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Kurzfassung 
 

Ziele: Es wird im Mausmodell untersucht, ob sich eine methylreiche Ernährung während der 

Schwangerschaft organspezifisch auf die globale DNA- Methylierung und das 

Genexpressionsmuster der Nachkommen auswirkt.   
 

Methoden: Trächtige Mäuse werden methylreich ernährt; ab Geburt erhalten Muttertiere und 

Nachkommen entweder eine methylreiche oder eine Standarddiät. Die Kontrollgruppe erhält intra- 

und extrauterin eine Standarddiät. 3 Monate postnatal wird bei den Nachkommen die globale 

DNA- Methylierung in Herz-, Milz-, Leber-, Gehirn- sowie Hypothalamusgewebe untersucht; für 

die Genexpressionsanalyse wird Hypothalamusgewebe ausgewählt. 
 

Ergebnisse: Eine pränatal methylreiche Diät führt zu einer signifikant höheren globalen DNA- 

Methylierung im Gehirn- und Hypothalamusgewebe der Nachkommen. In Herz-, Leber- und 

Milzgewebe ist dieser Trend nicht signifikant. Bei postnatal aufrechterhaltener methylreicher Diät 

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 Diät signifikant 

und mindestens 3fach stärker bzw. schwächer exprimiert werden.  
 

Fazit: Im Mausmodell führt eine pränatal methylreiche Diät bei den Nachkommen langfristig zu 

epigenetischen Veränderungen im Hypothalamus, die sowohl die globale DNA- Methylierung als 

auch die Genexpression betreffen. Kandidatengene für weitere Studien könnten die verstärkt 

exprimierten Gene Folr1, Ttr und Tsix sein.  
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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 Folr1, Ttr and Tsix.
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1 Einleitung  
 

1.1 Hintergrund 

Eine adäquate mütterliche Nährstoffzufuhr während der Schwangerschaft ist von Beginn an eine 

wichtige Voraussetzung für die normale Entwicklung des Fetus. Wenn der Bedarf an bestimmten 

Nährstoffen überschritten oder nicht ausreichend gedeckt wird, besteht ein erhöhtes Risiko für 

Entwicklungsstörungen des ungeborenen Kindes, die sich in Form von Wachstumsrestriktionen 

oder kongenitalen Anomalien zeigen können. Ein Beispiel für die teratogene Wirkung eines 

Nährstoffes ist die Hypervitaminose A, die während der Frühschwangerschaft zu fetalen 

Missbildungen von Herz, Gaumen und Urogenitaltrakt führen kann (1, 2). Auch patholologisch 

erhöhte Glukosewerte im mütterlichen Blut, die bei einem bereits bestehendem oder während der 

Schwangerschaft diagnostizierten Diabetes auftreten können, gehen zum Zeitpunkt der fetalen 

Organogenese mit einem erhöhten Risiko für konnatale Fehlbildungen an Herz, Wirbelsäule und 

Rückenmark sowie im Gastrointestinaltrakt des Kindes einher (3). Dabei korreliert das Risiko 

schwerer angeborener Fehlbildungen und Aborte mit dem Ausmaß der Hyperglykämien (4).  

 

Eine bekannte, durch einen Nährstoffmangel bedingte gravierende Fehlbildung beim 

Neugeborenen stellt der Neuralrohrdefekt (NRD) dar. Seit Beginn der 1960er Jahre wurde ein 

Zusammenhang zwischen einer in der Frühschwangerschaft nicht ausreichenden Versorgung mit 

dem natürlich in der Nahrung enthaltenen Vitamin Folat und dem Auftreten von NRD vermutet (5, 

6, 7, 8, 9). Ursächlich zugrunde liegt ein unvollständiger Verschluss des fetalen Neuralrohrs 

während der embryonalen Entwicklungsphase, welche in der 2. Schwangerschaftswoche beginnt 

und mit der 10. Woche nach der Befruchtung endet. Die entscheidende Zeitspanne für diese 

gravierende Entwicklungsstörung liegt demzufolge innerhalb eines sehr kleinen Zeitfensters 

während der Frühschwangerschaft. Die Mechanismen, die zu der Entstehung der NRD 

unterschiedlichen Ausmaßes führen, sind vielfältig und bislang noch nicht vollständig geklärt (10). 

Anfang der 1990er Jahre konnte die Reduzierung des Auftretens von NRD durch eine 

perikonzeptionelle Einnahme von Folsäure, der synthethisch hergestellten Form des Vitamins, 

wissenschaftlich nachgewiesen werden (11, 12). Das Folsäuremolekül ist voll oxidiert und 

chemisch sehr stabil. Es kann direkt ohne Umwandlungsprozesse über die Darmschleimhaut 

resorbiert werden; die individuelle Bioverfügbarkeit liegt zwischen 50 und 97 % und ist im Mittel 

höher als die der natürlich vorkommenden Nahrungsfolate (13, 14, 15). Diese sind sehr labil 

gegenüber äußeren Einflüssen, sie liegen größtenteils in reduzierter Form vor und müssen vor der 

enteralen Resorption umgewandelt werden. Synthetische Folsäure wird daher für eine 
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Supplementierung in Präparatform sowie für die Anreicherung von Lebensmitteln verwendet. In 

Abbildung 1 sind die jeweiligen Strukturformeln des Folat- und Folsäuremoleküls dargestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Struktuformel der Folate (16) 

a)  Natürliche Form des Folatmoleküls. Es ist zusammengesetzt aus einem    
Pteridinring, einer Para-Aminobenzoesäure und einem oder mehreren 
Glutaminresten und liegt zum großen Teil in reduzierter Form als 
Pteroylpolyglutamat vor. 

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

 

 

Um das Risiko für die Entstehung von NRD zu minimieren, wird Schwangeren sowie Frauen in 

gebärfähigem Alter bzw. mit Planung einer Schwangerschaft daher von der Deutschen Gesellschaft 

für Ernährung (DGE) empfohlen, zusätzlich zu einer folatreichen Ernährung perikonzeptionell 400 

µg Folsäure täglich als Prophylaxe zu supplementieren (17, 18). Um das Niveau der 

Folsäureversorgung in der Bevölkerung gezielt anzuheben, wurde darüber hinaus in einigen 

Ländern seit Ende der 1990er Jahre die obligatorische Anreicherung von Grundnahrungsmitteln 

mit Folsäure eingeführt (19, 20, 21, 22). Neben Folaten bzw. Folsäure übernimmt auch das Vitamin 

B12 eine wichtige Funktion hinsichtlich der Entwicklung des Ungeborenen. Bei Säuglingen wurden 

infolge einer maternalen Unterversorgung während der Schwangerschaft hämatologische und 

neurologische Störungen beobachtet, die postnatal als megaloblastäre Anämie, Homocysteinämie 

und neurologische Entwicklungsverzögerung auffielen; letztere waren teilweise nicht vollständig 

durch eine B12- Gabe reversibel (23, 24, 25, 26, 27, 28). Auch das Risiko für die 

Tetrahydrofolpoly-γ-Glutamat (H4PteGlun)

Folsäure; Pteroylglutamat (PteGlu)

a)

b)

Tetrahydrofolpoly-γ-Glutamat (H4PteGlun)

Folsäure; Pteroylglutamat (PteGlu)

a)

b)
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Entstehung eines Neuralrohrdefektes wird durch einen Mangel während der Schwangerschaft 

erhöht; es wird daher diskutiert, Grundnahrungsmittel neben Folsäure mit Vitamin B12 anzureichern 

(29).  

 

Darüber hinaus scheint eine ausreichende Zufuhr der essentiellen Aminosäure Methionin eine 

kritische Rolle hinsichtlich der fetalen Entwicklung zu übernehmen; das Risiko für die Entstehung 

von NRD wird bei einem perikonzeptionellen Mangel ebenfalls erhöht (30). Beim Abbau zu 

Homocystein wird Methionin in einem Zwischenschritt in S-Adenosylmethionin (SAM) 

umgewandelt (siehe Abbildung 2) (31). Die hochreaktive Methylgruppe (-CH3) des SAM kann 

durch Methyltransferasen auf zahlreiche Substrate übertragen 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). 

 

 

 

Abbildung 2: Synthese von S-Adenosylmethionin aus Methionin und ATP, katalysiert durch 
Isoformen des Enzyms Methioninadenosyltransferase (MAT) (31) 

Substanzen, die Methylgruppen abgeben oder übertragen, werden als Methyldonatoren bezeichnet. 

Dazu zählen neben dem oben erwähnten Stoffwechselprodukt SAM die mit der 

Nahrung zugeführten Nährstoffe Folate, Methionin, Cholin und Betain. Darüber hinaus sind die 

Vitamine B12, B6 und B2 an der enzymatischen Übertragung der Methylgruppen im 

Stoffwechsel beteiligt (34, 35).  
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Im Prinzip können in der Zelle zwei verschiedene Systeme des Methylgruppentransfers 

unterschieden werden, die in der Zelle parallel nebeneinander ablaufen und die über eine 

gemeinsame Schnittstelle, das Vitamin B12, miteinander verbunden sind: der DNA- Zyklus und der 

Methylierungs- Zyklus (siehe Abbildung 3, S.5) (36). Die mit der Nahrung aufgenommenen, 

überwiegend nichtmethylierten Folate werden zunächst in der Leber in 5-Methyl- 

Tetrahydrofolsäure (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 B12 

abgegeben. Es entsteht Tetrahydrofolsäure (THF), welche als Ausgangsprodukt für den DNA- 

Zyklus zur Verfügung steht. Dieses wird zunächst in 5,10- Methylen- Tetrahydrofolsäure (5,10-

Methylen-THF) umgewandelt; die hierfür benötigten Methylgruppen werden an dieser Stelle durch 

die Umwandlung von Serin in Glycin in Anwesenheit des Enzyms Serin- 

Hydroxymethyltransferase aus dem Amiosäurestoffwechsel geliefert. Im nächsten 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 für die Purinsynthese verwendet werden, dafür wird es zuvor in einer Zwischenreaktion 

zu 10-Formyl-THF umgewandelt. Schließlich wird auch bei diesem Stoffwechselschritt erneut 

THF gebildet. Pyrimidine und Purine werden für die DNA-Synthese verwendet. Als dritte 

Möglichkeit kann 5,10-Methylen-THF darüber hinaus in einer irreversiblen Reaktion zu 5-Methyl-

THF umgewandelt werden. Synthetisch hergestellte Folsäure gelangt als Vorstufe des THF ohne 

den Umweg über 5-Methyl-THF in den zellulären DNA-Zyklus; sie wird durch die Dihydrofolat-

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

 

Die von dem Vitamin B12 übernommene Methylgruppe des 5-Methyl-THF wird in den 

Methylierungszyklus eingeschleust und mithilfe des Enzyms Methionin- Synthase auf die 

Aminosäure Homocystein übertragen. Es entsteht die Aminosäure Methionin, welche beim Abbau 

durch die Übertragung des aktivierten Adenosylrest eines ATP-Moleküls in S- Adenosylmethionin 

(SAM) umgewandelt wird. SAM steht als Methyldonor für zahlreiche Reaktionen, wie z.B. die 

Methylierung von Proteinen, Phospholipiden, DNA und RNA zur Verfügung (33, 37, 38). Bei der 

DNA- Methylierung wird die Methylgruppe des SAM durch Methyltransferasen auf die DNA 

übertragen, dabei entsteht S- Adenosylhomozystein (SAH). Dieses wird in Homozystein 

umgewandelt, und der Zyklus kann erneut beginnen. Für den reibungslosen Ablauf des 

Methylierungs- Zyklus sind Folate bzw. Folsäure in Form von 5-Methyl-THF und B12 notwendig. 

Ein Mangel führt zu einem Defizit an SAM und einem Anstieg des Homozysteins. Eine inadäquate 

Versorgung kann kompensatorisch durch die Bildung von Methionin mithilfe von Cholin bzw. 

Betain ausgeglichen werden (35).  
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Abbildung 3 zeigt einen einfachen schematischen Überblick über die Abläufe der beiden Zyklen in 

der Zelle, die jeweiligen wichtigsten Zielfunktionen im Stoffwechsel und den Transfer der 

Methylgruppen.   

 

 

 

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 zählt zu den epigenetischen Mechanismen, die die Aktivität von Genen 

regulieren. Der Begriff Epigenetik wird für die Beschreibung von Vorgängen verwendet, die 

vererbbare Veränderungen der Aktivität von Genen bei gleichzeitig unveränderter DNA- Sequenz 

hervorrufen (39). Geprägt wurde er bereits Mitte des 20. Jahrhunderts durch den 

Evolutionsforscher Waddington, dieser beschrieb damit eine stetige Wechselbeziehung zwischen 

Genen und Umwelt, durch die der Phänotyp eines Individuums beeinflusst werden kann (40). 

Derzeit wird das menschliche Epigenom intensiv erforscht, ähnlich wie beim Humangenomprojekt 

(41). Die Kombination aller epigenetischen Veränderungen 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 übernehmen, z.B. als Herz-, Leber- oder 
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Nervenzelle (42). Neben der DNA- Methylierung zählen 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 

Genaktivität (42, 43, 44).  

 

Beim Vorgang der DNA- Methylierung wird die Methylgruppe des SAM durch DNA- 

Methyltransferasen (DNMT) enzymatisch auf die DNA- Base Cytosin übertragen. Dies geschieht 

mittels kovalenter Bindung an der 5. Position des Pyrimidinringes, dabei entstehen 5-Methyl-

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

 

 

 

 

 

Abbildung 4:    Übertragung 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 hauptsächlich innerhalb von Cytosin-

Phosphat-Guanin-Dinukleotiden (CpG-Dinukleotiden) auf beiden komplementären DNA-

Strängen statt und führt zu einer veränderten dreidimensionalen Struktur der DNA (47, 48, 49, 50, 

51) (siehe Abbildung 5).  
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a)  b) 

Abbildung 5: Übertragung von Methylgruppen auf die DNA 

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

b) Veränderung 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 erhöhter Dichte. Solche Regionen werden als CpG- Inseln bezeichnet; sie kommen 

gehäuft 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. Während die CpG- Inseln im Gesamtgenom 

überwiegend methyliert vorliegen, trifft dies für diejenigen im Promotorbereich von Genen meist 

nicht zu (54, 55). In unmethyliertem Zustand ermöglichen sie als potentielle Bindungsstellen für 

Methylgruppen die Regulation der Genexpression durch die Beeinflussung der 

Transkriptionsvorgänge. Ihre Methylierung durch Anlagerung einer Methylgruppe und die dadurch 

bedingte Strukturveränderung der DNA in diesem Genabschnitt hat zur Folge, dass 

dieTranskriptionsfaktoren nicht binden können und das Gen infolgedessen nicht abgelesen werden 

kann: es wird stillgelegt. In der Regel wird daher die Genexpression durch Methylierung 

unterdrückt (Abbildung 6). Im umgekehrten Fall bewirkt eine Demethylierung in der 

Promotorregion, dass ein stillgelegtes Gen reaktiviert wird und die kodierte Information abgelesen 

und übertragen 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 

für die Genregulation bei Säugetieren und Menschen.  

 
 

 

Abbildung 6:   Steuerung der Genaktivitat durch Methylierung (56 modifiziert) 

 
 

Gleich zu Beginn ihres Lebens gibt es bei Säugetieren zwei entscheidende Entwicklungsabschnitte, 

in denen das Epigenom durch Löschung und Neuetablierung der bis dahin bestehenden 

Methylierungsmuster einer tiefgreifenden Reprogrammierung unterzogen wird (siehe Abbildung 7, 

S.10) (57, 58, 59). Betroffen sind zum einen die befruchtete Eizelle noch vor ihrer Implantation in 

die Gebärmutter, zum anderen kurze Zeit später die embryonalen Urkeimzellen (synonym: 

primordiale Keimzellen), welche Vorläufer 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 vollständige Löschung der Programmierung ermöglicht die 

neue Ausbildung genspezifischer Methylierungsmuster, welche schließlich zu gewebespezifischen 

Transkriptionsvorgängen führen. Sie ist notwendig für die Entwicklung des totipotenten Potentials 

der embryonalen Stammzellen, da die beiden fusionierten Keimzellen jeweils sehr unterschiedliche 

Epigenome aufweisen. Die embryonalen Stammzellen sind Vorläufer für alle Körperzellen 

einschließlich 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 Prägung 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 hängt 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 Phänotyp der 

Nachkommen, ohne den genetischen Code der Nukleotidbasensequenz zu verändern. Die 

Genstilllegung durch Imprinting zählt zu den wichtigsten Prozessen, die durch Methylierung 

gesteuert werden. Ein bekanntes Beispiel ist die Inaktivierung eines der beiden X- Chromosome bei 

weiblichen Säugetieren zu einem sehr frühen Zeitpunkt ihrer embryonalen Entwicklung mit dem 

Ziel der Dosiskompensation von Genprodukten (60).  

 

Aus der Zygote entwickelt sich schließlich 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 frühen Embryonalphase in den Urkeimzellen während ihrer 

Wanderung in die Gonadenanlagen innerhalb kurzer Zeit gelöscht; diesmal sind auch Gene 

betroffen, die dem Imprinting unterliegen. Ein komplett neuer Methylierungsstatus der 

embryonalen Keimzellen ermöglicht beim weiblichen Embryo eine Aktivierung des stillgelegten 

X- Chromosom, so dass in den heranreifenden Eizellen beide X- Chromosomen potentiell genutzt 

werden können. Auch fehlerhafte Epimutationen, die andernfalls immer an die Folgegenerationen 

weitergegeben würden, können auf diese Weise gelöscht werden. Während der weiteren 

Gonadenentwicklung werden dann geschlechtsspezifische Methylierungsmuster neu etabliert.  

 

Studien legen nahe, dass eine fehlerhafte Ausbildung der Methylierungsmuster in einem sehr 

frühen Stadium der intrauterinen Entwicklung auch zur Entstehung von Fehlbildungen des 

Neuralrohrs führen kann (61, 62). Die während der Embryogenese etablierten Methylierungs-

muster bleiben im Wesentlichen in den Zellen erhalten und werden über mitotische und meiotische 

Zellteilung an alle neu entstehenden Tochterzellen weitergegeben. Die zwei Phasen der 

Reprogrammierung sind in Abbildung 7 dargestellt.  



1     Einleitung 
_______________________________________________________________________________ 

 

10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 7: 
  

Dynamik der globalen DNA- Methylierung während des Lebenszyklus                              
(57 modifiziert)  

 

 

Lange wurde angenommen, dass die der Methylierung zugrundeliegenden Mechanismen nicht oder 

nur in geringem Umfang auch durch externe Faktoren veränderbar sind. Mittlerweile zeigen 

Studien, dass es sich bei der DNA- Methylierung um eine temporäre 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 

Nährstoffe beeinflusst werden kann (63, 64, 65). Forschungsergebnisse an eineiigen Zwillingen 

liefern Hinweise, dass bei gleicher Genausstattung das Erkrankungsrisiko für z.B. Brustkrebs, 

Insulinresistenz oder Diabetes im Laufe des Lebens durch unterschiedliche epigenetische Vorgänge 

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 für die Steuerung epigenetischer Mechanismen durch Ernährungsfaktoren konnten 

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

jungen Bienen nach dem Schlüpfen zunächst mit dem Futtersaft Gelée Royal versorgt wurden. 
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Danach wurden die späteren Arbeiterinnen ausschließlich mit einem Honig- Pollen- Brei gefüttert, 

durch dessen Inhaltstoffe bestimmte Gene stark methyliert und dadurch deaktiviert wurden. Nur die 

zukünftigen Königinnen erhielten weiterhin zusätzlich das Gelée Royal. Dies enthält eine 

Fettsäure, welche die Inaktivierung der Gene verhindert. Auf diese Weise können nur die 

auserwählten jungen Bienen die gewünschten Eigenschaften einer Königin entfalten, obwohl alle 

Bienen identische Genomsequenzen besitzen. Studienergebnisse zeigten, dass im Gehirn der 

Königinnen 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 Ernährung beeinflusst werden können. In einer Untersuchung an 

gesunden Frauen führte eine Diät mit einem hohen Folsäuregehalt zu einer Abnahme der globalen 

Methylierung der leukozytären DNA (73). Ergebnisse der EPICOR- Studie, in deren Rahmen die 

Risikofaktoren für Herz-Kreislauferkrankungen untersucht wurden, zeigten einen inversen 

Zusammenhang zwischen der Vitamin B- Versorgung und dem Methylierungslevel verschiedener 

Kandidatengene (74). In weiteren Studien wurde demgegenüber auch nach einer Phase 

folsäurearmer Ernährung 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 führen, dieser 

Vorgang war durch eine gesteigerte Folatzufuhr reversibel (77). In Untersuchungen an Ratten ging 

eine cholin- bzw. methylarme Diät mit einer globalen Demethylierung der DNA in der Leber 

einher (78, 79). Eine weitere Studie an Knockout- Mäusen zeigte einen Zusammenhang zwischen 

dem Versorgungsstatus mit Vitamin B12 und globaler DNA- Methylierung im Gehirn (80). Darüber 

hinaus konnte im Mausmodell ein Zusammenhang zwischen einer erhöhten Zufuhr von Methionin 

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

 

Es gibt Hinweise, dass Methyldonatoren in der Nahrung, die dem mütterlichen Organismus 

während der Schwangerschaft zugeführt wird, die globale bzw. genspezifische Methylierung sowie 

die Genexpression bei den Nachkommen langfristig verändern können. In Untersuchungen an 

Schafen führte eine maternale methylarme Diät während der Schwangerschaft bei den 

Nachkommen in der Leber zu einer veränderten Methylierung von CpG- Islands und ging 

langfristig mit einer veränderten Immunantwort sowie erhöhtem Körperfett, Insulinresistenz und 

Hypertonie einher (82).  
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Am Modell der Agouti-Maus konnte gezeigt werden, dass eine methylreiche Ernährung der 

Muttertiere bei den sich entwickelnden Embryos gezielt die Genexpression durch eine 

Veränderung der Methylierung und dadurch den Phänotyp der Nachkommen langfristig 

beeinflussen kann (83, 84). Das Agouti- Gen kodiert für ein parakrines Signalmolekül und wird 

reguliert durch die Promotor- Aktivität eines bestimmten Gen-Abschnittes, der Intracisternal A 

Particle (IAP)- Sequenz. Mäuse mit einer bestimmten Genvariante (viable yellow agouti; Avy) sind 

häufig krankhaft übergewichtig, 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 phänotypischen 

Veränderungen führt (85). Eine auf den Zeitraum der Schwangerschaft beschränkte methylreiche 

Diät führte in der F1- Generation während der frühen Embryogenese zu einer verstärkten 

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 (siehe Abbildung 8). Die Aktivität des Retrotransposons wurde von den 

Muttertieren epigenetisch unterschiedlich vererbt, so dass es ein ganzes Spektrum von 

verschiedenen Ausprägungsgraden des Phänotypes 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 unvollständige Löschung der epigenetischen Markierungen während der 

Reprogrammierung in den Keimzellen handelt, die auf diese Weise von der Mutter an die 

Nachkommen weitergegeben wird. Die veränderte Methylierung blieb auch bestehen, nachdem der 

Nachwuchs postnatal eine normale Nahrung erhielt und wurde mit sukzessiv abnehmendem 

Ausprägungsgrad an die Folgegenerationen weitergegeben.   

 

Eine methylreiche Ernährung der Mutter während der Schwangerschaft kann demnach offenbar die 

embryonalen Reprogrammierungsvorgänge und damit die Etablierung neuer Methylierungsmuster 

auch in der Keimbahn des Ungeborenen verändern.  
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Abbildung 8:
  

Genetisch identische Avy/a Nachkommen von Mäusen, die fünf verschiedene 
Phänotypen repräsentieren [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 ermöglicht wird 

Geflecktes/ braunes Fell: Hypermethylierung an der IAP- Sequenz legt die ektope 
Agouti- Expression in unterschiedlichem Ausmaß still; die Fellfarbe gibt das Niveau 
der DNA- Methylierung wieder. Mäuse mit verstärkt gelber Fellfarbe sind darüber 
hinaus übergewichtiger  

 

 

Eine Veränderung der fetalen Genregulation durch nutritive Faktoren zu einem sehr frühen 

Zeitpunkt, die auch an spätere Folgegenerationen weitergegeben werden kann, verleiht der 

Bedeutung der Ernährung in der Schwangerschaft eine neue Dimension, die möglicherweise weit 

in die gesundheitliche Zukunft der Nachkommen reicht. Verschiedene Studien an Populationen, die 

aufgrund von Kriegen Hungersnöten ausgesetzt waren, bestätigen einen Zusammenhang zwischen 

einer extremen Mangelernährung während verschiedener Zeitfenster in der Schwangerschaft und 

langfristig veränderter 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 späteren Leben mit dem Auftreten 

chronischer Erkrankungen wie z.B. Koronare Herzkrankheit, Hypertonie und Diabetes assoziiert ist 

(92). 

Agouti Pseudo-
Agouti

Agouti Pseudo-
Agouti
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Die langfristigen Auswirkungen intrauteriner Einflüsse auf die Gesundheit der Nachkommen, zu 

denen auch die Ernährung zählt, 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 Neugründung der gleichnamigen internationalen Fachgesellschaft 

geführt (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, ausgelöst z.B. durch eine inadäquate Versorgung des 

Fetus durch einen Nährstoffmangel oder -überschuss, stellen einen der Mechanismen dar, die zu 

einer fehlerhaften fetalen Programmierung führen und später mit einem erhöhten Risiko für z.B. 

das Metabolische Syndrom einhergehen (95). In Abbildung 9 ist der Zusammenhang zwischen 

intrauteriner Fehlprogrammierung, epigenetischen Modifikationen und Erkrankungsrisiko 

schematisch dargestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Zusammenhangs zwischen der Nährstoffexposition 
während der Schwangerschaft und den Mechanismen, die zu dem Auftreten von 
Krankheiten im späteren Leben führen (95 modifiziert) 
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In den letzten Jahren wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen der Einfluss einer folsäure- bzw. 

methylreichen oder -armen Ernährung der Mutter während der Schwangerschaft auf die DNA-  

Methylierung und die Genexpression bei den Nachkommen untersucht. Ein Überblick über 

Studien, die im Zeitraum von 1989 bis 2015 veröffentlicht wurden, ist tabellarisch im Anhang 

aufgeführt. Die Studien unterscheiden sich im Design teilweise erheblich voneinander, so dass ein 

Vergleich der Ergebnisse nur sehr bedingt möglich ist. Die Zeitfenster der Diätfütterung variieren, 

und oft wurden neben einem veränderten Folsäure- bzw. Methylgehalt der Nahrung weitere 

Nährstoffvariablen eingeführt (z.B. Mangel an Protein und/ oder B12, Überschuss an Fett, Zugabe 

von Omega-3- Fettsäuren) oder zusätzlich tumorauslösende Noxen verabreicht. Die Bestimmung 

der DNA- Methylierung bzw. die Expressionsanalysen wurden teilweise auf globaler, sehr oft aber 

auch gezielt auf genspezifischer Ebene durchgeführt. Nicht immer wurde untersucht, ob eine 

methylreiche Ernährung während der Schwangerschaft langfristige Auswirkungen auf die DNA- 

Methylierung der Nachkommen hat, sondern es wurde der Methylierungsstatus beim Feten am 

Ende der Schwangerschaft analysiert. Darüber hinaus fokussieren sich die Untersuchungen 

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

 

Das Nervengewebe des Gehirns und insbesondere der Hypothalamus als übergeordnetes 

Regelzentrum sind in dieser Hinsicht besonders interessant; Veränderungen der DNA- 

Methylierung und Genexpression durch Ernährungsfaktoren während der Schwangerschaft sind in 

diesen Geweben bisher jedoch nur wenig untersucht worden. Ob von einer methylreichen 

Ernährung während 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 durchgeführt wurde, wurde das gleiche Gewebe wie für die 

Methylierungsanalyse ausgewählt; in diesem Zusammenhang wurden überwiegend 

Expressionsanalysen auf der Basis vorab festgelegter Kandidatengene durchgeführt. 
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1.2 Zusammenfassung und Fragestellung 

Es ist bekannt, dass die ausreichende intrauterine Versorgung mit Nährstoffen Voraussetzung für 

eine physiologische Entwicklung des Ungeborenen ist. Seit der Entdeckung des Zusammenhangs 

zwischen einem gestörten Folat-/ Folsäurestoffwechsel bzw. -mangel und dem Auftreten von 

Neuralrohrdefekten wird Schwangeren derzeit neben einer folatreichen Ernährung die 

perikonzeptionelle Supplementierung von synthetischer Folsäure empfohlen. In den letzten Jahren 

rückte die Bedeutung der Folate bzw. der Folsäure in ihrer Eigenschaft als 

Methylgruppenüberträger sowie der ebenfalls an Methylierungsreaktionen beteiligten Nährstoffe 

B12, B6, sowie Methionin und Cholin hinsichtlich der Steuerung epigenetischer Vorgänge in den 

Vordergrund. Man geht inzwischen davon aus, dass eine methylreiche bzw. -arme Diät 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 übertragen. 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 überwiegend in der Promotorregion eines Gens und 

sind in der Regel unmethyliert; dadurch bieten sie sich als potentielle Bindungsstellen für 

Methylgruppen an. Ihre Methylierung durch Anlagerung einer Methylgruppe und die dadurch 

bedingte Strukturveränderung der DNA in diesem Genabschnitt haben zur Folge, dass 

Transkriptionsfaktoren hier nicht binden können; das Gen kann infolgedessen nicht abgelesen 

werden und wird stillgelegt. In der Regel wird daher durch Methylierung die Genexpression 

unterdrückt. Im umgekehrten Fall bewirkt eine Demethylierung in der Promotorregion, dass ein 

stillgelegtes Gen reaktiviert wird und die Information abgelesen und übertragen werden kann. Die 

Markierung der DNA mittels Methylierung dient demnach als Schalter, der Gene aktiviert oder 

stilllegt und besitzt damit eine weit reichende Bedeutung für die Entwicklung von Säugetieren und 

Menschen. Die Zusammensetzung der Ernährung ist ein Umweltfaktor, der auf das Epigenom 

einwirkt, welches offenbar lebenslang innerhalb bestimmter Grenzen einer plastischen 

Verformbarkeit durch äußere Einflüsse unterliegt. Es gibt Hinweise, dass sich eine methylreiche 

Ernährung während der Schwangerschaft auf die DNA- Methylierung und Genexpression des 

ungeborenen Kindes auswirken kann und dass auch Methylierungsprozesse in den fetalen 

Keimzellen beeinflusst werden können. Intrauterin passt sich der Organismus an seine 

Umgebungsbedingungen an, was zu diesem frühen Zeitpunkt möglicherweise zu einer dauerhaften 

Programmierung von Regelkreisen führen kann im Sinne einer metabolischen Prägung. Dieser 

Vorgang wird als Fetale (Fehl-) Programmierung beschrieben und kann sich auf die zukünftige 

Gesundheit der Nachkommen auswirken. In bisherigen Untersuchungen wurde der Einfluß von 

pränatal bzw. postnatal methylreichen oder -armen Diäten lediglich in ihrer Auswirkung auf 
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einzelne Organe bzw. spezielle Promotor-, Methylierungs- bzw. Genexpressionsmuster untersucht. 

Der Einfluss solcher Diäten auf die globale Methylierung bzw. das Genexpressionsmuster ist bisher 

nicht vergleichbar mit einem Assay untersucht worden.  

 

Im Fokus der vorliegenden Arbeit stehen die Untersuchungen möglicher Veränderungen der 

globalen DNA- Methylierung sowie des Genexpressionsmusters nach intrauterin methylreicher 

Diät. Es soll vergleichend mit einem Assay im Tiermodell (Maus) untersucht werden, in welchen 

Geweben die globale DNA-Methylierung besonders stark sowohl durch eine prä- als auch postnatal 

methylreiche Diät beeinflusst wird. Des Weiteren soll in besonders stark betroffenen Geweben 

untersucht werden, ob der Einfluss auf die Methylierung auch mit einem veränderten 

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 Diät 

 

1.  Ist der Level der globalen DNA- Methylierung ausgewählter Organe der adulten Maus im 

Normalfall unterschiedlich hoch? 

2. Verändert eine methylreiche Diät während der Schwangerschaft den Level der globalen 

DNA- Methylierung ausgewählter Organe bei den adulten Nachkommen dauerhaft und 

gewebespezifisch?  

3.  Verändert eine methylreiche Diät, die sowohl die Muttertiere während der Schwangerschaft 

und Stillzeit als auch darüber hinaus ihre Nachkommen nach der Entwöhnungsphase 

erhalten, den Level der globalen DNA- Methylierung in ausgewählten Organen der adulten 

Nachkommen?  

 

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

der stärksten Veränderung nach pränatal methylreicher Diät 

 

4.  Hat sich infolge der pränatal methylreichen Diät bei den adulten Nachkommen in dem am 

stärksten betroffenen Organgewebe auch das Genexpressionsmuster verändert und wenn ja, 

welche Gene sind am stärksten in ihrer Expression verändert?   
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2 Untersuchung der globalen DNA- Methylierung 

 

2.1 Material und Methoden 

2.1.1 Tiermaterial und -haltung 

Für die Studie wurde der Mausstamm C56BL/6 Wildtyp (Ursprung: The Jackson Laboratory, 

Main, USA) ausgewählt. Es wurden Mäuse verwendet, die aus einer institutseigenen Nachzucht der 

Universitätsklinik Magdeburg/ Kinderklinik von Versuchstieren stammten. Die Tiere wurden unter 

Standardbedingungen in einem inversen Lichtrhythmus und bei einer Raumtemperatur von 22-

24°C gehalten; die selbstständige Aufnahme von Trinkwasser und Nahrung war jederzeit 

gewährleistet. Alle Experimentaldiäten wurden in Pelletform von der Firma ssniff® Spezialdiäten 

GmbH geliefert. Die verwendeten Tiere wurden im Einklang mit der Richtlinie 2010/63/EU des 

Europäischen Parlamentes und des Rates zum Schutz der für wissenschaftliche Zwecke 

verwendeten Tiere durchgeführt (96). Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der 

Universitätsklinik Magdeburg und von der für Tierversuche zuständigen Landesbehörde in Halle 

(Saale) genehmigt.    

2.1.2 Studiendesign und Experimentaldiät 

Weibliche Mäuse wurden im Alter von 6 Monaten mit gleichaltrigen Männchen angepaart 

(Generation P). Ab dem Zeitpunkt der Verpaarung erhielten die Pärchen in der Kontrollgruppe 

weiterhin die üblicherweise verwendete Nahrung („Standarddiät“). In zwei weiteren Gruppen 

erhielten die Pärchen eine methylreiche Diät, in welcher die Nährstoffe Folsäure, B12, B6, 

Methionin und Cholin in 4fach höherer Konzentration enthalten waren (Tabelle 1). Die 

vollständige Auflistung aller Inhaltstoffe der Standardnahrung ist im Anhang aufgeführt. 

Vaginalplaque-positive Weibchen wurden dann von den Männchen getrennt gehalten. Ab dem 

Zeitpunkt der Geburt erhielten die Muttertiere in der Kontrollgruppe und in einer der beiden 

Interventionsgruppen über den Zeitraum der Stillphase hinweg die Standarddiät; die Muttertiere der 

anderen Interventionsgruppe erhielten weiterhin die methylreiche Diät. 3 Wochen postnatal wurden 

die Nachkommen (Generation F1) von den Muttertieren abgesetzt und nach Geschlecht getrennt 

gehalten. Sie erhielten dann über einen Zeitraum von 9 Wochen das gleiche Diätfutter wie ihre 

Mütter.   
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Tabelle 1:  Komponenten, die im Diätfutter supplementiert wurden (4fache Dosis) 

Komponenten Standarddiät  Methylreiche Diät  

Folsäure 7 mg (pro kg) 28 mg (pro kg) 

Cobalamin (B12) 100 µg (pro kg) 400 µg (pro kg) 

Pyridoxin (B6) 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 für die weiterführenden Untersuchungen in 3 Gruppen eingeteilt, die in- 

und extrauterin jeweils einem unterschiedlichen Nährstoffangebot exponiert worden waren:  

 

Gruppe 1:  Nachkommen, deren Mütter in der Schwangerschaft und Stillzeit eine Standarddiät 

erhielten; die Nachkommen selbst erhielten darüber hinaus bis zum Alter von 3 

Monaten die gleiche Standarddiät 

(= Kontrollgruppe) 

 

Gruppe 2:  Nachkommen, deren Mütter ausschließlich in der Schwangerschaft methylreiches 

Diätfutter erhielten, ab dem Zeitpunkt der Geburt erhielten Muttertiere und 

Nachkommen bis zum Alter von 3 Monaten die Standarddiät 

(= pränatal methylreiche Diät) 

 

Gruppe 3:  Nachkommen, deren Mütter in der Schwangerschaft und Stillzeit methylreiches 

Diätfutter erhielten; die Nachkommen erhielten darüber hinaus bis zum Alter von 3 

Monaten ebenfalls methylreiches Diätfutter  

(= prä- und postnatal methylreiche Diät) 

 

 

Abbildung 10 zeigt einen Überblick über den in der vorliegenden Studie angewandten 

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

  
 

2.1.3 Probengewinnung  

Die Tötung der F1- Nachkommen erfolgte im Alter von 3 Monaten durch Inhalation von CO2. Die 

Organe Herz, Milz, Leber und Gehirn wurden zügig entnommen und unmittelbar auf Eis gelagert. 

Aus dem Gehirn wurde die Hypothalamusregion herauspräpariert; die einzelnen Schritte der 

Schnittführung sind im Anhang aufgeführt. Die Lagerung der Proben bis zur weiteren Verarbeitung 

erfolgte in flüssigem 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 Pufferlösung homogenisiert und unter Zugabe einer Proteinase im Thermocycler 

inkubiert. Die jeweils enthaltene DNA wurde nach mehreren Waschvorgängen auf eine 
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Anionenaustauschersäule überführt, eluiert und anschließend in einer Pufferlösung aufgefangen. Es 

erfolgte die Herstellung von Pellets durch Trocknung, welche dann in Wasser gelöst wurden. Die 

ausführliche Beschreibung der einzelnen Schritte der DNA- Isolierung wird im Anhang aufgeführt.   

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 

aufgeführt. Die Methylierungsanalyse wurde mit dem MethylampTM Global DNA Methylation 

Quantification Ultra Kit® (Epigentek) durchgeführt. Dieser Test hat eine Detektionssensitivität von 

< 0,2 ng pro 100 µg DNA und ist speziesunabhängig. Bei dem Verfahren wird die in den Proben 

enthaltene DNA auf einer Platte immobilisiert, der methylierte Anteil der DNA wird mittels 5-

Methylcytosin- Antikörper erkannt und durch eine ELISA- ähnliche Reaktion quantifiziert. Die 

einzelnen Schritte der Methylierungsanalyse sind ausführlich im Anhang aufgeführt.    

 

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

Gruppenzuordnung Herz Milz Leber Gehirn Hypothalamus 

Gruppe 1                                  
(Kontrolle) 

                 
n = 5 

                 
n = 5 

             
n = 5 

                        
n = 5 

                                         
n = 10 

Gruppe 2                                
(pränatal methylreiche Diät)  

                   
n = 5 

                      
n = 5 

                            
n = 5 

                          
n = 5 

                                          
n = 10 

Gruppe 3                                        
(prä- u. postnatal methylreiche Diät) 

                             
n = 5 

                          
n = 5 

                            
n = 5 

                   
n = 5 

                                          
n = 10 

 

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 über 100% möglich. 

Dargestellt wird der jeweilige Level der globalen DNA- Methylierung für die 3 Gruppen 

„Kontrolle“ (Standarddiät der Muttertiere während der Schwangerschaft sowie der Nachkommen 

postnatal), „Diät pränatal“ (methylreiche Diät der Muttertiere während der Schwangerschaft, 

Standarddiät der Muttertiere sowie der Nachkommen postnatal ab Geburt) und „Diät prä- und 

postnatal“ (methylreiche Diät sowohl der Muttertiere während der Schwangerschaft und Stillzeit 

als auch der Nachkommen postnatal).  

 

 

*   p< 0.05        **  p< 0.01
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Abbildung 11:   Veränderlicher Grad der globalen DNA- Methylierung in verschiedenen 
Organgeweben weiblicher Nachkommen von Mäusen im Alter von 3 Monaten in 
Abhängigkeit vom Zeitfenster der Fütterung einer methylreichen Diät (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 während 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 ausschließlich intrauterin einer methylreichen 

Diät exponiert waren, weisen einen tendentiell höheren globalen DNA- Methylierungsgrad im 

Vergleich zu den Organgeweben der Kontrollgruppe auf; dieses Ergebnis trifft für alle untersuchten 

Organe in unterschiedlichem Ausmaß zu. Während der Methylierungsgrad in Herz-, Leber- und 

Milzgewebe um jeweils circa 10 % ansteigt, ist die Zunahme am stärksten ausgeprägt im 

neuronalen System: im Gehirn ist der globale Methylierungsgrad der DNA in der Gruppe der 

Nachkommen, die intrauterin einer methylreichen Diät 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 Nährstoffangebot 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 

Diät über 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 ausschließlich pränatal einem erhöhten Methylgruppenangebot 

über die Mutter exponiert waren. Allein im Hypothalamusgewebe zeigt sich der globale DNA- 

Methylierungslevel stabil und bleibt in der dauerhaft methylreich ernährten Gruppe weiterhin 

erhöht (Diät pränatal versus Diät prä- und postnatal: 26 % versus 29 %).  

 

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der Methylierungsanalyse, dass eine pränatal methylreiche 

Diät zu einem Anstieg der globalen DNA- Methylierung bei den Nachkommen führt. Bei 

Fortführung der Diät 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 Mäusegehirn 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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Abbildung 12: Prozentualer Gehalt von 5- Methylcytosin, in verschiedenen Proben gemessen durch 
den MethylFlash™- Kit im Vergleich zur klassischen HPLC-MS- Methode.                     
Die Graphik zeigt eine zuverlässige Korrelation zwischen den beiden Verfahren 
(Daten von Epigentek).  
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3 Genexpressionsanalyse 

 

3.1 Material und Methoden   

Der Grad der Veränderung der globalen DNA- Methylierung infolge einer methylreichen 

Ernährung der Muttertiere während der Schwangerschaft ist im Hypothalamusgewebe der 

weiblichen Nachkommen mit Abstand am stärksten und ist auch bei postnatal fortgeführter Diät 

der Nachkommen auf hohem Niveau. Es wurde daher im nächsten Arbeitsschritt für die 

Genexpressionsanalyse diese Gewebe ausgewählt, um Gene zu identifizieren, die möglicherweise 

infolge einer intrauterin methylreichen Diät in ihrer Expression langfristig verändert wurden.  

 

Das hypothalamische Genexpressionsmuster wurde bereits von Mozhui et al an ca. 3 Monate alten 

Mäusen geschlechtsspezifisch untersucht (97). Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass bestimmte 

Gene im Hypothalamus bei männlichen 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 

übrigen 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 Mäusen, die ausschließlich intrauterin einer methylreichen Diät exponiert 

worden waren, mit denen von zwei männlichen Nachkommen von Mäusen der Kontrollgruppe 

verglichen. Die Ergebnisse wurden schließlich zur Qualitätskontrolle 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 aufgeführt. Die Quantität 

und Qualität jeder RNA- Probe wurde im Nanodrop ND-1000 UV Spektrophotometer vermessen 

und die Integrität 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 Durchführung 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 über komplementäre 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 anschließend mit Hilfe eines DNA-Microarray-Scanners, 

Modell G2565A (Agilent Technologies) gescannt. Die Fluoreszenzdaten wurden anschließend mit 

Feature Extraction Software Version 10.5 ausgewertet. (Agilent Technologies). Die Zuweisung der 

Expressionswerte einzelner Gene wurde nach dem Agilent.SingleColor.14868 Protocol 

durchgeführt. Für die nachfolgende Statistik wurden die Rohdaten normalisiert. Dies erfolgte durch 

Skalierung der Einzelwerte auf den Mittelwert aller untersuchten Proben. Anschließend wurden die 

normalisierten Expressionsdaten genabhängig auf den Median zentralisiert.  
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3.2 Statistik   

Die statistische Auswertung der Genexpressionsanalyse erfolgte mit Excel XP (Microsoft®). Für 

die statistische Analyse wurden im T-Test Verfahren die Diät- und Kontrollgruppen 

gegenübergestellt. Je Gruppe wurden biologische Duplikate berücksichtigt. 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 Diät- und Kontrollgruppe statistisch signifikant 

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

 

3.3 Ergebnisse  

3.3.1 Bestimmung der Qualität der Genexpressionsanalyse 

In den Tabellen 3a und b sind jeweils die von Mozhui et al (97) identifizierten Gene aufgeführt, 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 für die 

Bestimmung des Expressionsunterschiedes den Begriff „Fold difference“, in der vorliegenden 

Untersuchung wurde der in der Genexpressionsanalyse häufiger verwendete Begriff „Fold change“ 

gewählt. Beide beschreiben das Verhältnis zwischen dem Ausgangswert und dem Vergleichswert 

(z.B. bedeutet ein Fold change +2 eine zweifach stärkere Expression in der Vergleichsgruppe).  
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Tabelle 3:   Gegenüberstellung der unterschiedlichen hypothalamischen Genexpression (≥ 1,1fach) zwischen 
weiblichen und männlichen Mäusen: von Mozhui et al publizierte Ergebnisse (97) und Ergebnisse der 
vorliegenden Studie  
 
a) In weiblichen Tieren (vorliegende Studie: Diätgruppe) gegenüber männlichen Tieren (vorliegende  
    Studie: Kontrollgruppe) hochregulierte Gene   
 

Mozhui et al (97)         
(n= 78) 

Vorliegende Studie          
(n=  2) 

Gensymbol Beschreibung Chr p- Wert Expressions-
unterschied1) 

p- Wert Expressions-
unterschied1) 

 Xist Inactive X specific transcript X < 0.01 +41,82 < 0.01   +309,90 

Kdm6a Histone demethylase (UTX) X < 0.01 +1,36 <0.05 + 1,83 

 Eif2s3x 
Eukaryotiv translation initiation 
factor 2 

X < 0.01 +1,31 <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.  

Tac2  Tachykinin peptide hormone 10 < 0.01 +1,32 n.s.  

Esr1 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 
Suppressor of cytokine 
signaling 2 

12 < 0.01 +1,18 n.s. 
 

Vmn1r90 Vomeronasal receptor 7 < 0.01 +1,18 n.s.  

Npbwr1 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 
Cytokine inducible SH2-
containing protein 

9 < 0.01 +1,11 n.s. 
 

Stra6 
Stimulated by retinoic acid 
gene 6 

9 < 0.01 +1,10 n.s. 
 

 
1)  Dieser Wert gibt den Grad der veränderten Expression gegenüber der Vergleichsgruppe als Vielfaches an   
    (englische Bezeichnung: Fold difference bzw. in der vorliegenden Arbeit Fold change)
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b)  In weiblichen Tieren (vorliegende Studie: Diätgruppe) gegenüber männlichen Tieren (vorliegende  
     Studie: Kontrollgruppe) herunterregulierte Gene 
 

Mozhui et al (97)          
(n= 78) 

Vorliegende Studie         
(n= 2) 

Gensymbol Beschreibung Chr p- Wert Expressions-
unterschied1) 

p- Wert Expressions-
unterschied1) 

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.  

 
1)  Dieser Wert gibt den Grad der veränderten Expression gegenüber 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, Esr1, Gm9884, Lamp5) alle von Mozhui et al identifizierten, im Hypothalamus 

geschlechtsspezifisch ≥ 1,2fach stärker bzw. schwächer exprimierten Gene signifikant detektiert 

wurden. Dass bei einer < 1,2fach veränderten 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. Darüber hinaus waren alle anderen 

detektierten Gene in dieselbe Richtung verändert; einzige Ausnahme war das Gen Eif2s3x, welches 

nicht wie zu erwarten stärker, sondern schwächer exprimiert wurde. Zusammenfassend bedeutet 

dies, dass die in der vorliegenden Arbeit gewählten Auswahlkriterien für unterschiedlich 

exprimierte Gene (p < 0.05, Expressionsunterschied ≥ 3fach) robust tatsächliche Expressions-

unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen darstellen. Eine Übersicht der Ergebnisse der in 

dieser Arbeit verwendeten Array-Analyse ist als Heatmap in Abbildung 13 dargestellt.  
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Abbildung 13: Heatmap der in der Diätgruppe (♀) gegenüber der Kontrollgruppe (♂) signifikant 
unterschiedlich exprimierten Gene mit einer mindestens 2fach stärkeren bzw. 
schwächeren 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 Pärchen vor.  Der Bereich der für die 
weitere Auswertung selektierten Gene (Fold change > 3fach) ist markiert. 
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3.3.2 Gene, deren Expression nach intrauteriner Diät verändert ist 

Es wurden insgesamt 35 Gene (einschließlich der geschlechtsspezifisch unterschiedlich 

exprimierten Gene) identifiziert, deren hypothalamische Expression bei den weiblichen 

Nachkommen nach intrauteriner Diät gegenüber den männlichen Nachkommen der Kontrollgruppe 

signifikant und mindestens 3fach stärker bzw. schwächer war (Fold change > 3). Von diesen Genen 

wurden 16 überexprimiert; sie sind in Tabelle 4 aufgelistet. 19 Gene wurden schwächer exprimiert; 

sie sind in Tabelle 5 aufgelistet.  

 

Tabelle 4:   Gene, die bei den weiblichen Nachkommen, deren Mütter während der Schwangerschaft  
methylreich ernährt wurden, im Vergleich zu den männlichen Nachkommen der Kontrollgruppe signifikant 
und mindestens 3fach stärker exprimiert wurden 
 

Gensymbol Beschreibung Lokus Fold 
Change 

Xist 1) 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 +    7,3 

Ecrg4 Augurin   1500015O10Rik Chr 1 +    6,2 

2010110K18Rik RIKEN cDNA Chr 18 +    5,6 

Med12l Mediator of RNA polymerase II transcription Chr 3 +    5,0 

Nat3 N-acetyltransferase 3 Chr 8 +    4,3 

Tsix X(inactive)-specific transcript Chr X +    4,2 

Folr1 Folate receptor 1 Chr 7 +    3,8 

4930509J09Rik RIKEN cDNA Chr 3 +    3,4 

Kif20b Kinesin family member 20B Chr 19 +    3,3 

Ptprv Protein tyrosine phosphatase Chr 1 +    3,1 

Cmya5 Cardiomyopathy associated 5 Chr 13 +    3,0 

Srd5a2 Steroid 5 alpha-reductase 2 Chr 17 +    3,0 

Pkhd111 Polycystic kidney and hepatic disease 1-like 1 Chr 15 +    3,0 

 
1) Interne Qualitätskontrolle: Im murinen weiblichem Hypothalamus gegenüber dem männlichen Hypothalamus im 
Normalfall hochreguliert (97) 
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Tabelle 5:   Gene, die bei den weiblichen Nachkommen, deren Mütter während der Schwangerschaft 
methylreich ernährt wurden, im Vergleich zu den männlichen Nachkommen der Kontrollgruppe signifikant 
und mindestens 3fach schwächer exprimiert wurden 
 

Gensymbol Beschreibung Lokus Fold 
Change 

Ddx3y 1) DEAD box polypeptide 3 Chr Y -201,5 

Eif2s3y 1) Eucaryotic translation initiation factor  Chr Y -125,4 

Kdm5d 1) Lysine(K)-specific demethylase 5D Chr Y -  11,1 

Dmrta1 Doublesex and mab-3 related transcription factor like familiy A1 Chr 4 -    9,4 

Fignl1 Fidgetin-like 1 Chr 11 -    6,1 

Ube1y1 Ubiquitin-activating enzyme E1 Chr Y -    5,9 

Eif2s3x  Eukaryotic translation initiation factor  Chr X -    4,2 

Tmprss11e Transmembrane protease, serine 11e Chr 5 -    4,4 

Olfr1256 Olfactory receptor Chr 2 -    3,7 

Ripk4 Receptor-interacting serine-threonine kinase 4 Chr 16 -    3,6 

Zfp689 Zinc finger protein 689 Chr 7 -    3,4 

A130019P10Rik RIKEN cDNA Chr 10 -    3,4 

Ptbp1 Polypyrimidine tract binding protein 1 Chr 10 -    3,2 

Plekhg3 Pleckstrin homology domain containing Chr 12 -    3,2 

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 -    3,1 

Slc22a1 Solute carrier family 22 Chr 17 -    3,1 

Nfkb1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells  Chr 3 -    3,0 

 

1) Interne Qualitätskontrolle: Im murinen weiblichem Hypothalamus gegenüber dem männlichen Hypothalamus  
   im Normalfall herunterreguliert (97) 
 
 
 
Die Ergebnisse stimmen mit denen von Mozhui et al überein, in deren Studie die 

geschlechtsspezifisch unterschiedliche Expression von Xist, Ddx3y, Eif2s3y und Kdm5d im 

Hypothalamus von Mäusen gezeigt wurde (97). Eine Ausnahme stellt das Gen Eif2s3x dar, welches 

nicht wie erwartet stärker, sondern signifikant schwächer exprimiert wird. Alle übrigen Gene 

werden bei den Geschlechtern demnach im Normalfall nahezu gleich stark exprimiert (< 1,10fach 

stärkere bzw. schwächere Expression). Die Ergebnisse der Array- Analyse werden daher vor dem 

Hintergrund der Annahme diskutiert, dass die unterschiedliche Genexpression auf 
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die verabreichte intrauterine Diät zurückzuführen 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 Diät hoch- bzw.  

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

bis 9 aufgeführt.   

 

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

Gensymbol Beschreibung Lokus Fold 
Change 

Braf Braf transforming gene Chr 6 +    9,0 

Med12l Mediator of RNA polymerase II transcription Chr 3 +    5,0 

Folr1 Folate receptor 1 Chr 7 +    3,8 

Ptprv Protein tyrosine phosphatase Chr 1 +    3,1 

Cmya5 Cardiomyopathy associated 5 Chr 13 +    3,0 

Dmrta1 Doublesex and mab-3 related transcription factor like familiy A1 Chr 4 -    9,4 

Fignl1 Fidgetin-like 1 Chr 11 -    6,1 

Ube1y1 Ubiquitin-activating enzyme E1 Chr Y -    5,9 

Eif2s3x Eukaryotic translation initiation factor  Chr X -    4,2 

Olfr1256 Olfactory receptor Chr 2 -    3,7 

Ripk4 Receptor-interacting serine-threonine kinase 4 Chr 16 -    3,6 

Zfp689 Zinc finger protein 689 Chr 7 -    3,4 

Ptbp1 Polypyrimidine tract binding protein 1 Chr 10 -    3,2 

Itch Itchy E3 ubiquitin protein ligase Chr 2 -    3,1 

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 +    4,2 
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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 (1500015O10Rik) Chr 1 +    6,2 

Srd5a2 Steroid 5 alpha-reductase 2 Chr 17 +    3,0 

 

 
 
Tabelle 9:   Gene, deren Bedeutung noch nicht eindeutig geklärt ist 
 

Gensymbol Name Lokus Fold 
Change 

Serpina 11 Serine (or cystein) peptidase inhibitor Chr 12 +    7,3 

2010110K18Rik RIKEN cDNA Chr 18 +    5,6 

Nat3 N-acetyltransferase 3 Chr 8 +    4,3 

Kif20b Kinesin family member 20B Chr 19 +    3,3 

Pkhd111 Polycystic kidney and hepatic disease 1-like 1 Chr 15 +    3,0 

4930509J09Rik RIKEN cDNA Chr 3 +    3,4 

Tmprss11e Transmembrane protease, serine 11e Chr 5 -    4,4 

A130019P10Rik RIKEN cDNA Chr 10 -    3,4 

Plekhg3 Pleckstrin homology domain containing Chr 12 -    3,2 

Slc22a1 Solute carrier family 22 Chr 17 -    3,1 

Gm428 Predicted gene 428 Chr 4 -    3,1 
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4 Diskussion 

 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass bei weiblichen Mäusen, deren Mütter während 

der Schwangerschaft eine methylreiche Diät erhielten, im Vergleich zu den weiblichen Mäusen der 

Kontrollgruppe die globale DNA- Methylierung in allen untersuchten Organen im adulten Alter 

erhöht ist. Von dieser Hypermethylierung sind das Gehirn und insbesondere der Hypothalamus am 

stärksten betroffen. Wird die methylreiche Diät auch postnatal fortgeführt, 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. Darüber hinaus zeigen die Ergebnisse, dass eine intrauterin methylreiche Diät 

bei den weiblichen Nachkommen dauerhaft die hypothalamische Genexpression verändert.   

 

4.1 Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit den Ergebnissen anderer Studien 

Bei der Interpretation der Ergebnisse sind verschiedene Aspekte zu berücksichtigen und der 

Vergleich mit den bisher aus der Literatur bekannten Daten bedarf einer kritischen Betrachtung. 

Wie bereits in der Einleitung erwähnt, sind die jeweiligen Designs der im Anhang tabellarisch  

aufgeführten 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 Diät (Anteile der Methyldonatoren, Veränderung weiterer Komponenten 

wie Fett, Protein, Kohlenhydrate, Multivitamine, Zink u.a.), dem Zeitfenster der Diätexposition 

(prä- und/ oder postnatal) sowie der zusätzlichen Gabe tumorauslösender oder anderer die 

Methylierung beeeinflussende Substanzen (Dimethylbenzo[α]anthrazen (DMBA), Bisphenol A 

(BPA), Ethanol). In nahezu allen Studien wurden Auswirkungen der Experimentaldiät auf DNA- 

Methylierung und Genexpression beobachtet, die jedoch in Abhängigkeit vom Studienprotokoll 

variierten. Dies überrascht nicht, da alle genannten Variablen sich auf die hoch komplex 

ablaufenden Prozesse der DNA- Methylierung auswirken können.  

 

Es gibt Hinweise, dass die Veränderbarkeit der DNA- Methylierung durch eine methylreiche 

Ernährung organspezifisch unterschiedlich ist (98, 99, 100). Darüber hinaus wurden in Studien, die 

den Einfluss von Nährstoffen auf DNA- Methylierung und Genexpression untersucht haben, 

geschlechtsabhängig unterschiedliche Reaktionen auf eine Veränderung der Nährstoffanteile 

beobachtet (82, 101, 102, 103, 104).  
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Die Zusammensetzung der Diäten ist in den verschiedenen Studien sehr heterogen. Es wurde 

überwiegend isoliert der Folsäureanteil verändert; die methylreichen Diäten waren unterschiedlich 

zusammengesetzt und häufig wurde der Einfluss einer folsäure- bzw. methylarmen Diät untersucht. 

In vielen Studien wurde untersucht, ob eine proteinarme Ernährung der Muttertiere während der 

Schwangerschaft oder eine intrauterin induzierte fetale Wachstumsrestriktion Veränderungen der 

DNA- Methylierung oder Genexpression bei den Nachkommen hervorruft, die durch eine 

Folsäuresupplementierung neutralisiert werden können (105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 

113, 114). Auch die langfristigen Auswirkungen einer erhöhten Fett- oder Zuckerzufuhr in 

Abhängigkeit von der Methyl- bzw. Folsäureversorgung wurden untersucht (101, 105, 109, 110, 

115, 116, 117, 118, 119). Darüber hinaus wurden auch die Auswirkungen unterschiedliche 

Folsäurelevel in Kombination mit einem Vitamin B12- Defizit und einer Omega-3-Fettsäuren- 

Supplementierung auf die globale DNA-Methylierung im Gehirn zu verschiedenen Zeitpunkten 

untersucht (120).   

 

Ein weiterer wichtiger Aspekt im Hinblick auf die in bisher durchgeführten Studien verwendeten 

Diäten sind die deutlich unterschiedlichen Folsäuregehalte in den jeweiligen Kontroll- und 

Interventionsgruppen. Bei Nagern wird als Referenznahrung häufig eine aminosäurendefinierte 

Diät mit einem sehr niedrigen Folsäuregehalt von maximal 2 mg pro kg verwendet, um die 

Folsäurezufuhr während der Experimentaldiät den gängigen humanen Aufnahmemengen 

anzupassen. In den Interventionsgruppen variiert der Folsäuregehalt des Diätfutters sehr stark und 

liegt zwischen 5 und 40 mg pro kg, während in den Kontrollgruppen teilweise weniger als 2 mg pro 

kg Folsäure im Futter enthalten sind (siehe Anhang, Tabellen 14 -18). In der vorliegenden Arbeit 

war der Folsäuregehalt in dem Standardfutter, welches die Kontrollgruppe erhielt, mit 7 mg pro kg 

im Vergleich zu anderen Studien deutlich höher. Eine Reduzierung würde jedoch einer 

Folsäureunterversorgung in dieser Zuchtpopulation entsprechen, da sich der Organismus der Tiere 

über Generationen hinweg an diese Nährstoffzusammensetzung bereits während seiner eigenen 

intra- und extrauterinen Entwicklung angepasst hat und somit von einer „zuchteigenen 

Homöostase“ im Folsäurestoffwechsel auszugehen ist. In der Folge könnte eine Referenznahrung 

in der Kontrollgruppe mit einem niedrigerem Folsäuregehalt zu Studienzwecken bei den 

Muttertieren ein relatives Folsäuredefizit erzeugen, welches über die Schwangerschaft und 

teilweise auch die Stillzeit hinweg aufrechterhalten wird, obwohl in diesen Phasen der Bedarf 

eigentlich sogar erhöht ist. Studien zeigen, dass bereits ein moderates Folatdefizit im betroffenen 

Organismus zu einer Hypomethylierung der DNA führen kann (76). Darüber hinaus ist mittlerweile 

bekannt, dass auch ein paternales Folsäuredefizit zum Zeitpunkt der Konzeption einen langfristigen 

Einfluss auf die fetale DNA-Methylierung ausüben kann (121). Es ist daher davon auszugehen, 

dass von einer Diät mit einem niedrigerem Folsäuregehalt während der Schwangerschaft die intra- 
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und auch extrauterine Bereitstellung von Methylgruppen durch den mütterlichen Organismus für 

die Nachkommen verändert wird, wovon je nach Studienmodell sowohl die Tiere in der Kontroll- 

als auch den Interventionsgruppen mit Diätfütterung betroffen wären. Dies würde dann 

entsprechende Konsequenzen für den Stoffwechsel der Muttertiere selbst und den ihrer 

Nachkommen nach sich ziehen. Bei Verwendung des üblichen Normalfutters als Referenznahrung 

hingegen können Unterschiede der Methylierung bzw. der Genexpression zwischen Kontroll- und 

Diätgruppen verglichen werden, ohne dass bei den Elterntieren von weiteren, neu 

hinzukommenden Einflüssen aufgrund von Stoffwechselveränderungen präkonzeptionell sowie 

während Trag- und Stillzeit ausgehen ist. In der vorliegenden Untersuchung wurde daher das im 

Tierstall üblicherweise verwendete Normalfutter als Referenznahrung beibehalten.   

 

Beim Menschen kann die Aufnahmemenge von synthetischer Folsäure in Einzelfällen stark erhöht 

sein. In Abbildung 14 ist beispielhaft aufgeführt, wie die tägliche Zufuhr von Folsäure durch den 

Verzehr angereicherter Lebensmittel sowie die zusätzliche Einnahme von pharmazeutisch 

hergestellten Nahrungsergänzungsmitteln insbesondere bei Schwangeren potentiell einen sehr 

hohen Wert erreichen kann.  

 

 

 

Abbildung 14:   Potentielle tägliche Aufnahmemenge von synthetisch hergestellter Folsäure durch den 
Konsum von angereicherten Lebensmittel sowie Pharmaprodukten  

 Multivitaminsaft 
 1 Glas (200ml)  

= 160 µg Folsäure 

Angereicherte Cerealien 
große Portion (60g) 
= 200 µg Folsäure 

   Angereicherter Kakao 
1 Trinkpackung (330ml) 

=   80 µg Folsäure 

=   440 µg Folsäure 

   Folsäurepräparat 
Frauen mit Kinderwunsch/ 
Schwangere 1. Trimenon 

=   800 µg Folsäure 
+ 

=   1240 µg Folsäure 

+ 

+ 
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In der vorliegenden Untersuchung wurde daher in den beiden Interventionsgruppen der Anteil von 

Folsäure in der Diätnahrung auf das 4fache Niveau im Vergleich zum Normalfutter angehoben. Um 

einen reibungslosen Ablauf der Methylierungsprozesse in der Zelle zu ermöglichen und eine 

Anreicherung von bestimmten Stoffwechselprodukten (Methyl- THF, Homozystein) infolge eines 

Ungleichgewichts der Nährstoffversorgung zu vermeiden, wurde in der vorliegenden Arbeit 

zusätzlich der Gehalt der am DNA- und Methylierungszyklus beteiligten Nährstoffen B6, B12, 

Methionin und Cholin ebenfalls um den Faktor 4 erhöht.   

 

Das Ausmaß der Supplementierung scheint eine wichtige Rolle zu spielen. In einigen Studien 

unterschied sich der Folsäuregehalt in der Nahrung der Kontrollgruppe nicht sehr stark von dem in 

der Interventionsgruppe, so dass möglicherweise epigenetische Veränderungen (noch) nicht 

detektiert werden konnten. Einen Beleg dafür liefert eine Studie an Mäusen, bei der eine Steigerung 

der maternalen Folsäurezufuhr während der Tragzeit von 2 auf 40 mg pro kg, nicht aber von 2 auf 

5mg pro kg mit einer signifikant höheren globalen DNA- Methylierung bei den Nachkommen 

einherging (118).   

 

Aus eigener Sicht erscheint auch das Zeitfenster, innerhalb dessen die Diätexposition stattfindet, 

von großer Bedeutung für die Ergebnisinterpretation, da die beiden Phasen der intra- bzw. 

extrauterinen Entwicklung sich hinsichtlich der Nährstofftransportwege klar unterscheiden. Dies 

hat zur Folge, dass die Nährstoffe 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 Folsäure in die Körperzellen ist abhängig von den in den 

jeweiligen Geweben lokalisierten Transportern und Rezeptoren, deren Affinität zu den 

verschiedenen Stoffwechselformen der Folate bzw. Folsäure 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 Affinität für reduzierte Folate und eine sehr niedrige Affinität für 

Folsäure. Er ist der Haupttransporter für Folate in die Gewebe und kommt ubiquitär 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 Folsäure 

mit hoher Affinität und übernimmt eine Schlüsselrolle bei der intestinalen Resorption; er ist 

zuständig für die pH-Wert abhängige Aufnahme der Folsäure aus der Nahrung in die 

Darmschleimhaut. Zur Familie der Folatrezeptoren zählen der Folatrezeptor alpha (Folrα), beta 

(Folrß), gamma (Folrγ) und delta (Folrδ). Der Folrα (synonym: Folate binding protein 1; FBP1), 

welcher eine hohe Affinität sowohl für Folsäure 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 darüber hinaus häufig überexprimiert in 

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

 

Die mit der Nahrung zugeführten und im Organismus bereitgestellten Folatmengen werden zur 

Aufrechterhaltung der Folathomöostase innerhalb physiologischer Grenzen gehalten: zum einen 

durch die limitierte enterale Resorptionskapazität des PCFT, welche einer Sättigungskinetik 

unterliegt, zum anderen durch Anpassung der tubulären Rückresorption in der Niere durch den 

Folatrezeptor alpha. Studien zeigen darüber hinaus, dass sowohl die Expression der 

Folattransporter PCFT und RCF im Dünndarm als auch die renale Expression des Folatrezeptor 

alpha den zugeführten Folsäuremengen angepasst wird mit der Folge, dass eine übermäßige 

Folsäurezufuhr über einen längeren Zeitraum zu einer verminderten Resorptionsrate in Darm und 

einer erhöhten Ausscheidung über die Niere führt, ein längerfristiges Folsäuredefizit dagegen die 

Resorption steigert (126, 127, 128).  

 

Abbildung 15 gibt einen Überblick über die Verteilung der Transporter PCFT und RCF sowie den 

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

Folsäure im Organismus der Elterntiere sowie des Fetus erreicht. 
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Abbildung 15:   Schematischer Überblick über die Lokalisation von Transportern und Rezeptoren für 
Folate/ Folsäure im Organismus (intra- und extrauterin) 

 

 

Es wurde beobachtet, dass bei einer längerfristigen gesteigerten Zufuhr von synthetischer Folsäure 

ein homöostatisches Gleichgewicht nicht aufrechterhalten werden kann: eine hohe Aufnahme 

synthetischer Folsäure geht mit erhöhten Mengen unmetabolisierter Folsäure im Serum einher 

(129, 130). Bei einer Supplementierung während der Schwangerschaft wurden erhöhte 

Folsäurelevel sowohl im maternalen als auch fetalen Blut sowie im plazentaren Gewebe festgestellt 

(131). Es ist daher davon auszugehen, dass bei einer hohen Folsäureaufnahme der Mutter auch 

mehr unmetabolisierte Folsäure über die Plazenta in den fetalen Blutkreislauf eintritt. Tatsächlich 

konnte im Nabelschnurblut Neugeborener unmetabolisierte Folsäure nachgewiesen werden (132). 

Welche gesundheitlichen Folgen im Einzelnen mit dem Auftreten unmetabolisierter Folsäure 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 älteren Frauen beobachtet, dass ein hoher 
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Gehalt unmetabolisierter Folsäure im Plasma mit einer verminderten Zytotoxizität der natürlichen 

Killerzellen assoziiert war (133).  

 

Während der Schwangerschaft erreicht die Folsäure nach Aufnahme in die Nabelvene gemeinsam 

mit den anderen Nährstoffen im Blut das heranreifende Ungeborene und gelangt in den fetalen 

Blutkreislauf, der vor der Geburt gegenüber dem späteren Blutkreislauf wesentliche Unterschiede 

aufweist: um die Nährstoffe so schnell wie möglich und ungefiltert in den großen Körperkreislauf 

des Feten zu transportieren, mündet die Nabelvene (V. umbilicalis) in den Ductus venosus, der das 

nährstoffreiche Blut unter weitestgehender Umgehung der Leber in die untere Hohlvene (V. cava 

inferior) führt. Von dort aus erreicht sie den rechten Vorhof des Herzens, fließt durch das Foramen 

ovale in den linken Vorhof und gelangt unter Umgehung der noch nicht entfalteten Lunge über den 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 16:   Blutfluss im fetalen Kreislauf (134) 
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Die Nährstoffe werden somit intrauterin unter Umgehung von Leber und Lunge direkt zu den 

Körperzellen transportiert und können nach dem Zufluss durch das Herz über die Blut- Hirn- 

Schranke als erste Zielgewebe die fetalen Nervenzellen von Gehirn und Rückenmark erreichen. 

Dementsprechend findet keine vorgeschaltete Regulation der Folsäurezufuhr durch Dünndarm (als 

limierender Resorptionsfaktor), Leber (als Zwischenspeicher) und Niere (als Ausscheidungsorgan) 

statt, so dass zu diesem Zeitpunkt eine kontrollierte Herstellung einer Homoöstase nicht gegeben 

ist. Dies hat möglicherweise zur Folge, dass während der Schwangerschaft im Falle einer erhöhten 

Zufuhr die neuronalen Gewebe des Fetus von Beginn ihrer Entwicklung an als erstes und besonders 

stark mit einem überproportionalen Folsäureangebot konfrontiert werden.   

 

Mit der Durchtrennung der Nabelschnur nach der Geburt wird der kindliche Organismus von der 

mütterlichen Versorgung über den diaplazentaren Blutweg abgeschnitten: ab diesem Zeitpunkt 

werden die Nährstoffe dem wachsenden Organismus für den Rest seines Lebens über dem 

enteralen Weg zur Verfügung gestellt, während der Sauerstoff über die Lunge aufgenommen wird. 

Die postnatal nicht mehr benötigten Ducti (Ductus venosus und arteriosus) und das Foramen ovale 

bilden sich im Rahmen physiologischer Anpassungsprozesse zurück und werden verschlossen. Die 

von nun an oral erst mit der Muttermilch, dann mit fester Nahrung zugeführten Nährstoffe 

erreichen zunächst die Transporter und Rezeptoren im Dünndarm und werden nach ihrer 

Resorption über die Bürstensaummembran in die Schleimhaut und das venöse Blut der 

Bauchorgane abgegeben. Es erfolgt der Transport über die Pfortadervene zur Leber als 

Zwischenspeicher und schließlich die Abgabe an das arterielle Blut. Über den großen 

Körperkreislauf gelangen die Nährstoffe schließlich zu den verschiedenen Geweben und werden 

dann erst den Zielzellen zur Verfügung gestellt. Die Aufnahmekapazität für Folate bzw. Folsäure 

ist demnach postnatal von dem Vorhandensein von Rezeptoren im Darm und der Füllung der 

Leberspeicher abhängig, während intrauterin sofort und in vollem Umfang die Rezeptoren der 

Zielorgane Gehirn und Leber erreicht werden.  

 

Die Zeitfenster der Diätfütterung variieren in den einzelnen Studien häufig und nicht immer kann 

eindeutig unterschieden werden zwischen prä- und postnataler Diätexposition. Möglicherweise 

liegt hier ein weiterer Erklärungsansatz für die in vielen Studien unterschiedlichen Ergebnisse 

hinsichtlich der DNA- Methylierung der jeweils untersuchten Organe. Teilweise wurde eine 

während der Schwangerschaft verabreichte Diät während der Stillzeit ausgesetzt und dann den 

Nachkommen 3 Wochen postnatal erneut gefüttert. Auf der anderen Seite wurden die Muttertiere in 

einigen Studien über die Tragzeit hinaus auch während der Stillphase methylreich ernährt; erst ab 

dem Zeitpunkt der Entwöhnung erhielten die Nachkommen dann eine Standardnahrung (98, 100, 

101, 105, 117, 135, 136). Da jedoch bereits nach Geburt die Nährstoffaufnahme im Körper nicht 
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mehr über den Blutweg, sondern über die im Magen- Darm- Trakt lokalisierten Rezeptor- und 

Transportsysteme erfolgt, könnten auf diese Weise im Vergleich zur intrauterinen Phase andere, 

vermutlich geringere Mengen an Folsäure bzw. Methylgruppen tatsächlich ins Blut gelangen und 

dadurch zu einer Veränderung der organspezifisch unterschiedlichen Methylierungslevel führen.  

 

Auch nach der Geburt scheint die Methylierung innerhalb bestimmter Zeitfenster unterschiedlich 

veränderbar zu sein: in Untersuchungen an Ratten wurde beobachtet, dass ein Folatdefizit nur 

innerhalb eines bestimmten Zeitfensters- ab der Entwöhnung bis zur Pubertät- zu einer 

Hypermethylierung in der Leber führte, die auch im Erwachsenenalter bestehen blieb, während ein 

Defzit zu einem anderen postnatalen Zeitpunkt keinen Effekt hatte (137, 138). Studien, bei denen 

die Diät nicht nur während der Schwangerschaft, sondern darüber hinaus auch postnatal bis zum 

Ende der Laktationszeit fortgeführt wurde, sind demzufolge nur bedingt geeignet für einen 

Vergleich mit den Ergebnissen dieser Untersuchung, bzw. es sind nur Teilergebnisse vergleichbar, 

bei denen intra- und extrauterine Einflüsse auf die Organmethylierung und Genexpression getrennt 

betrachtet werden können.  

 

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

Diätfütterung sind zur Verdeutlichung in Abbildung 17 schematisch dargestellt. 
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Abbildung 17:   Schematische Darstellung der in der vorliegenden Untersuchung festgelegten 
Zeitfenster der Diätfütterung von Muttertieren und ihren Nachkommen in den 
Interventionsgruppen 
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4.2 Beeinflussung der globalen DNA- Methylierung durch eine intrauterin 

methylreiche Diät  

4.2.1 Langfristig globale DNA- Hypermethylierung nach intrauterin methylreicher Diät   

Die Beobachtung, dass nach intrauterin methylreicher Diät die globale DNA- Methylierung der 

untersuchten Organe der weiblichen Nachkommen in adultem Alter erhöht ist, zeigt, dass sich in 

der vorliegenden Untersuchung der nutritive Einflussfaktor während 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 führt dies langfristig zu einer 

Veränderung 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 gegenüber nutritiven Einflüssen zu sein 

scheinen. Auch in einer Studie an 3 Monate alten Ratten ging eine gesteigerte Folsäureaufnahme 

der Muttertiere (2 mg versus 8 mg/ kg) ausschließlich während der Schwangerschaft mit einer 

globalen DNA- Hypermethylierung im Cortex des Gehirns einher (120). Darüber hinaus wurde im 

weißen Fettgewebe bei 7 Wochen alten männlichen Mäusen nach maternaler folsäurereicher Diät 

ausschließlich während der Schwangerschaft ebenfalls eine globale Hypermethylierung der DNA 

nachgewiesen (118).  

4.2.2 Bei postnataler Aufrechterhaltung der methylreichen Diät 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 Diät, ist die globale DNA- Methylierung im 

adulten Alter in allen untersuchten Geweben mit Ausnahme des Hypothalamus nicht erhöht, 

sondern auf einem ähnlichen Level wie in der Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis deckt sich teilweise 

mit den Beobachtungen anderer Autoren. In einer Untersuchung an Mäusen zeigte sich nach 

methylreicher Diätfütterung über 6 Generationen ebenfalls keine signifikant unterschiedliche 

globale Methylierung in der Leber, jedoch wurde eine zunehmende epigenetische Variabilität 

beobachtet (136). Im Fettgewebe von Ratten, die pränatal sowie 4 Wochen postnatal einer 

folsäuresupplementierten Diät exponiert wurden, wurde 6 Wochen später im Vergleich zur 

Kontrollgruppe kein unterschiedlicher Status der globalen DNA- Methylierung nachgewiesen 

(105).   
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Interessanterweise ging eine Folsäuresupplementierung schwangerer Folbp1-Knockout- Mäuse 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 Folsäure bzw. ihr Abbauprodukt Dihydrofolsäure verschiedene Enzyme des 

Folatstoffwechsels inhibieren und sie darüber hinaus im Stoffwechsel bei der Bindung an 

Transporter und Rezeptoren möglicherweise in Konkurrenz zu den reduzierten Folatformen tritt 

(140). Im Lebergewebe von Ratten, deren Mütter während der Trag- und Stillzeit einer 

folsäurereichen Diät ausgesetzt waren, wurde zum Zeitpunkt ihrer Entwöhnung eine globale DNA- 

Hypomethylierung festgestellt (99). Eine ausschließlich postnatale Supplementierung führte in 

derselben Studie ebenfalls zu einer globalen DNA- Hypomethylierung im Alter von 14 Wochen. 

Eine erst nach der Geburt verabreichte folsäure- bzw. methylreiche Diät 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 erhöhten Folsäureaufnahme 

und leukozytärer globaler DNA- Methylierung im adulten Alter (73, 141. Umgekehrt führte wie 

bereits beschrieben eine postnatal methylarme Diät, die in der Pubertät beendet wurde, langfristig 

in der Leber zu einer globalen Hypermethylierung (137).  

 

Diese Beobachtungen führen zu der Hypothese, dass eine übermäßige Zufuhr von Methyldonatoren 

in der Regel zu einer Abnahme der globalen Methylierung führt, ein im Vergleich dazu niedrigerer 

Versorgungslevel dagegen zu einer Zunahme. Die Auflistung einer Auswahl von Studien in den 

Tabellen 10 bis 13 gibt einen Überblick über die Veränderungen der globalen DNA- Methylierung 

in Abhängigkeit vom Zeitfenster der Diätexposition. Insgesamt weisen die Ergebnisse darauf hin, 

dass diese Veränderungen auch abhängig sind von der untersuchten Gewebeart (98, 99, 120), dem 

Alter (142) und dem Geschlecht der jeweils untersuchten Spezies (101) sowie dem Ausmaß der 

Supplementierung (118). 
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Tabelle 10:    Studien, in denen der Einfluss einer ausschließlich pränatal verabreichten folsäure- bzw. 
methylreichen Diät auf die globale DNA- Methylierung der Nachkommen untersucht wurde  
 
 
 
 
a) Bestimmung der globalen Methylierung fetal/ bei Geburt 

 

Autor Modell ♂/♀ Gewebe Alter 
Supplementierung          
(pro kg) 

Globake DNA-
Methylierung 

Finnell (139)     
Maus 
(Folbp1) 

n.b. Gehirn 
                         
GA 16 
(Sectio) 

25 mg Folinsäure (i.v.) 
                          

↓ 

                            

s.o. 

                 

s.o. 

          

s.o. 

              

Leber 

                    

s.o. 

                                                      

s.o. 

                           

↓ 

                   

Sable l (120) 

           

Ratte 

  

n.b. 

            

Gehirn 

                      

1 Tag 

                                                     

8 mg Folsäure  

                               

-- 

 
 
b) Bestimmung der globalen Methylierung in adultem Alter 
 

Autor Modell ♂/♀ Gewebe Alter 
Supplementierung                   
(pro kg) 

Globake DNA-
Methylierung 

                    
Vorliegende 
Arbeit  

                
Maus  

          
♀ 

            
Hypo-
thalamus 

                       
3 Monate 

                                                    
28 mg Folsäure (+ B12, B6, 
Cholin, Methionin) 

                          
↑ 

                                                            
s.o. 

                         
s.o. 

                
s.o. 

               
Gehirn 

                            
s.o. 

                                                               
s.o. 

                         

↑                       

                                     
s.o. 

                 
s.o. 

                
s.o. 

                 
Leber               

                         
s.o. 

                                                     
s.o.                                                          

                          

↑  

                                    
s.o. 

                   
s.o. 

  
s.o. 

                  
Milz 

                   
s.o. 

                                                       
s.o. 

                         

↑ 

                             
s.o.                               

                 
s.o. 

  
s.o. 

               
Herz 

                         
s.o. 

                                                   
s.o. 

                          

↑ 

                       
Sable (120)           

              
Ratte 

  
n.b. 

              
Gehirn 
(Cortex) 

                       
3 Monate 

                                                      
8 mg Folsäure  

                          
↑ 

                     
Huang (118) 

              
Maus  

     
♂ 

                   
Fett 

                        
7 Wochen 

                                                    
40 mg Folsäure  

                             
↑ 

                           

s.o. 

                     

s.o. 

  

s.o. 

                    

Fett 

                   

s.o. 

                                                       

5 mg Folsäure 

                        -

- 

   
 
 

 Globale DNA- Methylierung nimmt ab Globale DNA- Methylierung bleibt gleich Globale DNA- Methylierung nimmt zu Globale DNA- Methylierung nimmt ab Globale DNA- Methylierung nimmt ab Globale DNA- Methylierung bleibt gleichGlobale DNA- Methylierung bleibt gleich Globale DNA- Methylierung nimmt zu Globale DNA- Methylierung nimmt zu 
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Tabelle 11:    Studien, in denen der Einfluss einer pränatal und in der Stillzeit verabreichten folsäure- bzw. 
methylreichen Diät auf die globale DNA Methylierung untersucht wurde  
 
 
 
 
a) Methylierung unmittelbar nach Ende der Stillzeit 
 

Autor Modell ♂/♀ Gewebe Alter 
Supplementierung                  
(pro kg) 

Globale DNA-
Methylierung 

                          

Sie (99) 

              

Ratte 

           

n.b. 

                  

Leber 

                           

3 Wochen 

                                                       

5 mg Folsäure  

                               

↓ 

                          

Sie (98) 

              

Ratte 

           

♂ 

                  

Kolon 

                           

3 Wochen 

                                                       

5 mg Folsäure  

                               

↑ 

                   

Sable (120) 

           

Ratte 

  

n.b. 

            

Gehirn 

                      

3 Wochen 

                                                     

8 mg Folsäure  

                               

-- 

 
 
b) Methylierung langfristig im adulten Alter 
 

Autor Modell ♂/♀ Gewebe Alter 
Supplementierung                       
(pro kg) 

Globale DNA-
Methylierung 

Carlin (101)           Maus  ♂ 
                
Gehirn          
(NAc) 

50 Wochen 

                                                       
15 mg Folsäure (+ B12, 
Cholin, Methionin, Betain, 
Zink) 

                            
↑ 

                            

s.o. 

                  

s.o. 

                 

♂ 

Gehirn 

(PFC, 

VTA)   

                        

s.o. 

                                                    

s.o. 

                              

-- 

                             
s.o. 

               
s.o. 

             
♀ 

Gehirn  
(NAc, PFC, 
VTA) 

                         
s.o. 

                                                     
s.o. 

                              
-- 

             
Hollingworth 
(135) 

             
Maus   

           
n.b.  

                  
Lunge  

                        
F1-             
Generation 

                                                  
17 mg Folsäure (+ B12, 
Cholin, Methionin, Betain, 
Zink) 

                            
-- 

             
Chmurzynska 
(105) 

             
Ratte 

   
n.b. 

                
Fett 

                       
10 Wochen 

                                                         
5 mg Folsäure  

                
-- 

                            

Sie (99)              

            

Ratte 

               

n.b. 

                  

Leber 

                          

14 Wochen 

                                                  

5 mg Folsäure 

                            

-- 

 
 
 
 
 

 Globale DNA- Methylierung nimmt ab Globale DNA- Methylierung bleibt gleich Globale DNA- Methylierung nimmt zu Globale DNA- Methylierung nimmt ab Globale DNA- Methylierung nimmt ab Globale DNA- Methylierung bleibt gleichGlobale DNA- Methylierung bleibt gleich Globale DNA- Methylierung nimmt zu Globale DNA- Methylierung nimmt zu 
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Tabelle 12:    Studien, in denen der Einfluss einer dauerhaft prä- und postnatal verabreichten folsäure- bzw. 
methylreichen Diät auf die globale DNA Methylierung untersucht wurde  
 
 

 
 

Autor Modell ♂/♀ Gewebe Alter 
Supplementierung                
(pro kg) 

Globale DNA- 
Methylierung 

                   
Sable (120) 

           
Ratte 

  
n.b. 

            
Gehirn 
(Cortex) 

                      
3 Monate  

                                                
8 mg Folsäure  

                               
↑ 

                     
Vorliegende 
Arbeit            

              
Maus  

            
♀ 

                  
Hypo-         
thalamus 

                        
3 Monate 

                                                          
28 mg Folsäure (+ B12, B6, 
Cholin, Methionin) 

                            
↑ 

                         

s.o. 

                 

s.o. 

      

s.o. 

               

Gehirn 

                    

s.o. 

                                                    

s.o. 

                            

-- 

                         

s.o. 

                

s.o. 

   

s.o. 

                  

Leber 

                      

s.o. 

                                                               

s.o. 

                           

-- 

                          

s.o. 

                 

s.o. 

  s.o.                     

Milz 

                       

s.o. 

                                                            

s.o. 

                              

-- 

                        

s.o. 

                

s.o. 

  s.o.                   

Herz 

                    

s.o. 

                                                             

s.o. 

                             

-- 

                               
Li (136) 

             
Maus  

          
n.b. 

                 
Leber 

                        
5 Wochen 
(F6) 

                                                          
15 mg Folsäure (+ B12, 
Cholin, Methionin, Betain, 
Zink) 

                             
-- 

 Globale DNA- Methylierung nimmt ab Globale DNA- Methylierung bleibt gleich Globale DNA- Methylierung nimmt zu Globale DNA- Methylierung nimmt ab Globale DNA- Methylierung nimmt ab Globale DNA- Methylierung bleibt gleichGlobale DNA- Methylierung bleibt gleich Globale DNA- Methylierung nimmt zu Globale DNA- Methylierung nimmt zu 
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Tabelle 13:    Studien, in denen der Einfluss einer postnatal verabreichten folsäure- bzw. methylreichen Diät 
auf die globale DNA Methylierung untersucht wurde 
 
 
 
 

Autor Modell ♂/♀ Gewebe Alter 
Supplementierung (pro 
kg) 

Globale DNA-
Methylierung 

Cordero (119) Ratte ♂ Leber n.b. 
                                                        
Folsäure (+ B12, Cholin, 
Betain)           

                                  
↓ 

                         

Sie (99) 

                

Ratte 

                

n.b. 

                

Leber 

                     

14 Wochen 

                                                                   

5 mg Folsäure (11 Wochen) 

                                  

↓ 

                          

Sie (98) 

              

Ratte 

              

♂ 

                  

Kolon 

                           

14 Wochen 

                                                            

5 mg Folsäure (11 Wochen) 

                               

↓ 

                        
Bae (141) 

            
Human 

             
♀ 

               
Leukozyt    

                 
adult 

                                                     
Zeitraum nach 
Lebensmittelanreicherung 

                                
↓ 

                        
Ono (73) 

            
Human 

              
♀ 

                   
Leukozyt        

                 
adult 

                                                           
Hoher Folatkonsum 

                                       
↓ 

                    
Keyes (142) 

                 
Maus  

            
♂ 

                
Kolon 

                      
23 Monate 

                                                         
18 µmol/ kg Folsäure               
(20 Wochen)                               

                              
↑ 

                        

s.o. 

                

s.o. 

  s.o.                          

s.o. 

                             

9 Monate 

                                                               

s.o. 

                                

-- 

 

 

Geht man nun auf der Grundlage bereits bekannter Daten davon aus, dass eine methylreiche Diät 

während der Schwangerschaft mit einer globalen DNA- Hypomethylierung in den Organen der 

Nachkommen zum Zeitpunkt der Geburt einhergeht, würde 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 Ausmaß der 

Zunahme abhängig 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 über den Blutkreislauf, sondern über 

den Verdauungstrakt zugeführt wird, nimmt die Verfügbarkeit an Methylgruppen für die 

Nachkommen postnatal stark ab; dieses relativ große Defizit führt dann langfristig zu einer 

ausgeprägten globalen DNA- Hypermethylierung. Enthält die Nahrung hingegen postnatal einen 

ebenfalls erhöhten Methylgehalt, ist das Defizit zwar aufgrund der Umstellung von parenteraler auf 

enterale Zufuhr noch vorhanden. Da es aber deutlich geringer ausgeprägt ist, führt es in der Folge 

zu einem gemäßigten Anstieg der Methylierung bis leicht unterhalb des Niveaus in der 

 Globale DNA- Methylierung nimmt ab Globale DNA- Methylierung bleibt gleich Globale DNA- Methylierung nimmt zu Globale DNA- Methylierung nimmt ab Globale DNA- Methylierung nimmt ab Globale DNA- Methylierung bleibt gleichGlobale DNA- Methylierung bleibt gleich Globale DNA- Methylierung nimmt zu Globale DNA- Methylierung nimmt zu 
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Kontrollgruppe. Abbildung 18 zeigt ein hypothetisches Modell, wie sich die DNA- Methylierung 

im prä- und postnatalen Verlauf in Abhängigkeit von den verfügbaren Methylgruppen in der 

Nahrung möglicherweise verändern könnte.  
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Abbildung 18:    Hypothetisches Modell der intra- und extrauterinen Dynamik der globalen DNA- 
Methylierung in Abhängigkeit vom Zeitfenster der Fütterung einer methylreichen Diät  

 

 

Zusammengefasst deuten die Ergebnisse auf einen zunächst paradox erscheinenden Prozess hin: 

eine intrauterin methylreiche Ernährung führt in den untersuchten fetalen Organen zu einer 

globalen Hypomethylierung der DNA. Erfolgt extrauterin die Exposition zu einer Diät mit 

normalem Methylanteil, also einer in Relation zur intrauterinen Versorgung methylarmen Diät, 

führt dies dann im weiteren Verlauf bei den Nachkommen zu dem gegenläufigen Effekt der 

globalen Hypermethylierung der DNA. Eine auch postnatal fortgeführte Supplementierung kann 

diesen Effekt offenbar abmildern und führt 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 könnte man auf den ersten Blick schlussfolgern, dass eine 

pränatale Supplementierung keine Auswirkung auf die globale Methylierung hat, wenn sie auch 

postnatal fortgeführt wird. Dies würde auf der anderen Seite jedoch bedeuten, dass die 

Aufrechterhaltung eines hohen Methylgruppenangebots auch nach der Geburt die Methylierung 

erneut beeinflussen kann und damit möglicherweise Veränderungen im Stoffwechsel einhergehen. 
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Eine Beobachtung, die in diese Richtung weist, wurde in einer Studie an Ratten gemacht: eine 

maternale Folsäuresupplementierung ausschließlich während der Tragzeit führte im weiteren 

Verlauf bei den untersuchten männlichen Nachkommen zu einer gesteigerten Nahrungsaufnahme 

und sie entwickelten im weiteren Verlauf eine Neigung zu Fettleibigkeit (143). Bei den 

Nachkommen, die auch postnatal folsäurereich ernährt wurden, entwickelte sich das Körpergewicht 

demgegenüber normal. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl eine ausschließlich pränatal 

verabreichte als auch eine dauerhaft fortgeführte Folsäuresupplementierung bei den Nachkommen 

langfristig mit einer veränderten Expression von Genen einherging, die eine Rolle hinsichtlich der 

Regulation der Nahrungsaufnahme spielen. So führte beispielsweise eine dauerhafte 

Folsäuresupplementierung zu der Hypomethylierung des POMC- Gens, welches eine Rolle bei der 

Energiehomöostase und der Körpergewichtsregulation spielt. Ein Zusammenhang zwischen der 

Folsäureversorgung während der Schwangerschaft und Gewichtsentwicklung der Nachkommen 

wurde auch in einer weiteren Studie beobachtet: eine maternale Supplementierung ging hier einher 

mit einem signifikant höheren Geburtsgewicht der Nachkommen (98). 

 

Es ist daher davon auszugehen, dass intrauterine Auswirkungen nicht einfach aufgehoben, sondern 

lediglich vorübergehend und zu einem bestimmten Zeitpunkt der Untersuchung kaschiert werden. 

Auch weitere, in ihrem Ausmaß noch unbekannte epigenetische Veränderungen werden dabei nicht 

berücksichtigt. Einen Hinweis auf derartige Veränderungen liefert auch die in einer bereits 

erwähnten Studie beobachtete zunehmende epigenetische Variabilität in hepatischem Gewebe von 

Mäusen nach methylreicher Diät (136). Die tatsächlichen und langfristigen Folgen derartiger 

Eingriffe von außen sind daher in ihrer Tragweite derzeit nicht abzuschätzen. Es ist auch nicht 

bekannt, wann genau eine fortgeführte Supplementierung beendet werden könnte, ohne dass erneut 

eine Gegenregulation im Sinne einer Anpassung aufgrund möglicherweise dauerhaft geprägter 

Regelkreise erfolgt. Es wäre daher aus eigener Sicht eine problematische Schlussfolgerung, im 

Anschluss an ein intrauterin künstlich induziertes erhöhtes Methylangebot, insbesondere von 

Folsäure, auch nach der Geburt die Supplementierung fortzuführen in der Annahme, ein 

Gleichgewicht zwischen in- und extrauterinen Umgebungsbedingungen herzustellen und damit 

Folgeerscheinungen wie z.B. die Entwicklung von Fettleibigkeit zu verhindern. Hier würde 

stattdessen noch länger von außen in ein auf eine Homöostase ausgerichtetes System eingegriffen 

und die langfristigen Nebenwirkungen sind unklar. Vielmehr sollten die maternalen und intrauterin 

stattfindenden epigenetischen Veränderungen infolge einer folsäure- bzw. methylreichen Diät 

genauer untersucht werden.  

 

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

gleichen Ernährungsbedingungen verändern: in Studien an Ratten wurde festgestellt, dass die 
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Methylierung in bestimmten Gehirnregionen während der ersten 21 Tage postnatal ansteigt, ohne 

dass zusätzlich von außen nutritive Einflussfaktoren verändert wurden (120, 144). Dies weist 

darauf hin, dass die DNA- Methylierung dynamisch verläuft, und dass diese Dynamik 

möglicherweise in den neuronalen Geweben spezifischen Regulationsprozessen unterliegt. Die 

Methylierungsvorgänge können dann zusätzlich von außen in Abhängigkeit von dem 

Methylangebot der Nahrung modifiziert werden.  

 

Es bleibt offen und in weiteren Untersuchungen zu klären, ob bei den Nachkommen eine 

intrauterine Folsäuresupplementierung im Rahmen einer methylreichen Diät tatsächlich 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 Mäuse nach prä- 

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

Interessanterweise nimmt in der vorliegenden Arbeit der Hypothalamus eine Sonderstellung unter 

den untersuchten Gewebearten ein. Während in der vorliegenden Untersuchung die globale DNA- 

Methylierung in den Herz-, Leber-, Milz- und Gehirngeweben adulter weiblicher Mäuse der 

Kontrollgruppe auf einem ähnlich 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 durchgeführt wurde. Hier war im Hypothalamusgewebe eine 

deutlich höhere Gesamtmethylierung festgestellt worden; allerdings wurde hier speziell die linke 

Hälfte des Hypothalamus ausgewählt und eine andere Methode zur Bestimmung der Methylierung 

angewandt, darüber hinaus waren die Ratten männlichen Geschlechts und zum 

Untersuchungszeitpunkt wesentlich älter (143).  

 

Die globale Hypermethylierung der DNA im Hypothalamus im adulten Alter ist in der 

vorliegenden Arbeit in beiden Interventionsgruppen, d.h. sowohl nach ausschließlich intrauteriner 

als auch nach dauerhafter methylreicher Diät, gleich stark ausgeprägt. Diese Beobachtung deutet 

darauf hin, dass der Hypothalamus auf ein erhöhtes 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 Ausmaß der Hypermethylierung nach intrauterin methylreicher Diät ist hier am 

stärksten und ausschließlich in diesem Gewebe geht ein postnatales Fortführen der methylreichen 
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Diät ebenfalls mit einer Hypermethylierung einher. Diese Beobachtungen sind insofern interessant, 

weil der Hypothalamus trotz seiner geringen Größe eine besondere Rolle im Organismus einnimmt. 

Zum einen dient er als Bindeglied zwischen Nerven- und Hormonsystem; durch ein dichtes, mit 

vielen Blutgefäßen durchzogenes Geflecht mit eingebetteten Nervenzellen sind hier das 

Nervensystem und endokrines System eng miteinander verbunden. Zum anderen besitzt er eine 

übergeordnete Steuerungsfunktion und hat die überlebenswichtige Aufgabe, im Körper die 

verschiedenen homöostatischen Regelkreise aufrechtzuerhalten. Hier befinden sich übergeordnete 

Zentren des vegetativen Nervensystems, die die wichtigsten Steuerungsprozesse im Körper 

koordinieren und dadurch Anpassungsvorgänge an die unterschiedlichen Umgebungsbedingungen 

ermöglichen. Dazu zählen neben der Nahrungs- und Flüssigkeitsaufnahme, auch der 

Wasserhaushalt, die Wärmeregulation, die Sexualfunktion sowie der Wach- und Schlafrhythmus. 

Diese zentral übergeordneten hypothalamischen Regelzentren werden in einem sehr frühen 

Zeitfenster der intrauterinen Entwicklung etabliert und bedürfen einer Sollwerteinstellung, an der 

sie sich dann langfristig orientieren. Als Ausgangsrichtwert dient das zu diesem Zeitpunkt 

intrauterin vorherrschende Milieu. In einem sensiblen Zeitfenster der frühen embryonalen 

Entwicklung, in welchem der Hypothalamus als übergeordnetes, lebensnotwendiges Regelzentrum 

seiner eigenen Sollwertfindung unterliegt, ist er besonders vulnerabel für 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 Ernährungsfaktoren wie z.B. ein veränderter Fettanteil 

während der Schwangerschaft zu Veränderungen im fetalen Hypothalamus im Sinne einer 

pränatalen Programmierung führen können (145). Eine fettreiche Diät der Muttertiere veränderte 

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 verändertes Verhalten bei der Nahrungsaufnahme, wurden 

übergewichtig und hatten höher Blutfettwerte. Auch in einem frühen Zeitfenster nach der Geburt 

sind bei Ratten, die in dieser Lebensphase noch als sehr unreif gelten, ernährungsbedingte 

epigenetische Veränderungen im Hypothalamus beobachtet worden: infolge einer neonatalen 

Überernährung wurden bei ihnen Veränderungen der Methylierung bestimmter hypothalamischer 

Gene nachgewiesen, die langfristig zu einer vermehrten Nahrungsaufnahme führten sowie eine 

diabetische Stoffwechsellage begünstigten (146, 147).  

 

Eine im Hypothalamusgewebe weiblicher Nachkommen langfristig nachweisbare globale DNA- 

Hypermethylierung infolge einer methylreichen Diät der Muttertiere während der Schwangerschaft 
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weist darauf hin, dass hier zu einem kritischen Zeitpunkt der intrauterinen Entwicklung in dem 

übergeordneten Regelzentrum Veränderungen auf nutriepigenetischer Ebene stattgefunden haben, 

die sich auf Abläufe im gesamten Organismus auswirken. Es besteht das Risiko, dass von außen 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 Folsäuresupplementierung in der Schwangerschaft ein erhöhtes Risiko für 

Übergewicht aufweisen, deutet ebenfalls in diese Richtung (143). Die auch nach Fortführen der 

Diät beobachtete globale Hypermethylierung der DNA im Hypothalamus ist ein Hinweis darauf, 

dass die während des intrauterinen fetalen Wachstums etablierte Gesamtmethylierung im sich 

entwickelnden Hypothalamus der Maus konstant bleibt. Inwieweit jedoch die spezifischen 

Methylierungsmuster einzelner Gene durch eine dauerhaft fortgeführte methylreiche Diät verändert 

werden, wie dies in einer bereits erwähnten Studie beobachtet wurde (136), wurde in der 

vorliegenden Arbeit nicht untersucht und bleibt offen.  

 

4.3 Langfristig verändertes hypothalamisches Genexpressionsmuster nach 

intrauterin methylreicher Diät 

16 der insgesamt 31 hypothalamischen Gene, die in der vorliegenden Untersuchung nach 

intrauteriner Diätexposition bei den weiblichen Nachkommen langfristig in ihrer Expression 

verändert sind, nehmen Einfluss auf Prozesse der Transkription, Translation und 

Signaltransduktion und sind stark in genetische Steuerungsmechanismen in der Zelle eingebunden. 

Diese Gruppe stellt damit den größten Anteil der in ihrer Expression veränderten Gene dar. Zu den 

stärker exprimierten Genen zählen Braf, Med12l, Folr1, Ptprv sowie Cmya5, schwächer exprimiert 

werden Dmrta1, Fignl1, Ube1y1, Eif2s3x, Olf1256, Ripk4, Zfp689, Ptbp1, Rrn3, Itch und Nfkb1 

(siehe Tabelle 11). Sie beeinflussen sich wechselseitig, so dass es zu verstärkenden Effekten 

kommen kann. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass durch die während der Schwangerschaft 

verabreichte methylreiche Diät beim Feten offenbar tief in die Vorgänge auf Zellebene eingegriffen 

wurde und dass diese Veränderungen sich langfristig auf die Genfunktionen ausgewirkt haben. 

Auch in anderen Studien wurde nach einer maternalen hohen Folsäurezufuhr im fetalen Gehirn 

bzw. in der Plazenta am Ende der Schwangerschaft ebenfalls eine veränderte Expression von 

Genen beobachtet, die involviert sind in Signaltransduktion und Zellstoffwechsel (148, 149).  

 

Besonders interessant ist die nach intrauterin methylreicher Diät im Hypothalamus verstärkte 

Expression des Gens Folr1 (Fold change +3,8), welches für den Folatrezeptor alpha (FRα) kodiert. 

Wie bereits beschrieben, bindet dieses Protein aus der Familie der Folatrezeptoren mit hoher 
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Affinität sowohl Folsäure als auch die reduzierten Folatderivate, es vermittelt den Transport von 5-

Methyl-THF in die Zelle und übernimmt gemeinsam mit weiteren Folatrezeptoren und 

Transportern Funktionen bei der Herstellung einer Homöostase im Folatstoffwechsel (siehe 

Abbildung 19). Im Plexus choroideus ist der Folatrezeptor alpha im Normalfall in sehr hohen 

Konzentrationen nachweisbar und Haupttransporter von Folaten über 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 

gestörten Folattransport im Gehirn, der bereits in frühen Lebensjahren zu einer neurodegenerativen 

Erkrankung führt (151). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 19:     Modell des Folattransports über die Blut- Liquor- Schranke im Gehirn (150 
modifiziert). Der vergrößerte Ausschnitt zeigt den Bereich im Gehirn, der den 
Choroid Plexus und das Ependym enthält. 5-Methyl-THF (F) wird bei 
physiologischen Plasmakonzentrationen durch den FRα an der basolateralen 
Membran des Choroid Plexus aufgenommen. Der 5-Methyl-TH- FRα- 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. FRα-positive Exosomen werden im 
Gehirngewebe von Astrozyten und Neuronen selektiv aufgenommen.    
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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 klären.   

 

Die nach intrauterin methylreicher Diät beobachtete Überexpression des Folr1 könnte ein Hinweis 

darauf sein, dass der Folatstoffwechsel der Nachkommen nachhaltig verändert wurde. Der im 

Rahmen dieser Arbeit nicht untersuchte Nachweis einer verstärkten Expression auch auf 

Proteinebene würde hierzu einen wichtigen Beitrag liefern. Es ist bekannt, dass die Expression des 

Folatrezeptors gewebespezifisch in Abhängigkeit von der Folsäurezufuhr reguliert wird: bei 

höheren 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 Mäusen zeigen, dass ein Folsäuremangel während der 

Schwangerschaft in den verschiedenen fetalen Geweben zu einer verstärkten Expression des 

Folatrezeptors führt, allerdings mit Ausnahme des Gehirns und des Rückenmarks: hier wurde bei 

einem Mangel im Gegenteil eine verminderte Expression nachgewiesen (155). Eine Ausnahme 

stellt auch die Plazenta dar: während der Schwangerschaft führte eine hohe maternale 

Folsäureversorgung in plazentarem Gewebe zu einer verstärkten Expression des Folatrezeptor 

alpha; es scheint so zu sein, dass der Fetus stets bestrebt ist, seine Versorgung über die Plazenta zu 

optimieren und diese auf ein hohes Folsäureangebot reagiert, indem sie die Aufnahme- und 

Transportkapazität weiter steigert (156).  

 

Möglicherweise wird die Anpassung des Folatrezeptors an die verfügbaren Folsäuremengen 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 Plastizität 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 pränatalen Programmierung erfolgt. Wird ihr 

Expressionslevel während einer intrauterin vulnerablen Phase der fetalen Entwicklung aufgrund 

des vorherrschenden Milieus „programmiert“, bleibt er danach unverändert. Nach dieser Theorie 

würde ein erhöhtes Folsäureangebot im Rahmen der methylreichen Diät intrauterin beim Feten zu 

einer verstärkten hypothalamischen Rezeptorausbildung führen und letztlich eine höhere 

Sollwerteinstellung zur Folge haben. Der fetale Organismus würde in diesem Fall auf das 

intrauterin hohe Angebot an Folsäure im Rahmen der methylreichen Diät ähnlich wie bei der 

Plazenta mit einer Steigerung der Aufnahme- und Transportkapazität 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 abhängig, 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 klären, ob nach methylreicher 

Ernährung während der Schwangerschaft die Expression des Folr1 bereits bei den neugeborenen 

Nachkommen im Hypothalamus erhöht ist und damit dauerhaft verändert bleibt oder ob die 

gesteigerte Expression erst zu einem späteren Zeitpunkt nach der Geburt auftritt, da der 

Organismus auf einen höheren Folsäurelevel eingestellt ist und postnatal auf eine vermeintliche 

Unterversorgung reagiert. Darüber hinaus könnte untersucht werden, ob die gesteigerte 

hypothalamische Expression des Folr1 tatsächlich auch auf Proteinebene nachweisbar ist. Noch ein 

weiterer Aspekt hinsichtlich der Überexpression des Folr1 nach methylreicher Diät ist interessant: 

in Epithelkarzinomen ermöglicht eine pathologisch erhöhte Überexpression des Folatrezeptor alpha 

ein rasches und invasives Tumorwachstum, in dem die Versorgung der sich rasch teilenden Zellen 

mit Folaten bzw. Folsäure sicherstellt wird; in der medikamentösen Tumortherapie werden daher 

bei einigen Tumorarten Folsäureantagonisten eingesetzt (157). Es wird diskutiert, dass eine 

übermäßige Folsäuresupplementierung das Risiko für die Progression bestimmter Tumore erhöht 

(158, 159). Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete verstärkte Expression des Folr1 nach 

intrauterin methylreicher Diät könnte ein Hinweis sein, dass ein hohes Angebot an Folsäure zu der 

verstärkten Ausbildung von Rezeptoren führt, welche wiederum ein Tumorwachstum begünstigen 

können. 

 

Das nach intrauteriner Diät bei den weiblichen Nachkommen unerwarteterweise vermindert 

exprimierte Gen Eif2s3x (Fold Change -4,2), welches im Normalfall im Vergleich zu den 

mönnlichen Tieren stärker exprimiert wird, liegt auf dem murinen X- Chromosom in unmittelbarer 

Nähe der Gene Xist und Tsix (Abbildung 20).  

 

 

 

 

 

 

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 Diät beobachtete verstärkte 

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 mütterliche oder väterliche Allel 

abgeschaltet wird (60). Auf diese Weise wird zu einem sehr frühen Zeitpunkt der embryonalen 

Entwicklung bei weiblichen Säugetieren eines der beiden X- Chromosome inaktiviert, dabei 

spielen Xist und Tsix eine entscheidende Rolle. Beide kodieren jeweils nicht für ein Protein, 

sondern wirken ausschließlich über die transkribierte RNA. Durch die Antisense- RNA des Tsix 

wird im Normalfall die Expression von Xist unterdrückt (60, 161, 162). Der Ablauf dieser 

Gegenregulation, schematisch dargestellt in Abbildung 21, ist noch nicht vollständig geklärt; es 

wird vermutet, dass durch Tsix DNA- Methyltransferasen aktiviert werden, die den Xist- Promotor 

methylieren und damit die weitere Transkription inhibieren (163).  

 

 

Abbildung 21: Unterdrückung der Xist- Expression durch Anlagerung der Antisense RNA des Tsix. 
Die kodierenden Sequenzen überlappen sich auf den gegenüberliegenden Strängen der 
X-chromosomalen DNA (60) 

 

 

Eine verstärkte Expression des Tsix könnte ein Hinweis sein, dass eine methylreiche Diät während 

der Schwangerschaft die epigenetischen Reprogrammierungszyklen, welche in der frühen 

Entwicklung des Mausembryos stattfinden (57, 58, 59), beeinflussen könnte. Die Einordnung der 

veränderten Expression von Tsix sowie Eif2s3x nach intrauteriner Diät bleibt noch zu klären. Es 

gibt bereits Hinweise aus Studien, dass die Expression von Imprinting-Genen, darunter auch Tsix, 

durch hohe Folsäuresupplementierung oder auch andere Substanzen, die die DNA- Methylierung 

verändern, beeinflusst werden kann (164, 165). 

 

Zu den nach intrauterin methylreicher Diät in ihrer Expression veränderten Genen, die an der 

Steuerung und dem Transport von Hormonen beteiligt sind, zählen Ttr, Ecrg4 sowie Srd5a2. Das 

Ausmaß der Überexpression ist bei Ttr außerordentlich stark (Fold change +76,4). Dieses Gen 

kodiert für das Protein Transthyretin, welches dem Transport der Schilddrüsenhormone sowie von 

Retinol dient und im Plasma gebunden an Retinol-binding- protein (RBP) zirkuliert. Sein 
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Bildungsort ist vor allem der Plexus choroideus; TtrmRNA 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 

ungeklärt sind. Neuere Studien zeigen, dass Transthyretin im peripheren und zentralen 

Nervensystem einen Einfluss nimmt auf Verhalten, kognitive Fähigkeiten 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 ß-Amyloiden unterdrückt 

(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 intrazelluläre Domäne (AICD) einer 

bestimmten neuronalen Isoform des Amyloid-Precursor-Proteins (APP), welches eine 

Schlüsselrolle in der Entstehung des Morbus Alzheimer übernimmt (174). AICD entsteht beim 

Abbau des APP im Verlauf des amyloidogenen Stoffwechselweg und verstärkt die Transkription 

des Transthyretins; dieses ist in der Lage, zuvor abgebaute ß-Amyloidpeptide abzutransportieren 

(175).  

 

Beim APP handelt es sich um ein integrales Membranprotein, das aus über 700 

Aminosäureeinheiten besteht und durch Sekretasen gespalten werden kann. Bei der nicht- 

amyloidogenen APP-Prozessierung erfolgt die erste Spaltung durch α-Sekretasen und es entstehen 

ein großer, wasserlöslicher Proteinbaustein (APPsα) sowie ein kleineres, in der 

Membran verankertes Fragment (α-stub). In einem nächsten Schritt wird von letzterem durch die γ-

Sekretase ein weiteres Peptid (P3) abgespalten. APPsα besitzt neuroprotektive Eigenschaften und 

fördert die Neuroplastizität. Im Gegensatz dazu schneiden bei der amyloidogenen APP-

Prozessierung zunächst ß-Sekretasen das APP- Molekül in den Proteinbaustein APPsß sowie das 

kleinere Fragment ß-stub, welches dann durch γ- und ε-Sekretasen weiter zerlegt wird. Dabei 

enstehen zum einen das Bruchstück ß-Amyloid (Aß), das neurotoxische Eigenschaften besitzt und 

Hauptbestandteil der bei Morbus Alzheimer auftretenden Plaques im Gehirn ist, zum anderen die 

intrazelluläre Domäne (AICD). In Abbildung 22 sind die beiden unterschiedlichen 

Stoffwechselwege der nicht- amyloidogenen sowie der amyloidogenen APP- Prozessierung 

dargestellt.  
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Abbildung 22: Entstehung der intrazellulären Domäne (AICD) des Amyloid-Precursor-Proteins 
(APP) im amyloidogenen Stoffwechselweg (175 modifiziert). AICD bewirkt im 
weiteren Verlauf die verstärkte Expression des Transthyretin. 

 

 

In den letzten Jahren wurde erkannt, dass auch eine ausreichende Versorgung mit Folsäure das 

Risiko für die Entwicklung einer Demenzerkrankung senken kann; man vermutet, dass Folsäure die 

Neuronen vor der toxischen Wirkung der ß-Amyloid- Ablagerung schützen kann, unter anderem 

durch epigenetische Veränderungen wie z.B. die DNA-Methylierung (176, 177). Interessanterweise 

wurde in einer Untersuchung ein Zusammenhang zwischen einer Folsäuresupplementierung und 

dem Transthyretinlevel im Plasma beobachtet (178). Auf der Grundlage der bisher bekannten 

Daten könnte die nach intrauteriner Diät deutlich verstärkte Expression des Ttr auf einen 

neuroprotektiven Effekt infolge einer hohen Folsäurezufuhr im Rahmen der methylreichen Diät 

hinweisen, vorausgesetzt, dass damit auch die verstärkte Expression auf Proteinebene einhergeht. 

Darüber hinaus gibt es Hinweise, dass auch Stress zu einer verstärkten Expression von 

Transthyretin im Gehirn führt: eine Überexpression von Ttr wurde nach chronischer 

Stressbelastung im präfrontalen Kortex von Mäusen beobachtet (179), auch in einer weiteren 

Untersuchung führte sowohl akuter als auch chronischer psychosozialer Stress zu einer 

Überexpression von Ttr (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 Ttr in Epithelzellen des Choroid Plexus durch Zusatz von Hydrokortison 

überexprimiert wurde; dieser Effekt konnte durch Antikörper gegen den Glukokortikoid- und 

Mineralkortikoidrezeptor unterdrückt werden. 

 

Das hochregulierte Ecrg4 (Fold change +6,2) wird ebenfalls vor allem im Choroid Plexus 

exprimiert (181). Sein Genprodukt Augurin, ein Transmembranprotein, übernimmt Funktionen 

hinsichtlich der Regeneration und Proliferation von Nervenzellen. Man vermutet, dass die 

Entwicklung von Vorläufernervenzellen 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 führte zur 

hypothalamischen Ausschüttung des Corticotropin-Releasinghormon CRH und Adiuretin sowie 

erhöhten Plasmawerten des hypophysären Adrenocorticotropen Hormons ACTH und des in der 

Nebennierenrinde gebildeten Kortikosteron (182). Umgekehrt bewirkte eine chronische Belastung 

durch sozialen Stress die Überexpression von Ecrg4 im Gehirn von Mäusen (183).  

 

Da die Mäuse in der vorliegenden Untersuchung keinen äußeren Reizen ausgesetzt wurden, die 

eine Stressreaktion hervorrufen, könnten möglicherweise Bestandteile der intrauterinen Diät die 

Stressachse aktiviert haben und zu einer gesteigerten Expression sowohl von Ecrg4 als auch Ttr 

führen. Bereits in den 1960er Jahren wurde vermutet, dass die intravenöse Gabe der Methyl- 

Donatoren Methionin und Cholin dosisabhängig die Wirkung der Katecholamine Noradrenalin und 

Adrenalin verstärkt (184). Diese übernehmen auch Funktionen als Neurotransmitter im Gehirn, die 

bei der Erregungsübertragung 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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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 Verfügung gestellt wird (184). Diese beiden Nährstoffe gelangen über 

die Blut- Hirn- Schranke in das Gehirn (186, 187). Da in der vorliegenden Untersuchung ihr Anteil 

in der Diätnahrung während der Fetalzeit ebenfalls erhöht war, ist von dieser Seite aus 

möglicherweise ein langfristiger Einfluss auf die neuroendokrine Stressachse hervorgerufen 

worden, der auch zu der veränderten Genexpression im Hypothalamus beitragen könnte. Wie in der 

Einleitung bereits erwähnt, wird vermutet, dass eine intrauterin stattfindende fehlerhafte 

Programmierung durch einen Nährstoffüberschuss oder -mangel zu einer veränderten Stressantwort 

und später zu dem Auftreten von Erkrankungen führen kann (95).  

 

Srd5a2 (Fold change +3,0) kodiert für das Protein Steroid-5α-Reduktase 2, welches eine wichtige 

Rolle im Testosteronstoffwechsel spielt: es katalysiert die Umwandlung von Testosteron in das 

potentere Androgen Dihydrotestosteron. Die Aktivität des Gens Srd5a2 wird epigenetisch reguliert 

über Methylierung und Acetylierung (188). Es ist bekannt, dass Androgene sich im Gehirn positiv 

auswirken auf die neuronale Differenzierung, Plastizität und synaptische Dichte (189, 190). Sie 

schützen vermutlich auch vor der Akkumulierung von Amyloidpeptiden, die zu dem 

Krankheitsbild Morbus Alzheimer führt (191). Bei männlichen Ratten führte eine Gonadektomie zu 

einem Anstieg des Amyloid-beta Protein- Level im Gehirn, der durch die Gabe von 

Dihydrotestosteron rückgängig gemacht werden konnte (192). Da wie bereits beschrieben auch Ttr 

in der Lage ist, ß-Amyloid- Proteine zu binden, vermuteten Forschern einen Zusammenhang 

zwischen der neuroprotektiven Wirkung von Dihydrotestosteron und Transthyretin. Sie konnten 

tatsächlich an Epithelzellen des Choroid Plexus von Nagern nachweisen, dass die Behandlung mit 

Dihydrotestosteron zu einem Anstieg des Transthyretins auf Proteinebene führte und die 

Transkription in diesen Zellen induzierte, und zwar über einen Androgenrezeptor- unabhängigen 

Weg (193).  
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Möglicherweise ist die starke Überexpression von Ttr auf ein synergistisches Zusammenspiel 

mehrerer Faktoren zurückzuführen, welches in der Gesamtbetrachtung ein schlüssiges Bild 

vermittelt und letzlich einen neuroprotektiven Effekt entfalten könnte. Ein hypothetisches Modell 

der Wechselwirkungen ist in Abbildung 24 dargestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 24: Hypothetisches Modell der Hochregulierung von Ttr  

 

 

Es wäre interessant, in weiterführenden Studien auf Proteinebene zu untersuchen, ob im Rahmen 

einer erhöhten Genexpression von Ecrg4 und Srd5a2 tatsächlich eine gesteigerte Synthese sowohl 

von Kortikosteron als auch von Dihydrotestosteron stattfindet und ob diese mit erhöhten 

Transthyretinleveln im Gehirn einhergeht.    

 

Neben den bereits beschriebenen Genen sind insgesamt 11 Gene signifikant und mit einem Fold 

Change > 3 in ihrer Expression verändert, deren Bedeutung noch nicht eindeutig geklärt ist. 

Ungefähr die Hälfte von ihnen wird im Vergleich zur Kontrollgruppe stärker exprimiert 

(Serpina11, 2010110K18Rik, Nat3, Kif20b, Pkhd111, 4930509J09Rik), die andere Hälfte 

schwächer (Tmprss11e, A130019P10Rik, Slc22a1, Plekhg3, Gm428). Die Bedeutung dieser 

langfristig veränderten Expression vor dem Hintergrund einer intrauterin methylreichen Diät bleibt 

offen. 
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Am Beispiel der gelben Agouti- Maus, die an Übergewicht, Diabetes mellitus und Krebs leidet, 

wurde gezeigt, dass neben der Fellfarbe auch das Erkrankungsrisiko der Nachkommen durch eine 

methylreiche Diät der Muttertiere während der Tragzeit infolge einer veränderten Expression des 

Agouti- Gens vermindert werden kann (83). Es gibt darüber hinaus Vermutungen, dass veränderte 

Genexpressionsmuster in verschiedenen Körpergeweben, die zum Beispiel im Rahmen von 

intrauterin induzierter Ethanol- oder Bisphenol-A- Exposition, Wachstumsrestriktion, 

Proteinmangel oder Diabetes beobachtet wurden, durch eine gleichzeitige Supplementierung von 

Folsäure normalisiert bzw. ausgeglichen werden können (107, 111, 112, 113, 114, 194, 195, 196). 

Die Möglichkeiten, durch zusätzliche Folsäuregaben negativen Einflüssen während der Fetalzeit 

entgegenzusteuern, sind jedoch offensichtlich begrenzt und durchaus kritisch zu betrachten. 

Studien zeigen, dass Veränderungen nicht vollständig durch eine Supplementierung aufgehoben 

werden (108), teilweise wurde auch das Eintreten zusätzlicher Veränderungen der Genexpression 

durch erhöhte Folsäuregaben beobachtet (197). Es wurden auch geschlechtsspezifische 

Veränderungen des Glukosestoffwechsels nachgewiesen, die mit einer veränderten 

Genmethylierung und -expression einhergingen (198).  

 

Darüber hinaus gibt es Hinweise, dass die Zufuhr von Methyldonatoren während kritischer 

Entwicklungsphasen in utero die Expression von Genen, die die Immunantwort regulierten, negativ 

beeinflussen und damit das Erkrankungsrisiko für allergische Atemwegserkrankungen erhöhen 

kann: im Mausmodell wurde beobachtet, dass eine methylreiche Diät während der 

Schwangerschaft in der ersten Generation der Nachkommen die Expression eines Gens verändert, 

welches eine Rolle bei der Entstehung von allergischen Atemwegserkrankungen spielt; die 

Behandlung mit einer demethylierenden Substanz (5-Azacytidin) konnte die Veränderung 

rückgängig machen (135). In einer Untersuchung an Lymphoblasten konnte gezeigt werden, dass in 

der Zellkultur eine Vielzahl von Genen in Abhängigkeit von der Folsäurekonzentration im Medium 

dysreguliert wird, darunter auch Imprinting Gene wie z.B. Xist (164). Die Autoren warnen davor, 

dass eine Folsäuresupplementierung während der Schwangerschaft zu einer anormalen 

Genexpression während der frühen Hirnentwicklung führen könnte, mit langfristigen Folgen für 

Prozesse der Kognition und Wahrnehmung.  
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5 Schlussfolgerung 
 

Der Benefit einer Folsäuresupplementierung in der Schwangerschaft während der Phase der sehr 

frühen Embryonalentwicklung ist aufgrund der Reduzierung des Risikos für die Entwicklung von 

Neuralrohrdefekten beim Ungeborenen durch umfangreiche Studien belegt. Allerdings unterstützen 

die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die These, dass eine unkritische, längerfristig hohe 

Aufnahme von Folsäure und weiteren Methyldonatoren in der Schwanderschaft negative 

Auswirkungen auf die spätere Gesundheit der Nachkommen haben könnte, die nicht auf den ersten 

Blick offensichtlich sind. Sowohl die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Veränderungen der 

globale DNA- Methylierung in den verschiedenen Organen als auch die mehr als 3fach veränderte 

Expression von über 30 hypothalamischen Genen geben Anlass zu weiterführenden 

Untersuchungen. Der Hypothalamus scheint aufgrund seiner übergeordneten Steuerungsfunktionen 

und der hier im Vergleich zu den anderen Geweben anders ausgeprägten Veränderungen der 

globalen DNA- Methylierung und aufgrund der veränderten Genexpression nach intrauteriner Diät 

besonders als Zielorgan geeignet zu sein. Studien legen nahe, dass während des kritischen 

Zeitfensters der Schwangerschaft und auch früh postnatal bei den Nachkommen Veränderungen 

auf hypothalamischer Ebene zum einen durch eine erhöhte Folsäurezufuhr (143), aber auch durch 

andere Nährstoffe hervorgerufen werden können, die langfristig mit negativen Folgen für die 

Gesundheit einhergehen (145, 146, 147).  

 

Die in der vorliegenden Arbeit in einem ersten Schritt durchgeführte Analyse der globalen DNA-

Methylierung erscheint als Screening sinnvoll, um grundlegende Trends hinsichtlich der 

Auswirkungen einer methylreichen Ernährung zu erkennen. Durch eine vergleichende 

Untersuchung verschiedener Organe unter denselben Bedingungen konnten zunächst die Gewebe 

identifiziert werden, die besonders stark von Veränderungen betroffen sind. Dies trifft offenbar für 

das Gehirn und hier insbesondere den Hypothalamus zu. Diese Gewebe können dann im Hinblick 

auf Veränderungen auf Gen- bzw. Proteinebene sowie Stoffwechselveränderungen gezielter 

untersucht werden. Die daraufhin in der vorliegenden Arbeit in einem zweiten Schritt 

durchgeführte globale Genexpressionsanalyse im Hypothalamusgewebe hat schließlich zu der 

Identifizierung von Kandidatengenen geführt.  

 

Für weitere Untersuchungen im Hinblick auf eine methylreiche Diät während der Schwangerschaft 

erscheinen aus eigener Sicht die Gene Folr1, Ttr, Ercg4, Srd5a2 sowie Tsix als besonders geeignet. 

Die Durchführung genspezifischer Methylierungsanalysen sowie eine Bestätigung der Ergebnisse 

der Genexpressionsanalyse auf Proteinebene stehen noch aus. Allerdings hat die Analyse der 

Methylierung einzelner Kandidatengene in Studien gezeigt, dass eine Veränderung des 
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genspezifischen Methylierungslevels nicht unbedingt zu einer veränderten Expression des 

betroffenen Gens führt, sondern dass hier noch weitere Wirkungsmechanismen beteiligt sind (109). 

Sollte der Folatrezeptor alpha im Hypothalamus nach methylreicher Diät tatsächlich auch auf 

Proteinebene langfristig stärker exprimiert werden, sind mögliche Auswirkungen auf den 

Folatstoffwechsel noch unklar. In diesem Fall wäre es interessant zu untersuchen, ob die 

Expression dieses Rezeptors auch in weiteren Geweben verändert ist, wie es bereits von anderen 

Autoren beobachtet wurde (121,152, 155, 199). Neben der Bedeutung des Folatrezeptors für die 

Aufnahme und den Transport der Folate bzw. Folsäure sollte dabei auch das Risiko einer 

beschleunigten Tumorentwicklung berücksichtigt werden. Daneben könnte ein möglicher Einfluss 

einer methylreichen Diät auf die Entwicklung neurodegenerativer Erkrankungen genauer 

untersucht werden, auch vor dem Hintergrund, dass bereits ein Zusammenhang zwischen 

Folsäurezufuhr und Transthyretinlevel im Plasma beobachtet wurde (178). Es wäre darüber hinaus 

interessant zu untersuchen, ob und wenn ja, über welche Stoffwechselwege bei den Nachkommen 

tatsächlich langfristig Veränderungen der neuroendokrinen Stressachse nach einer intrauterinen 

methylreichen Diät eintreten, und ob mit der methylreichen Diät möglicherweise 

Verhaltensveränderungen einhergehen.  

 

Die Aussagen der vorliegenden Arbeit werden limitiert durch die niedrigen Fallzahlen, die den 

Auswertungen zugrunde liegen; die Ergebnisse sollten daher durch Studien mit größeren Fallzahlen 

bestätigt werden. Die Untersuchung beschränkt sich zudem auf Veränderungen bei weiblichen 

Nachkommen, so dass kein geschlechtsspezifischer Vergleich stattfinden kann. Dies wäre insofern 

interessant, da in der Literatur viele geschlechtsabhängige Unterschiede gefunden wurden. Um 

langfristige Veränderungen zu erfassen, wurden die Gewebeanalysen bei den Nachkommen 

ausschließlich im Alter von 3 Monaten durchgeführt. Daher kann keine Aussage über den prä- und 

postnatalen Verlauf der DNA- Methylierung getroffen werden, sondern lediglich eine Vermutung 

über die Dynamik geäußert werden. Es wäre daher zwar aufwendig, aber sehr interessant, die 

Veränderungen von Methylierung und Genexpression im Rahmen einer prä- und/ oder postnatal 

methylreichen Diät zu verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung zu bestimmen, z.B. beim Fetus, 

zum Zeitpunkt der Geburt, in der Pubertät und bei adulten Tieren. Darüber hinaus gibt es 

Erkenntnisse, dass sowohl die DNA- Methylierung in Spermien als auch die plazentare 

Genexpression durch die präkonzeptionelle paternale Folsäureversorgung beeinflusst werden kann 

(121, 199). Es ist daher nicht völlig auszuschließen, dass die methylreiche Diät trotz des äußerst 

kurzen Zeitraums der Verpaarung die Spermatogenese bei den männlichen Tieren epigenetisch 

verändert hat, mit der Folge, dass möglicherweise die veränderte Methylierung bzw. Genexpression 

bei den Nachkommen unter anderem auch darauf zurückzuführen sein könnte, wie dies bei der 

plazentaren Folatrezeptorexpression beobachtet wurde.   
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Bei der Genexpressionsanalyse wurden weibliche Tiere, die intrauterin eine methylreiche Diät 

erhalten hatten, mit männlichen Tieren der Kontrollgruppe verglichen, da im murinen 

Hypothalamus bekanntermaßen nur sehr wenige Gene (Xist, Eif2s3y, Ddx3y, Uty und Kdm5d) 

geschlechtsspezifisch deutlich unterschiedlich exprimiert werden (97). Es ist daher unklar, 

inwieweit möglicherweise auch diese Gene durch die methylreiche Diät in ihrer Expression 

beeinflusst wurden. Da unerwarteterweise in der vorliegenden Arbeit Tsix, welches dem Imprinting 

unterliegt und als Gegenspieler des Xist bekannt ist, hochreguliert wird, könnte auch die Expression 

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

 

Darüber hinaus bleibt offen, ob die beobachteten Veränderungen auf das Zusammenspiel der 

verschiedenen Komponenten der methylreichen Diät oder aber bestimmte Nährstoffe 

zurückzuführen sind; eine Gewichtung der einzelnen Nahrungsfaktoren wie z.B. Folsäure oder 

Methionin bzw. Cholin ist in der vorliegenden Untersuchung nicht möglich. Grundsätzlich bleibt 

letztlich auch fraglich, inwieweit die am Mausmodell erzielten Ergebnisse tatsächlich auf den 

menschlichen Organismus übertragen werden können.  

 

Vor dem Hintergrund der bisherigen Erkenntnisse sollte eine Supplementierung mit Folsäure, aber 

auch mit weiteren Nährstoffen, die in den Methylierungszyklus eingreifen, insbesondere während 

der Phase der Schwangerschaft sorgfältig abgewogen werden und gezielt eingesetzt werden. Es ist 

bedenkenswert, dass die embryonalen Organe, und hier insbesondere das Herz und die neuronalen 

Gewebe, während des intrauterinen Wachstums direkt über den diaplazentaren Blutweg mit den 

Nährstoffen konfrontiert werden, ohne dass die Aufnahmekapazität durch Darm oder Niere 

limitiert werden kann bzw. eine hepatische Zwischenspeicherung stattfindet. Untersuchungen 

zeigen, dass nach Anreicherung von Grundnahrungsmitteln die Folsäureaufnahme in der 

Bevölkerung stärker zugenommen hat als vorhergesagt wurde (200), gleichzeitig werden 

zunehmend erhöhte Folsäurespiegel im Serum gemessen (201). Die gesundheitlichen 

Auswirkungen einer längerfristig erhöhten Zufuhr, die beim Menschen insbesondere während 

seiner frühen intrauterinen Entwicklungsphase hervorgerufen werden können, sollten in 

weiterführenden Studien genauer untersucht werden.   
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6 Zusammenfassung 

 

In den letzten Jahrzehnten mehren sich die Hinweise, dass die Voraussetzungen für das Auftreten 

von Gesundheit oder Krankheit im Leben eines Menschen bereits während seiner frühesten 

intrauterinen Entwicklung geschaffen werden. Das Zeitfenster der Schwangerschaft ist daher 

aufgrund der frühen Weichenstellung für die Gesundheit der Nachkommen zunehmend in den 

Fokus geraten und die Auswirkungen einer fetalen Nährstoffunter- bzw. überversorgung wurden in 

zahlreichen Studien untersucht. Es wurde entdeckt, dass mit der Nahrung zugeführte Nährstoffe an 

epigenetischen Steuerungsprozessen im Organismus beteiligt sind und dadurch Einfluss auf die 

Genregulation nehmen können. Als bedeutendster epigenetischer Marker gilt die veränderbare 

DNA- Methylierung, da durch das Anhängen bzw. Entfernen einer Methylgruppe an eine 

bestimmte Position der DNA Gene an- bzw. ausgeschaltet werden können. Die 

Methylierungskapazität wird bestimmt durch die Bioverfügbarkeit bestimmter Ernährungsfaktoren, 

zu denen die Vitamine Folsäure, B12 und B6 sowie Methionin und Cholin zählen. In der 

Schwangerschaft ist die physiologische embryonale Entwicklung unter anderem abhängig von der 

ausreichenden Versorgung mit Methylgruppen, und eine perikonzeptionelle Folsäure-

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 Folsäure um einen Mikronährstoff handelt, welcher neben seiner schützenden 

Funktion im Fall einer Überdosierung auch negative Folgen für den Organismus haben kann. Die 

Auswirkungen einer übermäßig hohen, längerfristigen Zufuhr während der Schwangerschaft auf 

die spätere Gesundheit des sich entwickelnden Feten sind noch nicht geklärt.  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob sich eine methylreiche Ernährung, welche 

Folsäure, B12, B6, Methionin und Cholin in vierfach höherer Dosierung im Vergleich zur 

Kontrollgruppe enthält, in der Schwangerschaft langfristig auf die globale DNA- Methylierung und 

das Genexpressionsmuster der Nachkommen auswirkt. Um herauszufinden, in welchem Gewebe 

die stärksten Veränderungen nach intrauterin methylreicher Diät zu beobachten sind, wurden die 

Organe Leber, Milz, Herz, Gehirn und spezfisch der Hypothalamus untersucht, da dieser während 

der Embryonalzeit als besonders vulnerabel für äußere Einflüsse gilt und später als übergeordnetes 

Regelzentrum eine essentielle Funktion für die Aufrechterhaltung homöostatischer Regelkreise im 

Körper ausübt. Trächtige Mäuse wurden während der Schwangerschaft methylreich ernährt; ab 

dem Zeitpunkt der Geburt erhielten Muttertiere und Nachkommen dann entweder weiterhin die 

methylreiche oder eine normale Diät. Die Ergebnisse in den beiden Gruppen wurden verglichen mit 

gleichaltrigen Mäusen, die als Kontrollgruppe sowohl intra- als auch extrauterin die normale Diät 
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erhalten hatten, so dass letzlich die Methylierungsergebnisse von 3 Monate alten weiblichen 

Nachkommen vorlagen, die folgenden drei Gruppen zugeordnet werden können: Gruppe 1: 

methylreiche Diät ausschließlich pränatal, Gruppe 2: methylreiche Diät prä- und postnatal, Guppe 

3: normale Diät prä- und postnatal.  

 

Die Ergebnisse der Methylierungsanalyse zeigen, dass eine auschließlich pränatal methylreiche 

Diät mit einer signifikant höheren globalen DNA- Methylierung im Gehirn- und insbesondere im 

Hypothalamusgewebe einhergeht. Bei den Organen Herz, Leber und Milz ist ein Trend hin zu einer 

höheren Methylierung zu beobachten, der jedoch kein Signifikanzniveau erreicht. Wird die 

methylreiche Diät 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 

durchgeführt.  

 

Es ist bekannt, dass im murinen Hypothalamus nur sehr wenige Gene geschlechtsabhängig deutlich 

unterschiedlich exprimiert werden (Xist, Eif2s3y, Ddx3y, Uty und Kdm5d) (97). Zur internen 

Qualitätskontrolle wurden daher die Genexpressionsmuster von zwei 3 Monate alten weiblichen 

Nachkommen, die intrauterin einer methylreiche Diät exponiert worden waren, mit denen von zwei 

männlichen Nachkommen der Kontrollgruppe verglichen. Es wurden bei den weiblichen Tieren 

nach intrauteriner Diät zusätzlich zu den oben genannten bereits bekannten Genen insgesamt 31 

Gene identifiziert, die signifikant und mindestens 3fach unterschiedlich exprimiert wurden. Knapp 

die Hälfte 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 für weiterführende Untersuchungen besonders interessant ist das verstärkt 

exprimierte Gen Folr1, welches für den Folatrezeptor alpha kodiert und im Organismus Funktionen 

bei der Herstellung einer Folathomöostase sowie in pathologischer Form beim Tumorwachstum 

übernimmt. Ein möglicher Zusammenhang zwischen intrauterin methylreicher Diät und verstärkter 

Expression des Gens Ttr, welches für das Transportprotein Transthyretin kodiert, könnte ebenfalls 

in weiteren Studien untersucht werden. Hier stellt sich die Frage nach einer Wechselwirkung mit 

den ebenfalls verstärkt exprimierten Genen Ecrg4 und Srd5a2 und einer möglichen Beeinflussung 

der endokrinen Stressachse, die möglicherweise auch mit einer Verhaltensänderung einhergeht. 

Darüber hinaus ist das dem Imprinting unterliegende Tsix aufgrund seiner Bedeutung bei der X-
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chromosomalen Inaktivierung während der frühen 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 während der Schwangerschaft im Mausmodell im Hypothalamus mit langfristig 

auftretenden epigenetischen Veränderungen bei den Nachkommen einhergeht, die sowohl die 

globale DNA- Methylierung als auch die Expression von Genen betreffen. Sie bestätigen damit 

Aussagen andere Autoren, die ebenfalls Auswirkungen gesehen haben, die jedoch insgesamt sehr 

heterogen waren, möglicherweise, 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 können. Die 

Bedeutung weiterführender Studien, die gezielt den Zusammenhang zwischen einer pränatal 

methylreichen Diät und epigenetischen Veränderungen bei den Nachkommen sowie ihrer 

langfristigen Gesundheit untersuchen, wird dadurch unterstrichen. Ein besonderer Fokus sollte 

dabei auf den Hypothalamus als übergeordnetes Regelzentrum gelegt werden, da Veränderungen in 

diesem vulnerablen Gewebe sich nicht nur auf den Stoffwechsel, sondern auch auf die kognitiven 

Funktionen des betroffenen Organismus auswirken können.  
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8 Anhang 

 

8.1 Studienüberblick  

 

In Tabellen 14 bis 18 werden Studien aufgeführt, in denen am Maus-, Ratten-, Schwein- und 

Humanmodell sowie im Zellversuch Einflüsse einer prä- und/ oder postnatalen folsäure- bzw. 

methylreichen oder -armen Diät 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 Großteil der Studien wurde jedoch erst in den 

letzten 5 Jahren durchgeführt. 
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8.2 Isolierung der DNA aus den Organgeweben 

8.2.1 Substanzen 

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

entnommen und die entsprechenden Säulen (maximale Ausbeute je Säule: 100 µg DNS) 

verwendet. 

 

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

100, pH 8.0 

Puffer N2 100 mM Tris/H3PO4, 15 % Ethanol, 900 mM KCl, pH 6.3, 0.15 % Triton X-100 

Puffer N3 100 mM Tris/H3PO4, 15 % Ethanol, 1150 mM KCl, pH 6.3 

Puffer N5 100 mM Tris/H3PO4, 15 % Ethanol, 1000 mM KCl, pH 8.5 

RNase A 

Proteinase K 

NucleoBond  AXG 100 columns  

 

8.2.2 Durchführung 

1.  Jede Gewebeprobe wurde einzeln aufgetaut und ca. 50- 100 mg in ein 14 ml Polypropylene 

Round-Bottom Tube (Becton Dickinson#352059) überführt. Unter Zugabe von 10 ml des 

zuvor gemischten Puffer G2 und RNAse A wurde das Gewebe mit dem Ultra Turrax 

(Firma) vollständig zerkleinert. Das Homogenisat wurde in ein 50 ml Falcon-Gefäß 

überführt und unter Zugabe von 100 µl Proteinase K (20 mg Proteinase /ml 

Proteinasepuffer) 30 Sekunden gründlich durchmischt (Vortex, Heidolph Reax control). 

Anschließend wurde die Probe im Thermocycler (Biometra Compact Line OV4) bei 50 °C 

für mindestens 2 Stunden (ohne Rotation) inkubiert, bis das Lysat klar war.   

2.  Zur Equilibrierung wurde die Säule (NucleoBond® AXG 100) auf einen leeren 50 ml 

Falcon gestellt und 2 ml Puffer N2 wurden zugegeben. Für 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 Säule gegeben. 

Anschließend wurden dreimal nacheinander 4 ml Puffer N3 zum Waschen auf die Säule 

pipettiert.  

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

N5 auf die Säule pipettiert und mit der darin eluierten DNS aufgefangen. Für 
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eine Optimierung der Ausbeute wurde das aufgefangene Lysat nochmals auf die Säule 

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 Überstandes wurde dem 

im Falcon zurückbleibenden weißlichen 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 Überstand wurde erneut verworfen, das im Falcon 

zurückbleibende weißliche Pellet markiert und bei Raumtemperatur maximal 15 Minuten 

luftgetrocknet. Das getrocknete, durchsichtige Pellet wurde in 100 bis 200 µl H2O gelöst und 

in ein 1,5 ml Mikrozentrifugengefäß überführt. 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 Durchführung des Tests 

innerhalb von 4 Stunden unter konstanten Bedingungen, der colorimetrischen Quantifizierung mit 

geringem Aufwand und Risiko sowie der Möglichkeit einer flexiblen Probenbestimmung durch 

einzeln zu entnehmende Teststreifen der Mikrotiterplatte.  

 

Zunächst wurde die jeweilige Konzentration der DNA in den einzelnen Proben mittels UV-

Spektrophotometrie bestimmt und es wurden Aliquots mit einer Konzentration von 100µg DNA/ 

ml H2O hergestellt. Die in der Lösung 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-Antikörper erkannt und durch eine ELISA- ähnliche Reaktion quantifiziert; er 

verhält sich positiv proportional zur Intensität der Optischen Dichte (OD intensity). Die 

Absorptionsmessung erfolgte mittels ELISA Mikroplatten Reader (Tecan Sunrise ELISA Reader) 

bei einer Wellenlänge von 450nm. 

 

Die einzelnen Schritte der Testdurchführung sind in Abbildung 25 dargstellt. 
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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 

Lösung zur Bindung der DNS      3 ml 

Positivkontrolle    20 µl 

Negativkontrolle   20 µl 

Lösung zum Blocken   20 ml 

Antikörper zur Erfassung    8 µl 

Antikörper zur Detektion  20 µl   

Verstärkerlösung   20 µl 

Entwicklungslösung   10 ml 

Stoplösung      6 ml 

Die DNA wird in die Vertiefungen (Wells) der Testplatte pipettiert und hier immobilisiert
(„Lösung zur Bindung der DNA“)

Vorbereitung der DNA (Aliquotierung; jeweils 100µg DNA/ ml H2O) 

- mehrmaliges Waschen
- Hinzufügen eines Antikörpers, der an die methylierten Cytosine der DNA bindet 

(„Antikörper zur Erfassung“) 

- mehrmaliges Waschen
-Hinzufügen eines zweiten Antikörpers, der an den ersten Antikörper bindet 
(„Antikörper zur Detektion“)

- Hinzufügen einer Lösung zur Verstärkung der Reaktion („Verstärkerlösung“)

- mehrmaliges Waschen
- Hinzufügen einer Lösung für die Farbentwicklung („Entwicklungslösung“)
- Messung der Absorption mittels ELISA Mikroplatten Reader

Die DNA wird in die Vertiefungen (Wells) der Testplatte pipettiert und hier immobilisiert
(„Lösung zur Bindung der DNA“)

Vorbereitung der DNA (Aliquotierung; jeweils 100µg DNA/ ml H2O) 

- mehrmaliges Waschen
- Hinzufügen eines Antikörpers, der an die methylierten Cytosine der DNA bindet 

(„Antikörper zur Erfassung“) 

- mehrmaliges Waschen
-Hinzufügen eines zweiten Antikörpers, der an den ersten Antikörper bindet 
(„Antikörper zur Detektion“)

- Hinzufügen einer Lösung zur Verstärkung der Reaktion („Verstärkerlösung“)

- mehrmaliges Waschen
- Hinzufügen einer Lösung für die Farbentwicklung („Entwicklungslösung“)
- Messung der Absorption mittels ELISA Mikroplatten Reader
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8.3.2 Durchführung 

1.  Die Proben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut. Die jeweilige Konzentration der DNA 

wurde mittels UV- Spektrophotometrie bestimmt (SmartSpecTM 3000, BIO RAD), durch 

Verdünnung auf einen Wert von 100 µg DNA/ ml H2O (100 ng/ µl) eingestellt und 30 

Sekunden durchmischt (Vortex, Heidolph Reax control).  

2.  In die insgesamt 96 Vertiefungen (Wells) der Testplatte wurden jeweils 28 µl der DNA- 

bindenden Lösung pipettiert.   

3.  Von jeder Probe wurden 2µl entnommen und in eine Vertiefung des Assay pipettiert; dies 

wurde für jede Probe 3mal durchgeführt, so dass von jeder Probe der Anteil der 

methylierten DNA 3mal gemessen werden kann. Die Positivkontrolle wurde mit der DNA- 

bindenden Lösung im Verhältnis 1:20 verdünnt; von dieser Lösung wurden 2 µl in eine 

Vertiefung des Assay pipettiert (jeweils 3mal). Es wurden 2 µl der Negativkontrolle in eine 

Vertiefung des Assay pipettiert (jeweils 3mal). Der Rahmen wurde geschwenkt, so dass die 

Lösung den gesamten Bodenbelag bedeckte. Die Inkubation der Proben erfolgte im 

Thermocycler (Biometra Compact Line OV4) zunächst 40 Minuten bei 37 °C, danach 40 

Minuten bei 60 °C, bis die Lösung vollständig verdunstet war. 

4.  Den Proben wurden jeweils 150 µl der Blockadelösung mit einer 8-Kanal-Mehrfachpipette 

zugegeben. Nach einer 30minütigen Inkubation im Thermocycler bei 37 °C wurde der 

Überstand entfernt, 150 µl Waschpuffer (Verdünnung mit destilliertem Wasser im 

Verhältnis 1:10) zugegeben und wieder abgesaugt. Der Waschvorgang wurde 2mal 

wiederholt.  

5.  Die Lösung mit dem Antikörper wurde mit dem Waschpuffer auf 1 µg/ ml verdünnt 

(Verhältnis 1:1000); von dieser verdünnten Lösung wurden jeweils 50 µl mit einer 8-

Kanal-Mehrfachpipette zu jeder Probe hinzugefügt. Nach einer 60minütigen Inkubation bei 

Raumtemperatur wurde der Überstand abpipettiert, 150 µl verdünnter Waschpuffer 

zugegeben und wieder abgesaugt. Der Waschvorgang wurde 3mal wiederholt.  

6.  Die Detektorlösung wurde mit dem verdünnten Waschpuffer im Verhältnis 1:5000 

verdünnt; von dieser Lösung wurden jeweils 50 µl mit einer 8-Kanal-Mehrfachpipette zu 

jeder Probe hinzugefügt. Nach einer 30minütigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde 

der Überstand abpipettiert, 150 µl verdünnter Waschpuffer zugegeben und wieder 

abgesaugt. Der Waschvorgang wurde 4mal wiederholt. 

7.  Die Verstärkerlösung wurde mit dem verdünntem Waschpuffer im Verhältnis 1:5000 

verdünnt; von dieser Lösung wurden jeweils 50 µl mit einer 8-Kanal-Mehrfachpipette 
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zu jeder Probe hinzugefügt. Nach einer 30minütigen Inkubation bei Raumtemperatur 

wurde der Überstand abpipettiert, 150 µl verdünnter Waschpuffer zugegeben und wieder 

abgesaugt. Der Waschvorgang wurde 4mal wiederholt. 

8.  Jeweils 100 µl der Entwicklungslösung wurden mit einer 8-Kanal-Mehrfachpipette zu jeder 

Probe hinzugefügt und in der Dunkelkammer für 2,5 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert, bis eine Blaufärbung der Proben eintrat. Es wurden dann jeweils 50 µl der 

Stopplösung mit einer 8-Kanal-Mehrfachpipette zu jeder Probe hinzugefügt, woraufhin 

sofort ein Farbumschlag zu gelb eintrat.  

9.  Unmittelbar nach Zugabe der Stopplösung erfolgt die Absorptionsmessung der Extinktion 

bei einer Wellenlänge von 450 nm (Referenzwellenlänge: 630 nm) mittels ELISA 

Mikroplatten Reader (Tecan Sunrise ELISA Reader).  

 

8.4  Präparation des Hypothalamus 

Das Gehirn wurde auf der Konvexität 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 Schnittfläche gelegt. Schnitt 3 und 4 wurden als Verlängerung der Capsula interna in der 

sagittalen Ebene geführt, Schnitt 5 horizontal in Höhe der Commissura anterior (Abbildung 26, 

Teil B). Der entstandene Block enthielt den Hypothalamus und wurde in ein 2ml-Kryo-

Probengefäß überführt.  

 

 

Abbildung 26:    Schnittführung zur Hypothalamuspräparation (Schnitt 1-5)  

Abkürzungen: 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 

1. Das aufgetaute Hypothalamusgewebe wurde in 1 ml QIAzol Lysis Reagent homogenisiert. 

Nach einer Inkubation für 5 min bei RT erfolgte die Zugabe von 200 µl Chloroform. 

Die Probe wurde für 15 sec auf dem Vortex gemischt und danach erneut für 2 - 3 min bei 

RT inkubiert.  

2. Nach Zentrifugation bei 12.000 g bei 4°C für 15 min wurde die obere (wässrige) Phase in 

ein frisches Reaktionsgefäß überführt, 1 Vol 70 % Äthanol zugegeben und gevortext.  

3. Die Probe wurde auf eine RNeasy-Säule gegeben, die für 15 sec bei mindestens 8000 x g 

zentrifugiert wurde. Der Durchfluß wurde verworfen und die Säule nacheinander mit 700 

µl RW1-Puffer und zweimal je 500 µl RPE-Puffer gewaschen.  

4. Abschließend erfolgte die Elution der RNA mit 30 - 50 µl RNase-freiem Wasser. 
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8.6 Zusammensetzung des Standardfutters 
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8.7 Eidesstattliche Erklärung 

 

Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Dissertationsschrift „Einfluss einer methylreichen 

Ernährung während 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 vollständig genannt sind. Die Arbeit ist 

zuvor keiner Prüfungsbehörde in gleicher oder ähnlicher Form vorgelegt worden. 
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