffeine 193.1->178
1_ketoisovaleric acid 115->114 3_Caffeine 193.1->79
4_Fumaric acid 115 ->27 2_D-Erythrose 4-phosphate 199 ->79
3_Fumaric acid 115->45 1_D-Erythrose 4-phosphate 199 -> 97
3_ketoisovaleric acid 115->69 1_Lauric acid 199.2->176.6
2_ketoisovaleric acid 115->70 2_lauric acid 199.2 -> 80
2_fumaric acid 115->71 6_Kynurenine 207.1->124.3
1_Fumaric acid 115->85 5_Kynurenine 207.1->143.9
2_Succinic acid 117->73 2_Kynurenine; 4_Kynurenine 207.1->144
1_Succinic acid 117 ->99 7_Kynurenine 207.1->92
1_DL-Homoserine 118.1->100 1_D-Ribulose 5-phosphate 229 ->139
3_DL-Homoserine 118.1->55 1_D-Xylulose 5-phosphate 229 -> 161
2_DL-Homoserine 118.1->72 3_D-Ribulose 5-phosphate; 3_D- 229->79
Xylulose 5-phosphate
2_Pyroglutamic acid 128 ->52 2_D-Ribulose 5-phosphate; 2_D- 229 ->97
Xylulose 5-phosphate
1_Pyroglutamic acid 128 -> 82 2_Thymidine 241.1->125
1_4-Hydroxy-L-proline 130.1->98.3 1_Thymidine 241.1->151.1
2_Asparagine 131->113 2_Cytidine 242.1->109
1_Asparagine 131->114 1_Cytidine 242.1->110
3_Asparagine 131->42 3_Cytidine 242.1-> 65
2_Oxaloacetate 131->59 2_Uridine 243.1->110
1_Oxaloacetate 131->87 3_D-Biotin 243.1->122.1
1_L-Aspartic Acid 132 ->115 1_Uridine 243.1-> 152
3_L-Aspartic Acid 132->71 2_D-Biotin 243.1->166.1
2_L-Aspartic Acid 132->88 1_D-Biotin 243.1->200.1
1_Malic acid 133 ->115 3_Uridine 243.1->82
2_Malic acid 133->71 2_D-Fructose 6-phosphate; 259->79
5_Cyclophosphamide
1_Homocysteine 134 ->33 1_D-Fructose 6-phosphate 259 ->97
2_6-Hydroxynicotinic acid 138 ->42 1_Atenolol 265.2 ->150.1
1_6-Hydroxynicotinic acid 138->94 3_Atenolol 265.2 -> 69
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3_Oxoglutaric acid 145 -> 101 2_Atenolol 265.2 ->97
5_Oxoglutaric acid 145 -> 57 1_Stearic acid 283.3 ->265.3
4_Oxoglutaric acid 145->73 3_Stearic acid 283.3->71
1_adipic acid 145.1->101.1 2_Stearic acid 283.3->81
1_Glutamine 145.1->127.1 2_Sphingosine 298.3 ->239.2
3_Glutamine 145.1->42 1_Sphingosine 298.3 -> 268.3
2_Glutamine 145.1->74 3_Sphingosine 298.3->58
3_adipic acid 145.1->81 3_Ranitidine 349.1->142.1
2_adipic acid 145.1->83.1 2_Ranitidine 349.1->170.1
2_Glutamic acid 146 ->102.1 1_Ranitidine 349.1->313.1
1_Glutamic acid 146 -> 128 2_hydrocortisone 361.2->297.1
2_L-Glutamate 146.1 ->102.1 1_hydrocortisone 361.2->331.2
1_L-Glutamate 146.1->128 3_(+)-alpha-Tocopherol 429.4->135.1
1_Methionine 148 -> 100 2_(+)-alpha-Tocopherol 429.4->163.1
2_Methionine 148 -> 47 1_(+)-alpha-Tocopherol 429.4->414.4
1_Histidine 154.1 -> 137 3_Folic acid 440.1-> 175
3_Histidine 154.1 -> 80 2_Folic acid 440.1->311.1
2_Histidine 154.1->93 1_Folic acid 440.1 ->396.1
1_L-Dihydroorotic acid 157 -> 113 3_Bilirubin 583.3->241.1
2_L-Dihydroorotic acid 157->70 2_Bilirubin 583.3->253.1
2_2-Aminoadipic acid 160.1 ->142.1 1_Bilirubin 583.3 ->285.1
3_2-Aminoadipic acid 160.1->98.1 2_Glycolic acid 75 ->49
2_L-Phenylalanine 164.1 ->103.1 1_Glycolic acid 75->73
1_L-Phenylalanine 164.1 -> 147 2_Succinyl-CoA 866 -> 408
3_L-Phenylalanine 164.1->72 1_Succinyl-CoA 866 -> 426
2_L-(-)-3-Phenyllactic acid 165.1->103.1 3_Succinyl-CoA 866 ->519.1
1_L-(-)-3-Phenyllactic acid 165.1->147 1_Pyruvate 87->43
3_L-(-)-3-Phenyllactic acid 165.1->73 3_Lactic acid 89->41
1_Phosphoenol pyruvate; 2_phosphoenol | 167 ->79 2_lactic acid 89->43
pyruvate

1_Diphenylamine 168.1 ->166.1 1_Lactic acid 89 ->45
2_Diphenylamine 168.1->92.1 2_Glycerol 91->43
2_Dihydroxyacetone phosphate; | 169 ->79 1_Glycerol 91 ->59
2_Glyceraldehyde 3-phosphate

1_Dihydroxyacetone phosphate; | 169 ->97

1_Glyceraldehyde 3-phosphate

2_Aconitic acid; 1_Shikimic acid 173 ->111

3_Shikimic acid 173->73

2_Shikimic acid 173->93

3_Arginine 173.1->112.1

2_Arginine 173.1->131.1

1_Theanine 173.1->155.1

1_Arginine 173.1->156.1

3_Theanine 173.1->74

2_Theanine 173.1->84

2_3-Indoleacetic Acid 174.1->128
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