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1 EINLEITUNG

1.1 Literaturiibersicht
1.1.1 Fetale Programmierung

Verschiedene epidemiologische Studien beim Menschen haben gezeigt, dass beeintrachtigtes
intrauterines Wachstum — z. B. durch Untererndhrung der Mutter und damit einhergehend ein
niedriges Geburtsgewicht — mit einer Reihe von Erkrankungen verschiedener physiologischer
Systeme im spdteren Leben korreliert. Hierzu gehdren insbesondere Erkrankungen des Herz-
Kreislauf-Systems wie beispielsweise Bluthochdruck und koronare Herzkrankheit, Arterioskle-
rose und Priaeklampsie. Zudem sind Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ II, eine
verminderte Glucosetoleranz, Insulinresistenz, Hyperlipidimie und Adipositas zu nennen. Diese
Korrelation wurde in den verschiedensten Populationen, unabhidngig vom Alter, Geschlecht und
ethnischen Hintergrund, beschrieben (1, 2). Es konnte sogar gezeigt werden, dass bestimmte intra-
uterine Wachstumsmuster in Zusammenhang mit bestimmten Erkrankungen im Erwachsenenalter
stehen. So neigen z. B. grofle Neugeborene mit niedrigem Geburtsgewicht, sogenannte asymme-
trisch gewachsene Kinder, eher im spiteren Leben zu Diabetes mellitus Typ II als symmetrisch
gewachsene kleine Neugeborene mit niedrigem Geburtsgewicht (3). Weitere Untersuchungen
von Ravelli und seiner Forschergruppe zeigten in den 1970ern, dass die spédtere Manifestierung
dieser Erkrankungen davon abhéngig ist, zu welchem Zeitpunkt der fetalen Entwicklung der
wachstumsschéddigende Einfluss stattfand. So weisen Kinder, die einer intrauterinen Mangelver-
sorgung wihrend des ersten und zweiten Trimenons ausgesetzt waren, eine stirkere Neigung zu
einer Adipositas im spéteren Erwachsenenalter auf, als Kinder, die im dritten Trimenon betroffen
waren (4). Mehrere epidemiologische, sowie auch tierexperimentelle Studien legen zudem nahe,
dass ein auf diese Art entstandener Phénotyp auch ohne weitere wachstumsmindernde Einfliisse in
den folgenden Generationen innerhalb dieser weitervererbt wird, teilweise mit geschlechtsspezifi-
schen Unterschieden (5, 6). 1962 stellte Neel seine ,, Thrifty Genotype” Hypothese vor, die aus der
Beobachtung hervorging, dass bestimmte Populationen, die in einer Umwelt mit eingeschrinkten
Nahrungsressourcen leben, vermehrt zu Insulinresistenz neigen. Nach seiner Theorie fiihrt eine
zufdllige genetische Mutation zu einer vermehrten Insulinresistenz, die in einer hungernden Popu-
lation einen evolutiondren Selektionsvorteil darstellte und sich damit dauerhaft durchsetzte (7).
Dieser Theorie folgend und basierend auf eigenen Beobachtungen fiihrte Barker 1994 den Begriff

des ,, Thrifty Phenotype” ein. Er sah den Ursprung verschiedener Erkrankungen im Erwachsenen-



Einleitung| 10

alter in der verdnderten fetalen Entwicklung in utero und dem daraus entstehenden eingeschrank-
ten fetalen Wachstum bei suboptimalen intrauterinen Bedingungen (1). Der Fetus optimiert die
Nutzung der intrauterin knappen Ressourcen, indem bestimmte Organe in ihrer Entwicklung und
dauerhaften Funktion begiinstigt und zugleich andere Organe benachteiligt werden, um somit ein
bestmogliches Uberleben zu erreichen (1). Obwohl diese Erkenntnis sehr viele Fragen beantwor-
tet, liefert sie jedoch keine Erkldrung fiir die vielen dauerhaften physiologischen Verdnderungen
des Organismus, die nicht unmittelbar fiir das postnatale Uberleben des Fetus wichtig sind und im
spateren Verlauf des Lebens zu Erkrankungen fiithren. Aufbauend auf Barkers Erkenntnissen entwi-
ckelten Gluckmann und Hanson das Modell der ,,Predictive Adaptive Responses” (PARs). Hierbei
wird der Fetus intrauterin durch auf die Mutter einwirkende Umwelteinfliisse programmiert, d. h.
physiologisch auf ein langes Uberleben in einer z. B. nahrungsressourcenarmen Umwelt vorberei-
tet. Die Ursache der Entstehung von Uberlebensnachteilen durch eine Zunahme an Erkrankungen
im spéteren Leben erkldrt sich durch die postnatal verdnderte Umwelt, etwa ein Nahrungsiiberan-
gebot, auf die der Fetus nicht vorbereitet ist. Hierdurch entsteht ein ,,Mismatch”, eine Diskrepanz,

zwischen den vorhergesagten und den tatsdchlichen postnatalen Lebensbedingungen (2, 8).

Pranatale Umwelt F(_atalg Unterernéhrung
2.B. Unterernahrung Niedriges Geburtsgewicht

der Mutter

A A %

Programmierung
hormonaler Achsen

Hormonale und metabolische
Anpassung in utero

Lebenslanger
metabolischer , Thrift*

,»Mismatch“

vy Genetische
Préadisposition

Postnatale Umwelt

z.B. Uberernahrung . . .
Metabolische und kardiovaskulare

Erkrankungen

Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung der fetalen Programmierung

Prinatale Umweltfaktoren wie z. B. eine Untererndhrung der Mutter fiihren zu fetaler Untererndh-

rung mit niedrigem Geburtsgewicht, einer hormonalen und metabolischen Anpassung des Fetus,
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sowie einer Programmierung hormonaler Achsen. Dies fithrt wiederum zu einem lebenslangen
metabolischen ,, Thrift”. Zusammen mit der genetischen Pradisposition und einer verdnderten post-
natalen Umwelt, in der beispielsweise eine Uberernihrung besteht, fiihrt dies zu metabolischen
und kardiovaskuldren Erkrankungen im Erwachsenenalter. Die pranatale und postnatale Umwelt

stimmen nicht iberein. Es besteht ein ,,Mismatch®.

1.1.2 Modelle fiir fetale Programmierung

Bei Séugetieren sind die Ursachen einer fetalen Programmierung mit oder ohne ausgeprigter
intrauteriner Wachstumsrestriktion (IUGR) heute relativ gut erforscht. Da fiir das fetale Wachstum
iiberwiegend das iiber die Plazenta bereitgestellte Nahrungs- und Sauerstoffangebot ausschlagge-
bend ist, wird ein Mangel an diesen als Hauptursache angesehen (9). Nahrungs- und Sauerstoft-
mangel beeinflussen wiederum das hormonelle Milieu, woraus dann endokrine Signale fiir die
Programmierung entstehen konnen. Eine Vielzahl von tierexperimentellen Methoden zur
Einschriankung des intrauterinen Angebots an Makro- und Mikronéhrstoffen des Fetus wurden
seither angewandt. Am Héaufigsten kamen hierbei Modelle, bei denen die miitterliche Nahrungs-
aufnahme verdndert wurde, zum Tragen (10). Weitreichende programmierende Effekte wurden bei
allgemeiner Kalorienbegrenzung der Mutter, sowie auch bei alleiniger Begrenzung der Proteinauf-
nahme und durch Zugabe und Weglassen von Spurenelementen, Mineralien, Kofaktoren und Vita-
minen nachgewiesen (11). Ein weiteres Modell zu Induktion einer [IUGR beim Feten wird durch
eine chronische Hypoxie der Mutter erreicht und betrifft vor allem die Programmierung des kardio-
vaskuldren Systems (12). Eine Einschrankung des plazentaren Sauerstoff- und Nahrungsangebots
konnte ebenfalls effizient durch chirurgische Modelle erzielt werden, z. B. durch die uni- oder
bilaterale Ligatur der Arteria uterina (13). Hormone als entscheidende Faktoren fiir die Regulation
von fetalem Wachstum und Entwicklung stellen ebenfalls ein interessantes Versuchsfeld dar. Thre
Konzentration und Aktivitdt konnen sich in Abhéngigkeit von den Umweltbedingungen, die eine
IUGR auslosen, verdndern. So bewirken Untererndhrung, Hypoxie und psychischer Stress —
sowohl maternal als auch fetal — Hormonverdnderungen, z. B. bei Wachstumshormonen, Insulin,
Glukokortikoiden, Katecholaminen, Leptin, Schilddriisen- und Sexualhormonen. Von den genann-
ten Hormonen sind es im Besonderen die Glukokortikoide, von denen ein weitreichender program-
mierender Effekt bekannt ist und der tierexperimentell gut belegt ist. Die mehrmalige maternale
Gabe von Kortison wihrend der Schwangerschaft fiihrt bei den Nachkommen beim Menschen,

sowie auch bei mehreren Tiermodellen zu einem niedrigen Geburtsgewicht und vermehrt zu
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Erkrankungen im Erwachsenenalter (13). Weitere programmierende Effekte konnten bei geneti-

schen Knockout-Méusen hinsichtlich des Insulinrezeptors, Insulin-Gens und des ,,Insulin Like

Maternal Genes
&
Environment

Nutritional or
endocrine
pertubations

J

Low Bifthweight

a
Altered structure and
function of insulin-sensitive
target tisgues

Altered structure
and function of
‘endocring pancreas,
blood vessels
and liver

4=

" Survivalin |
early life

v

| Adulthood < ’

= .
2

Adult disease
{metabolic syndrome:
_ hypertension.

type 2 diabetes.
hypercholesterolaemia)

Growth Factor (IGF) beobachtet werden, sowie bei
homozygoten Knockout-Méusen fiir das kodierende
Gen der endothelialen Stickstoffmonooxid-Synthase
(eNOS) (13, 14, 15, 16). Diese Beobachtungen betref-
fen ein Knockout von Genen sowohl beim Fetus, als
auch auf Seiten der Elterntiere. Der Effekt scheint dabei
starker bei maternalem Knockout oder Polymorphis-
mus ausgepragt zu sein (17, 18). Die Beobachtung,
dass miitterliche Gene direkt oder indirekt auf das
fetale Geburtsgewicht und die Programmierung

Einfluss nehmen ist als ,,Advanced Fetal Programming

Hypothesis* in Abbildung 2 dargestellt (19).

Abbildung 2: Darstellung der “Advanced Fetal Programming
Hypothesis“ nach Hocher, Slowinski, Bauer et al. 2001, mit
freundlicher Genehmigung von Prof. B. Hocher (19)

Maternale Gene und Erndhrung bestimmen die intrauterine Erndhrung des Fetus. Eingeschrénkte
fetale Erndhrung fiihrt zu Anpassungen, die das unmittelbare Uberleben verbessern. Diese Verin-
derungen persistieren und fithren im Erwachsenenalter in Kombination mit weiteren Risikofakto-

ren zu Erkrankungen wie Diabetes mellitus und arterielle Hypertension .

1.1.3 Mechanismen der fetalen Programmierung

Als Ursache einer IUGR mit anschlieBendem schnellen postnatalen Autholwachstum und vermehr-
ten Energiespeichern, wie es bei Naturvolkern beobachtet wird, wird oft ein direkter genetischer
Zusammenhang vermutet (20, 21). So gibt es z. B. Mutationen im pankreatischen Glucokinase-
Gen, welche zu einer verminderten fetalen Insulinsekretion, geringerem Geburtsgewicht und einer
verminderten Glucosetoleranz im Erwachsenenalter fiihren (22). Solche monogenetischen Gesche-
hen sind allerdings selten und erkldren z. B. nicht die unterschiedlich hohen Erkrankungsrisiken

eineiiger Zwillinge mit unterschiedlichen Geburtsgewichten im Vergleich zu den gleich hohen
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Erkrankungsrisiken bei eineiigen Zwillingen mit &hnlichem Geburtsgewicht (3). Polymorphismen
einzelner fiir das fetale Wachstum entscheidender Gene konnten hingegen insofern eine Rolle
spielen, da sie die Empfindlichkeit des Feten fiir Signale aus der Umwelt verandern kénnen (23).
Dies trifft vor allem fiir Polymorphismen zu, die in Promoterregionen des Genoms liegen (24).
Ein weiterer wesentlicher Beitrag zum molekularen Mechanismus der Programmierung liefert die
Epigenetik, bei der es zu Modifizierungen der Desoxyribonukleinsdure (DNA) ohne Sequenz-
verdanderung kommt. Durch eine modifizierte Histonstruktur oder durch DNA-Methylierungen
in Promotorregionen kommt es zu einer verdnderten Interaktion der DNA und ihrer regulatori-
schen Proteine und damit zu einer Aktivierung oder Deaktivierung von Genen (25). DNA-Methy-
lierungen spielen auBerdem beim ,,Imprinting* eine Rolle, bei dem ein ,,Silencing”, d. h. eine
Inaktivierung eines Allels in Abhdngigkeit seiner elterlichen Herkunft geschieht. Die Epigenetik
stellt damit einen molekularen Mechanismus fiir Programmierung dar, der mit der Genetik, den
pranatalen Umweltbedingungen, dem intrauterinen Wachstum und der Anfalligkeit fiir Erkrankun-
gen eines Individuums in Einklang zu bringen ist. Auf zelluldrer Ebene kommt es zu verdnderten
Proteinsyntheseraten, welche Rezeptoren, Ionenkanile, Transporter, Enzyme, Wachstumsfakto-
ren, sowie Proteine des Zytoskeletts betreffen (26, 27, 28, 29). AuBlerdem fiihrt ein verminderter
uteriner Blutfluss gegen Ende der Schwangerschaft, und damit ein vermindertes Sauerstoff- und
Nahrungsangebot des Fetus, in fetalen Zellen mit hoher Proliferationsrate zu einer verminderten
DNA-Synthese (30). Suboptimale intrauterine Bedingungen induzieren somit zahlreiche Veridnde-
rungen in der Funktion, Anzahl und Gréfle von Zellen, indem sie ihre Proliferation und Apoptose
beeinflussen. Diese zelluldren Verdnderungen wiederum haben Auswirkungen auf die Morpholo-
gie und Funktion von Geweben und Organen. Die Auswirkungen eines prianatalen Ereignisses auf
ein Organsystem sind umso gravierender, je eher es in den Zeitraum der Organogenese fillt. So
entsteht z. B. bei der Gabe von Glukokortikoiden an trachtige Mutterschafe wiahrend der Nieren-
organogenese bei den Nachkommen eine verminderte Anzahl an Nephronen mit arterieller Hyper-
tension im Erwachsenenalter (23). Weitere Beispiele histologischer Verdnderungen sind relative
Anderungen der Proportionen von Zelltypen in den Langerhansschen Inselzellen des Pankreas,
der Leber und des Skelettmuskels, die mit Insulinresistenz, Bluthochdruck und einer verminderten

Glucosetoleranz assoziiert sind (29, 31, 32).
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1.1.4 Programmierung des Immunsystems und immunologischer Organe

Die Programmierbarkeit immunologischer Organe und Funktionen ist ein seit langerem bekanntes
Phénomen. Die Entwicklung der immunologischen Organe beginnt im zweiten und dritten Schwan-
gerschaftsmonat, woraus sich die tiefgreifende und wahrscheinlich lebenslange Konsequenz des
programmierenden Einflusses in diesem friithen Zeitfenster ableitet. Vergleiche von Kindern, die in
Bezug auf ihr Gestationsalter klein waren (SGA), mit Kindern, die fiir ihr Gestationsalter addquat
waren (AGA), haben mehrfach Immundefizite gezeigt, so beispielsweise Reduktionen von B- und
T-Lymphozytenzahlen (33, 34, 35). In mehreren Studien zeigte sich aulerdem, dass eine fetale
IUGR vom Neugeborenenalter an bis weit ins Erwachsenenalter hinein mit einem verringerten
Thymus- und Milzvolumen einhergehen kann(36, 37, 38, 39, 40). Ursache dieses Phdnomens ist
wahrscheinlich der sogenannte “Brain Sparing Effect”. Er tritt vor allem bei Ressourcenmangel
des Fetus in der Spatschwangerschaft auf. Das Gehirn des Fetus wird hierbei bevorzugt mit Nahr-
stoffen versorgt, zu Lasten des Stamms und der darin befindlichen Organe wie Leber, Nieren,
Thymus und Milz, die dann klein ausfallen und mit niedrigen Lymphozytenzahlen korrellieren
(33, 34). Zusitzlich ist eine [IUGR mit einer beeintrachtigten Immunfunktion und mit einer hohen
infektiologischen Mortalitdt assoziiert. Diese Defizite konnen Monate bis Jahre nach Geburt noch
weiterbestehen, so dass man von einer langzeitigen vielleicht sogar lebenslangen Programmierung
sprechen kann. Die Arbeitsgruppe von Moore konnte zeigen, dass in einer ldndlichen Region in
Gambia das Risiko nach dem 15. Lebensjahr an einer Infektion zu versterben grof3er war, wenn das
Individuum wéhrend der jahrlichen Diirrezeit und einem damit niedrigen Geburtsgewicht zur Welt
kam. Dieser Effekt war umkehrbar mit einer erhohten Energie- und Proteinaufnahme der Miitter
wiahrend der Schwangerschaft (41, 42). Genauere Informationen zu den beobachteten Immun-
defekten im Einzelnen fehlen jedoch. Anhand tierexperimenteller Studien konnten bis jetzt nur
einzelne zelluldre Funktionsstorungen aufgezeigt werden. So weisen Ratten, die intrauterin einer
Proteinmangelerndhrung ausgesetzt waren, eine beeintrachtigte Akute-Phase-Reaktion auf bakteri-
elle Endotoxine auf. Aus diesen Tieren isolierte Makrophagen hatten eine verminderte Produktion
proinflammatorischer Zytokine und die neutrophilen Granulozyten wiesen eine weniger bakte-
rizide Wirkung auf (43, 44, 45). Weiterhin gibt es Hinweise, dass ein niedriges Geburtsgewicht
auch einen Risikofaktor fiir Atopie darstellt. Sowohl Asthma als auch atopische Dermatitis treten
hdufiger bei Individuen auf, die bei Geburt klein waren (46, 47). Bei einer weiteren Studie mit
Siebenjéhrigen konnte eine hohere Pravalenz von Asthma bei den Kindern festgestellt werden, die

10-15 Tage nach Geburt einen geringeren Kopfumfang aufwiesen (48). Weitergehende Studien zu
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Atopie und Programmierung liefern kontroverse Ergebnisse. Erklirbar ist dies durch die Atiolo-
gie der Atopie. Sie ist ein multifaktorielles Geschehen, so dass es sehr schwierig ist, die Effekte
einer eventuellen Programmierung eindeutig in Studien herauszuarbeiten. Bei den sogenannten
Autoimmunerkrankungen ist der Kenntnisstand dhnlich. Hier kommt die Forschung zu wider-
spriichlichen Ergebnissen. Eine Studie von Philips und seinen wissenschaftlichen Mitstreitern aus
dem Jahr 2002 kommt zu dem Schluss, dass ein hoheres Risiko fiir eine autoimmunologische
Schilddriisenerkrankung im spéteren Leben bei dem kleiner und leichter zur Welt gekommenen
Zwilling im Vergleich zum groBeren und schwereren eineiigen oder zweieiigen Zwilling besteht
(49). Brix und sein Forscherteam hingegen sahen bei den von ihnen untersuchten Zwillingspaaren
keinen Zusammenhang zwischen Geburtsgewicht und dem Risiko einer autoimmunologischen
Schilddriisenerkrankung (50). Eine dhnlich kontroverse Datenlage besteht zum systemischen
Lupus erythematodes und zur Atiologie des Diabetes mellitus Typ 1. Die bis jetzt durchgefiihrte
Forschung auf diesem Gebiet ist noch in einem sehr frithen Stadium und bietet noch wenig verléss-

liche Information.

1.1.5 NO und NOS Formen

In den 1970er Jahren fiihrte der Pharmakologe Ferid Murad Versuche mit Nitraten durch und
entdeckte das Stickstoffmonoxid (NO). Etwa zur gleichen Zeit beschiftigte sich auch der Phar-
makologe Robert F. Furchgott mit den Auswirkungen von Nitraten auf die Blutgefif3e. Bei seinen
Untersuchungen entdeckte er eine unbekannte vom Endothel ausgehende Substanz, die in der
darunter liegenden Muskelschicht eine Relaxierung bewirkt. Diese Neuentdeckung nannte er
aufgrund mangelnder Kenntnis der Struktur ,,Endothelium-derived Relaxing Factor* (EDRF).
Erst im Laufe der 1980er Jahre identifizierten Louis J. Ignarro, Robert M. Palmer und Robert F.
Furchgott unabhingig voneinander EDRF als NO (51, 52, 53). Der gasformige sekundidre Boten-
stoff NO wird mit Hilfe von NADPH aus L-Arginin und Sauerstoff unter Beteiligung mehrerer
Kofaktoren durch NO-Synthasen (NOS) synthetisiert, wobei als weitere Endprodukte Citrullin
und Wasser anfallen. Bis heute konnten drei verschiedene Isoformen der NOS identifiziert werden,
die von unterschiedlichen Genen kodiert und die in unterschiedlichen Geweben und Zelltypen

exprimiert werden.

1. Die endotheliale NOS (eNOS), wird konstituitiv von Zellen des Geféaflendothels exprimiert
und synthetisiert NO, welches auto- und parakrin die Guanylatzyklase aktiviert und iiber den

Anstieg des cGMP vielfiltige Effekte herbeifiihrt, wie z. B. die Relaxation von glatten Muskel-
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zellen und damit verbunden eine Vasodilatation. Aber auch andere Effekte wie beispielsweise
eine Hemmung der Thrombozytenaggregation und -adhision, eine Hemmung der Chemota-
xis von polymorphnukledren Zellen und der Signaliibertragung im peripheren und zentralen

Nervensystem (54, 55).

2. Die induzierbare NOS (iNOS) ist auf der Ebene der Transkription induzierbar und tritt
erst in groBeren Mengen in Makrophagen nach Stimulation durch Zytokine oder bakterielle
Lipopolysaccharide (LPS) auf (56, 57, 58). Sie spielt eine wichtige Rolle bei der Abwehr von
bakteriellen Infekten, da durch sie sehr grole Mengen an NO synthetisiert werden, welches
als freies Radikal antimikrobiell wirkt. Besonders im Rahmen des septischen Schocks kommt

es hierbei jedoch als unerwiinschte Nebenwirkung zu einer Vasodilatation mit Hypotonie (56).

3. Die neuronale NOS (nNOS) kommt in neuronalen Geweben vor und synthetisiert NO,
welches u. a. die Funktion eines Neurotransmitters hat. Im Gehirn wirkt es ebenfalls indirekt
iiber Modulation des cGMP-Spiegels der Zellen. Eine Unterform der nNOS ist die mitochond-
riale NOS (mtNOS), welche an komplexen mitochondrialen Stoffwechselvorgingen entschei-

dend beteiligt ist.

1.1.6 Rolle von NO und NOS fiir fetales Wachstum und Programmierung

NO ist entscheidend an der Regulation des plazentar-fetalen Blutflusses beteiligt und somit an der
Versorgung des Feten mit Nahrstoffen und Sauerstoff. Durch Erhdhung des Blutflusses der Arteria
uterina durch Relaxation der Tunica media der Gefdlwand, ist NO vor allem von der Mitte der
Schwangerschaft bis zum Ende, mit steigendem Nahrungs- und Sauerstoftbedarf des Feten, von
elementarer Bedeutung. So fiihrt in der Ratte ein maternaler Mangel an Arginin — einer fiir die
NO-Synthese essentiellen Aminosdure — zu einer [IUGR, wéhrend eine Zugabe von Arginin eine
durch Hypoxie oder durch NOS-Inhibitoren verursachte [UGR wieder riickgingig machen kann
(59). Von den drei NOS-Isoformen ist die iNOS die dominante Isoform in der Plazenta und wird
hauptsédchlich von uterinen Leukozyten, die in der Ndhe von Arteriolen lokalisiert sind, exprimiert
(60). Die Bedeutung der iNOS konnte anhand von iNOS-Knockout-Miusen gezeigt werden. So
fanden Burnett, Tash und Hunt heraus, dass bei trachtigen iNOS-Knockout-Mausen das plazentare
»Remodelling® im Zuge der Anpassung des Gewebes an die sich wihrend der Schwangerschaft
laufend dndernden Anforderungen eingeschrénkt ist. Diese Tiere haben eine herabgesetzte Zellu-
laritdt der Dezidua als auch verdickte Arterienwénde mit kleineren Lumina als ihre Wildtyp-Artge-

nossen (WT). Zwar konnte kein Unterschied im Geburtgewicht oder in der Schwangerschafts-
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dauer nachgewiesen werden, jedoch wurde eine erhohte intrauterine Sterblichkeit bei insgesamt
weniger liberlebenden Nachkommen beobachtet (60). Weitere interessante Studien existieren fiir
die eNOS, welche die pridominante Isoform des Endothels darstellt. Erhohte Konzentrationen
von NO und eNOS konnten in der Arteria uterina wihrend der Schwangerschaft mehrfach nach-
gewiesen werden und es konnte gezeigt werden, dass fiir das Zustandekommen von strukturellen
Anpassungen der GefdBBwand der Arteria uterina die eNOS ausschlaggebend ist. Dies zeigt sich
insbesondere in der Hypertrophie und Hyperplasie der glatten Muskulatur im Zusammenhang mit
dem vermehrten uterinen Blutfluss (61, 62, 63, 64). Bei homozygoten eNOS-Knockout-Méusen
konnte eine geringere Proliferation und Entdifferenzierung der GefiBmuskulatur der Arteria
uterina nachgewiesen werden als bei WT-M4iusen (16). Zusitzlich sind eNOS-Knockout-Méuse
hypertensiv und haben eine niedrigere Fertilitdtsrate, die durch [IUGR und vermehrte Totgebur-
ten gegen Ende der Schwangerschaft, sowie durch eine geringere Anzahl von Lebendgeburten
und einem geringeren Geburtsgewicht bei den Nachkommen gekennzeichnet ist (15, 16, 65, 66).
Weiterhin zeigen Nachkommen homozygoter eNOS-Knockout-Méuse vermehrt Fehlbildungen
der hinteren Extremitdt und haben ein dauerhaft erniedrigtes Korpergewicht. Beim Menschen
sind mehrere Polymorphismen des eNOS-Gens bekannt — mit dhnlichen Auswirkungen. So sind
Frauen, die homozygot fiir das eNOS-894T-Allel sind, vermehrt von Prieklampsie und wieder-
holten pathologischen Schwangerschaftsverlaufen betroffen als Frauen, die heterozygot dafiir sind
bzw. dieses Allel nicht tragen (67). Weitere Assoziationen bestehen zwischen bestimmten eNOS-
Polymorphismen beim Menschen und dem Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen, diabetische
Nephropathie, Adipositas und Diabetes mellitus (68, 69, 70, 71). Das Erkrankungsrisiko scheint
umso grofler zu sein, wenn zusétzlich zum priadisponierenden Polymorphismus noch ein weiterer

Risikofaktor wie z. B. das Rauchen hinzutritt (70).

1.1.7 Phdnotyp homozygoter und heterozygoter eNOS-Knockout-Mduse

Homozygote eNOS-Knockout-Miuse (eNOS-/-) weisen vielfdltige Verdnderungen im Phéno-
typ auf. Im Vordergrund stehen dabei kardiovaskuldre und renale Phanomene. Sehr gut belegt ist
bei diesen Tieren eine arterielle Hypertonie, die mit einer verdnderten Vasomotorik einhergeht
(17, 65). Dabei sind insgesamt vasodilatatorische Reaktionen zu Gunsten einer Vasokonstriktion
vermindert (17). Als weitere Ursache der Hypertonie werden renale Verdnderungen vermutet. So
wurden bei diesen Tieren oftmals erhdhte Plasma Renin Spiegel gemessen und eine erhohte Riick-

resorption von NaCl im Nephron wird kontrovers diskutiert (65, 72). Des Weiteren zeigte Forbes
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mit anderen Wissenschaftlern zusammen, dass eNOS-/- progressive, fokal renale Verdnderungen
aufweisen, welche zu einer Unterbrechung der glomerulotubulédren Einheit fiihren. Die endogene
renale eNOS-Synthese scheint daher fiir die Reifung und Integritdt des Nephrons von elementarer
Bedeutung zu sein (73). Die kardialen Funktionsparameter, wie z. B. die Ejektionsfraktion und
Kontraktilitit des Myokards sind im basalen Bereich zwar normal, jedoch weisen eNOS-/- Zeichen
einer Herzmuskelhypertrophie auf (65, 72, 74, 75). Auch bestehen deutliche Verdnderungen auf
der Ebene des Stoffwechsels mit erhohter Insulinresistenz und einer gesteigerten Glykogen- und
Lipidsynthese in der Leber, was zudem mit einer Adipositas einhergehen kann (76, 77). Labor-
untersuchungen unter der Regie von LeGouill konnten auflerdem einen verminderten Energie-
verbrauch, sowie eine defekte 3-Oxidation in den Mitochondrien von Skelettmuskelzellen nach-
weisen (78). Im Rahmen immunologischer Prozesse wie Sepsis und anaphylaktischem Schock
zeigen eNOS-/- deutlich bessere Uberlebensraten als ihre WT-Artgenossen (56, 79). Die Ursache
hierfiir wird in einer verminderten NO induzierten Vasodilatation mit weniger stark ausgeprégter
Hypotonie gesehen. Aber auch eine immunmodulatorische Funktion der eNOS, die unter anderem
zur Triggerung proinflammatorischer Mediatoren, sowie einer Induktion der iNOS fiihrt, wird von
einigen Autoren diskutiert (56, 79). Die Annahme, dass ein intaktes eNOS-Gen ausreicht, um die
Expression und Funktion von eNOS unter basalen, sowie unter das System belastenden Bedingun-
gen zu gewihrleisten, ist heute vielfach widerlegt worden. So zeigt eine Studie aus dem Jahr 2001,
dass die aortale eNOS-Expression bei heterozygoten eNOS-Knockout-Miusen (eNOS+/-) zwar
basal derer von WT-Maiusen dhnlich ist, aber unter gesteigerter korperlicher Anstrengung nicht
adédquat gesteigert werden kann (80). Weiterhin konnten bei der Entwicklung einer pulmonalen
Hypertonie durch chronische Hypoxie keine Unterschiede zwischen eNOS-/- und eNOS+/- fest-
gestellt werden (81). eNOS+/- sind ebenfalls hypertensiv und weisen dhnliche vasomotorische
Verdnderungen auf wie eNOS-/-, wenn auch in geringerem Ausmal (17, 65). Als besonders inter-
essant erweist sich bei eNOS+/- die Tatsache, dass es eine Rolle zu spielen scheint, ob das defekte
Allel véterlicher oder miutterlicher Herkunft ist. So konnten Van Vliet und Chafe demonstrieren,
dass eNOS+/-, deren Miitter eNOS-/- waren, eine geringere Wurfgrof3e und hohere Blutdrucke
aufweisen als eNOS+/-, deren Viter eNOS-/- waren (18). Ahnliche Aussagen formulieren Longo
und seine Forscherkollegen beziiglich der Vasomotorik. Bei ihren Untersuchungen zur Vasodi-
latation und -kontraktion bei eNOS+/-, kam es bei eNOS+/- mit homozygoter Mutter zu dhnli-
chen Ergebnissen wie bei eNOS-/-, wihrend die eNOS+/- mit einem homozygoten Vater eher mit

der WT-Gruppe vergleichbar waren (17). Als mogliche Ursache kommen ein beim homozygoten
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Muttertier verdndertes intrauterines Milieu mit plazentarer Insuffizienz und einer daraus resul-
tierenden IUGR und Programmierung des fetalen Organismus in Betracht. Bei den gerade ange-
fiihrten als auch bei weiteren Studien zu eNOS+/- kann man solche Programmierungseffekte auch
ohne signifikante Unterschiede im Geburtsgewicht beobachten. Dies zeigt sehr deutlich wie ein
relativ geringer Einfluss ohne ausgeprigte [IUGR schon weitreichende programmierende Effekte
entfalten kann. Eine weitere Ursache konnte in einer verdnderten Ovulation und einer abnormalen
meiotischen Reifung der Eizellen beim Muttertier, wie sie bei eNOS-/- von Jablonka-Shariff und
Olson beobachtet wurden, liegen oder sich mit weiteren noch unbekannten epigenetischen Mecha-

nismen erkldren lassen (82).

1.2 Zielsetzung der Arbeit

Fiir verschiedene Studien mit Knockout-Méusen fiir das eNOS-Gen wurden fiir verschiedene
Organsysteme weitreichende programmierende Effekte gezeigt. Die Effekte sind dhnlich denen,
die bei Menschen mit IUGR und niedrigem Geburtsgewicht beobachtet und in grolen empirischen
Kohortenstudien beschrieben wurden (1). Fiir die Art und Auspriagung dieser Effekte ist es von
Bedeutung von welchem Elternteil das defiziente eNOS-Allel stammt. So sind bei heterozygoten
Nachkommen die Effekte bei maternaler Herkunft des defekten eNOS-Allels starker ausgepragt
als bei paternaler (17). Ein veréndertes intrauterines Milieu bei eNOS defizienten Muttertieren und
eine daraus folgende Wachstumsrestriktion beim Feten mit weitreichendem programmierenden
Einfluss auf verschiedene Organsysteme ist fiir homozygote eNOS-Knockout-Muttertiere in der
Literatur gut belegt (15, 16).

Weiterhin hat der fetale Genotyp einen entscheidenden Einfluss auf das Geburtsgewicht, die
spatere Entwicklung und die Erkrankungsrisiken im Erwachsenenalter (15, 16, 83). Da bei all
diesen Studienkonzepten immer sowohl mindestens ein Elterntier als auch die Nachkommen
entweder hetero- oder homozygot fiir das defekte eNOS-Allel waren, erlauben sie keine eindeutige
Zuordnung eines fetalen Phinotyps zum maternalen, paternalen oder fetalen Genotyp beziiglich
des defizienten Allels. Weiterhin gibt es viele Hinweise darauf, dass fiir die Vererbung eines Phéno-
typs nicht unbedingt ein Gen an die Nachkommen weitergegeben werden muss. Als ein weiterer
Mechanismus der Programmierung wird die Epigenetik gesehen, bei der es zu DNA-Modifizie-
rungen ohne Sequenzverdanderung kommt. Durch eine verdanderte Histonstruktur oder durch DNA-
Methylierungen in Promotorregionen findet eine verdnderte Interaktion der DNA und ihrer regu-

latorischen Proteine statt, wodurch Gene aktiviert oder deaktiviert werden. Dieser Mechanismus
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stellt eine Theorie dar, die insbesondere zur Erkldrung von Verdnderungen eines Phianotyps tiber
nur wenige Generationen herangezogen wird (25). Um den Einfluss des elterlichen Phanotyps
auf den Nachwuchs zu untersuchen, unabhéngig von einer den Mendelschen Regeln folgenden
Vererbung, wurde dieser tierexperimentelle Versuch konzipiert. Da einzig die WT-Nachkommen
begutachtet werden, kann jeglicher Einfluss durch einen eNOS defizienten fetalen Genotyp auf
Stoffwechsel und Organsysteme ausgeschlossen werden. Weiterhin ist bei der Verpaarung eines
heterozygoten Elterntiers mit einem WT-Partner ein defektes eNOS-Allel nur auf paternaler oder
maternaler Seite vorhanden. Somit ist auch seine Auswirkung auf den Fetus klar auf den miitter-
lichen oder viterlichen Genotyp zuriickzufiihren. Fiir die Programmierbarkeit des Phinotyps von
homozygoten und heterozygoten eNOS-Knockout-Miausen gibt es fiir manche Organsysteme wie
z. B. das kardiovaskulédre und das renale System weiterfithrende Beschreibungen in der Literatur
(16, 17, 73). Fiir andere hingegen wie das Immunsystem existieren kaum Studien. Um eine fetale
Programmierung innerhalb der Versuchskonstellation zu erfassen und um die Art und Auspré-
gung dieser zu verstehen, erfolgt eine systematische Untersuchung verschiedener Organsysteme
und ihrer zelluldren Komponenten. In dieser Doktorarbeit wird mittels dieses Tierversuchs unter
anderem die Milz als ein Bestandteil des Immunsystem néher untersucht. Durch systematische
histologische und immunhistochemische Aufarbeitung des Organs sollen Verdnderungen, die
durch fetale Programmierung im Organaufbau und auf zelluldrer Ebene entstanden sind, verifi-
ziert werden. Des Weiteren werden Geburtsgewichte und Wachstumsverhalten der Nachkommen
ndher analysiert. Dies dient zur Evaluierung einer eventuellen intrauterinen Wachstumsrestriktion,
die oft mit einer fetalen Programmierung in Zusammenhang steht. Das postnatale Wachstumsver-
halten liefert zusitzlich auch wertvolle Hinweise auf metabolische Verdnderungen, insbesondere
in Bezug auf eine Veranlagung zur Adipositas. Viele Phdnomene sind im Rahmen der fetalen
Programmierung schon beschrieben worden, jedoch stammen die meisten Erkenntnisse hieraus
aus epidemiologischen Studien und stellen lediglich Assoziationen dar. Diese Arbeit soll durch
das experimentelle Studiendesign einen Beitrag zu einem besseren Verstindnis der Grundlagen
der fetalen Programmierung leisten. Das eNOS-Gen ist zudem ein sehr interessantes Ziel-Gen
zur Untersuchung programmierender Effekte, da innerhalb der menschlichen Population Poly-
morphismen hierzu existieren. Solche Polymorphismen spielen eine entscheidende Rolle bei der
Entstehung der Prieklampsie und werden mit rezidivierenden pathologischen Schwangerschafts-
verldufen in Zusammenhang gebracht (67). Weitere Assoziationen bestehen zwischen bestimm-

ten eNOS-Polymorphismen beim Menschen und dem Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankun-



Einleitung | 21

gen, diabetische Nephropathie, Adipositas und Diabetes mellitus (68, 69, 70, 71). Ein besseres
Verstindnis der Rolle elterlicher eNOS-Aktivitét in Bezug auf den fetalen Phianotyp und Program-
mierung konnte somit zukiinftig einen Beitrag zu einer besseren Vorsorge fiir Trager von bestimm-

ten eNOS-Polymorphismen leisten, sowie als Ansatz fiir neue Therapiekonzepte dienen.

2 METHODEN

2.1 Gerate und Zubehor

* Mikrotom RM2025, Leica

» Kompaktwaage BL 600, Sartorius

* Prizisionswaage SBC 22, Scaltec

* Mikroskop BH-2, Olympus

* Digitalkamera CFW-1310C, Scion Corporation

* Power Macintosh 7500/100, Apple Macintosh

* Notebook Compaq nx 6110, Hewlett and Packard

* Software ImageJ 1.37v, Shareware der National Institutes of Health, USA
* Software SPSS version 16.0, SPSS inc.

* Software Chart and Scope version 4.1, AD instruments, Inc.

* Software GraphPad Prism 5.0, GraphPad Software, Inc.

* Einbettautomat Shandon Citadel 1000, Thermo Electron Corporation
¢ Paraffinautomat Microm EC-350, Thermo Scientific

* Kiihlplatte Microm EC-351, Thermo Scientific

e Gefrierschrank G2713, Liebherr

* Vortexer Lab dancer, IKA

* Microprozessor pH-Meter pH537, WTW

* Dampfgarer Multigourmet plus, Braun

» Wasserbad mit Warmeplatte Typ 16800, MEDAX Nagel GmbH
» Zentrifuge Biofuge 13, Heraeus

* Thermoblock Test Tube Thermostath TCR 100, Roth

* Thermocycler T3, Biometra

e Druck-Pulsmesseinheit PowerLab 4SP, AD Instruments, Inc.

* Stoffwechselkifige fiir Mduse, Spezialanfertigung von Schering
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e Trockenschrank ST6030, Heraeus
* Mikrotom Blade R35, Feather
* Objekttrager Menzel Glas Superfrost, Thermo Scientific

* Mikrohdmatokrit Kapillaren Na-heparinisiert Linge 75mm-+/-1mm, Brand

2.2 Chemikalien

* APES (3-Aminopropyltriethoxysilan), Carl-Roth
* AmpliTaq Gold® DNA polymerase (5 Units/ul), Applied Biosystems
* GeneAmp® 10X PCR Puffer II, Applied Biosystems
* GeneAmp® dNTPs (10 mM, each dATP, dCTP, dGTP and dTTP), Applied Biosystems
* MgCI2 Losung (25 mM), Applied Biosystems
* Primer: TIB Molbiol Syntheselabor
-NeoR2 se 5" TTg TCA AgA CCg ACC TgT CC 37, ca. 300 bp
- NeoR2 ase 5" ACA AgA CCg gCT TCC ATC Cg 3", ca. 300 bp
- eNOS-WT 3 (DD): 5"Agg ACATAT gTT TgT CTg Cgg 3", ca. 900 bp
-eNOS-WT 4 (DD): 5°CTg Agg ACT gCA CCT gTT CA3", ca. 900 bp
* Formaldehydldsung 37%, J.T. Baker
 Ethanol 100%, Carl-Roth
» Aceton, J.T. Baker
* Xylol, J.T. Baker
* Paraffin Typ 6, Richard-Allan-Scientific
* Paraffin Typ 9, Richard-Allan-Scientific
* Pikrinsdure, Fluka Analytical
« Sirius Red F3BA, Chroma Gesellschaft
 Salzsaure 37%, Merck
» Wasserstoffperoxid 30%, Carl-Roth
* Hdmalaun nach Mayer, Merck
 Eosin, Carl-Roth
* DePex, Serva Electrophoresis GmbH
* Tris-Base, Carl-Roth
* EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure), Carl-Roth
* NaCl (Natriumchlorid), Carl-Roth



* 0,5 M EDTA in aq. ad. injectabilia, B. Braun

* Tween 20, Serva

* Proteinase K, Merck

* Dr. Lange Test LCN 300/400, Dr. Bruno Lange GmbH

* Pufferl6sungen:

* Tierhaltung und Medikamente:
- Altromin Standard 1320 Ratte/Maus Haltungsdiét

- TE-Puffer: 1,21 g Tris, 0,37 g EDTA, 11 Aqua bidest, pH 7,5
- TBS: 2,42 g Tris, 8 g NaCl, 1 1 Aqua bidest, 1 ml Tween, pH 7,6
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- K-Puffer: 0,932 g KCl, 0,302 g TRIS, 0,127 g MgCl, 0,25 1 Aqua bidest, pH 8,3
» Antikorper und Férbekit:

- CD20 (M20), Santa Cruz Biotechnology, Inc.
- CD3-¢ (M20), Santa Cruz Biotechnology, Inc.
- Goat-ABC-Staining-System, Santa Cruz Biotechnology, Inc.

- Altromin Standard 1310 Ratte/Maus Zuchtdiat rohfaserreich

- Isofluran Forene® , Abbott

2.3 Studiendesign

2.3.1 Ziichtung

Fiir den Versuch wurden homozygote eNOS-Knockout-Méause (eNOS-/-) verwendet. Sie wurden

von Prof. Godecke, Heinrich-Heine-Universitit, Diisseldorf hergestellt. Die eNOS-Deletion befin-
det sich im Exon 24 und 25 des eNOS-Gens (84). Der Stammbhintergrund ist C57BL/6. Diese

wurden folgendermaflen mit Wildtyp-Genotypen gekreuzt um heterozygote eNOS-Knockout-

Mause (eNOS+/-) zu generieren:

FO:

Fl:

Mutter:

WT

Vater:
eNOS -/-

Abbildung 3: Kreuzungsschema der F1-Generation
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In der F1-Generation waren alle Nachkommen eNOS+/-. Es wurden daraufthin drei verschiedene

Verpaarungen mit der F1-Generation durchgefiihrt:

e Vater: WT x Mutter: WT
» Vater: WT x Mutter: eNOS+/-
¢ Vater: eNOS+/- x Mutter: WT

Die Nachkommen dieser F2-Generation sind entweder WT oder eNOS-+/-. Fiir den Versuch wurden
nur die WT-Nachkommen berticksichtigt. Diese wurden basierend auf dem Genotyp ihrer Eltern in

drei verschiedene Gruppen eingeteilt:

* Gruppe 1: Vater: WT x Mutter: WT
* Gruppe 2: Vater: WT x Mutter: eNOS+/-
* Gruppe 3: Vater: eNOS+/- x Mutter: WT

1. Vater: WT X Mutter; WT
Fl
2. Vater: WT - Mutter: eNOS +/-
3. Vater: eNOS +/- x Mutter: WT
P oder
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Mutter: WT x Vater: WT Mutter: eNOS+- x Vater: WT Mutter: WT x Vater: eNOS +/-

Abbildung 4: Kreuzungsschema der F2-Generation

Die Genotypisierung der F1- und F2-Generation erfolgte im Alter von sechs bis acht Wochen

mittels PCR Doppelbestimmung.
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2.3.2 Tierhaltung

Die Tierhaltung und alle durchgefiihrten Versuche erfolgten nach den Regeln des Deutschen Tier-
schutzgesetzes und wurden am 05.08.2004 von der Senatsverwaltung fiir Gesundheit und Soziales
Berlin mit der Genehmigungsnummer G 0146/04 zugelassen. Die Méduse wurden unter kontrollier-
ten Umgebungsbedingungen gehalten. Die Temperatur betrug durchgehend 20 °C, die Luftfeuch-
tigkeit lag konstant bei 46% und die Lichtperiode umfasste 12 Stunden, von 6:00 bis 18:00 Uhr.
Pro Kéfig wurden maximal sechs Tiere gehalten, Miitter mit Jungtieren wurden separat gehalten.
Futter und Wasser wurden den Tieren ad libitum zur Verfligung gestellt. Das verwendete Futter
war ein standardisiertes Alleinfuttermittel fiir Ratten und Mause der Firma Altromin. Trachtige
und sdugende Tiere bekamen vom 7. Tag nach der Verpaarung bis zum Absetzten der Jungtiere

nach 28 Tagen post partum Zuchtfutter der Firma Altromin.

2.3.3 Versuchsablauf

Die Studie wurde als 25 Wochen andauernder Tierversuch konzipiert. An der Durchfiihrung dieses
umfangreichen Versuchs waren mehrere Parteien beteiligt, die unterschiedliche Fragestellungen
bearbeiteten. Der Inhalt dieser Promotion beinhaltet die Mitarbeit am Tierversuch und die Bear-
beitung der allgemein erhobenen Daten zum Geburtsgewicht, Wachstum und den Organgewich-
ten. Des Weiteren wird die Milz als Beispielorgan fiir die Programmierbarkeit immunologischer
Organe analysiert. Insgesamt wurden in dem Versuch 138 WT-Nachkommen der drei verschiede-
nen Verpaarungsmuster eingeschlossen. Zwei Tiere wurden wegen nicht eindeutig bestimmbaren
Genotyps ausgeschlossen. Im Verlauf des Versuchs kam es zu einem Ausschluss von weiteren 14
Tieren, die verstarben oder aufgrund ihres schlechten Allgemeinzustandes euthanisiert werden
mussten. Die Tiere wurden vom Tag 1 nach ihrer Geburt, bis zu ihrem 40. Lebenstag téglich
und ab dem 40. Lebenstag bis zu threm Tod in der 25. Lebenswoche wochentlich gewogen. Der
Body-Mass-Index (BMI) und die Thoraxbreite wurden vom 1. bis 13. Lebenstag bestimmt. Mittels
Tail-Cuff-Methode wurden Blutdruckmessungen in der 10., 14., 19. und 24. Lebenswoche durch-
gefiihrt. Blutentnahmen zur Niichternglucosebestimmung erfolgten in der 13., 17. und 21. Lebens-
woche und das Sammeln von 24h-Urin im Stoffwechselkifig geschah in der 12., 18. und 23.
Lebenswoche. In der 24. Lebenswoche wurde zudem ein intraperitonealer Glucosetoleranztest
durchgefiihrt, bevor die Tiere in der 25. Lebenswoche getdtet und ihre Organe zur weiteren histo-
logischen Untersuchung entnommen und gewogen wurden. Den zeitlichen Ablauf des Versuchs

gibt Abbildung 5 schematisch wieder.



Geburt  Absetzen Genotyp. Finale Blut- /
Organentnahme
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Blutdruck/ A ‘ ‘ A

Herzfrequenz

24h - Urin A A A

Niichtern-

blutzucker ‘ ‘ ‘

Glucose- ‘
toleranztest

Abbildung 5: Zeitlicher Ablauf des Tierversuchs

2.4 Funktionsmethoden
2.4.1 Genotypisierung

Blutentnahme
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Das Blut fiir die Genotypisierung wurde mittels Punktion des retrobulbdren Venenplexus unter

Inhalationskurznarkose mit Isofluran gewonnen. Sie erfolgte bei den Eltern- und Jungtieren in der

sechsten bis achten Lebenswoche. Die Abnahme erfolgte mit einer Himatokrit-Kapillare, welche

mit Hilfe einer Spritze in mit 0,5 M EDTA beschichteten 1,5 ml Reaktionsgefdlen ausgepustet

wurde. Die Reaktionsgefdlle wurden beschichtet, indem man sie mit 200 pul EDTA spiilte. Das

Blut wurde dann fiinf Minuten bei 3000 Upm zentrifugiert. Das Plasma wurde abpipettiert und

anschlieend 50 pl 0,9%-ige NaCl-Losung zugegeben. Die Proben wurden bis zur Weiterverarbei-

tung bei -20 °C gelagert.
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DNA-Isolierung

50 ul dieser Mischung wurden mit 500 pl TE-Puffer versetzt und gut gemischt. AnschlieBend
wurden die Proben drei Minuten bei 13000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet in 500 pl TE-Puffer resuspendiert und erneut eine Minute bei 13000 Upm zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde nochmals verworfen. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt,
wobei der letzte Uberstand vollstindig abpipettiert wurde. In neue sterile ReaktionsgefiBe wurde
eine K-Puffer/Proteinase K-LOsung angesetzt. Dazu wurden 985ul K-Puffer, 10 pl Proteinase K
(100 pg/ml) und 5 pl Tween 20 vermengt. Die gewonnenen Pellets wurden in 100 pl dieser Losung
resuspendiert und mindestens 90 Minuten bei 56 °C inkubiert. Die Reaktion wurde gestoppt durch
exakt eine halbe Stunde im Thermoblock bei 95 °C. AnschlieBend wurden die Proben fiir fiinf bis
zehn Minuten auf Eis abgekiihlt und bei - 20 °C gelagert.

PCR-Amplifizierung

Fiir die Genotypisierung der Jungtiere wurde eine DNA-Doppelbestimmung durchgefiihrt, bei der
zum einen das eNOS-WT-Allel direkt nachgewiesen und zum anderen das eNOS-Knockout-Allel
mittels NeoR-PCR nachgewiesen wurde. Die NeoR-PCR weist eine im Exon zwolf eingebaute
Neomycin-Kassette nach, die das Exon inaktiviert und somit die Synthese eines intakten Proteins

verhindert.

Die eNOS-WT-PCR

Der PCR-Ansatz wurde, wie in Tabelle 1 beschrieben, durchgefiihrt. Die Amplifikation ist in
Tabelle 2 beschrieben. Die DNA-Amplifikation erfolgte in 40 Zyklen, bestehend aus der Dena-
turierung der DNA bei 94 °C und dem Annealing bei 65 °C fiir jeweils 30 Sekunden, sowie der
Elongation bei 72 °C fiir drei Minuten. Im ersten Zyklus der Amplifikation wurde die Denaturie-
rung der DNA fiir zwolf Minuten bei 94 °C vorgenommen und beim letzten Zyklus schloss sich
noch eine zehnminiitige Phase der finalen Extension bei 72 °C an. Das Abkiihlen und Lagern bis

zur weiteren Verarbeitung geschah bei 10 °C.



Material Konzentration Reaktionsmixtur
Aqua ad. Inject.(steril) - 15,048
10 x PCR Puffer - 2.2
MgCl12 25 mM 0,44
dNTPs (Mix) 2,5 uM 0,44
eNOS-WT 3 (DD) 10 nmol/l 0,88
eNOS-WT 4 (DD) 10 nmol/l 0,88
Taq DNA Polymerase 5 U/ul 0,132
Template - 1,98
Total (Summe) 22

Tabelle 1: Das eNOS-WT-PCR-Protokoll
Heizdeckel 105 °C
Vorlauf Ein
Schritt Temperatur  |Zeit <- Zyklen
1 94 °C Pause
2 04 °C 12 min
3 65 °C 30 sec
4 72 °C 3 min
S 94 °C 30 sec zu Schritt 3 [39x
6 65 °C 30 sec
7 72 °C 10 min
3 10 °C Pause

Tabelle 2: Das eNOS-WT-PCR-Programm

Die hierfiir verwendeten Primer waren:

*+ eNOS-WT 3 (DD): 5°Agg ACA TAT gTT TgT CTg Cgg 3°
*eNOS-WT 4 (DD): 5°CTg Agg ACT gCA CCT gTT CA3"

Methoden |28



Die NeoR-PCR
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Der PCR-Ansatz wurde, wie in Tabelle 3 beschrieben, durchgefiihrt. Die Amplifikation ist in

Tabelle 4 beschrieben. Die DNA Amplifikation erfolgte in 40 Zyklen, bestehend aus der Dena-

turierung der DNA bei 94 °C, dem Annealing bei 64 °C und der Elongation bei 72 °C fiir jeweils

immer 30 Sekunden. Im ersten Zyklus der Amplifikation wurde die Denaturierung der DNA fiir

sechs Minuten bei 94 °C vorgenommen und beim letzten Zyklus schloss sich noch eine zehnmi-

niitige Phase der finalen Extension an. Das Abkiihlen und Lagern bis zur weiteren Verarbeitung

geschah bei 10°C.

Material Konzentration Reaktionsmixtur
Aqua ad. inject.(steril) - 13,728
10 x PCR Puffer - 2,2
MgCl12 25 mM 1,76
dNTPs (Mix) 2,5 uM 0,44
NeoR2 ase 10 nmol/1 0,88
NeoR2 se 10 nmol/I 0,88
Taq DNA Polymerase S U/ul 0,132
Template - 1,98
Total (Summe) 22

Tabelle 3: Das NeoR-PCR-Protokoll
Heizdeckel |105°C
Vorlauf ein
Schritt Temperatur  [Zeit <- Zyklen
1 94 °C Pause
2 94 °C 6 min
3 64 °C 30 sec
4 72 °C 30 sec
S 04 °C 30 sec zu Schritt 3 [39x
6 64 °C 30 sec
7 72 °C 10 min
3 10 °C Pause

Tabelle 4: Das NeoR PCR Programm
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Die hierfiir verwendeten Primer waren:

* NeoR2 ase: 5" ACA AgA CCg gCT TCC ATC Cg3®
* NeoR2 se: 5'TTg TCA AgA CCg ACC TgT CC 3°

Agarose-Gelelektrophorese

Das PCR-Produkt wurde auf ein 1,5%-iges Agarose-Gel aufgetragen und einer Elektrophorese
bei 100 V, 250 mA fiir ca. 30 Minuten unterzogen. AnschlieBend wurde es mit 0,05% (0,5ug/
ml) Ethidiumbromid gefarbt und mittels Transilluminator durch UV-Licht sichtbar gemacht. Die
Produktgrofe der eNOS-WT-PCR liegt bei 900 bp und die der NeoR-PCR bei 275 bp. Ist in der
eNOS-WT-PCR nur eine Bande zu sehen, so handelt es sich um einen WT. Ist nur eine Bande in
der NeoR-PCR zu sehen, so liegt ein eNOS-/- vor. Sind in beiden PCR Produkten Banden zu sehen
ist der Genotyp eNOS+/-.

2.4.2 Bestimmung der Korpermaf3e

Fiir die Thoraxbreite wurde mittels Messschieber der Abstand der unteren Rippenbdgen zueinan-
der bestimmt. Fiir die Bestimmung des BMI wurde neben dem Korpergewicht auch die Korper-
lange ermittelt. Dafiir wurde der Abstand von der Nasenwurzel bis zur Schwanzwurzel mit dem

Mafband gemessen. Fiir den BMI wurde folgende Formel verwendet:

BMI - Korpergewicht (g)

(Korpergrifie (m ) *

2.4.3 Nicht-invasive Pulsfrequenz- und Blutdruckmessung

Die Messung des systolischen Blutdrucks und des Pulses erfolgte mittels nicht-invasiver Tail-
Cuft-Plethysmographie der Schwanzarterie. Dazu wurden die Tiere in einer groBenadaptierbaren
Plexiglasrohre auf einer Wérmeplatte bei 37,3 °C fixiert. Die Blutdruckmanschette wurde an die
Schwanzwurzel angelegt und direkt dahinter ein piezoelektrischer Pulsmesser angebracht. Die
Pulsmessung zur Ermittlung der Herzfrequenz wurde frithestens nach 10-miniitiger Eingewdh-
nungszeit, also bei ruhigem Tier mit stabiler Pulsamplitude durch kontinuierliche Mittelwertbil-
dung aufgezeichnet. Im Anschluss daran wurde mit der Druckmanschette der systolische Blut-
druck gemessen. Pro Tier wurden mindestens 4 Messungen des Blutdrucks und der Herzfrequenz

im Abstand von mindestens 30 Sekunden durchgefiihrt, um verldssliche Mittelwerte zu bekom-
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men. Die Tiere wurden einmal, mindestens einen Tag vor der eigentlichen Messung trainiert. Die
Messung erfolgte immer zur gleichen Tageszeit um zirkadiane Schwankungen zu minimieren. Sie
wurden mit der Druck-Puls-Messeinheit PowerLab 4SP der Firma AD Instruments, Inc. erhoben
und computergestiitzt mit dem Softwareprogramm Chart and Scope for Windows version 4.1 von

AD instruments, Inc. ausgewertet.

2.4.4 Untersuchungen im Stoffwechselkdfig

Fiir die Gewinnung von 24h-Urin wurden die Tiere fiir 24 Stunden in einen Stoffwechselkifig
gesetzt. Die Tiere hatten wéihrend dieser Zeit Zugang zu Wasser. Die Menge der aufgenommenen
Fliissigkeit wurde durch Wiegen des zur Verfiigung gestellten Wassers vor Beginn und am Ende
des Kéfigaufenthaltes, sowie durch das Wiegen des Tieres zu Versuchsbeginn und -ende bestimmt.
Der wihrend dieser Zeit abgesetzte Urin wurde gesammelt und zur Bestimmung renaler Parameter
verwendet. Direkt im Anschluss an den Aufenthalt im Stoffwechselkéfig wurde den Tieren Blut fiir

weitere Stoffwechseldiagnostik entnommen, wie in Kapitel 2.4.1 beschrieben.

2.4.5 Intraperitonealer Glucosetoleranztest

Der Glucosetoleranztest wurde in der 25. Lebenswoche durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Tiere
mit [sofluran narkotisiert. Die Blutentnahmen erfolgten zum Zeitpunkt null, sowie 30, 60 und 120
Minuten nach der intraperitonealen Applikation der Glucoselosung. Die standardisierte Gluco-
selosung wurde gewichtsadaptiert in einer Dosierung von 0,02 ml/g Korpergewicht eingesetzt.
Die Glukosebestimmung in den gewonnen Blutproben erfolgte durch einen gekoppelten optisch-
enzymatischen Test nach der GOD-PAP-Methode. Hierfiir wurde der Dr. Lange Test LCN 300/400

der Firma Dr. Lange verwendet.

2.4.6 Organentnahme

Die Totung der Tiere erfolgte in der 25. Lebenswoche durch Streckung unter Isoflurannarkose. Zur
weiteren histologischen Aufarbeitung erfolgte die Entnahme der Organe. Die zeitliche Reihen-
folge der Entnahme war hierbei folgende: Herz, Lunge, Leber, Milz, Pankreas, Nieren, thorakale

Aorta, abdominale Aorta. Die Organe wurden sofort nach ihrer Entnahme gewogen.
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2.5 Histologische Methoden
2.5.1 Fixierung des Gewebes

Um die nach der Entnahme auftretende Auto- und Heterolyse des Gewebes aufzuhalten, wurden
die entnommenen Organe sofort fiir 24 Stunden in 4%-iger Formalin-PBS-Losung fixiert. Das
Formaldehyd (HCHO) bewirkt eine Vernetzung der Eiweifle durch Bildung von Methylenbriicken

zwischen den freien Aminogruppen der Proteine und stabilisiert dadurch die Gewebsstruktur.

2.5.2 Paraffineinbettung des Gewebes

Um die geringe Schnittdicke im pm-Bereich zu erreichen, muss das Gewebe eine hohe Hérte
aufweisen. Dies wird durch die Einbettung in Paraffin erreicht. Vorraussetzung fiir das vollstin-
dige Durchtrianken des Gewebes mit Paraffin ist die vorherige Entwésserung, die mit einer aufstei-
genden Alkoholreihe durchgefiihrt wurde. Die Préparate wurden hierfiir jeweils eine Stunde in
70%-1gem, 80%-igem, zweimal in 96%-igem und zweimal in 100%-igem Ethanol entwissert und
anschlieBend zweimal fiir jeweils vier Stunden in Xylol iiberfiihrt. Das Xylol wird als Intermedium
bendtigt, da der im Gewebe verbleibende Alkohol mit Paraffin nicht mischbar ist. Anschlie3end
wurden die Priparate fiir eine Stunde in reines geschmolzenes Paraffin bei 56 °C gegeben und
danach fiir weitere zwei Stunden in ein zweites Paraffinbad tiberfiihrt. Alle diese Schritte wurden
automatisch liber Nacht im Gewebeeinbettautomat Shandon Citadel 1000 der Firma Thermo Elec-
tron Corporation durchgefiihrt. Das Einbetten in die Histokassetten geschah anschlieBend am
Paraffinautomaten Microm EC-350 der Firma Thermo Scientific und das Aushirten der Préparate

auf der Kiihlplatte Microm EC-351 selbiger Firma.

2.5.3 Herstellung der Gewebsschnitte

Das in Paraffin eingebettete Gewebe wurde mit einem Rotationsmikrotom RM 2025 der Firma
Leica in drei Micrometer dicke Gewebsschnitte geschnitten und auf silanisierte Objekttrager
aufgezogen. Fiir die Silanisierung wurden die Objekttrager zuerst fiir fiinf Minuten in Aceton und
anschlieBend fiir fiinf Minuten in 2%-ige 3-Aminopropyltriethoxysilan-Aceton-Lsung getaucht.
Nach kurzer Spiilung mit Aqua dest. wurden sie bei 60 °C im Warmeschrank getrocknet. Die Sila-
nisierung dient zur besseren Fixierung der Schnitte auf den Objekttrigern und verhindert dadurch

eine Ablosung des Gewebes vom Objekttrager wahrend des Farbevorgangs.
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2.5.4 Histologische Fdrbungen

Die Vorbereitung der histologischen Gewebsschnitte fiir die verschiedenen Farbungen ist vom
Prinzip her fiir alle Farbungen gleich. Zuerst wurden die Priparate zweimal fiir fiinf Minuten in
Xylol entparaffiniert und anschlieBend in einer absteigenden Alkoholreihe, jeweils zwei Minuten
in 100%-igem, 95%-igem, 80%-igem und 70%-igem Ethanol bewissert. Das Gewebe ist nun fiir
verschiedene wasserldsliche Farbungen zugénglich. Nach dem jeweiligen Farbeschritt, bei dem die
erwlinschten Strukturen dargestellt werden, erfolgt die Entwisserung der Priparate in der aufstei-
genden Alkoholreihe jeweils fiir ein kurzes Eintauchen in 70%-igem und 80%-igem Ethanol und
jeweils zwei Minuten in 95%-igem und 100%-igem Ethanol mit anschlieBender Uberfiihrung in
das Intermedium Xylol. Bis zum Eindecken mit dem Schnelleinschlussmittel DePex wurden die
Priparate im Intermedium Xylol belassen. Fiir die histologische Untersuchung der Milz wurden

zwei Farbungen angefertigt:

1. Himatoxylin-Eosin-Farbung (HE) fiir die Bestimmung des Anteils der weillen Pulpa an der
Gesamtflache und fiir die Bestimmung des Kapseldurchmessers

2. Sirius-Red-Firbung fiir die Bestimmung der interstitiellen Fibrose

Hématoxylin-Eosin-Fiarbung

Die HE-Firbung ist eine der giingigsten Ubersichtsfirbungen, die aus einer blauen Kern- und einer
roten Plasmafdrbung besteht. Hierbei bindet das basische Hamalaun an die basophilen Nuclein-
sauren der Zellkerne und féarbt diese blau an. Aber auch andere basophile Strukturen wie z. B.
das Endoplasmatische Retikulum, Muzine und bestimmte Sekretgranula werden angeférbt. Das
saure Eosin hingegen bindet an azidophile Strukturen wie z. B. Zellplasmaproteine und Kollagen
und féarbt diese rot an. Vor der Durchfiihrung der HE-Farbung wurden die Gewebsschnitte zuerst
entparaffiniert und bewéssert. Danach wurden sie fiir vier Minuten mit Mayers Hdmalaunlésung
getarbt und unter flieBendem Leitungswasser fiir drei Minuten gebldut. Zur besseren Differenzie-
rung wurden sie darauthin fiir einen kurzen Moment in 1%-ige HCL-Ethanol-Ldsung getaucht und
danach wieder im Leitungswasser fiir sieben Minuten gebldut. Hierauf erfolgte fiir vier Minuten
die Plasmafarbung mit Eosin. Nach kurzem Spiilen der Schnitte mit Aqua dest. wurden sie entwis-

sert und luftfrei eingedeckt.
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Sirius-Red-Farbung

Zur Darstellung von Kollagen im Gewebe ist die Sirius-Red-Féarbung hervorragend geeignet. Die
Férbereaktion beruht auf der Bindung der Sulfongruppen des Farbstoffs an die basischen Amino-
gruppen von Lysin und Hydroxylysin, sowie an die Guanidinogruppe des Arginins bei niedri-
gem pH-Wert. Damit wird Kollagen sehr spezifisch rot angefarbt und kann quantifiziert werden.
Der Rest des Gewebes erscheint gelb. Die Praparate wurden zuerst entparaffiniert und entwissert
und dann fiir eine Stunde in 0,1%-iger Sirius-Red-Pikrinsdurelésung mit einem pH-Wert von 2-3
getaucht. AnschlieSend wurden sie kurz in 0,01 M HCL-Ethanol-Losung gespiilt. Danach wurden

sie entwdssert, eingedeckt und lichtgeschiitzt bis zur Auswertung autbewahrt.

2.5.5 Immunhistochemische Fdrbungen

Zur spezifischen Anfarbung einzelner Zellpopulationen im Gewebe ist die Inmunhistochemie eine
sehr gute Methode. Bei dieser Methode wird ein mono- oder polyklonaler Antikorper verwendet,
der aus einer Tierspezies gewonnen wird, welche zuvor mit dem gewliinschten zu detektierenden
Antigen immunisiert worden war. Dieser sogenannte Primirantikorper bindet, auf das Gewebe
aufgebracht, relativ spezifisch an dieses bestimmte Antigen und kann mit Hilfe eines Sekundiran-
tikorpers und eventuell eines Tertidrantikorpers mit verschiedenen Visualisierungssystemen sicht-
bar gemacht werden. Dadurch werden Strukturen im Idealfall so spezifisch angefirbt, wie das
gewihlte Antigen spezifisch fiir die Struktur ist. Um den Anteil der T- und B-Lymphozyten in der

Milz zu bestimmen, wurden zwei Immunhistochemische Farbungen durchgefiihrt:

1. CD20-Farbung zur Darstellung der B-Lymphozyten
2. CD3-Firbung zur Darstellung der T-Lymphozyten

CD20 ist ein Oberflaichenantigen, das fast ausschlieBlich auf B-Lymphozyten vorkommt und somit
sehr spezifisch fiir diese Zellpopulation ist. Es besteht aus vier Transmembrandoméanen und hat
einen zytoplasmatischen N- und C-Terminus. CD3 hingegen ist Bestandteil des T-Zellrezeptors
und kommt somit auf allen T-Lymphozyten vor. Der CD3-Komplex besteht aus fiinf unverander-
lichen Polypeptid Ketten, die drei verschiedene Dimere ausbilden. Ein Heterodimer bestehend aus
einer y- und einer g-Kette, ein weiteres Heterodimer bestehend aus einer §- und einer e-Kette und
ein Homodimer bestehend aus zwei {-Ketten oder einem Heterodimer bestehend aus einer (- und
einer n-Kette. Die verwendeten Primdrantikoérper CD20 (M20) und CD3-¢ (M20) der Firma Santa

Cruz Biotechnology, Inc. sind aufgereinigte polyklonale Antikorper, die aus der Ziege gewonnen
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wurden. CD20 (M20) ist gegen ein Peptid (M20) am C-Terminus des CD20-Molekiils der Maus
gerichtet. CD3-¢ (M20) erkennt hingegen den C-Terminus der e-Kette des CD3-Komplexes der
Maus. Die Visualisierung des Primérantikdrpers wurde mit der Avidin-Biotin-Methode mit dem
Férbekit Goat-ABC-Staining-System der Firma Santa Cruz Biotechnology, Inc. fiir Priméranti-
korper aus der Ziege vorgenommen. Diese Visualisierungsmethode basiert auf der Fahigkeit des
Avidins, vier Molekiile des Vitamins Biotin physikalisch zu binden. Hierbei wird ein gegen das
FC-Fragment des Primérantikorpers gerichteter biotinylierter Sekundérantikdrper verwendet, an
den der spéter zugegebene mit Peroxidase konjugierte Avidin-Biotin-Komplex binden kann. Das
Enzym Peroxidase, und damit indirekt das Antigen, kann nun mit Hilfe eines Chromogens sichtbar

gemacht werden.

Peroxidase-konjugierter
Biotin-Avidin-Komplex

Biotin-konjugierter
Sekundirantikorper

Spezifischer Primarantikorper

- K-

4

Gewebeantigen

Abbildung 6: Darstellung Immunhistochemie nach Avidin-Biotin-Methode

Vorbereitung der Gewebsschnitte

Die Vorbereitung der Gewebsschnitte fiir die Immunhistochemischen Firbungen verlduft im
Prinzip dhnlich wie bei den gewdhnlichen histologischen Farbungen. Je nach Art des gewéhlten
Antikorpers gibt es jedoch weitere Schritte, die ndtig werden, um ein optimales Féarbeergebnis zu
erreichen. Die Entparaffinierung der Gewebsschnitte geschah zweimal fiir jeweils drei Minuten
im Xylolbad und in einer sich daran anschlieBenden 50%-igen Xylol-Ethanol-Losung fiir drei

Minuten. Die Bewésserung der Schnitte erfolgte, wie schon beschrieben, in einer absteigenden
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Alkoholreihe fiir jeweils zwei Minuten in 100%-igem, 95%-igem, 80%-igem und 70%-igem
Ethanol.

Demaskierung des Antigens

Bei der Fixierung des Gewebes mit Formalin kénnen sich Aldehydvernetzungen ausbilden, die
oftmals die Struktur der Proteine verdndern. Dadurch wird das fiir die Farbung gewidhlte Antigen
maskiert, d. h. der eingesetzte Antikorper kann an das Antigen nicht binden. Um diese Maskie-
rung aufzuheben, ist eine weitere Vorbehandlung ndtig. Die Demaskierung des Antigens kann
entweder auf enzymatische Art oder hitzeinduziert erfolgen. Welche Methode verwendet wird,
hingt von der Art des Antigens und des Antikdrpers ab und muss fiir jeden Antikorper experi-
mentell bestimmt werden. Fiir die in diesem Versuch verwendeten Antikdrper eignete sich die
hitzeinduzierte Demaskierung am besten. Dazu wurden die Gewebsschnitte nach kurzem Spiilen
in Aqua dest. fiir 20 Minuten in Tris/EDTA-Puffer mit einem pH-Wert von 9 in einem Kiichen-
dampfgarer gekocht. Der Dampfgarer eignet sich hierfiir besonders gut, da er die Siedetemperatur
von Wasser konstant hélt, starkes Kochen und Brodeln, welche das Gewebe beschiddigen konnen,
jedoch verhindert. AnschlieBend wurden die Gewebsschnitte fiir 20 Minuten im kalten Wasserbad

auf Raumtemperatur gekiihlt.

Blockieren mit Normalserum

Ein generelles Problem der Immunhistochemie ist die unspezifische Anfiarbung von Proteinen
und hydrophoben Strukturen wie Membrane und Fettgewebe durch die verwendeten Antikdrper.
Der nun folgende Schritt dient zur Abséttigung der elektrostatischen Ladungen der Proteine im
Gewebe und verhindert dadurch die unspezifische Anfarbung des Gewebes durch den Priméranti-
korper. Dazu wird ein Normalserum benutzt, das aus einer Tierspezies gewonnen wurde, die nicht
mit dem zu detektierenden Antigen immunisiert wurde. Am besten geeignet ist ein Serum, das aus
der gleichen Tierspezies stammt wie der spiter verwendete Sekundérantikdrper. Dadurch entste-
hen beim spiteren Einsatz des Sekundérantikorpers ebenfalls weniger unspezifische Hintergrund-
anfarbungen. Das von mir verwendete Normalserum stammt wie der Sekunddrantikdrper aus dem
Esel. Nach kurzem Spiilen in Aqua dest. wurden die Gewebsschnitte fiir 1 Stunde in 1,5%-igem
Normalserum in einer Feuchtkammer inkubiert. Die Feuchtkammer ist eine abdichtbare Kammer,
die mit feuchten Tiichern ausgelegt ist und somit ein Austrocknen der Schnitte auch bei langen

Inkubationszeiten verhindert.
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Primérantikorper

Nach kurzem Spiilen in Aqua dest. und in TBS erfolgte das Auftragen der Primérantikorper. Die
Primérantikdrper wurden im Verhéltnis 1:200 mit 1,5%-igem Normalserum in TBS verdiinnt,
verwendet. Die Inkubation erfolgte bei CD20 (M20) fiir zwei Stunden und bei CD3-¢ (M20) fiir

90 Minuten in der Feuchtkammer bei Raumtemperatur.

Blockieren der endogenen Peroxidase

Nach griindlichem Spiilen in TBS fiir dreimal drei Minuten, um iiberschiissige ungebundene Anti-
korper zu entfernen, erfolgte das Blockieren der im Gewebe vorhandenen endogenen Peroxidase
mit 10%-1gem Wasserstoffperoxid (H202) fiir 20 Minuten. Dieser Schritt ist notwendig, da es
ansonsten bei der spateren Umsetzung des Chromogens durch die an den Avidin-Biotin-Komplex

gebundene Peroxidase zu falsch-positiven Ergebnissen kommt.

Visualisierung des Primédrantikdrpers

Nach dreimaligem Spiilen in TBS fiir jeweils drei Minuten erfolgte die Inkubation mit dem
biotinyliertem Sekundirantikdrper aus dem Esel fiir 40 Minuten bei Raumtemperatur. Uberschiis-
sige Antikorper wurden durch Spiilen in TBS fiir dreimal drei Minuten entfernt und es folgte eine
30-miniitige Inkubation mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex. Nach dreimaligem griind-
lichem Spiilen in TBS fiir jeweils drei Minuten wurden die Gewebsschnitte fiir fiinf Minuten
mit dem Peroxidasesubstrat und DAB Chromogen inkubiert, bevor sie nach kurzem Spiilen in
Aqua dest. und TBS durch die aufsteigende Alkoholreihe fiir jeweils eine Minute in 70%-igem,
80%-igem, 90%-igem und fiir zwei Minuten in 100%-igem Ethanol entwissert und nach Uberfiih-

rung in Xylol zweimal fiir jeweils zwei Minuten mit DePex luftfrei eingedeckt wurden.

2.6 Auswertung
2.6.1 Bestimmung des Wachstumsverlaufs

Zur Beurteilung des Wachstums wurden die wihrend des 25-wdchigen Versuchs erhobenen Korper-
gewichte verwendet. Weiterhin wurde die vom 1. bis 13. Lebenstag erhobene Thoraxbreite und

der errechnete BMI als biometrische Male fiir das Wachstum in diesem Zeitraum herangezogen.
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2.6.2 Auswertung der HE-Fdrbung

Die angefertigten HE-Schnitte wurden mit einem Olympus BH2 Mikroskop bei 100-facher
VergroBerung mit einer CFW-1310C Kamera der Firma Scion Corporation komplett fotografiert,
pro Gewebsschnitt wurden zwischen 7 und 20 Bilder gemacht. Die Bilder wurden auf einem
Power Macintosh 7500/100 der Firma Apple Macintosh gespeichert und anschlieBend mit Hilfe
des Computerprogramms ImageJ 1.37v und einem Notebook der Serie Compaq nx6110 der Firma
Hewlett-Packard weiter bearbeitet. Bei 50%-igem Zoom wurde durch das Umfahren mit einer
Computermaus zuerst die Gesamtflache des Schnittes bestimmt und anschlieBend die Teilflachen,
welche der weilen Pulpa zuzuordnen waren. Die Summe der Teilflachen der wei3en Pulpa wurde
durch die Gesamtfliche geteilt und somit der Anteil der weilen Pulpa an der Gesamtfliche
bestimmt. Anschlieend wurde bei 300%-igem Zoom an zehn zufdllig ausgewihlten Stellen der
Durchmesser der Kapsel der Milz mit einem Cursor ausgemessen und der Mittelwert der Mess-

ergebnisse gebildet.

Abbildung 7: HE-Féarbung der Milz
(100fach vergrofert)

2.6.3 Auswertung der Sirius-Red-Fdarbung

Die Sirius-Red-Schnitte wurden mit einem Olympus BH2 Mikroskop bei 400-facher VergrofB3e-
rung mit einer CFW-1310C Digitalkamera der Firma Scion Corporation fotografiert. Fiir jedes
Priaparat wurden zwischen 5 und 30 Gesichtsfelder ausgewertet. Beim Fotografieren war es beson-
ders wichtig, keine Gefdlle oder Trabekel aufzunehmen, da diese aufgrund ihres Kollagenanteils

die Quantifizierung der interstitiellen Fibrose verfdlscht hitten. AuBerdem wurde darauf geachtet,
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Originalbild Schwarzweif3bild Schwellenwert Fibrose

Abbildung 8: Darstellung des Auswertungsverfahrens der Sirius-Red-Férbung Prozess zur Ermittlung der
Schwellenwerte: Umwandlung von Originalbild zu Schwarzwei3bild und Festlegung eines Schwellenwertes fiir
die Intensitt.

dass die Lichtintensitdt durchgehend konstant war, um einen Vergleich der Bilder untereinander
spiter zu gewéhrleisten. Die Auswertung der Bilder wurde mit dem Programm Imagel 1.37v
und dem in Kapitel 2.6.2 erwdhnten Notebook vorgenommen. Dazu wurde das Originalbild mit
Hilfe der Software in ein Schwarzweif3bild verwandelt. Die Festlegung der Graustufen orientierte
sich an den Pixelintensititen des Originalbildes. Die nun schwarzen Bereiche entsprachen den
vormals roten fibrotischen Arealen. Um die Fldche der fibrotischen Areale zu bestimmen, wurde
ein Schwellenwert gebildet und im Vergleich zum Originalbild angepasst. Ein zweiter Schwellen-
wert war notig um die Gesamtfliche zu erfassen und ein dritter Schwellenwert wurde gebildet um
Artefakte im Gewebe nicht miteinzubeziehen. Die Flache der interstitiellen Fibrose wurde nach

folgender Formel bestimmt: Fliche,,,,, — Fliche .,
brose rtefakt

Fliche.

int erstitielle Fibrose —

Fldcheg,,,,, — Fldche Artefakt

2.6.5 Auswertung der CD20- und CD3-Fdrbung

Die immunhistochemischen Farbungen wurden bei 200-facher VergrofBerung mit einer CFW-
1310C Digitalkamera der Firma Scion Corporation bei konstanten Lichtverhéltnissen fotogra-
fiert und ebenfalls mit dem Programm ImagelJ 1.37v bearbeitet. Es wurden insgesamt zwischen 5
und 30 Gesichtsfelder pro Priaparat ausgewertet. Das Originalbild wurde wiederum auf Basis der
Pixelintensititen in ein Schwarzweifbild verwandelt. Die im Originalbild braunen CD20- bzw.
CD3-positiven Areale entsprachen nun schwarzen Arealen. Fiir diese Bereiche wurde ein Schwel-
lenwert festgelegt, sowie ein weiterer Schwellenwert fiir die Gesamtfliche und noch ein weiterer
fiir Gewebsartefakte. Es wurde somit die Flache erfasst, die durch die Visualisierung des gegen
CD3 bzw. CD20 gerichteten membrands bindenden Antikorpers angefarbt wurde. Diese Flache

wurde als indirektes MaB fiir die Quantifizierung der B- bzw. T-Lymphozyten herangezogen.
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Abbildung 9: CD3-Farbung der Milz
(200fach vergrofert)

Abbildung 10: CD20-Férbung der
Milz (200fach vergroBert)

Dies ist eine akzeptable Methode, weil es bei der Quantifizierung dieser Zellen nicht um absolute
Werte, sondern um den relativen Anteil im Vergleich der drei Versuchsgruppen untereinander ging.
Die Anteile der CD20- und CD3-positiven Areale wurde mit folgenden Formeln bestimmt:

Fldache — Fldche
Fldcheo y = 0O 9 Artefakt

F laCh eGesamt - F ldCheArtefakt

FldCheD 3 _FldCheArtefakt

Fliche, ; = —— -
Flac}leGesamt - FlaCheArteﬁzkt
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2.7 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm SPSS fiir Windows in der
Version 16.0. Fiir die Analyse der Nullhypothese bei mehr als zwei Gruppen wurde der Krus-
kal-Wallis-Test benutzt. Bei signifikanten Unterschieden wurde zur genaueren Differenzierung
dieser der Man-Whitney-U-Test angewendet. Ein Ergebnis wurde als signifikant gewertet, wenn
die Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 war. Fiir die Diagramme und Tabellen wurden jeweils die

Mittelwerte der Gruppen +/- Standardfehler verwendet.

3 ERGEBNISSE

Das folgende Kapitel stellt die Ergebnisse des durchgefiihrten Tierexperiments nach ihrer statisti-
schen Verifizierung vor. Es wurden drei Gruppen von Wildtypméusen untersucht, die jeweils einer

anderen Verpaarung mit WT und/oder eNOS+/- Elterntieren entstammten:

* Gruppe 1: Vater WT x Mutter WT
* Gruppe 2: Vater WT x Mutter eNOS+/-
» Gruppe 3: Vater eNOS+/- x Mutter WT

Der Genostatus samtlicher Tiere wurde durch PCR Doppelbestimmung festgestellt. Bei allen drei
Gruppen wurden allgemeine Daten wie Korpergewicht im Verlauf von Tag 1 nach Geburt bis
Tag 140 der Tétung, Thoraxbreite und BMI von Tag 1 bis Tag 13, sowie die Organgewichte der
nach Totung entnommenen Organe erhoben. Weitere vorgestellte Ergebnisse beziehen sich auf
den Schwerpunkt dieser Arbeit, der Untersuchung der Milz als Beispielorgan fiir die intraute-
rine Programmierbarkeit immunologischer Organe und zelluldrer Komponenten. Hierbei steht
vor allem die Histologie der Milz im Vordergrund. Andere Ergebnisse, die wihrend des Versuchs
erhoben wurden, wie z. B. die Ergebnisse der Blutdruckmessungen oder der Urinuntersuchungen
oder des Glucosestoffwechsels sind nicht Bestandteil dieser Promotion und werden hier nicht

weiter vorgestellt.
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3.1 Geburtsgewicht

Als Geburtsgewicht wurde aus praktischen Griinden, das Gewicht der Tiere am 1. Lebenstag heran-
gezogen. Bei den Geburtsgewichten zeigten sich keine Unterschiede zwischen Gruppe 1 (Vater
WT x Mutter WT) und der Gruppe 3 (Vater eNOS+/- x Mutter WT). Tiere der Gruppe 2 (Vater WT
x Mutter eNOS+/-) waren hingegen signifikant (p<0,05) leichter im Vergleich zu Gruppe 1 und 3.
Beim Betrachten der Gruppen unter Beriicksichtigung des Geschlechts zeigte sich dieses Ergebnis
ebenfalls bei den méannlichen Tieren, wohingegen es keinen signifikanten Gewichtsunterschiede

bei den weiblichen Tieren gab.

Geburtsgewichte in g Geburtsgewichte in g
2.0 2.0-
* Mannchen[—]
* —_ Weibchen Y
1.5- —_—— 1.54 =
E —_— § e
S 1.0- S 1.0
3 :
0.5 © 05.
0.0 T r 0.0 T T
1 2 3 1 2 3 1 2 3
Gruppe Gruppen
Abbildung 11: Geburtsgewichte der Gruppen Abbildung 12: Geschlechtsspezifische Geburtsgewichte

* signifikante Abweichung bei Gruppe 2 bzw. Gruppe 2 Ménnchen gegeniiber anderen Gruppen bzw. ménnlichen
Gruppen

3.2 Wachstumsverlauf
3.2.1 Gewichtszunahme

Zur Erstellung der Wachstumskurven wurden die zu verschiedenen Zeitpunkten erhobenen
Korpergewichte der Tiere (erster bis 40. Lebenstag tiglich, 40. bis 140. Lebenstag wochentlich)
herangezogen. Die statistische Auswertung erfolgte als Vergleich dieser Werte zu jedem Zeitpunkt.
Allgemein wird die Wachstumsphase durch eine kurzfristige Stagnation des Wachstums in der
dritten und vierten Lebenswoche unterbrochen. Dieses Phinomen zeigt sich bei allen Gruppen und
ist geschlechtsunabhéngig. Erklérbar ist dies durch das sogenannte ,,Weaning*, welches die Futter-
umstellung von der Muttermilch auf feste Nahrung beschreibt. Spdtestens nach dem Absetzen der
Jungtiere am 28. Lebenstag ist dieser Effekt nicht mehr zu sehen. Bei den Geburtsgewichten fiel

auf, dass Tiere der Gruppe 2 (Vater WT x Mutter eNOS+/-) leichter zur Welt kamen als ihre Artge-
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nossen der Gruppen 1 (Vater WT x Mutter WT) und 3 (Vater eNOS+/- x Mutter WT). Ausgehend
von diesen Geburtsgewichten zeigte sich bei der Gruppe 2 ein aufholendes Wachstum. Ab dem
vierten Lebenstag unterschieden sich die Gewichte der Tiere aller Gruppen nicht mehr signifikant
voneinander, wobei sich das Gewicht der Tiere der Gruppe 2 im Verlauf eher dem Gewicht der

Tiere der Gruppe 1 immer weiter annéherte.

Gewichtsverlauf [g] Tag 1-13

*#+

64

Korpergewicht [g]
»
1

Abbildung 13: Gewichtsverlauf Tag
—=—  Mutter eNOS +/- x Vater WT 1-13
o MutterwT xvaterenos +- | Gruppe 1 signifikant vs. Gruppe 2,
; . T ] T T T r T h + Gruppe 2 signifikant vs. Gruppe 3,
t[d] # Gruppe 1 signifikant vs. Gruppe 3

—e— Mutter WT x Vater WT

o

Ab dem 13. Lebenstag waren die Tiere der Gruppe 2 signifikant (p<0,05) schwerer als die der
Gruppe 1. Es kommt kurz zuvor zu einer Uberkreuzung der Wachstumskurven jener beiden
Gruppen. Von Tag 13 bis Tag 32 waren die Tiere der Gruppe 2 dann sogar signifikant (p<0,05)
schwerer als die Tiere der Gruppe 1. Einen dhnlichen Wachstumsverlauf zeigten die Tiere der
Gruppe 3. Bei Anfangs normalem Geburtsgewicht zeigten sie im Verlauf eine {iberdurchschnittli-
che Gewichtszunahme. Am 7. und 9. sowie zwischen dem 11. und 34. Lebenstag waren diese Tiere
verglichen mit Kontrolltieren der Gruppe 1 signifikant schwerer. Zwischen den beiden Gruppen
mit heterozygoten eNOS-Elterntieren bestanden zwischen dem 1. und 3. Lebenstag, sowie am 7.,
11., 12. und 13. Lebenstag signifikante Unterschiede. Die Tiere der Gruppe 2 waren dabei stets
signifikant leichter.

Im weiteren Wachstumsverlauf tiber den 40. Lebenstag hinaus zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede mehr zwischen den Gruppen. Augenfillig ist jedoch, dass die Tiere der Gruppe 2,
welche bei Geburt die leichtesten Tiere darstellten, ab dem 42. Lebenstag, wenn auch nicht signi-
fikant, zu den schwersten Tieren gehorten. Weiterhin zeigt sich, dass die Tiere der Gruppe 3 sich

bis zum 98. Lebenstag zunehmend den Korpergewichten der Tiere der Kontrollgruppe annéherten.
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Zwischen dem 119. und 126. Lebenstag sieht man eine Uberkreuzung der Wachstumskurve der

Gruppe 1 iiber die Wachstumskurve der Gruppe 3.

Gewichtsverlauf [g] Tag 1-40
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Abbildung 14: Gewichtsverlauf
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1 -8~ Mutter WT x Vater WT Tag 1-140
- Mutter eNOS +/- x Vater WT
, -+ Mutter WT xVatereNos +- | Signifikanzen Tag 1-40 hier nicht
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Bei alleiniger Betrachtung der médnnlichen Tiere zeigte sich ein anderes Wachstumsmuster. Ausge-
hend von den oben erwihnten Geburtsgewichten zeigte sich auch hier ein autholendes Wachstum
bei Tieren der Gruppe 2. Die anfianglichen Gewichtsunterschiede blieben bis zum dritten Lebens-
tag bestehen. Am vierten Lebenstag verlor sich dieser signifikante Unterschied gegeniiber den

Kontrolltieren der Gruppe 1 knapp, um dann an den beiden darauf folgenden Tagen erneut Signifi-
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kanz zu erreichen. Gleiche Korpergewichte bei allen drei Gruppen bestanden ab dem 8. Lebenstag.
Zwischen 12. und 13. Lebenstag kam es auch bei den ménnlichen Tieren der Gruppe 2 und 1 zu
einer Uberkreuzung der Wachstumskurven, so dass die Tiere der Gruppe 2 im Vergleich zu denen

der Gruppe 1 im Verlauf ein hoheres Korpergewicht erreichten.

Gewichtsverlauf [g] Tag 1-13 - Mdnnchen
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—A—  Mutter WT x Vater eNOS +/-
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Minnliche Tiere der Gruppe 3 waren von Geburt an, wenn auch nicht statistisch signifikant, die
Tiere mit dem hochsten Korpergewicht. Signifikant zeigte sich dieser Unterschied lediglich am
42. Lebenstag im Vergleich zur Gruppe 1 und Gruppe 2. Die Tiere der Gruppe 2 und der Gruppe

3 unterschieden sich zwischen dem 1. und 7. Lebenstag, sowie auch am 42. Lebenstag signifikant
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voneinander. Dabei waren die Tiere der Gruppe 2 stets signifikant leichter. Uber den Tag 42 hinaus
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede mehr beziiglich des Gewichtsverhaltens. Im Verlauf
der Wachstumskurven kommt es jedoch zwischen dem 37. und 38. Lebenstag zu einem Uberkreu-
zen der Kurven der Gruppe 2 und 1, hierbei kommt es zu einem Abfall der Gewichtszunahme bei
der Gruppe 2, so dass diese Gruppe bis zum 112. Lebenstag die Gruppe mit den leichtesten Tieren
darstellte. Zwischen dem 112. und 119. Lebenstag kreuzte die Wachstumskurve dieser Tiere dann
zundchst die Wachstumskurve der Tiere der Gruppe 3 und zwischen dem 133. und 140. Lebenstag
auch die Wachstumskurve der Tiere der Gruppe 1. Am Ende des Beobachtungszeitraumes war die
Gruppe 2 die Gruppe mit den schwersten ménnlichen Tieren. Ménnliche Tiere der Gruppe 3 entwi-

ckelten sich zwischen dem 42. Lebenstag und 98. Lebenstag dhnlich wie die Tiere der Gruppe 1.

Gewichtsverlauf [g] Tag 1-140 - Mannchen

35_

30

25 |

20

15

Korpergewicht [g]

Abbildung 18: Gewichtsverlauf
Mainnchen Tag 1-140
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Bei alleiniger Betrachtung der weiblichen Tiere fiel ebenfalls ein abweichendes Wachstumsmuster
auf. Ausgehend von annéhernd gleichen Geburtsgewichten und anfangs anndhernd gleichstarkem
Wachstum der Tiere der verschiedenen Gruppen fiel ab dem 12. Lebenstag ein fast identischer
Verlauf der Wachstumskurven mit anndhernd gleichen Korpergewichten der Gruppe 2 und 3,
sowie eine signifikante (p<0,05) Gewichtszunahme der Tiere der Gruppe 2 und 3 im Vergleich zur
Gruppe 1 auf. Zu keinem Zeitpunkt bestanden signifikante Gewichtsunterschiede zwischen Tieren
der Gruppe 2 und 3. Zwischen 6. und 7. Lebenstag kam es zur Kreuzung der Wachstumskurven der
Tiere der Gruppe 2 iiber die der Tiere der Gruppe 1. Im weiteren Verlauf zeichnete sich die Gruppe
2, zwischen dem 12. und 31., dem 34. und 37., sowie zwischen 56. und 119. Lebenstag gegeniiber

der Kontrollgruppe durch signifikant schwerere Tiere aus.
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Gewichtsverlauf [g] Tag 1-13 - Weibchen

6

Korpergewicht [g]
Fy

—e— Mutter WT x Vater WT
= Mutter eNOS +- xvater wT [ Abbildung 19: Gewichtsverlauf

~+ Mutter WT xVatereNoS +- | Weibchen Tag 1-13

0 T T T T T T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 * Gruppe 1 signifikant vs. Gruppe 2,
tid # Gruppe 1 signifikant vs. Gruppe 3

Gewichtsverlauf [g] Tag 1-40 - Weibchen
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I # |
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Korpergewicht [g]

-@- Mutter WT x Vater WT . .
= Mutter eNOS +- xvaterwt | Abbildung 20: Gewichtsverlauf

- Mutter WT xVater eNos +- | Weibchen Tag 1-40

0 5 10 15 20 25 30 35 40 [ * Gruppe 1 signifikant vs. Gruppe 2,
tldl # Gruppe 1 signifikant vs. Gruppe 3

Weibliche Tiere der Gruppe 3 waren ausgehend von anndhernd gleichen Geburtsgewichten am
7.und 9., sowie zwischen 11. und 38. als auch am 40. Lebenstag signifikant schwerer gegeniiber
den Tieren der Gruppe 1. Auch zwischen dem 42. und 49. Lebenstag, an den Tagen 56 und 63,
zwischen Tag 77 und 91 sowie an den Tagen 105 und 112 hatten weibliche Tiere dieser Gruppe
signifikant hohere Korpergewichte verglichen mit Tieren der Gruppe 1. Am Ende des Beobach-
tungszeitraumes waren weibliche Tiere der Gruppe 1, wenn auch nicht signifikant, die leichtesten

Tiere.
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Gewichtsverlauf [g] Tag 1-140 - Weibchen

Abbildung 21: Gewichtsverlauf
Weibchen Tag 1-140

T e Mutter WT x Vater WT * Gruppe 1 signifikant vs. Gruppe 2,
B Mutter eNOS +/- x Vater WT # Gruppe 1 signifikant vs. Gruppe 3,
& Mutter WT x Vater eNOS +/- Signifikanzen Tag 1-40 nicht nédher

— 7T T T bezeichnet, fiir Tag 1-40 siche Abbil-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
t[w] dung 19 und 20

3.2.2 Body-Mass-Index und Breitenwachstum

Die Korperlinge und Thoraxbreite der Tiere wurde vom 1. bis 13. Lebenstag bestimmt. Die
gemessene Korperlinge wurde fiir die Berechnung des BMI verwendet. Fiir die Breitenmessung
zeigten sich durchweg keine Unterschiede zwischen den Gruppen. Bei alleiniger Betrachtung der
Geschlechter fallen bei den ménnlichen Tieren lediglich am Tag 3 und am Tag 9 signifikante
Unterschiede auf, welche jedoch nicht iiber einen ldngeren Zeitraum bestehen und zudem eine

deutliche Abweichung von der Gesamttendenz darstellen.

Breitenwachstum [cm] Tag 1-13

14

124

104

Korperbreite [cm]

-8~ Mutter WT x Vater WT

- Mutter eNOS +/- x Vater WT

67 o Mutier T xvater eNos +. | Abbildung 22: Breitenwachstum
Tag 1-13

t[d] Keine signifikanten Unterschiede




Ergebnisse |49

Somit scheint insgesamt kein wesentlicher Unterschied in der Zunahme der Thoraxbreite bei den

ménnlichen Tieren der drei verschiedenen Gruppen zu bestehen. Bei den weiblichen Tieren der

drei Gruppen bestanden keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Thoraxbreite.

Breitenwachstum [cm] Tag 1-13 - Mdnnchen
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Abbildung 23: Breitenwachstum
Mannchen Tag 1-13

* Gruppe 1 signifikant vs. Gruppe 2,
# Gruppe 1 signifikant vs. Gruppe 3

Abbildung 24: Breitenwachstum
Weibchen Tag 1-13

Keine signifikanten Unterschiede

Der Body-Mass-Index zeigte beim Vergleich der Gruppen untereinander unterschiedliche Signifi-

kanzen, die jedoch nie liber mehrere Tage hinweg bestanden. Am zweiten Lebenstag hatten Tiere

der Gruppe 2 (Vater WT x Mutter eNOS+/-) einen signifikant (p<0,05) hoheren BMI als die Tiere

der Gruppe 1 (Vater WT x Mutter WT). Am vierten Lebenstag hingegen zeigten die Tiere der



Ergebnisse |50

Gruppe 3 (Vater eNOS+/- x Mutter WT) einen signifikant (p<0,05) hoheren BMI als Tiere der

Gruppe 2 und 1. Am Tag 13 des Versuchs konnte ein signifikanter (p<0,05) Unterschied im BMI

von Tieren der Gruppe 2 im Vergleich mit Tieren der Gruppe 1 und 3 festgestellt werden.
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Abbildung 25: Body-Mass-Index
Tag 1-13

* Gruppe 1 signifikant vs. Gruppe 2,
+ Gruppe 2 signifikant vs. Gruppe 3,
# Gruppe 1 signifikant vs. Gruppe 3

Bei alleiniger Betrachtung der ménnlichen Tiere zeigten die Tiere der Gruppe 2 am zweiten

Lebenstag einen signifikant (p<0,05) niedrigeren BMI als die Tiere der Gruppe 1. Am 11. Lebens-

tag zeigten die Méannchen derselben Gruppe hingegen einen signifikant (p<<0,05) hoheren BMI als

die ménnlichen Tiere der Gruppe 1 und 3. Die Ménnchen der Gruppe 3 hatten einen signifikant

(p<0,05) hoheren BMI im Vergleich zu Tieren der Gruppe 2 am dritten und vierten Lebenstag.
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Abbildung 26: Body-Mass-Index
Mainnchen Tag 1-13
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+ Gruppe 2 signifikant vs. Gruppe 3
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Bei den weiblichen Tieren zeigten sich auler einem signifikant (p<0,05) hoheren BMI der Tiere

der Gruppe 2 im Vergleich zu Tieren der Gruppe 1 am dritten Lebenstag keine Unterschiede im

BMI.

Body- Mass- Index [g/cm? Tag 1-13 - Weibchen
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Abbildung 27: Body-Mass-Index
-+~ Mutter WT x Vater eNOS+/- .
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3.3 Organgewichte

Im Alter von 25 Wochen wurden die Miuse getotet und die Organe entnommen und gewogen.
Die absoluten Organgewichte, sowie die relativen Organgewichte (Anteil des Organgewichtes am
Korpergewicht in Prozent) werden hier weiter vorgestellt. Die absoluten Organgewichte waren

innerhalb der Gruppen nicht signifikant unterschiedlich.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Tiere n =50 n =40 n=28
Herz 0,14 +£0,00 0,15+0,01 0,13 +0,01
Lunge 0,15+ 0,00 0,15 +0,00 0,15+0,01
Leber 1,19+ 0,05 0,21 £0,04 1,16 £0,05
Niere rechts 0,16 0,01 0,17 £0,01 0,17 +0,01
Niere links 0,16 = 0,01 0,17 £0,01 0,16 0,01
Milz 0,09 + 0,00 0,09 + 0,00 0,09 +0,01

Tabelle 5: Absolute Organgewichte der Gruppen (in Gramm)
Mittelwerte + Standardfehler, n = Anzahl der untersuchten Tiere, keine signifikanten Unterschiede

Gruppe 1 | Gruppe 2 | Gruppe 3 | Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

(ménnlich) | (ménnlich) | (méAnnlich) | (weiblich) | (weiblich) | (weiblich)

Tiere n=22 n=21 n=11 n=28 n=21 n=17

Herz 0,17+0,00 | 0,18 0,01 | 0,16 =0,00 | 0,11 £0,00 | 0,12+ 0,00 * | 0,11 = 0,00
Lunge 0,17+0,00 | 0,16 0,01 | 0,17+0,01 | 0,13 £0,00 | 0,14+0,00 |0,14+0,01
Leber 1,56 +0,05 | 1,42 +0,04 | 1,46 £ 0,05 | 0,90 £ 0,02 {0,99 +£0,03 **| 0,97 + 0,03

Niere rechts | 0,21 0,01 | 0,21 £0,01 | 0,21 £0,01 | 0,13+ 0,00 | 0,14+0,00 | 0,14+ 0,00
Niere links | 0,20+ 0,01 | 0,20+ 0,01 | 0,21 £0,01 | 0,12+ 0,00 | 0,14+0,01 | 0,13 +0,00

Milz 0,10+ 0,00 | 0,09 + 0,00 | 0,10+ 0,02 { 0,09 0,01 | 0,09 +0,00 |0,09=+0,00

Tabelle 6: Geschlechtsspezifische absolute Organgewichte der Gruppen (in Gramm)
Mittelwerte + Standardfehler, n = Anzahl der untersuchten Tiere

*p < 0,01 Weibchen Gruppe 2 vs. Weibchen Gruppe 1 und p < 0,05 vs. Weibchen Gruppe 3
** p < 0,05 Weibchen Gruppe 2 vs. Weibchen Gruppe 1
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Jedoch zeigten sich bei der Betrachtung der verschiedenen Geschlechter signifikante Unterschiede.
Bei den méinnlichen Tieren gab es keine signifikanten Organgewichtsunterschiede. Bei den Weib-
chen hingegen zeigte sich ein signifikant (p<0,05) hoheres absolutes Herz- und Lebergewicht bei

der Gruppe 2 (Vater WT x Mutter eNOS+/-) im Vergleich zur Gruppe 1 (Vater WT x Mutter WT).

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Tiere n=50 n=40 n=28
Herz 0,51 +£0,01 0,55+0,01 * 0,49 +£0,01
Lunge 0,57+0,01 0,58 0,02 0,59 + 0,02
Leber 4,31 £0,06 4,44 £ 0,06 4,32 +0,10
Niere rechts 0,60 £0,01 0,65 +0,02 0,62 +£0,01
Niere links 0,58 +£0,01 0,65 + 0,02 ** 0,59 +0,01
Milz 0,36 0,02 0,34 + 0,02 0,36 0,02
Tabelle 7: Relative Organgewichte der Gruppen (in Prozent)
Mittelwerte + Standardfehler, n = Anzahl der untersuchten Tiere
*p <0,01 Gruppe 2 vs. Gruppe 1 und Gruppe 3
** p <0,01 Gruppe 2 vs. Gruppe 1
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 | Gruppe 1 | Gruppe 2 | Gruppe3
(ménnlich) | (ménnlich) | (ménnlich) | (weiblich) | (weiblich) | (weiblich)
Tiere n=22 n=20 n=11 n=28 n=19 n=17
Herz 0,50+0,02 | 0,58+0,02*|0,49+0,02|0,51+0,0110,53+0,02|0,49+0,02
Lunge 0,51+0,02| 0,53+0,02 |0,52+0,03|0,61=+0,02]|0,63+0,03|0,63+0,03
Leber 4,56 +0,07 | 4,62+0,09 |4,44+0,09|4,11+0,08|4,24+0,06 |4,24+0,15
Niere rechts | 0,62 + 0,02 [ 0,71 £ 0,03 **| 0,65 £ 0,02 | 0,59 + 0,01 | 0,58 + 0,01 | 0,59 + 0,02
Niere links | 0,60 + 0,02 [ 0,68 0,02 **| 0,64 + 0,02 | 0,56+ 0,01 | 0,62 +0,04 | 0,57 £ 0,02
Milz 0,30+0,02| 0,30+0,02 |0,31 £0,06 | 0,40=+0,03 | 0,37+0,02| 0,39 + 0,02

Tabelle 8: Geschlechtsspezifische relative Organgewichte der Gruppen (in Prozent)

Mittelwerte + Standardfehler, n = Anzahl der untersuchten Tiere

* p < 0,01 Mannchen Gruppe 2 vs. Méannchen Gruppe 1 und Ménnchen Gruppe 3
** p < 0,01 Mannchen Gruppe 2 vs. Mannchen Gruppe 1
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Das absolute Herzgewicht war bei der Gruppe 2 ebenfalls, verglichen mit der Gruppe 3 (Vater
eNOS+/- x Mutter WT) erhoht. Bei den relativen Organgewichten gab es signifikante (p<0,05)
Unterschiede zwischen den Gruppen. Das relative Herzgewicht war in der Gruppe 2 signifikant
(p<0,05) erhoht verglichen mit den Werten der Gruppe 1 und der Gruppe 3. Des Weiteren war das
relative Gewicht der linken Niere in Gruppe 2 signifikant (p<0,05) hoher als in Gruppe 1. Bei der
Betrachtung der verschiedenen Geschlechter zeigten sich bei den Weibchen keine signifikanten
Unterschiede im relativen Organgewicht. Bei den ménnlichen Tieren war das relative Herzgewicht
in Gruppe 2 verglichen mit Gruppe 1 und Gruppe 3 signifikant (p<0,05) erhoht. Ebenfalls erhoht
waren die relativen Nierengewichte der linken und rechten Niere bei der Gruppe 2 verglichen mit

Gruppe 1.

3.4 Histologie der Milz

Die Ergebnisse der histologischen und immunhistochemischen Farbungen werden hier prasen-
tiert. Bei allen durchgefiihrten Farbungen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede weder
im Vergleich der Gruppen untereinander, noch bei alleiniger Betrachtung der Méannchen bzw. der

Weibchen.
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Abbildung 28: Anteil weiler Pulpa an Gesamtflache Abbildung 29: Geschlechtsspezifischer Anteil weiller
der Milz in Prozent Pulpa an Gesamtflache der Milz in Prozent

Keine signifikanten Unterschiede Keine signifikanten Unterschiede

Der Anteil der weilen Pulpa an der Gesamtfliche der Milz war in allen Gruppen unabhidngig vom
Geschlecht nicht signifikant unterschiedlich (Abb. 28, 29). Ebenso verhielten sich die Bindege-
websparameter Kapseldurchmesser und interstitielle Fibrose der Milz (Abb. 30, 31, 32, 33).
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Abbildung 30: Kapseldurchmesser der Milz in um

Keine signifikanten Unterschiede

Abbildung 31: Geschlechtsspezifischer Kapseldurch-
messer der Milz in pm

Keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 32: Anteil interstitieller Fibrose an
Gesamtflidche der Milz in Prozent

Keine signifikanten Unterschiede

Abbildung 33: Geschlechtsspezifischer Anteil intersti-
tieller Fibrose an Gesamtflache der Milz in Prozent

Keine signifikanten Unterschiede

Bei den immunhistochemischen Fiarbungen waren die Anteile der durch B-Lymphozyten, sowie

durch T-Lymphozyten eingenommenen Flidche im Verhiltnis zur Gesamtfliche der Milz gleich.

Dies trifft fiir den Vergleich der Gruppen untereinander, sowie fiir die alleinige Betrachtung der

Minnchen oder Weibchen zu (Abb. 34, 35, 36, 37).
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Abbildung 34: Anteil CD3-positiver Zellen an
Gesamtfldche der Milz in Prozent

Keine signifikanten Unterschiede

Abbildung 35: Geschlechtsspezifischer Anteil CD3-
positiver Zellen an Gesamtflache der Milz in Prozent

Keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 36: Anteil CD20-positiver Zellen an
Gesamtfldche der Milz in Prozent

Keine signifikanten Unterschiede

Abbildung 37: Geschlechtsspezifischer Anteil CD20-
positiver Zellen an Gesamtflache der Milz in Prozent

Keine signifikanten Unterschiede
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4 DISKUSSION

4.1 Geburtsgewicht

Bei Betrachtung der Geburtsgewichte der drei verschiedenen Gruppen fillt ein erniedrigtes
Geburtsgewicht bei der Gruppe 2 (Vater WT x Mutter eNOS+/-) im Vergleich zur Gruppe 1 (Vater
WT x Mutter WT) und 3 (Vater eNOS+/- x Mutter WT) auf. Dies ist ein Hinweis darauf, dass
das heterozygote eNOS-Knockout-Muttertier &hnlich des homozygoten, ein Modell fiir eine intra-
uterine Wachstumsrestriktion darstellt. Fiir die Entstehung einer Wachstumsrestriktion bei hete-
rozygotem eNOS-Knockout-Muttertier gibt es keine weiterfilhrenden Studien zur Pathogenese.
Die Idee liegt nahe, dass dhnliche Ursachen wie z. B. ein verdndertes Remodelling der uteropla-
zentaren Gefdfle mit einer verminderten uteroplazentaren Durchblutung, wie beim homozygoten
eNOS-Knockout-Muttertier, eine Rolle spielen (16). Auffallig ist, dass dies in dem durchgefiihrten
Versuch ein geschlechtsabhidngiger Effekt zu sein scheint. Bei Betrachtung der Ménnchen der
Gruppe 2 wird dieses Phanomen gesehen, die Weibchen derselben Gruppe hingegen unterscheiden
sich im Geburtsgewicht nicht. Geschlechtsabhéngige Effekte sind in der Forschung nichts Neues
und auch im Rahmen der fetalen Programmierung mehrfach gezeigt worden (85, 86). Im Falle
der eNOS-Knockout-Miuse gibt es zur Geschlechtsabhdngigkeit des Geburtsgewichtes oder der
postnatalen Entwicklung jedoch keine weiterfiihrende Literatur.

Neben eines programmierenden Effektes im Rahmen einer intrauterinen Wachstumsrest-
riktion muss man sich grundsétzlich die Frage stellen, ob eine verkiirzte Gestationsdauer dem
erniedrigten Geburtsgewicht zugrunde liegt. Bei einer solchen Konstellation wére das Geburts-
gewicht zwar absolut gesehen im Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigt, jedoch in Relation zur
Gestationsdauer und einer damit verbundenen geringeren KorpergroBe adéquat. Leider wurden bei
dem Versuch keine Daten beziiglich der Gestationsdauer gesammelt, so dass hieriiber keine klare
Aussage gemacht werden kann. Die Tatsache, dass das erniedrigte Geburtsgewicht bei gemischt-
geschlechtlichen Wiirfen nur die ménnlichen Tiere der Gruppe 2 betrifft, spricht jedoch gegen
eine verkiirzte Gestationsdauer als alleinige Ursache. Weiterhin deuten die Ergebnisse zur Thorax-
breite am ersten Lebenstag darauf hin, dass keine Unterschiede in der Korpergrofe beziiglich der
Gruppen und verschiedenen Geschlechter bestand. Somit kann man davon ausgehen, dass die
beobachteten Gewichtsunterschiede sowohl absolut als auch relativ im Verhéltnis zur Krpergrofe
vorhanden sind. Der BMI wire zur genaueren Evaluierung dieses Verhéltnisses das geeignetere
MaB, jedoch sind die in diesem Versuch erhobenen Ergebnisse hierzu kritisch zu bewerten. Sie

werden im Unterpunkt 4.2 ndher erortert. Es ldsst sich festhalten, dass die méinnlichen Tiere der
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Gruppe 2 im Vergleich zu den ménnlichen Tieren der Gruppe 1 und 3 gleich groB sind, jedoch mit
einem geringeren Geburtsgewicht zur Welt kommen. Diese Konstellation der Korpermalie spricht
insgesamt fiir eine intrauterine Wachstumsrestriktion mit programmierenden Effekt und gegen

eine verkiirzte Gestationsdauer als Ursache des erniedrigten Geburtsgewichts.

4.2 Wachstumsverlauf

Zur Beurteilung des Wachstums der Tiere wurde das Korpergewicht, der Body-Mass-Index und
die Thoraxbreite herangezogen. Das Korpergewicht wurde bis zum 40. Lebenstag téglich und
ab dem 40. Lebenstag bis zum Ende des Versuchs in der 25. Lebenswoche wdchentlich erhoben.
Die Thoraxbreite und der BMI wurden vom 1. bis 13. Lebenstag erhoben. Wéhrend dieses Zeit-
raums unterschieden sich die Tiere der drei Gruppen in ihrer Thoraxbreite nicht voneinander. Bei
alleiniger Betrachtung der Geschlechter traf dies auch fiir die Weibchen zu. Bei den Ménnchen
gab es signifikante Unterschiede lediglich am Tag 3 und am Tag 9 des Versuchs. Diese bestanden
jedoch nicht iiber einen ldngeren Zeitraum und stellten zudem eine deutliche Abweichung von
der Gesamttendenz dar. Somit scheint insgesamt kein wesentlicher Unterschied in der Zunahme
der Thoraxbreite bei den ménnlichen Tieren der drei Gruppen zu bestehen. Beziiglich des erho-
benen BMI zeigten sich beim Vergleich der Gruppen untereinander unterschiedliche Signifikan-
zen, die jedoch nie iiber mehrere Tage bestanden. So hatten Tiere der Gruppe 2 (Vater WT x
Mutter eNOS+/-) am zweiten Lebenstag einen signifikant hoheren BMI als die Tiere der Gruppe
1 (Vater WT x Mutter WT). Am vierten Lebenstag hingegen zeigten die Tiere der Gruppe 3 (Vater
eNOS+/- x Mutter WT) einen signifikant hoheren BMI als Tiere der Gruppe 2 und 1. Am Tag 13
des Versuchs konnte ein signifikanter Unterschied im BMI von Tieren der Gruppe 2 versus Tieren
der Gruppe 1 und 3 festgestellt werden. Ahnlich unklare Signifikanzen ergaben sich auch bei der
alleinigen Betrachtung der Geschlechter. Tendenzen, die eine dieser Signifikanzen stiitzen wiirden,
lieBen sich nicht erkennen.

Weiterhin sind die Ergebnisse hierzu von unrealistischen Extremwerten und starken Schwan-
kungen betroffen, so dass man an der Richtigkeit der Ergebnisse zum BMI insgesamt zwei-
feln muss. Die Formel zur Bestimmung des BMI beinhaltet neben dem einfach zu erhebenden
Korpergewicht auch die KorpergroBe. Riickblickend muss hier die Methode, die zur Erhebung der
Korperldnge diente, hinterfragt werden. Das Ausmessen der Korperldnge ohne vorherige Sedie-
rung der Tiere stellt oftmals ein schwieriges Unterfangen dar und fiihrt hdufig zu ungenauen,

stark abweichenden Ergebnissen. In dem Versuch war aus diesem Grund nach dem 13. Lebenstag
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die Erhebung der Korperldnge und Thoraxbreite nicht mehr moglich gewesen. Wegen der zwei-
felhaften Richtigkeit der Daten zur Korperldnge stellt der BMI in diesem Tierversuch nicht das
geeignete Mittel zur Relativierung des Korpergewichts in Bezug auf die Korpergrof3e dar. Die
Thoraxbreite ist in diesem Fall der bessere Parameter zur Bestimmung der Korpergrof3e. Hierfiir
konnten keine Unterschiede fiir die Gruppen als auch fiir die Geschlechter gezeigt werden. Fiir
diesen friihen Zeitraum vom 1. bis zum 13. Lebenstag kann man am ehesten davon ausgehen, dass
keine Unterschiede in der Korpergrofle bei den Tieren bestanden. Die Gewichtsunterschiede der
Tiere sind somit absolut als auch relativ im Verhiltnis zur KorpergroBBe vorhanden. Fiir die Zeit
danach ist es nicht moglich, alleine aufgrund des Korpergewichts zu unterscheiden, ob die Tiere
z. B. adip6s oder nur insgesamt groBer und damit auch schwerer als die Tiere der Kontrollgruppe
waren. Die Beschreibung des Wachstums als solches basiert somit nach dem 14. Lebenstag allein
auf dem erhobenen Korpergewicht der Tiere. Im Verlauf zeigte sich ausgehend von den oben
erwiahnten Geburtsgewichten bei der Gruppe 2 ein auftholendes Wachstum mit einem Verlust der
Signifikanz beziiglich des Gewichtsunterschiedes zur Gruppe 1 ab dem dritten Lebenstag. Vom 3.
bis 12. Lebenstag war das Korpergewicht der Tiere der Gruppe 2 vergleichbar mit dem der Tiere
der Gruppe 1. Ab dem 13. Lebenstag hatten die Tiere der Gruppe 2 im Vergleich zur Gruppe 1 ein
erhohtes Korpergewicht, welches sich erst vom 32. Lebenstag an normalisierte. Ein solches autho-
lendes Wachstum von Individuen mit niedrigem Geburtsgewicht ist ein hiufig zu beobachtendes
Phinomen. So existieren zahlreiche detaillierte Studien zum Wachstumsverhalten von Kindern
mit niedrigem Geburtsgewicht im Vergleich zu Kindern mit normwertigem Geburtsgewicht. Beim
Menschen erfolgt ein solches ,,Catch-up-Growth” (CUG) in den meisten Féllen innerhalb der
ersten zwei Lebensjahre. In diesem Zeitraum erreichen im Idealfall die bei Geburt untergewichti-
gen Kinder das Gewicht ihrer mit normwertigem Gewicht zur Welt gekommenen Gleichaltrigen.
Die darauffolgende Zeit ist von einer Phase des Normalgewichts geprégt. In der spéteren Kindheit
mit 4 bis 6 Jahren erfolgt meist eine erneute Zunahme des Korpergewichts (87, 88, 89, 90). Eine
Vorverlegung dieser Phase in die vorherige normalgewichtige Phase ist mit einem erhohten Risiko
einer Adipositas und eines metabolischen Syndroms im spiteren Erwachsenenalter assoziiert (89,
90, 91). Ezzahir und seine Mitforscher konnten in Thren Untersuchungen zwar keine Assoziation
von Adipositas und einem niedrigen Geburtsgewicht von Menschen im Alter von 20 Jahren nach-
weisen, jedoch konnte die Forschergruppe um Meas vor drei Jahren zeigen, dass die BMI-Zunahme
und der Anteil des Korperfetts im Alter von 20 bis 30 Jahren bei diesen Individuen groBer waren

(89, 92). Trotz der Unterschiede zwischen Maus und Mensch, insbesondere was die unterschiedli-
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che Lebensspanne dieser Spezies angeht, kann man einige Schliisse aus diesen Studien ziehen. Bei
der Gruppe 2 im durchgefiihrten Versuch kénnen ebenfalls zwei Phasen des CUG in der Kindheit
erkannt werden, die von einer Phase des Normalgewichts unterbrochen wird. Die Geschlechtsreife
der Maus tritt in der 4. bis 6. Lebenswoche ein. Eine ldngerfristige Gewichtsnormalisierung findet
im Versuch somit erst nach Eintritt in die Geschlechtsreife statt. Interessant wére es zu wissen, ob
bei dieser Gruppe eine Neigung zu einer Adipositas im spéteren Erwachsenenalter besteht. Eine
Tendenz zu einem hoheren Korpergewicht der Gruppe 2 im Vergleich zu den Tieren der anderen
Gruppen zeigte sich vom 120. bis 140. Lebenstag, jedoch bei fehlender Signifikanz.

Die Lebensspanne einer C57/BL6-Maus betrigt unter Laborbedingungen circa 120 Wochen
(93). Bei einer Versuchsdurchfiihrung von 20 Wochen erreichten die Versuchstiere leider nur das
frithe Erwachsenenalter. Somit konnen tiber Effekte, die in hoherem Alter auftreten, nur spekuliert
werden. Wie schon bei den Geburtsgewichten gezeigt, bestehen auch im Wachstum geschlechtsab-
hingige Unterschiede. Die mannlichen Tiere der Gruppe 2 kamen mit einem erniedrigten Geburts-
gewicht zur Welt und zeigten wihrend der ersten sieben Lebenstage ein CUG. Nach dem Erreichen
des Normalgewichtes wuchsen sie konform mit der Wildtyp-Kontrollgruppe bis zur 20. Lebens-
woche weiter. Bei den Ménnchen fehlt somit die spite Phase des CUG. Sie gleichen ihr Gewichts-
defizit vollstandig liber ein frithes CUG in den ersten Lebenstagen aus. Bei den weiblichen Tieren
der Gruppe 2 zeigt sich hingegen ein anderes Wachstumsmuster. Ausgehend von gleichen Geburts-
gewichten und anfangs anndhernd gleichstarkem Wachstum der Tiere der verschiedenen Gruppen
fiel ab dem 12. Lebenstag eine deutliche Gewichtszunahme von Weibchen der Gruppe 2 auf. Mit
Ausnahme der Zeitspanne vom 38.-55. Lebenstag, wo eine Angleichung der Kérpergewichte aller
drei Gruppen zu sehen war, hielt dieser Effekt bis zum 112 Lebenstag an. Bei anfangs norma-
lem Geburtsgewicht kann man nicht von einem aufholenden Wachstum oder CUG sprechen. In
den meisten Fillen von Individuen mit zu niedrigem oder zu hohem Geburtsgewicht kann man
im Verlauf der Kindheit zur Erreichung des Normalgewichts von einer Anpassung des Korper-
gewichts nach oben oder nach unten ausgehen. (88, 89). Erwartungsgemal} hitten diese Tiere
konform mit der Kontrollgruppe, der Gruppe 1, wachsen miissen. Wegen der Heterozygotie fiir das
defekte eNOS-Allel beim Muttertier ldsst sich hier ein weitreichender programmierender Effekt
ohne offensichtliche Wachstumsrestriktion mit deutlich erniedrigtem Geburtsgewicht vermuten.
Ein solcher Effekt wurde schon fiir heterozygote Nachkommen homozygoter eNOS-Knockout-
Muttertiere von Longos Forschergruppe beschrieben (17). Das Auftreten bei Wildtyp-Nachkom-

men eines heterozygoten eNOS-Knockout-Muttertiers hingegen ist noch nicht beschrieben worden.
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Unklar ist ebenfalls, iiber welchen Mechanismus ein solcher Effekt zum Tragen kommt. Wahrend
fiir das homozygote eNOS-Knockout-Muttertier ein gestortes Remodelling der uteroplazentaren
GefiBe und dadurch eine mangelhafte Versorgung des Feten gegen Ende der Schwangerschaft gut
belegt ist (16), gibt es keine eindeutigen Studien fiir das heterozygote eNOS-Knockout-Muttertier.
Studien zum Phédnotyp der heterozygoten eNOS-Knockout-Maus fithren zu der Annnahme, dass
er sich unter basalen Bedingungen nicht von Phéanotyp der Wildtyp-Méuse unterscheidet. Jedoch
konnen solche Tiere eine zusdtzliche Belastung ihres Organismus nicht in gleichem Mafle wie
thre Wildtyp-Artgenossen kompensieren (80, 81). Eine eingeschrdnkte plazentare Durchblutung
im Rahmen einer Schwangerschaft — auch ohne offensichtliche Beeintrachtigung des Feten — ist
bei diesen Tieren daher durchaus denkbar. Epigenetische DNA-Modifizierungen, eine veridnderte
Histonstruktur oder DNA-Methylierungen in Promotorregionen mit Aktivierung oder Deaktivie-
rung von Genen sind hierbei ein Mechanismus der Programmierung (25).

Eine weitere Ursache konnte auch in einer verdnderten Ovulation und einer abnormalen
meiotischen Reifung der Eizellen liegen, wie sie bei homozygoten eNOS-Knockout-Miusen von
Jablonka-Shariff und Olson beobachtet wurde (82). Bei Betrachtung der Wachstumskurven der
Gruppe 3 zeigen sich dhnliche Beobachtungen. Am 7. und 9. sowie zwischen dem 11. und 34.
Lebenstag waren diese Tiere verglichen mit Kontrolltieren der Gruppe 1 signifikant schwerer, bei
anfangs dhnlichem Geburtsgewicht. Bei der Betrachtung der verschiedenen Geschlechter zeigt
sich deutlich die Geschlechtsabhéngigkeit des Phinomens. Bei den ménnlichen Tieren der Gruppe
3 sieht man lediglich vom 1. bis 7. Lebenstag einen Gewichtsunterschied im Vergleich zur Gruppe
2. Es bestehen somit keine wesentlichen Unterschiede im Geburtsgewicht und Wachstumsverhal-
ten im Vergleich zur Kontrollgruppe, der Gruppe 1. Weibliche Tiere der Gruppe 3 waren hingegen
am 7. und 9., sowie zwischen 11. und 38. als auch am 40. Lebenstag signifikant schwerer gegen-
iiber den Tieren der Gruppe 1. Auch zwischen dem 42. und 49. Lebenstag, an den Tagen 56 und
63, zwischen Tag 77 und 91 sowie an den Tagen 105 und 112 hatten weibliche Tiere dieser Gruppe
verglichen mit Tieren der Gruppe 1 signifikant héhere Korpergewichte. Diese Gewichtsverlaufe
bei Tieren der Gruppe 3 sind umso iiberraschender, weil sie selbst und das Muttertier Wildtypen
sind und somit das plazentare Milieu und die Oogenese der Muttertiere mit denen der Kontroll-
gruppe vergleichbar sind. Die Vermutung liegt nahe, dass ein programmierender Effekt in diesem
Fall vom heterozygoten eNOS-Knockout-Vatertier kommt. Dieser Gedanke scheint nicht abwegig,
so beschrieben Longo und seine Forscherkollegen bei heterozygoten eNOS-Knockout-Mausen

einen Unterschied im Phinotyp, je nachdem ob das defekte eNOS-Gen maternaler oder paternaler
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Herkunft war. (17). Das Auftreten unabhéngig vom fetalen Genotyp bei Wildtyp-Nachkommen
eines heterozygoten eNOS-Knockout-Vatertiers hingegen ist noch nicht beschrieben worden. Die
Frage nach einer rein paternalen Vererbung des Phinotyps, die unabhéngig von der Weitergabe
einer DNA-Sequenz und damit eines Gens ist, ist Gegenstand der aktuellen Forschung. Grof3e
epidemiologische Studien in Schweden geben Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen den
Lebens- und Erndhrungsgewohnheiten der Grof3eltern und dem spéteren Erkrankungsrisiko ihrer
Enkelkinder an Diabetes mellitus Typ II und an Herz-Kreislauf Erkrankungen (5, 94). AuBler-
dem zeigen diese Studien, dass es eine geschlechtsspezifische transgenerationale Vererbung eines
Phinotyps innerhalb der ménnlichen oder weiblichen Linie einer Familie gibt (5, 94).

Einen wichtigen Beitrag zum molekularen Mechanismus dieser Vererbungsform lieferten
jiingste Untersuchungsergebnisse von Carones Forschergruppe. Sie konnten anhand von Méusen
zeigen, dass die Erndhrung des Vatertiers bei seinem Nachwuchs zu verdanderten Methylierungs-
mustern der DNA, und damit zu einer vermehrten oder verminderten Aktivierung von Genen des
Lipidstoffwechsels fiihrte (95). Interessanterweise bestanden bei der DNA der Spermien der Vater-
tiere keine erndhrungsabhédngigen Unterschiede in den Methylierungsmustern. Somit sind vermut-
lich noch weitere Wege der Vererbung, jenseits der Weitergabe eines Gens oder von einer durch
Methylierung verinderten DNA-Sequenz von Bedeutung. Nicht geklirt ist auBerdem die Atiolo-
gie der erhohten Gewichtszunahme der Tiere des in dieser Promotion unternommenen Versuchs.
Neben eines verdanderten Stoffwechsels und endokrinologischen Verédnderungen mit einer besse-
ren Nahrungsverwertung mit einer verstiarkten Neigung zur Adipositas, miissen auch verdnderte
Verhaltensmuster in Bezug auf die Nahrungsaufnahme oder auf korperliche Aktivitét diskutiert
werden. Verschiedene Studien belegen, dass das vorgelebte Verhaltensmuster der Elterntiere einen
entscheidenden Einfluss auf das Verhalten ihrer Nachkommen haben (96). Da die Versuchstiere
dieser Studie fiir 28 Tage mit ihrer Mutter zusammenlebten, konnte eine Prigung durch miitterli-
ches Verhalten in Bezug auf die Nahrungsaufnahme bei den Jungtieren bestanden haben. Weiterhin
kann ein anderes Sdugeverhalten mit durch miitterliche Nahrungsaufnahme beeinflusster Milchzu-
sammensetzung und -produktion diskutiert werden. Dies konnte eine weitere Erkldrung fiir einen
maternal vererbten Phanotyp ohne Genweitergabe in der Versuchskonstellation darstellen. Fiir die
paternale Vererbung eines Phénotyps ohne Genweitergabe kommt ein erlerntes soziales Verhal-
ten in diesem Versuch weniger in Betracht, da das Vatertier lediglich zur Befruchtung der Mutter

eingesetzt wurde und im Anschluf} daran keinerlei Kontakt zu seinen Nachkommen hatte.
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AbschlieBBend ldsst sich sagen, dass es deutliche Unterschiede abhidngig vom maternalen oder
paternalen Vorhandensein eines defizienten eNOS-Allels bei Wildtyp-Nachkommen fiir das
Wachstumsverhalten und die Gewichtszunahme bestehen. Diese Unterschiede sind geschlechtsab-
hiangig. Bei maternal vorhandenen eNOS-Allel sieht man bei den minnlichen Tieren bei niedrigem
Geburtsgewicht bis zum Erreichen des Normalgewichts innerhalb der ersten Lebenstage ein deut-
liches CUG. Dieses Verhalten ist mit einer intrauterinen Wachstumsrestriktion, verursacht durch
eine reduzierte uteroplazentare Durchblutung in der spdten Schwangerschaft vereinbar (16). Die
weiblichen Tiere zeigen hingegen bei maternal oder paternal vorhandenem eNOS-Allel erst weit
nach dem Eintreten der Geschlechtsreife bei normalem Geburtsgewicht eine Gewichtszunahme
mit Normalisierung. Als Ursache dieses Phinomens kann man unter anderem eine Programmie-
rung mit verdndertem intrauterinen Milieu bei heterozygotem eNOS-Knockout-Muttertier ohne
offensichtliche Wachstumsrestriktion und erniedrigtem Geburtsgewicht sehen. Weiterhin kommt
hier eine abnormale Ovulation und Oogenese beim Muttertier, sowie erlernte Verhaltensmuster
beziiglich der Nahrungsaufnahme in Frage. Bei paternal vorhandenem eNOS-Allel miissen andere
groftenteils noch unbekannte epigenetische Mechanismen der Programmierung zur Erklérung
herangezogen werden.

Fiir zukiinftige Studien wire es sicher sinnvoll noch mehr KérpermalBie wie z. B. Korperlidnge
und den Body-Mass-index einzufiihren, um eine genauere Differenzierung des Wachstums vorzu-
nehmen. Ebenfalls interessant wire eine nidhere Analyse der Korpergewebszusammensetzung,
insbesondere des Fettanteils am Gesamtkorpergewicht, um nidhere Aussagen zu einer eventuel-
len Adipositas zu machen. Zur Kliarung der Frage, ob eine verstdrkte Neigung zur Adipositas im
spateren Erwachsenenalter besteht, bedingt durch ein geringes Geburtsgewicht oder durch andere
subtilere programmierende Effekte, miisste in einer folgenden Studie ein lingerer Versuchszeit-
raum geplant werden, so dass die Tiere das Alter, in dem diese Effekte sichtbar werden, erreichen

konnen.

4.3 Organgewichte

Um Aussagen zu eventuellen Organveranderungen im Rahmen dieses Versuchs zu machen, ist das
relative Organgewicht aussagekriftiger als das absolute Organgewicht. Hier gab es signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen. Das relative Herzgewicht war in der Gruppe 2 (Vater WT x
Mutter eNOS+/-) signifikant erh6ht, verglichen mit den Werten der Gruppe 1 (Vater WT x Mutter
WT) und der Gruppe 3 (Vater eNOS +/- x Mutter WT). Des Weiteren war das relative Gewicht
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der linken Niere in Gruppe 2 signifikant hoher als in Gruppe 1. Bei der Betrachtung der verschie-
denen Geschlechter zeigten sich bei den Weibchen keine signifikanten Unterschiede im relativen
Organgewicht. Bei den ménnlichen Tieren war das relative Herzgewicht in Gruppe 2 verglichen
mit Gruppe 1 und Gruppe 3 signifikant erhoht. Ebenfalls erhoht waren die relativen Nierenge-
wichte der linken und rechten Niere bei den Ménnchen der Gruppe 2 verglichen mit Gruppe 1.
Die Geschlechtsabhingigkeit ist folglich in diesem Versuch auch beim relativen Organgewicht
gegeben. Interessant ist in diesem Fall, dass die ménnlichen Tiere der Gruppe 2 auch die Tiere
sind, die zusdtzlich zum verdnderten Herz- und Nierengewicht ein erniedrigtes Geburtsgewicht
aufweisen. Fiir ein niedriges Geburtsgewicht bestehen wiederum in epidemiologischen Studien
Korrelationen mit kardiovaskuldren Erkrankungen wie z. B. arterielle Hypertension, koronare
Herzkrankheit und Arteriosklerose, sowie fiir renale Erkrankungen im spéteren Erwachsenenal-
ter (1, 2, 8). Die histologische Auswertung dieser Organe diirfte hinsichtlich dieser Assoziation
aufschlussreich sein, ist jedoch nicht Bestandteil dieser Promotion. Hinsichtlich der Milz zeigten
sich zwischen den Gruppen keine Unterschiede im relativen und absoluten Organgewicht. Ein
geschlechtsspezifischer Unterschied existierte hier ebenfalls nicht.

Es existieren Studien, die zeigen, dass eine ausgeprigte fetale Wachstumsrestriktion mit nied-
rigem Geburtsgewicht vom Neugeborenenalter an bis weit ins Erwachsenenalter hinein mit einem
verringerten Thymus- und Milzvolumen assoziiert ist (36, 37, 38, 39, 40). Ursache dieses Phédno-
mens ist wahrscheinlich der sogenannte ,,Brain Sparing Effect”. Er tritt vor allem bei Ressourcen-
mangel des Fetus in der Spatschwangerschaft auf. Das Gehirn des Fetus wird hierbei bevorzugt mit
Nahrstoffen versorgt, zu Lasten des Stamms und der darin befindlichen Organe wie Leber, Nieren
und Milz, die dann kleiner ausfallen (33, 34). Die Organgewichte in dieser Studie sprechen gegen
einen starken oder zumindest gegen einen bis ins Erwachsenenalter anhaltenden ,,Brain Sparing
Effect”. Auch wenn bei den minnlichen Tieren der Gruppe 2 ein erniedrigtes Geburtsgewicht
besteht. Eine weitreichende Programmierung von Organsystemen ist deshalb jedoch nicht ausge-
schlossen. So konnte in der Forschung an heterozygoten eNOS-Knockout-Méusen wiederholt
gezeigt werden, dass Programmierungseffekte auch ohne signifikante Unterschiede im Geburts-
gewicht zustande kommen. Diese Studien zeigen sehr deutlich, wie ein relativ geringer Einfluss
auch ohne ausgeprégte intrauterine Wachstumsrestriktion weitreichende programmierende Effekte
entfalten kann (17, 18). Eine systematische histologische Untersuchung der Milz kann deshalb zur
Klédrung der Frage des Vorhandenseins, sowie iiber Art und Auspriagung einer fetalen Programmie-

rung beitragen.



Diskussion | 65

4.4 Histologie

Bei allen durchgefiihrten histologischen und immunhistochemischen Farbungen zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede, weder im Vergleich der Gruppen untereinander, noch bei alleiniger
Betrachtung der Méannchen bzw. der Weibchen. Der Anteil der weilen Pulpa an der Gesamtfla-
che der Milz war in allen Gruppen unabhingig vom Geschlecht nicht signifikant unterschiedlich.
Ebenso verhielten sich die Bindegewebsparameter interstitielle Fibrose und der Kapseldurchmes-
ser der Milz. Diese Ergebnisse sprechen fiir einen weitgehend unveranderten strukturellen Aufbau
der Milz ohne Fibrosierung, die z. B. bei chronischer Stauung des Organs entstehen kann. Die
unverdnderte Relation der weillen zur roten Pulpa deutet zudem noch auf eine regelrechte Vertei-
lung der zelluldren Komponenten des Immunsystems und des Retikulohistiozytiren Systems der
Milz hin. Bei den immunhistochemischen Farbungen waren die Anteile der durch B-Lymphozy-
ten, sowie durch T-Lymphozyten eingenommenen Flache im Verhéltnis zur Gesamtfliche der Milz
gleich. Dies trifft fiir den Vergleich der Gruppen untereinander, sowie fiir die alleinige Betrach-
tung der Mannchen oder Weibchen zu. Auch dieses Ergebnis zeigt eine normale Verteilung von
Immunzellen und liefert keinen Hinweis auf erniedrigte oder erhdhte Gesamtlymphozytenzahlen.
Vergleiche von Kindern mit niedrigem Geburtsgewicht mit Kindern mit normwertigen Geburts-
gewicht haben mehrfach Immundefizite gezeigt, so z. B. Reduktionen von B- und T-Lymphozy-
tenzahlen (33, 34, 35, 97). Im bearbeiteten Tierversuch bestand bei den mannlichen Tieren der
Gruppe 2 zwar ein erniedrigtes Geburtsgewicht, jedoch ohne auffillige Verdnderungen innerhalb
der Milzstruktur oder des Lymphozytenanteils. Die Tiere waren allerdings in der Studie zum Zeit-
punkt der Organanalyse bereits 25 Wochen alt. Die Daten der zuvor gerade angefiihrten Studien
wurden jedoch direkt nach der Geburt oder in der frithen Kindheit erhoben. Somit kann mit dem
in dieser Untersuchung zu Grunde liegenden Versuchsaufbau keine Aussage zu Lymphozyten-
populationen im frithen Lebensalter gemacht werden. Es gibt allerdings Hinweise darauf, dass
niedrige Lymphozytenpopulationen und Immundefizite durchaus bis ins Erwachsenenalter beste-
hen konnen. So konnte Moore und sein Team zeigen, dass in einer landlichen Region in Gambia
das Risiko nach dem 15. Lebensjahr an einer Infektion zu versterben groBer war, wenn das Indi-
viduum wihrend der jéhrlichen Diirrezeit und einem damit niedrigen Geburtsgewicht zur Welt
kam. Dieser Effekt war umkehrbar mit einer erhohten Energie- und Proteinaufnahme der Miitter
wiéhrend der Schwangerschaft (41, 42). Genauere Informationen zu den beobachteten Immunde-

fekten im Einzelnen fehlen jedoch.
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Anhand tierexperimenteller Studien konnten bis jetzt nur einzelne zelluldre Funktionsstorungen
wie z. B. eine beeintrachtigte Akute-Phase-Reaktion auf bakterielle Endotoxine oder eine vermin-
derte Produktion proinflammatorischer Zytokine gezeigt werden (37, 44, 45). Weiterhin ist eine
eindeutige Aussage zur Lymphozytenpopulation durch die alleinige histologische Untersuchung
der Milz nicht moglich. Bei Verwendung histologischer Methoden zur Erfassung einer Lympho-
zytenpopulation ergibt sich nur ein klares Bild, wenn man mehrere Organe des Immunsystems
begutachtet. Neben der Milz wire eine Untersuchung von Thymus-, Lymphknoten- und MALT-
Gewebe zur genauen Erfassung sinnvoll gewesen. Dies wiirde auch eine genauere Differenzierung
zwischen z. B. verdanderten Gesamtzahlen oder eines verdanderten Homing-Verhaltens ermdglichen.
Weitere Einschridnkungen ergeben sich zudem aus der zu einem einzigen Zeitpunkt erfassten Zell-
population. Eine Versuchskonstellation mit einer ldngeren postnatalen Beobachtungsphase und
die Erfassung der Lymphozytenpopulation an mehreren Zeitpunkten im Verlauf, etwa durch Flow
Zytometrie, hitte groBeren AufschluB iiber die postnatale immunologische Entwicklung ergeben
konnen. Vorsichtig muss man auch mit der Interpretation eines solchen Ergebnisses umgehen. Die
Lymphozytenpopulation als solches ist nur ein Parameter in einem hochkomplexen System wie
dem Immunsystem. Verdnderungen kdnnen zwar einen Hinweis auf ein eventuelles Immundefizit
darstellen, jedoch beweisen sie nichts. Zur ndaheren Beurteilung der Immunfunktion als Ganzes ist
deshalb eine in vitro und in vivo Funktionsdiagnostik unabdinglich.

Zu guter Letzt muss erwédhnt werden, dass die histologische Auswertung der Farbungen mit
Hilfe eines Thresholds ein weniger sensitives Verfahren darstellt, als das Auszdhlen von Zellen,
oder das Ausmessen von Arealen mit einem Cursor. Wegen der inhomogenen Verteilung der
immunhistochemisch angefarbten B- und T-Zellen innerhalb der Milz stellte es jedoch die geeig-
nete Methode dar, um eine moglichst groBe Fliche zu beurteilen. Die Bestimmung der Relation
der weilen zur roten Pulpa anhand des genaueren Cursorverfahrens mit ebenfalls unauftalligem
Ergebnis unterstiitzt die mit dem Threshold-Verfahren gewonnenen Ergebnisse beziiglich der
Lymphozytenanteile. Trotzdem ist es moglich, dass feine Unterschiede durch die verwendete
Technik nicht erfasst wurden. Weitere Studien sind nétig, um ein genaueres Bild der immuno-
logischen Entwicklung nach intrauteriner Wachstumsrestriktion zu bekommen. Somit wéren die
Grundlagen der fetalen Programmierung des Immunsystems besser zu verstehen. Es ldsst sich
festhalten, dass eine durch das angewandte genetische Modell bedingte fetale Programmierung
vorerst keinen langanhaltenden Effekt auf die Struktur der Milz bzw. auf Lymphozytenpopulati-

onen in der Milz hat. Dies kann man nur bedingt auf das gesamte Immunsystem iibertragen. Da
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es flir eNOS-Knockout-Tiere zur Programmierbarkeit des Immunsystems so gut wie keine Daten

gibt, sind weitere differenziertere Studien hierzu und insbesondere zur Immunfunktion nétig.

5 ZUSAMMENFASSUNG

Einleitung: Verschiedene epidemiologische Studien beim Menschen haben gezeigt, dass beein-
trachtigtes intrauterines Wachstum z. B. durch Untererndhrung der Mutter und damit einherge-
hend ein niedriges Geburtsgewicht mit einer Reihe von Erkrankungen verschiedener physiolo-
gischer Systeme im spéteren Leben korreliert. Hierzu gehdren insbesondere Erkrankungen des
Herz-Kreislauf-Systems wie Bluthochdruck und koronare Herzkrankheit, Arteriosklerose und
Priaeklampsie, sowie Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ II, verminderte Gluco-
setoleranz, Insulinresistenz, Hyperlipidimie und Adipositas. Fiir diese Korrelation wird die fetale
Programmierung verschiedener Organsysteme verantwortlich gemacht. In der menschlichen
Population sind verschiedene Polymorphismen im eNOS-Gen bekannt, die hiufig in Kombination
mit einem weiteren Risikofaktor zu einer [UGR mit fetaler Programmierung fiihren. Tierexperi-
mentell kann dieses Ergebnis durch Studien an homozygoten eNOS-Knockout-Midusen bestétigt
werden. Jedoch ist bei diesen Studien keine eindeutige Zuordnung eines fetalen Phanotyps zum
maternalen, paternalen oder fetalen Genotyp beziiglich des defizienten Allels moglich. Weiter-
hin existieren fiir die Programmierbarkeit des Immunsystems bei eNOS-Knockout-Mausen kaum
Daten. Diese Arbeit soll durch das experimentelle Studiendesign einen Beitrag zu einem besse-
ren Verstidndnis der Grundlagen der fetalen Programmierung leisten. Ein besseres Verstindnis der
Rolle elterlicher eNOS-Aktivitit in Bezug auf den fetalen Phénotyp und Programmierung konnte
somit zukiinftig unter anderem einen Beitrag zu einer besseren Vorsorge fiir Triger von bestimm-
ten eNOS-Polymorphismen leisten, sowie als Ansatz fiir neue Therapiekonzepte dienen.
Methoden: In der Versuchskonstellation wurden eNOS+/- Méuse jeweils mit einem WT-Part-
ner verpaart. Von den Nachkommen wurden nur Tiere mit WT-Genostatus untersucht. Diese
wurden in 3 Gruppen eingeteilt. Gruppe 1: Vater WT x Mutter WT, Gruppe 2: Vater WT x Mutter
eNOS+/-, Gruppe 3: Vater eNOS+/- x Mutter WT. Somit sind eventuell. beobachtete Verdanderun-
gen unabhingig vom fetalen Genotyp und entweder auf den maternalen oder paternalen Genotyp
zuriickzufiihren. Uber 140 Tage wurde das Gewicht der Tiere erhoben und vom 1. bis 13. Lebens-

tag die Thoraxbreite und der BMI bestimmt. Nach 140 Tagen erfolgte die Totung der Tiere und die
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Organentnahme. Zur systematischen Analyse eventueller Verdnderungen im Immunsystem wurde
die Milz histologisch und immunhistochemisch untersucht.

Ergebnis: Im Geburtsgewicht bestanden geschlechtsspezifische Unterschiede. So waren die
mannlichen Tiere der Gruppe 2 signifikant leichter als die Tiere der Gruppe 1 und 3. Sie hatten
auBBerdem ein erhohtes relatives Herz- und Nierengewicht. Die Weibchen waren beziiglich des
Geburts- und Organgewichts unauffillig. Die Méannchen der Gruppe 2 zeigten im Verlauf ein
frithes Autholwachstum bis zum Erreichen des Normalgewichts. Die Méannchen der Gruppe 3
hingegen nahmen im Verlauf stark zu. Nach dem 20. Lebenstag waren die Gewichtsunterschiede
aller Ménnchen ausgeglichen. Die Weibchen der Gruppe 2 und 3 nahmen im Verlauf {iberpropor-
tional zu. Dieser Effekt war langanhaltend bis zum 112. Lebenstag vorhanden. Der BMI von Tag
1 bis 13 zeigte einige unspezifische, nicht verwertbare Signifikanzen und die Thoraxbreite von
Tag 1 bis 13 zeigte keine wesentlichen Unterschiede innerhalb der Gruppen und Geschlechter. Die
Untersuchungen zum strukturellen Aufbau der Milz erbrachten keine Verdnderungen beziiglich
des Organgewichts und der Bindegewebsparameter interstitieller Fibrose und Kapseldurchmesser.
Die Anteile der weillen Pulpa, sowie die Anteile der durch B-Lymphozyten und durch T-Lympho-
zyten eingenommenen Fldche im Verhéltnis zur Gesamtflache der Milz war ebenfalls unveridndert.

Diskussion: Die Verdnderungen im Geburtsgewicht, im relativen Organgewicht und im post-
natalen Gewichtsverlauf der Mannchen der Gruppe 2 sprechen fiir eine fetale Programmierung
im Sinne einer [UGR. Erklérbar ist dies durch ein verdndertes intrauterines Milieu beim eNOS+/-
Muttertier. Diese Programmierung scheint geschlechtsspezifisch zu sein, da die Weibchen nicht
bzw. nicht in gleicher Form wie die Méinnchen betroffen sind. Die Weibchen der Gruppe 2, sowie
alle Tiere der Gruppe 3 zeigten ein anderes Wachstumsmuster, welches sich nicht durch das Phéno-
men des Aufholwachstums bei IUGR mit niedrigem Geburtsgewicht erkldren ldsst. Tiere der
Gruppe 3 stammten zudem von einem WT-Muttertier mit unverdndertem uterinen Milieu. Epige-
netische Mechanismen, bei denen es zu Modifizierungen der DNA ohne Sequenzverianderung
kommt und die geschlechtsspezifisch paternal vererbt werden, miissen hier in Betracht gezogen
werden. Die Untersuchungen der Milz ergaben keine Hinweise auf eine eventuelle Programmier-
barkeit des Organs und seiner zelluliren Komponenten — dies kann jedoch nur bedingt auf das
Immunsystem als Ganzes tibertragen werden. Hierzu wire eine Untersuchung mehrerer immuno-
logischer Organe bzw. eine Funktionsdiagnostik zur Darstellung eines eventuellen Immundefizits

vonnoten. Weiterhin konnen durch den Versuch keine Verdnderungen durch Programmierung, die
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erst im spéteren Leben auftillig werden, aufgezeigt werden. Weitere Versuche mit einer langeren

Lebensspanne der Tiere wéren hierzu notig.
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