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Kurzfassung

Kurzfassung

Ziele: Es wird im Mausmodell untersucht, ob sich eine methylreiche Erndhrung wihrend der
Schwangerschaft  organspezifisch auf die globale DNA- Methylierung wund das

Genexpressionsmuster der Nachkommen auswirkt.

Methoden: Triachtige Mause werden methylreich erndhrt; ab Geburt erhalten Muttertiere und
Nachkommen entweder eine methylreiche oder eine Standarddiit. Die Kontrollgruppe erhilt intra-
und extrauterin eine Standarddidt. 3 Monate postnatal wird bei den Nachkommen die globale
DNA- Methylierung in Herz-, Milz-, Leber-, Gehirn- sowie Hypothalamusgewebe untersucht; fiir

die Genexpressionsanalyse wird Hypothalamusgewebe ausgewahlt.

Ergebnisse: Eine prdnatal methylreiche Didt fiihrt zu einer signifikant hoheren globalen DNA-
Methylierung im Gehirmn- und Hypothalamusgewebe der Nachkommen. In Herz-, Leber- und
Milzgewebe ist dieser Trend nicht signifikant. Bei postnatal aufrechterhaltener methylreicher Diét
der Nachkommen bleibt die globale Methylierung im Hypothalamus auf einem hohen Niveau; in
den anderen Organen sinkt sie unter das Ausgangsniveau der Kontrollgruppe. Es werden insgesamt
31 hypothalamische Gene identifiziert, die nach einer intrauterin methylreichen Diét signifikant

und mindestens 3fach stirker bzw. schwécher exprimiert werden.

Fazit: Im Mausmodell fiihrt eine prénatal methylreiche Diét bei den Nachkommen langfristig zu
epigenetischen Verdnderungen im Hypothalamus, die sowohl die globale DNA- Methylierung als
auch die Genexpression betreffen. Kandidatengene fiir weitere Studien konnten die verstirkt

exprimierten Gene Folrl, Ttr und Tsix sein.



Abstract

Abstract

Objectives: In a mouse model it is investigated whether a high-methyl diet during pregnancy

affects organ-spezific global DNA methylation and gene expression patterns of the progeny.

Methods: Pregnant mice are fed a high-methyl diet; after delivery dams and their offspring receive
either a high-methyl or a standard diet. The mice of the control group receive intra- and
extrauterine a standard diet. 3 months postnatally global DNA methylation in heart, spleen, liver,
brain and hypothalamic tissue is determined in the offspring; for gene expression analysis

hypothalamic tissue is selected.

Results: A prenatal high-methyl diet is associated with a significantly higher global DNA
methylation in the brain and hypothalamus tissues. In heart, liver and spleen, a nonsignificant trend
towards a higher methylation is observed. When the high-methyl diet is continued postnatally, the
global methylation remains at a high level in the hypothalamus; in the other organ tissues it falls
below the starting level in the control group. A total of 31 hypothalamic genes are identified that
were expressed significantly and at least 3-fold differently after intrauterine high-methyl diet.

Conclusion: In a mouse model a prenatal high-methyl diet leads to long-term epigenetic changes in
the hypothalamus of the offspring. This concerns both global DNA methylation and gene
expression. Candidate genes for further study could be the upregulated genes Folrl, Ttr and Tsix.



Veroffentlichungen

Veroffentlichungen

Teilergebnisse dieser Arbeit wurden bereits veroffentlicht:

Zitierfihige Abstracts:

Brune B, Linke R, Jakubiczka S, Brunner-Weinzierl M, Brune T (2014)
Methylreiche Kost in der Schwangerschaft fiihrt im Mausmodell beim Nachwuchs zu
dauerhaft erhohter DNA-Gesamtmethylierung und verdndertem Genexpressionsmuster im

Hypothalamus. Monatsschr Kinderheild 2014;162(1):91

Beitriige in Kongress-/ Tagungsbanden:

Poster:

Brune B, Jakubiczka S, Linke R, Brunner-Weinzierl M, Geffers R, Brune T (2014)

Eine methylreiche Didt wihrend der Schwangerschaft fithrt im Mausmodell bei den
Nachkommen zu eciner hoheren DNA-Gesamtmethylierung und verdndert im
Hypothalamus  signifikant das  Genexpressionsmuster. In:  Abstractband 51.
Wissenschaftlicher Kongress der Deutschen Gesellschaft fiir Ernéhrung e.V. (DGE),
Paderborn, 12.-14.03.2014

Brune B, Jakubiczka S, Linke R, Geffers R, Brunner-Weinzierl M, Brune T (2014)

In a mouse model dietary methyl supplementation during pregnancy permanently alters
total DNA methylation and gene expression in the hypothalamus of the offspring. In:
Abstractband International Conference on Developmental Origins of Adiposity and Long-

Term Health, Miinchen, 13.-15.03.2014

Brune B, Jakubiczka S, Linke R, Geffers R, Weinzierl M, Brune T (2016)

Einfluss einer methylreichen Erndhrung wéhrend der Schwangerschaft auf die globale
DNA- Methylierung verschiedener Organgewebe sowie die hypothalamische
Genexpression der Nachkommen im Mausmodell. In: Proceedingband 2016, DGFE-net,
Med. Verlag Siegfried Zabransky, 2015 ISBN 978-3-943113-07-5

Brune B, Linke R, Jakubiczka S, Brunner-Weinzierl M, Brune T (2014)

Methylreiche Kost in der Schwangerschaft filhrt im Mausmodell beim Nachwuchs zu
dauerhaft erhohter DNA-Gesamtmethylierung und verdndertem Genexpressionsmuster im
Hypothalamus. 40. Jahrestagung der Gesellschaft flir Neonatologie und Pédiatrische
Intensivmedizin (GNPI), Bonn, 26.-28.06.2014



Veroffentlichungen

Brune B, Jakubiczka S, Linke R, Geffers R, Brunner-Weinzierl M, Brune T (2014)

In a mouse model dietary methyl supplementation during pregnancy permanently alters
total DNA methylation and gene expression in the hypothalamus oft he offspring. In:
Abstractband International Conference on Developmental Origins of Adiposity and Long-

Term Health, Miinchen, 13.-15.03.2014

Vortrige:
Brune B, Jakubiczka S, Linke R, Geffers R, Weinzierl M, Brune T (2013)
Eine methylreiche Didt wihren der Schwangerschaft fiihrt im Mausmodell zu einer
Ubermethylierung der CpG-Islands und einer Uberepression des Xist- sowie des
Folatrezeptor-Gens im Hypothalamus des Nachwuchses. 49. Arbeitstagung fiir Pédiatrische
Forschung, Diisseldorf, 12.-13.09.2013

Brune B, Jakubiczka S, Linke R, Geffers R, Weinzierl M, Brune T (2016)

Einfluss einer methylreichen Erndhrung wéhrend der Schwangerschaft auf die globale
DNA- Methylierung verschiedener Organgewebe sowie die hypothalamische
Genexpression der Nachkommen im Mausmodell. 14. Workshop der Deutschen

Gesellschatft fiir Fetale Entwicklung e.V. (DGFE), Neuwied, 1.-2.7.2016



Danksagung

Danksagung

Mein besonderer Dank gilt Herrn Professor Dr. Helmut Heseker, der mir die Gelegenheit gegeben
hat, zu dieser interessanten Fragestellung eine Dissertation an der Hochschule Paderborn

anzufertigen, und mich dabei sehr unterstiitzt hat.

Ich danke Herrn Professor Dr. Gerhard Jorch sowie Herrn Professor Dr. Hermann-Josef Rothkotter,
die mir ermdglicht haben, die experimentellen Arbeiten im Tierstall und Labor der
Universitétsklinik Magdeburg durchzufiihren. Sehr herzlich danke ich Herrn Professor Dr. Riidiger
Linke, Dr. Sybilla Jakubiczka und ganz besonders Anke Schmidt, die mir hilfsbereit und geduldig

Unterstiitzung bei der praktischen Umsetzung im Labor gegeben haben.

Bei Dr. Robert Geffers bedanke ich mich sehr fiir die bereitwillige Kooperation und Beratung bei

der Durchfiihrung und Auswertung der Genexpressionsanalyse.

Meinem Mann danke ich sehr fiir die Motivation zu dieser Arbeit, seine Anregungen und den

geduldigen Riickhalt.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

INhAltSVETrZEICHIIS . ...\ttt ettt ettt et et e et et e e et e et e e e, I
TabellenVerZEIChNIS. .. .uv ettt ettt e e e et e e e I
AbbIldUNGSVEIZEICHNIS . . ...\ttt v
ADKUrZUNgSVErZEIChNIS. . ... e Vil
1 Einleitung....ccoveiiieiiiiiiiniiieiiiiiiiiieiiieiieeiinieietseatesatoessoesssessensosmenns 1
1.1 Hintergrund. ... ..ot e 1
1.2 Zusammenfassung und Fragestellung.............ccoooiiiiiiiiiiiiii i, 16
2 Untersuchung der globalen DNA- Methylierung........cccocivveiiniiiniciniennnnn 18
2.1 Material und Methoden...........o.oiuiiniiiiiii e e, 18
2.1.1 Tiermaterial und -haltung..............ooiiiiiiiii i e, 18
2.1.2 Studiendesign und Experimentaldidt...............ooveiiiiiiiiiiiiiiiie i, 18
213 ProbengewWinmUNG. .....uutitt ittt ettt 20
2.1.4 Isolierung der DNA aus den Organgeweben..............co.vviuiiiniiiiiiiannenn.. 20
2.1.5 DNA- Methylierungsanalyse. .........o.ovuiviiiiiiiiaiiniiie ettt eienieaeees 21
22 SEAISTIK. ..ottt 21
2.3 BrgeDmiSSe . v vttt ettt e e e 22
3 GenexpPressionSANAlYSe....oouviieiiiniieeiorniieisetsarcestosssossssssssessossosnsosnss 25
3.1 Material und Methoden...........c.ooviiniiiiiii e e 25
3.1.1 Isolierung der RNA aus dem Hypothalamusgewebe..................cccoovienen... 25
3.1.2 Durchfiihrung des MiCroarray- ASSaY........c.eeereeereeenreaireeaneeaianeaneenns. 26
3.2 SEAISTIK. ..ottt 27
33 &) yee T F 27
3.3.1 Bestimmung der Qualitit der Genexpressionsanalyse..............ooveeuuiiennn.n.. 27

3.3.2 Gene, deren Expression nach intrauteriner Diét verdndertist......................... 31



Inhaltsverzeichnis

4.2

4.2.1

4.2.2

423

43

8.1

8.2

8.2.1

8.2.2

8.3

8.3.1

83.2

8.4

8.5

8.6

8.7

Diskussion
Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit den Ergebnissen anderer Studien.................

Beeinflussung der globalen DNA- Methylierung durch eine intrauterin methylreiche

Langfristig globale DNA-Hypermethylierung nach intrauterin methylreicher Diit. ..

Bei postnataler Aufrechterhaltung der methylreichen Diédt kein Unterschied der
globalen DNA-Methylierung im Vergleich zur Kontrollgruppe (Ausnahme:
Hypothalamus) .......... e ee e

Globale DNA-Hypermethylierung im Hypothalamus weiblicher Méuse nach pré-
und postnatal methylreicher Didt: Hinweis auf Fetale (Fehl-) Programmierung? .....

Langfristig verdndertes hypothalamisches Genexpressionsmuster nach intrauterin
methylreicher DIat. .. ... e eas

TS 1111 RS (1) £ g 1) 1R
ZusammenfasSUNG......covieeiiieiiieiieriieeiinreinetisreestiestsestonsssasssnsssnsosnssnsens

J B 1= 2 180D 4 w4 [ 111 1 S

Isolierung der DNA aus den Organgeweben...............ooviiiiiii ...
SUDSIANZEN. . . . et ettt
Durchflihrung. ... ..o

DNA-MethylierungsanalySe. . ... .....uveeuuuuueueeeteeeeteeneeeeeeeeteeraeeareneeeennnnns
SUDSTANZEN. . .« ettt ettt e e ettt
DUurchfihrung. ... ..oooii i e
Praparation des Hypothalamus. ........ccooiiiiiiiiiiiiiii i eeeeee e
Isolierung der RNA aus dem Hypothalamusgewebe...........covvvveiieiiiiiinennnnen..

Zusammensetzung des Standardfutters.........cooevviiiiiii i

Eidesstattliche Erklarung............coiiiiiiiiiiiiiiiii i eee i eeaes

35
35

45

45

45

53

55
66
69
72
86
86

101

101

101

102

103

104

105

106

107

108

II



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle
Tabelle

Tabelle

Tabelle

Tabelle

Tabelle

Tabelle
Tabelle
Tabelle

Tabelle 10:

Tabelle 11:

Tabelle 12:

Tabelle 13:

Tabelle 14:

8:
9:

Komponenten, die im Diétfutter supplementiert wurden...........................

Anzahl der untersuchten Proben, aus denen die globale DNA-Methylierung
bestimmt WULAE. .....oeeniiii e

Gegeniiberstellung der unterschiedlichen hypothalamischen Genexpression
(>1,1fach) zwischen weiblichen und méannlichen Mausen: von Mozhui et al
publizierte Ergebnisse (97) und Ergebnisse der vorliegenden Studie ...........

Gene, die bei den weiblichen Nachkommen, deren Miitter wiahrend der
Schwangerschaft methylreich erndhrt wurden, im Vergleich zu den
mannlichen Nachkommen der Kontrollgruppe signifikant und mindestens
3fach stirker exprimiert Wurden..........o.oooeieiiiniiiieit i

Gene, die bei den weiblichen Nachkommen, deren Miitter wihrend der
Schwangerschaft methylreich erndhrt wurden, im Vergleich zu den
ménnlichen Nachkommen der Kontrollgruppe signifikant und mindestens
3fach schwicher exprimiert Wurden..............cocovvivniiiiiiii i,

Gene, die Einfluss nehmen auf Transkription, Translation und Signal-
TANSAUKTION. . ..o e e

Gene, die dem Imprinting unterliegen..............oooviiiiiiiiiiiiieeeeanes
Gene, die an der Steuerung und dem Transport von Hormonen beteiligt sind..
Gene, deren Bedeutung noch nicht eindeutig geklart ist...........................

Studien, in denen der Einfluss einer ausschlieBlich prianatal verabreichten
folsdure- bzw. methylreichen Diét auf die globale DNA- Methylierung der
Nachkommen untersucht wurde..............ooooiiiiiiiiiiiiiiieieeeas

Studien, in denen der Einfluss einer prénatal und in der Stillzeit verabreichten
folsdure- bzw. methylreichen Diét auf die globale DNA- Methylierung
untersucht WUIde. ... ...t

Studien, in denen der Einfluss einer dauerhaft pra- und postnatal
verabreichten folsdure- bzw. methylreichen Diit auf die globale DNA-
Methylierung untersucht Wurde............oooiiiiiiiiiii e

Studien, in denen der Einfluss einer postnatal verabreichten folséure- bzw.
methylreichen Didt auf die globale DNA- Methylierung untersucht wurde......

Studien, in denen der Einfluss einer pré-/ postnatal verabreichten folsdure-
bzw. methylreichen/ -armen Didt auf DNA- Methylierung und Gen-
expression am Mausmodell untersucht wurde..................cooviiiiniin..

19

21

28

31

32

33
33
34
34

47

48

49

50

87

I



Tabellenverzeichnis

Tabelle 15:

Tabelle 16:

Tabelle 17:

Tabelle 18:

Studien, in denen der Einfluss einer pra-/ postnatal verabreichten folséure-
bzw. methylreichen/ -armen Didt auf DNA- Methylierung und
Genexpression am Rattenmodell untersucht wurde.............................

Studien, in denen der Einfluss einer pra-/ postnatal verabreichten folsdure-
bzw. methylreichen/ -armen Didt auf DNA- Methylierung und
Genexpression am Schweinmodell untersucht wurde............................

Studien, in denen der Einfluss einer pra-/ postnatal verabreichten folsdure-
bzw. methylreichen/ -armen Diét auf DNA- Methylierung und
Genexpression am Humanmodell untersucht wurde......................... ...

Studien, in denen der Einfluss des Folsdurelevels auf DNA-Methylierung
und Genexpression in vitro untersucht wurde....................ocooiiinnn

v



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:

Abbildung 3:
Abbildung 4:

Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:

Abbildung 9:

Abbildung 10:

Abbildung 11:

Abbildung 12:

Abbildung 13:

Abbildung 14:

Abbildung 15:

Abbildung 16:
Abbildung 17:

Strukturformel der Folate.........ooooiiiiiiiii e,

Synthese von S-Adenosylmethionin aus Methionin und ATP, katalysiert
durch Isoformen des Enzyms Methioninadenosyl-transferase (MAT).......

Der DNA-Zyklus und der Methylierungszyklus in der Zelle..................

Ubertragung der reaktiven Methylgruppe von S-Adenosylmethionin
(SAM) durch DNA-Methyltransferasen (DNMT) auf Cytosin................

Ubertragung von Methylgruppen auf die DNA.....................cooeevenn..
Steuerung der Genaktivitat durch Methylierung................................
Dynamik der globalen DNA- Methylierung wiahrend des Lebenszyklus....

Genetisch identische AYY/a Nachkommen von Méiusen, die fiinf
verschiedene Phinotypen reprasentieren. ..........ooovevviiiiiiinineiininennn.

Schematische Darstellung des Zusammenhangs zwischen der
Néhrstoffexposition wéihrend der Schwangerschaft und den Mechanismen,
die zu dem Auftreten von Krankheiten im spateren Leben fiihren............

Schematische Darstellung des in der vorliegenden Arbeit angewandten
Experimentalansatzes. .......c.coovuiiiiiiiiiiiiii e

Verinderlicher Grad der globalen DNA- Methylierung in verschiedenen
Organgeweben weiblicher Nachkommen von Mausen im Alter von 3
Monaten in Abhdngigkeit vom Zeitfenster der Fiitterung einer
methylreichen Didt...........oooiiiiiii e

Prozentualer Gehalt von 5-Methylcytosin, in verschiedenen Proben
gemessen durch den MethylFlash™ - Kit im Vergleich zur klassischen
HPLC-MS-Methode. .......oooiuiiiiiii e,

Heatmap der in der Diidtgruppe (9) gegeniiber der Kontrollgruppe (&)
signifikant unterschiedlich exprimierten Gene mit einer mindestens 2fach
stiarkeren bzw. schwicheren EXpression.............ocovvvviiiiiiiiiiiiininn..n.

Potentielle tédgliche Aufnahmemenge von synthetisch hergestellter
Folsdure durch den Konsum von angereicherten Lebensmittel sowie
Pharmaprodukten............coooiiiiiiiiii i

Schematischer Uberblick iiber die Lokalisation von Transportern und
Rezeptoren fiir Folate/ Folsdure im Organismus (intra- und
1 Q8 72111156 1 1)

Blutfluss im fetalen Kreislauf.......ooouueiiiieii e

Schematische Darstellung der in der vorliegenden Untersuchung
festgelegten Zeitfenster der Diétfiitterung von Muttertieren und ihren
Nachkommen in den InterventionSgruppen.........o.coeeveeierenrenennennnnn

10

13

14

20

22

24

30

37

40

41

44



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 18:

Abbildung 19:
Abbildung 20:
Abbildung 21:

Abbildung 22:

Abbildung 23:
Abbildung 24:
Abbildung 25:
Abbildung 26:

Hypothetisches Modell der intra- und extrauterinen Dynamik der globalen
DNA- Methylierung in Abhédngigkeit vom Zeitfenster der Fiitterung einer
methylreichen Didt. ..o

Modell des Folattransports iiber die Blut- Liquor- Schranke im Gehirn......
Genloki von Eif2s3x, Xist und Tsix auf dem X- Chromosom der Maus.....

Unterdriickung der Xist- Expression durch Anlagerung der Antisense-
RNA S TS0X .ttt e

Entstehung der intrazelluldiren Doméne (AICD) des Amyloid-Vorlaufer-
proteins (APP) im amyloidogenen Stoffwechselweg............................

Umwandlung von Noradrenalin in Adrenalin durch Transmethylierung.....
Hypothetisches Modell der Hochregulierung von T¢r.............c.cooceeenen.
Schematische Darstellung der Methylierungsanalyse...........................

Schnittfithrung zur Hypothalamuspraparation ...............cc.cooevvevinnen...

51

56
58

59

VI



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

ACTH Adrenocorticotropes Hormon

AICD Amyloid precursor protein intracellular domain
APP Amyloid-Precursor-Protein

BPA Bisphenol A

CpG Cytosin-Phosphat-Guanin

CRH Corticotropin-Releasinghormon

DGE Deutschen Gesellschaft fiir Erndhrung

DHF Dihydrofolat

DNA Desoxyribonucleic Acid

DNMT DNA- Methyltransferase

DMBA Dimethylbenzo[a]anthrazen

DOHaD Developmental Origin of Health and Disease
EPICOR Long-term follow-up of antithrombotic management patterns in acute

coronary syndrome patients

FBP Folate binding protein

Folr Folatrezeptor

IAP Intracisternal A Particle

HPLC High Perfomance Liquid Chromatography, Fliissigchromatographie
HPLC-MS Fliissigchromatographie mit Massenspektrometrie
MAT Methionin-Adenosyl-Transferase

MS Massenspektrometer

NRD Neuralrohrdefekt

PFCT Protonengekoppelter Folattransporter

RBP Retinol-binding- protein

RFC Reduced Folate Carrier

RNA Ribonucleic Acid

SAH S- Adenosylhomozystein

SAM S-Adenosylmethionin

THF Tetrahydrofolsdure

V. cava inferior Vena cava inferior

V. umbilicalis Vena umbilicalis

ZNS Zentralnervensystem

vil



1 FEinleitung

1 Einleitung

1.1 Hintergrund

Eine addquate miitterliche Nahrstoffzufuhr wiahrend der Schwangerschaft ist von Beginn an eine
wichtige Voraussetzung fiir die normale Entwicklung des Fetus. Wenn der Bedarf an bestimmten
Néhrstoffen tiberschritten oder nicht ausreichend gedeckt wird, besteht ein erhohtes Risiko fiir
Entwicklungsstérungen des ungeborenen Kindes, die sich in Form von Wachstumsrestriktionen
oder kongenitalen Anomalien zeigen konnen. Ein Beispiel fiir die teratogene Wirkung eines
Néhrstoffes ist die Hypervitaminose A, die wéhrend der Frithschwangerschaft zu fetalen
Missbildungen von Herz, Gaumen und Urogenitaltrakt fithren kann (1, 2). Auch patholologisch
erhohte Glukosewerte im miitterlichen Blut, die bei einem bereits bestehendem oder wihrend der
Schwangerschaft diagnostizierten Diabetes auftreten konnen, gehen zum Zeitpunkt der fetalen
Organogenese mit einem erhohten Risiko fiir konnatale Fehlbildungen an Herz, Wirbelsdule und
Riickenmark sowie im Gastrointestinaltrakt des Kindes einher (3). Dabei korreliert das Risiko

schwerer angeborener Fehlbildungen und Aborte mit dem Ausmal3 der Hyperglykdmien (4).

Eine bekannte, durch einen Néihrstoffmangel bedingte gravierende Fehlbildung beim
Neugeborenen stellt der Neuralrohrdefekt (NRD) dar. Seit Beginn der 1960er Jahre wurde ein
Zusammenhang zwischen einer in der Frithschwangerschaft nicht ausreichenden Versorgung mit
dem natiirlich in der Nahrung enthaltenen Vitamin Folat und dem Auftreten von NRD vermutet (5,
6, 7, 8, 9). Ursdchlich zugrunde liegt ein unvollstindiger Verschluss des fetalen Neuralrohrs
wihrend der embryonalen Entwicklungsphase, welche in der 2. Schwangerschaftswoche beginnt
und mit der 10. Woche nach der Befruchtung endet. Die entscheidende Zeitspanne fiir diese
gravierende Entwicklungsstorung liegt demzufolge innerhalb eines sehr kleinen Zeitfensters
wihrend der Frithschwangerschaft. Die Mechanismen, die zu der Entstehung der NRD
unterschiedlichen Ausmales fiihren, sind vielfiltig und bislang noch nicht vollstdndig geklart (10).
Anfang der 1990er Jahre konnte die Reduzierung des Auftretens von NRD durch eine
perikonzeptionelle Einnahme von Folsdure, der synthethisch hergestellten Form des Vitamins,
wissenschaftlich nachgewiesen werden (11, 12). Das Folsduremolekiil ist voll oxidiert und
chemisch sehr stabil. Es kann direkt ohne Umwandlungsprozesse iiber die Darmschleimhaut
resorbiert werden; die individuelle Bioverfiigbarkeit liegt zwischen 50 und 97 % und ist im Mittel
hoher als die der natiirlich vorkommenden Nahrungsfolate (13, 14, 15). Diese sind sehr labil
gegeniiber duBeren Einfliissen, sie liegen groBtenteils in reduzierter Form vor und miissen vor der

enteralen Resorption umgewandelt werden. Synthetische Folsdure wird daher fiir eine
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Supplementierung in Préparatform sowie fiir die Anreicherung von Lebensmitteln verwendet. In

Abbildung 1 sind die jeweiligen Strukturformeln des Folat- und Folséduremolekiils dargestellt.
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b) Folséure; Pteroylglutamat (PteGlu)

Abbildung 1: Struktuformel der Folate (16)

a) Natlirliche Form des Folatmolekiils. Es ist zusammengesetzt aus einem
Pteridinring, einer Para-Aminobenzoesdure und einem oder mehreren
Glutaminresten und liegt zum grofen Teil in reduzierter Form als
Pteroylpolyglutamat vor.

b) Synthetisch hergestelltes Folsduremolekiil. Es liegt als Pteroylmonoglutamat vor
und ist die chemisch stabilste, da voll oxidierte Form.

Um das Risiko fiir die Entstehung von NRD zu minimieren, wird Schwangeren sowie Frauen in
gebiarfiahigem Alter bzw. mit Planung einer Schwangerschaft daher von der Deutschen Gesellschaft
fiir Erndhrung (DGE) empfohlen, zusétzlich zu einer folatreichen Erndhrung perikonzeptionell 400
ng Folsdure tiglich als Prophylaxe zu supplementieren (17, 18). Um das Niveau der
Folsdureversorgung in der Bevolkerung gezielt anzuheben, wurde dariiber hinaus in einigen
Landern seit Ende der 1990er Jahre die obligatorische Anreicherung von Grundnahrungsmitteln
mit Folsdure eingefiihrt (19, 20, 21, 22). Neben Folaten bzw. Folsdure iibernimmt auch das Vitamin
Bi» eine wichtige Funktion hinsichtlich der Entwicklung des Ungeborenen. Bei Sduglingen wurden
infolge einer maternalen Unterversorgung wéhrend der Schwangerschaft hédmatologische und
neurologische Storungen beobachtet, die postnatal als megaloblastire Andmie, Homocysteindmie
und neurologische Entwicklungsverzogerung auffielen; letztere waren teilweise nicht vollstdndig

durch eine Bj- Gabe reversibel (23, 24, 25, 26, 27, 28). Auch das Risiko fiir die
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Entstehung eines Neuralrohrdefektes wird durch einen Mangel wihrend der Schwangerschaft
erhoht; es wird daher diskutiert, Grundnahrungsmittel neben Folséure mit Vitamin B, anzureichern
(29).

Dariiber hinaus scheint eine ausreichende Zufuhr der essentiellen Aminosdure Methionin eine
kritische Rolle hinsichtlich der fetalen Entwicklung zu tibernehmen; das Risiko fiir die Entstehung
von NRD wird bei einem perikonzeptionellen Mangel ebenfalls erhoht (30). Beim Abbau zu
Homocystein wird Methionin in einem Zwischenschritt in S-Adenosylmethionin (SAM)
umgewandelt (sieche Abbildung 2) (31). Die hochreaktive Methylgruppe (-CH3) des SAM kann
durch Methyltransferasen auf zahlreiche Substrate tibertragen werden; es spielt im Stoffwechsel
eine wichtige Rolle bei Transmethylierungen. Es wurde ein Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von Erkrankungen des Zentralnervensystems (ZNS), wie z.B. Depressionen und Morbus

Alzheimer, und der Versorgung mit SAM beobachtet (32, 33).

ATP
NHs
o o o N X
i I I </ N
HO—P—0—P—0—P—0 )
| | I N~
OH OH OH O
OH OH
NH;
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_ ) s </ | )
CH;S\/\‘/COO MAT\A s OOC\;/\/S o N N/

NH;' NH
H,0 P,+PP,
OH OH
L-Methionin S-Adenosylmethionin
Abbildung 2: Synthese von S-Adenosylmethionin aus Methionin und ATP, katalysiert durch

Isoformen des Enzyms Methioninadenosyltransferase (MAT) (31)

Substanzen, die Methylgruppen abgeben oder iibertragen, werden als Methyldonatoren bezeichnet.
Dazu zihlen neben dem oben erwdhnten Stoffwechselprodukt SAM die mit der
Nahrung zugefiihrten Nahrstoffe Folate, Methionin, Cholin und Betain. Dariiber hinaus sind die
Vitamine B, Bs und B, an der enzymatischen Ubertragung der Methylgruppen im
Stoffwechsel beteiligt (34, 35).
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Im Prinzip kénnen in der Zelle zwei verschiedene Systeme des Methylgruppentransfers
unterschieden werden, die in der Zelle parallel nebeneinander ablaufen und die iiber eine
gemeinsame Schnittstelle, das Vitamin Bi», miteinander verbunden sind: der DNA- Zyklus und der
Methylierungs- Zyklus (siche Abbildung 3, S.5) (36). Die mit der Nahrung aufgenommenen,
iberwiegend nichtmethylierten Folate werden zundchst in der Leber in 5-Methyl-
Tetrahydrofolsdure (5-Methyl-THF) umgewandelt. Nach Aufnahme des 5-Methyl-THF in die Zelle
wird in einem ersten Schritt die Methylgruppe an das als Coenzym dienende Vitamin Bi»
abgegeben. Es entsteht Tetrahydrofolsdure (THF), welche als Ausgangsprodukt fiir den DNA-
Zyklus zur Verfligung steht. Dieses wird zunéchst in 5,10- Methylen- Tetrahydrofolsdure (5,10-
Methylen-THF) umgewandelt; die hierfiir benétigten Methylgruppen werden an dieser Stelle durch
die Umwandlung von Serin in Glycin in Anwesenheit des Enzyms Serin-
Hydroxymethyltransferase aus dem Amiosdurestoffwechsel geliefert. Im ndchsten Schritt kann
dann zum einen die Pyrimidinsynthese erfolgen, bei der Dihydrofolat (DHF) entsteht, welches
durch die DHF- Reduktase wieder zu THF umgewandelt wird. Zum anderen kann 5,10-Methylen-
THF auch fiir die Purinsynthese verwendet werden, dafiir wird es zuvor in einer Zwischenreaktion
zu 10-Formyl-THF umgewandelt. SchlieBlich wird auch bei diesem Stoffwechselschritt erneut
THF gebildet. Pyrimidine und Purine werden fiir die DNA-Synthese verwendet. Als dritte
Moglichkeit kann 5,10-Methylen-THF dariiber hinaus in einer irreversiblen Reaktion zu 5-Methyl-
THF umgewandelt werden. Synthetisch hergestellte Folséure gelangt als Vorstufe des THF ohne
den Umweg iiber 5-Methyl-THF in den zelluldren DNA-Zyklus; sie wird durch die Dihydrofolat-

Reduktase in einem ersten Zwischenschritt zu Dihydrofolat und dann zu THF umgewandelt.

Die von dem Vitamin Bj, i{ibernommene Methylgruppe des 5-Methyl-THF wird in den
Methylierungszyklus eingeschleust und mithilfe des Enzyms Methionin- Synthase auf die
Aminoséure Homocystein {libertragen. Es entsteht die Aminosidure Methionin, welche beim Abbau
durch die Ubertragung des aktivierten Adenosylrest eines ATP-Molekiils in S- Adenosylmethionin
(SAM) umgewandelt wird. SAM steht als Methyldonor fiir zahlreiche Reaktionen, wie z.B. die
Methylierung von Proteinen, Phospholipiden, DNA und RNA zur Verfiigung (33, 37, 38). Bei der
DNA- Methylierung wird die Methylgruppe des SAM durch Methyltransferasen auf die DNA
ibertragen, dabei entsteht S- Adenosylhomozystein (SAH). Dieses wird in Homozystein
umgewandelt, und der Zyklus kann erneut beginnen. Fiir den reibungslosen Ablauf des
Methylierungs- Zyklus sind Folate bzw. Folsdure in Form von 5-Methyl-THF und B, notwendig.
Ein Mangel fiihrt zu einem Defizit an SAM und einem Anstieg des Homozysteins. Eine inaddquate
Versorgung kann kompensatorisch durch die Bildung von Methionin mithilfe von Cholin bzw.

Betain ausgeglichen werden (35).



1 Einleitung

Abbildung 3 zeigt einen einfachen schematischen Uberblick iiber die Abliufe der beiden Zyklen in
der Zelle, die jeweiligen wichtigsten Zielfunktionen im Stoffwechsel und den Transfer der

Methylgruppen.

: L

glutamate

DNA-CH
2

Abbildung 3: Der DNA-Zyklus und der Methylierungszyklus in der Zelle. In Anlehnung an: “The
role of the co-factors in the DNA cycle and the methylation cycle” (36)

Die DNA- Methylierung zdhlt zu den epigenetischen Mechanismen, die die Aktivitdt von Genen
regulieren. Der Begriff Epigenetik wird fiir die Beschreibung von Vorgingen verwendet, die
vererbbare Verdnderungen der Aktivitidt von Genen bei gleichzeitig unverénderter DNA- Sequenz
hervorrufen (39). Geprdgt wurde er bereits Mitte des 20. Jahrhunderts durch den
Evolutionsforscher Waddington, dieser beschrieb damit eine stetige Wechselbeziehung zwischen
Genen und Umwelt, durch die der Phénotyp eines Individuums beeinflusst werden kann (40).
Derzeit wird das menschliche Epigenom intensiv erforscht, dhnlich wie beim Humangenomprojekt
(41). Die Kombination aller epigenetischen Verdnderungen in einer Zelle bezeichnet man
als ihren epigenetischen Code; durch ihn sind die Zellen in der Lage, trotz gleicher genetischer

Ausstattung jeweils unterschiedliche Funktionen zu iibernehmen, z.B. als Herz-, Leber- oder
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Nervenzelle (42). Neben der DNA- Methylierung zdhlen auch die Modifikationen von Chromatin
z.B. durch Histonmethylierung, -acetylierung oder phosphorylierung sowie die Wechselwirkungen
von micro-RNAs mit der DNA zu den epigenetischen Mechanismen mit Einfluss auf die

Genaktivitit (42, 43, 44).

Beim Vorgang der DNA- Methylierung wird die Methylgruppe des SAM durch DNA-
Methyltransferasen (DNMT) enzymatisch auf die DNA- Base Cytosin iibertragen. Dies geschieht
mittels kovalenter Bindung an der 5. Position des Pyrimidinringes, dabei entstehen 5-Methyl-

Cytosin und SAH (45, 46) (siche Abbildung 4).

NH, NH,
CH,

o ———

SAM SAH
. SAH_CH .
Cytosin ( ) 5-Methyl-Cytosin
Abbildung 4: Ubertragung der reaktiven Methylgruppe von S-Adenosylmethionin (SAM) durch

DNA-Methyltransferasen (DNMT) auf Cytosin (46 modifiziert). Es entstehen 5-
Methyl-Cytosin und S-Adenosylhomozystein (SAH)

Die Methylierung des Cytosins findet bei Wirbeltieren hauptsdchlich innerhalb von Cytosin-
Phosphat-Guanin-Dinukleotiden (CpG-Dinukleotiden) auf beiden komplementiren DNA-
Strangen statt und fiihrt zu einer verdnderten dreidimensionalen Struktur der DNA (47, 48, 49, 50,
51) (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Ubertragung von Methylgruppen auf die DNA

a) DNA-Methylierung innerhalb von Cytosin- Phosphat- Guanin- Dinukleotiden
(CpG-Dinukleotiden)

b) Verdnderung der dreidimensionalen Struktur der DNA durch Anlagerung von
Methylgruppen an Cytosinbasen (50 Ausschnitt)

CpG- Dinukleotide (CpG-Ort, englisch: CpG- site) kommen im gesamten Genom nur in sehr
geringer Menge vor (<1%); in bestimmten Abschnitten der DNA konzentrieren sie sich jedoch in
statistisch erhohter Dichte. Solche Regionen werden als CpG- Inseln bezeichnet; sie kommen
gehduft in der Promotorregion eines Gens vor, welche in der Regel vor dem Gen lokalisiert ist (52,
53). Der Promotor tritt in Wechselwirkung mit bestimmten DNA- bindenden Proteinen, die den
Start der Transkription des Gens durch das Enzym RNA- Polymerase vermitteln und als
Transkriptionsfaktoren bezeichnet werden. Wiahrend die CpG- Inseln im Gesamtgenom
iiberwiegend methyliert vorliegen, trifft dies fiir diejenigen im Promotorbereich von Genen meist
nicht zu (54, 55). In unmethyliertem Zustand ermdglichen sie als potentielle Bindungsstellen fiir
Methylgruppen die Regulation der Genexpression durch die Beeinflussung der
Transkriptionsvorgénge. Ihre Methylierung durch Anlagerung einer Methylgruppe und die dadurch
bedingte Strukturverdnderung der DNA in diesem Genabschnitt hat zur Folge, dass
dieTranskriptionsfaktoren nicht binden kdénnen und das Gen infolgedessen nicht abgelesen werden
kann: es wird stillgelegt. In der Regel wird daher die Genexpression durch Methylierung
unterdriickt (Abbildung 6). Im umgekehrten Fall bewirkt eine Demethylierung in der
Promotorregion, dass ein stillgelegtes Gen reaktiviert wird und die kodierte Information abgelesen

und {ibertragen werden kann. Die Markierung der DNA durch Methylgruppen dient demnach als
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Schalter, der Gene aktivieren oder stilllegen kann; sie besitzt damit eine weit reichende Bedeutung

fiir die Genregulation bei Séugetieren und Menschen.

: Q nicht methyliert
Genexpression @ methyliert
>
i | Gen
CpG island
Genexpression unterdriickt
\/ |-
n =
| | Gen
CpG island
Abbildung 6: Steuerung der Genaktivitat durch Methylierung (56 modifiziert)

Gleich zu Beginn ihres Lebens gibt es bei Sdugetieren zwei entscheidende Entwicklungsabschnitte,
in denen das Epigenom durch Loschung und Neuetablierung der bis dahin bestehenden
Methylierungsmuster einer tiefgreifenden Reprogrammierung unterzogen wird (siche Abbildung 7,
S.10) (57, 58, 59). Betroffen sind zum einen die befruchtete Eizelle noch vor ihrer Implantation in
die Gebdrmutter, zum anderen kurze Zeit spiter die embryonalen Urkeimzellen (synonym:
primordiale Keimzellen), welche Vorldufer der Ei- bzw. Samenzellen sind. Die erste
Demethylierung erfolgt, sobald Ei- und Samenzelle bei der Befruchtung verschmolzen sind und die
Zygote entstanden ist. Die erste nahezu vollstindige Loschung der Programmierung ermoglicht die
neue Ausbildung genspezifischer Methylierungsmuster, welche schlieSlich zu gewebespezifischen
Transkriptionsvorgéngen fiithren. Sie ist notwendig fiir die Entwicklung des totipotenten Potentials
der embryonalen Stammzellen, da die beiden fusionierten Keimzellen jeweils sehr unterschiedliche
Epigenome aufweisen. Die embryonalen Stammzellen sind Vorldufer fiir alle Kdorperzellen
einschlieBlich der Keimzellen; im Verlauf ihrer Spezialisierung verlieren sie schrittweise ihre
Totipotenz. Nur bei einigen wenigen Genen, die dem Imprinting unterliegen, bleibt die
Methylierung erhalten. Beim Imprinting, auch als genomische Prigung bezeichnet, handelt es sich

um einen Spezialfall der Genstilllegung, bei dem gezielt entweder das maternale oder das paternale
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Allel durch Methylierung abgeschaltet wird. Die Genexpression hingt demnach davon ab, von
welchem Elternteil das Allel stammt. Dieser epigenetische Vorgang der alternativen Stillegung
entweder des paternalen oder des maternalen Allels beeinflusst damit den Phénotyp der
Nachkommen, ohne den genetischen Code der Nukleotidbasensequenz zu verdndern. Die
Genstilllegung durch Imprinting zéhlt zu den wichtigsten Prozessen, die durch Methylierung
gesteuert werden. Ein bekanntes Beispiel ist die Inaktivierung eines der beiden X- Chromosome bei
weiblichen Sdugetieren zu einem sehr frilhen Zeitpunkt ihrer embryonalen Entwicklung mit dem

Ziel der Dosiskompensation von Genprodukten (60).

Aus der Zygote entwickelt sich schlie8lich die Blastozyste, und noch vor ihrer Einnistung in den
Uterus erfolgt die de-novo-Methylierung des Genoms. Ein zweites Mal wird das
Methylierungsmuster in der frihen Embryonalphase in den Urkeimzellen wéhrend ihrer
Wanderung in die Gonadenanlagen innerhalb kurzer Zeit geldscht; diesmal sind auch Gene
betroffen, die dem Imprinting unterliegen. Ein komplett neuer Methylierungsstatus der
embryonalen Keimzellen ermdglicht beim weiblichen Embryo eine Aktivierung des stillgelegten
X- Chromosom, so dass in den heranreifenden Eizellen beide X- Chromosomen potentiell genutzt
werden konnen. Auch fehlerhafte Epimutationen, die andernfalls immer an die Folgegenerationen
weitergegeben wiirden, konnen auf diese Weise geloscht werden. Wiahrend der weiteren

Gonadenentwicklung werden dann geschlechtsspezifische Methylierungsmuster neu etabliert.

Studien legen nahe, dass eine fehlerhafte Ausbildung der Methylierungsmuster in einem sehr
frihen Stadium der intrauterinen Entwicklung auch zur Entstehung von Fehlbildungen des
Neuralrohrs fithren kann (61, 62). Die wihrend der Embryogenese etablierten Methylierungs-
muster bleiben im Wesentlichen in den Zellen erhalten und werden iiber mitotische und meiotische
Zellteilung an alle neu entstechenden Tochterzellen weitergegeben. Die zwei Phasen der

Reprogrammierung sind in Abbildung 7 dargestelit.
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Abbildung 7: Dynamik der globalen DNA- Methylierung wéhrend des Lebenszyklus
(57 modifiziert)

Lange wurde angenommen, dass die der Methylierung zugrundeliegenden Mechanismen nicht oder
nur in geringem Umfang auch durch externe Faktoren verdnderbar sind. Mittlerweile zeigen
Studien, dass es sich bei der DNA- Methylierung um eine tempordre Modifikation im Erbgut
handelt, die im Sinne eines Anpassungsprozesses durch Umweltfaktoren wie z.B. Lebensstil,
soziale Erfahrungen, physikalische Faktoren und chemische Substanzen sowie durch bestimmte
Néhrstoffe beeinflusst werden kann (63, 64, 65). Forschungsergebnisse an eineiigen Zwillingen
liefern Hinweise, dass bei gleicher Genausstattung das Erkrankungsrisiko fiir z.B. Brustkrebs,
Insulinresistenz oder Diabetes im Laufe des Lebens durch unterschiedliche epigenetische Vorginge
beeinflusst wird (66, 67, 68). Man geht inzwischen davon aus, dass neu entstehende Hypo- oder
auch Hypermethylierungen eine Rolle bei der Karzinogenese und der Entwicklung chronischer

Erkrankungen spielen (69, 70, 71).
Ein Beispiel fiir die Steuerung epigenetischer Mechanismen durch Erndhrungsfaktoren konnten

Forscher durch Untersuchungen an Honigbienen nachweisen (65, 72). Sie beobachteten, dass alle

jungen Bienen nach dem Schliipfen zunichst mit dem Futtersaft Gelée Royal versorgt wurden.
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Danach wurden die spiteren Arbeiterinnen ausschlieBlich mit einem Honig- Pollen- Brei gefiittert,
durch dessen Inhaltstoffe bestimmte Gene stark methyliert und dadurch deaktiviert wurden. Nur die
zukiinftigen Koniginnen erhielten weiterhin zusétzlich das Gelée Royal. Dies enthilt eine
Fettsdure, welche die Inaktivierung der Gene verhindert. Auf diese Weise konnen nur die
auserwihlten jungen Bienen die gewiinschten Eigenschaften einer Konigin entfalten, obwohl alle
Bienen identische Genomsequenzen besitzen. Studienergebnisse zeigten, dass im Gehirn der

Koniginnen mehr als 500 Gene durch Methylierung anders markiert sind als bei den Arbeiterinnen.

Es ist mittlerweile bekannt, dass die DNA- Methylierung und die Genexpression auch durch eine
methylarme bzw. -reiche Erndhrung beeinflusst werden konnen. In einer Untersuchung an
gesunden Frauen fiihrte eine Didt mit einem hohen Folsduregehalt zu einer Abnahme der globalen
Methylierung der leukozytdaren DNA (73). Ergebnisse der EPICOR- Studie, in deren Rahmen die
Risikofaktoren fiir Herz-Kreislauferkrankungen untersucht wurden, zeigten einen inversen
Zusammenhang zwischen der Vitamin B- Versorgung und dem Methylierungslevel verschiedener
Kandidatengene (74). In weiteren Studien wurde demgegeniiber auch nach einer Phase
folsdurearmer Erndhrung eine genomweite Hypomethylierung sowohl der Leuko- als auch der

Lymphozyten bei postmenopausalen Frauen festgestellt (75, 76).

Auch in Zellversuchen an humanen Kolonzellen konnte nachgewiesen werden, dass niedrige
Folatlevel im Medium zu einer zunehmenden Hypomethylierung der globalen DNA fiihren, dieser
Vorgang war durch eine gesteigerte Folatzufuhr reversibel (77). In Untersuchungen an Ratten ging
eine cholin- bzw. methylarme Didt mit einer globalen Demethylierung der DNA in der Leber
einher (78, 79). Eine weitere Studie an Knockout- Méusen zeigte einen Zusammenhang zwischen
dem Versorgungsstatus mit Vitamin B, und globaler DNA- Methylierung im Gehirn (80). Dariiber
hinaus konnte im Mausmodell ein Zusammenhang zwischen einer erhdhten Zufuhr von Methionin

und einer verdnderten genspezifischen Methylierung im Gehirn nachgewiesen werden (81).

Es gibt Hinweise, dass Methyldonatoren in der Nahrung, die dem miitterlichen Organismus
wihrend der Schwangerschaft zugefiihrt wird, die globale bzw. genspezifische Methylierung sowie
die Genexpression bei den Nachkommen langfristig verdndern koénnen. In Untersuchungen an
Schafen fiihrte eine maternale methylarme Didt wihrend der Schwangerschaft bei den
Nachkommen in der Leber zu einer verdnderten Methylierung von CpG- Islands und ging
langfristig mit einer verdnderten Immunantwort sowie erhéhtem Korperfett, Insulinresistenz und

Hypertonie einher (82).

11
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Am Modell der Agouti-Maus konnte gezeigt werden, dass eine methylreiche Eméhrung der
Muttertiere bei den sich entwickelnden Embryos gezielt die Genexpression durch eine
Verdnderung der Methylierung und dadurch den Phénotyp der Nachkommen langfristig
beeinflussen kann (83, 84). Das Agouti- Gen kodiert fiir ein parakrines Signalmolekiil und wird
reguliert durch die Promotor- Aktivitdt eines bestimmten Gen-Abschnittes, der Intracisternal A
Particle (IAP)- Sequenz. Miuse mit einer bestimmten Genvariante (viable yellow agouti; AY) sind
hdufig krankhaft iibergewichtig, leiden an Diabetes mellitus und Krebs und besitzen eine gelbe
Fellfarbe. Zugrunde liegt die Insertion eines IAP- Retrotransposons vor dem Agouti-Gen, seine
Transkription ruft an dieser Stelle eine ektope Expression des Agouti- Proteins hervor, dessen
parakrine Signalfunktion dann in den verschiedenen Geweben zu den phénotypischen
Veranderungen flihrt (85). Eine auf den Zeitraum der Schwangerschaft beschrankte methylreiche
Didt fiihrte in der F1- Generation wihrend der frithen Embryogenese zu einer verstdrkten
Methylierung von CpG-Islands der IAP- Sequenz und dadurch zu deren Stilllegung; diese blieb
langfristig bestehen mit der Folge, dass die Nachkommen eine im Vergleich dunklere Fellfarbe
hatten und gesund waren (siche Abbildung 8). Die Aktivitdt des Retrotransposons wurde von den
Muttertieren epigenetisch unterschiedlich vererbt, so dass es ein ganzes Spektrum von
verschiedenen Ausprigungsgraden des Phéanotypes gab. Dabei korrelierte die Methylierung der
IAP-Sequenz invers mit der ektopen Expression des Agouti-Gens. Es konnte gezeigt werden, dass
es sich hier um eine unvollstindige Loschung der epigenetischen Markierungen wéhrend der
Reprogrammierung in den Keimzellen handelt, die auf diese Weise von der Mutter an die
Nachkommen weitergegeben wird. Die verdnderte Methylierung blieb auch bestehen, nachdem der
Nachwuchs postnatal eine normale Nahrung erhielt und wurde mit sukzessiv abnehmendem

Auspriagungsgrad an die Folgegenerationen weitergegeben.
Eine methylreiche Erndhrung der Mutter wihrend der Schwangerschaft kann demnach offenbar die

embryonalen Reprogrammierungsvorgiange und damit die Etablierung neuer Methylierungsmuster

auch in der Keimbahn des Ungeborenen verandern.
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Hypermethylierung
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Abbildung 8: Genetisch identische AY/a Nachkommen von Maiusen, die fiinf verschiedene
Phénotypen représentieren [Photo: mit freundlicher Genehmigung von Dolinoy et al
2006 (86)]

Gelbes Fell: Hypomethylierung an der IAP- Sequenz vor dem Agouti- Gen, wodurch
eine maximale ektope Genexpression ermoglicht wird

Geflecktes/ braunes Fell: Hypermethylierung an der IAP- Sequenz legt die ektope
Agouti- Expression in unterschiedlichem Ausma@ still; die Fellfarbe gibt das Niveau
der DNA- Methylierung wieder. Mduse mit verstirkt gelber Fellfarbe sind dariiber
hinaus iibergewichtiger

Eine Verdnderung der fetalen Genregulation durch nutritive Faktoren zu einem sehr frithen
Zeitpunkt, die auch an spitere Folgegenerationen weitergegeben werden kann, verleiht der
Bedeutung der Erndhrung in der Schwangerschaft eine neue Dimension, die moglicherweise weit
in die gesundheitliche Zukunft der Nachkommen reicht. Verschiedene Studien an Populationen, die
aufgrund von Kriegen Hungersnéten ausgesetzt waren, bestétigen einen Zusammenhang zwischen
einer extremen Mangelerndhrung wahrend verschiedener Zeitfenster in der Schwangerschaft und
langfristig veranderter DNA- Methylierung sowie dem vermehrten Auftreten von Erkrankungen bei
den Nachkommen, die bis in die Enkelgenerationen reichen (87, 88, 89, 90, 91). Man spricht in
diesem Zusammenhang von der ,.thrifty phenotype Hypothese“, die besagt, dass ein reduziertes
fetales Wachstum aufgrund einer Mangelversorgung im spéteren Leben mit dem Auftreten
chronischer Erkrankungen wie z.B. Koronare Herzkrankheit, Hypertonie und Diabetes assoziiert ist

(92).
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Die langfristigen Auswirkungen intrauteriner Einfliisse auf die Gesundheit der Nachkommen, zu
denen auch die Eméhrung zdhlt, werden unter dem Begriff ,,DOHaD* (Developmental Origin of
Health and Disease) zusammengefasst (93). Sie sind Gegenstand zahlreicher Untersuchungen und
haben im Jahr 2004 zu der Neugriindung der gleichnamigen internationalen Fachgesellschaft
gefiihrt (94). Man geht mittlerweile davon aus, dass bestimmte Erkrankungen, die im Laufe des
Lebens auftreten, ihren Ursprung in der Phase des intrauterinen Wachstums haben. Epigenetische
Modifikationen wie die DNA- Methylierung, ausgelost z.B. durch eine inadédquate Versorgung des
Fetus durch einen Nahrstoffmangel oder -liberschuss, stellen einen der Mechanismen dar, die zu
einer fehlerhaften fetalen Programmierung fithren und spiter mit einem erhdhten Risiko fiir z.B.
das Metabolische Syndrom einhergehen (95). In Abbildung 9 ist der Zusammenhang zwischen
intrauteriner Fehlprogrammierung, epigenetischen Modifikationen und Erkrankungsrisiko

schematisch dargestellt.

Nahrstoff- Nahrstoff-
defizit liberschuss

/

Fetale Plastizitat/
Fetale Programmierung

Intrauterines Wachstum
und Entwicklung

intrauterine

Phase
Thrifty Phenotype
Epigenetische Modifikationen
Veranderte Stressachsenaktivitat
Veranderte Appetitregulation
Coxposition. > I — e Oxddatver Geburt

Extrauterine

Zeit/ Alterung t Aﬁ
= .3 <

Phase
Erkrankungsrisiko
(Metabolisches Syndrom, Typ 2 Diabetes, Herzkreislauferkrankungen,..)
v
Abbildung 9: Schematische Darstellung des Zusammenhangs zwischen der Néhrstoffexposition

wiéhrend der Schwangerschaft und den Mechanismen, die zu dem Auftreten von
Krankheiten im spateren Leben fiihren (95 modifiziert)
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1 FEinleitung

In den letzten Jahren wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen der Einfluss einer folsdure- bzw.
methylreichen oder -armen Emnédhrung der Mutter wihrend der Schwangerschaft auf die DNA-
Methylierung und die Genexpression bei den Nachkommen untersucht. Ein Uberblick iiber
Studien, die im Zeitraum von 1989 bis 2015 verdffentlicht wurden, ist tabellarisch im Anhang
aufgefiihrt. Die Studien unterscheiden sich im Design teilweise erheblich voneinander, so dass ein
Vergleich der Ergebnisse nur sehr bedingt mdglich ist. Die Zeitfenster der Diétfiitterung variieren,
und oft wurden neben einem verdnderten Folsdure- bzw. Methylgehalt der Nahrung weitere
Nihrstoffvariablen eingefiihrt (z.B. Mangel an Protein und/ oder Bi,, Uberschuss an Fett, Zugabe
von Omega-3- Fettsduren) oder zusétzlich tumorauslosende Noxen verabreicht. Die Bestimmung
der DNA- Methylierung bzw. die Expressionsanalysen wurden teilweise auf globaler, sehr oft aber
auch gezielt auf genspezifischer Ebene durchgefiihrt. Nicht immer wurde untersucht, ob eine
methylreiche Erndhrung wihrend der Schwangerschaft langfristige Auswirkungen auf die DNA-
Methylierung der Nachkommen hat, sondern es wurde der Methylierungsstatus beim Feten am
Ende der Schwangerschaft analysiert. Dariiber hinaus fokussieren sich die Untersuchungen

iiberwiegend auf einzelne Organe oder Zelllinien bzw. es wurde Tumorgewebe untersucht.

Das Nervengewebe des Gehirns und insbesondere der Hypothalamus als iibergeordnetes
Regelzentrum sind in dieser Hinsicht besonders interessant; Verdnderungen der DNA-
Methylierung und Genexpression durch Erndhrungsfaktoren wihrend der Schwangerschaft sind in
diesen Geweben bisher jedoch nur wenig untersucht worden. Ob von einer methylreichen
Erndhrung wihrend der Schwangerschaft die globale DNA- Methylierung verschiedener Organe im
direkten Vergleich und unter Anwendung derselben Methode bei den Nachkommen unterschiedlich
beeinflusst wird, wurde bisher noch nicht untersucht. In den Untersuchungen, in denen eine
Genexpressionsanalyse durchgefiihrt wurde, wurde das gleiche Gewebe wie fiir die
Methylierungsanalyse  ausgewéhlt; in diesem Zusammenhang wurden iiberwiegend

Expressionsanalysen auf der Basis vorab festgelegter Kandidatengene durchgefiihrt.
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1 FEinleitung

1.2 Zusammenfassung und Fragestellung

Es ist bekannt, dass die ausreichende intrauterine Versorgung mit Nahrstoffen Voraussetzung fiir
eine physiologische Entwicklung des Ungeborenen ist. Seit der Entdeckung des Zusammenhangs
zwischen einem gestorten Folat-/ Folsdurestoffwechsel bzw. -mangel und dem Auftreten von
Neuralrohrdefekten wird Schwangeren derzeit neben einer folatreichen Erndhrung die
perikonzeptionelle Supplementierung von synthetischer Folsdure empfohlen. In den letzten Jahren
rickte die Bedeutung der Folate bzw. der Folsdure in ihrer FEigenschaft als
Methylgruppeniibertrager sowie der ebenfalls an Methylierungsreaktionen beteiligten Nahrstoffe
B2, Bs, sowie Methionin und Cholin hinsichtlich der Steuerung epigenetischer Vorgédnge in den
Vordergrund. Man geht inzwischen davon aus, dass eine methylreiche bzw. -arme Didt die DNA-
Methylierung und in der Folge die Expression von Genen beeinflussen kann. Bei der DNA-
Methylierung wird eine Methylgruppe durch DNA- Methyltransferasen von S-Adenosylmethionin
auf die DNA- Base Cytosin iibertragen. Dieser Vorgang findet innerhalb von CpG- Dinukleotiden
statt, die in bestimmten Abschnitten der DNA, den CpG-Inseln, in sehr hoher Konzentration
vorkommen. Diese CpG-Inseln befinden sich {iberwiegend in der Promotorregion eines Gens und
sind in der Regel unmethyliert; dadurch bieten sie sich als potentielle Bindungsstellen fiir
Methylgruppen an. Ihre Methylierung durch Anlagerung einer Methylgruppe und die dadurch
bedingte Strukturverdnderung der DNA in diesem Genabschnitt haben zur Folge, dass
Transkriptionsfaktoren hier nicht binden koénnen; das Gen kann infolgedessen nicht abgelesen
werden und wird stillgelegt. In der Regel wird daher durch Methylierung die Genexpression
unterdriickt. Im umgekehrten Fall bewirkt eine Demethylierung in der Promotorregion, dass ein
stillgelegtes Gen reaktiviert wird und die Information abgelesen und iibertragen werden kann. Die
Markierung der DNA mittels Methylierung dient demnach als Schalter, der Gene aktiviert oder
stilllegt und besitzt damit eine weit reichende Bedeutung fiir die Entwicklung von Sdugetieren und
Menschen. Die Zusammensetzung der Erndhrung ist ein Umweltfaktor, der auf das Epigenom
einwirkt, welches offenbar lebenslang innerhalb bestimmter Grenzen -einer plastischen
Verformbarkeit durch &uflere Einfliisse unterliegt. Es gibt Hinweise, dass sich eine methylreiche
Erndhrung wahrend der Schwangerschaft auf die DNA- Methylierung und Genexpression des
ungeborenen Kindes auswirken kann und dass auch Methylierungsprozesse in den fetalen
Keimzellen beeinflusst werden konnen. Intrauterin passt sich der Organismus an seine
Umgebungsbedingungen an, was zu diesem frithen Zeitpunkt mdglicherweise zu einer dauerhaften
Programmierung von Regelkreisen fithren kann im Sinne einer metabolischen Priagung. Dieser
Vorgang wird als Fetale (Fehl-) Programmierung beschrieben und kann sich auf die zukiinftige
Gesundheit der Nachkommen auswirken. In bisherigen Untersuchungen wurde der Einflu von

pranatal bzw. postnatal methylreichen oder -armen Didten lediglich in ihrer Auswirkung auf
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1 FEinleitung

einzelne Organe bzw. spezielle Promotor-, Methylierungs- bzw. Genexpressionsmuster untersucht.
Der Einfluss solcher Didten auf die globale Methylierung bzw. das Genexpressionsmuster ist bisher

nicht vergleichbar mit einem Assay untersucht worden.

Im Fokus der vorliegenden Arbeit stehen die Untersuchungen moglicher Verianderungen der
globalen DNA- Methylierung sowie des Genexpressionsmusters nach intrauterin methylreicher
Diét. Es soll vergleichend mit einem Assay im Tiermodell (Maus) untersucht werden, in welchen
Geweben die globale DNA-Methylierung besonders stark sowohl durch eine pra- als auch postnatal
methylreiche Diét beeinflusst wird. Des Weiteren soll in besonders stark betroffenen Geweben
untersucht werden, ob der Einfluss auf die Methylierung auch mit einem verdnderten

Genexpressionsmuster einhergeht.

Daher sollen in der vorliegenden Arbeit in zwei aufeinanderfolgenden Arbeitsschritten folgende

Fragestellungen am Mausmodell untersucht werden:

1. Arbeitsschritt: Untersuchung der globalen DNA- Methylierung in verschiedenen

Organgeweben mit/ ohne Exposition einer methylreichen Diét

1. Ist der Level der globalen DNA- Methylierung ausgewihlter Organe der adulten Maus im
Normalfall unterschiedlich hoch?

2. Verindert eine methylreiche Didt wéhrend der Schwangerschaft den Level der globalen
DNA- Methylierung ausgewahlter Organe bei den adulten Nachkommen dauerhaft und
gewebespezifisch?

3. Verindert eine methylreiche Diét, die sowohl die Muttertiere wahrend der Schwangerschaft
und Stillzeit als auch dariiber hinaus ihre Nachkommen nach der Entw6hnungsphase
erhalten, den Level der globalen DNA- Methylierung in ausgewédhlten Organen der adulten

Nachkommen?

2. Arbeitsschritt: Untersuchung der globalen Genexpression in dem Gewebe mit

der stiirksten Verinderung nach prinatal methylreicher Diiit

4, Hat sich infolge der prianatal methylreichen Diét bei den adulten Nachkommen in dem am
starksten betroffenen Organgewebe auch das Genexpressionsmuster verandert und wenn ja,

welche Gene sind am stirksten in ihrer Expression verandert?
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2 Untersuchung der globalen DNA- Methylierung

2.1 Material und Methoden

2.1.1 Tiermaterial und -haltung

Fir die Studie wurde der Mausstamm C56BL/6 Wildtyp (Ursprung: The Jackson Laboratory,
Main, USA) ausgewdhlt. Es wurden Méause verwendet, die aus einer institutseigenen Nachzucht der
Universitétsklinik Magdeburg/ Kinderklinik von Versuchstieren stammten. Die Tiere wurden unter
Standardbedingungen in einem inversen Lichtrhythmus und bei einer Raumtemperatur von 22-
24°C gehalten; die selbststindige Aufnahme von Trinkwasser und Nahrung war jederzeit
gewihrleistet. Alle Experimentaldidten wurden in Pelletform von der Firma ssniff® Spezialdidten
GmbH geliefert. Die verwendeten Tiere wurden im Einklang mit der Richtlinie 2010/63/EU des
Europédischen Parlamentes und des Rates zum Schutz der fiir wissenschaftliche Zwecke
verwendeten Tiere durchgefiihrt (96). Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der
Universitétsklinik Magdeburg und von der fiir Tierversuche zustéindigen Landesbehdrde in Halle

(Saale) genehmigt.

2.1.2 Studiendesign und Experimentaldi:it

Weibliche Méuse wurden im Alter von 6 Monaten mit gleichaltrigen Ménnchen angepaart
(Generation P). Ab dem Zeitpunkt der Verpaarung erhielten die Parchen in der Kontrollgruppe
weiterhin die liblicherweise verwendete Nahrung (,,Standarddidt). In zwei weiteren Gruppen
erhielten die Pédrchen eine methylreiche Didt, in welcher die Néahrstoffe Folsdure, Bi,, Be,
Methionin und Cholin in 4fach hoherer Konzentration enthalten waren (Tabelle 1). Die
vollstindige Auflistung aller Inhaltstoffe der Standardnahrung ist im Anhang aufgefiihrt.
Vaginalplaque-positive Weibchen wurden dann von den Minnchen getrennt gehalten. Ab dem
Zeitpunkt der Geburt erhielten die Muttertiere in der Kontrollgruppe und in einer der beiden
Interventionsgruppen lber den Zeitraum der Stillphase hinweg die Standarddidt; die Muttertiere der
anderen Interventionsgruppe erhielten weiterhin die methylreiche Diét. 3 Wochen postnatal wurden
die Nachkommen (Generation F1) von den Muttertieren abgesetzt und nach Geschlecht getrennt
gehalten. Sie erhielten dann iiber einen Zeitraum von 9 Wochen das gleiche Diatfutter wie ihre

Miitter.
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Tabelle 1: Komponenten, die im Didtfutter supplementiert wurden (4fache Dosis)

Komponenten Standarddi:it Methylreiche Diat
Folséure 7 mg (pro kg) 28 mg (pro kg)
Cobalamin (B12) 100 pg (pro kg) 400 pg (pro kg)
Pyridoxin (Bg) 21 mg (pro kg) 84 mg (pro kg)
Methionin 0,3% 1%

Cholin 2.990 mg (pro kg) 12.000 mg (pro kg)

Die Nachkommen wurden fiir die weiterfilhrenden Untersuchungen in 3 Gruppen eingeteilt, die in-

und extrauterin jeweils einem unterschiedlichen Nahrstoffangebot exponiert worden waren:

Gruppe 1:

Gruppe 2:

Gruppe 3:

Nachkommen, deren Miitter in der Schwangerschaft und Stillzeit eine Standarddiét
erhielten; die Nachkommen selbst erhielten dariiber hinaus bis zum Alter von 3
Monaten die gleiche Standarddiét

(= Kontrollgruppe)

Nachkommen, deren Miitter ausschlieflich in der Schwangerschaft methylreiches
Diitfutter erhielten, ab dem Zeitpunkt der Geburt erhiclten Muttertiere und
Nachkommen bis zum Alter von 3 Monaten die Standarddiét

(= prinatal methylreiche Diét)

Nachkommen, deren Miitter in der Schwangerschaft und Stillzeit methylreiches
Diatfutter erhielten; die Nachkommen erhielten dariiber hinaus bis zum Alter von 3
Monaten ebenfalls methylreiches Didtfutter

(= pré- und postnatal methylreiche Diit)

Abbildung 10 zeigt einen Uberblick iiber den in der vorliegenden Studie angewandten

Experimentalansatz.
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Pranatal Postnatal 3 Monate

P F1
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Normales Futter Normales Futter * Priiparation von:
- Herz
- Milz
£ - Leber
2 - Gehirn
Verum —‘ o - Hypothalamus
Gruppe 1 Q > /\QK >
Methylreiche Diit* Normales Futter

» DNA- Isolierung

* Bestimmung der
globalen DNA-

Verum ‘ - ) Methylierun,
Gruppe 2 A L~ /\% 4 <

Methylreiche Diit* Methylreiche Diit*

Geburt

*4fache Anreicherung der Nahrung mit Folsiiure, B,,, B;, Cholin, Methionin

Abbildung 10: Schematische Darstellung des in der vorliegenden Arbeit angewandten Experimental-
ansatzes

2.1.3 Probengewinnung

Die Tétung der F1- Nachkommen erfolgte im Alter von 3 Monaten durch Inhalation von CO,. Die
Organe Herz, Milz, Leber und Gehirn wurden ziigig entnommen und unmittelbar auf Eis gelagert.
Aus dem Gehirn wurde die Hypothalamusregion herausprépariert; die einzelnen Schritte der
Schnittfiihrung sind im Anhang aufgefiihrt. Die Lagerung der Proben bis zur weiteren Verarbeitung
erfolgte in fliissigem Stickstoff bei -196 °C.

2.1.4 Isolierung der DNA aus den Organgeweben

Aus den Organgeweben wurde die genomische DNA mittels Standardtechnik (Kit NucleoBond®
Buffer Set IV, Macherey-Nagel) isoliert. Hierzu wurden die gefrorenen Gewebeproben einzeln
aufgetaut, in einer Pufferlésung homogenisiert und unter Zugabe einer Proteinase im Thermocycler

inkubiert. Die jeweils enthaltene DNA wurde nach mehreren Waschvorgdngen auf eine
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Anionenaustauschersiule tiberfiihrt, eluiert und anschlieend in einer Pufferlésung aufgefangen. Es
erfolgte die Herstellung von Pellets durch Trocknung, welche dann in Wasser geldst wurden. Die

ausfiihrliche Beschreibung der einzelnen Schritte der DNA- Isolierung wird im Anhang aufgefiihrt.

2.1.5 DNA- Methylierungsanalyse

Es wurde der globale DNA- Methylierungsgrad der Organe Herz, Milz, Leber, Gehirn sowie des
Hypothalamus weiblicher Nachkommen in der Kontrollgruppe sowie in den beiden
Interventionsgruppen bestimmt. Die jeweilige Anzahl der untersuchten Proben ist in Tabelle 2
aufgefiihrt. Die Methylierungsanalyse wurde mit dem Methylamp™ Global DNA Methylation
Quantification Ultra Kit® (Epigentek) durchgefiihrt. Dieser Test hat eine Detektionssensitivitdt von
< 0,2 ng pro 100 pg DNA und ist speziesunabhingig. Bei dem Verfahren wird die in den Proben
enthaltene DNA auf einer Platte immobilisiert, der methylierte Anteil der DNA wird mittels 5-
Methylcytosin- Antikorper erkannt und durch eine ELISA- dhnliche Reaktion quantifiziert. Die
einzelnen Schritte der Methylierungsanalyse sind ausfiihrlich im Anhang aufgefiihrt.

Tabelle 2: Anzahl der untersuchten Proben, aus denen die globale DNA- Methylierung bestimmt wurde

Gruppenzuordnung Herz Milz Leber Gehirn Hypothalamus
Gruppe 1 n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 n=10
(Kontrolle)

Gruppe 2 n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 n=10

(prénatal methylreiche Didt)

Gruppe 3 n=35 n=>35 n=>5 n=>5 n=10
(pré- u. postnatal methylreiche Diét)

2.2 Statistik

Die statistische Auswertung der globalen DNA- Methylierung erfolgte mit Excel XP (Microsoft®)
sowie dem Statistikpaket GraphPad Prism® (GraphPad Software). Alle Daten wurden auf
Normalverteilung getestet. Normal verteilte Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung

dargestellt; Unterschiede wurden mittels Student’s T-Test (2seitig) auf Signifikanz getestet.
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2.3  Ergebnisse

Die Ergebnisse der globalen DNA- Methylierung sind in Prozent der Positiv- Kontrollen des
ELISA- Kit in Abbildung 11 dargestellt; dabei sind theoretisch auch Werte {iber 100% moglich.
Dargestellt wird der jeweilige Level der globalen DNA- Methylierung fiir die 3 Gruppen
,Kontrolle“ (Standarddidt der Muttertiere wahrend der Schwangerschaft sowie der Nachkommen
postnatal), ,,Didt pridnatal“ (methylreiche Didt der Muttertiere wihrend der Schwangerschaft,
Standarddidt der Muttertiere sowie der Nachkommen postnatal ab Geburt) und ,,Didt pra- und
postnatal® (methylreiche Didt sowohl der Muttertiere wihrend der Schwangerschaft und Stillzeit

als auch der Nachkommen postnatal).

100%
1 Kontrolle

- Diat préanatal

80%
D Diét pré- u. postnatal

60%

Methylierungslevel

40%

20%

0%

Herz Leber Gehirn Hypothalamus

* p<0.05 ** p<0.01

Abbildung 11: Verédnderlicher Grad der globalen DNA- Methylierung in verschiedenen
Organgeweben weiblicher Nachkommen von Méusen im Alter von 3 Monaten in
Abhingigkeit vom Zeitfenster der Fiitterung einer methylreichen Diédt (Mittelwert +
Standardabweichung). Darstellung in Prozent der Positiv- Kontrolle.

Die Ergebnisse zeigen, dass im Normalfall die globale DNA- Methylierung der Organgewebe
Herz, Leber, Milz und Gehirn bei den weiblichen Nachkommen der Kontrollgruppe, die sowohl
intrauterin wéhrend der Schwangerschaft als auch nach der Geburt bis zum Alter von 3 Monaten

einem normalen Methylangebot in der Nahrung exponiert waren, im Mittel zwischen 40- 60 % im
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Vergleich zur der Positiv-Kontrolle liegt. Im Hypothalamus ist der Methylierungsgrad dagegen
sehr viel niedriger und liegt im Mittel bei 6 %.

Die Organgewebe der weiblichen Nachkommen, die ausschlieBlich intrauterin einer methylreichen
Didt exponiert waren, weisen einen tendentiell hdheren globalen DNA- Methylierungsgrad im
Vergleich zu den Organgeweben der Kontrollgruppe auf; dieses Ergebnis trifft fiir alle untersuchten
Organe in unterschiedlichem AusmalBl zu. Wahrend der Methylierungsgrad in Herz-, Leber- und
Milzgewebe um jeweils circa 10 % ansteigt, ist die Zunahme am stdrksten ausgeprigt im
neuronalen System: im Gehirn ist der globale Methylierungsgrad der DNA in der Gruppe der
Nachkommen, die intrauterin einer methylreichen Didt ausgesetzt waren, ca. doppelt so hoch wie in
der Kontrollgruppe (47 % versus 91 %), in der Hypothalamusregion vervierfacht er sich (6 %
versus 26 %). Diese Unterschiede sind signifikant (p <0.01).

Bei den weiblichen Nachkommen, die sowohl intra- als auch dauerhaft extrauterin einem
methylreichen Nihrstoffangebot exponiert wurden, ist die globale DNA- Methylierung
in den Geweben von Herz, Leber, Milz und Gehirn im Alter von 3 Monaten tendentiell niedriger
sowohl im Vergleich zu den Nachkommen, die lediglich als Feten eine methylreiche
Diét tber die Mutter erhielten, als auch im Vergleich zur Kontrollgruppe. Im Leber- und
Gehirngewebe ist die globale DNA- Methylierung in dieser Gruppe signifikant niedriger im
Vergleich zu den Nachkommen, die ausschlieBlich préanatal einem erhdhten Methylgruppenangebot
iiber die Mutter exponiert waren. Allein im Hypothalamusgewebe zeigt sich der globale DNA-
Methylierungslevel stabil und bleibt in der dauerhaft methylreich erndhrten Gruppe weiterhin

erhoht (Diét pranatal versus Diét pré- und postnatal: 26 % versus 29 %).

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der Methylierungsanalyse, dass eine prinatal methylreiche
Didt zu einem Anstieg der globalen DNA- Methylierung bei den Nachkommen fiihrt. Bei
Fortfithrung der Didt auch postnatal sinkt die Methylierung dagegen wieder ab. Eine Ausnahme

stellt der Hypothalamus dar; hier bleibt die Methylierung dauerhaft auf hohem Niveau.

Die in der vorliegenden Arbeit gemessenen Proben im Méausegehirn liegen in derselben Dimension
wie die in Abbildung 12 dargestellten Validierungsmessungen des Herstellers, bei denen die
Analyseergebnisse der Messungen mittels HPLC-MS und MethylFlash™.- Kit verglichen wurden.

Dies zeigt, dass die Messungen valide sind.
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Prozentualer Gehalt von 5- Methylcytosin, in verschiedenen Proben gemessen durch
den MethylFlash™- Kit im Vergleich zur klassischen HPLC-MS- Methode.
Die Graphik zeigt eine zuverldssige Korrelation zwischen den beiden Verfahren
(Daten von Epigentek).
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3 Genexpressionsanalyse

3.1 Material und Methoden

Der Grad der Verdnderung der globalen DNA- Methylierung infolge einer methylreichen
Erndhrung der Muttertiere wéhrend der Schwangerschaft ist im Hypothalamusgewebe der
weiblichen Nachkommen mit Abstand am stdrksten und ist auch bei postnatal fortgefiihrter Didt
der Nachkommen auf hohem Niveau. Es wurde daher im nédchsten Arbeitsschritt fiir die
Genexpressionsanalyse diese Gewebe ausgewahlt, um Gene zu identifizieren, die moglicherweise

infolge einer intrauterin methylreichen Didt in ihrer Expression langfristig verdndert wurden.

Das hypothalamische Genexpressionsmuster wurde bereits von Mozhui et al an ca. 3 Monate alten
Maiusen geschlechtsspezifisch untersucht (97). Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass bestimmte
Gene im Hypothalamus bei ménnlichen und weiblichen Tieren unterschiedlich stark exprimiert
werden: von den insgesamt 48 identifizierten Genen unterschieden sich nur sehr wenige (Xist,
Eif2s3y, Ddx3y, Uty und Kdm5d) deutlich hinsichtlich ihrer Expression (Fold Difference >6); diese
waren alle wie zu erwarten entweder auf dem Geschlechtschromosom X oder Y lokalisiert. Bei den
iibrigen 43 identifizierten Genen war der Unterschied aufgrund der hohen Fallzahl (78 Tiere) zwar
signifikant, der Fold Difference lag bei ihnen aber sehr niedrig (maximal 1,3). In der vorliegenden
Arbeit wurden daher die Genexpressionsmuster im Hypothalamus von zwei weiblichen
Nachkommen von Maéusen, die ausschlieBlich intrauterin einer methylreichen Didt exponiert
worden waren, mit denen von zwei ménnlichen Nachkommen von Méusen der Kontrollgruppe
verglichen. Die Ergebnisse wurden schlieflich zur Qualitdtskontrolle mit den Ergebnissen von

Mozhui et al (97) verglichen.

3.1.1 Isolierung der RNA aus dem Hypothalamusgewebe

Aus dem in Stickstoff gelagerten Hypothalamusgewebe wurde die mRNA mittels Standardtechnik
isoliert (MRNA-Extraktions-Kit®, Qiagen). Das Protokoll ist im Anhang aufgefiihrt. Die Quantitét
und Qualitdt jeder RNA- Probe wurde im Nanodrop ND-1000 UV Spektrophotometer vermessen
und die Integritit der RNA Probe im Agilent BioAnalyzer 2100 Eletrophoresesystem bestimmt.
Als Ausgangsmaterial wurden 200 ng RNA unter Verwendung des Low-RNA Input Linear
Amplification Kits ® (Agilent Technologies) amplifiziert.
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3.1.2 Durchfiihrung des Microarray- Assay

Die Expressionsanalyse zeigt, welche Gene in der Zelle zum Untersuchungszeitpunkt aktiv sind.
Gene enthalten die Information zur Erzeugung von messenger RNA (mRNA), aber zu jedem
beliebigen Zeitpunkt schreibt eine Zelle nur einem Bruchteil ihrer Gene in mRNA um. Wenn ein
Gen gerade abgelesen (exprimiert) wird, um mRNA zu produzieren, wird es als “eingeschaltet”
betrachtet, andernfalls als “ausgeschaltet”. In DNA-Microarrays oder -Macroarrays kann die
Menge an mRNA einer Vielzahl von Genen aus Zellen einer Kultur bzw. eines Gewebes simultan
bestimmt werden. Dazu wird die mRNA isoliert und in ¢cDNA umgeschrieben. Die Detektion
erfolgt bei dieser Methode iiber komplementdre Hybridisierung der markierten cDNA
(Radioisotope, Fluoreszenzfarbstoffe) mit den Sonden des DNA- Array. Die Genexpressionsmuster
wurden durch die Arbeitsgruppe Genom-Analytik des Helmholtz-Zentrums Braunschweig (Leitung
Dr. R. Geffers) mittels Gene Array (Mouse Gene Expression v2 4x44K Microarray Kit; G4846A,
Agilent; USA) bestimmt. Dieser Array- Assay ist in der Lage, die simultane Expression von ca.

27.122 Genen in den zu untersuchenden Geweben zu detektieren.

Die so hergestellte und markierte ¢cDNA wurde dann nach den Herstellerangaben auf einen
murinen Gene Array hybridisiert (Mouse Gene Expression v2 4x44K Microarray Kit; G4846A,
Agilent, USA). Die Microarrays wurden anschlieBend mit Hilfe eines DNA-Microarray-Scanners,
Modell G2565A (Agilent Technologies) gescannt. Die Fluoreszenzdaten wurden anschlieBend mit
Feature Extraction Software Version 10.5 ausgewertet. (Agilent Technologies). Die Zuweisung der
Expressionswerte einzelner Gene wurde nach dem Agilent.SingleColor.14868 Protocol
durchgefiihrt. Fiir die nachfolgende Statistik wurden die Rohdaten normalisiert. Dies erfolgte durch
Skalierung der Einzelwerte auf den Mittelwert aller untersuchten Proben. Anschlieend wurden die

normalisierten Expressionsdaten genabhingig auf den Median zentralisiert.
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3.2 Statistik

Die statistische Auswertung der Genexpressionsanalyse erfolgte mit Excel XP (Microsoft®). Fiir
die statistische Analyse wurden im T-Test Verfahren die Didt- und Kontrollgruppen
gegeniibergestellt. Je Gruppe wurden biologische Duplikate beriicksichtigt. Aufgrund der kleinen
Stichprobenzahl beschreibt das Ergebnis dieser Analyse eher einen statistischen Trend als eine
biologisch relevante Signifikanz. Es wurden diejenigen Gene herausgefiltert, bei denen sich die
Mittelwerte der Expressionswerte zwischen Didt- und Kontrollgruppe statistisch signifikant

(p<0.05) unterschieden und mindestens 3fach (Expressionsunterschied >3) unterschiedlich waren.

3.3 Ergebnisse

3.3.1 Bestimmung der Qualitit der Genexpressionsanalyse

In den Tabellen 3a und b sind jeweils die von Mozhui et al (97) identifizierten Gene aufgefiihrt, die
geschlechtsspezifisch unterschiedlich im murinen Hypothalamus (Expressionsunterschied >
1,1fach/ p < 0.05) exprimiert wurden. Im Vergleich dazu sind in den letzten beiden Spalten die
entsprechenden Daten der eigenen Untersuchung dargestellt. Mozhui et al verwenden fiir die
Bestimmung des Expressionsunterschiedes den Begriff ,,Fold difference”, in der vorliegenden
Untersuchung wurde der in der Genexpressionsanalyse haufiger verwendete Begriff ,,Fold change*
gewihlt. Beide beschreiben das Verhaltnis zwischen dem Ausgangswert und dem Vergleichswert

(z.B. bedeutet ein Fold change +2 eine zweifach starkere Expression in der Vergleichsgruppe).
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Tabelle 3: Gegeniiberstellung der unterschiedlichen hypothalamischen Genexpression (> 1,1fach) zwischen
weiblichen und mannlichen Mausen: von Mozhui et al publizierte Ergebnisse (97) und Ergebnisse der
vorliegenden Studie

a) In weiblichen Tieren (vorliegende Studie: Didtgruppe) gegeniiber méinnlichen Tieren (vorliegende

Studie: Kontrollgruppe) hochregulierte Gene

Mozhui et al (97) Vorliegende Studie
(n=178) (n= 2)

Gensymbol Beschreibung Chr | p- Wert | Expressions- | p- Wert | Expressions-

unterschied? unterschied?
Xist Inactive X specific transcript X <0.01 +41,82 <0.01 +309,90
Kdmé6a Histone demethylase (UTX) X <0.01 +1,36 <0.05 +1,83
Eif2s3x glil:(e)l;};otiv translation initiation X <0.01 +131 <0.05 -4,19
Ddx3x RNA helicase X <0.01 +1,27 <0.01 +1,70
Kdm5c Histone demethylase X <0.01 +1,27 <0.05 +1,22
2610029G23Rik | Novel Xinactivation escapee2 X <0.01 +1,16 n.s
Tac?2 Tachykinin peptide hormone 10 <0.01 +1,32 n.s
Esrl Estrogen receptor 10 <0.01 +1,29 n.s
Gm9884 Predicted gene 1 <0.01 +1,21 n.s
Gpr88 G protein coupled receptor 88 3 <0.01 +1,19 n.s
Socs2 fi‘;ﬁzﬁ;"zr of cytokine 12 <0.01 +1,18 n.s
Vmnlr90 Vomeronasal receptor 7 <0.01 +1,18 n.s
Npbwrl Neuropeptide receptor 1 <0.01 +1,16 n.s
Oxtr Oxytocin receptor 6 <0.01 +1,14 n.s
Nmur2 Neuromedin peptide receptor 11 <0.01 +1,12 n.s
Nmbr Neuromedin receptor 10 <0.01 +1,12 n.s
Gpr83 G proteincoupled receptor 9 <0.01 +1,12 n.s
Cish Sg’;?;ﬁig‘“;‘é::’f SH2= 9 <001 +H,11 n.s
Stra6 :;i;luéated by retinoic acid 9 <0.01 11,10 s

D Dieser Wert gibt den Grad der veréinderten Expression gegeniiber der Vergleichsgruppe als Vielfaches an
(englische Bezeichnung: Fold difference bzw. in der vorliegenden Arbeit Fold change)

28




3 Genexpressionsanalyse

b) In weiblichen Tieren (vorliegende Studie: Didtgruppe) gegeniiber ménnlichen Tieren (vorliegende
Studie: Kontrollgruppe) herunterregulierte Gene

Mozhui et al (97) Vorliegende Studie
(n="178) (n=2)

Gensymbol Beschreibung Chr | p- Wert | Expressions- | p- Wert | Expressions-

unterschied? unterschied?
Eif2s3y Translation initiation factor Y <0.01 -17,25 <0,01 -125,43
Ddx3y RNA helicase Y <0.01 -17,22 <0.01 -201,49
Uty Histone demethylase Y <0.01 -13,34 <0.01 -2,80
Kdm5d Histone demethylase Y <0.01 -6,23 <0.01 -11,09
Rbm3 RNA binding motif gene X <0.01 -1,17 <0.01 -2,14
Arhgap36 Rho GTPaseactivating X <0.01 -1,16 n.s.
Sytl4 Synaptotagminlike gene X <0.01 -1,13 n.s.
Lamp5 Lysosomal glycoprotein 2 <0.01 -1,23 n.s.
Serpina3n Serine protease inhibitor 12 <0.01 -1,11 n.s.
Adamts2 Procollagen metallopeptidase 11 <0.01 -1,10 n.s.

D Dieser Wert gibt den Grad der verdnderten Expression gegeniiber der Vergleichsgruppe als Vielfaches an
(englische Bezeichnung: Fold difference bzw. in der vorliegenden Arbeit Fold change)

Die Tabellen zeigen, dass in der vorliegenden Studie trotz der geringen Fallzahl bis auf 4 Gene
(Tac2, Esrl, Gm9884, Lamp5) alle von Mozhui et al identifizierten, im Hypothalamus
geschlechtsspezifisch > 1,2fach stirker bzw. schwécher exprimierten Gene signifikant detektiert
wurden. Dass bei einer < 1,2fach verdnderten Expression in der vorliegenden Arbeit keine
signifikanten Unterschiede zu erwarten waren, ist der geringen Fallzahl geschuldet, es wurden in
diesen Bereichen aber auch keine positiven Ergebnisse erzielt. Dariliber hinaus waren alle anderen
detektierten Gene in dieselbe Richtung verdndert; einzige Ausnahme war das Gen Eif2s3x, welches
nicht wie zu erwarten stirker, sondern schwécher exprimiert wurde. Zusammenfassend bedeutet
dies, dass die in der vorliegenden Arbeit gewédhlten Auswahlkriterien fiir unterschiedlich
exprimierte Gene (p < 0.05, Expressionsunterschied > 3fach) robust tatsdchliche Expressions-
unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen darstellen. Eine Ubersicht der Ergebnisse der in

dieser Arbeit verwendeten Array-Analyse ist als Heatmap in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13:
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unterschiedlich exprimierten Gene mit einer mindestens 2fach stirkeren bzw.
schwicheren Expression. Sie zeigt, dass die unterschiedliche Expression in den
untersuchten Gruppen stabil in die gleiche Richtung geht; in keinem Fall kommt eine
Hoch- und Herunterregulation in demselben Pérchen vor. Der Bereich der fiir die
weitere Auswertung selektierten Gene (Fold change > 3fach) ist markiert.
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3.3.2 Gene, deren Expression nach intrauteriner Diiit verindert ist

Es wurden insgesamt 35 Gene (einschlieBlich der geschlechtsspezifisch unterschiedlich
exprimierten Gene) identifiziert, deren hypothalamische Expression bei den weiblichen
Nachkommen nach intrauteriner Diét gegeniiber den ménnlichen Nachkommen der Kontrollgruppe
signifikant und mindestens 3fach stdrker bzw. schwacher war (Fold change > 3). Von diesen Genen
wurden 16 iiberexprimiert; sie sind in Tabelle 4 aufgelistet. 19 Gene wurden schwacher exprimiert;

sie sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 4: Gene, die bei den weiblichen Nachkommen, deren Miitter wahrend der Schwangerschaft
methylreich erndhrt wurden, im Vergleich zu den ménnlichen Nachkommen der Kontrollgruppe signifikant

und mindestens 3fach stirker exprimiert wurden

Gensymbol Beschreibung Lokus | Fold
Change

Xist V Inactive X specific transcripts Chr X +309,9
Ttr Transthyretin Chr 18 + 76,4
Braf Braf transforming gene Chr 6 + 9,0
Serpina 11 Serine (or cystein) peptidase inhibitor Chr 12 + 73
Ecrg4 Augurin  1500015010Rik Chr 1 + 6,2
2010110K18Rik | RIKEN cDNA Chr 18 + 56
Med12] Mediator of RNA polymerase II transcription Chr 3 + 50
Nat3 N-acetyltransferase 3 Chr 8 + 43
Tsix X(inactive)-specific transcript Chr X + 42
Folrl Folate receptor 1 Chr7 + 38
4930509J09Rik | RIKEN cDNA Chr 3 + 34
Kif20b Kinesin family member 20B Chr 19 + 33
Ptprv Protein tyrosine phosphatase Chr 1 + 3,1
Cmyal Cardiomyopathy associated 5 Chr 13 + 3,0
Srd5a2 Steroid 5 alpha-reductase 2 Chr 17 + 3,0
Pkhdl11 Polycystic kidney and hepatic disease 1-like 1 Chr 15 + 3,0

Y Interne Qualitéitskontrolle: Im murinen weiblichem Hypothalamus gegeniiber dem minnlichen Hypothalamus im
Normalfall hochreguliert (97)
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Tabelle 5:  Gene, die bei den weiblichen Nachkommen, deren Miitter wéhrend der Schwangerschaft
methylreich erndhrt wurden, im Vergleich zu den ménnlichen Nachkommen der Kontrollgruppe signifikant

und mindestens 3fach schwicher exprimiert wurden

Gensymbol Beschreibung Lokus Fold
Change

Ddx3y V DEAD box polypeptide 3 ChrY -201,5
Eif2s3y ! Eucaryotic translation initiation factor ChrY -125,4
Kdm5d " Lysine(K)-specific demethylase 5D ChryY - 11,1
Dmrtal Doublesex and mab-3 related transcription factor like familiy Al Chr 4 - 94
Fignll Fidgetin-like 1 Chr 11 - 6,1
Ubelyl Ubiquitin-activating enzyme E1 ChrY - 59
Eif2s3x Eukaryotic translation initiation factor Chr X - 42
Tmprssile Transmembrane protease, serine 11e Chr 5 - 44
Olfri256 Olfactory receptor Chr 2 - 37
Ripk4 Receptor-interacting serine-threonine kinase 4 Chr 16 - 3,6
Zfp689 Zinc finger protein 689 Chr7 - 34
A130019P10Rik | RIKEN cDNA Chr 10 - 34
Pthpl Polypyrimidine tract binding protein 1 Chr 10 - 32
Plekhg3 Pleckstrin homology domain containing Chr 12 - 32
Itch Itchy, E3 ubiquitin protein ligase Chr 2 - 3,1
Rrn3 RRN3 RNA polymerase I transcription factor Chr 16 - 3,1
Gm428 Predicted gene 428 Chr 4 - 31
Slc22al Solute carrier family 22 Chr 17 - 31
Nfkb1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells Chr 3 - 30

Y Interne Qualitéitskontrolle: Im murinen weiblichem Hypothalamus gegeniiber dem méinnlichen Hypothalamus

im Normalfall herunterreguliert (97)

Die Ergebnisse stimmen mit denen von Mozhui et al {iberein, in deren Studie die
geschlechtsspezifisch unterschiedliche Expression von Xist, Ddx3y, Eif2s3y und KdmS5d im
Hypothalamus von Mausen gezeigt wurde (97). Eine Ausnahme stellt das Gen Eif2s3x dar, welches
nicht wie erwartet stirker, sondern signifikant schwécher exprimiert wird. Alle iibrigen Gene
werden bei den Geschlechtern demnach im Normalfall nahezu gleich stark exprimiert (< 1,10fach
stiarkere bzw. schwichere Expression). Die Ergebnisse der Array- Analyse werden daher vor dem
Annahme diskutiert, dass die unterschiedliche

Hintergrund der Genexpression  auf
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die verabreichte intrauterine Diédt zuriickzufiihren ist. Die in der vorliegenden Untersuchung

detektierten 31 Gene, die neben den bekannten geschlechtsspezifisch unterschiedlich exprimierten

Genen signifikant und mit einem Fold Change von mindestens 3 nach intrauteriner Diét hoch- bzw.

herunterreguliert werden, werden in Abhéngigkeit von ihrer bekannten Funktion in den Tabellen 6

bis 9 aufgefiihrt.

Tabelle 6: Gene, die Einfluss nehmen auf Transkription, Translation und Signaltransduktion

Gensymbol Beschreibung Lokus Fold
Change
Braf Braf transforming gene Chr 6 + 9,0
Med12] Mediator of RNA polymerase II transcription Chr 3 + 5,0
Folrl Folate receptor 1 Chr 7 + 38
Ptprv Protein tyrosine phosphatase Chr 1 + 3,1
Cmya’s Cardiomyopathy associated 5 Chr 13 + 3,0
Dmrtal Doublesex and mab-3 related transcription factor like familiy Al Chr 4 - 94
Fignll Fidgetin-like 1 Chr 11 - 6,1
Ubelyl Ubiquitin-activating enzyme E1 ChrY - 59
Eif2s3x Eukaryotic translation initiation factor Chr X - 42
Olfri256 Olfactory receptor Chr 2 - 37
Ripk4 Receptor-interacting serine-threonine kinase 4 Chr 16 - 3,6
Zfp689 Zinc finger protein 689 Chr7 - 34
Ptbpl Polypyrimidine tract binding protein 1 Chr 10 - 32
Itch Itchy E3 ubiquitin protein ligase Chr 2 - 31
Rrn3 RRN3 RNA polymerase I transcription factor Chr 16 - 3,1
Nfkb1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells Chr 3 - 3,0
Tabelle 7: Gene, die dem Imprinting unterliegen
Gensymbol Name Lokus Fold
Change

Tsix X(inactive)-specific transcript, opposite strand Chr X + 42
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Tabelle 8: Gene, die an der Steuerung und dem Transport von Hormonen beteiligt sind

Gensymbol Name Lokus Fold
Change
Ttr Transthyretin Chr 18 + 76,4
Ecrg4 Augurin (1500015010Rik) Chr 1 + 62
Srdsa2 Steroid 5 alpha-reductase 2 Chr 17 + 3,0
Tabelle 9: Gene, deren Bedeutung noch nicht eindeutig geklart ist
Gensymbol Name Lokus Fold
Change
Serpina 11 Serine (or cystein) peptidase inhibitor Chr 12 + 73
2010110K18Rik | RIKEN cDNA Chr 18 + 5,6
Nat3 N-acetyltransferase 3 Chr 8 + 43
Kif20b Kinesin family member 20B Chr 19 + 33
Pkhdl11 Polycystic kidney and hepatic disease 1-like 1 Chr 15 + 3,0
4930509J09Rik | RIKEN cDNA Chr 3 + 34
Tmprsslle Transmembrane protease, serine 11e Chr 5 - 44
A130019P10Rik | RIKEN cDNA Chr 10 - 34
Plekhg3 Pleckstrin homology domain containing Chr 12 - 32
Slc22al Solute carrier family 22 Chr 17 - 3.1
Gm428 Predicted gene 428 Chr 4 - 31
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4 Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass bei weiblichen Méausen, deren Miitter wahrend
der Schwangerschaft eine methylreiche Diét erhielten, im Vergleich zu den weiblichen Méusen der
Kontrollgruppe die globale DNA- Methylierung in allen untersuchten Organen im adulten Alter
erhoht ist. Von dieser Hypermethylierung sind das Gehirn und insbesondere der Hypothalamus am
starksten betroffen. Wird die methylreiche Diét auch postnatal fortgefiihrt, liegt die globale DNA-
Methylierung bei den Nachkommen nach 3 Monaten tendentiell unterhalb des Levels in der
Kontrollgruppe; allein im Hypothalamus zeigt sich in dieser Gruppe ebenfalls eine
Hypermethylierung. Dariiber hinaus zeigen die Ergebnisse, dass eine intrauterin methylreiche Diat

bei den weiblichen Nachkommen dauerhaft die hypothalamische Genexpression verdndert.

4.1 Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit den Ergebnissen anderer Studien

Bei der Interpretation der Ergebnisse sind verschiedene Aspekte zu beriicksichtigen und der
Vergleich mit den bisher aus der Literatur bekannten Daten bedarf einer kritischen Betrachtung.
Wie bereits in der Einleitung erwdhnt, sind die jeweiligen Designs der im Anhang tabellarisch
aufgefiihrten Studien aufgrund ihrer spezifischen Fragestellungen sehr heterogen; sie unterscheiden
sich z.B. hinsichtlich des verwendeten Modells (Maus, Ratte, Schwein, Human, in vitro), der Art
des untersuchten Gewebes, dem Alter und Geschlecht der untersuchten Nachkommen, der
Zusammensetzung der Didt (Anteile der Methyldonatoren, Verdnderung weiterer Komponenten
wie Fett, Protein, Kohlenhydrate, Multivitamine, Zink u.a.), dem Zeitfenster der Didtexposition
(prd- und/ oder postnatal) sowie der zusidtzlichen Gabe tumorauslésender oder anderer die
Methylierung beeeinflussende Substanzen (Dimethylbenzo[a]anthrazen (DMBA), Bisphenol A
(BPA), Ethanol). In nahezu allen Studien wurden Auswirkungen der Experimentaldidt auf DNA-
Methylierung und Genexpression beobachtet, die jedoch in Abhdngigkeit vom Studienprotokoll
variierten. Dies iiberrascht nicht, da alle genannten Variablen sich auf die hoch komplex

ablaufenden Prozesse der DNA- Methylierung auswirken konnen.

Es gibt Hinweise, dass die Verdnderbarkeit der DNA- Methylierung durch eine methylreiche
Erndhrung organspezifisch unterschiedlich ist (98, 99, 100). Dariiber hinaus wurden in Studien, die
den Einfluss von Néhrstoffen auf DNA- Methylierung und Genexpression untersucht haben,
geschlechtsabhingig unterschiedliche Reaktionen auf eine Verdnderung der Nihrstoffanteile

beobachtet (82, 101, 102, 103, 104).

35



4  Diskussion

Die Zusammensetzung der Didten ist in den verschiedenen Studien sehr heterogen. Es wurde
iiberwiegend isoliert der Folséureanteil verdndert; die methylreichen Didten waren unterschiedlich
zusammengesetzt und hiufig wurde der Einfluss einer folsdure- bzw. methylarmen Diét untersucht.
In vielen Studien wurde untersucht, ob eine proteinarme Erndhrung der Muttertiere wéhrend der
Schwangerschaft oder eine intrauterin induzierte fetale Wachstumsrestriktion Verédnderungen der
DNA- Methylierung oder Genexpression bei den Nachkommen hervorruft, die durch eine
Folsduresupplementierung neutralisiert werden kdnnen (105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112,
113, 114). Auch die langfristigen Auswirkungen einer erhohten Fett- oder Zuckerzufuhr in
Abhéngigkeit von der Methyl- bzw. Folsdureversorgung wurden untersucht (101, 105, 109, 110,
115, 116, 117, 118, 119). Dariiber hinaus wurden auch die Auswirkungen unterschiedliche
Folsdurelevel in Kombination mit einem Vitamin Bj- Defizit und einer Omega-3-Fettsduren-
Supplementierung auf die globale DNA-Methylierung im Gehirn zu verschiedenen Zeitpunkten

untersucht (120).

Ein weiterer wichtiger Aspekt im Hinblick auf die in bisher durchgefiihrten Studien verwendeten
Didten sind die deutlich unterschiedlichen Folsduregehalte in den jeweiligen Kontroll- und
Interventionsgruppen. Bei Nagern wird als Referenznahrung héufig eine aminosidurendefinierte
Diédt mit einem sehr niedrigen Folsduregehalt von maximal 2 mg pro kg verwendet, um die
Folsdurezufuhr wihrend der Experimentaldidt den gingigen humanen Aufnahmemengen
anzupassen. In den Interventionsgruppen variiert der Folsduregehalt des Diétfutters sehr stark und
liegt zwischen 5 und 40 mg pro kg, wihrend in den Kontrollgruppen teilweise weniger als 2 mg pro
kg Folséure im Futter enthalten sind (siche Anhang, Tabellen 14 -18). In der vorliegenden Arbeit
war der Folsduregehalt in dem Standardfutter, welches die Kontrollgruppe erhielt, mit 7 mg pro kg
im Vergleich zu anderen Studien deutlich hoher. Eine Reduzierung wiirde jedoch einer
Folsdureunterversorgung in dieser Zuchtpopulation entsprechen, da sich der Organismus der Tiere
iiber Generationen hinweg an diese Néahrstoffzusammensetzung bereits wéhrend seiner eigenen
intra- und extrauterinen Entwicklung angepasst hat und somit von einer ,,zuchteigenen
Homoostase* im Folsdurestoffwechsel auszugehen ist. In der Folge konnte eine Referenznahrung
in der Kontrollgruppe mit einem niedrigerem Folsduregehalt zu Studienzwecken bei den
Muttertieren ein relatives Folsduredefizit erzeugen, welches iiber die Schwangerschaft und
teilweise auch die Stillzeit hinweg aufrechterhalten wird, obwohl in diesen Phasen der Bedarf
eigentlich sogar erhoht ist. Studien zeigen, dass bereits ein moderates Folatdefizit im betroffenen
Organismus zu einer Hypomethylierung der DNA fiihren kann (76). Dariiber hinaus ist mittlerweile
bekannt, dass auch ein paternales Folsduredefizit zum Zeitpunkt der Konzeption einen langfristigen
Einfluss auf die fetale DNA-Methylierung ausiiben kann (121). Es ist daher davon auszugehen,

dass von einer Didt mit einem niedrigerem Folsduregehalt wihrend der Schwangerschaft die intra-
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und auch extrauterine Bereitstellung von Methylgruppen durch den miitterlichen Organismus fiir
die Nachkommen veréndert wird, wovon je nach Studienmodell sowohl die Tiere in der Kontroll-
als auch den Interventionsgruppen mit Diétfiitterung betroffen wéren. Dies wiirde dann
entsprechende Konsequenzen fiir den Stoffwechsel der Muttertiere selbst und den ihrer
Nachkommen nach sich ziehen. Bei Verwendung des tiblichen Normalfutters als Referenznahrung
hingegen kénnen Unterschiede der Methylierung bzw. der Genexpression zwischen Kontroll- und
Didtgruppen verglichen werden, ohne dass bei den Elterntieren von weiteren, neu
hinzukommenden Einfliissen aufgrund von Stoffwechselverdnderungen prikonzeptionell sowie
wiahrend Trag- und Stillzeit ausgehen ist. In der vorliegenden Untersuchung wurde daher das im

Tierstall iiblicherweise verwendete Normalfutter als Referenznahrung beibehalten.

Beim Menschen kann die Aufnahmemenge von synthetischer Folsdure in Einzelfdllen stark erhoht
sein. In Abbildung 14 ist beispielhaft aufgefiihrt, wie die tdgliche Zufuhr von Folsdure durch den
Verzehr angereicherter Lebensmittel sowie die zusidtzliche Einnahme von pharmazeutisch
hergestellten Nahrungsergdnzungsmitteln insbesondere bei Schwangeren potentiell einen sehr

hohen Wert erreichen kann.

Multivitaminsaft
1 Glas (200ml)
=160 ug Folsaure

+

Folsdurepraparat

Angereicherte Cerealien Frauen mit Kinderwunsch/

groRe Portion (60g) = 440 pg Folsaure + Schwangere 1. Trimenon
=200 pg Folsaure = 800 ug Folsiure
+
= 1240 pg Folsaure

Angereicherter Kakao
1 Trinkpackung (330ml)
= 80 pg Folsdure

Abbildung 14: Potentielle tigliche Aufnahmemenge von synthetisch hergestellter Folsdure durch den
Konsum von angereicherten Lebensmittel sowie Pharmaprodukten
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In der vorliegenden Untersuchung wurde daher in den beiden Interventionsgruppen der Anteil von
Folsdure in der Didtnahrung auf das 4fache Niveau im Vergleich zum Normalfutter angehoben. Um
einen reibungslosen Ablauf der Methylierungsprozesse in der Zelle zu ermdglichen und eine
Anreicherung von bestimmten Stoffwechselprodukten (Methyl- THF, Homozystein) infolge eines
Ungleichgewichts der Nihrstoffversorgung zu vermeiden, wurde in der vorliegenden Arbeit
zusétzlich der Gehalt der am DNA- und Methylierungszyklus beteiligten Nahrstoffen Be, Bia,
Methionin und Cholin ebenfalls um den Faktor 4 erhoht.

Das Ausmal} der Supplementierung scheint eine wichtige Rolle zu spielen. In einigen Studien
unterschied sich der Folsduregehalt in der Nahrung der Kontrollgruppe nicht sehr stark von dem in
der Interventionsgruppe, so dass moglicherweise epigenetische Verdnderungen (noch) nicht
detektiert werden konnten. Einen Beleg dafiir liefert eine Studie an Méusen, bei der eine Steigerung
der maternalen Folsdurezufuhr wéhrend der Tragzeit von 2 auf 40 mg pro kg, nicht aber von 2 auf
Smg pro kg mit einer signifikant hoheren globalen DNA- Methylierung bei den Nachkommen
einherging (118).

Aus eigener Sicht erscheint auch das Zeitfenster, innerhalb dessen die Didtexposition stattfindet,
von grofler Bedeutung fiir die Ergebnisinterpretation, da die beiden Phasen der intra- bzw.
extrauterinen Entwicklung sich hinsichtlich der Nahrstofftransportwege klar unterscheiden. Dies
hat zur Folge, dass die Nahrstoffe auf ihrem Weg im Organismus der Nachkommen intrauterin
(parenterale Zufuhr) auf andere erste Zielgewebe treffen als nach ihrer Geburt (enterale Zufuhr).
Die Aufnahme von Folaten und Folsdure in die Korperzellen ist abhidngig von den in den
jeweiligen Geweben lokalisierten Transportern und Rezeptoren, deren Affinitdt zu den
verschiedenen Stoffwechselformen der Folate bzw. Folsédure und dem lokal vorherrschenden pH-
Wert. Bekannt sind der Folattransporter 1 (synonym: Reduced Folate-Carrier; RFC), der
protonengekoppelte Folattransporter (PFCT) sowie verschiedene Isoformen der Folatrezeptoren.
Der RFC besitzt eine hohe Affinitit fiir reduzierte Folate und eine sehr niedrige Affinitdt fiir
Folsdure. Er ist der Haupttransporter fiir Folate in die Gewebe und kommt ubiquitdr vor; sein
Optimum liegt bei einem physiologischen pH-Wert von 7,4 (122). Der PFCT wurde erst 2006
beschrieben; er ist vorwiegend im Duodenum lokalisiert und arbeitet am effektivsten bei einem
niedrigen pH-Wert von 5,5 (123, 124). Er transportiert sowohl reduzierte Folate als auch Folsdure
mit hoher Affinitdt und iibernimmt eine Schliisselrolle bei der intestinalen Resorption; er ist
zustandig fir die pH-Wert abhingige Aufnahme der Folsdure aus der Nahrung in die
Darmschleimhaut. Zur Familie der Folatrezeptoren zdhlen der Folatrezeptor alpha (Folra), beta
(FolrB3), gamma (Folry) und delta (Folrd). Der Folra (synonym: Folate binding protein 1; FBP1),

welcher eine hohe Affinitidt sowohl fiir Folsdure als auch reduzierte Folate besitzt, wird auf der
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Zellmembran von Epithelgeweben exprimiert, insbesondere an der Plazenta, der Niere, der Retina
und dem Choroid Plexus; in pathologischer Form wird er dariiber hinaus héufig {iberexprimiert in

Karzinomen, d.h. in malignen Tumoren epithelialer Zellen (125).

Die mit der Nahrung zugefiihrten und im Organismus bereitgestellten Folatmengen werden zur
Aufrechterhaltung der Folathomdostase innerhalb physiologischer Grenzen gehalten: zum einen
durch die limitierte enterale Resorptionskapazitit des PCFT, welche einer Séttigungskinetik
unterliegt, zum anderen durch Anpassung der tubuldren Riickresorption in der Niere durch den
Folatrezeptor alpha. Studien zeigen dariiber hinaus, dass sowohl die Expression der
Folattransporter PCFT und RCF im Diinndarm als auch die renale Expression des Folatrezeptor
alpha den zugefiihrten Folsduremengen angepasst wird mit der Folge, dass eine iiberméfige
Folsdurezufuhr {iber einen ldngeren Zeitraum zu einer verminderten Resorptionsrate in Darm und
einer erhohten Ausscheidung iiber die Niere fiihrt, ein langerfristiges Folsduredefizit dagegen die

Resorption steigert (126, 127, 128).
Abbildung 15 gibt einen Uberblick iiber die Verteilung der Transporter PCFT und RCF sowie den

Folatrezeptor alpha in den verschiedenen Korpergeweben, die die mit der Nahrung aufgenommene

Folsdure im Organismus der Elterntiere sowie des Fetus erreicht.
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Abbildung 15: Schematischer Uberblick iiber die Lokalisation von Transportern und Rezeptoren fiir
Folate/ Folsdure im Organismus (intra- und extrauterin)

Es wurde beobachtet, dass bei einer langerfristigen gesteigerten Zufuhr von synthetischer Folsdure
ein homoostatisches Gleichgewicht nicht aufrechterhalten werden kann: eine hohe Aufnahme
synthetischer Folsdure geht mit erhdhten Mengen unmetabolisierter Folsdure im Serum einher
(129, 130). Bei einer Supplementierung wéhrend der Schwangerschaft wurden erhohte
Folsdurelevel sowohl im maternalen als auch fetalen Blut sowie im plazentaren Gewebe festgestellt
(131). Es ist daher davon auszugehen, dass bei einer hohen Folsdureaufnahme der Mutter auch
mehr unmetabolisierte Folsdure iiber die Plazenta in den fetalen Blutkreislauf eintritt. Tatsdchlich
konnte im Nabelschnurblut Neugeborener unmetabolisierte Folsdure nachgewiesen werden (132).
Welche gesundheitlichen Folgen im Einzelnen mit dem Auftreten unmetabolisierter Folsdure im
Serum langfristig verbunden sind, insbesondere im Hinblick auf bestimmte Risikogruppen wie z.B.
Ungeborene, ist noch offen; es gibt jedoch bereits Hinweise auf einen langfristigen Einfluss auf das

Immunsystem. So wurde in einer Untersuchung an élteren Frauen beobachtet, dass ein hoher
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Gehalt unmetabolisierter Folsdure im Plasma mit einer verminderten Zytotoxizitét der natiirlichen

Killerzellen assoziiert war (133).

Wiéhrend der Schwangerschaft erreicht die Folsdure nach Aufnahme in die Nabelvene gemeinsam
mit den anderen Néhrstoffen im Blut das heranreifende Ungeborene und gelangt in den fetalen
Blutkreislauf, der vor der Geburt gegeniiber dem spiteren Blutkreislauf wesentliche Unterschiede
aufweist: um die Néhrstoffe so schnell wie moglich und ungefiltert in den groBen Korperkreislauf
des Feten zu transportieren, miindet die Nabelvene (V. umbilicalis) in den Ductus venosus, der das
nahrstoffreiche Blut unter weitestgehender Umgehung der Leber in die untere Hohlvene (V. cava
inferior) fithrt. Von dort aus erreicht sie den rechten Vorhof des Herzens, flieit durch das Foramen
ovale in den linken Vorhof und gelangt unter Umgehung der noch nicht entfalteten Lunge iiber den

Ductus arteriosus direkt in die Aorta (siche Abbildung 16).

' i)
. \ L
V. cava superior ! i , Aortenbogen
f ‘ - T Ductus arteriosus
Lunge B Vo =) Truncus pulmonalis

V. pulmonales

Foramen ovale Linker Vorhof

Rechter Vorhof

V. cava inferior

Rechte V. hepatica Ductus venosus

Aorta descendens

Sphinkter

Linke V. hepatica

Sinus portae

V. portae

V. umbilicalis
Nabelstrang

Umbilicalarterien
A. Vesicalis superior

A. lliaca interna

Plazenta

Abbildung 16: Blutfluss im fetalen Kreislauf (134)
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Die Nahrstoffe werden somit intrauterin unter Umgehung von Leber und Lunge direkt zu den
Korperzellen transportiert und kénnen nach dem Zufluss durch das Herz iiber die Blut- Hirn-
Schranke als erste Zielgewebe die fetalen Nervenzellen von Gehirn und Riickenmark erreichen.
Dementsprechend findet keine vorgeschaltete Regulation der Folsdurezufuhr durch Diinndarm (als
limierender Resorptionsfaktor), Leber (als Zwischenspeicher) und Niere (als Ausscheidungsorgan)
statt, so dass zu diesem Zeitpunkt eine kontrollierte Herstellung einer Homoostase nicht gegeben
ist. Dies hat moglicherweise zur Folge, dass wéhrend der Schwangerschaft im Falle einer erhohten
Zufuhr die neuronalen Gewebe des Fetus von Beginn ihrer Entwicklung an als erstes und besonders

stark mit einem liberproportionalen Folsdureangebot konfrontiert werden.

Mit der Durchtrennung der Nabelschnur nach der Geburt wird der kindliche Organismus von der
miitterlichen Versorgung iiber den diaplazentaren Blutweg abgeschnitten: ab diesem Zeitpunkt
werden die Nahrstoffe dem wachsenden Organismus fiir den Rest seines Lebens {iber dem
enteralen Weg zur Verfligung gestellt, wahrend der Sauerstoff {iber die Lunge aufgenommen wird.
Die postnatal nicht mehr benétigten Ducti (Ductus venosus und arteriosus) und das Foramen ovale
bilden sich im Rahmen physiologischer Anpassungsprozesse zuriick und werden verschlossen. Die
von nun an oral erst mit der Muttermilch, dann mit fester Nahrung zugefiihrten Nahrstoffe
erreichen zunichst die Transporter und Rezeptoren im Diinndarm und werden nach ihrer
Resorption iiber die Biirstensaummembran in die Schleimhaut und das vendse Blut der
Bauchorgane abgegeben. Es erfolgt der Transport iiber die Pfortadervene zur Leber als
Zwischenspeicher und schlieBlich die Abgabe an das artericlle Blut. Uber den groBen
Korperkreislauf gelangen die Nahrstoffe schlieBlich zu den verschiedenen Geweben und werden
dann erst den Zielzellen zur Verfiigung gestellt. Die Aufnahmekapazitit fiir Folate bzw. Folséure
ist demnach postnatal von dem Vorhandensein von Rezeptoren im Darm und der Fiillung der
Leberspeicher abhingig, wihrend intrauterin sofort und in vollem Umfang die Rezeptoren der

Zielorgane Gehirn und Leber erreicht werden.

Die Zeitfenster der Diatfiitterung variieren in den einzelnen Studien haufig und nicht immer kann
eindeutig unterschieden werden zwischen pra- und postnataler Didtexposition. Mdglicherweise
liegt hier ein weiterer Erklarungsansatz fiir die in vielen Studien unterschiedlichen Ergebnisse
hinsichtlich der DNA- Methylierung der jeweils untersuchten Organe. Teilweise wurde eine
wiahrend der Schwangerschaft verabreichte Didt wahrend der Stillzeit ausgesetzt und dann den
Nachkommen 3 Wochen postnatal erneut gefiittert. Auf der anderen Seite wurden die Muttertiere in
einigen Studien iiber die Tragzeit hinaus auch wihrend der Stillphase methylreich erndhrt; erst ab
dem Zeitpunkt der Entwohnung erhielten die Nachkommen dann eine Standardnahrung (98, 100,
101, 105, 117, 135, 136). Da jedoch bereits nach Geburt die Nahrstoffaufnahme im Korper nicht
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mehr {iber den Blutweg, sondern iiber die im Magen- Darm- Trakt lokalisierten Rezeptor- und
Transportsysteme erfolgt, konnten auf diese Weise im Vergleich zur intrauterinen Phase andere,
vermutlich geringere Mengen an Folsdure bzw. Methylgruppen tatséchlich ins Blut gelangen und

dadurch zu einer Veridnderung der organspezifisch unterschiedlichen Methylierungslevel fiihren.

Auch nach der Geburt scheint die Methylierung innerhalb bestimmter Zeitfenster unterschiedlich
verdnderbar zu sein: in Untersuchungen an Ratten wurde beobachtet, dass ein Folatdefizit nur
innerhalb eines bestimmten Zeitfensters- ab der Entwohnung bis zur Pubertdt- zu einer
Hypermethylierung in der Leber fiihrte, die auch im Erwachsenenalter bestehen blieb, wihrend ein
Defzit zu einem anderen postnatalen Zeitpunkt keinen Effekt hatte (137, 138). Studien, bei denen
die Diét nicht nur wiahrend der Schwangerschaft, sondern dariiber hinaus auch postnatal bis zum
Ende der Laktationszeit fortgefiihrt wurde, sind demzufolge nur bedingt geeignet fiir einen
Vergleich mit den Ergebnissen dieser Untersuchung, bzw. es sind nur Teilergebnisse vergleichbar,
bei denen intra- und extrauterine Einfliisse auf die Organmethylierung und Genexpression getrennt

betrachtet werden konnen.

Die in der vorliegenden Untersuchung in den Gruppen jeweils festgelegten Zeitfenster der

Diiétfiitterung sind zur Verdeutlichung in Abbildung 17 schematisch dargestellt.
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Abbildung 17: Schematische Darstellung der in der vorliegenden Untersuchung festgelegten
Zeitfenster der Diétfiitterung von Muttertieren und ihren Nachkommen in den
Interventionsgruppen

44



4  Diskussion

4.2 Beeinflussung der globalen DNA- Methylierung durch eine intrauterin

methylreiche Diit

4.2.1 Langfristig globale DNA- Hypermethylierung nach intrauterin methylreicher Diit

Die Beobachtung, dass nach intrauterin methylreicher Diét die globale DNA- Methylierung der
untersuchten Organe der weiblichen Nachkommen in adultem Alter erhoht ist, zeigt, dass sich in
der vorliegenden Untersuchung der nutritive Einflussfaktor wéihrend der Fetalzeit langfristig auf
das Epigenom der Nachkommen ausgewirkt hat. Ein Ungleichgewicht zwischen in- und
extrauterinen Bedingungen beeinflusst offenbar nachhaltig die Methylierungsprozesse: weichen die
extrauterinen Bedingungen stark von den intrauterinen ab, so fiihrt dies langfristig zu einer
Veranderung der DNA- Methylierung. Die in der vorliegenden Arbeit sehr starke Zunahme der
globalen DNA- Methylierung im neuronalen Gewebe von Gehirn und Hypothalamus deutet darauf
hin, dass die fetalen Nervenzellen besonders vulnerabel gegeniiber nutritiven Einfliissen zu sein
scheinen. Auch in einer Studie an 3 Monate alten Ratten ging eine gesteigerte Folsdureaufnahme
der Muttertiere (2 mg versus 8 mg/ kg) ausschlieSlich wiahrend der Schwangerschaft mit einer
globalen DNA- Hypermethylierung im Cortex des Gehirns einher (120). Dariiber hinaus wurde im
weillen Fettgewebe bei 7 Wochen alten mannlichen Mausen nach maternaler folsdurereicher Didt
ausschlieBlich wahrend der Schwangerschaft ebenfalls eine globale Hypermethylierung der DNA

nachgewiesen (118).

4.2.2 Bei postnataler Aufrechterhaltung der methylreichen Diit kein Unterschied der
globalen DNA- Methylierung im Vergleich zur Kontrollgruppe (Ausnahme:
Hypothalamus)

Erhalten die Nachkommen in der vorliegenden Untersuchung dagegen nach intrauteriner
Exposition auch postnatal weiterhin eine methylreiche Diét, ist die globale DNA- Methylierung im
adulten Alter in allen untersuchten Geweben mit Ausnahme des Hypothalamus nicht erhoht,
sondern auf einem dhnlichen Level wie in der Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis deckt sich teilweise
mit den Beobachtungen anderer Autoren. In einer Untersuchung an Méiusen zeigte sich nach
methylreicher Didtfiitterung iiber 6 Generationen ebenfalls keine signifikant unterschiedliche
globale Methylierung in der Leber, jedoch wurde eine zunehmende epigenetische Variabilitit
beobachtet (136). Im Fettgewebe von Ratten, die prinatal sowie 4 Wochen postnatal einer
folsduresupplementierten Didt exponiert wurden, wurde 6 Wochen spiter im Vergleich zur
Kontrollgruppe kein unterschiedlicher Status der globalen DNA- Methylierung nachgewiesen
(105).
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Interessanterweise ging eine Folsduresupplementierung schwangerer Folbp1-Knockout- Méuse bei
allen untersuchten Genotypen mit einer globalen DNA- Hypomethylierung von Leber und Gehirn
der Feten am Ende der Schwangerschaft einher (139). Es wird in diesem Zusammenhang diskutiert,
dass hohe Mengen von Folsdure bzw. ihr Abbauprodukt Dihydrofolsdure verschiedene Enzyme des
Folatstoffwechsels inhibieren und sie dariiber hinaus im Stoffwechsel bei der Bindung an
Transporter und Rezeptoren moglicherweise in Konkurrenz zu den reduzierten Folatformen tritt
(140). Im Lebergewebe von Ratten, deren Miitter wihrend der Trag- und Stillzeit einer
folsdurereichen Didt ausgesetzt waren, wurde zum Zeitpunkt ihrer Entwéhnung eine globale DNA-
Hypomethylierung festgestellt (99). Eine ausschlieBlich postnatale Supplementierung fiihrte in
derselben Studie ebenfalls zu einer globalen DNA- Hypomethylierung im Alter von 14 Wochen.
Eine erst nach der Geburt verabreichte folsdure- bzw. methylreiche Diédt ging auch in anderen
Studien mit einer globalen Hypomethylierung in Leber und Kolon einher (98, 119). In
Humanstudien zeigte sich ein inverser Zusammenhang zwischen einer erhohten Folsdureaufnahme
und leukozytdrer globaler DNA- Methylierung im adulten Alter (73, 141. Umgekehrt fiihrte wie
bereits beschrieben eine postnatal methylarme Diét, die in der Pubertét beendet wurde, langfristig

in der Leber zu einer globalen Hypermethylierung (137).

Diese Beobachtungen fiihren zu der Hypothese, dass eine iibermifige Zufuhr von Methyldonatoren
in der Regel zu einer Abnahme der globalen Methylierung fiihrt, ein im Vergleich dazu niedrigerer
Versorgungslevel dagegen zu einer Zunahme. Die Auflistung einer Auswahl von Studien in den
Tabellen 10 bis 13 gibt einen Uberblick iiber die Veriinderungen der globalen DNA- Methylierung
in Abhéngigkeit vom Zeitfenster der Diétexposition. Insgesamt weisen die Ergebnisse darauf hin,
dass diese Verdnderungen auch abhéngig sind von der untersuchten Gewebeart (98, 99, 120), dem
Alter (142) und dem Geschlecht der jeweils untersuchten Spezies (101) sowie dem Ausmal} der

Supplementierung (118).
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Tabelle 10: Studien, in denen der Einfluss einer ausschlielich préinatal verabreichten folséure- bzw.
methylreichen Diét auf die globale DNA- Methylierung der Nachkommen untersucht wurde

O Giobale DNA- Methylierung nimmt ab [J Globale DNA- Methylierung bleibt gleich [J Globale DNA- Methylierung nimmt zu

a) Bestimmung der globalen Methylierung fetal/ bei Geburt

Supplementierung Globake DNA-
Autor Modell 312 | Gewebe Alter ) Methylierung
. Maus . - .
Finnell (139) n.b. | Gehirn GA 16 25 mg Folinsdure (i.v.) 4
(Folbpl) .
(Sectio)
s.0. s.0. s.0. | Leber s.0. s.0. 1
Sable 1 (120) Ratte n.b. | Gehirn 1 Tag 8 mg Folsdure -
b) Bestimmung der globalen Methylierung in adultem Alter
Supplementierung Globake DNA-

Autor Modell 312 | Gewebe Alter (pro kg) Methylierung
Vorliegende Maus Q Hypo- 3 Monate 28 mg Folsédure (+ B12, B6, 1
Arbeit thalamus Cholin, Methionin)

s.0. s.0. s.0. | Gehirn s.0. s.0. 0

s.0. s.0. s.0. | Leber s.0. s.0. i

s.0. s.0. s.o. | Milz s.0. s.0. i

s.0. s.0. s.0. | Herz s.0. s.0. 0
Sable (120) Ratte n.b. | Gehirn 3 Monate 8 mg Folséure 1

(Cortex)
Huang (118) Maus IS Fett 7 Wochen 40 mg Folséure 1
S.0. S.0. s.0. | Fett S.0. 5 mg Folsdure =
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Tabelle 11:

methylreichen Diét auf die globale DNA Methylierung untersucht wurde

O Globale DNA- Methylierung nimmt ab

[] Globale DNA- Methylierung bleibt gleich

a) Methylierung unmittelbar nach Ende der Stillzeit

Studien, in denen der Einfluss einer prinatal und in der Stillzeit verabreichten folsdure- bzw.

D Globale DNA- Methylierung nimmt zu

Supplementierung Globale DNA-
Autor Modell 312 | Gewebe Alter (pro kg) Methylierung
Sie (99) Ratte n.b. | Leber 3 Wochen 5 mg Folsdure !
Sie (98) Ratte 3 Kolon 3 Wochen 5 mg Folsdure 1
Sable (120) Ratte n.b. | Gehirn 3 Wochen 8 mg Folséure -
b) Methylierung langfristig im adulten Alter
Supplementierung Globale DNA-
Autor Modell 312 | Gewebe Alter (pro kg) Methylierung
Carlin (101) Maus 3 Gehirn 50 Wochen 15 me Folsau're (.+ Bl2, . J
(NAc) Cholin, Methionin, Betain,
Zink)
Gehirn
(PFC,
s.0. s.0. IS s.0. s.0. -
VTA)
Gehirn
$.0 $.0 Q (NAc, PFC, $.0 $.0 =
.0. .0. VTA) .0. .0.
Hollingworth Maus n.b. | Lunge F1- 17 mg Folséure (+ B12, -
(135) Generation Cholin, Methionin, Betain,
Zink)
Chmurzynska Ratte n.b. | Fett 10 Wochen 5 mg Folsdure -
(105)
Sie (99) Ratte n.b. | Leber 14 Wochen 5 mg Folsdure -

48




4  Diskussion

Tabelle 12:

Studien, in denen der Einfluss einer dauerhaft pri- und postnatal verabreichten folsédure- bzw.
methylreichen Diét auf die globale DNA Methylierung untersucht wurde

O Globale DNA- Methylierung nimmt ab

(] Globale DNA- Methylierung bleibt gleich

(] Globale DNA- Methylierung nimmt zu

Supplementierung Globale DNA-
Autor Modell 319 | Gewebe Alter (pro kg) Methylierung
Sable (120) Ratte n.b. | Gehirn 3 Monate 8 mg Folséure 1
(Cortex)
Vorliegende Maus Q Hypo- 3 Monate 28 mg Folséure (+ B12, B6, 1
Arbeit thalamus Cholin, Methionin)
s.0. s.0. s.0. | Gehirn s.0. s.0. -
s.0. s.0. s.o. | Leber s.0. s.0. -
s.0.
s.0. s.0. Milz s.0. s.0. -
s.0.
S.0. S.0. Herz S.0. S.0. -
Li (136) Maus n.b. | Leber 5 Wochen 15 mg Folséure (+ B12, -
(F6) Cholin, Methionin, Betain,
Zink)
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Tabelle 13: Studien, in denen der Einfluss einer postnatal verabreichten folsdure- bzw. methylreichen Diét
auf die globale DNA Methylierung untersucht wurde

O Globale DNA- Methylierung nimmt ab (] Globale DNA- Methylierung bleibt gleich [ Globale DNA- Methylierung nimmt zu
I ti -
Autor Modell 319 | Gewebe Alter Supplementierung (pro GlObakf DNA
kg) Methylierung
Cordero (119) Ratte 3 Leber n.b. Folsdure (+ B12, Cholin, !
Betain)
Sie (99) Ratte n.b. | Leber 14 Wochen 5 mg Folsdure (11 Wochen) !
Sie (98) Ratte 3 Kolon 14 Wochen 5 mg Folsdure (11 Wochen) 1
Bae (141) Human Q Leukozyt | adult Zeitraum nach U

Lebensmittelanreicherung

Ono (73) Human Q Leukozyt | adult Hoher Folatkonsum U
18 umol/ kg Folsédure
Keyes (142) Maus 3 Kolon 23 Monate (20 Wochen) 1
s.0.
8.0. s.0. S.0. 9 Monate S.0. =

Geht man nun auf der Grundlage bereits bekannter Daten davon aus, dass eine methylreiche Diét
wiahrend der Schwangerschaft mit einer globalen DNA- Hypomethylierung in den Organen der
Nachkommen zum Zeitpunkt der Geburt einhergeht, wiirde sich in der vorliegenden Untersuchung
in beiden Interventionsgruppen nach einer intrauterinen Phase der Demethylierung dieser Trend
postnatal umkehren und die Methylierung wieder zunehmen. Dabei scheint das Ausmal} der
Zunahme abhédngig davon zu sein, wie stark der Methylgehalt der Nahrung postnatal von dem
intrauterin hohen Methylangebot abweicht: folgt auf eine intrauterine Supplementierung ein
normaler Methylgehalt in der Nahrung, die zudem nicht mehr iiber den Blutkreislauf, sondern tiber
den Verdauungstrakt zugefiihrt wird, nimmt die Verfligbarkeit an Methylgruppen fiir die
Nachkommen postnatal stark ab; dieses relativ groBle Defizit fithrt dann langfristig zu einer
ausgepragten globalen DNA- Hypermethylierung. Enthdlt die Nahrung hingegen postnatal einen
ebenfalls erhchten Methylgehalt, ist das Defizit zwar aufgrund der Umstellung von parenteraler auf
enterale Zufuhr noch vorhanden. Da es aber deutlich geringer ausgeprigt ist, fiihrt es in der Folge

zu einem gemafigten Anstieg der Methylierung bis leicht unterhalb des Niveaus in der
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Kontrollgruppe. Abbildung 18 zeigt ein hypothetisches Modell, wie sich die DNA- Methylierung
im prid- und postnatalen Verlauf in Abhéngigkeit von den verfiigbaren Methylgruppen in der

Nahrung moglicherweise verdndern konnte.

>
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Level der globalen DNA Methylierung
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Zeitpunkt der Analyse
in der vorliegenden Arbeit

Abbildung 18:  Hypothetisches Modell der intra- und extrauterinen Dynamik der globalen DNA-
Methylierung in Abhédngigkeit vom Zeitfenster der Fiitterung einer methylreichen Didt

Zusammengefasst deuten die Ergebnisse auf einen zundchst paradox erscheinenden Prozess hin:
eine intrauterin methylreiche Erndhrung fiihrt in den untersuchten fetalen Organen zu einer
globalen Hypomethylierung der DNA. Erfolgt extrauterin die Exposition zu einer Didt mit
normalem Methylanteil, also einer in Relation zur intrauterinen Versorgung methylarmen Diit,
fiihrt dies dann im weiteren Verlauf bei den Nachkommen zu dem gegenldufigen Effekt der
globalen Hypermethylierung der DNA. Eine auch postnatal fortgefiihrte Supplementierung kann
diesen Effekt offenbar abmildern und fiihrt zu einem nur leichten Anstieg der Methylierung auf ein

normales Niveau bzw. darunter.

Betrachtet man lediglich die Endpunkte zu einem bestimmten Zeitpunkt, z.B. im Lebensalter der
Nachkommen von 3 Monaten, so konnte man auf den ersten Blick schlussfolgern, dass eine
prénatale Supplementierung keine Auswirkung auf die globale Methylierung hat, wenn sie auch
postnatal fortgefithrt wird. Dies wiirde auf der anderen Seite jedoch bedeuten, dass die
Aufrechterhaltung eines hohen Methylgruppenangebots auch nach der Geburt die Methylierung

erneut beeinflussen kann und damit moglicherweise Verdnderungen im Stoffwechsel einhergehen.
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Eine Beobachtung, die in diese Richtung weist, wurde in einer Studie an Ratten gemacht: eine
maternale Folsduresupplementierung ausschlieBlich wihrend der Tragzeit fithrte im weiteren
Verlauf bei den untersuchten ménnlichen Nachkommen zu einer gesteigerten Nahrungsaufnahme
und sie entwickelten im weiteren Verlauf eine Neigung zu Fettleibigkeit (143). Bei den
Nachkommen, die auch postnatal folsdurereich erndhrt wurden, entwickelte sich das Korpergewicht
demgegeniiber normal. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl eine ausschlieBlich prénatal
verabreichte als auch eine dauerhaft fortgefiihrte Folséduresupplementierung bei den Nachkommen
langfristig mit einer verdnderten Expression von Genen einherging, die eine Rolle hinsichtlich der
Regulation der Nahrungsaufnahme spiclen. So flihrte beispielsweise eine dauerhafte
Folsduresupplementierung zu der Hypomethylierung des POMC- Gens, welches eine Rolle bei der
Energichomdostase und der Korpergewichtsregulation spielt. Ein Zusammenhang zwischen der
Folsdureversorgung wiahrend der Schwangerschaft und Gewichtsentwicklung der Nachkommen
wurde auch in einer weiteren Studie beobachtet: eine maternale Supplementierung ging hier einher

mit einem signifikant hoheren Geburtsgewicht der Nachkommen (98).

Es ist daher davon auszugehen, dass intrauterine Auswirkungen nicht einfach aufgehoben, sondern
lediglich voriibergehend und zu einem bestimmten Zeitpunkt der Untersuchung kaschiert werden.
Auch weitere, in ihrem Ausmal noch unbekannte epigenetische Verédnderungen werden dabei nicht
beriicksichtigt. Einen Hinweis auf derartige Verdnderungen liefert auch die in einer bereits
erwihnten Studie beobachtete zunehmende epigenetische Variabilitéit in hepatischem Gewebe von
Maiusen nach methylreicher Didt (136). Die tatsdchlichen und langfristigen Folgen derartiger
Eingriffe von auflen sind daher in ihrer Tragweite derzeit nicht abzuschétzen. Es ist auch nicht
bekannt, wann genau eine fortgefiihrte Supplementierung beendet werden konnte, ohne dass erneut
eine Gegenregulation im Sinne einer Anpassung aufgrund moglicherweise dauerhaft geprégter
Regelkreise erfolgt. Es wire daher aus eigener Sicht eine problematische Schlussfolgerung, im
Anschluss an ein intrauterin kiinstlich induziertes erhohtes Methylangebot, insbesondere von
Folsdure, auch nach der Geburt die Supplementierung fortzufilhren in der Annahme, ein
Gleichgewicht zwischen in- und extrauterinen Umgebungsbedingungen herzustellen und damit
Folgeerscheinungen wie z.B. die Entwicklung von Fettleibigkeit zu verhindern. Hier wiirde
stattdessen noch ldnger von auflen in ein auf eine Homdostase ausgerichtetes System eingegriffen
und die langfristigen Nebenwirkungen sind unklar. Vielmehr sollten die maternalen und intrauterin
stattfindenden epigenetischen Verdnderungen infolge einer folsdure- bzw. methylreichen Diét

genauer untersucht werden.

Hinzu kommt, dass die Methylierungslevel sich anscheinend bereits frith im Leben auch unter

gleichen Erndhrungsbedingungen verédndern: in Studien an Ratten wurde festgestellt, dass die
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Methylierung in bestimmten Gehirnregionen wihrend der ersten 21 Tage postnatal ansteigt, ohne
dass zusitzlich von auflen nutritive Einflussfaktoren verdndert wurden (120, 144). Dies weist
darauf hin, dass die DNA- Methylierung dynamisch verlduft, und dass diese Dynamik
moglicherweise in den neuronalen Geweben spezifischen Regulationsprozessen unterliegt. Die
Methylierungsvorginge konnen dann zusétzlich von auflen in Abhéngigkeit von dem

Methylangebot der Nahrung modifiziert werden.

Es bleibt offen und in weiteren Untersuchungen zu kldren, ob bei den Nachkommen eine
intrauterine Folsduresupplementierung im Rahmen einer methylreichen Didt tatsdchlich in den
verschiedenen Geweben, insbesondere in Gehirn und Hypothalamus, zum Zeitpunkt ihrer Geburt
mit einer globalen Hypomethylierung der DNA einhergeht wie in Abbildung 18 hypothetisch
dargestellt.

4.2.3 Globale DNA- Hypermethylierung im Hypothalamus weiblicher Miiuse nach pri-

und postnatal methylreicher Diéit: Hinweis auf Fetale (Fehl-) Programmierung?

Interessanterweise nimmt in der vorliegenden Arbeit der Hypothalamus eine Sonderstellung unter
den untersuchten Gewebearten ein. Wahrend in der vorliegenden Untersuchung die globale DNA-
Methylierung in den Herz-, Leber-, Milz- und Gehirngeweben adulter weiblicher Méuse der
Kontrollgruppe auf einem #hnlich hohen Niveau zwischen 40- 60 % liegt, ist sie im
Hypothalamusgewebe fast 10fach niedriger. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen einer
Studie, die ebenfalls an Ratten durchgefiihrt wurde. Hier war im Hypothalamusgewebe eine
deutlich héhere Gesamtmethylierung festgestellt worden; allerdings wurde hier speziell die linke
Hilfte des Hypothalamus ausgewéhlt und eine andere Methode zur Bestimmung der Methylierung
angewandt, dariiber hinaus waren die Ratten maénnlichen Geschlechts und zum

Untersuchungszeitpunkt wesentlich dlter (143).

Die globale Hypermethylierung der DNA im Hypothalamus im adulten Alter ist in der
vorliegenden Arbeit in beiden Interventionsgruppen, d.h. sowohl nach ausschlieBlich intrauteriner
als auch nach dauerhafter methylreicher Diét, gleich stark ausgeprédgt. Diese Beobachtung deutet
darauf hin, dass der Hypothalamus auf ein erhShtes Angebot von Methyldonatoren im Vergleich zu
den anderen untersuchten Geweben von Herz, Leber, Milz und Gehirnsubstanz epigenetisch
abweichend reagiert. Unterschiede treten in allen untersuchten Bereichen auf: der Level der
globalen DNA- Methylierung ist in den Hypothalami der Kontrollgruppe mit Abstand am
niedrigsten; das Ausmal3 der Hypermethylierung nach intrauterin methylreicher Diét ist hier am

starksten und ausschlieSlich in diesem Gewebe geht ein postnatales Fortfiihren der methylreichen
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Diét ebenfalls mit einer Hypermethylierung einher. Diese Beobachtungen sind insofern interessant,
weil der Hypothalamus trotz seiner geringen Grofe eine besondere Rolle im Organismus einnimmt.
Zum einen dient er als Bindeglied zwischen Nerven- und Hormonsystem; durch ein dichtes, mit
vielen Blutgefidlen durchzogenes Geflecht mit eingebetteten Nervenzellen sind hier das
Nervensystem und endokrines System eng miteinander verbunden. Zum anderen besitzt er eine
iibergeordnete Steuerungsfunktion und hat die iiberlebenswichtige Aufgabe, im Korper die
verschiedenen homoostatischen Regelkreise aufrechtzuerhalten. Hier befinden sich iibergeordnete
Zentren des vegetativen Nervensystems, die die wichtigsten Steuerungsprozesse im Korper
koordinieren und dadurch Anpassungsvorgiange an die unterschiedlichen Umgebungsbedingungen
ermoglichen. Dazu zdhlen neben der Nahrungs- und Fliissigkeitsaufnahme, auch der
Wasserhaushalt, die Warmeregulation, die Sexualfunktion sowie der Wach- und Schlafrhythmus.
Diese zentral iibergeordneten hypothalamischen Regelzentren werden in einem sehr frithen
Zeitfenster der intrauterinen Entwicklung etabliert und bediirfen einer Sollwerteinstellung, an der
sie sich dann langfristig orientieren. Als Ausgangsrichtwert dient das zu diesem Zeitpunkt
intrauterin vorherrschende Milieu. In einem sensiblen Zeitfenster der frithen embryonalen
Entwicklung, in welchem der Hypothalamus als {ibergeordnetes, lebensnotwendiges Regelzentrum
seiner eigenen Sollwertfindung unterliegt, ist er besonders vulnerabel fiir eine Fehlprogrammierung
aufgrund unphysiologischer Umgebungsbedingungen, welche sich langfristig negativ auf den
Organismus auswirken kann. Dies kann insbesondere dann auftreten, wenn nach der Geburt die

extrauterinen Umgebungsbedingungen stark von den intrauterinen abweichen.

Es wurde im Rattenmodell beobachtet, dass Eréhrungsfaktoren wie z.B. ein verdnderter Fettanteil
wiahrend der Schwangerschaft zu Verdnderungen im fetalen Hypothalamus im Sinne einer
prénatalen Programmierung fithren konnen (145). Eine fettreiche Didt der Muttertiere verénderte
bei den Nachkommen die Produktion bestimmter Proteine und Hormone und stimulierte die
Proliferation neuroepithelialer Zellen im embryonalen hypothalamischen dritten Ventrikel. Im
weiteren Verlauf zeigten sie ein verdndertes Verhalten bei der Nahrungsaufnahme, wurden
iibergewichtig und hatten héher Blutfettwerte. Auch in einem frithen Zeitfenster nach der Geburt
sind bei Ratten, die in dieser Lebensphase noch als sehr unreif gelten, erndhrungsbedingte
epigenetische Verdnderungen im Hypothalamus beobachtet worden: infolge einer neonatalen
Uberernihrung wurden bei ihnen Veridnderungen der Methylierung bestimmter hypothalamischer
Gene nachgewiesen, die langfristig zu einer vermehrten Nahrungsaufnahme fiihrten sowie eine

diabetische Stoffwechsellage begiinstigten (146, 147).

Eine im Hypothalamusgewebe weiblicher Nachkommen langfristig nachweisbare globale DNA-

Hypermethylierung infolge einer methylreichen Didt der Muttertiere wahrend der Schwangerschaft
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weist darauf hin, dass hier zu einem kritischen Zeitpunkt der intrauterinen Entwicklung in dem
iibergeordneten Regelzentrum Verdnderungen auf nutriepigenetischer Ebene stattgefunden haben,
die sich auf Abldufe im gesamten Organismus auswirken. Es besteht das Risiko, dass von auflen in
die Etablierung von Regelkreisen eingegriffen wurde und eine fetale (Fehl-) Programmierung
stattgefunden hat, die sich dauerhaft auswirkt. Die Beobachtung, dass Nachkommen von Ratten
nach maternaler Folséuresupplementierung in der Schwangerschaft ein erhohtes Risiko fiir
Ubergewicht aufweisen, deutet ebenfalls in diese Richtung (143). Die auch nach Fortfiihren der
Diét beobachtete globale Hypermethylierung der DNA im Hypothalamus ist ein Hinweis darauf,
dass die wihrend des intrauterinen fetalen Wachstums etablierte Gesamtmethylierung im sich
entwickelnden Hypothalamus der Maus konstant bleibt. Inwieweit jedoch die spezifischen
Methylierungsmuster einzelner Gene durch eine dauerhaft fortgefiihrte methylreiche Didt verdandert
werden, wie dies in einer bereits erwdhnten Studie beobachtet wurde (136), wurde in der

vorliegenden Arbeit nicht untersucht und bleibt offen.

4.3 Langfristig verindertes hypothalamisches Genexpressionsmuster nach

intrauterin methylreicher Diiit

16 der insgesamt 31 hypothalamischen Gene, die in der vorliegenden Untersuchung nach
intrauteriner Didtexposition bei den weiblichen Nachkommen langfristig in ihrer Expression
verdandert sind, nehmen Finfluss auf Prozesse der Transkription, Translation und
Signaltransduktion und sind stark in genetische Steuerungsmechanismen in der Zelle eingebunden.
Diese Gruppe stellt damit den groBten Anteil der in ihrer Expression verdnderten Gene dar. Zu den
starker exprimierten Genen zdhlen Braf, Medi2l, Folrl, Ptprv sowie Cmya5, schwécher exprimiert
werden Dmrtal, Fignll, Ubelyl, Eif2s3x, Olf1256, Ripk4, Zfp689, Ptbpl, Rrn3, Itch und Nfkbl
(siche Tabelle 11). Sie beeinflussen sich wechselseitig, so dass es zu verstirkenden Effekten
kommen kann. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass durch die wéhrend der Schwangerschaft
verabreichte methylreiche Didt beim Feten offenbar tief in die Vorgédnge auf Zellebene eingegriffen
wurde und dass diese Verdnderungen sich langfristig auf die Genfunktionen ausgewirkt haben.
Auch in anderen Studien wurde nach einer maternalen hohen Folsdurezufuhr im fetalen Gehirn
bzw. in der Plazenta am Ende der Schwangerschaft ebenfalls eine verdnderte Expression von

Genen beobachtet, die involviert sind in Signaltransduktion und Zellstoffwechsel (148, 149).
Besonders interessant ist die nach intrauterin methylreicher Didt im Hypothalamus verstirkte

Expression des Gens Folrl (Fold change +3,8), welches fiir den Folatrezeptor alpha (FRa) kodiert.

Wie bereits beschrieben, bindet dieses Protein aus der Familie der Folatrezeptoren mit hoher
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Affinitit sowohl Folsdure als auch die reduzierten Folatderivate, es vermittelt den Transport von 5-
Methyl-THF in die Zelle und iibernimmt gemeinsam mit weiteren Folatrezeptoren und
Transportern Funktionen bei der Herstellung einer Homoostase im Folatstoffwechsel (siehe
Abbildung 19). Im Plexus choroideus ist der Folatrezeptor alpha im Normalfall in sehr hohen
Konzentrationen nachweisbar und Haupttransporter von Folaten iiber die Blut- Liquor- Schranke in
das Gehirn; diese werden auf diese Weise aus dem Blut durch die Zellen des Plexus choroideus in
den Liquor und dann in die Gehirnzellen transportiert. Beim Transportvorgang wird 5-Methyl-THF
an den Folatrezeptor gekoppelt; gemeinsam werden beide via Transzytose in Exosomen in den
Liquor abgegeben und dann von den Nervenzellen des Gehirns aufgenommen; der Mechanismus
ist in Abbildung 18 dargestellt (150). Ein angeborener Defekt des Folatrezeptor alpha bedingt einen
gestorten Folattransport im Gehirn, der bereits in friihen Lebensjahren zu einer neurodegenerativen
Erkrankung fiihrt (151).

Choroid Plexus ~ Ependym

Lateraler Ventrikel
GroRhirn

Liquor

apikal

F@ 'g:) Exosomen =+
Ca

Dritter Ventrikel

Choroid Plexus
Epitheliale Zelle

\ Blut F 1‘ basolateral

Abbildung 19: Modell des Folattransports iiber die Blut- Liquor- Schranke im Gehirn (150
modifiziert). Der vergroferte Ausschnitt zeigt den Bereich im Gehirn, der den
Choroid Plexus und das Ependym enthélt. 5-Methyl-THF (F) wird bei
physiologischen Plasmakonzentrationen durch den FRo an der basolateralen
Membran des Choroid Plexus aufgenommen. Der 5-Methyl-TH- FRa- Komplex wird
vermutlich mittels Rezeptor-mediierter Endozytose internalisiert, durch die
epithelialen Zellen des Choroid Plexus transportiert und an der apikalen Grenze
exosomal in den Liquor abgegeben. FRa-positive Exosomen werden im
Gehirngewebe von Astrozyten und Neuronen selektiv aufgenommen.

Choroid Plexus
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Man geht davon aus, dass transkriptionelle Mechanismen an der Regulation der
Folatrezeptorexpression beteiligt sind (152). Vor wenigen Jahren wurde erkannt, dass der
Folatrezeptor alpha selbst eine Rolle als Transkriptionsfaktor spielt (153). Inwieweit dies eine

Rolle in der vorliegenden Untersuchung spielt, bleibt zu kléren.

Die nach intrauterin methylreicher Diit beobachtete Uberexpression des Folrl kdnnte ein Hinweis
darauf sein, dass der Folatstoffwechsel der Nachkommen nachhaltig verdandert wurde. Der im
Rahmen dieser Arbeit nicht untersuchte Nachweis einer verstirkten Expression auch auf
Proteinebene wiirde hierzu einen wichtigen Beitrag liefern. Es ist bekannt, dass die Expression des
Folatrezeptors gewebespezifisch in Abhdngigkeit von der Folsdurezufuhr reguliert wird: bei
hoheren Zufuhrmengen nimmt die Expression sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene ab
(126), umgekehrt wird seine Expression bei niedrigen Folatkonzentrationen reversibel gesteigert
(152, 154). Untersuchungen an Mausen zeigen, dass ein Folsduremangel wihrend der
Schwangerschaft in den verschiedenen fetalen Geweben zu einer verstirkten Expression des
Folatrezeptors fiihrt, allerdings mit Ausnahme des Gehirns und des Riickenmarks: hier wurde bei
einem Mangel im Gegenteil eine verminderte Expression nachgewiesen (155). Eine Ausnahme
stellt auch die Plazenta dar: wihrend der Schwangerschaft fiithrte eine hohe maternale
Folsdureversorgung in plazentarem Gewebe zu einer verstirkten Expression des Folatrezeptor
alpha; es scheint so zu sein, dass der Fetus stets bestrebt ist, seine Versorgung iiber die Plazenta zu
optimieren und diese auf ein hohes Folsdureangebot reagiert, indem sie die Aufnahme- und

Transportkapazitit weiter steigert (156).

Moglicherweise wird die Anpassung des Folatrezeptors an die verfiigbaren Folsduremengen auch
im Hypothalamus anders reguliert als in anderen Organen. Es stellt sich in diesem Zusammenhang
die Frage, ob die Ausbildung der hypothalamischen Rezeptoren intrauterin an Zeitfenster gebunden
ist: aufgrund der Plastizitit des heranreifenden fetalen Organismus ist es denkbar, dass die im
Hypothalamus lokalisierten Rezeptoren dem Angebot entsprechend ausgebildet werden und eine
erste ,,Sollwerteinstellung im Sinne einer pridnatalen Programmierung erfolgt. Wird ihr
Expressionslevel wihrend einer intrauterin vulnerablen Phase der fetalen Entwicklung aufgrund
des vorherrschenden Milieus ,,programmiert™, bleibt er danach unverdndert. Nach dieser Theorie
wiirde ein erhohtes Folsdureangebot im Rahmen der methylreichen Diét intrauterin beim Feten zu
einer verstarkten hypothalamischen Rezeptorausbildung fithren und letztlich eine hohere
Sollwerteinstellung zur Folge haben. Der fetale Organismus wiirde in diesem Fall auf das
intrauterin hohe Angebot an Folsdure im Rahmen der methylreichen Diédt dhnlich wie bei der
Plazenta mit einer Steigerung der Aufnahme- und Transportkapazitét in die neuronalen Zellen des

Gehirns durch eine vermehrte Expression von Folatrezeptoren in den Epithelzellen des
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Choroidplexus reagieren. Einmal ausgebildet, werden diese dann dauerhaft auf einem hohen Level
exprimiert. Die Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit ist folglich davon abhéngig, ob die
Expression des Folatrezeptors auch postnatal an die jeweiligen Umgebungsbedingungen angepasst
wird oder ob die Rezeptorausbildung im Hypothalamusgewebe intrauterin an limitierte Zeitfenster
gebunden ist und dann dauerhaft festgelegt bleibt. Es bleibt daher zu kldren, ob nach methylreicher
Erndhrung wéhrend der Schwangerschaft die Expression des Folrl bereits bei den neugeborenen
Nachkommen im Hypothalamus erhoht ist und damit dauerhaft veridndert bleibt oder ob die
gesteigerte Expression erst zu einem spdteren Zeitpunkt nach der Geburt auftritt, da der
Organismus auf einen héheren Folsdurelevel eingestellt ist und postnatal auf eine vermeintliche
Unterversorgung reagiert. Dariiber hinaus konnte untersucht werden, ob die gesteigerte
hypothalamische Expression des Folrl tatsdachlich auch auf Proteinebene nachweisbar ist. Noch ein
weiterer Aspekt hinsichtlich der Uberexpression des Folrl nach methylreicher Diit ist interessant:
in Epithelkarzinomen erméglicht eine pathologisch erhohte Uberexpression des Folatrezeptor alpha
ein rasches und invasives Tumorwachstum, in dem die Versorgung der sich rasch teilenden Zellen
mit Folaten bzw. Folsdure sicherstellt wird; in der medikamentdsen Tumortherapie werden daher
bei einigen Tumorarten Folsdureantagonisten eingesetzt (157). Es wird diskutiert, dass eine
iiberméBige Folsduresupplementierung das Risiko fiir die Progression bestimmter Tumore erhoht
(158, 159). Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete verstirkte Expression des Folrl nach
intrauterin methylreicher Didt konnte ein Hinweis sein, dass ein hohes Angebot an Folsdure zu der
verstirkten Ausbildung von Rezeptoren fiihrt, welche wiederum ein Tumorwachstum begiinstigen

konnen.

Das nach intrauteriner Didt bei den weiblichen Nachkommen unerwarteterweise vermindert
exprimierte Gen Eif2s3x (Fold Change -4,2), welches im Normalfall im Vergleich zu den
monnlichen Tieren stérker exprimiert wird, liegt auf dem murinen X- Chromosom in unmittelbarer

Néhe der Gene Xist und Tsix (Abbildung 20).

Centromer

Pseudoautosomale

Eif2s3x Xist/
Tsix

Abbildung 20: Genloki von Eif2s3x, Xist und Tsix auf dem X-Chromosom der Maus (160 modifiziert)
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In diesem Zusammenhang ist auch die nach intrauterin methylreicher Diét beobachtete verstérkte
Expression des Tsix (Fold Change +4,2) interessant. Dieses Gen unterliegt dem Imprinting und ist
Gegenspieler des Xist, welches nach der Embryonalphase wie bereits beschrieben nur in weiblichen
Tieren exprimiert wird (97). Beim Imprinting handelt es sich um einen besonderen Fall der
Genstilllegung durch Methylierung; bei dem gezielt entweder das miitterliche oder viterliche Allel
abgeschaltet wird (60). Auf diese Weise wird zu einem sehr frithen Zeitpunkt der embryonalen
Entwicklung bei weiblichen Sdugetieren eines der beiden X- Chromosome inaktiviert, dabei
spielen Xist und Tsix eine entscheidende Rolle. Beide kodieren jeweils nicht fiir ein Protein,
sondern wirken ausschlieBlich iiber die transkribierte RNA. Durch die Antisense- RNA des Tsix
wird im Normalfall die Expression von Xist unterdriickt (60, 161, 162). Der Ablauf dieser
Gegenregulation, schematisch dargestellt in Abbildung 21, ist noch nicht vollstdndig geklart; es
wird vermutet, dass durch Tsix DNA- Methyltransferasen aktiviert werden, die den Xist- Promotor

methylieren und damit die weitere Transkription inhibieren (163).

—>

Tsix

<+—

Abbildung 21: Unterdriickung der Xist- Expression durch Anlagerung der Antisense RNA des Tsix.
Die kodierenden Sequenzen iiberlappen sich auf den gegeniiberliegenden Stringen der
X-chromosomalen DNA (60)

Eine verstarkte Expression des Tsix konnte ein Hinweis sein, dass eine methylreiche Didt wahrend
der Schwangerschaft die epigenetischen Reprogrammierungszyklen, welche in der frithen
Entwicklung des Mausembryos stattfinden (57, 58, 59), beeinflussen konnte. Die Einordnung der
verdnderten Expression von Tsix sowie Eif2s3x nach intrauteriner Diét bleibt noch zu kldren. Es
gibt bereits Hinweise aus Studien, dass die Expression von Imprinting-Genen, darunter auch 7ix,
durch hohe Folsduresupplementierung oder auch andere Substanzen, die die DNA- Methylierung

verandern, beeinflusst werden kann (164, 165).

Zu den nach intrauterin methylreicher Diét in ihrer Expression verdnderten Genen, die an der
Steuerung und dem Transport von Hormonen beteiligt sind, zéhlen 7tr, Ecrg4 sowie Srd5a2. Das
AusmaB der Uberexpression ist bei Tt auBerordentlich stark (Fold change +76,4). Dieses Gen
kodiert fiir das Protein Transthyretin, welches dem Transport der Schilddriisenhormone sowie von

Retinol dient und im Plasma gebunden an Retinol-binding- protein (RBP) zirkuliert. Sein

59



4  Diskussion

Bildungsort ist vor allem der Plexus choroideus; 7trmRNA wurde in den Epithelzellen des
lateralen, des 3. sowie des 4. Ventrikels nachgewiesen (166, 167, 168). Es wird in den Liquor bzw.
das Blut sezerniert, wobei die Transportmechanismen im Gehirn und aus dem Gehirn heraus noch
ungeklért sind. Neuere Studien zeigen, dass Transthyretin im peripheren und zentralen
Nervensystem einen Einfluss nimmt auf Verhalten, kognitive Fahigkeiten und Nervenregeneration
sowie vermutlich auch eine Rolle bei neurologischen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer,
Schizophrenie, Parkinson und Depressionen spielt (169, 170, 171). Bei Morbus Alzheimer scheint
Transthyretin neuroprotektiv zu wirken, indem es die Aggregation von B-Amyloiden unterdriickt
(172). Sein Plasmaspiegel dient als diagnostischer Biomarker und zur Prognose des
Krankheitsverlaufes (173). In diesem Zusammenhang ist es bemerkenswert, dass die Expression
des Transthyretin epigenetisch reguliert wird durch die intrazellulire Doméne (AICD) einer
bestimmten neuronalen Isoform des Amyloid-Precursor-Proteins (APP), welches eine
Schliisselrolle in der Entstehung des Morbus Alzheimer iibernimmt (174). AICD entsteht beim
Abbau des APP im Verlauf des amyloidogenen Stoffwechselweg und verstdrkt die Transkription
des Transthyretins; dieses ist in der Lage, zuvor abgebaute 3-Amyloidpeptide abzutransportieren

(175).

Beim APP handelt es sich um ein integrales Membranprotein, das aus iiber 700
Aminoséureeinheiten besteht und durch Sekretasen gespalten werden kann. Bei der nicht-
amyloidogenen APP-Prozessierung erfolgt die erste Spaltung durch a-Sekretasen und es entstehen
ein grofer, wasserloslicher Proteinbaustein (APPsa) sowie ein kleineres, in der
Membran verankertes Fragment (a-stub). In einem néchsten Schritt wird von letzterem durch die y-
Sekretase ein weiteres Peptid (P3) abgespalten. APPsa besitzt neuroprotektive Eigenschaften und
fordert die Neuroplastizitdt. Im Gegensatz dazu schneiden bei der amyloidogenen APP-
Prozessierung zunéchst B-Sekretasen das APP- Molekiil in den Proteinbaustein APPsB sowie das
kleinere Fragment B-stub, welches dann durch y- und e-Sekretasen weiter zerlegt wird. Dabei
enstehen zum einen das Bruchstiick 3-Amyloid (AB), das neurotoxische Eigenschaften besitzt und
Hauptbestandteil der bei Morbus Alzheimer auftretenden Plaques im Gehirn ist, zum anderen die
intrazellulire Doméne (AICD). In Abbildung 22 sind die beiden unterschiedlichen
Stoffwechselwege der nicht- amyloidogenen sowie der amyloidogenen APP- Prozessierung

dargestellt.
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Angriffspunkte der Sekretasen
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Abbildung 22: Entstehung der intrazelluliren Doméne (AICD) des Amyloid-Precursor-Proteins

(APP) im amyloidogenen Stoffwechselweg (175 modifiziert). AICD bewirkt im
weiteren Verlauf die verstérkte Expression des Transthyretin.

In den letzten Jahren wurde erkannt, dass auch eine ausreichende Versorgung mit Folsdure das
Risiko fiir die Entwicklung einer Demenzerkrankung senken kann; man vermutet, dass Folsdure die
Neuronen vor der toxischen Wirkung der B-Amyloid- Ablagerung schiitzen kann, unter anderem
durch epigenetische Verdnderungen wie z.B. die DNA-Methylierung (176, 177). Interessanterweise
wurde in einer Untersuchung ein Zusammenhang zwischen einer Folsduresupplementierung und
dem Transthyretinlevel im Plasma beobachtet (178). Auf der Grundlage der bisher bekannten
Daten konnte die nach intrauteriner Diédt deutlich verstirkte Expression des 7 auf einen
neuroprotektiven Effekt infolge einer hohen Folsdurezufuhr im Rahmen der methylreichen Diét
hinweisen, vorausgesetzt, dass damit auch die verstiarkte Expression auf Proteinebene einhergeht.
Dariiber hinaus gibt es Hinweise, dass auch Stress zu einer verstirkten Expression von
Transthyretin im Gehirn fiihrt: eine Uberexpression von Tt# wurde nach chronischer
Stressbelastung im préfrontalen Kortex von Miusen beobachtet (179), auch in einer weiteren
Untersuchung fithrte sowohl akuter als auch chronischer psychosozialer Stress zu einer

Uberexpression von Tt (180). Da dieses Gen ein Glukokorticoid responsive element besitzt,
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vermuteten die Forscher, dass es durch Glukokortikoidhormone reguliert wird. Sie konnten an
Ratten zeigen, dass Tt in Epithelzellen des Choroid Plexus durch Zusatz von Hydrokortison
iiberexprimiert wurde; dieser Effekt konnte durch Antikdrper gegen den Glukokortikoid- und

Mineralkortikoidrezeptor unterdriickt werden.

Das hochregulierte Ecrg4 (Fold change +6,2) wird ebenfalls vor allem im Choroid Plexus
exprimiert (181). Sein Genprodukt Augurin, ein Transmembranprotein, {ibernimmt Funktionen
hinsichtlich der Regeneration und Proliferation von Nervenzellen. Man vermutet, dass die
Entwicklung von Vorlaufernervenzellen epigenetisch durch die Expression von Ecrg4 gesteuert
wird (181). Eine Injektion von Augurin in den 3. Ventrikel oder direkt in den Hypothalamus
aktivierte in einer Untersuchung an Ratten das Stresshormonsystem: sie fiihrte zur
hypothalamischen Ausschiittung des Corticotropin-Releasinghormon CRH und Adiuretin sowie
erhohten Plasmawerten des hypophysdren Adrenocorticotropen Hormons ACTH und des in der
Nebennierenrinde gebildeten Kortikosteron (182). Umgekehrt bewirkte eine chronische Belastung

durch sozialen Stress die Uberexpression von Ecrg4 im Gehirn von Méusen (183).

Da die Méuse in der vorliegenden Untersuchung keinen dufleren Reizen ausgesetzt wurden, die
eine Stressreaktion hervorrufen, konnten moglicherweise Bestandteile der intrauterinen Diét die
Stressachse aktiviert haben und zu einer gesteigerten Expression sowohl von Ecrg4 als auch Ttr
fiihren. Bereits in den 1960er Jahren wurde vermutet, dass die intravendse Gabe der Methyl-
Donatoren Methionin und Cholin dosisabhéngig die Wirkung der Katecholamine Noradrenalin und
Adrenalin verstirkt (184). Diese ibernehmen auch Funktionen als Neurotransmitter im Gehirn, die
bei der Erregungsiibertragung an den Synapsen von Nervenzellen eine Rolle spielen. Bei dem
Neurotransmitter Noradrenalin, der sowohl im Nebennierenmark als auch in Nervenzellen des
Hypothalamus synthetisiert wird, handelt es sich um einen Methyl-Akzeptor, der in der Nebenniere
durch Methylierung unter Beteiligung von S-Adenosylmethionin als Methyldonator in das
wirksamere Adrenalin umgewandelt wird (184, 185) (Abbildung 23).
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OH Methyltransferase OH 5
HO NH, > HO N,
/ \ CH,
HO HO
SAM SAH
. (SAH — CH,) .
Noradrenalin Adrenalin
Abbildung 23: Umwandlung von Noradrenalin in Adrenalin durch Transmethylierung
(185 modifiziert)

Man geht davon aus, dass bei diesem Vorgang der Transmethylierung die labile Methylgruppe von
Methionin bzw. Cholin zur Verfiigung gestellt wird (184). Diese beiden Néhrstoffe gelangen iiber
die Blut- Hirn- Schranke in das Gehirn (186, 187). Da in der vorliegenden Untersuchung ihr Anteil
in der Diidtnahrung wihrend der Fetalzeit ebenfalls erhoht war, ist von dieser Seite aus
moglicherweise ein langfristiger Einfluss auf die neuroendokrine Stressachse hervorgerufen
worden, der auch zu der verdnderten Genexpression im Hypothalamus beitragen konnte. Wie in der
Einleitung bereits erwdhnt, wird vermutet, dass eine intrauterin stattfindende fehlerhafte
Programmierung durch einen Néhrstoffiiberschuss oder -mangel zu einer verdnderten Stressantwort

und spéter zu dem Auftreten von Erkrankungen fithren kann (95).

Srd5a2 (Fold change +3,0) kodiert fiir das Protein Steroid-Sa-Reduktase 2, welches eine wichtige
Rolle im Testosteronstoffwechsel spielt: es katalysiert die Umwandlung von Testosteron in das
potentere Androgen Dihydrotestosteron. Die Aktivitit des Gens Srd5a2 wird epigenetisch reguliert
iiber Methylierung und Acetylierung (188). Es ist bekannt, dass Androgene sich im Gehirn positiv
auswirken auf die neuronale Differenzierung, Plastizitit und synaptische Dichte (189, 190). Sie
schiitzen vermutlich auch vor der Akkumulierung von Amyloidpeptiden, die zu dem
Krankheitsbild Morbus Alzheimer fiihrt (191). Bei médnnlichen Ratten fiihrte eine Gonadektomie zu
einem Anstieg des Amyloid-beta Protein- Level im Gehirn, der durch die Gabe von
Dihydrotestosteron riickgiangig gemacht werden konnte (192). Da wie bereits beschrieben auch 7t
in der Lage ist, B-Amyloid- Proteine zu binden, vermuteten Forschern einen Zusammenhang
zwischen der neuroprotektiven Wirkung von Dihydrotestosteron und Transthyretin. Sie konnten
tatsdchlich an Epithelzellen des Choroid Plexus von Nagern nachweisen, dass die Behandlung mit
Dihydrotestosteron zu einem Anstieg des Transthyretins auf Proteinebene fiihrte und die
Transkription in diesen Zellen induzierte, und zwar iiber einen Androgenrezeptor- unabhingigen

Weg (193).
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Moglicherweise ist die starke Uberexpression von Tt auf ein synergistisches Zusammenspiel
mehrerer Faktoren zuriickzufiihren, welches in der Gesamtbetrachtung ein schliissiges Bild
vermittelt und letzlich einen neuroprotektiven Effekt entfalten konnte. Ein hypothetisches Modell

der Wechselwirkungen ist in Abbildung 24 dargestellt.

Stress

!

f Ecrg4 (Fold change +6,2)

Protein: Augurin

Injektion in 3.Ventrikel/Hypothalamus

|
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Sexualhormone (Androgene) Testosteron — Dihydrotestosteron

4 Ttr (Fold change +76,4)
Protein: Transthyretin

Stress > Regulation durch Glukokortikoide

Abbildung 24: Hypothetisches Modell der Hochregulierung von 7tr

Es wire interessant, in weiterfilhrenden Studien auf Proteinebene zu untersuchen, ob im Rahmen
einer erhohten Genexpression von Ecrg4 und Srd5a? tatsidchlich eine gesteigerte Synthese sowohl
von Kortikosteron als auch von Dihydrotestosteron stattfindet und ob diese mit erhohten

Transthyretinleveln im Gehirn einhergeht.

Neben den bereits beschriebenen Genen sind insgesamt 11 Gene signifikant und mit einem Fold
Change > 3 in ihrer Expression verdndert, deren Bedeutung noch nicht eindeutig geklart ist.
Ungefahr die Haélfte von ihnen wird im Vergleich zur Kontrollgruppe stiarker exprimiert
(Serpinall, 2010110KI18Rik, Nat3, Kif20b, Pkhdlll, 4930509J09Rik), die andere Halfte
schwicher (Tmprssile, AI130019P10Rik, Slc22al, Plekhg3, Gm428). Die Bedeutung dieser

langfristig verdnderten Expression vor dem Hintergrund einer intrauterin methylreichen Diét bleibt

offen.
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Am Beispiel der gelben Agouti- Maus, die an Ubergewicht, Diabetes mellitus und Krebs leidet,
wurde gezeigt, dass neben der Fellfarbe auch das Erkrankungsrisiko der Nachkommen durch eine
methylreiche Didt der Muttertiere wihrend der Tragzeit infolge einer verénderten Expression des
Agouti- Gens vermindert werden kann (83). Es gibt dariiber hinaus Vermutungen, dass verénderte
Genexpressionsmuster in verschiedenen Korpergeweben, die zum Beispiel im Rahmen von
intrauterin  induzierter Ethanol- oder Bisphenol-A- Exposition, Wachstumsrestriktion,
Proteinmangel oder Diabetes beobachtet wurden, durch eine gleichzeitige Supplementierung von
Folsdure normalisiert bzw. ausgeglichen werden kénnen (107, 111, 112, 113, 114, 194, 195, 196).
Die Moglichkeiten, durch zusitzliche Folsduregaben negativen Einfliissen wihrend der Fetalzeit
entgegenzusteuern, sind jedoch offensichtlich begrenzt und durchaus kritisch zu betrachten.
Studien zeigen, dass Verdnderungen nicht vollstdndig durch eine Supplementierung aufgehoben
werden (108), teilweise wurde auch das Eintreten zusitzlicher Verdnderungen der Genexpression
durch erhohte Folsduregaben beobachtet (197). Es wurden auch geschlechtsspezifische
Veranderungen des Glukosestoffwechsels nachgewiesen, die mit einer verdnderten

Genmethylierung und -expression einhergingen (198).

Dariiber hinaus gibt es Hinweise, dass die Zufuhr von Methyldonatoren wihrend kritischer
Entwicklungsphasen in utero die Expression von Genen, die die Immunantwort regulierten, negativ
beeinflussen und damit das Erkrankungsrisiko fiir allergische Atemwegserkrankungen erhohen
kann: im Mausmodell wurde beobachtet, dass eine methylreiche Didt wahrend der
Schwangerschaft in der ersten Generation der Nachkommen die Expression eines Gens verdndert,
welches eine Rolle bei der Entstehung von allergischen Atemwegserkrankungen spielt; die
Behandlung mit einer demethylierenden Substanz (5-Azacytidin) konnte die Verdnderung
riickgingig machen (135). In einer Untersuchung an Lymphoblasten konnte gezeigt werden, dass in
der Zellkultur eine Vielzahl von Genen in Abhéngigkeit von der Folsédurekonzentration im Medium
dysreguliert wird, darunter auch Imprinting Gene wie z.B. Xist (164). Die Autoren warnen davor,
dass eine Folsduresupplementierung wihrend der Schwangerschaft zu einer anormalen
Genexpression wahrend der frithen Hirnentwicklung fiihren kénnte, mit langfristigen Folgen fiir

Prozesse der Kognition und Wahrnehmung.
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Der Benefit einer Folsduresupplementierung in der Schwangerschaft wihrend der Phase der sehr
frithen Embryonalentwicklung ist aufgrund der Reduzierung des Risikos fiir die Entwicklung von
Neuralrohrdefekten beim Ungeborenen durch umfangreiche Studien belegt. Allerdings unterstiitzen
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die These, dass eine unkritische, ldngerfristig hohe
Aufnahme von Folsdure und weiteren Methyldonatoren in der Schwanderschaft negative
Auswirkungen auf die spéatere Gesundheit der Nachkommen haben konnte, die nicht auf den ersten
Blick offensichtlich sind. Sowohl die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Verdanderungen der
globale DNA- Methylierung in den verschiedenen Organen als auch die mehr als 3fach verdnderte
Expression von fiiber 30 hypothalamischen Genen geben Anlass zu weiterfiihrenden
Untersuchungen. Der Hypothalamus scheint aufgrund seiner libergeordneten Steuerungsfunktionen
und der hier im Vergleich zu den anderen Geweben anders ausgeprigten Verdnderungen der
globalen DNA- Methylierung und aufgrund der verdnderten Genexpression nach intrauteriner Diat
besonders als Zielorgan geeignet zu sein. Studien legen nahe, dass wihrend des kritischen
Zeitfensters der Schwangerschaft und auch friih postnatal bei den Nachkommen Verdnderungen
auf hypothalamischer Ebene zum einen durch eine erhohte Folsdurezufuhr (143), aber auch durch
andere Nihrstoffe hervorgerufen werden kdnnen, die langfristig mit negativen Folgen fiir die

Gesundheit einhergehen (145, 146, 147).

Die in der vorliegenden Arbeit in einem ersten Schritt durchgefiihrte Analyse der globalen DNA-
Methylierung erscheint als Screening sinnvoll, um grundlegende Trends hinsichtlich der
Auswirkungen einer methylreichen Erndhrung zu erkennen. Durch eine vergleichende
Untersuchung verschiedener Organe unter denselben Bedingungen konnten zunéchst die Gewebe
identifiziert werden, die besonders stark von Verdnderungen betroffen sind. Dies trifft offenbar fiir
das Gehirn und hier insbesondere den Hypothalamus zu. Diese Gewebe kdnnen dann im Hinblick
auf Verdnderungen auf Gen- bzw. Proteinebene sowie Stoffwechselverinderungen gezielter
untersucht werden. Die daraufhin in der vorliegenden Arbeit in einem zweiten Schritt
durchgefiihrte globale Genexpressionsanalyse im Hypothalamusgewebe hat schlieflich zu der

Identifizierung von Kandidatengenen gefiihrt.

Fiir weitere Untersuchungen im Hinblick auf eine methylreiche Didt wéahrend der Schwangerschaft
erscheinen aus eigener Sicht die Gene Folrl, Ttr, Ercg4, Srd5a2 sowie Tsix als besonders geeignet.
Die Durchfiihrung genspezifischer Methylierungsanalysen sowie eine Bestitigung der Ergebnisse
der Genexpressionsanalyse auf Proteinebene stehen noch aus. Allerdings hat die Analyse der

Methylierung einzelner Kandidatengene in Studien gezeigt, dass eine Verdnderung des
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genspezifischen Methylierungslevels nicht unbedingt zu einer verdnderten Expression des
betroffenen Gens fiihrt, sondern dass hier noch weitere Wirkungsmechanismen beteiligt sind (109).
Sollte der Folatrezeptor alpha im Hypothalamus nach methylreicher Didt tatsdchlich auch auf
Proteinebene langfristig stirker exprimiert werden, sind mogliche Auswirkungen auf den
Folatstoffwechsel noch unklar. In diesem Fall wire es interessant zu untersuchen, ob die
Expression dieses Rezeptors auch in weiteren Geweben veréndert ist, wie es bereits von anderen
Autoren beobachtet wurde (121,152, 155, 199). Neben der Bedeutung des Folatrezeptors fiir die
Aufnahme und den Transport der Folate bzw. Folsdure sollte dabei auch das Risiko einer
beschleunigten Tumorentwicklung beriicksichtigt werden. Daneben konnte ein moglicher Einfluss
einer methylreichen Didt auf die Entwicklung neurodegenerativer Erkrankungen genauer
untersucht werden, auch vor dem Hintergrund, dass bereits ein Zusammenhang zwischen
Folsdurezufuhr und Transthyretinlevel im Plasma beobachtet wurde (178). Es wére dariiber hinaus
interessant zu untersuchen, ob und wenn ja, {iber welche Stoffwechselwege bei den Nachkommen
tatsdchlich langfristig Verdnderungen der neuroendokrinen Stressachse nach einer intrauterinen
methylreichen Didt eintreten, und ob mit der methylreichen Didt moglicherweise

Verhaltensverdanderungen einhergehen.

Die Aussagen der vorliegenden Arbeit werden limitiert durch die niedrigen Fallzahlen, die den
Auswertungen zugrunde liegen; die Ergebnisse sollten daher durch Studien mit groBeren Fallzahlen
bestdtigt werden. Die Untersuchung beschriankt sich zudem auf Verdnderungen bei weiblichen
Nachkommen, so dass kein geschlechtsspezifischer Vergleich stattfinden kann. Dies wére insofern
interessant, da in der Literatur viele geschlechtsabhingige Unterschiede gefunden wurden. Um
langfristige Verdnderungen zu erfassen, wurden die Gewebeanalysen bei den Nachkommen
ausschlieBlich im Alter von 3 Monaten durchgefiihrt. Daher kann keine Aussage iiber den pra- und
postnatalen Verlauf der DNA- Methylierung getroffen werden, sondern lediglich eine Vermutung
iber die Dynamik geduBlert werden. Es wére daher zwar aufwendig, aber sehr interessant, die
Veranderungen von Methylierung und Genexpression im Rahmen einer pra- und/ oder postnatal
methylreichen Didt zu verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung zu bestimmen, z.B. beim Fetus,
zum Zeitpunkt der Geburt, in der Pubertdt und bei adulten Tieren. Dariiber hinaus gibt es
Erkenntnisse, dass sowohl die DNA- Methylierung in Spermien als auch die plazentare
Genexpression durch die prakonzeptionelle paternale Folsdureversorgung beeinflusst werden kann
(121, 199). Es ist daher nicht vollig auszuschlieBen, dass die methylreiche Diét trotz des duflerst
kurzen Zeitraums der Verpaarung die Spermatogenese bei den ménnlichen Tieren epigenetisch
verdndert hat, mit der Folge, dass mdglicherweise die verdnderte Methylierung bzw. Genexpression
bei den Nachkommen unter anderem auch darauf zuriickzufithren sein konnte, wie dies bei der

plazentaren Folatrezeptorexpression beobachtet wurde.
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Bei der Genexpressionsanalyse wurden weibliche Tiere, die intrauterin eine methylreiche Diit
erhalten hatten, mit ménnlichen Tieren der Kontrollgruppe verglichen, da im murinen
Hypothalamus bekanntermafBen nur sehr wenige Gene (Xist, Eif2s3y, Ddx3y, Uty und Kdmid)
geschlechtsspezifisch deutlich unterschiedlich exprimiert werden (97). Es ist daher unklar,
inwieweit moglicherweise auch diese Gene durch die methylreiche Didt in ihrer Expression
beeinflusst wurden. Da unerwarteterweise in der vorliegenden Arbeit 7six, welches dem Imprinting
unterliegt und als Gegenspieler des Xist bekannt ist, hochreguliert wird, konnte auch die Expression

des Xist verdndert sein, wie bereits in anderen Studien beobachtet wurde (164, 165).

Dariiber hinaus bleibt offen, ob die beobachteten Verdnderungen auf das Zusammenspiel der
verschiedenen Komponenten der methylreichen Didt oder aber bestimmte Nahrstoffe
zuriickzufiihren sind; eine Gewichtung der einzelnen Nahrungsfaktoren wie z.B. Folsdure oder
Methionin bzw. Cholin ist in der vorliegenden Untersuchung nicht méglich. Grundsétzlich bleibt
letztlich auch fraglich, inwieweit die am Mausmodell erzielten Ergebnisse tatsdchlich auf den

menschlichen Organismus iibertragen werden koénnen.

Vor dem Hintergrund der bisherigen Erkenntnisse sollte eine Supplementierung mit Folsdure, aber
auch mit weiteren Nahrstoffen, die in den Methylierungszyklus eingreifen, insbesondere wihrend
der Phase der Schwangerschaft sorgfiltig abgewogen werden und gezielt eingesetzt werden. Es ist
bedenkenswert, dass die embryonalen Organe, und hier insbesondere das Herz und die neuronalen
Gewebe, wihrend des intrauterinen Wachstums direkt iiber den diaplazentaren Blutweg mit den
Néhrstoffen konfrontiert werden, ohne dass die Aufnahmekapazitit durch Darm oder Niere
limitiert werden kann bzw. eine hepatische Zwischenspeicherung stattfindet. Untersuchungen
zeigen, dass nach Anreicherung von Grundnahrungsmitteln die Folsdureaufnahme in der
Bevolkerung stirker zugenommen hat als vorhergesagt wurde (200), gleichzeitig werden
zunechmend erhohte Folsdurespiegel im Serum gemessen (201). Die gesundheitlichen
Auswirkungen einer lidngerfristig erhohten Zufuhr, die beim Menschen insbesondere wahrend
seiner frithen intrauterinen Entwicklungsphase hervorgerufen werden konnen, sollten in

weiterfithrenden Studien genauer untersucht werden.
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In den letzten Jahrzehnten mehren sich die Hinweise, dass die Voraussetzungen fiir das Auftreten
von Gesundheit oder Krankheit im Leben eines Menschen bereits wihrend seiner frithesten
intrauterinen Entwicklung geschaffen werden. Das Zeitfenster der Schwangerschaft ist daher
aufgrund der frithen Weichenstellung fiir die Gesundheit der Nachkommen zunehmend in den
Fokus geraten und die Auswirkungen einer fetalen Néhrstoffunter- bzw. liberversorgung wurden in
zahlreichen Studien untersucht. Es wurde entdeckt, dass mit der Nahrung zugefiihrte Nahrstoffe an
epigenetischen Steuerungsprozessen im Organismus beteiligt sind und dadurch Einfluss auf die
Genregulation nehmen koénnen. Als bedeutendster epigenctischer Marker gilt die verdnderbare
DNA- Methylierung, da durch das Anhingen bzw. Entfernen einer Methylgruppe an eine
bestimmte Position der DNA Gene an- bzw. ausgeschaltet werden konnen. Die
Methylierungskapazitdt wird bestimmt durch die Bioverfiigbarkeit bestimmter Erndhrungsfaktoren,
zu denen die Vitamine Folsdure, B, und B¢ sowie Methionin und Cholin zédhlen. In der
Schwangerschaft ist die physiologische embryonale Entwicklung unter anderem abhéngig von der
ausreichenden Versorgung mit Methylgruppen, und eine perikonzeptionelle Folsdure-
supplementierung kann das Risiko der Entwicklung eines Neuralrohrdefektes beim Ungeborenen
vermindern (11, 12). Auf der anderen Seite mehren sich die Hinweise, dass es sich insbesondere
bei dem Vitamin Folsdure um einen Mikrondhrstoff handelt, welcher neben seiner schiitzenden
Funktion im Fall einer Uberdosierung auch negative Folgen fiir den Organismus haben kann. Die
Auswirkungen einer iiberméfig hohen, langerfristigen Zufuhr wéhrend der Schwangerschaft auf

die spétere Gesundheit des sich entwickelnden Feten sind noch nicht geklért.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob sich eine methylreiche Erndhrung, welche
Folsdure, Bi2, Bs, Methionin und Cholin in vierfach héherer Dosierung im Vergleich zur
Kontrollgruppe enthélt, in der Schwangerschaft langfristig auf die globale DNA- Methylierung und
das Genexpressionsmuster der Nachkommen auswirkt. Um herauszufinden, in welchem Gewebe
die stdrksten Verdnderungen nach intrauterin methylreicher Didt zu beobachten sind, wurden die
Organe Leber, Milz, Herz, Gehirn und spezfisch der Hypothalamus untersucht, da dieser wahrend
der Embryonalzeit als besonders vulnerabel fiir dufiere Einfliisse gilt und spéter als iibergeordnetes
Regelzentrum eine essentielle Funktion fiir die Aufrechterhaltung homdostatischer Regelkreise im
Korper ausiibt. Trachtige Méause wurden wihrend der Schwangerschaft methylreich ernédhrt; ab
dem Zeitpunkt der Geburt erhielten Muttertiere und Nachkommen dann entweder weiterhin die
methylreiche oder eine normale Diét. Die Ergebnisse in den beiden Gruppen wurden verglichen mit

gleichaltrigen Méusen, die als Kontrollgruppe sowohl intra- als auch extrauterin die normale Diét
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erhalten hatten, so dass letzlich die Methylierungsergebnisse von 3 Monate alten weiblichen
Nachkommen vorlagen, die folgenden drei Gruppen zugeordnet werden konnen: Gruppe 1:
methylreiche Diét ausschlieBlich prénatal, Gruppe 2: methylreiche Diét prad- und postnatal, Guppe

3: normale Diét préa- und postnatal.

Die Ergebnisse der Methylierungsanalyse zeigen, dass eine auschlieBlich prénatal methylreiche
Diédt mit einer signifikant hoheren globalen DNA- Methylierung im Gehirn- und insbesondere im
Hypothalamusgewebe einhergeht. Bei den Organen Herz, Leber und Milz ist ein Trend hin zu einer
hoheren Methylierung zu beobachten, der jedoch kein Signifikanzniveau erreicht. Wird die
methylreiche Didt dagegen auch postnatal aufrechterhalten, kehrt sich dieser Trend um und die
globale Methylierung sinkt in den Organen unter das Ausgangsniveau in der Kontrollgruppe; allein
im Hypothalamus bleibt die globale Methylierung konstant auf einem hohen Niveau. Daher wurde
die Genexpressionsanalyse von mehr als 20.000 Genen im hypothalamischen Gewebe

durchgefiihrt.

Es ist bekannt, dass im murinen Hypothalamus nur sehr wenige Gene geschlechtsabhingig deutlich
unterschiedlich exprimiert werden (Xist, Eif2s3y, Ddx3y, Uty und Kdm5d) (97). Zur internen
Qualitédtskontrolle wurden daher die Genexpressionsmuster von zwei 3 Monate alten weiblichen
Nachkommen, die intrauterin einer methylreiche Diét exponiert worden waren, mit denen von zwei
ménnlichen Nachkommen der Kontrollgruppe verglichen. Es wurden bei den weiblichen Tieren
nach intrauteriner Didt zusétzlich zu den oben genannten bereits bekannten Genen insgesamt 31
Gene identifiziert, die signifikant und mindestens 3fach unterschiedlich exprimiert wurden. Knapp
die Hélfte dieser Gene ist involviert in Transkriptions- und Translationsprozesse. Daneben hinaus
sind Gene betroffen, die an der Steuerung und dem Transport von Hormonen beteiligt sind sowie

ein Gen, welches dem Imprinting unterliegt.

Als Kandidatengen fiir weiterfilhrende Untersuchungen besonders interessant ist das verstirkt
exprimierte Gen Folrl, welches fiir den Folatrezeptor alpha kodiert und im Organismus Funktionen
bei der Herstellung einer Folathomdostase sowie in pathologischer Form beim Tumorwachstum
ibernimmt. Ein moéglicher Zusammenhang zwischen intrauterin methylreicher Didt und verstarkter
Expression des Gens Ttr, welches fiir das Transportprotein Transthyretin kodiert, konnte ebenfalls
in weiteren Studien untersucht werden. Hier stellt sich die Frage nach einer Wechselwirkung mit
den ebenfalls verstirkt exprimierten Genen Ecrg4 und Srd5a2 und einer moglichen Beeinflussung
der endokrinen Stressachse, die moglicherweise auch mit einer Verhaltensdnderung einhergeht.

Dariiber hinaus ist das dem Imprinting unterliegende 7six aufgrund seiner Bedeutung bei der X-
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chromosomalen Inaktivierung wéhrend der frilhen embryonalen Phase der epigenetischen

Reprogrammierung in seiner Funktion als Gegenspieler des Xist besonders interessant.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass eine hohe Aufnahme von
Methyldonatoren wéhrend der Schwangerschaft im Mausmodell im Hypothalamus mit langfristig
auftretenden epigenetischen Verdnderungen bei den Nachkommen einhergeht, die sowohl die
globale DNA- Methylierung als auch die Expression von Genen betreffen. Sie bestétigen damit
Aussagen andere Autoren, die ebenfalls Auswirkungen gesehen haben, die jedoch insgesamt sehr
heterogen waren, moglicherweise, weil die Studien auf jeweils sehr unterschiedlichen Protokollen
beruhen. Das Wechselspiel epigenetischer Mechanismen ist sehr komplex und unterliegt
zahlreichen Einflussfaktoren, die sich auf Methylierung und Genexpression auswirken konnen. Die
Bedeutung weiterfiihrender Studien, die gezielt den Zusammenhang zwischen einer pranatal
methylreichen Didt und epigenetischen Verdnderungen bei den Nachkommen sowie ihrer
langfristigen Gesundheit untersuchen, wird dadurch unterstrichen. Ein besonderer Fokus sollte
dabei auf den Hypothalamus als libergeordnetes Regelzentrum gelegt werden, da Verdnderungen in
diesem vulnerablen Gewebe sich nicht nur auf den Stoffwechsel, sondern auch auf die kognitiven

Funktionen des betroffenen Organismus auswirken konnen.
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8 Anhang

8 Anhang

8.1 Studieniiberblick

In Tabellen 14 bis 18 werden Studien aufgefiihrt, in denen am Maus-, Ratten-, Schwein- und
Humanmodell sowie im Zellversuch Einfliisse einer pra- und/ oder postnatalen folsdure- bzw.
methylreichen oder -armen Didt auf die DNA-Methylierung und/ oder die Genexpression
untersucht wurden. Die Literaturrecherche zeigt, dass die ersten Untersuchungen auf diesem Gebiet
bereits am Ende der 1980er Jahren begannen, ein GroBteil der Studien wurde jedoch erst in den

letzten 5 Jahren durchgefiihrt.
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8.2

8.2.1

Isolierung der DNA aus den Organgeweben

Substanzen

Alle vorgefertigten Reagenzien wurden dem Kit NucleoBond® Buffer Set IV (Macherey Nagel)

entnommen und die entsprechenden Sdulen (maximale Ausbeute je Sdule: 100 pug DNS)

verwendet.

Puffer G2 800 mM GuHCI, 30 mM EDTA, 30 mM Tris/HCI, 5 % Tween 20, 0.5 % Triton X-

100, pH 8.0

Puffer N2 100 mM Tris/H3POs, 15 % Ethanol, 900 mM KCI, pH 6.3, 0.15 % Triton X-100
Puffer N3 100 mM Tris/H3POs, 15 % Ethanol, 1150 mM KCI, pH 6.3

Puffer N5 100 mM Tris/H3POs, 15 % Ethanol, 1000 mM KCI, pH 8.5

RNase A

Proteinase K

NucleoBond AXG 100 columns

8.2.2
1.

Durchfiihrung

Jede Gewebeprobe wurde einzeln aufgetaut und ca. 50- 100 mg in ein 14 ml Polypropylene
Round-Bottom Tube (Becton Dickinson#352059) iiberfiihrt. Unter Zugabe von 10 ml des
zuvor gemischten Puffer G2 und RNAse A wurde das Gewebe mit dem Ultra Turrax
(Firma) vollstindig zerkleinert. Das Homogenisat wurde in ein 50 ml Falcon-Gefif3
iiberfilhrt und unter Zugabe von 100 pl Proteinase K (20 mg Proteinase /ml
Proteinasepuffer) 30 Sekunden griindlich durchmischt (Vortex, Heidolph Reax control).
AnschlieBend wurde die Probe im Thermocycler (Biometra Compact Line OV4) bei 50 °C
fiir mindestens 2 Stunden (ohne Rotation) inkubiert, bis das Lysat klar war.

Zur Equilibrierung wurde die Séule (NucleoBond® AXG 100) auf einen leeren 50 ml
Falcon gestellt und 2 ml Puffer N2 wurden zugegeben. Fiir die Absorption der DNA in der
Probe wurden dem Lysat 5 ml Puffer N2 hinzupipettiert und nach 15 Sekunden
Durchmischen (Vortex, Heidolph Reax control) ebenfalls auf die Siule gegeben.
AnschlieBend wurden dreimal nacheinander 4 ml Puffer N3 zum Waschen auf die Siule
pipettiert.

Die vorbereitete Sdule wurde auf einen neuen 50 ml Falcon gestellt. Es wurden 5 ml Puffer

N5 auf die Saule pipettiert und mit der darin eluierten DNS aufgefangen. Fiir
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eine Optimierung der Ausbeute wurde das aufgefangene Lysat nochmals auf die Sidule
gegeben und in dem Falcon aufgefangen. Dem aufgefangenen Lysat wurden 3,5 ml
Isopropanol zugegeben, durch Schwenken des Falcon gemischt und dann 60 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Probe wurde dann 25 Minuten bei 4 °C mit 12.000 rpm
zentrifugiert (eppendorf Centrifuge 5810 R). Nach Verwerfen des Uberstandes wurde dem
im Falcon zuriickbleibenden weiBilichen Pellet 5 ml 70 %igem Ethanol zugegeben
(,,Waschen*). Die Probe wurde dann 10 Minuten bei 4 °C mit 15.000 x g zentrifugiert
(eppendorf Centrifuge 5417 R). Der Uberstand wurde erneut verworfen, das im Falcon
zuriickbleibende weillliche Pellet markiert und bei Raumtemperatur maximal 15 Minuten
luftgetrocknet. Das getrocknete, durchsichtige Pellet wurde in 100 bis 200 ul H>O gel6st und
in ein 1,5 ml Mikrozentrifugengefal3 tiberfiihrt. Die Proben mit der jeweiligen DNS wurden

bei -20 °C gelagert.

8.3 DNA- Methylierungsanalyse

Die Vorteile dieser Methode liegen in der einfachen und schnellen Durchfiihrung des Tests
innerhalb von 4 Stunden unter konstanten Bedingungen, der colorimetrischen Quantifizierung mit
geringem Aufwand und Risiko sowie der Moglichkeit einer flexiblen Probenbestimmung durch

einzeln zu entnehmende Teststreifen der Mikrotiterplatte.

Zunichst wurde die jeweilige Konzentration der DNA in den einzelnen Proben mittels UV-
Spektrophotometrie bestimmt und es wurden Aliquots mit einer Konzentration von 100pug DNA/
ml H,O hergestellt. Die in der Losung enthaltene DNA der einzelnen Proben wurde dann auf einer
96-well-Mikrotiterplatte immobilisiert, deren kleine Vertiefungen jeweils mit einer DNS- affinen
Substanz ausgekleidet waren. Der methylierte Anteil der DNA wurde dann mit einem 5-
Methylcytosin-Antikdrper erkannt und durch eine ELISA- &hnliche Reaktion quantifiziert; er
verhélt sich positiv proportional zur Intensitit der Optischen Dichte (OD intensity). Die
Absorptionsmessung erfolgte mittels ELISA Mikroplatten Reader (Tecan Sunrise ELISA Reader)

bei einer Wellenlédnge von 450nm.

Die einzelnen Schritte der Testdurchfiihrung sind in Abbildung 25 dargstellt.
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| Vorbereitung der DNA (Aliquotierung; jeweils 100ug DNA/ ml H,O)

Die DNA wird in die Vertiefungen (Wells) der Testplatte pipettiert und hier immobilisiert
(,L6sung zur Bindung der DNA®)

|

- mehrmaliges Waschen
- Hinzufligen eines Antikdrpers, der an die methylierten Cytosine der DNA bindet
(-Antikérper zur Erfassung®)

|

- mehrmaliges Waschen

-Hinzufiigen eines zweiten Antikérpers, der an den ersten Antikérper bindet
(,Antikérper zur Detektion®)

- Hinzufuigen einer Lésung zur Verstarkung der Reaktion (,Verstarkerldsung®)

- mehrmaliges Waschen
i - Hinzufiigen einer Lésung fir die Farbentwicklung (,Entwicklungslésung*)
- Messung der Absorption mittels ELISA Mikroplatten Reader

Abbildung 25: Schematische Darstellung der Methylierungsanalyse (Abbildung: Epigentek)

8.3.1 Substanzen

Alle vorgefertigten Reagenzien wurden dem Methylation Quantification Ultra Kit (Epigentek)

entnommen.

8-Well Assay Strips 12
Waschpuffer 30 ml
Loésung zur Bindung der DNS 3 ml
Positivkontrolle 20 ul
Negativkontrolle 20 ul
Loésung zum Blocken 20 ml
Antikorper zur Erfassung 8 ul
Antikorper zur Detektion 20 pl
Verstiarkerlosung 20 ul
Entwicklungslosung 10 ml
Stoplosung 6 ml
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8.3.2 Durchfiihrung

1.

Die Proben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut. Die jeweilige Konzentration der DNA
wurde mittels UV- Spektrophotometrie bestimmt (SmartSpec™ 3000, BIO RAD), durch
Verdiinnung auf einen Wert von 100 ug DNA/ ml H,O (100 ng/ pl) eingestellt und 30
Sekunden durchmischt (Vortex, Heidolph Reax control).

In die insgesamt 96 Vertiefungen (Wells) der Testplatte wurden jeweils 28 pl der DNA-
bindenden Losung pipettiert.

Von jeder Probe wurden 2l entnommen und in eine Vertiefung des Assay pipettiert; dies
wurde fiir jede Probe 3mal durchgefiihrt, so dass von jeder Probe der Anteil der
methylierten DNA 3mal gemessen werden kann. Die Positivkontrolle wurde mit der DNA-
bindenden Losung im Verhiltnis 1:20 verdiinnt; von dieser Losung wurden 2 ul in eine
Vertiefung des Assay pipettiert (jeweils 3mal). Es wurden 2 ul der Negativkontrolle in eine
Vertiefung des Assay pipettiert (jeweils 3mal). Der Rahmen wurde geschwenkt, so dass die
Losung den gesamten Bodenbelag bedeckte. Die Inkubation der Proben erfolgte im
Thermocycler (Biometra Compact Line OV4) zundchst 40 Minuten bei 37 °C, danach 40
Minuten bei 60 °C, bis die Losung vollstandig verdunstet war.

Den Proben wurden jeweils 150 ul der Blockadeldsung mit einer 8-Kanal-Mehrfachpipette
zugegeben. Nach einer 30miniitigen Inkubation im Thermocycler bei 37 °C wurde der
Uberstand entfernt, 150 pul Waschpuffer (Verdiinnung mit destilliertem Wasser im
Verhiltnis 1:10) zugegeben und wieder abgesaugt. Der Waschvorgang wurde 2mal
wiederholt.

Die Losung mit dem Antikdrper wurde mit dem Waschpuffer auf 1 pg/ ml verdiinnt
(Verhéltnis 1:1000); von dieser verdiinnten Losung wurden jeweils 50 pl mit einer 8-
Kanal-Mehrfachpipette zu jeder Probe hinzugefiigt. Nach einer 60miniitigen Inkubation bei
Raumtemperatur wurde der Uberstand abpipettiert, 150 ul verdiinnter Waschpuffer
zugegeben und wieder abgesaugt. Der Waschvorgang wurde 3mal wiederholt.

Die Detektorlosung wurde mit dem verdiinnten Waschpuffer im Verhaltnis 1:5000
verdiinnt; von dieser Losung wurden jeweils 50 ul mit einer 8-Kanal-Mehrfachpipette zu
jeder Probe hinzugefiigt. Nach einer 30miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde
der Uberstand abpipettiert, 150 ul verdiinnter Waschpuffer zugegeben und wieder
abgesaugt. Der Waschvorgang wurde 4mal wiederholt.

Die Verstiarkerlosung wurde mit dem verdiinntem Waschpuffer im Verhiltnis 1:5000

verdiinnt; von dieser Losung wurden jeweils 50 ul mit einer 8-Kanal-Mehrfachpipette
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zu jeder Probe hinzugefiigt. Nach einer 30miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur
wurde der Uberstand abpipettiert, 150 ul verdiinnter Waschpuffer zugegeben und wieder
abgesaugt. Der Waschvorgang wurde 4mal wiederholt.

8. Jeweils 100 pl der Entwicklungslosung wurden mit einer 8-Kanal-Mehrfachpipette zu jeder
Probe hinzugefiigt und in der Dunkelkammer fiir 2,5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, bis eine Blaufiarbung der Proben eintrat. Es wurden dann jeweils 50 ul der
Stopplosung mit einer §-Kanal-Mehrfachpipette zu jeder Probe hinzugefiigt, worauthin
sofort ein Farbumschlag zu gelb eintrat.

9. Unmittelbar nach Zugabe der Stopplosung erfolgt die Absorptionsmessung der Extinktion
bei einer Wellenldnge von 450 nm (Referenzwellenldnge: 630 nm) mittels ELISA

Mikroplatten Reader (Tecan Sunrise ELISA Reader).

8.4 Priaparation des Hypothalamus

Das Gehirn wurde auf der Konvexitét so plaziert, dass die basalen Strukturen oben lagen. Schnitt 1
erfolgte transversal durch das Chiasma opticum, Schnitt 2 transversal caudal der Corpora
mammillaria und rostral der Pons (Abbildung 26, Teil A). Die entstandene Scheibe wurde auf die
caudale Schnittfliche gelegt. Schnitt 3 und 4 wurden als Verldngerung der Capsula interna in der
sagittalen Ebene gefiihrt, Schnitt 5 horizontal in Hohe der Commissura anterior (Abbildung 26,
Teil B). Der entstandene Block enthielt den Hypothalamus und wurde in ein 2ml-Kryo-
ProbengefaB tiberfiihrt.

Abbildung 26: Schnittfithrung zur Hypothalamuspréiparation (Schnitt 1-5)

Abkiirzungen: aca, Commissura anterior; Cb, Cerebellum; fo, Fornix; ic, Capsula
interna; Hyp, Hypothalamus; nV, Nervus trigeminus; Po, Pons; OB, Bulbus olfactorius;
och, Chiasma opticum
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8.5

Isolierung der RNA aus dem Hypothalamusgewebe

Das aufgetaute Hypothalamusgewebe wurde in 1 ml QIAzol Lysis Reagent homogenisiert.
Nach einer Inkubation fiir 5 min bei RT erfolgte die Zugabe von 200 ul Chloroform.
Die Probe wurde fiir 15 sec auf dem Vortex gemischt und danach erneut fiir 2 - 3 min bei
RT inkubiert.

Nach Zentrifugation bei 12.000 g bei 4°C fiir 15 min wurde die obere (wéssrige) Phase in
ein frisches Reaktionsgefif iiberfiihrt, 1 Vol 70 % Athanol zugegeben und gevortext.

Die Probe wurde auf eine RNeasy-Saule gegeben, die fiir 15 sec bei mindestens 8000 x g
zentrifugiert wurde. Der Durchflu wurde verworfen und die Séule nacheinander mit 700
pul RW1-Puffer und zweimal je 500 pl RPE-Puffer gewaschen.

AbschlieBend erfolgte die Elution der RNA mit 30 - 50 pl RNase-freiem Wasser.
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ssniff® R/M-H

Alleinfuttermittel fOr die Haltung von Ratten und Mausen

Zusammensetzung des Standardfutters

Beschreibung

Dieses Futtermittel ist fiir Ratten und Mause im Erhaltungsstoffwachssl vorgesshen. Aufgrund der
au enen Mihrstoffkonzentrationen bei mittlerer Energiedichte und niedrigem Nitrosamin-Ge-
halt 1st es auch als Basisfutter fiir Langez sitstudien gut gesignet.

Rohnahrstoffe (%]
Trockensubstanz 877
Rohprotein (M x £.25) 18,0
Rohfett 3.3
Rohfaser 49
Rohasche 6,4
N-freie Extrakistofie 54.1
Starke 36,5
Zucker 4.7
Mineralstoffe [%5] Aminosduren
Calcium 1,00 Lysin
Phaosphor 0,70 Methionin
Matrium 0,24 Met+Cys
Magnesium 0,22 Threcnin
Kalium 0,9 Tryptophan
Fettsauren (% ponan
C 1410 0,01 Valin
C 160 0,47 Isoleucin
C 16:1 0,01 Leucin
G180 0,08 Phenylalanin
C 181 0,62 PHE+THF
G182 1,80 Glycin
g 1233 31{2]? Glutaminsaure
! s Asparaginsaure
C 201 0,02 pré};ﬂag
C 20:5 e Alanin
C 226 — Serin

Futterzusammensetzung

shsteigends Aafeantoige der Sruppan P
Gatrewde und Getreidenebenprodukte, Olsast
produkte, Mineralstofiz, pRareliche Qe Vit
minz, Spurenslamente.

* ME barechnet nach der Schatziarmel Mr Schwaine,
Anlage & der Futtermitalverordniung i

Hauptprodukta

V1530-0 Mehl einfach vermahlen
V1534-0 10 mm Pallats

V1535-0 15 mm Pellets

Produktion und Vertrieb
ssniff Spezialdiaten GmbH
Phone: +48-({0)2821-9658-0
Fax: +40-{0)2821-9658-40
E-Mail mail@ssniff.da

www ssniff.de

Energie [MJ/kg]
Bruttoenergie (GE) 16.3
Umsetzbare Energie (ME) * 12,8
/ 589 aus o T

¢ Kohlenhydraten g

Protain

[%] Vitamine per kg
1,00 Vitamin A 15.000 |E
0,30 Vitamin Dy 1.000 IE
0,65 Vitamin E 110 mg
0,68 Witamin K (als Menadion) 5 mg
0.25 Thiamin (B4} 18 mg
1.14 Riboflavin (B.) 23 mg
0.44 Pyridoxin (Bg) 21 mg
oBs Cobalamin (B;2) 100 g
078 Micotinsaure 135 mg
130 Pantothensaure 43 mg
0'35 Folsaure 7 mg
1' 43 Biotin 525 ug
DIBU Cholin-Cl 2.930 mg
390 Inositol 100 mg
1,61 Spurenelemente per kg
1,25 Eisen 179 mg
0,79 Mangan 6% mg
0,89 Zink 94 mg

Kupfer 16 mg

lod 2.2 mg

Selen 0.3 mg

Cobalt 21 mg

Energiedichte [MJ MEkg] und
Protein-/Energie-Verhaltnis [g XP/MJ ME]

BFAMHED BERMWEAD BRWMH ORMHERDT O

ME XPME

Sigtus: D55
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8.7  Eidesstattliche Erkliarung

Hiermit erkldre ich, dass ich die vorliegende Dissertationsschrift ,,Einfluss einer methylreichen
Erndhrung wihrend der Schwangerschaft auf die globale DNA-Methylierung verschiedener
Organgewebe sowie die hypothalamische Genexpression im Mausmodell“ selbst verfasst und nur
unter Verwendung der angegebenen Quellen und Hilfsmittel angefertigt habe, sowie zur
Hilfeleistung herangezogene Personen und Institutionen vollstdndig genannt sind. Die Arbeit ist

zuvor keiner Priifungsbehorde in gleicher oder dhnlicher Form vorgelegt worden.

Horn- Bad Meinberg 20.01.2017 %gmm,

Ort Datum Unterschrift
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