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Referat

Die Fertilitat der Frau nimmt mit zunehmendem Alter ab. Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss
des mitterlichen Alters auf den Reproduktionserfolg und Veranderungen in der embryo-
maternalen Interaktion wahrend der Praimplantationsphase in der Friihschwangerschaft zu
untersuchen. Um molekulare Veranderungen insbesondere im Insulin-IGF-Rezeptor-Systems
(lIRS), Lipidmetabolismus und Stresssystems sowohl auf maternaler Seite als auch auf
embryonaler Seite bestimmen zu kénnen, wurden die Untersuchungen am Versuchstier
Kaninchen durchgefiihrt. Dabei wurden gravide, junge (unter 22 Wochen) und
reproduktionsalte (Uber 108 Wochen) Kaninchen verglichen. Ergdnzend wurden ApoE-
Knockout-Kaninchen untersucht, um den Einfluss einer ApoE-Defizienz auf das reproduktive
Altern in der Praimplantationsphase zu analysieren.

Reproduktionsalte Kaninchen weisen einen hoheren Embryonenverlust am Tag 6 der
Trachtigkeit auf als junge Tiere, was mit Verdnderungen in der embryo-maternalen
Signaltransduktion bei dlteren Tieren korreliert. So sind bei reproduktionsalten Kaninchen die
Insulin- und IGF1-Konzentrationen im Serum erniedrigt, was zu Anpassungen des |IRS im
Endometrium, im Ovar und in den Blastozysten fiihrt. Die altersabhdngigen Verdanderungen im
Lipidmetabolismus zeigen sich in einem erhéhten Fettsaureabbau und gleichzeitig vermehrter
Cholesterinsynthese im Endometrium und Blastozysten. Die altersbedingten, hormonellen und
metabolischen Umstellungen resultieren in einer komplexen zelluldaren Stressantwort. Einerseits
bleibt das antioxidative Stresssystem relativ stabil und unverandert, andererseits weisen sowohl
Endometrium und als auch Embryonen eine verringerte Protektion gegeniliber toxischen
Glukosemetaboliten auf.

Auch bei ApoE-Knockout-Kaninchen kommt es aufgrund der genetisch bedingten
Hyperlipiddmie zu einer verminderten Fertilitdit und Modifikationen im maternalen IIRS,
Lipidmetabolismus und in der zelluldren Stressabwehr. Da reproduktionsalte Kaninchen
physiologisch keine Hyperlipiddmie entwickeln, ist im Vergleich beider Versuchstiermodelle
abzuleiten, dass sowohl Alter und als auch ein gestorter Lipid-Metabolismus die Ursachen fiir
eine weibliche Subfertilitdit sein konnen. Beide Faktoren wirken Uber zelluldre
Regulationsmechanismen dysbalancierend auf die embryo-maternalen Interaktion, wobei
insbesondere mitterliche Hormonverdanderungen und Metaboliten den
Praimplantationsembryo beeinflussen. Die vorliegenden Untersuchungen unterstreichen die

Bedeutung der Gesundheitsfiirsorge und der Altersforschung fir die Fertilitat der Frau.

Trohl, Juliane: Der Einfluss des mitterlichen Alterns auf Embryonen und Reproduktionsorgane
in der Praimplantationsphase anhand des Kaninchenmodells, Halle (Saale), Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg, Institut flir Anatomie und Zellbiologie, Dissertation, 67 Seiten,
2024
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1 Einleitung
1.1  Das mutterliche Alter und Fertilitat
Seit 50 Jahren steigt das durchschnittliche Alter von Frauen bei der Geburt ihres ersten Kindes
kontinuierlich an (siehe Abbildung 1). Es betrug 2022 durchschnittlich ca. 30,4 Jahre (destatis
2022). Der Trend, die reproduktive Phase mit 30 Jahren zu beginnen, steht im Gegensatz zur

physiologischen Fertilitdtskurve der Frauen, die ab dem 30. Lebensjahr kontinuierlich abnimmt.

Durchschnittliches Alter der Miitter bei Geburt des 1. Kindes in der bestehenden Ehe
(1960-2021)

Alter in Jahren
3l

29

27

25

23
1960 1980 2000 2021

Friheres Bundesgebiet/ Ehemalige DDR/ Deutschland
Westdeutschland® Ostdeutschland™

Abbildung 1: Durchschnittliches Alter der Mutter bei Geburt des 1. Kindes von 1960 bis 2021 in
Deutschland

(Bundesinstitut fiir Bevolkerungsforschung (BiB), https://www.bib.bund.de/Permalink.html?cms_permaid=1217922)

* bis 2000 friheres Bundegebiet, ab 2001 Westdeutschland ohne Berlin;

** bis 2000 Gebiet der ehemaligen DDR, ab 2001 Ostdeutschland einschlieRlich Berlin

Bereits mit 31 Jahren sind ca. 50 Prozent der Frauen subfertil und haben eine geringere Chance
auf eine erfolgreiche Schwangerschaft (siehe Abbildung 2) (van Noord-Zaadstra et al. 1991;
Ubersichtsartikel: te Velde und Pearson 2002). Statistisch betrachtet endet die weibliche
Fertilitat mit durchschnittlich 40-41 Jahren. 2020 waren 2,9 % der Gebarenden in Deutschland
Uber 40 Jahre alt (destatis 2022). Die individuelle Variabilitat ist dabei groB, wobei die Stadien
des reproduktiven Alterns in einem enge zeitlichem Zusammenhang stehen (Treloar 1981,

Richardson et al. 1987; Faddy et al. 1992; Ubersichtsartikel: te Velde und Pearson 2002).
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Abbildung 2: Altersvariabilitat in verschiedenen Stadien des reproduktiven Alterns in einer

kumulativen Form dargestellt (modifiziert nach te Velde und Pearson 2002)

1.1.1  Ursachen fir eine herabgesetzte Fertilitat im Alter
Als Hauptursachen fiir die abnehmende Fertilitdt der Frau ab dem 30. Lebensjahr werden die

Abnahme der Follikelanzahl, der Oozytenqualitat und des Entwicklungspotentials der Oozyten
und Embryonen beschrieben (Bergh et al. 1999; Ubersichtsartikel: Cimadomo et al. 2018). Die
Abnahme der Oozytenqualitdt umfasst unter anderem hohere Aneuploideraten,
Chromosomensegregationen und Mitochondriendysfunktionen (Ubersichtsartikel: Qiao et al.
2014; Cimadomo et al. 2018). Mit dem Altern der Frau kommt es zu Veranderungen des
Stoffwechsels und des Endokriniums. Dies geht mit einer Zunahme metabolischer Erkrankungen
wie Hypertonie, Dyslipiddmie und Diabetes mellitus einher (Barzilai et al. 2012). Das
Entwicklungspotential der Embryonen wird durch miitterliche Hormone und Erkrankungen
beeinflusst. Reproduktionsalte Frauen weisen bereits beginnende metabolische Veranderungen
auf, welche sich auf die weiblichen Reproduktionsorgane und den sich entwickelnden Embryo
auswirken. In Embryonen alterer Mitter sind die Transkription (Kawai et al. 2018; McCallie et
al. 2019) und die Mitochondrienaktivitat herabgesetzt (Bentov et al. 2011; May-Panloup et al.
2019), was eine mogliche Ursachen fir ein eingeschrankte embryonale Entwicklungskompetenz

darstellen kénnte.

1.1.2 Reproduktionsmedizinische Betrachtung zur Schwangerschaft in der spaten
reproduktiven Phase der Frau
Der Schwangerschaftserfolg ist altersabhangig. Ab einem Alter von 35 Jahren gilt im deutschen

Gesundheitssystem eine Schwangerschaft als Risikoschwangerschaft. Ab diesem Alter steigt

unter anderem das Risiko fiir spontane Aborte, Fehl- und Friihgeburten, sowie makrosome oder



zu kleine Kinder (small/large for gestational age) (Kenny et al. 2013; Khalil et al. 2013;
Laopaiboon et al. 2014; Fall et al. 2015). Epidemiologische Studien belegen aulRerdem
langfristige Konsequenzen des miitterlichen Alters auf die Gesundheit der Nachkommen. Kinder
dlterer Mitter haben ein héheres Risiko an Diabetes mellitus Typ 1 zu erkranken (Cardwell et al.
2010) und Nachkommen im Erwachsenenalter erkranken friiher an einem Diabetes mellitus Typ
2 (Lammi et al. 2007). Insgesamt weisen Kinder und junge Erwachsene von alteren Mittern
vermehrt Risikoprofile fir Erkrankungen des fortgeschrittenen Alters auf, wie erhohte
Niichtern-Blutzuckerwerte oder einen hohen Blutdruck (Whincup et al. 1989; Lawlor et al. 2004;
Fall et al. 2015), was annehmen lasst, dass deren Lebenserwartung und Reproduktionskapazitat

geringer sein kénnten (Tarin et al. 2001; Smits et al. 2002; Wilding et al. 2014).

Die steigende Anzahl reproduktionsalter Mitter und die potentiellen Auswirkungen, die eine
Schwangerschaft in der spaten reproduktiven Phase der Frau auf die Gesundheit der Kinder hat,
begriinden die Dringlichkeit von Untersuchungen der molekularen Mechanismen des
reproduktiven Alterns. Die ovarielle Alterung, die zur Reduktion der Follikelzahl und
Oozytenqualitdt fahrt, wurde bereits mehrfach beschrieben (Hansen et al. 2005;
Ubersichtsartikel: Tatone et al. 2008). Weniger untersucht ist die frithe Schwangerschaft von der
Befruchtung bis zur Implantation. In der Prdaimplantationsphase ist der Embryo fir
Umwelteinflisse, sowie metabolische oder hormonelle Schwankungen besonders sensibel, da
er noch nicht von einer schiitzenden Plazenta umgeben ist und ausschlieRlich tber das Eileiter-
bzw. Uterussekret versorgt wird. Zwischen Embryo (Trophoblast) und Uterusepithel findet eine
kontinuierliche embryo-maternale Interaktion statt, wobei beide das umgebende Uterusmilieu
beeinflussen, um dem Embryo eine bestmdgliche Entwicklung zu gewahrleisten (Bauersachs und

Almifana 2020).

Aus ethischen Griinden werden experimentelle Untersuchungen zur embryo-maternalen
Kommunikation und mogliche Adaptationsprozesse wahrend der Praimplantationsphase nicht
am Menschen durchgefiihrt. Stattdessen werden Mensch und Sadugetier vergleichend
untersucht, was eine Analyse der molekularen Mechanismen erméglicht. Ein geeignetes Modell
fir die Praimplantationsphase ist die embryonale Entwicklung von Kaninchen (Oryctolagus

cuniculus).

1.2  Die Praimplantationsentwicklung des Kaninchens
Das Kaninchen ist ein etabliertes embryologisches Modell fiir die Frihentwicklung von
Saugetieren und ist phylogenetisch ndaher verwandt mit dem Menschen als andere gangige

Tierversuchsmodelle, wie die Maus oder Ratte (Graur et al. 1996; Springer und Murphy 2007).



Es weist Gemeinsamkeiten mit dem Menschen in der Morphologie der Keimscheibe wahrend
der Gastrulation und in der Art der Plazentation auf (Ubersichtsartikel: Fischer et al. 2012). Des
Weiteren ist der Lipidmetabolismus des Kaninchens dem des Menschen dhnlich (Fan et al. 2014).
Als Versuchstier bietet die Verwendung des Kaninchens weitere entscheidende Vorteile. Durch
die induzierte Ovulation wahrend der Verpaarung kann eine exakte Bestimmung des
Embryonalalters erfolgen. So befindet sich der Embryo nach 14 Stunden post conceptionem
(p.c.) im Zwei-Zell-Stadium. Nach 2,5 Tagen ist eine Morula aus 32-64 gleichen Blastomeren
entstanden und nach 3,5 Tagen wandert die kompaktierte Morula in den Uterus. Diese
entwickelt sich zur friihen Blastozyste mit Embryoblast (EB), der sich spater in der Embryogenese
zum Embryo entwickelt, und Trophoblast (TB), der den spateren fetalen Anteil der Plazenta
bildet. Die Blastozyste ist von der Zona pellucida umgeben und wird Uber das Uterussekret mit
Nahrstoffen, Hormonen und Wachstumsfaktoren versorgt. Am sechsten Tag beginnt die
Gastrulation mit der Entwicklung der dreiblattrigen Keimscheibe (Endo-, Meso-, Ektoderm)
(Ubersichtsartikel: Fischer et al. 2012). Nach Viebahn et al. kénnen anhand der Morphologie der
Keimscheibe lichtmikroskopisch Entwicklungsstadien von 0-4 eingeteilt werden (Viebahn et al.
1995). Sechs Tage alte Kaninchenblastozysten kdnnen mit Mikroscheren mechanisch in EB und
TB getrennt werden (Denker 1977; Ubersichtsartikel: Fischer et al. 2012). Die Implantation
erfolgt nach 6 Tagen und 18 Stunden (Denker 1977). Die Blastozysten sind am 6. Tag p.c. mit
etwa 3-5 mm relativ grol}, was eine morphologische Untersuchung und Analyse einzelner

Blastozysten, sowie EBs und TBs erméglicht (Denker 1977; Ubersichtsartikel: Fischer et al. 2012).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Reproduktionsmodell des Kaninchens
herangezogen, um den Einfluss des mitterlichen Alters auf die Friihschwangerschaft beim
Sauger zu untersuchen. Daflir wurden junge (16 — 20 Wochen) und reproduktionsalte (iber 108-
172 Wochen) Kaninchen an Tag 6 der Schwangerschaft verglichen. Das Alter der untersuchten
Kaninchen ist begrenzt auf das humane Altern (ibertragbar, es besteht ein nicht linearer
Zusammenhang. Ubertridgt man die reproduktive Priseneszenz der Frau mit einem Alter von
etwa 35-39 Jahren auf das Kaninchen, entspricht diese etwa einem Alter der Kaninchen von 1-3
Jahre (52-156 Wochen). Junge Kaninchen sind als dquivalent zu etwa zwanzigjahrigen Frauen zu

sehen, reproduktionsalte zu etwa vierzigjahrigen (Sengupta und Dutta 2020).

1.3 Das Insulin-IGF-Rezeptor-System (IIRS)

In der Zeit vor der Implantation ist es fiir Mutter und Embryo moéglich, Gber Hormone und
Wachstumsfaktoren miteinander zu kommunizieren. Sowohl die Mutter, als auch der Embryo
selbst konnen diese produzieren und sich somit gegenseitig beeinflussen. Eine wesentliche Rolle

in der Praimplantationsentwicklung spielt dabei das Insulin-IGF-Rezeptor-System (IIRS). Es



umfasst Insulin, die insulindhnlichen Wachstumsfaktoren 1 und 2 (IGF1 und IGF2) und ihre
Rezeptoren, den Insulin Rezeptor (InsR), den IGF1-Rezeptor (IGF1R) und den IGF2-Rezeptor
(IGF2R). Sie regulieren neben Stoffwechselprozessen, auch Proliferation, Differenzierung und
Apoptose in Praimplantationsembryonen von Siugetieren (Ubersichtsartikel: Kaye et al. 1992;
Hardy und Spanos 2002; Navarrete Santos et al. 2004; Navarrete Santos et al. 2008). In der
Praimplantationsphase dienen Insulin und IGFs als Mediatoren zwischen der Mutter und dem

Embryo und koordinieren den zelluldren Metabolismus, sowie zellproliferative Prozesse.

1.3.1 Liganden des Insulin-IGF-Rezeptorsystems
Insulin ist ein anaboles Peptidhormon, welches als einziges blutzuckersenkend wirkt und somit

zur Energieversorgung der Zelle beitragt. Es induziert die Glykolyse, sowie die
Triglyceridsynthese und Speicherung von Aminosduren. Gleichzeitig hemmt es die
Gluconeogenese, Proteolyse und Glykogenolyse. Dariiber hinaus reguliert es Wachstum und
Proliferation der Zellen. Synthetisiert wird es ausschlielich von den B-Zellen des Pankreas.
Versuche an Maus (Pantaleon und Kaye 1998), Rind (Schultz et al. 1992) und Kaninchen (Ramin
et al. 2010) zeigen, dass die Praimplantationsembryonen noch kein Insulin produzieren kénnen,
sondern endokrin Uber das Uterussekret versorgt werden (Schultz et al. 1992). Humane Feten

beginnen ab der 11. Entwicklungswoche, Insulin zu produzieren (Reiher et al. 1983).

IGF1 und 2 sind Wachstumshormone, die das Zellwachstum und -liberleben regulieren und
somit in der Embryonalentwicklung von groRer Bedeutung sind. Sie werden in der Leber
synthetisiert und kénnen ihre Wirkung endokrin entfalten. Aber auch andere Gewebe wie der
Uterus, das Ovar, die Plazenta und der Embryo produzieren IGF1 und IGF2 und stellen somit
zusatzlich eine para- und autokrine Versorgung sicher (Murphy et al. 1987; Lighten et al. 1998;
Thieme et al. 2012b). In Blastozysten werden IGF1 und IGF2 in der Prdaimplantationsphase
exprimiert (Maus (Rappolee et al. 1992; Doherty et al. 1994; Pantaleon und Kaye 1998), Rind
(Watson et al. 1992), Kaninchen (Navarrete Santos et al. 2008; Ramin et al. 2010; Thieme et al.

2012a; Thieme et al. 2012b)).

Die essentielle Bedeutung der IGFs fiir die Embryogenese beweisen verschiedene transgene
Tiermodelle. IGF1-nullmutante Mause sind stark wachstumsretardiert und versterben zu 95%
perinatal (Baker et al. 1993; Liu et al. 1993). Der IGF2-Knockout in Mausen fiihrt ebenfalls zu
einer fetalen Wachstumsretardierung, nach der Geburt entwickeln sich die Mause jedoch
normal und sind phanotypisch unauffillig (DeChiara et al. 1990; DeChiara et al. 1991;
AGROGIANNIS et al. 2014). Diese Erkenntnisse weisen darauf hin, dass sowohl IGF1, als auch
IGF2 eine wesentliche Rolle fiir die embryonale Entwicklung einnehmen, wobei IGF2 im

Gegensatz zu IGF1 nicht essentiell flr die Entwicklung und das postnatale Wachstum ist.



1.3.2 Rezeptoren des Insulin-IGF-Rezeptorsystems
Die Wirkungen des Insulins und der IGFs werden lber deren Rezeptoren vermittelt. Aufgrund

der strukturellen Homologie der Peptidstruktur ist es moglich, dass die Liganden, Insulin, IGF1
und IGF2, nicht nur an ihren jeweiligen Rezeptor binden, sondern auch mit geringerer Affinitat
an die anderen Rezeptoren des IIRS (siehe Abbildung 3) (Ubersichtsartikel: Chao und D'Amore
2008). Wihrend der InsR und der IGF1R eine hohe Ahnlichkeit aufweisen, nimmt der IGF2R eine
Sonderstellung ein (Ullrich et al. 1986). Der IGF2-R ist ein Mannose-6-Phosphat-Rezeptor und

bewirkt die Internalisierung und den lysosomalen Abbau seiner Liganden (Oka et al. 1985).
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Abbildung 3: Ubersicht iiber das Insulin-IGF-Rezeptor-System (IIRS) mit der schematischen
Darstellung der Bindungsaffinitaten von Liganden und Rezeptoren

Der Insulinrezeptor (InsR) existiert in zwei Isoformen: InsR-A und InsR-B. InsR-B ist fiir die klassische
metabolische Insulinantwort verantwortlich. IGF1 und IGF2 binden an ihn nur mit geringer oder mittlerer
Affinitat. InsR-A hat eine hohe Affinitat zu Insulin und IGF2, und nur eine schwache zu IGF1. IGF1-Rezeptor
(IGF1R) bindet beide IGFs und aktiviert die anabolische Aktivitat; von Insulin wird er nur in sehr hohen
Konzentrationen aktiviert. Der IGF2- Rezeptor (IGF2R) bindet exklusiv IGF2 und ermdglicht dessen
Einschleusung und Abbau (modifiziert nach Chao und D’Amore, 2008).

InsR und IGF1R fiihren zu einer Aktivierung der intrazelluldren Insulin-Rezeptor-Substrate (IRS)
und induzieren intrinsische Signalkaskaden. Der InsR kommt in zwei Isoformen vor, InsR-A und
InsR-B. InsR-A bindet mit hoher Affinitat Insulin und auch IGF2 (Louvi et al. 1997) und vermittelt
vor allem proliferative und mitogene Prozesse im EB. Die Metabolische Aktivitdt des Insulins
wird vor allem Uber InsR-B vermittelt. IGF1R hingegen bindet IGF1 und IGF2 sehr gut, Insulin

hingegen wird nur bei hohen Konzentrationen gebunden (Baudry et al. 2001). Neben dem



InsR-A, vermittelt der IGF1R ebenfalls die Proliferation und Mitogenese in EBs (Ubersichtsartikel:
Denley et al. 2005; AGROGIANNIS et al. 2014).

Dies ist vor allem von Bedeutung, da die Verteilung der Rezeptoren des IIRS in embryonalen
Kaninchen zelllinienabhdngig ist (wie in Abbildung 4 dargestellt). Wahrend der EB besonders
InsR-A und IGF1R exprimiert, synthetisiert der TB vor allem beide InsR. Die InsR-B-Expression
macht im Gesamten nur 20% der Insulinrezeptorexpression aus, was die metabolische
gegeniber der proliferativen Wirkung in den Hintergrund riicken lasst (Navarrete Santos et al.
2008).

Im Endometrium und Ovar haben hauptsachlich IGF1R und synergistisch InsR Einfluss auf die
Fertilitat. Im Uterus werden durch den IGF1R und InsR die optimale, hormonabhangige uterine
Proliferation und folgende Implantation reguliert (Sekulovski et al. 2021). Im Ovar wurde eine
zentrale Rolle von IGF1R und InsR fiir die Steroidgenese und den Progesteronrezeptor-
stoffwechsel nachgewiesen, sodass eine Storung in diesem System eine beeintrachtigte
Oozytenentwicklung und Ovulation zur Folge hat (Baumgarten et al. 2017; Sekulovski et al.

2019).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Insulin- und IGF-abhangigen Signalwege in Embryoblast-
und Trophoblastzellen der 6 Tage alten Kaninchenblastozyste (modifiziert nach
Navarrete Santos 2012)
Die Darstellung zeigt eine Ubersicht der experimentell bestitigten Molekiile im PI3K/AKT- und
RAS/MAPK/ERK-Signalweg in 6 Tage alten Blastozysten mit Daten aus der in vitro Kultivierung mit Insulin,
IGF1 oder IGF2.

Insulin-like-growth-factor (IGF), Proteinkinase B (pAKT), extracellular signal-regulated kinase (pERK), cyclic AMP
responsive element-binding protein (pCREB)



1.3.3 Signalwege des IIRS in der Embryonalentwicklung
Uber das IIRS werden intrazelluldr hauptséchlich zwei groRe Signalwege angesprochen, der PI3K-

AKT-Signalweg (Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), Proteinkinase B (AKT)) und der MAPK/ERK-
Signalweg (mitogen-activated protein kinase (MAPK), extracellular signal-regulated kinase
(ERK)) (White 2006).

AKT — aktivierte Signaltransduktion

Der PI3K-AKT-Signalweg reguliert vor allem metabolische und antiapoptotische Prozesse (Saltiel
und Kahn 2001). Durch Bindung von Insulin oder IGFs wird (iber IRS die zentrale Proteinkinase B
(AKT) phosphoryliert, was zur Aktivierung verschiedener Signalwege fiihrt. So wird die
Glukoseaufnahme und die zellulare Glykogensynthese gefordert, die Proteinsynthese stimuliert
und der Zellzyklus forciert, wiahrend die Apoptose inhibiert wird (Ubersichtsartikel: Sale und Sale
2008). Wichtige Mediatoren sind hierbei unter anderem cyclic AMP responsive element-binding
protein (CREB) und mammalian Target of Rapamycin (mTOR) (Saltiel und Kahn 2001;
Ubersichtsartikel: Sale und Sale 2008). Im humanen Endometrium ist die Phosphorylierung von
AKT und damit Aktivierung des PI3K-Signalweges ausschlaggebend fiir eine erfolgreiche

Implantation (Toyofuku et al. 2006; Prast et al. 2008).

ERK — aktivierte Signaltransduktion

Der MAPK/ERK-Signalweg vermittelt seine mitogene und zelldifferenzierende Wirkung vor allem
iber ERK1 und ERK2 (Ubersichtsartikel: Krishna und Narang 2008). Ligandenbindung an IGF1R
oder InsR-A flihrt zur Phosphorylierung von ERK1 und ERK2 (iber MAPK. Die Proteinkinasen ERK1
und ERK2 wiederum aktivieren eine Vielzahl an nachgeschalteten Enzymen und
Transkriptionsfaktoren. Dazu zahlt ebenfalls der Transkriptionsfaktor CREB. Forschungen an
ERK-defizienten Mausen haben die Relevanz von ERK in der Embryonalentwicklung gezeigt. So
versterben ERK2-Knockout-Mause wahrend der Embryonalentwicklung aufgrund einer
gestorten Trophoblastenreifung und Vaskularisierung der Plazenta (Hatano et al. 2003; Saba-El-

Leil et al. 2003).

AMPK — aktivierte Signaltransduktion

Die 5-AMP-activated protein kinase (AMPK) ist ein zentrales Enzym der intrazelluldren
Energiehomdoostase und stimuliert Schliisselenzyme (z.B. der Fettsdureoxidation und Glycolyse),
die zur ATP-Generierung beitragen. Gleichzeitig werden anabole Signalwege, wie Lipid-, Protein-
und Glykogensynthese, gchemmt. Zudem dient AMPK als Sensor flr mitochondrialen Stress
(Herzig und Shaw 2018). AMPK beeinflusst die Implantation, besonders durch Regulation der
Rezeptivitat, Epithelzellproliferation und Dezidualisierung des Endometriums. Auch die

Regeneration des Endometrium ist AMPK-abhangig (McCallum et al. 2018; Griffiths et al. 2020).



Die Uberaktivierung von AMPK in der Praimplantationsphase ist schadlich fiir den Embryo, da
dadurch die Blastozystenentwicklung, Trophektodermdifferenzierung und Tight junction-

Ausbildung gehemmt wird (Calder et al. 2017).

CREB — als ein zentraler Vermittler der Embryonalentwicklung

CREB ist einer der wichtigsten Transkriptionsfaktoren und Regulator der frithen embryonalen
Entwicklung. Es sind Gber 300 verschiedene Stimuli wie z.B. Stress, Wachstumsfaktoren oder
Hormone bekannt, die zu einer Erhdéhung des intrazelluldaren cyclischen
Adenosinmonophosphats (cAMP) fiihren und damit CREB aktivieren kénnen (Ubersichtsartikel:
Mayr und Montminy 2001). IGF1 stimuliert beispielsweise Gber den MAPK/ERK-Signalweg die
Phosphorylierung am Serin133 und aktiviert damit CREB (Monnier et al. 1994; Zheng und
Quirion 2006). Das phosphorylierte CREB (pCREB) transloziert in den Nucleus und bindet an das
cAMP responsive element (CRE). Etwa ein Viertel des Sdugetiergenoms kann auf diese Weise von
CREB moduliert werden (Impey et al. 2004; Zhang et al. 2005). Durch die hohe Anzahl der Gene,
die durch CREB reguliert werden kdnnen, ergibt sich eine funktionelle Vielfalt der zellularen

Reaktionen.

Wahrend der Embryonalentwicklung ist CREB vor allem fiir proliferative Prozesse von
Bedeutung (Bleckmann et al. 2002; Jin und O'Neill 2007, 2014). Eine Hemmung von CREB hat im
Blastozystenstadium oder friihen Gastrulationsstadium nachteilige Effekte flir den Embryo und
ruft neuronale Fehlbildungen wie Mikrozephalie und Spina bifida hervor (Lutz et al. 1999). CREB-
Knockout-Mause weisen ein geringes Geburtsgewicht auf und versterben nach der Geburt
(Bleckmann et al. 2002). Im Endometrium von Mausen ist CREB ein Regulator der durch cAMP

ausgeldsten Dezidualisierung (Ruan et al. 2012).

1.4 Der embryonale und maternale Stoffwechsel in der Praimplantationsphase

Die Signalwege des IIRS und davon regulierte Transkriptionsfaktoren wie CREB nehmen direkten
Einfluss auf den Metabolismus des Embryos. CRE-Sequenzen sind Bestandteil der Gene von
Enzymen des Glucose- und Lipidstoffwechsels, wie z.B. bei der Carnitin Palmitoyltransferase 1
(CPT1), einem geschwindigkeitsbestimmenden Enzym der [-Oxidation und der
Phosphofructokinase 1 (PFK1), einem geschwindigkeitsbestimmenden Enzym der Glykolyse

(zhang et al. 2005; Ubersichtsartikel: Altarejos und Montminy 2011).

Wahrend der Praimplantationsphase nutzen alle Sdugetierembryonen Pyruvat, Fettsduren und
Aminosduren als Energieressource (Ubersichtsartikel: Bradley und Swann 2019). Der
Metabolismus des Embryos dndert sich mit dem Entwicklungsstadium und folgt dabei einem

intrinsischen genetischen Programm. Bis zur Kompaktierung im Morulastadium ist der Embryo



auf Pyruvat und Laktat angewiesen, Glucose dient hier nur der intrazelluldaren Signaltransduktion
(Kane 1979; Leese 2012; Leese et al. 2016). Erst ab dem Blastozystenstadium kann mit der
Aktivierung der Glykolyse Glucose in embryonalen Zellen verstoffwechselt werden (Barbehenn
et al. 1974, 1978). Ab dem Blastozystenstadium steigt der Sauerstoff- und ATP-Verbrauch des
Embryos. Der Metabolismus wird forciert und der Embryo produziert Proteine. Er wachst und
nimmt an Masse zu (Leese 2012; Leese et al. 2016). Leese und Koautoren beschreiben fiir
Praimplantationsembryonen das Goldilocks-Prinzip (als Fortfihrung der Quiet-Embryo-
Hypothese), was beinhaltet, dass der Embryo sein maximales Entwicklungspotential erreicht,
wenn er ein optimales Level seiner metabolischen Aktivitat halt (Leese et al. 2016; Leese et al.
2019; Leese et al. 2022). Das Prinzip ist so zu verstehen, dass Embryonen im Morulastadium mit
einem geringen Energieverbrauch physiologisch einen inaktiven Stoffwechsel aufweisen sollten,
aber mit dem Blastozystenstadium und der Massezunahme eine gesteigerte Energiegewinnung
bendtigen. Tatsachlich nutzen Blastozysten zur Energiegewinnung nicht nur Glucose, sondern
zu einem groRen Teil auch Fettsauren in der B-Oxidation (Krisher und Prather 2012). Neben dem
metabolischen ,,Switch” wird in den embryonalen Zellen mit dem gesteigerten Stoffumsatz auch
die Zellentgiftung forciert. Eine Storung des embryonalen Stoffwechsels kann dazu fihren, dass
Embryonen vermehrtem intrazelluldren Stress ausgesetzt sind. Es kann aber auch bedeuten,
dass Embryonen, die eine hohere metabolische Aktivitdt aufweisen, vermehrt intrazelluldarem

Stress ausgesetzt sind.

Der Embryo selbst kann Fettsauren und komplexere Lipide synthetisieren und in Lipidvesikeln
speichern (Tsujii et al. 2001). Lipide funktionieren unter anderem als Bestandteil von
Biomembranen und sind grundlegender Baustein zur Synthese von Steroidhormonen wie
Ostrogen (Stubbs und Smith 1984). Die Anzahl und GréRe an Lipidvesikeln ist abhangig von der
Saugetierspezies. So enthalten Schweineembryonen eher hohe, Embryonen von Kaninchen,
Mausen und Menschen eher geringe Anteile an Lipiden (Yahia Khandoker et al. 1998; Sturmey
et al. 2009; Bradley und Swann 2019). Gleichzeitig ist der Lipidgehalt auch ein Marker fiir die
Vitalitat der Embryonen (Abe et al. 1999; Kikuchi et al. 2002). Eine Gberhohte intrazellulare
Akkumulation von Lipiden scheint einen negativen Einfluss auf die Embryonenqualitat zu haben.
Ein hoher Lipidgehalt ist mit einer geringen Kryotoleranz verbunden (Abe et al. 2002; Sudano et

al. 2011; Andrade Melo-Sterza und Poehland 2021).

Mit steigendem reproduktiven Alter verdndert sich der Stoffwechsel der Frau.
Gesamtcholesterin, very low density lipoprotein (VLDL) und low density lipoprotein (LDL)
nehmen im Serum zu (Heiss et al. 1980; Wahl et al. 1981; Abbott et al. 1983). Bei Schwangeren

ab 35 Jahren werden deutlich haufiger Erkrankungen wie Gestationsdiabetes oder Praeklampsie

10



festgestellt (Lamminpaa et al. 2012; Kahveci et al. 2018; Bouzaglou et al. 2020; Li et al. 2020).
Begleitet werden die metabolischen Veranderungen von einer gesteigerten Akkumulation
reaktiver Stoffwechselendprodukte, welche zellulare Ablaufe langfristig verandern kénnen und
den miitterlichen und embryonalen Stoffwechsel belasten (Rabbani und Thornalley 2015). Der
Embryo passt sich in einem bestimmten MaRe an das ,gealterte Mikromileu” an. Eine
altersabhangige Expression wurde unter anderem bereits fir die schwangerschaftsrelevanten
Hormone Ostrogen, Progesteron und Androgen, sowie deren Rezeptoren bewiesen (Segal und
Casper 1990; Huang et al. 2008; Woods et al. 2017). Zudem beeintrachtigt der Verlust der
Rezeptivitdt des Endometriums die Implantation des Embryos (Woods et al. 2017). Fir die
Alterung des Endometriums kann zudem auch die Zunahme seneszenter Zellen im
Uterusgewebe von Bedeutung sein (Laser et al. 2010). Vermutet wird, dass durch zellulare
Seneszenz die Dezidualisierung beeintrachtigt und die embryo-maternale Kommunikation
behindert wird (Liao et al. 2015). In Mausen und Kaninchen wurde zudem eine geringere
Embryonensterblichkeit beim Transfer von Blastozysten alter Mutter in Uteri junger Empfanger
nachgewiesen, was die Bedeutung des , jlingeren” Reproduktionstraktes bei der Etablierung

einer erfolgreichen Schwangerschaft belegt (Maurer und Foote 1971; Woods et al. 2017).

1.5 Altern ist mit intrazelluldarem Stress assoziiert

Verdnderungen des Metabolismus, wie ein Uberschuss an Fettsduren oder Zucker kénnen zu
einer Uberproduktion von reactive oxygen species (ROS) oder Glykierung von Proteinen,
Nukleinsduren und Lipiden (advanced glycation end products (AGEs)) flihren. Eine Akkumulation
von ROS und AGEs bedeuten intrazelluldaren Stress, welcher potentiell DNA, Proteine und
Membranen schadigt und die Genexpression verandert (Ubersichtsartikel: Harman 2006;
Tatone et al. 2014). Das zelluldre Altern ist mit einer Akkumulation von ROS und AGEs assoziiert,
was unter anderem auf einer héheren Produktion und einem reduzierten Schutz beruht

(Ubersichtsartikel: Harman 2006; Jinno et al. 2011; Rabbani und Thornalley 2015).

Vor zu hohem intrazelluldaren Stress schiitzen antioxidative Enzyme, wie die Superoxid
Dismutase 2 (SOD2) und catalase (CAT) (Ubersichtsartikel: Scandalios 2005). SOD2 setzt die
hochreaktiven Superoxidanionen in Wasserstoffperoxid um, CAT transformiert dieses in Wasser
und Sauerstoff (Fita und Rossmann 1985; Fridovich 1995). Beide Enzyme werden (iber
Transkriptionsfaktoren, wie Nuclear Factor Erythroid 2-related Factor 2 (Nrf2) (Xue et al. 2012;
Ubersichtsartikel: Schmidlin et al. 2019) und Sirtuin-1 (SIRT1) (Aquilano et al. 2010; Olmos et al.
2013) reguliert. Ein zweiter Mechanismus umfasst die Glyoxalase 1 (GLO1) und Glyoxalase 2
(GLO2). Diese verstoffwechseln vor allem hochreaktive Dicarbonyle wie Methylglyoxal (MG), die

in alltaglichen metabolischen Prozessen wie der Glykolyse entstehen und zelltoxisch sind. MG
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kann unter anderem Proteine glykieren und somit zu posttranslationalen Modifikationen und
weitreichenden Veranderungen des Zellprogrammes filhren (Nass et al. 2007). Die stabilen
Endprodukte sind die AGEs (Ubersichtsartikel: Rabbani und Thornalley 2015). Bestimmte MG-
Verbindungen, wie MG-H1 werden mit Insulinresistenz (Nigro et al. 2014; Xue et al. 2016) und
dem Altern (Morcos et al. 2008) in Verbindung gebracht. Uberhéhte AGE-Serum-
Konzentrationen sind mit einer herabgesetzten Fertilitdt assoziiert. AuSerdem besteht eine
positive Korrelation zu einer Vielzahl systemischer Erkrankungen wie Adipositas, Dyslipidamie,
Insulinresistenz  und Polyzystisches Ovarial Syndrom (PCO), aber auch dem Alter

(Ubersichtsartikel: Jinno et al. 2011).

Uber das IIRS und angeschlossene Signalwege und Transkriptionsfaktoren werden Proliferation
und Apoptose, aber auch der zelluldre Metabolismus und die Stressantwort reguliert. Wenn
Veranderungen insbesondere im [IRS-System auftreten, kénnte es zu Adaptationen in
nachfolgenden Signalwegen kommen. Ein Schema der fiir die Arbeit relevanten Molekiile und

Signalwege ist in Abbildung 5 dargestellt.

Insulin/IGF

7N

pAKT/pERK1/pERK2/ pCREB/PPARs/Nrf2/

pAMPK SREBP

Fettsdure- Cholesterin- Stresssystem
metabolismus metabolismus * Glol
« CPT1 + LDLR/VLDLR © CAT
* FASN *  HMGCR * S0Db2
+  pACC +  ApoE * RAGE
*  FATP4 *  Adipophilin
+  FABP4
+ CD36
Abbildung 5: Ubersicht zu ausgewihlten Signal- und Zielmolekiilen von Insulin und IGF1 im

Zellstoffwechsel

Insulin  und IGF aktivieren durch Phosphorylierung nachgeschaltete Signalwege und
Transkiptionsfaktoren. Diese Transkriptionsfaktoren regulieren u.a. Enzyme des Fettsdure- und
Cholesterinstoffwechsels, sowie des Stresssystems. Die hier dargestellten Ziel- und Signalmolekdile stellen
eine Auswahl der fir diese Arbeit relevanten Molekile dar.

Insulin (Ins), Insulin-like-growth-factor (IGF), Proteinkinase B (pAKT), extracellular signal-regulated kinase (pERK), 5’-~AMP-activated
protein kinase (pAMPK), cyclic AMP responsive element-binding protein (pCREB), peroxisome proliferator-activated receptors
(PPARs), Nuclear Factor Erythroid 2-related Factor 2 (Nrf2), sterol regulatory element-binding proteins (SREBPs), Carnitin
Palmitoyltransferase 1 (CPT1), fatty acid synthase (FASN), phospho-acetyl-CoA carboxylase (pACC), Fettsauretransportprotein 4
(FATP4), Fettsdurebindungsprotein 4 (FABP4), cluster of differentiation 36 (CD36), low density lipoproteinen receptor (LDLR), very
low density lipoproteinen receptor (VLDLR), 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase (HMGCR), Apolipoprotein E (ApoE),
Glyoxalase 1 (GLO1), catalase (CAT), Superoxid Dismutase (SOD2)
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1.6 Das ApoE-Knockout-Kaninchen — ein Modell fiir metabolische Storungen im Alter
Apolipoproteine sind die Strukturproteine in der Membran von Lipoproteinen und zentrale
Regulatoren des exogenen und endogenen Lipidmetabolismus. Sie ermoglichen durch ihre
Amphiphilie den Transport der Lipide im Blut und steuern gleichzeitig deren Aufnahme am
Zielort. Apolipoprotein E (ApoE) ist Bestandteil in Chylomikronen, very low density lipoproteinen
(VLDL) und high density lipoproteinen (HDL). Chylomikronen transportieren intestinal
synthetisierte, exogene Lipide vom Darm zur Leber, wiahrend endogene Lipide (u.a. Cholesterin,
Triglyceride und Phospholipide) in der Leber synthetisiert werden und in Form von VLDL in die
Peripherie gelangen. HDL hingegen dienen der Umverteilung des Cholesterins und dem
Riicktransport zur Leber. Uber ApoE kdnnen die Lipoproteine am Zielort an den LDL-Rezeptor
(LDLR) oder den ApoE-Rezeptor (ApoER) binden, die transportierten Lipide kénnen von der
Zielzelle aufgenommen, degradiert und dem intrazellularen Lipidmetabolismus zugefiihrt
werden. Hauptsyntheseort des ApoEs ist die Leber, aber auch andere Organe, wie Gehirn, Niere
und Milz sind in der Lage, es zu produzieren (Ubersichtsartikel: Mahley 1988; Eichner et al.
2002). Insgesamt gibt es beim Menschen drei Isoformen von ApoE, die von drei Allelen codiert
werden, sodass sechs verschiedene Genotypen in der Bevolkerung vertreten sind (Phillips 2014).
Je nach Polymorphismen kdnnen diese entweder Risikofaktor oder Schutzfaktor fiir bestimmte
Erkrankungen darstellen. So stellt das ApoE4-Allel einen Risikofaktor fiir Hypercholesterindmie,
kardiovaskuldre Erkrankungen (Utermann et al. 1984), Diabetes mellitus (Koren-Iton et al. 2020)
und Alzheimer (Liu et al. 2013) dar. Das ApoE2-Allel wirkt bei Alzheimererkrankungen eher
schiitzend und ist gleichzeitig mit Hyperlipidamie assoziiert (Utermann et al. 1984; Liu et al.
2013). ApoE gilt als ein Schliisselfaktor fiir das Altern (Ang et al. 2008; Sebastiani et al. 2019).
ApoE-Knockout-Mause sind in den 1990er Jahren als Alternsmodell und Modell fir
kardiovaskulare Erkrankungen etabliert worden. Diese Mause erkranken gehduft an
Hyperlipiddmie und Atherosklerose (Piedrahita et al. 1992; Zhang et al. 1992) und zeigen weitere
Merkmale des Alterns, wie ein verandertes Haarwachstum (Moghadasian et al. 1999).
AulRerdem ist die Glukose- und Insulintoleranz, sowie die Insulinsekretion beeintrachtigt (Koren-
Iton et al. 2020). Auch das Stresssystem scheint dadurch beeinflusst. Bonomini und Koautoren
zeigten in ApoE-defizienten Mausen, dass CAT und SOD2 und somit die antioxidative Antwort in
zentralen Organen, wie Leber, Niere und Herz reduziert sind (Bonomini et al. 2010). Die
Lebensspanne der ApoE-defizienten Mausen ist insgesamt verkiirzt (Moghadasian et al. 2001).

Die Funktion von ApoE-Mutationen fiir die Reproduktion ist noch wenig untersucht. ApoE ist in
Ovarien vermehrt exprimiert. Da es fir die Steroidgenese essentiell ist, bestimmt es den

Reproduktionserfolg mit (Polacek et al. 1992). In mannlichen ApoE-Knockout-Mausen konnte
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ein Arrest der Spermatogenese und eine Atrophie der Tubuli seminiferi beobachtet werden
(Moghadasian et al. 1999). Auch die Allele selbst scheinen entscheidend: das ApoE2-Allel ist mit
dem geringsten reproduktiven Erfolg assoziiert, das ApoE3-Allel mit dem hochsten (Corbo et al.

2004).

Das ApoE-Knockout-Modell wurde auch fiir Kaninchen entwickelt, um den Einfluss einer ApoE-
Defizienz auf den Lipidmetabolismus und Stoffwechsel-assoziierte Erkrankungen in diesem
Tiermodell simulieren zu konnen (Ji et al. 2015; Niimi et al. 2016). Das Modell ist besonders
aussagekraftig, da der Lipidmetabolismus des Menschen dem des Kaninchens dhnlicher ist, als
dem der Maus. So ist beim Kaninchen unter anderem LDL das dominierende Plasmaprotein,
nicht HDL wie in Mausen. Die LDLR-Aktivitdt in der Leber ist herunterreguliert und das
Apolipoprotein B-48 (ApoB48) ist in Kaninchen und Menschen nur in Chylomikronen, nicht in
VLDL und LDL vorhanden, wie es in Mausen der Fall ist (Fan et al. 2014). In dieser Arbeit wird
das ApoE-Knockout-Modell des Kaninchens untersucht, um die Einfliisse einer ApoE-Defizienz
auf das reproduktive Altern und die embryo-maternale Kommunikation in der
Praimplantationsphase zu untersuchen. Das Ziel war es, (iber ausgewahlte Marker des IIRS, des
Lipidmetabolismus und des Stresssystems systemische Veranderungen und lokale Adaptationen

in den Reproduktionsorganen in ApoE-Knockout-Kaninchen aufzuzeigen.

14



1.7 Zielsetzung

Die Fertilitdat der Frau nimmt mit zunehmendem Alter ab. Die Griinde dafir sind vielfiltig,
beitragen konnen Verdanderungen des Hormonspiegels und der Stoffwechsellage der Mutter, die
sich in einem verdnderten intrauterinen Milieu widerspiegeln und somit die
Entwicklungsbedingungen des Embryos beeinflussen. Der Praimplantationsembryo reagiert
adaptativ auf Verdnderungen seiner Umgebung. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es,
alternsbedingte Veranderungen in weiblichen Reproduktionsorganen zu beschreiben und die
molekularen  Signalwege der embryonalen Anpassung bei sechs Tage alten
Kaninchenembryonen zu charakterisieren. Daflir wurden reproduktionsalte (alter als 108
Wochen) und junge (16-20 Wochen) Kaninchen in der Praimplantationsphase verglichen. Auf
maternaler Seite wurden Serum, Leber, Ovar und Endometrium, auf embryonaler Ebene EB und
TB bezogen auf das Insulin-Rezeptor-System, den Lipidmetabolismus und das Stresssystem
analysiert. Diese Systeme sich sowohl in der Literatur, als auch in friiheren Untersuchungen der
Arbeitsgruppe als besonders vulnerabel und essentiell fiir die embryonale Entwicklung
beschrieben worden. Bisher konnten zwei Veroffentlichungen publiziert werden, eine weitere
ist zum aktuellen Zeitpunkt in Vorbereitung. Alle drei werden in dieser Arbeit eine Kumulation

finden.
Die Fragestellung der ersten Publikation (Trohl et al. 2023) befasst sich mit folgenden Punkten:

e Hat das fortgeschrittene mitterliche Alter einen Einfluss auf die Ovulationen und die
Anzahl der Blastozysten im Kaninchen?

*  Wie wirkt sich das mutterliche Alter auf die Insulin- und IGF1-Konzentrationen im Serum
in Kaninchen aus?

¢ Welche Auswirkungen hat das systemische Insulin- und IGF1-Defizit auf die Liganden
und Rezeptoren des IIRS in den mitterlichen Reproduktionsorganen?

¢ Welche Auswirkungen sind in EB und TB infolge der Verdanderungen des mitterlichen
IIRS-Systems zu bestimmen?

¢ Sind Veranderungen in zentralen Signalwegen auf embryonaler und maternaler Seite

messbar, die vom Insulin-IGF-System aktiviert werden?

Uber des IIRS werden u.a. zentrale Prozesse des Metabolismus reguliert, sodass ein weiteres Ziel
der Arbeit war, den Lipidstoffwechsel genauer zu untersuchen. Dabei stellten sich folgende

Fragen:

¢ Sind reproduktionsalte Kaninchen bereits an einer Dyslipidamie erkrankt?
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¢ Welche zentralen Gene des Lipidmetabolismus werden durch das erhéhte mitterliche

Alter in Blastozysten und Reproduktionsorganen verandert?

Altern wird auch als Summe des Schadens durch freie Radikale beschrieben (Hayflick 1965).
Gerade ein veranderter Stoffwechsel fiihrt vermehrt zu freien Radikalen und intrazelluldrem
Stress. Daher war ein weiterer Ansatz der ersten, aber auch der zweiten Publikation (Nivelle et
al. 2020), die Folgen fiir das Stressabwehrsystem zu analysieren. Folgende Fragen wurden

bearbeitet:

¢ Welche Auswirkungen hat das Alter auf zentrale Gene des antioxidativen und

antiglykativen Stresssystems in Blastozysten und Reproduktionsorganen?

Im letzten Teil der Arbeit wurde das ApoE-Knockout-Modell als Alternsmodell in der
Reproduktion eingefiihrt (Buske et al. in preparation). Vordergriindig war der Vergleich zum

alten Kaninchen. Hierbei stellten sich grundlegende Fragen:

¢ Welchen Einfluss hat der ApoE-Knockout auf die Ovulationen und Anzahl an
Blastozysten?

e Hat der ApoE-Knockout in Kaninchen &hnliche Auswirkungen auf Liganden und
Rezeptoren des IIRS, den Lipidmetabolismus und die Stressantwort in
Reproduktionsorganen wie das fortgeschrittene mitterliche Alter?

¢ Ist das ApoE-Knockout-Kaninchen als Alternsmodell in der Reproduktion geeignet?
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2 Diskussion

Fiir die Etablierung und den Erhalt einer Schwangerschaft ist eine abgestimmte Kommunikation
zwischen Mutter und Kind notwendig. Auf maternaler Seite wird ein intrauterines Milieu
aufgebaut, welches der moglichst optimalen Versorgung des Embryos dient. Da der Embryo von
der mutterlichen Versorgung mit Nahrstoffen, Wachstumsfaktoren und Hormonen abhéangig ist,
muss er sich in bestimmten Umfangen an den Stoffwechsel und die Hormonlage der Mutter
adaptieren kénnen. Embryonen weisen eine hohe metabolische Plastizitat auf, die es ihnen
ermoglicht sich kurzfristig an veranderte Wachstumsbedingungen anzupassen. Eine
Maladaptation konnte die Lebensfahigkeit und Implantationswahrscheinlichkeit der Embryonen
herabsetzen und eine nachhaltige Pragung des Organismus bewirken (Ubersichtsartikel: Lane
und Gardner 2007; Krisher et al. 2015). Mit fortschreitendem Alter der Frau nimmt ihre Fertilitat
ab und das Risiko fiir Friih- und Fehlgeburten, fetale Anomalien oder Geburtskomplikationen
nimmt zu (Ubersichtsartikel: Sauer 2015). Die drei Hauptgriinde sind in der Abnahme der
ovariellen Reserve, der Oozytenqualitat und des Entwicklungspotentials des Embryos zu sehen

(Bergh et al. 1999; Ubersichtsartikel: Cimadomo et al. 2018).

Im Folgenden soll die komplexe Interaktion zwischen Mutter und Embryo unter Einbeziehung
der im Reproduktionsmodell des Kaninchens gewonnenen Ergebnissen diskutiert werden. Die
Diskussion fokussiert dabei auf den Einfluss mitterlichen Alters auf das I[IRS, den
Lipidmetabolismus und das Stresssystem in der Friihschwangerschaft. Es wird sowohl die
mitterliche, als auch die embryonale Seite betrachtet und anschlieRend mit dem ApoE-

Knockout-Modell verglichen.

2.1 Der Embryonenverlust in der Praimplantationsphase nimmt mit dem
mutterlichen Alter zu

In der Veroffentlichung (Trohl et al. 2023) wurde gezeigt, dass reproduktionsalte Kaninchen im
gleichen Umfang ovulieren wie junge Hasinnen, sich jedoch weniger Blastozysten an Tag 6
entwickeln, was schlussfolgern lasst, dass die Follikulogenese unbeeintrachtigt ist. Fiir den
Embryonenverlust wahrend der Praimplantationsphase kommen zum einen ein Qualitatsverlust
salter” Oozyten (Ubersichtsartikel: te Velde und Pearson 2002; Qiao et al. 2014; Cimadomo et
al. 2018), zum anderen die veranderten Entwicklungsbedingungen, die zu einer Adaptation der

Embryonen fiihren, in Frage (Ubersichtsartikel: Lane und Gardner 2007; Krisher et al. 2015).

Eine schlechtere Oozytenqualitat als potentielle Ursache fiir die geringere Embryonenanzahl bei
reproduktionsalten Kaninchen kdénnte erklaren, warum reproduktionsalte Hasinnen am Tag 6

p.c. weniger Embryonen aufweisen als die junge Vergleichsgruppe, denn auch die
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Blastozystenformation ist abhangig von der Oozytenqualitat (Velazquez et al. 2011b). Aus in-
vitro-Fertilisationsstudien (IVF) ist bekannt, dass mit hoéherem Spenderinnen-Alter die
Aneuploidierate bei Oozyten und Embryonen ansteigt und damit deren Qualitat abnimmt
(Hassold und Chiu 1985; Fragouli et al. 2013; Capalbo et al. 2017). Aneuploide Oozyten kénnen
zum Teil nicht befruchtet werden . AuRerdem findet eine Selektion der Embryonen bis in die
friihe Implantationsphase statt, sodass weniger Embryonen das Blastozystenstadium erreichen.
Studien auf Grundlage von IVFs und intrazytoplasmatischen Spermieninjektionen (ICSls) zeigen,
dass Embryonen und Oozyten alterer Mitter vermehrt morphologisch auffallig sind. Die Frauen
weisen haufiger degenerative Oozyten, Zygoten mit drei Pronuclei und 4-Zell-Embryonen auf,
die tendenziell 6fter fragmentieren (Lim und Tsakok 1997; Grgndahl et al. 2017). Zudem
verbleiben Embryonen mit herabgesetzter Entwicklungskompetenz in  friheren
Entwicklungsstadien oder entwickeln sich langsamer (Liu et al. 2016; van der Weijden et al.
2021). Dies kdnnte sich in einem Embryonenverlust widerspiegeln. Warshaviak und Koautoren
beschreiben, dass gerade Embryonen von Frauen alter als 42 Jahre anfalliger fiir einen Arrest im
5-8 Zellstadium sind (Warshaviak et al. 2019). Die Untersuchungen am Kaninchen beschréankten
sich auf den Tag 6 p.c., frihere Zeitpunkte wurden nicht erfasst, was fir den beobachteten
Embryonenverlust eine reduzierte Entwicklungskompetenz bzw. vermehrte Selektion

veranderter Embryonen als Ursache vermuten lasst.

Die Oozytenqualitdat kann auBerdem aufgrund von dysfunktionellen Mitochondrien
herabgesetzt sein, welche mit hoherem Alter assoziiert sind (Wilding et al. 2001;
Ubersichtsartikel: van Blerkom 2011; Eichenlaub-Ritter 2012; Cimadomo et al. 2018).
Mitochondrien sind neben der Energieproduktion relevant fiir die Calcium-Homoostase, das
intrazelluldre Redoxpotential und Signalwege (Ubersichtsartikel: Dumollard et al. 2007). Sie
werden auch als Kontrollsystem fiir Entwicklung und Apoptose in der frihen
Embryonalentwicklung beschrieben (Ubersichtsartikel: Dumollard et al. 2007). Mitochondrien
werden mautterlich vererbt und sind mit Zellzyklusstérungen, Chromosomensegregation und
einer gestérten Embryonalentwicklung assoziiert. Die mitochondriale DNA-Transkription wird
direkt von dem ubiquitar vorkommenden Transkriptionsfaktor mitochondrial transcription
factor-A (mtTFA) reguliert und die mtDNA-Kopienanzahl bestimmt (Ekstrand et al. 2004). Im
Gegensatz zu in vitro gereiften Oozyten des alten Pferdes (Zhao et al. 2021) waren die
Embryonen von reproduktionsalten Hasinnen in der Expression von mtTFA nicht verandert
(Trohl et al. 2023), was annehmen lasst, dass die mitochondriale Alterung nicht maRgeblich flr

eine verringerte Embryonenanzahl an Tag 6 p.c. beim Kaninchen ist.
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Ein zweiter potentieller Grund fir den Embryonenverlust waren die veranderten
Entwicklungsbedingungen in utero bei reproduktionsalten Miuttern, die dazu flhren, dass
Embryonen unzureichend adaptieren und absterben (Ubersichtsartikel: Lane und Gardner 2007;
Krisher et al. 2015). Aus in-vitro-Studien ist bekannt, dass Sdugetierembryonen eine bestimmte
metabolische Plastizitdit besitzen, die es ihnen ermoglicht, sich an verdnderte
Kulturbedingungen anzupassen (Ubersichtsartikel: Massimiani et al. 2019). Das kdnnte
bedeuteten, dass Embryonen mit einer h6heren metabolischen Plastizitdt anpassungsfahiger
sind, indem sie z.B. liber einen forcierten den Lipidmetabolismus mehr Energie generieren
(Guerif et al. 2013; Lima et al. 2020). Eine unzureichende Adaptation an suboptimale
Bedingungen kann eine verminderte Lebensfahigkeit und Implantationsrate zur Folge haben

(Ubersichtsartikel: Lane und Gardner 2007; Krisher et al. 2015).

Bei reproduktionsalten Hasinnen an Tag 6 p.c. kommt es zu einem veranderten Stoffwechsel. Im
Serum lagen vermehrt freie Fettsdauren und LDL vor, die Wachstumsfaktoren Insulin und IGF1
waren vermindert (Trohl et al. 2023). Diese Veranderungen konnen die unmittelbaren
Entwicklungsbedingungen der Embryonen beeinflussen. Folglich kdnnte der Embryonenverlust
nicht nur in einer verminderten Oozytenqualitdat, sondern auch in einer unzureichenden

Adaptation an eine veranderte Stoffwechsellage begriindet sein.
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2.2 Das Reproduktionsalter der Hasinnen bewirkt Adaptationen des IIRS bei Mutter
und Embryo in der Friihschwangerschaft

Das IIRS spielt eine wichtige Rolle in der frihen embryonalen Entwicklung und der embryo-
maternalen Kommunikation (Harvey and Kaye, 1992; Kaye, 1997; Navarrete Santos et al., 2008;

Pantaleon et al.,1997). Eine Ubersicht der Ergebnisse ist in Abbildung 6 dargestellt.

IGF1R=
InsR=

1GF1{
1GF2 |

\

)
H '
H

!
i| [ Blastozyste mit Embryoblast
// / und Trophoblast

Ovar
Uterussekret
InsR=
IGFZRTTT IGFITT Uterus mit Endometrium
IGFIRTT1/ IGF2=
Insulind  IGF1{ Blut
Abbildung 6: Schematische Darstellung der Expression des Insulin-IGF-Rezeptor-Systems in

Blastozysten und Reproduktionsorganen reproduktionsalter Kaninchen an Tag 6 p.c.

Es werden die relativen RNA-Mengen der Liganden und Rezeptoren in EBs, TBs, Endometrium und Ovar,
sowie die Protein-Mengen von Insulin und IGF1 im Serum reproduktionsalter (>108 Wochen) in Bezug auf
junge (<22 Wochen) Kaninchen an Tag 6 der Schwangerschaft dargestellt. Die Pfeile zeigen die relativen
Veranderungen mit dem Alter der Mutter, wobei die Anzahl der Pfeile ein Ausdruck der Signifikanz des
Ergebnisses ist (1 p<0,05; 1 1 p<0,01; 1 1 1 p<0,001; = kein Unterschied).

Insulin-like-growth-factor 1/2 (IGF1/2), IGF1-Rezeptor (IGF1R), IGF2-Rezeptor (IGF2R), Insulin-Rezeptor (InsR)
2.2.1  Mit zunehmendem Alter der Mutter nehmen Insulin- und IGF1- Serumspiegel

ab, im Endometrium nimmt die Menge an IGF1 kompensatorisch zu
In reproduktionsalten Kaninchen konnte eine alternsbedingte Abnahme an Insulin und IGF1 im

Serum festgestellt werden (Trohl et al. 2023). Auch bei Frauen ab 35 Jahren kénnen verminderte
Konzentrationen von IGF1 nachgewiesen werden (Gleicher et al. 2020; Yovich et al. 2020;
Mazurkiewicz und Bronkowska 2021; Gleicher et al. 2022). Tatsachlich wird mit dem Alter eine
zentrale Herunterregulation der somatotropen Achse beobachtet, welche eine entscheidende

Rolle in der Kontrolle des Alterns und der Lebensspanne inne hat(Ubersichtsartikel: Barzilai et
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al. 2012; Gubbi et al. 2018). Abweichende IGF1-Konzentrationen kénnen das IVF-Outcome
negativ beeinflussen (Gleicher et al. 2022). IGF1 wird hauptsachlich in der Leber synthetisiert,
stimuliert von Ostrogen (Richards et al. 1991). Ab dem Alter von 37.9 Jahren sinkt mit
abnehmender Follikelanzahl die ovarielle Ostrogenproduktion der Frau (MacNaughton et al.
1992). Eine Abnahme der Ostrogenkonzentration kdnnte eine Ursache fiir die geringeren IGF1-

Konzentrationen im Plasma sein, wurde bei Kaninchen allerdings nicht quantifiziert.

Bezugnehmend auf das gehaufte Auftreten eines Gestationsdiabetes (GDM) bei Frauen ab 35
Jahren hat die Insulinsekretion eine essentielle Bedeutung (Kahveci et al. 2018; Li et al. 2020).
Physiologisch setzt in der zweiten Schwangerschaftshalfte eine Insulinresistenz ein. Bei einem
GDM liegt zusatzlich ein Sekretionsdefekt vor, der zur Hyperglykdamie fihrt (Ryan et al. 1995;
Kautzky-Willer et al. 1997) und mit einem erhohten Risiko flir Fehlgeburt, Infektionen,
Hypertension und diabetischer Fetopathie (S3-Leitlinie Gestationsdiabetes mellitus (GDM)
2018) assoziiert ist. Das von uns beobachtete Insulindefizit im Serum alter Kaninchen kénnte ein

erstes Anzeichen fiir einen Insulinsekretionsdefekt bei reproduktionsalten Mittern sein.

Anders als im Serum war im Endometrium reproduktionsalter Hasinnen die Transkription von
IGF1, sowie dem IGF1R und IGF2R gesteigert, was eine kompensatorische Reaktion auf den
systemischen Insulin- und IGF1-Mangel vermuten lasst (Trohl et al. 2023). Im Endometrium
diabetischer Kaninchen sind IGF1 und IGF2 als Kompensationsmechanismus auf den
systemischen IGF1- und Insulinmangel ebenfalls erhéht (Thieme et al. 2012b). Auch in Rindern
konnte gezeigt werden, dass die Plasmakonzentrationen an IGF1, nicht zwangslaufig mit den
Konzentrationen im uterinen Lumen korrelieren (Bilby et al. 2004; Bilby et al. 2006). Vielmehr
ist das Endometrium selbst in der Lage IGFs zu produzieren (Han et al. 1996; Nayak und Giudice
2003). Zudem ist in der Dezidua alter Mause eine erhdhte IGF1-Transkription nachweisbar, was
mit einer Entwicklungsverzégerung am Tag 11,5 einhergeht (Woods et al. 2017). Die
Proliferation der endometrialen Epithelzellen wird tiber IGF1/IGF1R vermittelt (Klotz et al. 2002;
Zhu und Pollard 2007; Hewitt et al. 2019; Zhou et al. 2021). In InsR-IGF1R-Knockout-Mausen ist
das Endometrium deutlich diinner, da die Epithel- und Stromazellen weniger proliferieren. Eine
Implantation ist nicht moglich (Sekulovski et al. 2021; Zhou et al. 2021). Ein hochregulierter
IGF1R stellt eine Adaptation an einen systemischen Mangel an IGF1 und Insulin dar, um eine
hohere Sensitivitat der uterinen Zellen gegeniber IGFs zu gewahrleisten und die regulierte
Zellproliferation und Implantation ins Endometrium zu ermdoglichen. Im diesem Zusammenhang
kann die lokal erhohte endometriale IGF-Expression bei reproduktionsalten Hasinnen als

moglicher Adaptationsmechanismus sowie als feedback Regulation auf die verminderte IGF1-
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und Insulinkonzentration im Serum interpretiert werden, die es ermdglichen, ein suffizientes

Mikromilieu aufrecht zu erhalten.

Uber die Anpassung des parakrinen 1IRS im Endometrium alter Kaninchen verdndert sich die
Signaltransduktion und Zielgenaktivierung. Zum Beispiel wurden geringere Proteinmenge fiir
AKT, ERK1/2 und CREB im Endometrium reproduktionsalter Kaninchenmitter gemessen. Die
Untersuchungen beschrankten sich bisher auf die Molekilmenge, da die Enzymaktivitat mangels
funktionierender Antikorper im Endometrium nicht bestimmt werden konnte. Hier besteht ein
wichtiger Ansatzpunkt fiir weitere Analysen. Uber den AKT-, CREB- und ERK/MAPK-Signalweg
wird die Proliferation der Epithel- und Stromazellen in Vorbereitung zur Implantation stimuliert
und es findet eine enge embryo-maternale Interaktion statt (Ubersichtsartikel: Gellersen und
Brosens 2003; Vallejo et al. 2014; Massimiani et al. 2019). Beispielsweise vermittelt das
embryonale IGF2 (iber den endometrialen IGF1R und tiber ERK1/2 die Anheftung der Blastozyste

an das Endometrium (Zhou et al. 2021).

In Zusammenschau der Ergebnisse ist festzuhalten, dass in der Frihschwangerschaft das
Endometrium den Mangel an IGF1 und Insulin im Serum durch parakrine Sekretion von IGF1
kompensiert, was eine Regulation der nachgeschalteten Signalwege nach sich zieht. Diese sind
essentiell fir die embryo-maternale Interaktion und die Entwicklung einer erfolgreichen

Schwangerschaft.

Im Ovar reproduktionsalter Hasinnen war innerhalb des I[IRS ausschlieRlich die IGF2
Transkription vermindert (Trohl et al. 2023). In den meisten Sdugetieren stimulieren IGFs im
Ovar die Proliferation von Granulosazellen und das Oozytenwachstum tber den Akt-Signalweg.
(Louhio et al. 2000; Silva et al. 2009). Zusatzlich zur endokrinen Versorgung mit Insulin und IGFs
scheint es ein ,intraovarielles IIRS“ zu geben, wobei die Versorgung und Regulation auto- und
parakrin zwischen den Zellen stattfindet (Dri et al. 2021). Dieses kdnnte die Versorgung des
Ovars aufrechterhalten. IGF2 wirkt im Ovar Uber den IGF1R und ist essentiell fur die
Follikulogenese, besonders fiir die Differenzierung der Granulosazellen und fir die
Steroidgenese (Baumgarten et al. 2015; 2017). Die Frage inwieweit die verminderte IGF2-
Transkription in reproduktionsalten Ovarien auf eine Dysregulation des ,intraovariellen IIRS”
hindeutet oder Ausdruck eines Kompensationsmechanismus aufgrund endokriner
Veranderungen sein kdnnte, sollte durch spezifische Analyse der einzelnen Zelllinien geklart
werden. Die Zielmolekiile im Ovar zeigen in der Regulation dhnliche Tendenzen wie auch im

Endometrium.
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2.2.2 In Blastozysten adaptiert das IIRS und nachgeschaltete Signalmolekile als
Reaktion auf die veranderte para- und endokrine Versorgung der alternden
Mutter

Wahrend im Endometrium des reproduktionsalten Kaninchens in der Praimplantationsphase

vermutlich kompensatorisch IGF1 und IGF1R Uberexprimiert werden, ist die Expression der IGFs
sowohl im EB, als auch im TB vermindert und der Rezeptoren unverdandert (Trohl et al. 2023).
Praimplantationsembryonen sind sensitiv flir IGFs und Insulin (Thieme et al. 2012b; Schindler et
al. 2013). Wahrend Insulin in der Praimplantationsphase ausschlieBlich von der Mutter gebildet
wird, werden IGFs sowohl vom Embryo, als auch von maternalen Reproduktionsorganen und

der Leber produziert (Ramin et al. 2010).

Es kann nicht abschlieBend beurteilt werden, ob in reproduktionsalten Kaninchen IGF1 in
ausreichendem MaRe durch das Endometrium bereitgestellt wird, obwohl die parakrine
Funktion des Endometriums gut untersucht ist. Glykogen und Fettsauren werden beispielsweise
im Stratum functionale des Endometriums gespeichert und konnen dem Embryo bereitgestellt
werden (Ubersichtsartikel: Ribeiro et al. 2016; Dean 2019). Durch Untersuchungen am
Kaninchen konnte nachgewiesen werden, dass IGF1 vom Endometrium nicht nur lokal fiir die
Proliferation des Endometriums, sondern auch fiir die Blastozyste bereitgestellt wird (Trohl et
al. 2023). IGF1 wirkt abhangig von seiner Konzentration und reguliert Signalwege, die sowohl
stimulierende, als auch inhibierende Effekte auf den Embryo haben. Bei zu hohen
Konzentrationen kann die embryonale Synthese der IGFs reduziert sein, denn in einem
bestimmten Umfang sind die Embryonen in der Lage an das IGF-Angebot des Endometriums zu
adaptieren. Supraphysiologische IGF1-Konzentrationen kénnen zu hoheren Apoptoseraten,
hyperplastischen Embryoblasten und einer insgesamt geringeren Variabilitdt der Embryonen
flihren, wie in-vitro-Studien mit Mausen und Rindern beweisen. Dies geht als Ausdruck der
Feedback-Regulation mit einer verringerten IGF1R-Expression einher (Chi et al. 2000; Zaraza et
al. 2010; Velazquez et al. 2011b; 2011a). Auch bei Kaninchenembryonen mit einer erhéhten
Transkription an IGFs ist die Proteinmenge von InsR und IGF1R verringert (Ramin et al. 2010;

Thieme et al. 2012b).

In Embryonen reproduktionsalter Kaninchen findet eine Anpassung an die bereitgestellten IGFs
statt, ohne dass es zu einer Regulation der Rezeptoren kommt, welche mit supraphysiologischen
Konzentrationen und einer verringerten Viabilitdat und Entwicklungskompetenz assoziiert ist. In
physiologischen Konzentrationen wirkt IGF1 mitogen, proliferativ und antiapoptotisch und tragt
zu einer erfolgreichen Entwicklung bei, sodass die Embryonen das Blastozystenstadium

erreichen. Die Apoptoserate ist geringer und der Embryoblast nimmt an Masse zu. Dies konnten
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Stimulationsversuche in Rindern (Byrne et al. 2002; Makarevich und Markkula 2002; Block et al.
2008), Menschen (Lighten et al. 1998; Spanos et al. 2000) und Kaninchen (Herrler et al. 1998)
zeigen. Herrler et al. beschreiben eine GréRenzunahme von Kaninchenembryonen unter IGF1-
Stimulation (Herrler et al. 1998). Auch die Embryonen reproduktionsalter Kaninchen waren im
Durchschnitt groRer als die junger Hasinnen, was einen Zusammenhang mit der erhdhten
Bereitstellung an IGF1 durch das Endometrium vermuten lasst. Die ,balancierte” IGF1-
Konzentration scheint dem Goldilocks-Prinzip zu entsprechen (siehe Kapitel 1.4) und
Voraussetzung fir eine optimale embryo-maternale Kommunikation zu sein. Der hohere
Embryonenverlust in alten Kaninchen kann auch in der veranderten Regulation des IIRS

begriindet sein.

Von Bedeutung scheint hier aullerdem die zelltypabhangige Expression der IGF-Rezeptoren zu
sein (wie in Kapitel 1.3.2 beschrieben). Eine erhéhte IGF1-Produktion durch das Endometrium
wirde demzufolge vor allem den EBs (und das Endometrium) proliferativ und mitogen
stimulieren, wahrend TBs, die vor allem InsR-A/-B exprimieren, weniger sensitiv sind (Navarrete
Santos et al. 2008). Daher kann es zu der oben beschriebenen GréRenzunahme vor allem des EB

bei IGF1-Stimulation kommen.

Die Wirkungen des IIRS werden Uber zentrale Signalwege in Blastozyten vermittelt. ERK1/2 und
auch Akt sind in Kaninchenblastozysten hochreguliert (Trohl et al. 2023), wobei die Blastozysten
vermehrt metabolische und antiapoptotische Stimuli Uber Akt und Signale zur
Zelldifferenzierung lber ERK1/2 bekommen. Der nachgeschaltete Transkriptionsfaktor CREB
liegt in EBs ebenfalls verstarkt phosphoryliert vor. Die CREB-Menge selbst ist im EB verringert,

was im negativen Feedback-Mechanismus zu begriinden ist (Schindler et al. 2013).

Die Veranderungen in zentralen Signalwegen in EBs und TBs alter Kaninchen kdnnen auf
Veranderungen des IIRS im Embryo auf der einen und eine veranderte Versorgung durch das
Endometrium auf der anderen Seite zurlickgefiihrt werden. Die Regulationsmechanismen
konnen als ein Beispiel embryo-maternaler Kommunikation gesehen werden, bei der
miutterliche Veranderungen im Endometrium zur Adaptation des Embryo in utero flihren.
Weitere Analysen sind notwendig, um die Balancierung der mitogenen und antiapoptotischen

Prozesse im Detail zu verstehen.

24



2.3 Der maternale und embryonale Lipidmetabolismus in der Praimplantationsphase
verandert sich mit steigendem mutterlichen Alter

Der Transkriptionsfaktor CREB spielt eine entscheidende Rolle als Bindeglied zwischen dem IIRS
und dem Metabolismus in Praimplantationsembryonen (Schindler et al. 2013). CREB bindet CRE-
Sequenzen, die in einer groRen Vielzahl von metabolischen Genen, unter anderem in
metabolischen Genen des Fettsaure- und Cholesterinmetabolismus vorkommen (Zhang et al.
2005). Daher wurden diese Zielgene in der vorliegenden Arbeit in maternalen und embryonalen
Geweben untersucht. In Abbildung 7 ist eine schematische Zusammenfassung der Ergebnisse

dargestellt.

Im Serum alter Tiere sind neben den freien Fettsduren und auch die LDL-Werte signifikant hoher
alsim Serum junger Tiere (Buske et al. in preparation). Beide Werte liegen jedoch noch innerhalb
der Referenzserumwerte fiir Kaninchen (Kraft 2013). Fir andere Parameter, wie Glucose,
Cholesterin, HDL oder Triglyceride lagen keine Unterschiede zwischen jungen und
reproduktionsalten Tieren vor (Buske et al. in preparation). Diese Ergebnisse sind im Sinne eines
»alternden” Metabolismus als friihe Veranderungen einzuordnen, eine klinische Dyslipidamie ist
(noch) nicht auffallig. Im Laufe des Lebens nehmen LDL und Triglyceride zu, HDL nimmt ab
(Ericsson et al. 1991; Garcia-Fernandez et al. 2008; Johnson und Stolzing 2019). Die Dyslipiddamie

ist eine ,,Pathologie” des Alters.
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Abbildung 7: Schematische Zusammenfassung der Veranderungen bei Zielgenen und Faktoren des

Lipidmetabolismus in Blastozysten und im Reproduktionstrakt reproduktionsalter
Hasinnen an Tag 6 p.c.

Es werden die relativen Transkriptions- und Proteinmengen der Zielgene des Fettsaure- und
Cholesterinmetabolismus in EBs, TBs, Endometrium und Ovar, sowie die Quantitat von Insulin, IGF1, FFS
und LDL im Serum reproduktionsalter (>108 Wochen) in Bezug auf junge (<22 Wochen) Kaninchen
dargestellt. Die Pfeile zeigen die relative Veranderung mit dem Alter der Mutter an, wobei die Anzahl der
Pfeile Ausdruck der der Signifikanz des Ergebnisses ist (1 p<0,05; 11 p<0,01; 111 p<0,001; = kein
Unterschied). Um die Ubersicht zu wahren, werden nur verinderte Parameter dargestellt.

Insulin-like-growth-factor 1 (IGF1), peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPARa), Carnitin Palmitoyltransferase 1
(CPT1B), fatty acid synthase (FASN), phospho-acetyl-CoA carboxylase (pACC), Fettsduretransportprotein 4 (FATP4),
Fettsdurebindungsprotein 4 (FABP4), cluster of differentiation 36 (CD36), very low density lipoproteinen receptor (VLDLR), 3-Hydroxy-
3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase (HMGCR), Apolipoprotein E (ApoE), freie Fettsauren (FFS), low density lipoprotein (LDL)

2.3.1 Die Umstellung des Fettsdauremetabolismus mit Hochregulation der CPT1
gewidhrleistet die Versorgung der Embryonen
Eine vermehrte Aktivierung von nuklearem CREB reguliert unter anderem das

geschwindigkeitsbestimmende Enzym der B-Oxidation, CPT1. In Hepatozyten kénnen, nachdem
nukleares pCREB und CREB reduziert wurde, verminderte mRNA-Mengen an CPT1
nachgewiesen werden, was mit einer vermehrten Verfettung der Leber einhergeht (Aroor et al.
2012). In Reproduktionsorganen und Embryonen reproduktionsalter Hasinnen wird nach
Stimulation durch pCREB CPT1 vermehrt transkribiert, was fiir einen intensivierten Abbau freier
Fettsauren in diesen Geweben spricht (Trohl et al. 2023). Die gesteigerte R-Oxidation durch

Zugabe des Cofaktores von CPT1 verbessert die Entwicklungskompetenz von Oozyten und
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Morulae in vitro. Sowohl der metabolisch-regulative, als auch der antioxidative Effekt, der durch
die Verminderung der cytotoxischen, freien Fettsdauren zustande kommt, sind férderlich fiir die
Lebensfahigkeit der Embryonen (Dunning et al. 2010; Dunning et al. 2011; Shafiei et al. 2020).
Die Hemmung der Fettsdureoxidation in Schweine- und Rinderoozyten, sowie in
Rinderembryonen bremst wiederum deren Entwicklung (Sturmey und Leese 2003; Ferguson und
Leese 2006). Auch Kaninchenembryonen zeigen eine positive Anpassung durch die gesteigerte
Fettsdureoxidation. Gleichzeitig sind Enzyme zur Fettsduresynthese (fatty acid synthase (FASN),
phospho-acetyl-CoA carboxylase (pACC)) in Reproduktionsorganen reproduktionsalter
Kaninchen herunterreguliert. Es zeigt sich ein Expressionsmuster mit einem vermehrten
Fettsdureabbau bei einer geringeren -synthese. Gleichzeitig lasst sich eine gesteigerte
Verflgbarkeit freier Fettsdauren nachweisen. Des Weiteren konnten Gene fir die
Fettsdureaufnahme (FATP4) und den -transport (FABP4, CD36) zelllinienspezifisch mit einer

héheren Expression nachgewiesen werden (Trohl et al. 2023).

Von Krebszellen ist bekannt, dass ein vermehrter Abbau von Fettsauren zelluldr genutzt wird,
um den erhdhten Energieverbrauch bedingt durch die forcierte Proliferation zu decken
(Samudio et al. 2009). Krisher und Prather vergleichen embryonale Zellen mit Krebszellen. Sie
stellen heraus, dass Embryonen in der Frihschwangerschaft vergleichsweise weniger an Masse
zulegen und Fettsauren somit hauptsachlich der Energiebereitstellung und weniger dem Aufbau

von Biomembranen dienen (Krisher und Prather 2012).

Im Endometrium dienen Fettsduren als Energieressource und als Ausgangsprodukt fiir andere
Lipidderivate wie Eicosanoide (Ribeiro et al. 2016). Zu den Eicosanoiden zahlen unter anderem
Prostaglandine, die wichtige Funktionen als Gewebsmediatoren erfiillen und eine essentielle
Rolle in der Dezidualisierung und Implantation des Embryos spielen (Kennedy et al. 2007; Yanes

et al. 2010). Auch der Embryo wird mit den gespeicherten Lipiden versorgt (Ribeiro et al. 2016).

Es sei darauf hingewiesen, dass eine Untersuchung der Aktivitat der CPT1 in den vorliegenden
Studien nicht durchgefiihrt wurde. Somit ist eine Aussage darlber, ob tatsachlich vermehrt
Fettsduren zur Energiegewinnung oxidiert werden, nicht moglich. Aus Herz, Lunge und
Skelettmuskel ist jedoch bekannt, dass die CPT1-Aktivitdt im Alter abnimmt (Hansford und
Castro 1982; (McMillin et al. 1993; Odiet et al. 1995) und mit der Akkumulation von Lipiden
korreliert (Dobbins et al. 2001; Kim et al. 2009). Erhohte Konzentrationen an Fettsduren kdnnen
die Fertilitdt wiederum beeintrachtigen. In Embryonen fiihren sie zu einer herabgesetzten
Viabilitat und Qualitat, sowie einem verdanderten Metabolismus (van Hoeck et al. 2011). Bezogen

auf die Goldilocks-Hypothese (siehe Kapite 1.4) wird eine optimale Spannbreite metabolischer
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Aktivitat in Embryonen postuliert. Es ware deshalb anzunehmen, dass der hohere
Embryonenverlust reproduktionsalter Mitter in einer geringeren Stresstoleranz und geringeren
Spannbreite metabolischer Aktivitdt in Embryonen alter Miitter begriindet sein konnte. Durch
weitere Untersuchungen bleibt zu klaren, inwieweit die Hochregulation der CPT1 tatsachlich zur

erhohten Bereitstellung von Energie fiihrt.

Freie Fettsauren kdonnen in Lipidtropfchen gespeichert werden, was dem Schutz vor Lipotoxizitat
dient (Bradley und Swann 2019). Ein hoher Anteil an Lipidtropfchen ist ein Marker schlechter
Embryonenlebensfahigkeit und Qualitat in Rindern und Schweinen (Abe et al. 1999; Abe et al.
2002; Kikuchi et al. 2002; Andrade Melo-Sterza und Poehland 2021). Adipophilin ist eines der
Proteine in der Membran der Lipidtropfchen und dient als Marker fiir deren Gehalt in der Zelle
(Heid et al. 1998). Da die mRNA-Mengen fiir Adipophilin in EBs und TBs alter Kaninchen nicht
verandert sind, weist nichts auf einen erhéhten Anteil an Lipidtropfchen in Blastozysten alter

Kaninchen hin.

Zusammenfassend wird durch diese Arbeit gezeigt, dass der alternsbedingte Insulin- und IGF1-
Mangel, sowie die erhohte Zufuhr freier Fettsduren Uber das mitterliche Serum, zu
kompensatorischen  Regulationen des IIRS wund des Fettstoffwechsels in den
Reproduktionsorganen und Embryonen flihrt. Die Fettsdureaufnahme und der Fettsdureabbau
sind in den betroffenen Geweben intensiviert. Gleichzeitig kann weder von einer erhéhten
Fettsdauresynthese noch von einer vermehrten Speicherung von Lipidtropfchen ausgegangen
werden, da weder die FASN, noch Adipophilin erh6ht waren. Stattdessen scheint die
Energiegewinnung aus Fettsauren durch die Hochregulation von CPT1 gesteigert zu sein. Die
Resultate demonstrieren einen embryonalen Adaptationsmechanismus der eine optimale

Energieversorgung der Uberlebenden Embryonen gewahrleistet.

2.3.2  Mit zunehmendem Alter der Mutter kommt es zu einer vermehrten
Cholesterinsynthese und -aufnahme in Reproduktionsorganen und Blastozysten
Im Endometrium alter Kaninchen und in deren Embryonen kommt es zu alternsbedingten

Veranderungen im Cholesterinmetabolismus. Der VLDLR ist in der Leber, im Endometrium und
in TBs, der LDLR zudem in der Leber erhoht (Trohl et al. 2023). Erhohte Serum-LDL-
Konzentrationen, wie sie regelhaft im Alter auftreten, kénnen auf die verminderte Kapazitat LDL
(hepatisch) aufzunehmen zurlickgefiihrt werden. So kann (iber Stimulation der Expression des
hepatischen LDLR in alten Mannern die Abbaurate von LDL auf die von jungen Madnnern erhéht
werden (Ericsson et al. 1991). Erhohte LDL-Konzentrationen im Serum alter Kaninchen sind
reprasentativ fiir alternsbedingte Veranderungen des Metabolismus, die vermehrte

Transkription des hepatischen LDLR weist auf eine erhdhten Endozytose und Degradation des
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LDL hin und kdnnte einen Anpassungsmechanismus des alternden Kaninchenmetabolismus

darstellen.

Der VLDLR ist in der Lage die Lipoproteine VLDL und Chylomikronen (iber Endozytose
aufzunehmen und anschlieRend aufzuspalten (Perman 2011; Perman et al. 2011; Takahashi
2017). Anders als der LDLR kann VLDLR kein LDL endozytieren und wird nicht durch den
intrazelluldren Gehalt an Sterine Uber die sterol regulatory element (SRE)-1 reguliert (Takahashi
et al. 2004; Takahashi 2017). Stattdessen wird die Expression des VLDLR als Reaktion auf Stress,
wie Hypoxamie oder Uber die Stimulation mit cAMP hochreguliert, sodass es zu einer
vermehrten Aufnahme von Chylomikronen und VLDL kommt (Yang et al. 2014; Tamura et al.
2020). In humanen endometrialen Stromazellen fihrt die Hochregulation des VLDLR zur
Lipidakkumulation wahrend der Dezidualisierung, um die Versorgung des Embryos zu
gewahrleisten (Tamura et al. 2020). Durch die Hochregulation des VLDLR in alten Hasinnen ware
eine vermehrte Aufnahme von VLDL, Chylomikronen und Cholesterin als Bestandteil des VLDL

moglich.

Des Weiteren liegt die HMGCR, das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der
Cholesterinsynthese, im Endometrium alter Kaninchen vermehrt transkribiert vor. Eine
Hochregulation von HMGCR, die mit der Induktion der Cholesterinsynthese korreliert, wurde in
fetoplazentalen Endothelzellen von an GDM erkrankten Mittern beobachtet (Sun et al. 2018).
Bei IGF1-defizienten Mausen fiihrt der Mangel an IGF1 zu Verdanderungen der hepatischen Gene
des Lipidmetabolismus, wie der HMGCR und zu Hypercholesterinamie, Hypertriglyceridamie
und Hyperglykdmie. Durch IGF1-Substitution waren diese Effekte reversibel (Ita et al. 2015). Die
Assoziation zwischen geringen IGF1-Konzentrationen im Serum, Hypercholesterindmie und
Hyperlipidamie, sowie dem metabolischen Syndrom und kardiovaskularen Erkrankungen ist in
der Literatur wiederholt beschrieben (Malik et al. 2008; Ren und Anversa 2015). Um die
Komplexitat der spezifischen Regulationsmechanismen zu verstehen und diese auf den
Reproduktionstrakt zu Ubertragen, sind weiterflihrende Untersuchungen erforderlich. Die
HMGCR stellt ein transkriptionell sowie post-translationell reguliertes Enzym dar, dessen
Steuerung unter anderem durch CREB, sowie den zelluldren LDL- bzw. Cholesteringehalt erfolgt.
Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen den Schluss zu, dass eine Adaptation des IIRS und erhdhte
LDL-Serum-Konzentrationen zu einer vermehrten Expression der HMGCR fiihren, wodurch der

erhohte Cholesterinbedarf von Mutter und Embryo gedeckt wird.

Cholesterin wird sowohl fir den Aufbau und Erhalt von Biomembranen, als auch zur

Steroidhormonsynthese benétigt. Zu den Steroidhormonen gehéren Progesteron und Ostrogen,

29



die fur die Aufrechterhaltung vor allem der Frilhschwangerschaft essentiell sind. Mit hoherem
Alter der Mutter fallen die Ostrogenspiegel ab, FSH-Spiegel steigen und die Ostrogensynthese
verlagert sich vom Ovar in periphere Gewebe wie dem Fettgewebe (MacNaughton et al. 1992).
In ovarektomierten Mausen, einem Modell fiir die postmenopausale Frau, wurde gezeigt, dass
ein FSH-Anstieg lGiber die Phosphorylierung von CREB zu einem Anstieg der Transformation von
Cholesterin in Ostrogen im Fettgewebe fiihrt. Gleichzeitig sind Gene des Fettsdure- und
Lipidmetabolismus hochreguliert und die Fettakkumulation wird gefordert (Cui et al. 2018).
Vergleichbare Zusammenhadnge zeigen sich bereits im Endometrium reproduktionsalter
Kaninchen. So liegt die Vermutung nahe, dass in alten Kaninchen die Granulosazellen des Ovars
weniger Ostrogen produzieren und das Endometrium nun lokal Cholesterin speichert, um es der
Steroidhormonsynthese bereit zu stellen. Wahrend der Implantation wird der
Synzytiotrophoblast zum Hauptsyntheseort des Ostrogens (Simpson et al. 1994). In humanen
Trophoblast- und Plazentazellen steigt abhangig vom LDL-Gehalt auch die Progesteronsekretion
(Winkel et al. 1981; Rabe et al. 1983). In weiterfilhrenden Untersuchungen sollten die
Serumkonzentrationen von Ostrogen, Progesteron und FSH bestimmt und die Transkription

bzw. Proteinmenge der Aromatase im Ovar und Endometrium quantifiziert werden.
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2.4 Das reproduktive Alter der Mutter wirkt sich differentiell auf das antioxidative
und glykative, zelluldre Stresssystem des Reproduktionstrakts aus

Altern ist neben metabolischen Verdanderungen, auch mit der Bildung und Akkumulation
Stressmetaboliten assoziiert (Barzilai et al. 2012; Simm und Klotz 2015). Verdanderungen des
Lipidmetabolismus mit vermehrt vorliegenden freien Fettsduren konnen auRerdem (iber
Lipidperoxidation zum Anfall von ROS fiihren (Igosheva et al. 2010). Intrazelluldrer Stress kann
Schaden an Proteinen und DNA verursachen und somit zu einem erhéhten Embryonenverlust
und Infertilitat beitragen (Miquel et al. 1980; Thornalley et al. 2003; Thornalley et al. 2010; Jinno
et al. 2011). Hierbei kénnen unter anderem oxidativer und glykativer Stress unterschieden

werden. Die Ergebnisse beider Publikationen sind in Abbildung 8 zusammengefasst.

Blastozyste mit Embryoblast und
Trophoblast

Uterussekret

Uterus mit Endometrium

Insulin 4
{ 1GF1{ oL T

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Expression von Zielgenen des Stresssystems in
Blastozysten und in den Reproduktionsorganen reproduktionsalter Hasinnen an Tag 6
p.c.
Es werden die relativen Transkriptions- oder Proteinmengen der Liganden und Rezeptoren des
antioxidativen und des Glyoxalase-Systems in EBs, TBs, Endometrium und Ovar, sowie die Quantitat von
Insulin, IGF1, freien Fettsduren (FFS) und LDL im Serum reproduktionsalter (>108 Wochen) in Bezug auf
junge (<22 Wochen) Kaninchen an Tag 6 Schwangerschaft dargestellt. Die Pfeile zeigen die relative
Veranderung mit dem Alter der Mutter an, wobei die Anzahl der Pfeile Ausdruck der der Signifikanz des
Ergebnisses ist (1 p<0,05; 1 1 p<0,01; 1 1 1 p<0,001; = kein Unterschied).

Insulin-like-growth-factor 1 (IGF1), Glyoxalase 1 (GLO1), catalase (CAT), Superoxid Dismutase (SOD2), receptor for advanced
glycation end products (RAGE), Nuclear Factor Erythroid 2-related Factor 2 (Nrf2), freie Fettsduren (FFS), low density lipoprotein (LDL)
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2.4.1 In Endometrium und Embryoblasten reproduktionsalter Hasinnen ist der Schutz
gegen die Akkumulation von AGEs und Dicarbonylen reduziert
Die GLO1 ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym im Glyoxalase-System, welches die Zelle

vor reaktive Dicarbonyl-Verbindungen, wie MG und der Akkumulation von AGEs schitzt
(Ubersichtsartikel: Rabbani und Thornalley 2015). Erhéhte AGE-Serumlevel sind mit einer
herabgesetzten Fertilitdt assoziiert und werden als ein pradiktiver oder sogar therapeutischer

Marker in der Reproduktionsmedizin diskutiert (Tatone et al. 2006; Tatone et al. 2014).

Im Endometrium reproduktionsalter Kaninchen ist die Protein- und Transkriptmengen der GLO1
reduziert, was mit einer Akkumulation von AGEs einhergeht (Nivelle et al. 2020). Gleichzeitig
liegt der Rezeptor fiir AGEs (RAGE) vermehrt vor (Trohl et al. 2023). Der Verlust von GLO1 fiihrt
sowohl in der Zellkultur, als auch in Tierversuchen zum Anstieg von MG und AGEs (Stratmann et
al. 2017; Nigro et al. 2019). Auch im Ovar reproduktionsalter Mause ist eine reduzierte Aktivitat,
sowie Protein- und Genexpression von GLO1 mit einer steigenden MG-AGE-Menge assoziiert
(Tatone et al. 2010). Der Anstieg der AGEs korreliert mit der Hochregulation des RAGE, welcher
Uber Aktivierung zahlreicher intrazelluldarer Signalkaskaden zu anhaltenden zelluldren
Dysfunktionen und Gewebezerstorung fiihrt und an chronischen Entziindungsprozessen
beteiligt ist (Bierhaus et al. 2005). Zu diesen Signalkaskaden gehéren unter anderem auch Akt
und ERK1/2, welche durch Phosphorylierung des IGF1R stimuliert werden (Yang et al. 2013).
Neben Entziindungsprozessen wird die Aktivierung von RAGE auch mit einer verminderten
GLO1-Transkription in Verbindung gebracht, was wiederum zu erhéhten Konzentrationen an
MG und AGEs fuihrt (Bierhaus et al. 2005; Bierhaus und Nawroth 2009). Es wird auferdem davon
ausgegangen, dass die Interaktion von AGEs mit RAGE den Alterungsprozess (iber die
Aufrechterhaltung der Entziindung vorantreibt (Fleming et al. 2011). Bezogen auf die
Untersuchungen reproduktionsalter Hasinnen ldsst sich ableiten, dass im Endometrium alter
Kaninchen der Schutz gegen AGEs und Dicarbonyle aufgrund der verminderten GLO1
eingeschrankt ist und mehr AGEs und reaktive Diacarbonyle vorliegen. Diese konnten an den
RAGE binden und dysfunktionelle, entziindliche Veranderungen in endometrialen Zellen

hervorrufen und dadurch die Fertilitat beeintrachtigen.

Auch bei Embryonen alter Hasinnen sind die Transkriptionsmengen der GLO1 reduziert (Trohl et
al. 2023). Angaben zu RAGE konnten aufgrund der zu geringen Proteinmengen nicht erhoben
werden. Erhohte Mengen von AGEs in Blastozysten alter Kaninchen liegen daher nahe und
muissen Bestandteil weiterfihrenden Untersuchungen sein. In Blastozysten diabetischer
Kaninchen, die aufgrund der Hyperglykamie und Dyslipidamie der Mutter vermehrt MGs und

AGEs ausgesetzt sind, konnte bereits in EBs eine geringere Protein- und Genmengen der GLO1
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nachgewiesen werden (Haucke et al. 2014; Seeling et al. 2019). Mausoozyten, die in vitro oder
in vivo mit MG behandelt wurden, zeigen Storungen der Oozytenreifung, werden vermehrt nach
der Implantation resorbiert und sind frihembryonal wachstumsretardiert (Chang und Chan
2010). In TBs alter Kaninchen sind weder die GLO1, noch der RAGE verdndert. Weiterer Analysen

sind erforderlich, um die Tragweite der Einschrankung der GLO1 vor allem in EBs zu analysieren.

GLO1 wird durch den Transkriptionsfaktor Nuclear Factor Erythroid 2-related Factor 2 (Nrf2)
reguliert abhangig vom intrazelluldren Stress (Xue et al. 2012). Nrf2 ist auch in der Lage
antioxidativen Enzyme, wie CAT und SOD2, zu regulieren und ist somit ein Bindeglied zwischen
oxidativen und glykativen Stress (Xue et al. 2012; Ubersichtsartikel: Schmidlin et al. 2019). Dies
bedingt auch, dass Nrf2 eng mit Prozessen des Alterns als ,,Masterregulator” der zellularen
Stress-Homoostase assoziiert ist. Die zelluldre Funktion von Nrf2 nimmt mit dem Alter ab
(Ubersichtsartikel: Schmidlin et al. 2019). Es wird noch diskutiert, inwieweit die Basalmenge an
Nrf2 zell-, gewebe-, speziesabhangig oder abhidngig vom Altersstatus ist. Kumulierte Evidenz
besteht jedoch in der Annahme, dass die Moglichkeit auf oxidativen Stress mit Aktivierung des
Nrf2-Signalweges und Expression entsprechender (antioxidativer) Gene zu reagieren, mit dem
Alter abnimmt (Zhang et al. 2015). Auf Proteinebene wurde keine Verdnderung der Nrf2-Menge
in Blastozysten und Reproduktionsorganen festgestellt (Trohl et al. 2023). In Bezug auf die GLO1-
Expression in Endometrium und EBs lasst die unveranderte Nrf2-Konzentration den Schluss zu,

dass weitere Regulationsmechanismen neben Nrf2 existieren konnten.

2.4.2 Die Enzyme des antioxidativen Systems in Reproduktionsorganen und
Embryonen weisen kaum Veranderungen in Abhangigkeit vom mutterlichen
Alter auf

Zum antioxidativen System gehoéren die CAT und die SOD2, welche in zwei Reaktionen freie

Sauerstoffradikale in Wasser umwandeln und somit die Zelle schiitzen (Fita und Rossmann 1985;
Fridovich 1995). In humanen und bovinen Endometrien fiihrt Stress verschiedener Genese, wie
ROS oder Hitze, zu verminderten Enzymmengen und -aktivitdten und ist mit einem defizienten
Schutz assoziiert (Oner-lyidogan et al. 2004; Prieto et al. 2012; Bai et al. 2020). Die verminderte
SOD2-Transkription im TB ist als Reaktion auf vermehrt anfallende ROS zu werten (Trohl et al.
2023). Moglich ware eine Suppression iber pFOX03a und Akt, wie sie in Gefalmuskelzellen von
Ratten gezeigt wurde (Li et al. 2006). In EBs und Endometrium hingegen sind keine
Auswirkungen auf das antioxidative Stresssystem nachweisbar, welche zur unveranderten
Regulation der Nrf2 zu passen scheinen (Trohl et al. 2023). Dies impliziert, dass entweder keine
vermehrten ROS anfallen oder das antioxidative System in alten Kaninchen im Gleichgewicht

steht.
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Im Ovar alter Kaninchen wurden hingegen erhéhte SOD2- und CAT-Proteinmengen gemessen
(Trohl et al. 2023). In fetalen Herzmuskelzellen aus Ratten konnte eine Nrf2-abhangige
protektive Hochregulation antioxidativer Enzyme nachgewiesen werden. Die erhohte
Transkription von unter anderem CAT und SODL1 fiihrte zu einer geringeren Bildung von ROS und
dem verbesserten Uberleben der fetalen Herzmuskelzellen (Dreger et al. 2009). Die Regulation
von SOD2 und CAT im humanen Ovar ist aktuell nicht abschliefend geklart. In humanen
Granulosazellen (GC) von Frauen Uber 38 Jahren sind SOD2 und CAT in geringeren Mengen
exprimiert, was zu einer Akkumulation defekter Mitochondrien und oxidativen Schaden fihrt
(Tatone et al. 2006). In der Follikelfllssigkeit alterer Frauen ist die CAT-Aktivitat reduziert, die
SOD2-Aktivitat jedoch erhoht, wahrend die Proteinmengen beider Enzyme unverandert bleiben
(Carbone et al. 2003; Debbarh et al. 2021). Debbarh et al. hingegen stellten in der
FollikelflUssigkeit von Frauen tber 37 Jahren eine geringere SOD2-Akitivtat fest (Debbarh et al.
2021). Die erhdhte Proteinmenge von SOD2 und CAT im Ovar alter Kaninchen entspricht nicht
den publizierten Ergebnissen des humanen Ovars. Es kann vermutet werden, dass eine
Hochregulation der CAT und SOD2 im Ovar eine suffiziente Reaktion zur Elimination vermehrt
vorliegender ROS darstellt. Es sollte jedoch beachtet werden, dass als Analysematerial das
gesamte Ovar und nicht nur ein einzelner Zelltyp bzw. die Follikelhdhlenflissigkeit verwendet
wurde. Deshalb sollte eine zelllinien-spezifische Untersuchung in weiteren Analysen

durchgefihrt werden.

In Endometrium und Blastozysten reproduktionsalten Kaninchen sind weder Nrf2 noch
antioxidative Enzyme verandert, was auf geringe Auswirkungen auf das antioxidative System
hindeuten kann, obwohl Veranderungen des Lipidmetabolismus und ein Embryonenverlust
nachweisbar sind. Eine Gegenregulation der CAT und SOD2 als Schutz gegen vermehrt

vorliegende ROS ist lediglich im Ovar zu beobachten.

2.5 In ApoE-defizienten Hasinnen ist die Fertilitat aufgrund von metabolischen
Veranderungen und der chronischen Dyslipiddamie deutlich verringert

Das ApoE-Knockout-Modell ist ein bekanntes Krankheitsmodell fiir Hyperlipiddmie und
Atherosklerose, sowie einen verdnderten Insulinstoffwechsel (Piedrahita et al. 1992; Zhang et
al. 1992; Ji et al. 2015; Koren-Iton et al. 2020). Als Bestandteil von Chylomikronen, VLDL und HDL
transportiert ApoE Lipide und stellt Cholesterol fiir die (ovarielle) Steroidgenese bereit (Mahley
und Rall 2000; Zofkova et al. 2002). Beim Menschen sind Polymorphismen des ApoE-Gens, wie
das ApoE2-Allel, mit geringerer Fertilitat assoziiert (Corbo et al. 2004; Jasienska et al. 2015). Ziel
der Untersuchungen war es, ein Krankheitsmodell flir das metabolische Altern in der friihen

Schwangerschaft zu etablieren (Buske et al. in preparation). Deshalb wurden ApoE-defiziente
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Hasinnen auf ihre Reproduktionsfahigkeit und metabolischen Parameter untersucht. Im
Rahmen der ersten orientierenden Beobachtungen wurden systemische Veranderungen in
Serum und Leber analysiert, sowie lokale Adaptationen im Reproduktionstrakt von ApoE-
Knockout-Kaninchen im Vergleich zu jungen und alten Kaninchen untersucht. Es wurden
ausgewahlte Marker des IIRS, des Lipidmetabolismus und des Stresssystems analysiert, um
einschatzen zu kénnen, ob das ApoE-Knockout-Kaninchen dhnliche Verdanderungen aufweist,
wie auch das reproduktionsalte Kaninchen. Die Ergebnisse werden schematisch in Abbildung 9

zusammengefasst und dem reproduktionsalten Kaninchen gegeniibergestellt.

In den ApoE-Knockout-Tieren waren im Vergleich zu jungen Kaninchen am sechsten Tag der
Schwangerschaft die Anzahl der Blastozysten und auch die Anzahl der Ovulationspunkte deutlich
reduziert (Buske et al. in preparation), was ein Anzeichen fiir eine deutlich herabgesetzte
Fertilitat darstellt. Die verringerte Fertilitdt korreliert mit deutlichen Verdnderungen des

Stoffwechsels und der Stressantwort in ApoE-Knockout-Kaninchen.

Reproduktionsaltes Kaninchen ApoE-Knockout-Kaninchen

Uterussekret Uterussekret

HMGCR T1 cpmiB T Uterus Ovar zt':rus
= FASN mit )
:.I?.IIZ-)?R ™1 pACC= Endometrium I Endometrium
I . \ -
frs T 7z \ / ;
Insulin 4 1oL T ( Blut | { Blut |
IGF1y  cholesterin = |

Triglyceride =

cpTie T1
HMGCR ¥ FASN 44

DR T paccdd

VLDLR T1
Adipophilin 1

Abbildung 9:  Schematische Darstellung der Zielgene des Lipidstoffwechselverinderungen in
Reproduktionsorganen reproduktionsalter und ApoE-Knockout-Kaninchen an Tag 6
p.c. in Abhdngigkeit von Veranderungen in Serum und Leber der Tiere

Es werden die Transkriptions oder Proteinmengen von Liganden und Rezeptoren des Lipidmetabolismus
Endometrium, Ovar und Leber, sowie die Quantitdt von Insulin, IGF1, freien Fettsauren (fFS), LDL,
Cholesterin und Triglyceriden im Serum von reproduktionsalten (>108 Wochen) und ApoE-Knockout-
Kaninchen in Bezug auf jungen Kaninchen (<22 Wochen) an Tag 6 der Schwangerschaft dargestellt. Die
Pfeile zeigen die relative Verdnderung, wobei die Anzahl der Pfeile Ausdruck der der Signifikanz des
Ergebnisses ist (1 p<0,05; 1 1 p<0,01; 1 1 1 p<0,001; = kein Unterschied).

Insulin-like-growth-factor 1 (IGF1), Carnitin Palmitoyltransferase 1 (CPT1B), fatty acid synthase (FASN), phospho-acetyl-CoA
carboxylase (pACC), Fettsduretransportprotein 4 (FATP4), Fettsaurebindungsprotein 4 (FABP4), cluster of differentiation 36 (CD36),

low density lipoproteinen receptor (LDLR), very low density lipoproteinen receptor (VLDLR), 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-
A-Reduktase (HMGCR), Apolipoprotein E (ApoE), freie Fettsduren (fFS), low density lipopreotein (LDL)
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2.5.1 Eine ApoE-Defizienz hat deutlichere systemische Veranderungen des
Metabolismus und des Stresssystems zur Folge als das fortgeschrittene
maternale Alter

ApoE-Knockout-Kaninchen entwickeln eine chronische Dyslipiddamie (Ji et al. 2015; Niimi et al.

2016). Auch an graviden ApoE-defizienten Hasinnen an Tag 6 der Schwangerschaft waren eine
Erhéhung der Triglyceride, Gesamtcholesterin und LDL und eine Reduktion freier Fettsduren im
Serum nachweisbar. Gleichzeitig waren die Serum-Werte fiir IGF1 erhoht und flr Insulin
unverdndert (Buske et al. in preparation). Die endokrine Regulation in ApoE-defizienten
Kaninchen unterscheidet sich von den Beobachtungen in alten Kaninchen. Metabolische
Veranderungen gibt es dhnliche, was vergleichbare Adaptationsmechanismen vermuten lasst.
In der Leber von ApoE-Knockout-Kaninchen scheint der Lipidmetabolismus deutlicher verandert

als bei alten Hasinnen (Buske et al. in preparation).

Die Enzyme des Stresssystems, sowohl des antioxidativen (SOD2 und CAT) als auch des
antiglykativen (GLO1) sind in der Leber von ApoE-Knockout-Kaninchen vermehrt exprimiert
(Buske et al. in preparation). In der Leber dyslipidémer ApoE-Knockout-Mause ist oxidativer
Stress in Form von oxidierter DNA, vermehrter Lipidperoxiditdat und ROS-Produktion
nachweisbar (Hayek et al. 1994; Shea et al. 2002; Folkmann et al. 2007). Die Hochregulation der
antioxidativen und antiglykativen Enzyme in der Leber von ApoE-defizienten Hasinnen kénnte
eine Gegenregulation des Stresssystems sein, um die Zellen vor schadlichen ROS und MGs zu
schiitzen. Eine solche Gegenregulation wurde bei reproduktionsalten Hasinnen nicht
festgestellt, was mit den geringer ausgepragten Verdanderungen des Lipidmetabolismus in

Zusammenhang stehen kdnnte.

2.5.2 ApoE ist ein lokaler Faktor fir den Cholesterinmetabolismus im Endometrium
In der aktuellen Literatur finden sich insgesamt wenige Arbeiten zur Funktion des ApoEs im

Endometrium. Aufgrund der Untersuchungen im Kaninchen kann vermutet werden, dass ApoE
eine bestimmte Aufgabe widhrend der Implantation zukommt. An humanen
Endometriumstromazellen konnte gezeigt werden, dass wahrend der Implantation die ApoE-
Expression zunimmt (Kao et al. 2002; Mohtasebi et al. 2021). Ein Polymorphismus mit ApoE4/4
kann fir Implantationsfehler ursachlich sein (Mohtasebi et al. 2021). AuRerdem wurde von Kao
et al. die Vermutung aufgestellt, dass ApoE fiir die Steroidhormonsynthese und -bindung im
Endometrium eine wichtige Funktion erfillt (Kao et al. 2002). Ein Mangel an ApoE wirde
entsprechend die Steroidhormonsynthese und die Implantation der Embryonen im

Endometrium beeintrachtigen.
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Obwohl die Serumlevel an Insulin und IGF1 anders als in den alten Kaninchen nicht vermindert
sind, lasst sich im ApoE-Knockout-Kaninchen eine vermehrte Expression von parakrinem IGF1
und IGF2 im Endometrium nachweisen. Ein ApoE4-Polymorphismus ist mit Insulinresistenz
assoziiert (Small et al. 2000; Reiman et al. 2001; Reiman et al. 2004; Koren-Iton et al. 2020).
Inwieweit auch der ApoE-Knockout mit einer Insulinresistenz einhergeht, ist bisher nicht
bekannt. Die Storung des IIRS kdonnte jedoch Ursache fiir eine kompensatorisch erhéhte IGF-
Expression sowohl im Endometrium, als auch systemisch im Serum sein. Zum
Erscheinungsdatum wurden in ApoE-Knockout-Kaninchen keine Untersuchungen zu

weiterfiihrenden Signalwegen durchgefihrt.

Im Fettsduremetabolismus des Endometriums weisen ApoE-defiziente Hasinnen keine
signifikanten Veranderungen der zentralen Gene fiir R-Oxidation und Fettsduresynthese auf.
Allerdings sind die Serumspiegel freier Fettsduren verringert, sodass weniger freie Fettsduren
zur Verstoffwechselung und somit moglichen Energiegewinnung zu Verfiigung stehen. Der
Cholesterinmetabolismus zeigt hingegen klare Auswirkungen des ApoE-Knockouts. Die
Cholesterinaufnahme und -synthese sind Gber LDLR und HMGCR herabgesetzt, wahrend die
VLDLR hochreguliert ist. Dies kann mit dem stark erhohten Plasmacholesterin und
Cholesterolgehalt in VLDL und LDL korreliert werden (Zhang et al. 1992; Zhang et al. 2014). Im
Endometrium von ApoE-Knockout-Kaninchen scheint im Gegensatz zum alten Kaninchen der
Cholesterinmetabolismus starker beeintrachtigt zu sein. Diese Stdérungen koénnten zu
Veranderungen der Steroidsynthese und -bindung fiihren und Grund fiir den Embryonenverlust

der ApoE-Knockout-Kaninchen darstellen (Kao et al. 2002).

2.5.3 Ovarielle Verdnderungen im Lipidmetabolismus und der Stressantwort in ApoE-
Knockout-Kaninchen
Ovarien gelten als ApoE-reiche Gewebe (Driscoll et al. 1985; Polacek et al. 1992). ApoE dient

dem Transport von Cholesterol zur Bereitstellung fiir die Steroidsynthese (Driscoll und Getz
1984; Polacek et al. 1992). In ApoE-Knockout-Miusen nimmt die Ostrogen- und
Progesteronkonzentrationen ab. Die Fertilitdtsraten in diesen Tieren blieben jedoch
unbeeintrachtigt (Zhang et al. 2014). In ApoE-Knockout-Kaninchen sind hingegen eine
verminderte Anzahl an Blastozysten an Tag 6 der Schwangerschaft nachweisbar. Die Anzahl der
Ovulationspunkte war nicht verandert, weshalb wie in reproduktionsalten Kaninchen von einem
erhohten Embryonenverlust bis Tag 6 der Schwangerschaft auszugehen ist (Buske et al. in

preparation; Trohl et al. 2023).

Im Ovar der ApoE-Knockout-Kaninchen wurden vergleichbare Veranderungen wie in alten

Kaninchen nachgewiesen. Im IIRS wurde zusatzlich zum erniedrigten IGF2R des alten Kaninchens
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eine Hochregulation des InsR gemessen, was als endokrine/parakrine Adaption gewertet
werden konnte. Der Fettsduremetabolismus scheint Richtung R-Oxidation verschoben. Auch
hier liegt der VLDLR erhdht vor, was auf eine vermehrte Cholesterinaufnahme im Ovar hinweist.
Zhang et al. konnten zeigen, dass nicht nur ApoE-Knockout-Ratten selbst, sondern auch die
Ovarien vergroBert sind und sich um die Oozyten Lipide ablagern. Dies kdnnte mit dem
veranderten Cholesteringehalt in VLDL und LDL zusammenhangen (Zhang et al. 2014). Bekannt
ist auRerdem, dass ApoE in den Thekazellen die Androgensynthese reguliert (Zerbinatti et al.
2001). Daher ist zu vermuten, dass auch hier eine Beeintrachtigung der Steroidhormonsynthese
besteht. Verdanderungen in Enzymen der Stressantwort weisen auf vermehrt vorliegenden
antioxidativen und dicarbonylen Stress hin. Dass in ApoE-Knockout-Mausen vermehrt ROS
gebildet werden, konnte bereits bewiesen werden (Liu et al. 2023). In den Gehirnen von ApoE-
defizienten Mausen konnte eine Gegenregulation des antioxidativen Systems nachgewiesen
werden, die in ihrer Auspragung der Hochregulation der SOD2 im Ovar dieser Kaninchen
entspricht.(Shea et al. 2002). Ein Ungleichgewicht des oxidativen Systems im Ovar ist assoziiert
mit Apoptose, Meiosearrest und der Beschleunigung der ovariellen Alterung (Yan et al. 2022).
Die Gegenregulation des antioxidativen Systems lasst sich sowohl bei ApoE-defizienten als auch
bei alten Kaninchen nachweisen. In ApoE-defizienten Tieren ist zuséatzlich die Expression von
GLO1 vermindert, was darauf hinweist, dass hier eine vermehrte Konzentration von AGEs
vorliegt. Diese konnen aufgrund vermehrt vorliegenden oxidativen Stresses entstehen und in
Verbindung mit der eigeschrankten Detoxifikation durch GLO1 zur Schadigung des Proteoms
und wiederum zum Voranschreiten der ovariellen Alterung fiihren (Pertynska-Marczewska und

Diamanti-Kandarakis 2017).

In ApoE-defizienten Hasinnen ist die Fertilitat signifikant reduziert, was mit den Veranderungen
des Stoffwechsels und der chronischen Dyslipidamie in Verbindung gebracht wird. In der
wissenschaftlichen Literatur wird das ApoE-Knockout-Modell vorrangig als Modell zur
Untersuchung von Hyperlipiddmie herangezogen. Aufgrund der geringen klinischen Auspragung
der Hyperlipidamie bei reproduktionsaktiven Kaninchen besteht die Vermutung, dass das ApoE
weitere Funktionen im lokalen Netzwerk der maternalen-embryonalen Kommunikation erfillt.
Um die embryo-maternale Interaktion weiter zu charakterisieren, ist es unerlasslich, in kiinftigen

Studien die embryonale Antwort zu analysieren.
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2.6 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend ist herauszustellen, dass der Embryonenverlust in alten Kaninchen und ApoE-
Knockout-Kaninchen in einer unzureichenden Adaptation an eine veradnderte mitterliche
Stoffwechsellage begriindet sein kann. Jedoch scheinen in alten und ApoE-Knockout-Kaninchen

zentrale Signalwege unterschiedlich reguliert zu sein.

IGF1 und seine Rezeptoren konnten infolge des systemischen Insulin- und IGF1-Mangels
reproduktionsalter Tiere im Endometrium kompensatorisch erhéht sein, um einen suffizientes
Mikromilieu aufzubauen und eine erfolgreiche Schwangerschaft zu ermoglichen. Die
untersuchten Blastozysten alter Kaninchen weisen ein adaptiertes IIRS auf. Zudem ist
herauszustellen, dass sich der maternale und embryonale Lipidmetabolismus in
reproduktionsalten Kaninchen verdandert. Es kommt zu einem vermehrten Fettsdureabbau, bei
gleichzeitig erhohter Cholesterinaufnahme und -synthese. Zudem kdnnen erstmals erste
Anzeichen fir eine Anpassung des Stresssystems in den Reproduktionsorganen und Embryonen
von reproduktionsalten Kaninchen beschrieben werden, die auf einen eingeschrankten Schutz
gegen Dicarbonyle und ein vermehrtes Vorliegen von AGEs hinweisen. Gleichzeitig scheint das
Alter der Mutter weniger Auswirkungen auf das antioxidative System in Reproduktionsorganen
und Embryonen zu haben, als aufgrund des Embryonenverlustes anzunehmen ware. Es ist davon
auszugehen, dass durch die beschriebenen Veranderungen Mutter und Embryo in der Lage sind,
fir die adaptierten Embryonen eine optimierte Versorgung aufrechtzuerhalten und genligend

Energie bereitzustellen.

In ApoE-Knockout-Kaninchen ist eine Hyperlipidamie nachweisbar, die insgesamt dhnliche
Signalwege beeinflusst. Jedoch scheint die Regulation dieser zentralen Signalwege
unterschiedlich zu sein. In ApoE-Knockout-Kaninchen ist ein relativer Insulin- und IGF-Mangel zu
beobachten, der mit einem verdnderten Cholesterinmetabolismus in den
Reproduktionsorganen einhergeht. Im Gegensatz zu alten Tieren scheint der
Fettsduremetabolismus basierend auf den bisher erhobenen Ergebnissen nicht verdandert zu
sein. Im ApoE-Knockout-Modell zeigten sich tendenziell dhnliche Veranderungen in den
Reproduktionsorganen, jedoch waren zusatzlich Adaptationen der oxidativen und glykativen

Stressantwort in der Leber nachweisbar.

An dieser Stelle sei noch einmal darauf verwiesen, dass bei ApoE-Knockout-Kaninchen sowohl
die genetisch-bedingten dyslipidamischen Stoffwechselverdnderungen der Mutter, als auch
eine fehlende spezifische Funktion von ApoE in der embryo-maternalen Interaktion als

potentielle Ursachen fiir die Subfertilitdt in Betracht kommen. Bei Wildtyp-Kaninchen konnte
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keine Dyslipidamie mit zunehmendem Reproduktionsalter beobachtet werden, was die Klarung
der Kausalitat und die Vergleichbarkeit der Beobachtungen zur Subfertilitit in beiden
Tiermodellen einschrankt. Es ergeben sich nur fir einige untersuchte Stoffwechsel- und
Stresssystemfaktoren ahnliche Tendenzen. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um

genauere Aussagen Uber die Vergleichbarkeit zu treffen.

Ausblick

In den ersten Tagen eines jeden Embryos werden Grundlagen fiir dessen Entwicklung und
potentielle spatere Erkrankungen gelegt. Veranderungen des intrauterinen Milieus kdnnen nicht
nur weitreichende Folgen fiir den embryonalen Metabolismus, sondern auch fiir die spatere
Entwicklung und Gesundheit des Kindes haben. Flemming et al. sprechen in diesem
Zusammenhang von der fetalen Programmierung (Fleming et al. 2015). So ist es wahrscheinlich,
dass alternsbedingte Verdnderungen der Mutter den Embryo (epigenetisch) beeinflussen. Fir
Kinder &lterer Frauen konnte eine Pradisposition fir bestimmte Erkrankungen darunter
Hypertension, kardiovaskuldre Erkrankungen, Adipositas und Diabetes mellitus gezeigt werden.
Auch ist die Lebenserwartung selbst und die Reproduktionskapazitdt des Nachwuchses

herabgesetzt (Velazquez et al. 2016).

Gegenwartig wird in der Gesellschaft die Rolle der Frau und Mutter in der Arbeitswelt diskutiert.
Ein Beispiel hierfiir sind Angebote gréBerer Firmen fiir Social Freezing. Doch die Ergebnisse
unserer und vorheriger Studien kdnnen klare negative Auswirkungen des fortgeschrittenen
mitterlichen Alters sowohl auf den Reproduktionstrakt, als auch auf den Embryo in der
Schwangerschaft und somit auf das heranwachsende Kind im Laufe seines Lebens aufzeigen.
Dies hat zwangslaufig Auswirkungen auf die Gesellschaft und sollte nicht vernachlassigt werden.
Dieses Wissen zieht unsere Gesellschaft in weitreichende Verantwortung und die Wissenschaft
vor groRe klinische Herausforderungen. Zudem gilt es ein individuelles Bewusstsein fir die

schwerwiegenden und nachhaltigen Folgen in der Gesellschaft zu foérdern.
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4 Thesen

Mit zunehmendem Reproduktionsalter verandern sich der mitterliche Stoffwechsel und
die intrauterinen Entwicklungsbedingungen des Embryos. Dies fiihrt zum Verlust von
Embryonen in der Prdimplantationsphase.

Verminderte Serumkonzentrationen an Insulin und IGF1 werden in reproduktionsalten
Kaninchen durch parakrine Sekretion von IGF1 im Endometrium kompensiert und ziehen
eine Regulation nachgeschalteter Signalwege nach sich.

In Blastozyten alter Kaninchen sind das embryonale IIRS und nachfolgende Signalwege an
die veranderte para- und endokrine Versorgung mit IGFs und Insulin angepasst.
Fortpflanzungsfahige, 2 bis 3 Jahre alte Kaninchen weisen i.R. keine Dyslipidamie auf, zeigen
jedoch maRige Anzeichen einer Stoffwechselalterung.

In Reproduktionsorganen und Blastozysten alter Kaninchen erfolgt eine Anpassung des
Fettsdure- und Cholesterinstoffwechsels, um eine optimale Versorgung der Embryonen und
eine ausreichende Energieversorgung zu gewahrleisten.

Der Schutz vor Akkumulation von AGEs und Dicarbonyle ist im Endometrium und
Embryoblasten reproduktionsalter Kaninchen reduziert.

Hyperlipidamie flhrt bei ApoE-Knockout-Kaninchen zu verdnderten maternalen
Expressionsmustern des Lipidstoffwechsels und des zellularen Stresssystems, sowie zu einer

insgesamt verringerten Fruchtbarkeit.
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ABSTRACT

Reproductive potential in women declines with age. The impact of ageing on embryo-maternal interactions is still unclear. Rabbits were
used as a reproductive model to investigate maternal age-related alterations in reproductive organs and embryos on Day 6 of preg-
nancy. Blood, ovaries, endometrium, and blastocysts from young (16-20 weeks) and advanced maternal age phase (>108 weeks, old) rab-
bits were analysed at the mRNA and protein levels to investigate the insulin-like growth factor (IGF) system, lipid metabolism, and
stress defence system. Older rabbits had lower numbers of embryos at Day 6 of pregnancy. Plasma insulin and IGF levels were reduced,
which was accompanied by paracrine regulation of IGFs and their receptors in ovaries and endometrium. Embryos adapted to hormonal
changes as indicated by reduced embryonic IGF1 and 2 levels. Aged reproductive organs increased energy generation from the degrada-
tion of fatty acids, leading to higher oxidative stress. Stress markers, including catalase, superoxide dismutase 2, and receptor for
advanced glycation end products were elevated in ovaries and endometrium from aged rabbits. Embryonic fatty acid uptake and p-oxi-
dation were increased in both embryonic compartments (embryoblast and trophoblast) in old rabbits, associated with minor changes in
the oxidative and glycative stress defence systems. In summary, the insulin/IGF system, lipid metabolism, and stress defence were dys-
regulated in reproductive tissues of older rabbits, which is consistent with changes in embryonic metabolism and stress defence. These

data highlight the crucial influence of maternal age on uterine adaptability and embryo development.

Keywords: advanced maternal age / preimplantation embryo / stress defence / insulin IGF system / lipid metabolism

Introduction

Delayed childbearing has a major impact on human reproduction,
either naturally or assisted, since it is highly dependent upon the
maternal age at which women attempt to conceive (Mills et al.,
2011). The main reasons for age-related infertility include reduced
ovarian reserve, decreased oocyte quality, and the developmental
competence of the embryo due to harmful alterations during age-
ing. Advanced maternal age is a risk factor for female infertility,
pregnancy loss, foetal anomalies, stillbirth, and obstetric compli-
cations and is obstetrically defined as maternal age of 35years or
greater at the time of delivery (Cimadomo et al., 2018).

Over the past 50 years, especially among high-income coun-
tries, women are delaying childbearing for various reasons such
as pursuing educational and career goals (Simoni et al., 2017). In
Germany, the average age for having a child has increased from
28.8years in 2000 to 31.2years in 2019 and 5.4% of women giving
birth were aged 40 or older (Eurostat (Hg.), 2023; Eurostat, OECD
Family Database, 2022). As a result, reproductive medicine spe-
cialists are treating more patients with age-related infertility and
recurrent pregnancy loss (Goossens et al., 2009). In ART, maternal

age is the strongest predictor of successful IVF treatment
(Leridon, 2004; Nelson et al., 2013).

Molecular and biochemical mechanisms involved in age-
related infertility and their impact on oocyte and embryo quality
are still not completely understood. Most research has focused on
oocyte morphology and competence, but the older age of women
also implies compromised oocyte/embryo developmental compe-
tence due to altered physiological pathways such as intracellular
metabolism, meiotic mis-segregation, as well as epigenetic and
cell cycle regulation (Santonocito et al., 2013; Capalbo et al., 2017).
In addition, the establishment of a successful pregnancy depends
on the physiological condition of the mother and continuous sig-
nalling between the developing embryo and the mother.

Embryo development is greatly influenced by the maternal
environment (Fleming et al, 2018). The insulin/insulin-like
growth factor (IGF) system plays a pivotal role in embryo-mater-
nal crosstalk through maternal insulin/IGF regulation of embry-
onic metabolism, cell proliferation, and differentiation (Kaye
et al., 1992; Thieme et al., 2012b; Sekulovski et al., 2021). In mam-
mals, insulin must be provided by the mother since the
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preimplantation embryo does not produce it (Heyner et al., 1989;
Ramin et al., 2010). In humans and rabbits, the embryo and repro-
ductive tissues produce insulin-like growth factor 1 and 2 (IGF1
and IGF2) (Lighten et al., 1997; Thieme et al., 2012b). The paracrine
production of IGFs and the expression of their receptors are
highly adaptable to maintain proper early embryonic develop-
ment (Thieme et al., 2012a; Schindler et al., 2013).

Even though developing embryos have the capacity and plas-
ticity to deal with nutritional and hormonal imbalances posed by
stressors from the maternal environment, there is often a trade-
off to the overall fitness of these embryos later in life (Goyal et al.,
2019). For maternal ageing, these stressors include a global de-
crease in expression of the blastocyst transcriptome (Kawai et al.,
2018; McCallie et al.,, 2019) and impaired mitochondrial DNA ki-
netics (Bentov et al., 2011; May-Panloup et al., 2019). In mares, ad-
vanced maternal age is associated with lower amounts of free
fatty acids and reduced metabolic activity in oocytes and 2-day-
old embryos indicating an overall impaired metabolism (Catandi
etal., 2021).

Independently of the cause, changes in metabolism leads to
altered levels of glycating agents, advanced glycation end prod-
ucts (AGE), and reactive oxygen species (ROS). Accumulation of
AGE and glycating compounds induces an oxidative stress re-
sponse in association with an impairment of antioxidant enzy-
matic defences during reproductive ageing (Tatone et al., 2008).
Antioxidant and antiglycatic defence enzymes are present in the
mammalian embryo and oocytes (El Mouatassim et al.,, 1999;
Carbone et al., 2003). In aged females, alteration of activity and
expression of antioxidant enzymes have been shown in follicular
fluid and granulosa cells (Carbone et al., 2003; Tatone et al., 2006).

The rabbit offers numerous advantages compared to other
commonly used laboratory models (reviewed by Fischer et al.
(2012)). For example, rabbits share many similarities with early
human embryo development, gastrulation, and lipid metabolism
(Paigen 1995; Fischer et al., 2012). Whereas the role of the insulin/
IGF system, intracellular metabolism, and stress defence system
in reproductive ageing of the ovary and follicle has been well in-
vestigated, its importance in early embryo development and em-
bryo-maternal communication is largely unknown. The aim of
the current study was to examine these systems as key modula-
tors of reproductive ageing during early pregnancy using the rab-
bit as a representative model organism. On Day 6 of pregnancy,
reproductive organs and developing embryos were collected
from reproductively young (16-20 weeks) and advanced maternal
age (>108 weeks) rabbits and analysed for the expression of tar-
get genes. The age was chosen according to the developmental
competence of rabbit embryos depending on the maternal age
(Maurer and Foote, 1971). According to Maurer and Foote, the re-
productive decline of female rabbits started at age of 2 years. The
time interval between 2years to 4-6years can be defined as the
advanced maternal age in female rabbits. Additionally, the insu-
lin/IGF system and key mediators of intracellular signal trans-
duction were compared in reproductive tissues and blastocysts
of young and old rabbits.

Materials and methods

Animal treatment and recovery of
preimplantation embryos and

reproductive tissues

The rabbit was used to investigate the impact of advanced mater-
nal age on the insulin/IGF system, signal transduction, metabo-
lism, and stress defence in reproductive organs and embryos.

A total of 50 young (16-20 weeks) and 31 advanced maternal age
(>108 weeks, old) sexually mature, female rabbits (New Zealand
White, hybrid strain Zika) were acquired from Dr. Zimmermann
GDbR (Abtsgemiind, Germany). The animals were housed in single
cages under the same conditions of controlled temperature
(18°C) and artificial light (16:8h light:dark cycle) with free access
to rabbit chow and water. All animal experiments were carried
out in accordance with the principals of laboratory animal care
and the experimental protocol had been authorized by the local
ethics committee (Landesverwaltungsamt Dessau; reference
number: 42502-2-812).

Rabbits were mated with two fertile bucks after a 6-week ad-
aptation period in species-appropriate conditions. No hormonal
stimulation was applied. At Day 6 post coitum (p.c.), after a 12-h
fasting period, blood samples were collected and then rabbits
were euthanized by a lethal dose of sodium pentobarbital
(Merial, Derendingen, Germany). The blood was taken using the
standard venepuncture of the vena auricularis. Blood samples
were collected in EDTA tubes (Sarstedt, Numbrecht, Germany)
and processed by centrifugation (112xg, 20 min) in order to sepa-
rate plasma. Plasma samples were isolated, aliquoted and stored
at —80°C until further use. Reproductive tract organs were pre-
pared. For this purpose, endometrium was mechanically sepa-
rated from the myometrium. The ovary was obtained as a whole.
Samples from ovaries and endometrium were stored at —80°C
until protein and RNA isolation. Only pregnant animals at Day 6
were included in this study.

Embryos were flushed from the opening of the fallopian tube
towards the cervix with 10ml warm phosphate-buffered saline
(PBS). Afterwards they were washed twice in ice-cold PBS. Using a
stereomicroscope, embryos were characterized morphologically
and classified for gastrulation stages. Blastocysts at pre-
gastrulating stage 1 were used and prepared (summarized by
Fischer et al., 2012) for analyses. Embryonic coverings were me-
chanically removed and blastocysts were microdissected to har-
vest embryoblasts (EBs) and trophoblasts (TBs) under a
stereomicroscope.

RNA analyses were performed using single embryos. For pro-
tein analyses, EBs and TBs were pooled in groups of 8-10 for one
protein sample. Samples were stored at —80°C until use in PBS
buffer for RNA isolation and radioimmunoprecipitation assay
(RIPA) buffer for protein isolation.

RNA isolation and cDNA synthesis

For embryonic samples, mRNA was extracted using
Dynabeads™ Oligo(dT),s (Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Germany). Isolated mRNA was subsequently used for comple-
mentary DNA (cDNA) synthesis. All protocol procedures were
carried out according to the manufacturer’s instructions with
previously described modifications by Tonack et al. (2004). Whole
mRNA samples were transcribed into cDNA using RevertAid™ H
Minus Reverse Transcriptase (200 U/ul) (Thermo Fisher Scientific,
Dreieich, Germany) in a thermocycler (Biometra, Gottingen,
Germany) as follows: 10min at 25°C, 1h at 42°C, and 10min at
70°C. Sterile water was added to the samples to a final volume
of 120 ul.

RNA extraction from ovarian and endometrial tissue was per-
formed using TRI Reagent® (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)
according to the protocol published by Navarrete Santos et al.
(2000). RNA quantity and quality were checked spectrophotomet-
rically at 260 and 280nm. Seven pg of RNA was treated with 4 U
DNAse I (Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Germany) for 30 min
at 37°C. To verify the absence of DNA, 1ul of RNA was amplified
with 0.6 U of Crimson Tag™ DNA Polymerase (New England
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Biolabs GmbH, Frankfurt, Germany) and primers for GAPDH
(Supplementary Table S1) for 40 cycles (94°C for 45s, 60°C for
455, and 72°C for 60s). PCR products were evaluated by electro-
phoresis on 1.8% agarose gels and stained with ethidium bro-
mide. Three pg of RNA were transcribed into cDNA with the
RevertAid™ H Minus Reverse Transcriptase (200 U/ul) as de-
scribed above. Sterile water was added for a final cDNA reaction
volume of 150 pl.

Measurement of mRNA levels by
quantitative PCR

Amplification- and quantification-specific forward and reverse
primers were designed based on rabbit gene sequences using the
Primer-BLAST online tool (NIH, Bethesda, MD, USA;
Supplementary Table S1). PCR products were sequenced and
checked for specificity as described previously (Seeling et al.,
2019). Vinculin and GAPDH were quantified as the endogenous
controls for EB and TB samples, vinculin and f$-actin were quanti-
fied as the endogenous controls for ovarian samples and vinculin
as the endogenous control for endometrial samples, respectively.
Validation of housekeeping genes were performed in advance by
analysing the threshold cycles (ct) value of vinculin, GAPDH and
p-actin in the ovary, endometrium, and EB and TB. Depending on
the tissue, either one reference gene or the geometric mean from
two genes were used as the housekeeping reference. Quantitative
PCR (gPCR) analyses were performed in duplicate using the
Quant Studio 3™ Real Time System (Thermo Fisher, Dreieich,
Germany) as previously described (de Nivelle et al., 2020). gPCR
reactions were performed using 3ul of cDNA and 17 ul Master
Mix (PowerTrack™ SYBR Green Master Mix, Thermo Fisher,
Dreieich, Germany) and with a ‘no template control’ for each
primer set (Supplementary Table S1). For quantification, target
and housekeeping calibration curves were included from serial
dilutions (10’~10* copies) of gene-specific DNA plasmid stand-
ards. A comparative method (AACT) was used to quantify mRNA
abundance (Livak and Schmittgen 2001). Target gene expression
was normalized in each sample to the geometric mean of the en-
dogenous controls. Target gene expression is described relative
to the mean of the young group.

Protein preparation

Protein isolation of tissue samples and pooled blastocysts was
performed as described in Pendzialek et al. (2017). In brief, tissues
were homogenized in ice-cold RIPA buffer containing protease
and phosphatase inhibitors (Roche, Basel, Switzerland).
Reproductive tissues were homogenized in 1ml of RIPA buffer,
and EBin 5 ul and TB in 20 pl of RIPA buffer per embryo. For isola-
tion of nuclear protein fractions, the residual pellet was solubi-
lized in resuspension buffer (RSB; 1 M Tris (pH 6.8), glycerine, 1x
TBS, mercaptoethanol, 10% SDS) with 0.5 pl per EB, 1.2 pl per TB,
and 500 ul per tissue sample. For EB and TB samples, RIPA buffer
was added (2 pul per EB or 5.8 ul per TB). For the isolation of nu-
clear protein, samples were indirectly sonicated five times for a
7 min period of 30 s of ultrasound at 103 W (SONOPULS HD 3200,
Bandelin, Berlin, Germany) and an intermediate incubation on
ice for 30s. The suspension was centrifuged at 13226xg for
10 min at 4°C. Concentration of tissue protein was determined
using the Pierce™ 660nm Protein Assay (Thermo Fisher
Scientific, Dreieich, Germany) according to the manufacturer’s
instructions.

Immunoblotting

For western blot analysis, 25ul of sample containing 25 pg of pro-
tein lysate for reproductive tissues, 20 ug for EBs, and 45 pg for

TBs, was subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) on 10-12% gradient gels and electrotransferred to ni-
trocellulose membranes (Cytiva, Freiburg, Germany). Nuclear
protein from blastocysts was separated on 10-15% gradient gels
for SDS-PAGE. Membranes were blocked in Tris-buffered saline
containing 0.1% (vol/vol) Triton X-100 (0.1% TBST) and 3% (wt/
vol) non-fat dry milk or in bovine serum albumin (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany) at room temperature for at least 1h and in-
cubated at 4°C overnight with primary antibody. After washing,
membranes were incubated with secondary antibody (anti-
mouse IgG conjugated to horseradish peroxidase (HRP) or anti-
rabbit IgG conjugated to HRP). Supplementary Table S2 describes
the antibodies that were used and a detailed description of the
assay is provided in Supplementary Table S2. Immunoreactive
signals were visualized by enhanced chemiluminescence detec-
tion and quantified by ChemiDoc™ Touch System and Image
Lab 5.2.1 software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Relative protein
abundance was calculated as the ratio of the band intensity of
the target protein to the band intensity of vinculin in the same
blot to correct for differences in protein loading.

Simple Western™ analysis

The Sally Sue™ Simple Western method was used for protein
analysis of glyoxalase 1 (GLO1) and heat shock protein 70 (HSP70)
in ovary and endometrium and additionally for superoxide dis-
mutase (SOD2) and mitochondrial transcription factor A (mtTFA)
in EBs and TBs and was carried out in accordance with the
manufacturer’s instructions. This method enables automated
size-based separation of protein samples with subsequent immu-
noblotting within provided capillaries (de Nivelle et al., 2020).
Antibodies are described in Supplementary Table S3 and a de-
scription of the assay protocol is provided in Supplementary
Figs S1 and S2. Compass software (Compass for SW 6.2.0,
ProteinSimple Biotechne, San Jose, CA, USA) was used to process
and analyse data results. Protein abundance was calculated as
the ratio of the area under the curve (AUC) of the target protein
relative to the AUC of vinculin in the same run to correct for dif-
ferences in protein loading.

ELISA

Plasma insulin and IGF1 concentrations were measured by ELISA
(DRG Instruments GmbH, Marburg, Germany and Diagnostic
System Laboratories Inc., Webster, TX, USA) according to the
manufacturer’s instructions. Insulin and IGF1 concentrations
were quantified in duplicate and compared with an internal insu-
lin standard (6.25-100.0 pIU/ml) and IGF1 standard (0.063-4.0 ng/
ml), respectively. For IGF1 measurements, EDTA-plasma samples
required a 100-fold dilution due to high endogenous levels
of protein.

Statistics

Statistical analyses were performed with OriginPro 2019
(OriginLab Corporation, Wellesley, MA, USA). The level of signifi-
cance between groups was calculated with a two-tailed Student’s
t-test after testing for outliers and proving normal distribution. If
normal distribution failed, the Mann-Whitney U test was used.
Results are shown as box plots with white boxes representing
samples of old rabbits and grey boxes representing the young
controls. Median values are shown by a black line, squares repre-
sent the mean values, and the box represents quartile 1/quartile
3+1.5x interquartile range indicated by the upper and lower
whiskers. P < 0.05 was considered statistically significant at an al-
pha level of 0.05. (N) represents the number of individual and in-
dependent experiments from which the embryonic and tissue
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samples were covered and (n) the number of samples used per
measurement per group.

Results

IGF1 and insulin concentrations in plasma

At Day 6 p.c., insulin and IGF1 plasma levels were reduced in ad-
vanced maternal age (old) rabbits compared to young controls
(median values changed from 44.3 to 30.2 pM and from 20.3 to
16.7 nM, respectively) (Fig. 1).

Ovarian alterations in gene and
protein expression

In the ovary of advanced maternal age rabbits, relative mRNA ex-
pression of IGF2 was significantly decreased, whereas IGF1, IGF1
receptor (IGF1R), and insulin receptor (InsR) were not altered
(Fig. 2A). Furthermore, relative protein abundance of
extracellular-signal regulated kinase 2 (ERK2), protein kinase B
(Akt), and cAMP-responsive element binding protein (CREB),
which are important for insulin and IGF signalling, were re-
duced (Fig. 2B).

Lipoprotein receptor mRNA expression for very low-density lipo-
protein receptor (VLDLR) and low-density lipoprotein receptor (LDLR)
did not change (Fig. 2C), whereas target protein levels for fatty
acid synthesis, fatty acid synthase (FASN), and phosphorylated
acetyl-CoA carboxylase (pACC), were lower and the key enzyme
of B-oxidation, carnitine palmitoyltransferase I B (CPT1B), was in-
creased in older rabbits (Fig. 2D). Lower protein abundance of the
transcription factor peroxisome proliferator-activated receptor
alpha (PPARa) was also observed (Fig. 2D). Impaired fatty acid
synthesis and elevated fatty acid degradation was in concert
with up-regulation of SOD2 and catalase (CAT) (Fig. 2E), indica-
tive of a disturbed stress response in advanced maternal
age rabbits.

Endometrial alterations in gene and

protein expression

IGF1, IGF1R, and IGF2 receptor (IGF2R) mRNA expression was in-
creased in the endometrium of advanced maternal age rabbits,
whereas IGF2 and InsR levels were unchanged (Fig. 3A). Relative
protein abundance of Akt and CREB was lower, indicating less ac-
tivation of IGF signalling. HMG-CoA reductase (HMGCR), the key
enzyme for cholesterol biosynthesis, and the lipoprotein receptor
VLDLR were increased in the endometrium of old rabbits (Fig. 3B).
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Furthermore, CPT1B, as well as fatty acid binding and transport
proteins FABP4 and CD36, were more highly expressed (Fig. 3C),
while FASN and PPARa protein levels were decreased (Fig. 3D).
Aside from an increase in receptor for advanced glycation end
products (RAGE) protein abundance (Fig. 3F), no significant
changes of stress markers were observed in the endometrium of
reproductively old rabbits (Fig. 3F).

Preimplantation embryo production and
blastocyst size

The total number of corpora lutea and flushed preimplantation
blastocysts per female was not significantly lower in older rabbits
compared to young controls (Fig. 4A). However, the difference be-
tween numbers of corpora lutea and blastocysts was greater in ad-
vanced maternal age than in young rabbits, indicating that either
fewer oocytes were fertilized or early stages of development had
not survived until Day 6 of pregnancy (Whitney-Rank-Sum test: z
= —2.55, P=0.011; Fig. 4B). Furthermore, Day 6 blastocysts from
old dams were significantly larger in diameter compared to blas-
tocysts from young rabbits (young: 3.56+0.09mm vs old: 3.87 =
0.13mm; Fig. 4C).

Blastocyst expression of key factors in
development and signal transduction

In both compartments, embryonic mRNA expression of IGF1 and
IGF2 were significantly down-regulated in old rabbits, whereas
IGF1R and InsR were unchanged (Fig. 5A and B).

Insulin and IGF1 can activate intracellular signalling path-
ways such as Akt (PI3K-Akt-signaling pathway), ERK 1/2 (MAPK/
ERK pathway), and AMP-activated protein kinase (AMPK) by
phosphorylation (Saltiel and Kahn, 2001). Phosphorylation of ERK
1 and 2 was increased in EB and TB from older rabbits along with
total protein abundance (Fig. 5C and E). In TB from advanced ma-
ternal age rabbits, phosphorylation of Akt and AMPK was dimin-
ished, while relative total protein amount was increased for Akt
and unchanged for AMPK (Fig. 5D and F). Protein abundance was
too low to accurately quantify AMPK protein levels and Akt phos-
phorylation. In advanced maternal age rabbits, Akt protein level
and phosphorylated AMPK were elevated in the EB compared to
young controls.

In embryos, insulin and IGF1 have been shown to activate
transcription factor CREB by phosphorylation and induce nuclear
translocation (Schindler et al., 2013). In the present study, phos-
phorylation of CREB was relatively increased in nuclear extracts
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Figure 1. Insulin and insulin-like growth factor 1 concentration in blood of young and old rabbits at day 6 of pregnancy. Insulin (A) and IGF1 (B)
concentrations were measured by ELISA in EDTA-plasma samples. Results are shown as box plots in grey and white for young and reproductively old
rabbits, respectively. Median values are shown by a black line, squares represent the mean values, and the box represents quartile 1/quartile 3+ 1.5x
interquartile range indicated by the upper and lower whiskers. n > 12; *P < 0.05. IGF1, insulin-like growth factor 1.
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Figure 2. Expression of developmental, metabolic, and stress marker genes in the ovary of young and old rabbits. Relative mRNA expression of (A)
developmental marker genes and (C) lipoprotein receptors were quantified by RT-qPCR and normalized to the geometric mean of vinculin and f-actin.
Relative protein abundance of key factors for (B) signal transduction, (D) metabolic parameters, and (E) stress defence system were measured by
western blot or Simple Western. Membranes are shown in Supplementary Figs S3-S8. Protein abundance was normalized to vinculin in both
experimental approaches. Results are shown in box plots and expressed as fold change relative to young rabbits (set to 1). Median values are shown by
a black line, squares represent the mean values, and the box represents quartile 1/quartile 3+ 1.5x interquartile range indicated by the upper and
lower whiskers. P < 0.05 was considered statistically significant at an alpha level of 0.05. n > 13 for mRNA analyses; n > 9 for protein analyses; *P < 0.05;
**P <0.01. Akt, protein kinase B; CAT, catalase; CPT1B, carnitine palmitoyltransferase I B; CREB, cAMP-responsive element binding protein; ERK,
extracellular-signal regulated kinase 1 and 2; FASN, fatty acid synthase; HSP70, heat shock protein 70; IGF, insulin-like growth factor 1 and 2; IGF1R,
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acetyl-CoA carboxylase; PPARa, peroxisome proliferator-activated receptor alpha; RAGE, receptor for advanced glycation end products; SIRT1, sirtuin 1;
SOD2, superoxide dismutase 2; VLDLR, very low-density lipoprotein receptor.
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Results are shown in box plots and expressed as fold change relative to young rabbits (set to 1). Median values are shown by a black line, squares
represent the mean values, and the box represents quartile 1/quartile 3+ 1.5x interquartile range indicated by the upper and lower whiskers. P <0.05
was considered statistically significant at an alpha level of 0.05. n > 13 for mRNA analyses; n > 8 for protein analyses; *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.
Akt, protein kinase B; ApoE, apolipoprotein E; CAT, catalase; CPT1B, carnitine palmitoyltransferase I B; CREB, cAMP-responsive element binding
protein; ERK, extracellular-signal regulated kinase 1 and 2; FASN, fatty acid synthase; HMGCR, HMG-CoA reductase; HSP70, heat shock protein 70; IGF,
insulin-like growth factor 1 and 2; IGF1R, IGF1 receptor; InsR, insulin receptor; LDLR, low-density lipoprotein receptor; mtTFA, mitochondrial
transcription factor A; pACC, phosphorylated acetyl-CoA carboxylase; PPARa, peroxisome proliferator-activated receptor alpha; RAGE, receptor for
advanced glycation end products; SIRT1, sirtuin 1; SOD2, superoxide dismutase 2; VLDLR, very low-density lipoprotein receptor.
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Figure 4. Quantity and diameter of embryos in young and old rabbits at day 6 post coitus. (A) Number of preimplantation blastocysts and corpora
lutea per female were counted in young and old rabbits. The difference between corpora lutea and blastocysts, as an indicator of early embryo loss, per
female is shown in (B). (C) Size of blastocysts grown in young and old rabbits were measured with a stereomicroscope. All results are shown as box
plots with white boxes representing samples of old rabbits and grey boxes representing the young controls. Median values are shown by a black line,
squares represent the mean values, and the box represents quartile 1/quartile 3+ 1.5x interquartile range indicated by the upper and lower whiskers.
p < 0.05 was considered statistically significant at an alpha level of 0.05. n > 31; *P < 0.05.

from embryos of old rabbits but statistical significance was only
reached in EBs (Fig. 5C and D). Nuclear CREB levels were reduced
in EB and TB (Fig. 5E and F).

Blastocyst expression of key metabolic factors

In old rabbits, relative expression of key enzymes regulating fatty
acid transport (CD36 and FATP4), binding (FABP4), and B-oxida-
tion (CPT1B) were increased at the mRNA level in EB and TB
(Fig. 6A and B). Elevated CPT1B was also observed at the protein
level in TBs from advanced maternal age rabbits (Fig. 6D). Protein
abundance was too low to quantify CPT1B in EBs.

PPARa and peroxisome proliferator-activated receptor gamma
(PPARY) are transcription factors that are important for regula-
tion of intracellular lipid metabolism. In TB, PPARy was relatively
lower at the mRNA and protein levels in older rabbits whereas in
EB, PPARy levels were not different (Fig. 6B and D). For PPARa,
mRNA levels were relatively lower and protein abundance was
higher in EBs from advanced maternal age rabbits (Fig. 6A and C).

Concerning biomarkers for cholesterol metabolism, apolipopro-
tein E (ApoE) mRNA levels decreased in EBs and VLDLR expression
was elevated in TBs of older rabbits (Fig. 6E and F).

Blastocyst expression of key stress
defence factors

Only a few of the assayed biomarkers for stress response were al-
tered in EBs and TBs of advanced maternal age rabbits (Fig. 7). In
EBs, GLO1, the key enzyme for dicarbonyl stress, was reduced.
Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (N1f2) mRNA expression
was reduced in TB, but not at the protein level. Lastly, protein
abundance of the Nrf2 target SOD2 was significantly reduced
in TB.

Discussion

The negative impact of maternal age on reproductive outcome is
most commonly associated with exponentially reduced ovarian
reserve and decreased oocyte quality. Much less appreciated is
the diminished developmental competence of the embryo due to
harmful alterations during ageing and overall changes in mater-
nal metabolism. This study demonstrates age-related changes in
maternal lipid metabolism and endocrine regulation, which in
turn influence reproductive tissues in an organ-specific manner.
These changes can affect the intrauterine environment and em-
bryo-maternal communication, and can lead in turn to a higher

embryo loss during the very first days of pregnancy. We observed
a bigger difference between corpora lutea and amount of blasto-
cysts, indicating that in old rabbits, either fewer oocytes were fer-
tilized or early stages of development had not survived until Day
6 of pregnancy. Increased embryo loss and reduced embryo de-
velopmental competence during the peri-implantation period
have also been reported in reproductively old rats, mice, and
humans (Gosden, 1975, 1985; Morton et al,, 2017, Warshaviak
et al., 2019). However, these studies focused on vascular dysfunc-
tion, impaired decidual reaction, and reduced uterine prostaglan-
din synthesis as reasons for increased embryo loss during the
peri-implantation period. Age-related changes may affect the
ability of the blastocyst to attach to the uterine wall and invade
into the decidua, which may be the pivotal factors for the ob-
served changes in placental morphological development and nu-
trient transport function (Napso et al., 2019).

Advanced maternal age is associated with metabolic and hor-
monal changes indicated by a higher prevalence of gestational
diabetes mellitus in women over the age of 35years (Kahveci
et al., 2018; Li et al., 2020) and blunted hormonal responsiveness
of the ageing uterus (Woods et al.,, 2017). The insulin/IGF system
is a major player in embryo-maternal communication, especially
during the preimplantation period (Schultz et al, 1993).
Moreover, IGF1 and insulin signalling are arguably the most stud-
ied set of pathways linking cellular metabolism and pace of age-
ing (Vitale et al, 2019). In reproductively old gravid rabbits,
plasma insulin and IGF1 concentrations were reduced, which is
consistent with observations in humans that also show lower
IGF1 levels with advanced maternal age (Yovich et al., 2020;
Gleicher et al., 2022). Decreased IGF1 concentrations are in line
with lower growth hormone (GH) serum concentrations, indicat-
ing a central down-regulation of the somatotropic axis during
ageing (Barzilai et al.,, 2012). However, the IGF1 mRNA amount
was increased in the endometrium of old gravid rabbits. The up-
regulation of the IGF1 mRNA level could be due to a compensa-
tory, paracrine up-regulation to counteract the lack of insulin
and IGF1 in plasma. It would be interesting to know if the amount
of IGF1 in the uterine luminal fluid is also increased. However,
the amount of uterine luminal fluid that we could collect and the
sensitivity of commercially available ELISA kits was too low to
measure the IGF1 in the uterine luminal fluid. Since IGF1 is one
of the main factors involved in oestrogen-induced uterine growth
and early embryo development, an adaptive response could pro-
vide conditions to maintain proper embryo development (Inoue
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Figure 5. Expression of key developmental and signal transduction biomarkers in embryoblasts and trophoblasts grown in young and old rabbits.
mRNA expression was quantified by RT-qPCR for developmental marker genes in embryoblasts (A) and trophoblasts (B). mRNA levels were normalized
to the geometric mean of vinculin and GAPDH. Protein abundance for signal transduction marker genes was quantified by western blot in embryoblasts
(G, E) and trophoblasts (D, F). Phosphorylation of ERK1/2, Akt, AMPK, and CREB was normalized to the total protein abundance of ERK1/2, Akt, AMPK,
and CREB, respectively (C, E). In embryoblasts, pAMPK was normalized to vinculin as AMPK was not detectable. Total protein levels were normalized to
vinculin. Nuclear CREB protein abundance was normalized to H3 (D, F). Results are shown in box plots and expressed as fold change relative to young
rabbits (set to 1). White boxes represent samples of old rabbits and grey boxes represent the young controls. Median values are shown by a black line,
squares represent the mean values, and the box represents quartile 1/quartile 3+ 1.5x interquartile range indicated by the upper and lower whiskers.
P < 0.05 was considered statistically significant at an alpha level of 0.05. Representative western blots are shown in Supplementary Figs S16 and S17.n
> 8 for mRNA analyses; n = 8-16 for protein analyses; N = 5; *P < 0.05; **P < 0.01. (p)Akt), phosphorylated protein kinase B; (p)AMPK, phosphorylated
AMP-activated protein kinase; (p)CREB), phosphorylated cAMP-responsive element binding protein; (p)ERK), phosphorylated extracellular-signal
regulated kinase 1 and 2; GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; H3, histone H3; IGF, insulin-like growth factor 1 and 2; IGF1R, IGF1
receptor; InsR, insulin receptor.
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Figure 6. Expression of metabolic marker genes in blastocysts of young and old rabbits. mRNA expression of lipid and cholesterol metabolism
markers and lipoprotein receptors were quantified by RT-qPCR and normalized to the geometric mean of vinculin and GAPDH in single embryoblasts (A,
E) and trophoblasts (B, F). Relative protein abundance was quantified by western blot and normalized to vinculin. For PPARa and PPARy, nuclear
protein abundance was normalized to H3 (C, D). Results are shown in box plots and expressed as fold change relative to young rabbits (set to 1). White
boxes represent samples of old rabbits and grey boxes represent the young controls. Median values are shown by a black line, squares represent the
mean values, and the box represents quartile 1/quartile 3 + 1.5x interquartile range indicated by the upper and lower whiskers. P < 0.05 was considered
statistically significant at an alpha level of 0.05. Western blot membranes are shown in Supplementary Figs S18 and S19. n > 8 for mRNA analyses; n =
8-16 for protein analyses; N = 5; ¥*P < 0.05; **P < 0.01. ApoE, apolipoprotein E; CD36, fatty acid translocase/cluster of differentiation 36; CPT1B, carnitine
palmitoyltransferase I B; FABP4, fatty acid binding protein 4; FASN, fatty acid synthase; FATP4, fatty acid transport protein 4; GAPDH, glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase; HMGCR, HMG-CoA reductase; LDLR, low-density lipoprotein receptor; pACC, phosphorylated acetyl-CoA carboxylase;
PPARa, peroxisome proliferator-activated receptor alpha; PPARg, peroxisome proliferator-activated receptor gamma; SREBP2, sterol regulatory
element-binding protein 2; VLDLR, very low-density lipoprotein receptor.


https://academic.oup.com/molehr/article-lookup/doi/10.1093/molehr/gaad040#supplementary-data

10 | Trohletal

Embryoblast
A
EZ.O- .
c .
© | |
< s s
[%] : H
T 15 T .
£ : :
- s s
€ s s
3 3 3
& : :
< : f
2 | |
[ : :
€ 0.5 : :
.g ; - . ;
=
[1°]
° ‘ ‘
& 0.0 : :
Glor | catr | N2
C
i ; ‘
oY) H H
c : :
S0 : ;
(8] i H
L o] : :
S f f
15 : : I
= ‘ ‘
S : :
o i ‘
£ a i i
21 PrT:
[=4 | |
§ ST ! I
(S i i
Qg5
2
= ; H
© :
T s s
& 0.0
SIRTL | mtTFA | Nrf2

Trophoblast
B
? H H ok
[T : :
c : | | —
© i i
CRER % 3
T
2 . | |
8 "1 My My %
s Hy ;
2 . ‘ :
%o.s- i i
[0) : :
2 ‘ ‘
&
[7] : :
& o0 ; : ;
Glolr | car [ Nrf2
D
2.0
-

-
3]
1

-
o
1

[
3,
1

i

sIRT1| sop2| cAT [mtTFA| RAGE | Nrf2

Relative protein amount [fold change]

e
o

N young
[ Jold

Figure 7. Expression of stress defence genes in blastocysts of young and old rabbits. Target mRNA expression of stress defence markers was
quantified by RT-gPCR and normalized to the geometric mean of vinculin and GAPDH in embryoblasts and trophoblasts (A, B). Protein abundance for
lipid metabolism marker genes was quantified by western blot in embryoblasts and trophoblasts and normalized to vinculin; nuclear protein
abundance was normalized to H3 (C, D). Results are shown in box plots and expressed as fold change relative to young rabbits (set to 1). White boxes
represent samples of old rabbits and grey boxes represent the young controls. Median values are shown by a black line, squares represent the mean
values, and the box represents quartile 1/quartile 3+ 1.5x interquartile range indicated by the upper and lower whiskers. P < 0.05 was considered
statistically significant at an alpha level of 0.05. Western blot membranes are shown in Supplementary Figs S20-S22. n > 8 for mRNA analyses; n = 8-
16 for protein analyses; N = 5; *P < 0.05; **P < 0.01. CAT, catalase; GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; GLO1, glyoxalase 1; H3, histone
H3; HSP70, heat shock protein 70; mtTFA, mitochondrial transcription factor A; RAGE, receptor for advanced glycation end products; SIRT1, sirtuin 1;

SOD2, superoxide dismutase 2.

et al., 2005; Thieme et al., 2012a,b). Notably, the up-regulation of
IGF1 lasts longer than the preimplantation period. For example,
IGF1 was elevated in the decidual compartment on Day 11.5 of
pregnancy in the placenta of old mice (Woods et al., 2017).

Unlike insulin, the embryo produces IGFs (Ramin et al., 2010);
therefore, it was of interest to analyse ligand expression of the
IGF system in the developing embryo. IGF1 and IGF2 levels were
decreased in both EB and TB from old rabbits, implying lower en-
dogenous synthesis in response to the higher paracrine IGF1 sup-
ply from the endometrium. Rabbit blastocysts are able to adapt
to autocrine IGFs as demonstrated in vitro (Thieme et al., 2012b).
In blastocysts from old rabbits, up-regulation of the embryonic
IGFs correlates with activation of signal transduction.
Phosphorylation of ERK, CREB, and AMPK was elevated in the EB
from old rabbits. In TBs, ERK and CREB phosphorylation was

increased as well. Moreover, ERK protein levels were increased in
both embryonic compartments. Correlation of embryonic signal-
ling activation with higher IGF1 supply from the endometrium is
another example of embryo-maternal communication and em-
bryonic adaptation to the uterine microenvironment. IGFs medi-
ate anti-apoptotic, proliferative, and mitogenic processes
(Lighten et al,, 1998; Ramin et al., 2010; Thieme et al., 2012b).
Blastocysts from old rabbits had a larger diameter which may be
related to the increased IGF1 supply from the endometrium.
Herrler et al. (1998) also observed an increase in rabbit blastocyst
diameter following IGF1 stimulation. Taken together, these data
suggest that the increased supply of paracrine IGF1 by the endo-
metrium leads to a switch in the embryonic insulin/IGF system
resulting in enhanced embryonic growth of embryos as an adap-
tive response in reproductively old rabbits.
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The transcription factor CREB links the insulin/IGF system
with intracellular metabolism in preimplantation embryos
(Schindler et al., 2013). In EBs and TBs from old rabbits, we ob-
served increased phosphorylation of CREB; however, the total
amount of CREB was decreased. Such a feedback mechanism of
CREB activation has previously been described in rabbit blasto-
cysts in vitro after stimulation with insulin and IGF1, and in vivo
in diabetic rabbits (Schindler et al., 2013). In reproductively old
rabbits, the observed feedback regulation supports the hypothe-
sis that embryonic CREB is tightly regulated by insulin and IGF1
thatis supplied by the mother.

CREB modulates lipid metabolism (Zhang et al, 2005;
Contreras et al., 2013) together with the transcription factors
PPARa and PPARy (Awazawa et al., 2009). In EB, PPARa expression
was increased while in TB, PPARy was decreased, indicating dif-
ferent regulation mechanisms in EB and TB. However, conse-
quential target genes for fatty acid uptake, binding, and
intracellular utilization (CPT1B, FABP4, and FATP4) were elevated,
indicating that embryonic metabolism shifts to B-oxidation of
fatty acids in blastocysts from old rabbits. Whether this leads to
harmful or beneficial alterations in embryo development
requires further investigation. In early embryogenesis, the meta-
bolic switch to B-oxidation correlates with higher developmental
competence of the blastocysts (Dunning et al., 2010; Shafiei et al.,
2020). However, increased fatty acid supply in the developing em-
bryo can have detrimental effects, since elevated concentrations
can impair fertility through compromising early embryo quality,
viability, and metabolism (Van Hoeck et al., 2011) underlining the
importance of an optimal range of fatty acid metabolism. In the
Goldilock zone hypothesis, which addresses the optimal range of
metabolic activity in embryos (Leese et al., 2022), changes in lipid
metabolism may have harmful effects for further embryo devel-
opment. As stated by the authors, individual embryos are dis-
crete entities, which differ in their ability to handle stressful
insults. Based on observations in rabbits and humans, we can
speculate that in a reproductively old environment, a lower num-
ber of embryos can adapt to the stressful insults of the first days
of pregnancy, leading to higher embryo loss (Grgndahl et al.,
2017; Warshaviak et al., 2019).

Under hyperlipidaemic conditions, free fatty acids undergo
lipid peroxidation and produce excess ROS in a process known as
lipotoxicity (Igosheva et al., 2010). ROS can be neutralized by the
antioxidant enzymes SOD2 and CAT (Scandalios 2005) which are
transcriptionally regulated by Nrf2 (Cherry et al.,, 2014; Xu et al.,
2020). In EBs, neither Nrf2 nor CAT had altered expression pro-
files, indicating a limited impact on oxidative stress defence in
embryoblast cells. In TB, Nrf2 mRNA expression was decreased
but not the protein level, which may account for why the target
gene CAT was unaltered in the two study groups. SOD2 protein,
however, was decreased in TB cells indicating an alternative reg-
ulation pattern in TB cells. In oocytes from old mice, SOD2 pro-
tein abundance was reduced compared to oocytes from young
controls (Zhang et al., 2020). Furthermore, SOD2 levels are known
to decrease with repeated ovulation which is a proposed mecha-
nism for ovarian ageing (Miyamoto et al., 2010).

Ageing is associated with increased dicarbonyl stress. In cells,
the GLO1 enzyme eliminates toxic dicarbonyl methylglyoxal
(Distler and Palmer, 2012) while RAGE, the scavenger receptor for
AGE, mediates stress signalling (Bierhaus et al., 2005). GLO1 ex-
pression was unaltered in blastocysts from old rabbits (de Nivelle
et al., 2020). However, by analysing GLO1 expression patterns in
embryonic compartments independently, we found down-
regulation of GLO1 in EB, suggesting an impaired dicarbonyl

defence. In TB samples of old rabbits, RAGE protein abundance
was unaltered along with GLO1 levels. In the endometrium,
RAGE protein abundance was increased which is in line with the
increased GLO1 protein abundance and dicarbonyl stress in the
endometrium of reproductively old rabbits reported by de Nivelle
et al. (2020). To the best of our knowledge, this is the first study
which analyses RAGE expression in the context of advanced ma-
ternal age in the endometrium and in preimplantation embryos.
However, the plasticity of RAGE due to metabolic challenges has
been shown in obese women (Antoniotti et al., 2018).

Similar to metabolic changes in the developing embryo, we
observed altered intracellular lipid metabolism in the endome-
trium. Fatty acid transport and binding proteins were increased
as well as CPT1B, the key molecule for B-oxidation, suggesting
that intracellular metabolism becomes shifted towards a metab-
olism that gains energy from degradation of fatty acids. These
results are supported by evidence showing lower protein levels of
FASN, the key enzyme of fatty acid synthesis, in endometrium
from old rabbits. Interestingly, the changes were observed only
at the protein level and not the mRNA level, indicating post-
translational modifications of FASN. FASN is protected from deg-
radation by its interaction with O-GlcNAc transferase (Baldini
and Lefebvre, 2016), which may explain the difference between
the mRNA and protein levels. Independently of its role in fatty
acid metabolism, FABP4 modulates uterine receptivity and is an
important regulator for the proliferation, migration, and invasion
of endometrial epithelial and stromal cells (Tian et al., 2011; Zhu
etal., 2015; Wang et al., 2017). Cumulatively, a higher endometrial
FABP4 level, which is related to the overall metabolic changes
found in ageing females, is a potential mechanism for compensa-
tory uterine receptivity in advanced maternal age.

Steroid hormones are products of cholesterol metabolism and
have an essential role in uterine receptivity in reproductive
organs (Paulson, 2011). In the endometrium of old gravid rabbits,
expression of VLDLR and HMGCR was found to increase, suggest-
ing a higher endometrial demand for exogenous cholesterol. In
cattle, endometrial VLDLR is among the most highly
up-regulated genes during gestation (Adhikari et al., 2022), under-
scoring the central role of VLDLR in maternal recognition of preg-
nancy. Although rabbit blastocysts express all the important
genes for cholesterol metabolism (Pendzialek et al., 2017), expres-
sion levels can change with age. For example, we found that
VLDLR expression was increased in TB of old rabbits whereas in
EB, ApoE was elevated. Both VLDLR and ApoE have important
roles in peripheral cholesterol transport (Marais, 2019) and in-
creased levels of ApoE have been linked to impaired oocyte matu-
ration in older women (Von Wald et al., 2010). Therefore, changes
in embryonic VLDLR and ApoE may have detrimental effects
on establishment and course of pregnancy, especially in
older women.

Changes in lipid metabolism can lead to oxidative stress. We
observed no changes in the expression of key oxidative stress de-
fence molecules in the endometrium; however, in the ovary of
old rabbits, relative CAT and SOD2 expression levels were in-
creased. Our results are in contrast to studies conducted in
humans which showed reduced protein abundance and activity
of the antioxidant enzymes CAT and SOD2, which resulted in
lowered ROS scavenging potential in human granulosa cells and
follicular fluid of aged women (Carbone et al., 2003; Tatone et al.,
2006; Debbarh et al., 2021). This difference could be explained by
the fact that we analysed the entire ovary and did not study gran-
ulosa cells and follicular fluid separately. SOD2 and CAT are the
two most important antioxidant enzymes in the human body,
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and their expression levels increase in response to oxidative
stress (Scandalios 2005; Zhang et al., 2014). The up-regulation of
both enzymes within specific cell types of the ovary from gravid
old rabbits, like stromal cells as well as theca interna and externa
cells, in response to increased oxidative stress in ageing females
is plausible and requires further investigation.

Conclusion

These data add to the growing body of knowledge which shows
that females undergo a hormonal imbalance and overall changes
in metabolism over time. It is becoming more evident that repro-
ductive organs other than the ovary, such as the uterus, are det-
rimentally affected by age and this may also contribute to higher
embryo loss during the first days of pregnancy. The results of our
study highlight the importance of the developmental environ-
ment in ageing reproductive organs as a cause of fertility decline
in older females. More research is required to determine the
translatability of these data to humans.
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Abstract: Advanced maternal age is associated with adverse pregnancy outcomes and the decline
of female fertility in mammals. A potential reason for reduced fertility is metabolic changes due to
protein modifications by advanced glycation end products. To elucidate the aging process in female
reproduction, we analysed a key enzyme for detoxification of reactive dicarbonyls, the glyoxalase 1
(GLO1), in reproductive organs and blastocysts of young and old rabbits at the preimplantation stage.
At day 6 post coitum, uterine, oviductal, ovarian tissue and blastocysts from young (16-20 weeks) and
old rabbits (>108 weeks) were characterised for GLO1 expression. GLO1 amounts, enzymatic activity
and localisation were quantified by qPCR, Simple Western, activity assay and immunohistochemistry.
The GLO1 enzyme was present and active in all reproductive tract organs in a cell-type-specific pattern.
Ovarian follicle and uterine epithelial cells expressed GLO1 to a high extent. In tertiary follicles,
GLOL1 expression increased, whereas it decreased in the endometrium of old rabbits at day 6 of
pregnancy. In blastocysts of old animals, GLO1 expression remained unchanged. In early pregnancy,
advanced maternal age leads to modified GLO1 expression in ovarian follicles and the endometrium,
indicating an altered metabolic stress response at the preimplantation stage in older females.

Keywords: preimplantation embryo; uterus; ovary; glyoxalase 1; advanced maternal age

1. Introduction

Over the past three decades there has been a pronounced increase in the number of births by
older women, especially in their late 30s and 40s, in many high-income countries [1-3]. The mean
age of women at birth of their first child has gradually increased from 27.0 in 1987 to 29.3 in 2018
in the European Union [4]. Women are evidently delaying childbearing. However, advanced
maternal age can have detrimental effects on fertility and pregnancy outcome. It is well known that
the developmental potential of oocytes declines with increasing age, referred to as ovarian aging.
This phenomenon is characteristic not only for humans, but for all mammals [5-7]. Advanced maternal
age is associated with a range of adverse pregnancy outcomes, including low birth weight, preterm birth
and stillbirth [8-11]. It has been proposed that during the reproductive lifespan, ovarian follicles and
reproductive tissues become exposed to factors that accumulate irreversibly, leading to an age-related
decline of fertility [12,13].

Accumulation of harmful compounds such as advanced glycation end products (AGEs) is strongly
associated with aging [14]. Furthermore, higher AGE levels correlate with aging-related diseases;
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for example with diabetes, cancer and neurodegenerative diseases [15,16]. A major precursor of AGEs
is the x-oxoaldehyde methylglyoxal (MG), a dicarbonyl, which is physiologically formed during
glycolysis, and to a lesser extent in cellular lipid and amino acid metabolism [17,18]. Dicarbonyl species
are highly reactive, promoting posttranslational modifications of proteins, lipids and nucleic acids [19]
and thus interfering with physiological functions of these molecules. MG reacts with arginine residuals
to form argpyrimidine [20].

In physiological systems, defence against dicarbonyl glycation and particularly detoxification
of MG mainly occurs via the glyoxalase system [21,22]. The glyoxalase system limits carbonyl stress
toxicity [23]. It consists of two enzymes: the important rate-limiting glyoxalase 1 (GLO1) and glyoxalase
2 (GLO2, also known as hydroxyacyl glutathione hydrolase, HAGH) [24]. GLO1, the main component
of the MG elimination system, is significantly decreased and associated with increased MG-AGEs in
ovaries from mice with an advanced reproductive age in comparison to their young control group [25].
Moreover, studies have shown that AGEs are closely associated with female infertility and that AGE
accumulation promotes ovarian oxidative stress and steroid hormone production, in consequence
leading to ovarian dysfunction [26].

The reproductive dysfunction associated with aging has been so far characterised in terms of
reduction of ovarian follicles and oocyte quality, as well as pregnancy complications (reviewed by
Sauer [27]). While the extent of literature in this area is profound, there is currently limited knowledge
on the molecular pathways leading to the impact that advanced maternal age has on the developmental
competences of oocytes and embryos. We have recently shown that AGEs are present in ovarian
tissues and embryos in rabbits [28]. Furthermore, the GLO1 enzyme is active in rabbit blastocysts as
early as during preimplantation. The GLO1 amount decreases under pathophysiological conditions of
maternal diabetes mellitus in embryos [29].

In the current study, we investigated the impact of maternal age on GLO1 expression and
localisation in female reproductive organs and embryos at the preimplantation stage. For this purpose,
we quantified GLO1 amounts and enzymatic activity of reproductive young (16-20 weeks) and old
(over 108 weeks) rabbits in the uterus, oviduct and ovary, as well as in blastocysts on day 6 of pregnancy.

2. Materials and Methods

2.1. Animal Treatment and Recovery of Reproductive Tissues and Preimplantation Embryos

All animal experiments were performed in accordance with the principles of laboratory animal care
and the experimental protocol had been approved by the local ethics committee (Landesverwaltungsamt
Dessau; reference number: 42502-2-812).

To investigate whether the glyoxalase system changes with maternal age in reproductive organs
during the preimplantation stage, we examined the ovaries, oviduct and uterus of rabbits on day 6 of
pregnancy. At least nine young rabbits (16-20 weeks), equivalent to young fertile women, and 13 old
rabbits (108-172 weeks), equivalent to 40-years-old women, were analysed for GLO1 expression,
activity and localisation. Sexually mature rabbits (New Zealand White, hybrid strain Zika, acquired
from Dr. Zimmermann GbR, Germany) were maintained under species-appropriate conditions for four
weeks before mating. Female rabbits were mated with two fertile bucks. No hormonal stimulation
was used. On day 6 post coitum (p.c.), rabbits were sacrificed using a lethal dose of pentobarbital and
reproductive tissues, such as ovary, oviduct and uterus, were collected.

Ovarian, oviductal and uterine tissue sections were prepared and stored at —80 °C until usage for
RNA and protein isolation or in bouin® fixation solution (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Germany) for
immunohistochemistry. Uterine endometrium was abraded mechanically from the myometrium and
stored at —80 °C before RNA and protein isolation.

Six-day-old blastocysts were flushed from the uterus, washed three times with PBS and
characterised morphologically. On day 6 p.c., gastrulation stage of blastocysts was determined
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under the stereomicroscope according to morphological characteristics of the embryonic disc which is
summarised by Fischer et al. [30].

Blastocysts at the pre-gastrulating stage 0 with no apparent axial differentiation in the embryonic
disc were used for analysis. Embryonic coverings were mechanically removed under a stereomicroscope.
Blastocysts were stored at —80 °C until use for RNA and protein isolation.

2.2. RNA Isolation and cDNA Synthesis of Reproductive Tissues

Total RNA extraction from ovary, oviduct and endometrium tissue was performed using TRI
Reagent® (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) according to described protocol [31]. The amount
of total RNA was measured spectrophotometrically at 260 nm. To check RNA quality, 260/280 ratio
was calculated. Seven pg of isolated mRNA were treated with 4 U DNase-free™ Kit (Invitrogen,
Darmstadt, Germany) for 30 min at 37 °C. As a control for remaining DNA contamination, 1 pg RNA
was PCR amplified without reverse transcription reaction.

One pg of DNA-free RNA was transcribed into cDNA using 200 U reverse transcriptase (RevertAid
H Minus RT, Thermo Scientific, USA) and random primer (p(dN)6, Roche, Basel, Switzerland) at 42 °C
for 1 h, followed by incubation at 70 °C for 10 min.

2.3. RNA Isolation and cDNA Synthesis of Single Blastocysts

Messenger RNA (mRNA) of single blastocysts was extracted with Dynabeads® Oligo (dT)25
(Invitrogen, Darmstadt, Germany). Blastocysts were lysed in 20 ul lysis buffer (100 mM Tris/HCl pH 7.5,
500 mM LiCl, 10 mM EDTA pH 8, 0.1% SDS). Blastocyst lysate was hybridised with 5 uL. Dynabeads
for 5 min and separated by magnetic adhesion for 2 min. The supernatant was removed and the pellet
was washed as described in Tonack et al. [32]. Isolated mRNA was resolved in 11 uL. DEPC and total
mRNA amount was used for cDNA synthesis. Water was added for a final cDNA reaction volume of
100 uL.

2.4. Measurement of mRNA Levels by Quantitative PCR

For GLO1 the amplification and quantification forward (5'-ACCCCAGCACCAAGGATTTT-3’)
and reverse primer (5'-GTGCCCCAATTGTGTGTCAG-3") were designed based on the rabbit GLO1
gene sequence (Gene ID: 100,354,439 NCBI, accession number: XM_002714686) by Primer-BLAST.
PCR products were sequenced and checked for specificity as described previously by Seeling et al. [29].

Quantitative PCR (qPCR) analyses were performed in duplicates using the Quant Studio 3™
Real Time System (ThermoFisher, Schwerte, Germany) with no template controls for each primer set.
QPCR runs were performed on 3 uL. cDNA with 17 uL. MasterMix (PowerTrack™ SYBR Green Master
Mix, ThermoFisher, Schwerte, Germany). Vinculin was simultaneously quantified as the endogenous
control. The target gene expression was normalised to that of vinculin in each sample. Forward
(5’-CCGTGAGGCTGGTTACGC-3’) and reverse primer (5'-CGGGCAACAGAGAACTAGGAA-3')
were designed based on the rabbit vinculin gene sequence (Gene ID: 100,357,160 NCBI, accession
number: XM_002718406.3). For quantification, GLO1 and vinculin calibration curves were included
from serial dilutions (10’~10% copies) of gene specific DNA plasmid standards. Quantification of
mRNA amount was calculated using a comparative method (AACT). The threshold cycle (CT) for each
gene was normalized to vinculin (house-keeping gene) and expressed as relative to the mean of the
young control group.

2.5. Protein Preparation and Immunoblotting

Embryonic proteins and tissue samples were isolated as previously described [33,34]. Tissues
were homogenized in 500 pL of cold radio immunoprecipitation assay (RIPA) buffer with protease and
phosphatase inhibitor (Roche, Basel, Switzerland). In one embryonic protein sample, 5-13 blastocysts
were pooled. For analysis 4 samples from young and 6 from old rabbits were used.
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The Simple Western™ method was used for GLO1 protein analysis and carried out in accordance
to the manufacturer’s instructions. This method enables automated size-based separation of protein
samples with subsequent immunoblotting within provided capillaries. In an initial step, the extracted
denatured protein samples (0.4 pg/uL tissues and 0.6 pg/uL blastocysts), primary antibodies, horseradish
peroxidase (HRP) conjugated secondary antibodies, and the detection-mix were dispensed on a 384-well
microplate. An overview of the used antibodies is shown in Table 1. A detailed description of the
assay plate design and method is provided in the supplemental (Figures S1 and S2). For peak
identification, electropherograms were used, which can be digitally converted into traditionally looking
blots (Figure S3). Blots of Simple Western data are provided in the supplemental (Figures S5-58).
Compass software was used to process and analyse all data results. The protein amount was calculated
as the ratio of area under the curve (GLO1 protein vs. vinculin) in the same run to correct for differences
in protein loading.

Table 1. List of primary and secondary antibodies used for the Simple Western™ method.

Manufacturer/Company

Antigen Name of Antibody Catalogue NO. Type Dilution
GLO1 GLO1 (D-5) santa cruz, sc-133214 MM 1:50
Vinculin Vinculin (7F9) santa cruz, sc-73614 MM 1:300
Peroxidase-conjugated
Mouse IgG AffiniPure Donkey Jackson ImmunoResearch, 1:300
. 715-035-150
anti-mouse IgG (H + L)
Secondary HRP Conjugate ProteinSimple, .
Mouse IgG Goat anti-mouse IgG (H + L) 042-205 MP undiluted

MM: mouse monoclonal; DP: donkey polyclonal, MP: mouse polyclonal.

2.6. GLO1 Enzymatic Assay

The activity of GLO1 was measured spectrophotometrically in accordance with Bélanger et al. [35].
A total amount of 10 g isolated protein per sample were loaded onto an UV microplate (Corning Inc.,
Corning, NY, USA) and 200 pL of reaction mix was added, as previously described in Seeling et al. [29].
The change in absorbance (AE) at 240 nm was measured every minute for one hour at 37 °C, to allow the
reaction to reach saturation. GLO1 activity was calculated using AE in the linear range after correction
for blank: A = (Viotal X AE)/(Vsample X €nemithioacetal X d), with Ae240 = 2.86 mM~!-cm™" [36]. Specific
GLOL1 activity was calculated as a ratio of relative GLO1 activity and GLO1 protein amount within the
same sample.

2.7. Immunohistochemical Localisation of GLO1 and Argpyrimidine in the Reproductive Tract Organs

Ovarian, oviductal and uterine tissues were prepared as described in Haucke et al. [28].
Endogenous peroxidases were inhibited by incubating the slides with 3% H;O; in Methanol for
25 min. After blocking with 10% goat serum for one hour, the slides were incubated with mouse
monoclonal antibody against GLO1 (1:200, #133214, Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA) or argpyrimidine
(1:100, Biologo, Kiel, Germany) diluted in 1% (wt/vol) BSA/PBS at 4 °C overnight. For detection,
the secondary antibody Dako EnVision + System-HRP labelled Polymer anti-mouse (1:1 in PBS; Dako,
Jena, Germany) and diaminobenzidine (DAB; WAK-Chemie Medikal, Steinbach, Germany) were
used. As negative control, the control reaction of the HRP-conjugated secondary goat anti-mouse
IgG without the primary antibody was used. The DAB reaction was stopped after 4-6 min. Nuclei
were counterstained blue with haematoxylin for 5 min. All steps were performed within the same
experiment, examined microscopically during the same session, using an identical microscope (Leica
DMi8, Wetzlar, Germany) and camera settings. Description of immunohistochemical evaluation is
provided in the supplemental (Figure S4). The software Leica Application Suite X was used for image
acquisition and editing.
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2.8. Statistics

Statistical analysis was performed using OriginPro 2019 software (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, USA). Student’s t-test or one-way ANOVA was used after proving normal
distribution. Mann-Whitney U test was used, if normal distribution could not be proven. For results
displayed as box plots, the white squares show the mean values. Median values are represented by
a black line. The upper/lower whisker represents Q1/Q3 + 1.5 x interquartile range. Results shown
by bar chart are expressed as mean value + standard error of the mean (mean + SEM). Levels of
significance are labelled as follows: * p < 0.05, ** p < 0.01. (n) represents the number of samples used
for the measurement per group, (N) the number of animal experiments from which embryonic samples
were recovered.

3. Results

3.1. Expression and Activity of GLO1 in the Ovary of Young and Old Rabbits on Day 6 of Pregnancy

In ovary samples from young and old rabbits, comparable amounts of GLO1 transcripts,
GLO1 protein and GLOL1 activity were measured (Figure 1).
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Figure 1. Quantification of GLO1 mRNA, protein and enzymatic activity in the ovary of young and old
rabbits at day 6 p.c. (A) GLO1 mRNA levels were quantified by qPCR. (B) GLO1 protein was measured
by the Simple Western method. Both mRNA and protein amount were normalised to the levels of
vinculin. (C) Enzymatic GLO1 activity was measured spectrophotometrically in 10 pug ovarian protein
lysate. Specific GLOL1 activity was calculated relative to GLO1 protein amount within the same sample.
Results are shown as box plots. All values are expressed in per cent, with young rabbits = 100% (1 > 9).

Immunohistochemical staining of the ovary revealed that in young and old rabbits GLO1 was
exclusively localised in the cytosol and nucleoplasm, showing a dominant staining in follicles in the
oocyte and the surrounding follicular epithelium, as well as the germinal epithelium (Figure 2A).
During follicle maturation, the follicular cells differentiate to become several layers of granulosa cells,
which showed the most prominent GLO1 staining. Ovarian stromal cells and the theca folliculi showed
weaker staining. In the ovaries of old rabbits, tertiary follicles were more intensively stained than
those of young ones (Figure 2C), indicating an increased expression of GLO1 at this follicle stage in
old animals.
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Figure 2. Inmunohistochemical analysis of GLO1 (A) and argpyrimidine (B) in the ovary of young and
old rabbits. GLO1 and argpyrimidine were visualised through a peroxidase-diaminobenzidine reaction
(brown colour). Nuclei were stained with haematoxylin (blue colour). Oo = Oocyte. Th = Theca
folliculi. St = Stromal cells. Fe = Follicular epithelium. — = Germinal epithelium. A = Granulosa cells.
* = Corpus luteum. (C) GLO1 and argpyrimidine staining intensities were evaluated independently
and blindly by at least two researchers. Staining was graded using a scale from 0 (none) to 5 (very
strong). The diagram depicts the staining intensity by follicle stage, calculated as average of oocyte,
follicular epithelium/granulosa cell and theca folliculi grading. Relative intensities are expressed as
mean + SEM in per cent, with young rabbits = 100% (1 = 6; * p =0.012).
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The AGE argpyrimidine was colocalised in ovarian sections from young and old rabbits (Figure 2B).
For argpyrimidine, immunohistochemical analysis revealed a cytosolic as well as a nucleoplasmatic
localisation, particularly in stromal cells, corpus luteum and theca folliculi. Staining patterns were
similar to those of GLO1, with the strongest signal being observed in the follicles. Comparing
argpyrimidine staining to that of GLO1 at the tertiary stage, a more distinct staining was found in
the theca folliculi, while granulosa cell staining was reduced. At all follicle stages, no differences in
argpyrimidine distribution between young and old rabbits were observed (Figure 2C).

3.2. Expression and Activity of GLO1 in the Oviduct of Young and Old Rabbits on Day 6 of Pregnancy

In mammals, fertilisation takes place in the oviduct. Local changes in reactive dicarbonyls may
have a long-term impact on the developing embryo. As an indicator for possible changes, we analysed
the expression of GLO1 in the oviduct. GLO1 expression and activity were not altered in the oviduct of
old rabbits (Figure 3A-C).
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Figure 3. Quantification of GLO1 mRNA, protein and enzymatic activity in the oviduct of young and
old rabbits at day 6 p.c. (A) GLO1 mRNA levels were analysed by qPCR. (B) GLO1 protein analysis was
carried out by Simple Western method. Vinculin was used for normalization to calculate relative mRNA
and protein amounts. (C) Enzymatic GLO1 activity was measured spectrophotometrically in 10 pg
oviductal protein. Specific GLO1 activity was calculated relatively to GLO1 protein amount within the
same sample. Results are shown as box plots. All values are expressed in per cent, with young = 100%
(n 29). (D) Inmunohistochemical analysis of GLO1 and argpyrimidine in cross-sections through the
oviduct. M = Muscularis. * = Mucosa layer with (ciliated) columnar epithelium (E).
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We further analysed the localisation of GLO1 and the AGE argpyrimidine in the oviduct of young
and old rabbits (Figure 3D). GLO1 was localised in the cytosol and nucleoplasm. An intense staining
was revealed in the oviductal epithelium with secretory and ciliated cells, as well as the muscularis
layer. Furthermore, smooth muscle cells from vessels were stained positive for GLO1. In oviducts
of young and old rabbits, no differences in GLOL1 staining, neither in localisation nor in intensity,
were observed. Argpyrimidine showed a cytosolic as well as a nucleoplasmatic localisation, particularly
in the oviductal epithelium and the muscularis layer. Staining patterns were similar to those of GLO1.
No differences in argpyrimidine localisation between young and old rabbits were observed.

3.3. Expression and Activity of GLO1 in the Uterus of Young and Old Rabbits on Day 6 of Pregnancy

The uterus, especially the endometrium, are crucial organs for embryo implantation and the
establishment of a successful pregnancy. We analysed the GLO1 expression and activity in the pregnant
uterus at day 6 p.c. In the endometrium of old rabbits, we observed significant lower GLO1 mRNA
and protein levels (Figure 4A,B), whereas the specific GLO1 activity was not altered (Figure 4C).

In the uterus, GLO1 was localised in the myometrium, as well as in the glands and epithelium
of the endometrium. The stroma of the endometrium was weakly stained. No differences in
GLOL1 localisation and staining intensity were observed between young and old rabbits (Figure 4D).
The GLO1 protein decrease detected by qPCR and Simple Western (Figure 4A,B) was not evident in
immunohistochemical sections.

For the AGE argpyrimidine, immunohistochemical analysis showed a cytosolic as well as a
nucleoplasmatic localisation, particularly in the myometrium, glands and epithelium. In contrast to
GLOL1, argpyrimidine was also localised in stromal cells. Comparing the staining pattern to that of
GLO1, the argpyrimidine staining showed more variety across the endometrium, with a very intense
staining in some distinct endometrial cells. In the endometrium of old rabbits, more of these intensively
stained endometrial cells were detected than in young rabbits (Figure 4D), indicating an increased
accumulation of argpyrimidine in the endometrium of old animals.
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Figure 4. Quantification of GLO1 mRNA, protein and enzymatic activity in the endometrium of young
and old rabbits at day 6 p.c. (A) GLO1 mRNA levels were quantified by gPCR. The Mann-Whitney U
test was used for statistical analysis (* p = 0.033). (B) GLO1 protein analysis was carried out by the
Simple Western method. Relative mRNA and protein amount are normalised to the levels of vinculin
(* p =0.038). (C) Enzymatic GLO1 activity was measured spectrophotometrically in 10 ug endometrial
protein. Specific GLO1 activity was calculated relatively to GLO1 protein amount within the same
sample. Results are shown as box plots. All values are expressed in per cent, with young = 100%
(n 2 9). (D) Immunohistochemical detection of GLO1 and argpyrimidine in cross-sections through the
uterine wall. M = Myometrium. En = Endometrium.
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3.4. mRNA and Protein Amount of GLO1 in Blastocysts of Young and Old Rabbits on Day 6 of Pregnancy

In blastocysts from old rabbits, GLO1 mRNA amount was not altered (Figure 5A). On protein level,
the mean value of the GLO1 quantity was higher in embryos from old animals; however, the difference
did not reach statistical significance (Figure 5B).
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Figure 5. Quantification of GLO1 mRNA and protein amount in 6-day old blastocysts from young and
old rabbits. (A) GLO1 mRNA levels were quantified by qPCR. (N = 2, n > 11) (B) For GLO1 protein
analysis by the Simple Western method pooled embryonic samples with 5-13 blastocysts were used
(N =2, n > 4). Results are shown as box plots. Relative mRNA and protein amount are normalised to
the levels of vinculin. All values are expressed in per cent, with young = 100%.

4. Discussion

The postponement of childbearing to the fourth decade of life has made reproductive aging a
central topic that entails negative consequences for individual fertility and pregnancy outcome but
also for society. Reproductive organs are exposed to metabolites that irreversibly accumulate during
the reproductive lifespan, including compounds such as AGEs [25]. The main precursors of AGEs are
reactive dicarbonyls, such as MG.MG, which is a ubiquitous reactive dicarbonyl that is eliminated
by the glyoxalase system [18,21]. However, some reactive dicarbonyls can escape detoxification and
react to form stable AGEs. The accumulation of reactive dicarbonyl compounds can be caused by
decreased elimination or increased formation. In the current study, we focused on the key enzyme of
the detoxification system, GLO1, in reproductive tissues and embryos of old and young rabbits.

GLOL1 represents the frontline defence against dicarbonyl glycation in physiological systems,
limiting dicarbonyl stress [21,22]. We could show that GLO1 is expressed in the ovary, oviduct, uterus
and blastocyst of rabbits. We observed lower levels of GLO1 in the endometrium of old rabbits whilst
the specific GLO1 activity remained the same, implicating an absolute decrease of GLO1 activity in
this tissue. In the ovary of polycystic ovary syndrome (PCOS) rats, AGEs lead to reduced GLO1 [37].
In the immunohistochemical analysis of the uterus we observed an increased accumulation of the AGE
argpyrimidine in endometrial cells of old rabbits. The decreased amount of GLO1 in the endometrium
may be caused by higher AGE levels in the uterine environment of old rabbits. Our findings indicate
an impaired AGE defence and higher exposure to dicarbonyl stress in endometrial cells—the cell layer
that directly forms and interacts with the surrounding milieu of the developing blastocyst.

The importance of GLO1 has been shown in several knock down studies. The lack of GLO1 in
cell culture and animal models results in increased levels of free MG and MG-derived AGEs [38,39].
GLOL1 activity is inversely correlated to elevated levels of AGEs and androgen levels, in consequence
leading to hormonal imbalance [37]. Hormonal imbalance can impair fertility and pregnancy
establishment, as observed in women with advanced maternal age [40]. Lower levels of GLO1
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in the endometrium may indicate higher AGE levels and oxidative stress in the uterine cavity fluid,
the surrounding milieu of the developing embryo. We have shown already that AGEs such as
argpyrimidine, CML and pentosidine are present in rabbit blastocysts [28]. Further research is needed
to analyse whether oxidative stress and the levels of AGEs are increased in the blastocysts of old rabbits.

In humans, AGE-modified proteins were detected in follicular cell layers, granulosa and theca cells
and in luteinised cells, with a more prominent staining in granulosa cells of women with PCOS [41].
In PCOS patients, AGEs are able to modulate extracellular matrix organisation, leading to deregulation
of folliculogenesis [42]. Increased MG and AGE levels, paired with a lower GLO1 expression, resulted
in ovarian proteome damage in the mouse model [25]. Accumulation of AGEs in the ovary may,
therefore, be one reason for the impaired folliculogenesis in women with an advanced maternal age [43].
A possible correlation between AGEs and follicle aging was first described by an observational study:.
They could show that the AGE pentosidine was increased in the primordial, primary and atretic
follicles of postmenopausal women [44]. In rabbit ovaries, we observed that the AGE argpyrimidine
accumulates in follicular cells, especially in granulosa cells. The coincidence of argpyrimidine and
GLO1 indicates a high metabolic stress level in these specific cells. As mentioned above, in human ovary
AGEs accumulate in follicles with an advanced maternal age. Changes of GLOL1 in the reproductive
organs and a possible interaction with AGEs are likely in humans as well. However, the rabbit
reproductive model only reflects human development during blastocyst formation. Accordingly,
results are limited to the developmental stages investigated. Another limitation of the current study is
its sole focus on the anti-glycation enzyme GLO1. Other anti-glycation enzymes, such as aldehyde
dehydrogenase or aldose reductase, could be investigated in further studies.

In this observational study GLO1 expression and AGE levels were described and quantified.
The functional relationships and regulations between increased AGEs and decreased GLO1 amounts
were not investigated. A recently published study could show that SIRT1 participates in modulation of
MG scavenging in mouse oocytes by promoting the expression of GLO1, SOD2 and catalase to avoid
ovarian AGE accumulation [45]. These antioxidant enzymes play a role in the defence system of the
ovary [46] and uterus [47] and could give further understanding of GLO1-AGE interactions in the
aged endometrium.

5. Conclusions

In rabbits, an advanced maternal age reduces GLO1 expression in the endometrium at the time of
implantation, indicating a decrease of metabolic stress defence in the aging uterus. We suppose that a
modified GLO1 expression can be one mediating factor regarding the age-related decline in pregnancy
rate. Further research is needed to expand analysis of AGEs—-GLO1 interactions on a molecular level
and the consequences for early embryo-maternal communication.
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the endometrium; Figure S8: Simple Western of blastocysts.
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