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1 Einfithrung
1.1  Ubergewicht und das metabolische Syndrom

Ubergewicht und Adipositas sind ein weltweites Gesundheitsproblem und haben in den letzten
Jahren epidemische Ausmalle angenommen. In den USA stieg der Anteil adipéser Ménner (mit
einem Body-Mass-Index iiber 30 kg/m?) von 27,5 Prozent im Jahr 1999 auf 31 Prozent im Jahr
2003. Die Priavalenz extremer Adipositas (BMI > 40) lag 2003 bei 2,8 Prozent in der ménnlichen
Bevdlkerung und bei 7 Prozent in der weiblichen. Beunruhigenderweise ist dieser Trend bereits
im Kindesalter sichtbar: Zwischen 1999 und 2004 stieg der Anteil adiposer Kinder und Jugendli-
chen in den USA von knapp 14 auf 16 Prozent bei den Maddchen und auf iiber 18 Prozent bei den
Jungen (Ogden et al. 2006). Auch in Deutschland herrscht ein vergleichbarer Zustand: In den
letzten 20 Jahren stieg der Prozentsatz adiposer Ménner und Frauen deutlich an. Zurzeit sind
ungefihr 70 Prozent der deutschen Ménner und 50 Prozent der Frauen iibergewichtig oder adipds
(Mensink et al. 2005). Allein in der Gruppe der fiinf- bis siebenjéhrigen Kinder zeigte sich ein
signifikanter Anstieg der Ubergewichtsprivalenz zwischen 1991 und 2000 von 10 auf 17,5 Pro-
zent in den ostdeutschen Bundeslédndern und von knapp 15 auf iiber 22 Prozent in den westlichen
(Apfelbacher et al. 2008). Nach Ergebnissen des bundesweiten Kinder- und Jugendgesundheits-
surveys (KiGGS) betrdgt die Verbreitung von Adipositas bei den 3- bis 6-Jéhrigen knapp 3 Pro-
zent und steigt liber 6 Prozent bei den 7- bis 10-Jahrigen bis auf knapp 9 Prozent bei den 14- bis
17-Jahrigen (Kurth und Schaffrath Rosario 2007).

BekanntermaBen ist eine Anzahl von Folgekrankheiten mit Ubergewicht bzw. Adipositas assozi-
iert (Ubersicht z.B. bei Bray und Bellanger 2006). So ist im Allgemeinen die Lebensdauer ver-
kiirzt und nimmt das Risiko einen plotzlichen Herztod oder Schlaganfall zu erleiden zu (Thomp-
son et al. 1999). Adipositas ist der Hauptrisikofaktor fiir die Entwicklung eines Diabetes, eines
arteriellen Hypertonus, einer Hypercholesterindmie, fiir Asthma und Arthritis (Mokdad et al.
2003). Des Weiteren ist das Risiko fiir Gallenblasenerkrankungen, Schlafapnoe und bestimmte
Tumoren erhoht. An erster Stelle steht jedoch die Entwicklung eines metabolischen Syndroms,
da bereits im Kindes- und Jugendalter Teile dieses Symptomenkomplexes bei adipdsen Heran-
wachsenden nachzuweisen sind, wie unter anderem die regelméfBigen Veroffentlichungen von
Ergebnissen des amerikanischen National Health and Nutrition Examination Surveys

(NHANES) zeigen (Johnson et al. 2009). Die WHO definiert das Metabolische Syndrom wie
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folgt: Erstens muss eine Insulinresistenz vorliegen, entweder als manifester Diabetes mellitus
Typ 2 oder als gestorte Glukosetoleranz oder erhohte Fastenglukose. Zweitens miissen mindes-
tens zwei der folgenden fiinf Bedingungen vorliegen: Arterielle Hypertonie (> 140 mmHg systo-
lisch oder > 90 mmHg diastolisch), Plasmatriglyzeride > 150 mg/dL (> 1,7 mmol/L) und/oder
HDL-Cholesterol < 35 mg/dL (< 0,9 mmol/L) bei Médnnern bzw. < 39 mg/dL (1,0 mmol/L) bei
Frauen, BMI > 30 kg/m2 und/oder Taillen/Hiiftumfang > 0,9 bei Mannern bzw. > 0,85 bei Frau-
en, Albuminausscheidung > 20 pg/min oder Albumin/Kreatinin > 30 mg/g (Alberti et al. 1998).

Angesichts der erhohten Priavalenzraten flir Adipositas iiber alle Altersklassen hinweg ist es be-
merkenswert, dass sich dariiberhinaus das Geburtsgewicht der in den letzten zwanzig Jahren in
den Industriestaaten geborenen Kinder stetig erhoht hat (Ananth und Wen 2002). LGA-
Neugeborene (Large-for-gestational-age) haben ein signifikant erhohtes Risiko bereits im Kin-
desalter ein metabolisches Syndrom zu entwickeln (Boney et al. 2005). Hinsichtlich der Ein-
dimmung der Ubergewichtsepidemie im Sinne einer Primirprivention ist es von besonderer
Bedeutung die ursidchlichen Faktoren fiir diese demographische Entwicklung zu finden. Da sich
der Bevolkerungsquerschnitt innerhalb einer so kurzen Zeitspanne in Richtung eines {iberge-
wichtigen Phinotyps entwickelt hat, liegt die Vermutung nahe, dass die Ursache keine geneti-
sche sein kann, sondern vielmehr Umweltbedingungen hierfiir verantwortlich sind. Da bereits
Neugeborene betroffen sind, kdnnen nicht allein mangelnde physische Aktivitdt oder der iiber-
maiBige Genuss kalorienreicher und hochverarbeiteter Nahrungsmittel Grund fiir die dramatische
Zunahme des kindlichen und adulten Ubergewichts sein, wie teilweise diskutiert wird (z.B. So-

thern 2004).

Bereits wihrend der Schwangerschaft hat der metabolische Zustand der Mutter Einfluss auf die
Entwicklung des kindlichen Korpergewichts. Assoziiert mit einem erhohten Geburtsgewicht des
Kindes sind nachgewiesenermallen eine (priexistente) Adipositas der Mutter (Cedergren 2004),
der miitterliche (Gestations-)Diabetes (Crowther et al. 2005, Giinther et al. 2006, HAPO-Studie
2008), sowie die libermiflige Gewichtszunahme in der Schwangerschaft (Bergmann et al. 2003).
Das erhohte Geburtsgewicht wiederum korreliert mit dem spiteren Gewicht der Kinder (Soren-
sen et al. 1997) und mit einem erhdhten Risiko fiir die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ

2 (Curhan et al. 1996, Harder et al. 2007).
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Von ebenfalls groBer Bedeutung scheint die Erndhrung des Kindes in der Neonatalperiode zu
sein. Eine hohe Gewichtszunahme in den ersten drei Lebensmonaten bzw. in der ersten Lebens-
woche korreliert positiv mit dem Adipositasrisiko im Erwachsenenalter (Dorner et al. 1976,
Stettler et al. 2005). Sduglinge, die mit Formulamilch ernéhrt werden, weisen am Ende des ersten
Lebensjahres hohere Korpergewichte auf als gestillte Kinder (Dewey et al. 1993). Wie eine Me-
taanalyse unserer Arbeitsgruppe zeigt, fiihrt Stillen zu einer Senkung des Ubergewichtsrisikos im
spateren Kindes- oder Erwachsenenalters um im Mittel 25 Prozent (Harder et al. 2005). Hierbei
besteht eine Dosis-Wirkungsbeziehung in den ersten 9 Stillmonaten: Jeder Monat Muttermilch-
ernihrung reduziert das Ubergewichtsrisiko um 4 Prozent. Auch die Gefahr der Entwicklung
kardiovaskuldrer Erkrankungen oder eines Diabetes mellitus wird durch Stillen positiv beein-
flusst (Owen et al. 2006). Erste Ergebnisse des “European Childhood Obesity Projects”, einer
randomisierten, doppelblinden Interventionsstudie an iiber eintausend Kindern in fiinf europdi-
schen Lindern, machen den hoheren Proteingehalt der Formulaerndhrung gegeniiber Mutter-
milch verantwortlich fiir die hohere Gewichtszunahme in den ersten zwei Lebensjahren von

Kindern, die mit Flaschenmilch erndhrt wurden (Koletzko et al. 2009).
1.2 Vom Tierexperiment zur Hypothese der perinatalen Programmierung

Die oben genannten klinisch-epidemiologischen Erkenntnisse gaben und geben Anlass zu tierex-
perimentellen Studien zum Einfluss der neonatalen Ernihrung auf die Entwicklung von Uberge-
wicht und des metabolischen Syndroms. Erfahrungen auch unserer Arbeitsgruppe liegen beziig-
lich des Tiermodells der ,kleinen Wiirfe*“ (KW) vor. In diesem Modell wird bei Ratten eine
neonatale Uberernihrung induziert, indem die primire Wurfgroe von 10-12 Tieren auf 3-4
Neugeborene pro Nest reduziert wird. Die Hyperphagie der Rattennachkommen persistiert bis
ins adulte Alter (Oscai und McGarr 1978, Voits et al. 1996) und fiihrt zu juveniler (Faust et al.
1980) und lebenslanger Adipositas (Plagemann et al. 1992, Waterland und Garza 2002). In frii-
heren Studien unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass Ratten aus kleinen Wiirfen im
Erwachsenenalter einen Symptomenkomplex aus gestorter Glukosetoleranz, Insulinresistenz,
Hypertriglyzeriddmie und arteriellem Hypertonus entwickeln, der dem metabolischen Syndrom
des Menschen dhnelt (Plagemann et al. 1999a). Bestétigt wurden diese Ergebnisse unter anderem

von einer franzdsischen Forschungsgruppe (Boullu-Ciocca et al. 2005).
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Die neonatale Uberernihrung fiihrte demnach zu einer dauerhaften ,,Fehlprigung® der (neuroen-
dokrinen) Regulation von Nahrungsaufnahme, K&rpergewicht und Stoffwechsel. Fiir diese ge-
sundheitlichen Langzeitauswirkungen der friihkindlichen Erndhrung fand Lucas den Begriff der
»erndhrungsbedingten Programmierung®. Der Begriff der Programmierung beschreibt dabei ei-
nen Prozess, bei dem ein Stimulus oder Insult wéhrend einer kritischen Entwicklungsphase des
Organismus eine signifikante lebenslange Auswirkung auf dessen Funktion bewirkt (Lucas

1991).

Abgesehen von der neonatalen Erndhrung sind jedoch viele weitere EinfluBfaktoren denkbar, die
den Organismus dauerhaft programmieren und so zu Fehlfunktionen bzw. chronischen Erkran-
kungen fiihren konnen. In den internationalen Diskurs gelangte die Thematik durch die Arbeits-
gruppe um Hales und Barker, welche einen Zusammenhang feststellten zwischen dem Risiko im
spateren Leben ein metabolisches Syndrom, einen Typ-2-Diabetes oder eine koronare Herzer-
krankung zu entwickeln und einem niedrigen Geburtsgewicht als Folge préinataler Unterernih-
rung (Hales und Barker 1992, Barker 1995). Sie setzten fiir Phinomene dieser Art den Terminus

der ,fetalen Programmierung* durch (Hales und Barker 1992).

Programmierung setzt ein plastisches und sensitives System voraus, das in einem umschriebenen
Entwicklungsstadium in seiner kiinftigen Funktionsweise geprdgt werden kann (Plagemann
2004). Das neuroendokrine System ist ein solch plastisches System, dessen Komponenten in der
Fetal- und teilweise auch in der Neonatalzeit unreif sind. Insbesondere die Differenzierung des
Gehirns ist zum Zeitpunkt der Geburt noch nicht abgeschlossen. Die Quantitdt von Hormonen
und Neurotransmittern determiniert wahrend dieses sensiblen Zeitfensters die Nervenzellreifung
und die interneuronalen Verkniipfungen. Auf diese Weise werden Sollwerte generiert bzw. vor-
programmiert, mit deren Hilfe nach der Differenzierungsphase lebenslang innerhalb des Regel-
kreises von z.B. Nahrungsaufnahme und Energiebalance der homoostatische Istzustand abgegli-
chen und angepasst wird. Liegen Hormone wéhrend der kritischen Zeitfenster in anormalen
Konzentrationen vor, so wird das Regelsystem fehlprogrammiert, was zu einer permanenten
Fehlfunktion desselben fiihrt. Fiir derartige Prozesse der BeeinfluBung neuroendokriner Regel-
kreise durch ,,Teratogene* wie beispielsweise unphysiologischen Hormonkonzentrationen pragte
erstmals 1974 Dorner den Begriff der ,,funktionellen Teratogenese* (Dorner 1974). Den Effekt
dauerhafter Fehlfunktion eines Organismus durch Verdnderungen des fetalen Milieus benannte

er bereits damals als intrauterine Programmierung. Dorner begriindete damit ein Konzept iiber
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die Entstehung von Krankheitsdispositionen, welches in den neunziger Jahren des letzten Jahr-
hunderts durch Barker zu internationalem Durchbruch fand und seitdem ein expandierendes Feld

der Forschung darstellt.

1.3 Die Bedeutung des Hypothalamus im Regelkreis von Nahrungsaufnahme und Kor-

pergewicht

Die Energiebalance des Korpers wird durch ein neuroendokrines Riickkopplungsnetzwerk regu-
liert, welches prinzipiell aus den drei Komponenten Afferenz, zentralnervises Steuerungssystem
und Efferenz besteht. Afferente neuronale und hormonelle Signale wie z.B. Vagusaktivitit, Insu-
lin und Leptin werden im Magen-Darmtrakt, von Pankreas, Leber und Fettgewebe generiert und
freigesetzt. Sie gelangen zum Hypothalamus, dem zentralen Steuerungsorgan aller vegetativen
und der meisten endokrinen Prozesse des Organismus. Verschiedene Kerngebiete sind dort betei-
ligt an der Integration von peripheren Sattigungssignalen und von neuronalen Impulsen, die aus
dem Hirnstamm, dem limbischen System aber auch aus hoheren Kortexarealen stammen. Die
Nervenzellen im Nucleus arcuatus hypothalami (ARC) tragen auf ihrer Zelloberfldche u. a. Insu-
lin- und Leptinrezeptoren und produzieren Neuropeptide, welche die Nahrungsaufnahme stimu-

lieren oder hemmen (also orexigen bzw. anorexigen wirken).

Auf diese Weise senkt das Fettgewebshormon Leptin zum Beispiel die Expression und Freiset-
zung von Neuropeptid Y (NPY) im ARC (Wang et al. 1997). NPY ist das stirkste bekannte
orexigene Signal. NPY-produzierende Neurone projezieren in Kerngebiete, die als Séttigungs-
bzw. Hungerzentren des Hypothalamus gelten, namentlich in den ventromedialen (VMH), latera-
len (LH) und paraventrikuldren (PVN) Kern, und stimulieren dort Vorginge, die zu erhohtem

Appetit und verstarkter Nahrungsaufnahme fiihren (Stanley et al. 1984).

Dem gegeniiber stehen anorexigene Peptide wie CRH, CART und vor allem o-
melanozytenstimulierendes Hormon (o-MSH, auch Melanocortin genannt). Letzteres ist ein
Spaltprodukt von Proopiomelanocortin (POMC), welches ausschlieBlich in Neuronen des
Nucleus arcuatus hypothalami synthetisiert wird (Finley et al. 1981, Smith und Funder 1988,
Cone 2005). Leptin induziert im ARC die Synthese von POMC und die Freisetzung von a-MSH
(Schwartz et al. 1997). Seine Wirkung entfaltet Melanocortin in paraventrikuldren und lateralen
Kernen des Hypothalamus, indem durch Bindung an MC4-Rezeptoren die Nahrungsaufnahme
inhibiert wird (Huszar et al. 1997).
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Die Neurone des ARC, PVN und LH projezieren in den Nucleus tractus solitarius in der Medulla
oblongata (Ubersicht z.B. bei Blevins und Baskin 2010). Dort werden die orexigenen und
anorexigenen Signale aus dem Hypothalamus iibersetzt in die Aktivitdtsmuster des autonomen
Nervensystems, welches den efferenten Schenkel des Regelkreises der Energiebalance darstellt.
Stimulation des Sympathikus fiihrt zu erhohtem Energieverbrauch durch Thermogenese und zur
Induktion kataboler Stoffwechselvorgdnge wie der Lipolyse, wohingegen der Parasympathikus
(N. Vagus) Verdauung und anabole Prozesse z. B. {liber vermehrte Insulinfreisetzung fordert,

also eher zur Speicherung von Energie beitragt.

Tiere, die aufgrund einer Aufzucht im kleinen Wurf neonatal {ibererndhrt wurden, weisen erhoh-
te Spiegel der Sattigungsparameter Insulin und Leptin auf (Plagemann et al. 1999a). Dies miisste
physiologisch mit einer verminderten Expression des orexigenen Neuropeptid Y und einer er-
hohten Expression des anorexigenen Proopiomelanocortins im Hypothalamus einhergehen. Im
Widerspruch dazu konnte von unserer Arbeitsgruppe mittels RIA und Immunzytochemie gezeigt
werden, dass sich die NPY-Expression bei neonatal {ibererndhrten Ratten nicht von der normal-
erndhrter Ratten unterscheidet (Plagemann et al. 1999b). Dies spricht fiir eine erworbene Resis-
tenz der NPY-Neuronen gegeniiber Leptin. Die physiologische Expression des Neuropeptids
wurde durch die Hyperleptindmie wihrend der Differenzierungsperiode sozusagen ,,fehlpro-
grammiert™. Im Folgenden soll daher ein molekularer Mechanismus ndher beleuchtet werden,
durch den eine Programmierung der Genexpression prinzipiell moglich wire, die zu einer dauer-

haften Pragung von Stoffwechselprozessen fiihren konnte.

1.4  Die DNA-Methylierung als epigenetischer Mechanismus einer dauerhaft verinder-

ten Genexpression

Mehrere Komponenten sind an der Regulation der Genexpression beteiligt: Ubiquitdre Trans-
kriptionsfaktoren werden bendtigt, um die Bindung der RNA-Polymerase an den Genpromotor
zu stabilisieren und durch ihre Funktion als Histonazetylasen oder -deazytelasen den Zugang zu
den entsprechenden Genabschnitten zu erméglichen bzw. zu verhindern (Ubersicht z.B. bei Gill
2001). Des Weiteren finden sich genspezifische Regulatorproteine, welche als Aktivatoren oder
Repressoren der Transkription wirken. Sie binden an spezifischen DNA-Sequenzen innerhalb
des Promotors oder an sogenannten Enhancer-Sequenzen, die oft einige tausend Basenpaare ent-

fernt von dem Gen liegen konnen, dessen Expression sie beeinflussen. Diese
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Genregulatorproteine arbeiten zusammen, das heilit jedes einzelne ist dabei wichtig. Thre ver-
schiedenen Wirkungen summieren sich zum endgiiltigen Expressionsniveau des Gens auf. Die
Aktivatoren/Repressoren selbst werden wiederum beeinflusst von den Bedingungen, die in der
Zelle und letztlich im Korper herrschen. Thre Freisetzung ist zum Beispiel abhingig von der Bin-
dung eines Proteins an seinen Rezeptor, von der Offnung eines Ionenkanals oder von einer en-
zymatischen Aktivitdt (Whiteside und Goodbourn 1993). Nur so kann gewéhrleistet werden, dass
das richtige Gen in der richtigen Zelle zur rechten Zeit und in der benétigten Menge als Antwort
auf bestimmte verdnderte Umweltbedingungen transkribiert wird. Dieser prinzipielle Mechanis-
mus der Genregulation wirkt kurzfristig und kann daher nicht erkldren, wie es zu dauerhaften

Verdanderungen des Expressionszustandes von Genen kommt.

Somatische Mutationen der DNA-Sequenz kénnen die Originalsequenz des Promotors in der Art
verandern, dass Transkriptionsfaktoren, Aktivatoren oder Repressoren nicht mehr binden kdnnen
und die Polymerase die RNA-Synthese nicht startet, vorzeitig abbricht oder aber auch gar nicht
mehr stoppt. Solche Mutationen sind jedoch sehr selten und die meisten bleibenden Zustinde
verdnderter Genexpression sind nicht bei Geburt schon vorhanden, sondern werden im Laufe des
Lebens erst erworben, wie zum Beispiel bei einer Vielzahl von Tumorerkrankungen (Ubersicht

z.B. bei Velculescu 2008).

Es ist daher wahrscheinlich, dass dem Phinomen erworbener und dauerhaft verdnderter Genex-
pression epigenetische Mechanismen zugrunde liegen. Der Begriff der Epigenetik wurde im Jahr
1942 von Waddington eingefiihrt. Die Epigenetik galt dem Studium der Interaktionen von Genen
mit threr Umwelt und der Art und Weise, wie diese Wechselwirkungen den Phinotyp eines Or-
ganismus pragen (Waddington 1942). Seit den Neunzigerjahren beschreibt die Epigenetik Ver-
dnderungen der Genfunktion, welche vererbbar sind, aber nicht durch Anderungen der DNA-

Sequenz erklért werden konnen (Russo et al. 1996).

Der bekannteste epigenetische Mechanismus ist die DNA-Methylierung, das heif3t die kovalente
Bindung einer 5°-Methylgruppe an das fiinfte Kohlenstoffatom der Base Cytosin (Holliday
1987). 5’-Methylcytosin findet sich bei Wirbeltieren vorwiegend als sogenanntes CpG-
Dinukleotid gepaart mit Guanin, mit welchem es iiber eine Phosphatgruppe verbunden ist. Diese
CpG-Dinukleotide sind in weiten Genomteilen unterreprisentiert. Diejenigen DNA-Abschnitte,

in denen sie in groBerer Haufigkeit auftreten, werden CpG-Inseln genannt (Larsen et al. 1992).
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Nach der aktuellen Definition (Takai et al. 2002) muss eine CpG-Insel eine minimale Linge von
500 Basenpaaren und einen GC-Anteil von mindestens 55 Prozent haben sowie einen Quotienten
von mindestens 0,6 von beobachteten zu erwarteten CpG-Dinukleotiden aufweisen. CpG-Inseln
befinden sich zumeist am 5-Ende von kodierenden Gensequenzen des Menschen, also genau
dort, wo in den meisten Féllen der Promotor lokalisiert ist (Bird 1986) und Transkriptionsfakto-
ren bzw. regulatorische Proteine binden (Cuadrado et al. 2001). Die Mehrheit der CpG-Inseln im
menschlichen Genom sind unmethyliert und bleiben es auch unabhingig vom Expressionzustand
des dazugehorigen Gens (Antequera et al. 1990). Andere werden im Verlauf der Keimzell- oder
friihen Embryonalentwicklung vollstindig methyliert (Monk et al. 1987), was zu einer komplet-
ten Stilllegung des Promotors und Gens fiihrt. Auf diese Weise funktionieren das sogenannte
,»Genomische Imprinting* (Reik und Surani 1989) und die Inaktivierung des X-Chromosoms
(Monk und Grant 1990). Aber auch in adulten somatischen Zellen kann es zu einer fortschreiten-
den Methylierung von CpG-Inseln kommen, wie es zum Beispiel in bestimmten Geweben wih-
rend des Alterungsprozesses (Ahuja und Issa 2000) oder in Kulturzelllinien (Jones et al. 1990)

gezeigt werden konnte.

Es liegen inzwischen einige Belege dafiir vor, dass eine erhohte CpG-Methylierung eine vermin-
derte Expression des nachgeschalteten Gens bewirkt (Andria et al. 1999, Weber et al. 2007,
Deaton und Bird 2011). Vor allem In-vitro-Studien konnten zeigen, wie die Gentranskription
gehemmt wird in Abhédngigkeit von der Dichte und der Position methylierter CpG-Dinukleotide
im Promotor (Boyes und Bird 1992). Verschiedene Mechanismen werden diskutiert, auf welche
Art und Weise diese Repression zustande kommt: Zum einen kann das Vorhandensein einer Me-
thylgruppe innerhalb einer regulatorischen Gensequenz direkt die Bindung eines Transkriptions-
faktors oder eines anderen Aktivators verhindern. Fiir diese These spricht, dass viele
Regulatorproteine bekannt sind, die an CpG-haltige DNA-Sequenzen binden, und dass einige
von diesen nicht mehr binden kdnnen, wenn die CpG-Dinukleotide Methylgruppen tragen (z. B.
STAT3: Chen et al. 2000, Takizawa et al. 2001; z. B. Nf-kB: Bednarik et al. 1991). Dariiber hin-
aus wurde flir den Transkriptionsaktivator Signalprotein 1 (Spl) beschrieben, dass CpG-
Methylierungen auflerhalb der eigentlichen Bindungsstelle von Spl dessen Anlagerung an die
DNA zu verhindern vermogen (Clark et al. 1997, Zhu et al. 2003). Eine andere Theorie erklart
die transkriptionshemmende Wirkung von CpG-Methylierungen mit dem Vorhandensein von
sogenannten MBDs bzw. MeCPs, d. h. Methyl-CpG-bindenden Proteinen, welche an methylierte

DNA binden und die Transkription behindern (Kudo 1998, Ng et al. 2000).
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Welcher Mechanismus auch immer der verédnderten Genexpression durch Methylierung zugrun-
de liegt, prinzipiell sind die wiahrend der Zelldifferenzierung entstehenden DNA-
Methylierungsmuster gewebespezifisch, d.h. die CpG-Sequenzen von Genen ohne CpG-Insel
werden in den meisten Geweben methyliert, wihrend in exprimierenden Geweben dieselben
CpG-Dinukleotide unmethyliert vorliegen (Newell-Price et al. 2001, Ohgane et al. 2008). Wih-
rend der Embryonalzeit kommt es nach einer kompletten Demethylierung der chromosomalen
DNA zur gewebespezifischen de novo Methylierung durch die DNA-Methyltransferase DNMT3
(Razin und Shemer 1995). Der auf diese Weise festgelegte Methylierungsstatus wird bei den
folgenden Zellteilungen unter Vermittlung der DNMT1 auf die DNA der Tochterzellen iibertra-
gen und so aufrechterhalten (Bestor 2000). Wenn demnach wihrend der Entwicklung des Orga-
nismus die Expression eines Gens durch CpG-Methylierung verdndert wird, so vererbt sich die-

ses Methylierungs- und Expressionsmuster auf alle folgenden Zellgenerationen.

Die DNA-Methyltransferasen sind wie alle Enzyme von dem sie umgebenden Milieu abhéngig
und durch verschiedenste Stoffwechselmetabolite induzierbar, z. B. durch die Verfiigbarkeit von
Methylgruppen (Rees et al. 2000). So konnte bereits 1998 an der sogenannten ,,viable yellow*
Maus (A"Y/a) gezeigt werden, dass eine mit Methylgruppen angereicherte Erndhrung von Méu-
semiittern zu einer vermehrten DNA-Methylierung des Agouti-Genlokus bei den Nachkommen
fiilhrte (Wolff et al. 1998). Die Methylierung betraf CpG-Stellen eines Transposons innerhalb des
Agoutigens und beeinflusste den Phénotyp der Mause hinsichtlich Felltonung und Morbiditét
(Waterland und Jirtle 2003). Lillycrop und Kollegen fiihrten eine aufschlussreiche
Methylierungsstudie an Rattennachkommen durch, deren Miitter wahrend der Trachtigkeit eine
proteinreduzierte Erndhrung erhalten hatten. Der Arbeitsgruppe gelang es, in der Leber der
Rattenneonaten eine Reduktion der Promotormethylierung im Glukokortikoidrezeptorgen sowie
eine erhohte Glukokortikoidrezeptorexpression festzustellen. Des Weiteren fanden sie eine er-
niedrigte Expression der Methyltransferase DNMT 1 (Lillycrop et al. 2007). Eine andere Ar-
beitsgruppe konnte an Schafen zeigen, dass die Restriktion von Methyldonatoren wie Methionin,
Vitamin B12 und Folsédure in der Nahrung der weiblichen Tiere wéihrend der Konzeption zu ei-
nem verdnderten Methylierungsstatus bei den Nachkommen fiihrte. Von den im fetalen Gewebe
untersuchten 1400 CpG-Inseln wiesen 4 Prozent solche Methylierungsverdnderungen auf. Die
Nachkommen entwickelten dariiber hinaus eine Adipositas, eine Insulinresistenz und einen arte-
riellen Hypertonus (Sinclair et al. 2007). Eine weitere aufsehenerregende Studie an Honigbienen

gibt Einblicke, wie erndhrungsabhingig - durch DNA-Methylierung - der Reproduktionsstatus
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von Honigbienen gesteuert wird: Normalerweise entwickeln sich aus Bienenlarven nur dann rep-
roduktionsfdhige Koniginnen, wenn sie mit sogenanntem ,,Gelee Royal* gefiittert werden. Inte-
ressanterweise zeigt die DNA von Koniginnen und Arbeiterinnen unterschiedliche
Methylierungsmuster. Die Vermutung lag nahe, dass Methylierungsunterschiede den Phénotyp
bedingen. Durch Ausschaltung der Expression der Methyltransferase DNMT3 in den Larven,
gelang es der Arbeitsgruppe um Maleszka, ebenfalls reproduktionsfahige Koniginnen heranzu-
ziehen (Kucharski et al. 2008). Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, dass in der nach-
folgenden Methylierungsstudie signifikante Unterschiede in der Cytosinmethylierung zwischen
Arbeiterinnen und Koéniginnen gefunden wurden - bei iiber 550 Genen aus den Gehirnen der

Honigbiene (Lyko et al. 2010).

Dies sind eindrucksvolle Beispiele fiir den vermuteten Zusammenhang zwischen Erndhrung,
DNA-Methylierung und Genexpression. Es existieren dariiber hinaus Hinweise, dass auch die
Art des miitterlichen Verhaltens gegeniiber den Nachkommen deren Genexpression direkt {iber
verdnderte CpG-Methylierung beeinflusst. So wiesen die Jungtiere von Rattenmiittern, die sich
im Vergleich besonders intensiv um die Brutpflege kiimmerten, eine signifikant erniedrigte
CpG-Methylierung  innerhalb der Bindungsstelle eines  Transkriptionsfaktors des
Glukokortikoidrezeptorgens im Hippocampus auf, was mit erhohter Expression des Gens einher-

ging (Weaver et al. 2004).

Auf eine idhnliche Weise koénnte auch neonatale Uberernihrung zu einem verinderten
Methylierungszustand innerhalb der regulativen Regionen von Neuropeptiden fithren. Nachdem
unsere Arbeitsgruppe im Hypothalamus iibererndhrter Ratten bereits den Genpromotor des
stiarksten orexigenen Neuropeptids NPY einer Methylierungsanalyse unterzogen hatte (Plage-
mann et al. 2009, Brunn 2010), interessierte uns nun dessen anorexigener Gegenspieler — das

Proopiomelanocortin, kurz POMC.
1.5  Das Proopiomelanocortin-Gen

Wie beim Menschen ist auch bei der Ratte das Gen, welches fiir Proopiomelanocortin (POMC)
codiert, ungefihr 6 Kilobasenpaare lang und besteht aus 3 Exons (Drouin et al. 1985). Eine
TATA-Box befindet sich 30 Basenpaare (Bp) stromaufwérts der Transkriptionsinitiationsstelle
(Cochet et al. 1982, Drouin et al. 1985). Der Promotor des POMC-Gens der Ratte ist 543 Bp
lang und erstreckt sich von +63 bis -480 Bp (Therrien und Drouin 1991), wobei die Region von -
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34 bis -480 bzw. -323 Bp als ausreichend bzw. notwendig fiir die gewebespezifische und hor-
monabhéngige Expression des Neuropeptids angesehen wird (Jeannotte et al. 1987, Tsukada et
al. 1994). Das POMC-Gen besitzt sowohl eine 5 -CpG-Insel, die den Transkriptionsstartpunkt
umschlieft, als auch eine 3'-CpG-Insel, die circa 5 Kilobasenpaare entfernt stromabwarts liegt
(Gardiner-Garden und Frommer 1994). Der gewebespezifische Promotor des POMC-Gens liegt
innerhalb der 5'-CpG-Insel. Diese hat eine Gesamtldnge von 1200 Bp, davon 400 Bp stromauf-

wirts von Exon 1 und 800 Bp stromabwirts.

Bereits 1990 wurde der Methylierungsgrad der 5'-Region des humanen POMC-Gens untersucht
und dabei festgestellt, dass dieser sich gewebeabhingig stark unterscheidet (Lavender et al.
1991). Diese Ergebnisse wurden zehn Jahre spiter wieder aufgegriffen, als man begann CpG-
Methylierung und Genexpression miteinander in Verbindung zu bringen. Es konnte gezeigt wer-
den, dass die 5'-CpG-Insel des humanen POMC-Gens weitgehend bis vollstandig demethyliert
vorliegt in Geweben, welche POMC exprimieren. Dagegen sind in nicht-exprimierenden Gewe-
ben beinahe alle CpG-Stellen der 5'-Region methyliert (Newell-Price et al. 2001). Bereits eine
geringe Methylierung der humanen POMC-Promoterregion fiihrte in Transfektionsstudien mit-
tels Luziferase-Reporter-Konstrukten zur Hemmung der Expression; die Inhibition war komplett,
wenn alle CpG-Stellen der Promotorkonstrukte methyliert vorlagen (Newell-Price et al. 2001). In
ACTH-produzierenden Tumoren des Thymus war die 5’-CpG-Insel des POMC-Gens
hypomethyliert im Vergleich zu normalem Thymusgewebe. Diese Hypomethylierung speziell
der Region von -417 Bp bis -260 Bp ging einher mit einer Uberexpression des POMC-Peptids
(Ye et al. 2005). Methylierungen innerhalb dieses distalen Promoterabschnittes scheinen also

von besonderer Bedeutung fiir die Regulation der POMC-Expression zu sein.

Dies ist umso bedeutsamer, da nicht wenige Transkriptionsfaktoren bekannt sind, welche in die-
sem Bereich Bindungsstellen besitzen: Zum einen bindet STAT3 (,,Signal transducer and
activator of transcription®) an eine Sequenz zwischen -399 bzw. -387 und -379 Bp im POMC-
Promotor (Bousquet et al. 2000, Mynard et al. 2002 und 2004). STAT 3 ist ein starker Aktivator
der POMC-Expression (Bousquet et al. 2000) und spielt eine essentielle Rolle bei der
leptinvermittelten Regulation des Korpergewichts und der Energiebalance, wie an STAT3-

knock-out Miusen gezeigt werden konnte (Gao et al. 2004).
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Des Weiteren befinden sich zwei GC-reiche Sequenzen im Promotor, eine bei -201 bis -192 Bp,
die andere bei -146 bis -136 Bp. Diese GC-Boxen binden den ubiquitéren Transkriptionsaktiva-
tor Spl (Liu et al. 1995). Durch den hohen Cytosingehalt ist das Auftreten von Methylierungen
an diesen Stellen sehr wahrscheinlich. Eine andere Sequenz von -151 bis -141 Bp bindet den
bekannten Genregulator Nuklearfaktor-kB (Jin et al. 1994). Es ist bekannt, dass CpG-
Methylierung innerhalb dieser Sequenz die Anheftung von Nf-kB an die DNA verhindert
(Bednarik et al. 1991).

Folgende Proteine sind ebenfalls beschrieben worden, die Bindungsstellen im POMC-Promotor
besitzen und als Transkriptionsaktivatoren wirken: AP1 bindet bei +41/+47 Bp (Boutillier et al.
1995), AP2 bei -144/-133 bzw. -143/-135 Bp (Bishop et al. 1990 und 1993, Jin et al. 1994); Brn
3.0 bei -267/257 Bp (Gerrero et al. 1993), E-Box-bindende Elemente finden sich bei -391/-386, -
376/-371, -232/-227 und bei -177/-172 Bp (Therrien und Drouin 1993), MRE und PCRH-RE
binden bei -168/-163 bzw. -171/-160 Bp (Jin et al. 1994), Proteine der NUR-Familie wirken iiber
die Sequenz -404/-383 (Bousquet et al. 2000, Mynard et al. 2002 und 2004), PO-B bindet zwi-
schen TATA-Box und Cap-Stelle bei -15/-3 Bp (Riegel et al. 1990), Pitx1 bei -302/-297 Bp
(Lamonerie et al. 1996, Lamolet et al. 2001), zwei PP1-Bindungsstellen existieren bei -262/-253
und bei -202/-193 Bp (Liu et al. 1995), eine T-Box-bindende Sequenz namens T-pit findet sich
bei -316 bis -309 Bp (Lamolet et al. 2001), TRE bindet bei -321/-315 (Bishop et al. 1993).

Der einzige bekannte expressionshemmende Faktor des POMC-Gens ist nGRE, das negative
glukokortikoidresponsive Element, dessen Bindungsstelle bei -71/-57 Bp liegt (Drouin et al.
1993). Damit alle diese beschriebenen genregulatorischen Elemente in eine
Methylierungsanalyse miteingehen konnen, sollte sich der zu untersuchende Promotorbereich

mindestens von -400 bis +47 Bp spannen.
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1.6  Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit soll die Cytosinmethylierung im Promotor des anorexigenen Neuro-
peptids Proopiomelanocortin im Hypothalamus von neonatal normal erndhrten Ratten verglichen
werden mit derjenigen neonatal {iberernéhrter Ratten. Das hierfiir zur Anwendung kommende
Tiermodell der kleinen Wiirfe ist in unserer Arbeitsgruppe sehr gut etabliert und gab bereits auf-
schlussreiche Hinweise zur Unterstiitzung der Hypothese der perinatalen Programmierung von
Erkrankungen wie Adipositas oder Diabetes. So zeigen iibererndhrte Ratten Merkmale des meta-
bolischen Syndroms und eine hypothalamische (d.h. zentrale) Insulin- und Leptinresistenz, die

lebenslang persistiert.

Die Mechanismen, die zu dieser dauerhaften Pragung zentralnervoser und/oder endokriner Struk-
turen flihren, werden zurzeit intensiv untersucht. Die Cytosinmethylierung von DNA-
Abschnitten ist ein solcher Mechanismus, der zu einer dauerhaft verdnderten (,,umprogrammier-
ten”) Expression von Genen fiihrt. POMC erfiillt gute Voraussetzungen fiir die Moglichkeit ei-
ner Regulation durch DNA-Methylierung: Sein Promotor liegt innerhalb einer CpG-Insel und
beherbergt eine Vielzahl von Bindungsstellen bekannter Transkriptionsfaktoren. Der
Methylierungsgrad der CpG-Insel des POMC-Gens wurde bereits durch andere Arbeitsgruppen
in anderweitigen Zusammenhangen analysiert und zeigte sich dabei als variabel und vor allem

als die Genexpression steuernd.
Zusammengenommen ergeben sich fiir die vorliegende Studie folgende Fragestellungen:

1. LaBt sich ein Unterschied in der DNA-Methylierung des hypothalamischen POMC-Promotors

feststellen zwischen neonatal iibererndhrten und normal ernahrten Ratten?

2. Finden sich innerhalb der Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren im POMC-Promotor

Methylierungsunterschiede zwischen neonatal iiberernéhrten und normal erndhrten Ratten?

3. Besteht ein Zusammenhang zwischen dem Methylierungsgrad des POMC-Promotors und der

Expression der POMC-mRNA?

4. Bestehen Beziehungen zwischen der DNA-Methylierung des POMC-Promotors und den peri-

pheren Stoffwechselparametern?
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2 Material und Methoden
2.1 Tiermaterial und Tierhaltung

Es wurden Wistar-Ratten verwendet, die aus einer eigenen Nachzucht von Versuchstieren der
Kolonie Charles River (CRL: WI) stammen. Die Tiere wurden unter Standardbedingungen in
einem inversen Lichtrhythmus (12:12 h; Dunkelperiode von 6 bis 18 Uhr) und bei einer klimati-
sierten Raumtemperatur von 22 - 26 °C gehalten. Freier Zugang zu Trinkwasser und
Standardpelletdidt (Kode 1000, Altromin, Lage, Deutschland; Energiegehalt: 3,5 kcal/g) war
gewihrleistet. Die Erndhrung erfolgte ad libitum. Fiir alle Untersuchungen lag eine Tierver-

suchsgenehmigung der zustidndigen Landesbehorde vor (LAGETSI Berlin, G 0093/02).
2.2 Experimentalmodell

Im Alter von drei Monaten erfolgte die Anpaarung von 13 weiblichen Wistar-Ratten mit gleich-
altrigen Miannchen. Die Nachkommen wurden an ihrem ersten Lebenstag randomisiert auf die
Muttertiere verteilt. Um bei den Jungtieren eine Uberernihrung in der Neonatalperiode zu indu-
zieren, wurde am dritten Lebenstag in acht Nestern die primédre WurfgroBe auf drei Neugeborene
pro Mutter reduziert (Versuchsgruppe KW: kleiner Wurf). In der Kontrollgruppe wurden die
Tiere in einer normalen Wurfgrofle von 12 Neugeborenen pro Mutter (n = 5) aufgezogen (NW:
normaler Wurf). Jeweils acht mannliche Nachkommen aus beiden Gruppen wurden nach der
Stillperiode am 21. Lebenstag randomisiert dem im Folgenden vorgestellten Prozedere unterzo-

gen (Plagemann et al. 1999b).
2.3 Bestimmung von Korpermasse und Korperlinge

Die Korpermassen aller Nachkommen wurden am 1., 2., 7., 14. und 21. Lebenstag mit Hilfe ei-
ner elektronischen Prizisionswaage (Sartorius, Gottingen, Deutschland) registriert. Am 21. Le-
benstag erfolgte die Bestimmung der Korperldnge (Nasoanalabstand, ohne Schwanz) bei voll-

stindiger Relaxation durch Athernarkose.
24  Totung, Entnahme von Blut und Organen, Korperfettbestimmung

Durch Dekapitation mittels einer Guillotine wurde die rasche und stressfreie Totung der 21 Tage

alten Ratten ermoglicht. Das hierbei aufgefangene Trunkalblut wurde zuerst gewogen und dann
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fiir die Bestimmung der Serumkonzentrationen der im Weiteren aufgefiihrten Metabolite bzw.
Laborparameter benutzt. Daraufhin erfolgte die zligige Entnahme der Gehirne, welche auf Tro-
ckeneis bei -70 °C gelagert wurden. Die Priaparation der Hypothalami wird in Kapitel 2.6.1 aus-
gefiihrt. Nun wurde den Tieren der Magen-Darmtrakt entnommen und verworfen. Hiermit sollte
sichergestellt werden, dass der Magen-Darminhalt nicht in die Bestimmung der Korperzusam-
mensetzung miteinfloss (Schmidt et al. 2000). AnschlieBend wurde der Kadaver gewogen. Aus
dem Gewicht des Kadavers und des Trunkalbluts errechnete sich durch Addition die Feuchtmas-
se jedes Tieres. Nun erfolgte die Trocknung der Kadaver bei 75 °C im Trockenschrank. Wahrend
des Mumifizierungsprozesses wurden die Korper regelméfig gewogen und nach Erreichen einer
Gewichtskonstanz (entspricht der endgiiltigen Trockenmasse) einer Fettextraktion unterzogen.
Hierzu wurden die Kadaver in Filterpapier verpackt, durch stumpfen Druck zerkleinert und in
eine Soxhlet-Apparatur (Merck, Eurolab, Frankfurt) gebracht, welche mittels Chloroform (Sig-
ma-Aldrich, Deisenhofen) die Tierkorper innerhalb von 24 Stunden vollstindig entfettete. Nach
Entfernung des Filterpapiers wurden die Kadaverfragmente in Aluminiumschalen umgelagert,
worauf sich ein erneuter Trocknungsprozess im Trockenschrank bei 75 °C anschloss. Durch
Wiegen wurde endlich die fettfreie Trockenmasse bestimmt. Aus der Differenz von Trocken-
masse und fettfreier Trockenmasse ergab sich rechnerisch der absolute Fettgehalt jedes Tieres.
Der Korperfettanteil (in Prozent) wiederum errechnete sich fiir jedes Tier aus dem jeweiligen

absoluten Fettgehalt bezogen auf die individuelle Feuchtmasse.
2.5 Bestimmung der Blutglukose und von Insulin und Leptin im Plasma
2.5.1 Blutglukose

Die Bestimmung der Blutglukose erfolgte durch die Glukoseoxidase-Peroxidase-Methode
(Barham und Trinder 1972) unter Verwendung des Testbestecks LCN 400 und des
Autoanalysers LP 400 (beides Dr. Lange GmbH, Berlin, Deutschland). Der Messbereich der
Methode betrug 0 - 27,8 mmol/l, der Variationskoeffizient lag bei < 3,0 %.

2.5.2 Insulin

Die Bestimmung der Plasmakonzentration von Insulin fand unter Verwendung eines
Radioimmunoassays der Firma Adaltes (Freiburg, Deutschland) statt. Zu 50 pl des Standards
(2,661 - 340,8 mIE/l) bzw. der unbekannten Probe wurden je 50 pl Antiinsulin-Antikérper und
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Tracer (125I-markiertes Insulin) gegeben, gemischt und iiber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurden 50 pl Diluent sowie 500 pl Prézipitationsreagenz (20 %
Polyethylenglykol PEG 6000 in Phosphatpuffer) hinzugefiigt, gemischt und fiir weitere 20 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 25miniitiger Zentrifugation bei 4 °C und 3000 g wurde der
Uberstand abpipettiert und anschliefend die Radioaktivitiit des Prizipitates fiir 2 min im Gam-
macounter (Gamma Master 1277; Pharmacia, Uppsala, Schweden) gemessen. Die Auswertung
der Testergebnisse erfolgte mit dem Computerprogramm RIA-CALC (Pharmacia). Als Standard
diente Ratteninsulin (Novo Nordisk Biolabs, Kopenhagen, Didnemark) mit einer biologischen
Potenz von 21,3 mIE/mg. Der Intraassayvariationskoeffizient betrug 4,5 - 7,4 % im Konzentrati-
onsbereich 9,1 - 94,2 mIE/l (n = 10). Der Interassaykoeffizient lag bei 4,5 - 8,0 % innerhalb des
Konzentrationsbereichs 8,8 - 95,2 mIE/l (n = 10). Die Kreuzreaktivitdt mit humanem Proinsulin

betrug 14 %, mit Schweine- und Rinderproinsulin 1,3 % und jene mit C-Peptid < 0,0002 %.
2.5.3 Leptin

Die Bestimmung der Leptinkonzentration im Serum erfolgte mittels eines Radioimmunoassays
(Linco, St. Charles, USA). Zu 50 ul des Standards (0,5 - 50 ng/l) bzw. der unbekannten Probe
wurden je 50 ul Antileptin-Antikdrper (Meerschwein) und Tracer (1251-markiertes Leptin) ge-
geben, gemischt und iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 500 pl
Prizipitationsreagenz (Anti-Meerschwein-IgG der Ziege) hinzugefiigt, gemischt und 20 min bei
4 °C inkubiert, bevor sie 25 min bei 3000 g und 4 °C zentrifugiert wurden. Nach Abpipettieren
des Uberstands wurde die Radioaktivitit des Prizipitates fiir 2 min im Gammacounter (Gamma
Master 1277; Pharmacia, Uppsala, Schweden) gemessen. Die Auswertung der Testergebnisse
erfolgte mit dem Computerprogramm RIA-CALC (Pharmacia). Als Standard fand rekombinan-
tes Rattenleptin (Linco) Verwendung. Im Konzentrationsbereich von 1,6 - 11,6 ng/ml (n = 5)
betrug der Intraassayvariationskoeffizient 2,4 - 4,6 % und der Interassayvariationskoeffizient 4,8

- 5,7 %.
2.6 Gewinnung von DNA und RNA aus dem Hypothalamus
2.6.1 Priparation und Homogenisierung des Hypothalamus

Die Préparation der Hypothalami erfolgte bei -20 °C in einem Cryostat. Das Gehirn wurde auf

der Konvexitit so plaziert, dass die basalen Strukturen oben lagen. Mit Hilfe eines Stereomikro-
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skops erfolgte die anterotransversale Schnittfiihrung durch das kaudale Chiasma opticum, die
posterotransversale vor den Corpora mamillaria. Durch vertikale Schnitte durch den Sulcus
perihypothalamicus und horizontale Schnitte unterhalb der Comissura anterior wurde der Hypo-
thalamus en bloc reseziert und in ein 2 ml-Reaktionsgefa3 mit 1 ml RNAlater (Ambion, 2 Wies-
baden, Deutschland) iiberfiihrt. Aus diesem Reaktionsgefdll wurde der Hypothalamus mit einer
sterilen Kaniile entnommen und in einen Mdrser gegeben. Es wurde dann 1 ml Trizol (GIBCO
BRL - Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) hinzugegeben und mit dem Pistel fein zerrieben. Die-
ses Homogenat wurde anschlie8end in ein 2 ml-Reaktionsgefal3 iiberfiihrt, der Mdrser mit 0,5 ml
Trizol gespiilt und dies ebenfalls in das Reaktionsgefdall gegeben. Nach 10 min folgte die Zugabe
von 0,3 ml Chloroform, worauf das Homogenat zweimal geschwenkt und 15 s lang gemischt
wurde. Nach weiteren 5 min wurden die Proben bei 12000 g fiir eine Dauer von 15 min zentrifu-
giert (Heraeus Biofuge 28 RS; Heraeus, Langenselbold, Deutschland). Dadurch bildeten sich im
Reaktionsgefdl mehrere Phasen. Die obere, farblose Phase wurde mit einer Pipette vorsichtig
entnommen und flir die RNA-Priparation weiter verwendet (siehe Kapitel 2.8.1: Extraktion der
RNA), die restliche farblose Phase so vollstindig wie moglich mit einer 100 pl-Pipette entfernt

und verworfen (Chomczynski 1993).
2.6.2 Extraktion der DNA

Zu der verbleibenden Phenol- und Interphase wurden nun 0,75 ml DNA-Extraktionspuffer
(Guanidinthiocyanat 4M, Tris 1M, Tri-Natriumcitrat 50mM) hinzugegeben und das Ganze 15 s
gemischt. Nach 10 min wurde erneut bei 12000 g {iber 15 min zentrifugiert. Die obere, farblose
und jetzt DNA-enthaltende Phase wurde mit einer Pipette vorsichtig entnommen und in ein neu-
es 2 ml-Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Dazu wurden 0,6 ml Iso-propanol gegeben, gemischt und eine
Inkubation bei Raumtemperatur iiber 60 min vorgenommen. Nach 15 min Zentrifugation bei
12000 g bildete sich ein Pellet, von dem der fliissige Uberstand vorsichtig mit der Pipette ent-
fernt wurde. Darauthin wurde zur weiteren Reinigung 1,5 ml 75prozentiges Ethanol hinzugege-
ben, 5 min gewartet und 10 min lang bei 8000 g zentrifugiert. Nachdem das Ethanol vorsichtig
mit der Pipette entnommen war, wurde das Pellet 10 - 20 min bis an der Luft getrocknet und an-
schlieBend mit 100 ul Natronlauge (8 mmol/l) versetzt, gemischt und kurz zentrifugiert. Um den
fiir den spéteren Verdau mit Rsa I notwendigen pH-Wert von 7,8 zu erreichen, wurden nach ei-
ner Inkubation von 10 min bei 55 °C im Thermoblock 11,7 ul HEPES (0,1 mol/l) hinzugegeben,

leicht gemischt und kurz zentrifugiert.
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2.6.3 Bestimmung von Reinheit und Konzentration der DNA

Zur Bestimmung von Qualitdt und Quantitét der gewonnenen DNA wurde am Spektralfotometer
(GeneQuant pro; Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) die optische Dichte
(Extinktion) bei 260 nm (Absorbtionsmaximum von DNA) und 280 nm (Absorbtionsmaximum
von Proteinen) gemessen. Die DNA-Konzentration und der Reinheitsgrad wurden mit folgender
Formel berechnet: DNA-Konzentration (pg/ml): (OD260 x 47,5 x 100) x 1000 - 1 Reinheitsgrad:
(OD260 x 50) x (OD280 x 40) - 1. Der den Reinheitsgrad beschreibenden Quotient sollte stets
groBer als 1,6 sein, da sonst eine Kontamination durch Proteine anzunehmen war. Bei einem

kleineren Wert wurde die Extraktion wiederholt.
2.7  Methylierungsanalyse

Um das Methylierungsmuster des POMC-Promotors zu untersuchen, musste die DNA-Sequenz
in der Art verdndert werden, dass zwischen einem methylierten und einem unmethyliertem
Cytosin unterschieden werden konnte. Die hierzu benutzte Methode basiert auf dem von From-
mer eingefiihrten (Frommer et al. 1992) und spéter weiterentwickelten (Olek et al. 1996) Prinzip
der Modifikation der DNA mittels Natriumbisulfit, darauffolgender PCR, Klonierung und Se-
quenzierung des PCR-Produkts (Ubersicht der Einzelschritte s. Abb. 2.1).

DNA -Extraktion Bisulfitbehandlun, PCR Klonierung Sequenzierung
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Abbildung 2.1:

Einzelschritte der Methylierungsanalyse: Erklarung siehe Text.

In fiinf Einzelschritten wurde zunéchst die genomische DNA aus den hypothalamischen Zellen
extrahiert. Als zweites erfolgte die Modifikation der DNA mit Natriumbisulfit, so dass sémtliche

unmethylierte Cytosinbasen in Uracil umgewandelt wurden. Im Anschluss wurde das gesuchte
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Genfragment (hier der POMC-Promotor) per PCR vervielfiltigt und in Bakterienzellen einge-
baut, so dass genetisch identische Zellklone entstanden. Durch kulturelle Anzucht wurde die
selektive Vermehrung derjenigen Klone gewihrleistet, die das POMC-Promotorfragment trugen.
Am Ende erfolgte die Extraktion des Promotorfragments aus den Zellklonen und die Sequenzie-
rungs-PCR. Dabei wurde durch den Einbau farblich markierter Nukleotide die Sequenz optisch

auswertbar gemacht.
2.7.1 Restriktionsverdau und Fillung der DNA

Um die DNA fiir die nachfolgende Bisulfitbehandlung leichter zuginglich zu machen, wurde
diese zuerst mittels einer methylierungsinsensitiven Endonuklease in kleinere Fragmente zerlegt.
Das Restriktionsenzym Rsa I, welches hydrolytisch die Phosphodiesterbindung der Sequenz
5'..GTVYAC...3" (reverse: 3'...CAVTG...5") spaltet, fand hier Verwendung. Ein Ansatz bestand
aus folgender Zusammensetzung: 1,2 pul DNA, 3 ul Rsa I (10 U/ul, Promega, Mannheim,
Deutschland), 3 pl 10fach-Puffer C, 0,6 ul BSA-L&sung (beides mitgeliefert mit Rsa I) sowie das
zu berechnende Volumen PCR-Wasser bis zum Erreichen eines Gesamtvolumens von 30 pl pro
Ansatz. Die Inkubationzeit betrug 4,5 Stunden bei 37 °C im Thermoblock (TB1; Biometra, Got-
tingen, Deutschland). Zur Kontrolle des Verdaus wurden anschlieBend 1 pul Probenauftragspuffer
(Promega) zu 3 pl des Restriktionsansatzes gegeben und die Fragmente auf einem einprozentigen
Agarosegel parallel zu einem 1 kbp Léngenstandard und einer unverdauten Kontrolle elektropho-
retisch aufgetrennt. Zur Fillung der DNA aus dem Verdau wurde dieser mit 2,7 pl Natriumacetat
x 3 H20 sowie 59,4 ul 96prozentigem Ethanol versetzt, gemischt und {iber Nacht bei -20 °C
gefillt. Im Anschluss wurde die prazipitierte DNA iiber 30 min bei 4 °C und 12000 g
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer Pipette entfernt, das verbliebene Pellet zur Wa-
schung mit 70prozentigem Ethanol versetzt und erneut fiir 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Nach
Entfernung des Uberstandes und Trocknen bei 37 °C fiir 20 min im Thermoblock konnte das
Pellet in 16,7 ul PCR-Wasser resuspendiert und dem néchsten Schritt zugefiihrt werden.

2.7.2 Modifizierung der DNA durch die Bisulfitbehandlung
2.7.2.1 Prinzip der Bisulfitreaktion

Unmethylierte Cytosine werden hochselektiv bei der Reaktion mit Natriumbisulfit in Uracil um-

gewandelt. Tragt jedoch die Base Cytosin an Position C5 eine Methylgruppe, so verhindert dies
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die Reaktion mit Natriumbisulfit. Methylierte Cytosine bleiben also unverédndert und werden bei
einer darauffolgenden Polymerasekettenreaktion als Cytosine erkannt und vervielfaltigt, wihrend
die zu Uracil umgewandelten nichtmethylierten Cytosine von der Polymerase als Thymin gele-
sen und amplifiziert werden (s. Abb. 2.2). Damit das Natriumbisulfit seinen Wirkort erreichen
kann, muss die DNA in Einzelstringen vorliegen, also denaturiert werden. Um die Wiederanla-
gerung der Einzelstrdnge zu verhindern, wird die DNA in Agarose eingebettet (Olek et al. 1996).
Dies ist umso sinnvoller, als dass es den Verlust von DNA-Material verhindert und so erlaubt

mit geringsten DNA-Mengen zu arbeiten.

ATCGTT Natriumbisulfit |\ rygpr  PCR. L0 can

Nat it
AT?GTT Natriumbisulfity, . oprp— PCR ) 1 Goaa
CH,
Abbildung 2.2:

Verdnderung der Basensequenz durch Natriumbisulfitbehandlung und darauffolgender
PCR: oben eine unmethylierte Cytosinbase, welche zu Uracil umgewandelt und von der
Polymerase als Thymin erkannt wird, unten eine methylierte Cytosinbase, die nicht mit

Bisulfit reagiert.
2.7.2.2 Durchfiihrung der Bisulfitmodifikation

Die im vorherigen Schritt verdaute und geféllte DNA wurde fiir 5 min bei 95 °C denaturiert und
anschliefend auf 4 °C abgekiihlt. Danach wurde jede Probe mit 8,3 pl IN Natronlauge versetzt
und 15 min lang bei 50 °C im Thermoblock erwédrmt. Nach Zugabe von 225 pl der vorher auf
etwa 50 °C erhitzten Agarose (low melting point agarose; Sigma, Miinchen, Deutschland) und
vorsichtiger Mischung wurde die Temperatur weiter bei 50 °C gehalten. Aus diesem Mix wurden
je 20 pl in 11 auf -20 °C vorgekiihlte und olgefiillte (Mineral6l fiir die Molekularbiologie, Sig-
ma) Reaktionsgefile a 0,65 ml pipettiert, wobei sich Kugeln aus Agarose bildeten. In jedes
Reaktionsgefal wurden nun 400 pl Natriumbisulfitlosung (Natriumbisulfit 2,5 M, Hydrochinon
125 mM) gegeben und der Ansatz fiir 5 Stunden lichtdicht bei 50 °C im Thermoblock inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Uberfiihrung der Agarosekugeln einer Probe in ein Falconréhrchen

mit 1 ml TE-Puffer (TRIS 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5) pro Kugel beendet. Dort wurden die
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Kugeln fiir je 10 min unter sanftem Schiitteln insgesamt dreimal gewaschen. Zur
Desulphonierung wurden zweimal je 1 ml 0,2 M Natronlauge pro Agarosekugel zugegeben und
je 15 min geschwenkt. Darauf folgte die Neutralisation durch Zugabe von 200 pul 1N HCL pro
Kugel und kurzem Schwenken. Dann wurde der Uberstand abpipettiert und erneut zweimalig die
beschriebene Waschung mittels TE-Puffer durchgefiihrt. Im Anschluss an diese wurden die Ku-
geln einmal mit 1 ml PCR-Wasser pro Kugel fiir 10 min gewaschen und dann dem néchsten

Schritt zugefiihrt.
2.7.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fiir die folgenden Schritte war es notig, die Originalsequenz des POMC-Promoters der Ratte zu
kennen, um die fiir die verschiedenen PCR-Reaktionsansédtzen passenden Primer bestimmen zu
konnen. Diese stammt aus einer Genomdatenbank und basiert auf Veroffentlichungen der Ar-

beitsgruppe um J. Drouin (Drouin et al. 1985).
2.7.3.1 Kontroll-PCR 1

Zunichst wurde mittels PCR iberpriift, ob die Modifikation der DNA durch die
Bisulfitbehandlung erfolgreich war. Dazu wurden die Primer in der Art gewahlt, dass sie nur an
modifizierte DNA binden konnten (Herstellung: TIB MOLBIOL, Berlin, Deutschland): Die
Oligonukleotide NPY-mod-F (5-TTT TTG TTT TAT TTT TTT TTT TGG TAG-3") und NPY-
mod-R (5'-TCC CAA TTA ATC CTA ACA CTC AC-3") fiihrten zur Amplifikation eines 373

Basenpaare langen Fragmentes auBlerhalb der POMC-Promoterregion. Jeder Reaktionsansatz
bestand aus einer Agarosekugel, die etwa 10 - 20 pl bisulfitmodifizierter DNA enthielt, je 19,5 ul
PCR-Wasser, 5 ul 10fach Puffer ohne MgCl, (Perkin Elmer), 2 ul MgCl, (Perkin Elmer), 1 ul
dNTP-Mix a 10 mmol/l (Promega, Mannheim, Deutschland), jeweils 1 ul der o.g. Primer plus
0,5 pl einer Tag-Polymerase (AmpliTaq; Perkin Elmer, Weiterstadt, Deutschland) in einem Ge-
samtvolumen von 50 pl. Die Amplifikation des Ansatzes wurde im Thermocycler (PCR-Express;

Thermo Hybaid, Ulm, Deutschland) nach folgendem optimierten Thermoprofil durchgefiihrt:
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Schritt Temperatur Zeit
Vordenaturierung 95 °C 5 min
Denaturierung 94 °C 1 min
Annealing 58 °C 1,5 min
Elongation 72 °C 2 min
Endelongation 72 °C 10 min

Tabelle 2.1: Temperatur- und Zeitschema Kontroll-PCR 1

Die Schritte 2 bis 4 wurden in 40 Zyklen wiederholt. Zum Ausschluss von Kontaminationen lief

in jedem Ansatz eine statt DNA Wasser enthaltende Negativprobe mit.
2.7.3.2 Kontroll-PCR I1

Um sicherzustellen, dass sich nach der Bisulfitbehandlung keine unmodifizierte DNA mehr in
der Probe befand, wurde eine PCR mit Primern durchgefiihrt, welche nur an die unverdnderte
Originalsequenz binden konnen. Folgende Oligonukleotide (Herstellung: MWG Biotech AG,
Berlin, Deutschland) wurden zur Amplifikation eines 377 Basenpaare langen Fragments ver-
wendet: AgRP-F (5-GTT CCC AGG TCT AAG TCT GAA-3") und AgRP-R (5-TGA AGA
AGC GGC AGT AGC AC-3"). Es wurden dieselben Reagentien wie in Kontroll-PCR I benutzt.
Jeder Reaktionsansatz enthielt 10-20 ul DNA, 16,5 ul PCR-Wasser, 5 pl 10fach Puffer ohne
MgCl,, 2 ul MgCl,, 1 ul ANTP-Mix, je 2,5 ul der o.g. Primer sowie 0,5 pl Taq-Polymerase in
einem Gesamtvolumen von 50 pl. Die Amplifikation des Ansatzes wurde im PCRExpress

Thermocycler nach folgendem optimierten Thermoprofil durchgefiihrt:
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Schritt Temperatur Zeit
Vordenaturierung 95 °C 5 min
Denaturierung 94 °C 1 min
Annealing 51°C 0,45 min
Elongation 72 °C 1 min
Endelongation 72 °C 10 min

Tabelle 2.2: Temperatur- und Zeitschema Kontroll-PCR 11

Die Schritte 2 bis 4 wurden in 35 Zyklen wiederholt. Zum Ausschluss von Kontaminationen lief
in jedem Ansatz eine statt DNA Wasser enthaltende Negativprobe mit. Die ebenfalls mitgelaufe-
ne Positivkontrolle, welche aus einer Agarosekugel mit unbehandelter DNA bestand, bewies die

Funktionstiichtigkeit der genannten Primer und PCR-Bedingungen.
2.7.3.3 Amplifikation der POMC-Promotorregion

Nach der Bisulfitbehandlung waren die DNA-Stringe nicht mehr komplementédr und mussten
daher separat amplifiziert und analysiert werden. In der hier vorliegenden Untersuchung ging nur
der Fithrungsstrang in die weitere Analyse ein. Das heif3t, dass fiir die Amplifikations-PCR Pri-
mer gewdhlt wurden, die spezifisch an die bisulfitmodifizierte DNA des Fiihrungsstranges ban-
den: Die Primer (Herstellung: MWG Biotech, Berlin, Deutschland) POMC-mod-F3 (5'-GTT
TTG GGT TGT TAT GAT TTT TGA T-3') und POMC-mod-R3 (5'-AAT CCC TAT CAC TCT
TCT CTC TT-3") filhrten zur Synthese eines 540 Basenpaare langen Fragmentes. Es wurden die
0.g. Tag-Polymerase sowie dieselben Reagentien verwendet. Jeder Reaktionsansatz enthielt 10 -
20 ul DNA, 11,5 ul PCR-Wasser, 5 pl 10fach Puffer ohne MgCI2, 2 ul MgCl,, 1 pl dNTP-Mix,
je 5 ul der o.g. Primer sowie 0,5 pl Tag-Polymerase in einem Gesamtvolumen von 50 pl. Die
Amplifikation des Ansatzes wurde im Thermocycler nach folgendem optimierten Thermoprofil

durchgefiihrt:
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Schritt Temperatur Zeit
Vordenaturierung 95 °C 5 min
Denaturierung 94 °C 1 min
Annealing 58 °C 1,5 min
Elongation 72 °C 2 min
Endelongation 72 °C 10 min

Tabelle 2.3: Temperatur- und Zeitschema der Amplifikation der POMC-Promotorregion

Die Schritte 2 bis 4 wurden in 40 Zyklen wiederholt. Zum Ausschluss von Kontaminationen lief
in jedem Ansatz eine statt DNA Wasser enthaltende Negativprobe mit. Zur priparativen Auf-
trennung und Beurteilung der Amplifikate wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Diese
fand auf einem zweiprozentigen, mit Ethidiumbromid versetzten Agarosegel statt. Es wurden je
30 pl eines PCR-Produkts mit 4 pl Probenauftragspuffer versetzt und parallel zu einem Léngen-
standard aufgetrennt, der eine eindeutige Zuordnung der Fragmente nach ihrer Grof3e gestattete.

Im Anschluss erfolgte die fotografische Dokumentation.
2.7.3.4 Isolierung und Aufreinigung der DNA

Die Amplifikate wurden auf dem Transilluminator in ihrer Elektrophorese-Bande lokalisiert und
mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten. Es erfolgte die Isolierung und Aufreinigung unter
Benutzung des ,,QIAquick Gel Extraction Kits“ (QIAgen, Hilden, Deutschland) laut Angaben
des Herstellers. Am Ende dieses Schrittes stand die gereinigte DNA in 30 pl PCR-Wasser zur
Verfiigung.

2.7.4 Ligation und Klonierung der PCR-Produkte

Um eine Aussage liber individuelle Chromosomen zu erlangen, folgte an dieser Stelle der Einbau
des PCR-Produktes in eine Bakterienzelle, welche durch Zellteilung die selektive Vervielfilti-
gung des DNA-Fragments bewirkte (Transformation). Dabei entstanden Zellklone, d.h.

genomisch identische Organismen. Fiir die Klonierung der PCR-Produkte wurde das ,,Topo TA
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Cloning Kit“ (Invitrogen) verwendet. Der enthaltene Vektor ,,pCR 2.1 TOPO* trigt dabei so-
wohl das Gen fiir die Ampicillin-Resistenz als auch das Gen fiir die f-Galaktosidase. Dieses En-
zym katalysiert die Hydrolyse des Substrates X-Gal, welches zu einer Blaufdarbung der Bakteri-
enkolonie fiihrt. Bei korrekter Insertion des PCR-Produkts in den Vektor ist der Promotor fiir das
Gen B-Galaktosidase inaktiviert, d.h. X-Gal kann nicht hydrolysiert werden und die Bakterien
bleiben weil}. Das Gen fiir die Ampicillin-Resistenz bleibt im Fall der korrekten Insertion unbe-
riihrt. Weile Kolonien auf mit Ampicillin versetzten Agarplatten bestehen somit aus Bakterien,
welche einen Vektor mit integriertem PCR-Produkt enthalten und ampicillinresistent sind. Blau
getdarbte Kolonien zeigen eine inkorrekte Ligation oder fehlende Aufnahme des Plasmids in die

Zellen an.
2.7.4.1 Synthese von A-Uberhingen

Der Vektor ,,pCR 2.1 TOPO®, in den das PCR-Produkt eingebaut werden sollte, besitzt am 3’-
Ende liberhdngende Desoxythymidine. Daher musste mittels einer Taq-Polymerase am 3’-Ende
des PCR-Produkt ein iiberhdngendes Desoxyadenosin synthetisiert werden. Dazu wurde ein An-
satz von 27 pul PCR-Produkt, 3,15 ul PCR-Wasser, 3,5 pl 10fach Puffer mit MgCl2 (Perkin El-
mer), 1 ul dATP (Boehringer, Mannheim, Deutschland) und 0,35 pl Tag-Polymerase bei einem
Gesamtvolumen von 35 pl pipettiert und fiir 10 min bei 72 °C im Thermoblock inkubiert. Daran

schloss sich sofort die Ligation an.
2.7.4.2 Ligation

Bei der Ligation wurden die DNA-Fragmente des Vektors und des PCR-Produkts zu einem
durchgehenden Doppelstrang, d.h. einem DNA-Plasmid, verkniipft, indem eine Topoisomerase
die Ausbildung kovalenter Phosphodiesterasebindungen zwischen einer Hydroxylgruppe am 5°-
Ende des PCR-Produktes und der Phosphatgruppe des Tyrosinrestes am 3’-Ende des Vektors
katalysierte (Shuman 1994). Dazu wurden 2 pl des PCR-Produkts, 2 pl steriles Wasser, 1 pl
Salzlosung und 1 pl Vektor bei einem Gesamtvolumen von 6 pl angesetzt. Nach exakt 5 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Insertion gestoppt, indem die die fertigen Plasmide

enthaltenden Ansitze auf Eis abgekiihlt wurden.
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2.7.4.3 Transformation und Klonierung

Das Prinzip der Transformation besteht in der durch Kalziumchloride geférderten Aufnahme von
Plasmid-DNA in eine chemisch kompetente Bakterienzelle (E. coli). Dazu wurden 2 pl des die
Plasmide enthaltenden Ligationsansatzes in eine E. coli enthaltende Ampulle des Kits pipettiert
und mit der Pipettenspitze vorsichtig geriihrt. Nach einer 10miniitigen Inkubation auf Eis wurde
der Transformationsansatz fiir 30 s auf 42 °C erwédrmt und sofort wieder auf Eis abgekiihlt. Wéh-
rend dieses Hitzeschocks erfolgte die Aufhahme der Plasmide in die kompetenten E. coli-Zellen.
Nach weiterer Zugabe von 250 pl SOC-Medium wurden die Ampullen fiir 1 h bei 300 rpm hori-
zontal geschiittelt. Zur Unterscheidung von rekombinanten und nicht-rekombinanten Klonen
wurden Indikatorplatten hergestellt. Dazu wurden LG-Agar-Platten unter Zugabe von Ampicillin
(Endkonzentration 50 pg/ml) gegossen, die mit 40 pl IPTG (100 mmol/l, Sigma) und 40 ul X-
Gal (40 mg/ml, Sigma) beschichtet wurden. Die Transformanten wurden sodann auf den Selekti-
onsplatten mittels eines Drigalskispatels vereinzelt und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Uber die
optische Identifizierung transformierter Zellen nach der Farbung wurden 20 der weillen Kolonien
mit je einer sterilen Pipettenspitze in je ein Falconréhrchen mit ampicillinhaltigem LB-Medium

tiberfiihrt. Diese Suspensionen wurden bei 200 rpm und 37 °C fiir 12 - 14 h bebriitet.
2.7.5 Extraktion und Kontrolle der Plasmide
2.7.5.1 Plasmidextraktion

Die Extraktion der Plasmide fand unter Verwendung des QIAprep Miniprep Kits (QIAgen) nach
Vorschrift des Herstellers statt. Nach Sedimentation der Zellen wurden diese in einem ersten
Schritt mit 250 ul Puffer P1 zur Destabilisierung der Bakterienzellwand resuspendiert. Zur voll-
stindigen Lyse wurden 250 ul Puffer P2 hinzugegeben und der Ansatz unter Drehen des Reakti-
onsgefdfes exakt 5 min inkubiert. Um eine Prazipitation der Proteine, RNA und chromosomalen
DNA zu erreichen, wurden 350 pl des Neutralisationspuffers N3 hinzugegeben, die Komponen-
ten gemischt und anschlieBend fiir 10 min zentrifugiert. Das Eluat wurde anschlieend auf eine
QIAprep-Séule gegeben und fiir 1 min zentrifugiert. Die mobile Phase wurde verworfen und die
sich in der Séule befindende Plasmid-DNA mit 500 pl Puffer PB gewaschen. Nach einminiitiger
Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt und der Reinigungsschritt mit 750 pl Puffer PE
wiederholt. Anschliefend konnte die DNA nach Zugabe von 50 pul PCR-Wasser auf die Siule

durch Zentrifugation von 1 min eluiert werden (Birnboim und Doly 1979).
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2.7.5.2 Kontrolle durch Restriktionsspaltung

Durch Verdau der erhaltenen DNA mit Hilfe des Restriktionsenzyms BstX [ wurde tiberpriift, ob
das zu untersuchende Fragment tatsdchlich als Insert im Plasmid enthalten war. Dazu wurde ein
Ansatz aus 6 pl Plasmid-DNA, 2,4 ul PCR-Wasser, 1 ul Puffer D (Promega), 0,1 ul BSA-Losung
(Promega) und 0,5 ul BstX I (10 U/ul, Promega) pipettiert und fiir 4 Sunden bei 37 °C inkubiert.
Dieser wurde anschliefend auf einem einprozentigen Agarosegel parallel zu einem 1 kbp-
Léngenstandard elektrophoretisch aufgetrennt. Ansdtze, die das zu erwartende Fragmentmuster
nicht aufwiesen, wurden verworfen; die positiven Plasmide konnten dem néichsten Schritt zuge-

fiihrt werden.
2.7.6 Sequenzierungsanalyse

Insgesamt gingen 263 Plasmide, die die ausgewdhlte POMC-Promoterregion enthielten, in die
Sequenzierungsanalyse ein, davon stammten 130 von Tieren aus normal groBBen Wiirfen (NW)
und 133 von Tieren aus kleinen Wiirfen (KW). In diesem Schritt nun endlich, basierend auf der
von Sanger entwickelten Methode, wurden die durch die Bisulfitbehandlung plus anschlieBender
PCR vorgenommenen Modifikationen sichtbar und auswertbar gemacht (Sanger et al. 1977).
Urspriinglich methylierte Cytosinbasen waren Cytosine geblieben und lieen sich im komple-
mentdren Strang als Guaninbasen identifizieren, wahrend nichtmethylierte Cytosine durch die

Modifikation nun als Thymine bzw. Adenine zu erkennen waren (s. Abb. 2.3).

X

CCTTAAACATAACCTT

Abbildung 2.3:
Ausschnitt der POMC-Sequenz zweier Klone nach der Sequenzierungsanalyse: oben ist ein
urspriinglich methyliertes Cytosin als G (Guaninbase) zu erkennen, unten befindet sich an

derselben Stelle ein A (Adeninbase), d.h. ein urspriinglich nichtmethyliertes Cytosin.
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2.7.6.1 Amplifikation des Plasmidinserts

Um eine fiir die Sequenzierungs-PCR ausreichende Konzentration der DNA zu erhalten, fand
zunédchst eine Amplifikation des Inserts mit den Custom-Primern pUC/M13 (MWG-Biotech,
Berlin, Deutschland) der folgenden Sequenz statt:

- Forward-Primer: 5'-GTT TTC CCA GTC ACG AC-3'
- Reverse-Primer: 5'-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3'

Fiir die PCR mit einer Grof3e des Produkts von 762 Bp (540 Bp PCR-Produkt plus 222 Bp durch
die plasmidspezifischen Primer) wurde eine Taq-Polymerase benutzt. Ein Reaktionsansatz ent-
hielt 0,5 pl Plasmid-DNA, 39,2 ul PCR-Wasser, 5 pl 10fach Puffer mit MgCl, , 1 ul dNTP-Mix,
je 2 ul des Forward- und Reverse-Primers (5 pumol/l) sowie 0,3 ul der Tag-Polymerase. Die

Amplifikation des Ansatzes wurde im Thermocycler nach folgendem optimierten Thermoprofil

durchgefiihrt:

Schritt Temperatur Zeit
Vordenaturierung 95 °C 5 min
Denaturierung 94 °C 1 min
Annealing 50 °C 0,45 min
Elongation 72 °C 1 min
Endelongation 72 °C 10 min

Tabelle 2.4: Temperatur- und Zeitschema der Amplifikation des Inserts

Die Schritte 2 bis 4 wurden in 35 Zyklen wiederholt. Zum Ausschluss von Kontaminationen lief
in jedem Ansatz eine statt DNA Wasser enthaltende Negativprobe mit. Das PCR-Produkt wurde
anschliefend unter Verwendung des QIAquick PCR Purification Kits (QIAgen) aufgereinigt.
Dabei wurde das PCR-Produkt zusammen mit 250 pl Puffer PB auf eine QIAquick Saule gege-
ben und diese fiir 1 min zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen, dann 740 pl Puffer PE

auf die Sdule gegeben und wieder fiir 1 min zentrifugiert. Darauthin wurde die Séule in ein neues
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Reaktionsgefal gesteckt und die DNA nach Zugabe von 30 pl HPLC-Wasser unter einmintitiger

Zentrifugation eluiert. Im Anschluss wurde die Konzentration der DNA fotometrisch bestimmit.
2.7.6.2 Sequenzierungs-PCR

In diesem Schritt fand die eigentliche Reaktion zur Sequenzanalyse statt, die auf dem Prinzip des
Kettenabbruchs basiert. Dabei waren im PCR-Ansatz neben den regulidren Didesoxynukleotiden
(ANTP) auch fluoreszenzmarkierte Kettenabbruch-Didesoxynukleotide (ddNTP) enthalten, die
unterschiedlich lange Kettenabbruch-Fragmente entstehen lieen. Es kam das Big Dye Termina-
tor Cycle Sequencing Ready Reaction Kit V 2.0 (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)
zur Verwendung, das dNTPs, fluoreszenzmarkierte ddNTPs, Reaktionspuffer und Tag-
Polymerase im vorgefertigten Verhiltnis enthielt. Als Primer wurde pUC/M13-Forward (s.o.)
eingesetzt. Ein Ansatz bestand aus 4 pl Big Dye, 1 pl Primer (5 pmol/l), 100 - 200 ng PCR-
Produkt und dem Volumen an HPLC-Wasser, das zum Erreichen von 20 pl Gesamtvolumen er-
forderlich war. Die Amplifikation des Ansatzes wurde im Thermocycler nach folgendem opti-

mierten Thermoprofil durchgefiihrt:

Schritt Temperatur Zeit
Vordenaturierung 90 °C 2 min
Denaturierung 95°C 0,10 min
Annealing 50 °C 0,10 min
Elongation 60 °C 4 min

Tabelle 2.5: Temperatur- und Zeitschema der Sequenzierungs-PCR

Die Schritte 2 bis 4 wurden in 25 Zyklen wiederholt. Zum Ausschluss von Kontaminationen lief
in jedem Ansatz eine statt DNA Wasser enthaltende Negativprobe mit. Zur Aufreinigung wurde
das PCR-Produkt zusammen mit 52 pl HPLC-Wasser und 128 pul 96prozentigem Ethanol in ein
Reaktionsgefdal gegeben und gemischt. Dies wurde fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieBend fiir 20 min bei 13000 g zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstands und Zu-
gabe von 200 ul 70prozentigem Ethanol wurden die Proben erneut fiir 10 min bei 13000 g zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet zum vollstindigen Verdampfen des Etha-
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nols fiir 1 min bei 90 °C getrocknet. Darauthin konnte die DNA in 16 ul HPLC-Wasser aufge-

nommen und zur weiteren Verwendung in Mikrotiterplatten iiberfiihrt werden.
2.7.6.3 Analyse des PCR-Produkts

Das Produkt der Sequenzierungs-PCR wurde vollautomatisch unter Verwendung des Kapillar-
Elektrophorese-Sequenzierers ABI Prism 3100 DNA Analyzer (Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland) im Institut fiir Medizinische Genetik der Charité - Universititsmedizin Berlin,
Standort Virchow Klinikum, sequenziert. Die Daten wurden anschlieBend mit der Software

SeqMan II (DNASTAR, Konstanz, Deutschland) ausgewertet.
2.8 Bestimmung der mRNA-Expression durch RT-PCR
2.8.1 Extraktion der RNA

Die am Ende der Priparation und Homogenisierung des Hypothalamus nach Zentrifugation ge-
wonnene RNA-enthaltene Phase (siehe Kapitel 2.6.1) wurde in ein neues 2 ml-Reaktionsgefal3
zu 0,75 ml Isopropanol gegeben und gemischt. Nach 90miniitiger Inkubation der Proben erfolgte
ein Zentrifugation fiir 15 min bei 12000 g. Der Uberstand wurde abgegossen und eventuelle
Resttropfen mit der Pipette entfernt, so dass ein Pellet im Reaktionsgefa3 zurtickblieb. Nach Zu-
gabe von 1,5 ml 75 prozentigem Ethanol wurden die Proben 8 min bei 7500 g zentrifugiert. Das
Ethanol wurde wieder vorsichtig abgegossen, abpipettiert und anschlieend fiir 5 - 10 min an der
Luft getrocknet. Danach konnte das Pellet in 120 ul DEPC-Wasser aufgenommen, gemischt und
im Anschluss die RNA-Konzentration der Proben fotometrisch bestimmt werden (Chomczynski

1993).
2.8.2 Synthese der cDNA

Alle fiir die Herstellung der cDNA erforderlichen Komponenten - bis auf RNasin (Promega) und
Single-Stranded DNA Binding Protein (2200 pg/ml, Promega) - waren Bestandteil des
Superscript First-Strand Synthesis System for RT-PCR (GIBCO BRL). Zuerst wurden 3 pg
RNA, 1,5 pl Random hexamers, 0,5 pl RNasin und DEPC-Wasser bis zum Erreichen eines Ge-
samtvolumens von 14 pl in ein Reaktionsgefdl} pipettiert. Dies wurde 10 min bei 70 °C inkubiert,
anschliefend 1 min auf Eis gelagert und kurz zentrifugiert. Danach wurden in das Reaktionsge-

fal3 2 ul 10fach RT-Puffer, 2 pl MgCl2, 1 ul ANTP-Mix sowie 2 ul DTT zugegeben, gemischt
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und 5 min bei 25 °C inkubiert. Als Letztes erfolgte die Zugabe von 0,5 pl Single-Stranded DNA
Binding Protein und 1,5 pl der Superscript II Reversen Transkriptase. Dieser Ansatz wurde im
Thermoblock wie folgt inkubiert: 10 min bei 25 °C, dann 50 min bei 42 °C, anschlieend 15 min
bei 70 °C. Durch Hinzugeben von 1 pul Rnase H und Inkubation fiir 20 min bei 37 °C wurde die
verbliebene RNA entfernt.

283 PCR

Die semiquantitative PCR wurde mit den folgenden Primern durchgefiihrt (Herstellung: TIB
MOLBIOL, Berlin, Deutschland): POMC-2,3F (5'-GAG ATT CTG CTA CAG TCG CTC-3"
und POMC-2,3R (5'-TTG ATG ATG GCG TTC TTG AA-3') (Millington et al. 1999), die ein
Produkt von 678 Bp Lénge amplifizierten. Als Standard diente das Housekeeping-Gen Actin mit
den Primern ActinF (5'-TTG TAA CCA ACT GGG ACG ATA TGG-3") und ActinR (5'-GAT
CTT GAT CTT CAT GGT GCT AGG-3") mit einer Produktldnge von 764 Bp. Ein Ansatz ent-
hielt 15,3 pl PCRWasser, 1 pl cDNA, 2 pl 10fach Puffer (Tris-HCL 100 mM bei pH 8,3, KCI
500 mM, MgCI2 15 mM, 0,01 % Gelatine), 0,4 pl ANTP-Mix a 10 mmol/l (Promega), je 0,2 pl
der POMC-Primer (10 umol/l), je 0,4 pl der Actin-Primer (10 pmol/l) und 0,1 pl Tag-
Polymerase (AmpliTaq, Perkin Elmer). Die Amplifikation des Ansatzes wurde im Thermocycler

nach folgendem optimierten Thermoprofil durchgefiihrt:

Schritt Temperatur Zeit
Vordenaturierung 95 °C 5 min
Denaturierung 94 °C 1 min
Annealing 62 °C 0,45 min
Elongation 72 °C 1 min
Endelongation 72 °C 10 min

Tabelle 2.6: Temperatur- und Zeitschema der semiquantitativen PCR

Die Schritte 2 bis 4 wurden in 30 Zyklen wiederholt. Zum Ausschluss von Kontaminationen lief

in jedem Ansatz eine statt DNA Wasser enthaltende Negativprobe mit.
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2.8.4 Auswertung

Die Amplifikate wurden auf einem 2prozentigen, Ethidiumbromid enthaltenden Agarosegel pa-
rallel zu einem Léangenstandard elektrophoretisch aufgetrennt. Dieses wurde in einem Gelscanner
(Typhoon 8600, Amersham Pharmacia Biotech) hinsichtlich der Signalstirken der einzelnen
Banden analysiert und anschlieBend mit Hilfe der Software Image Quant (Amersham) ausgewer-

tet.
2.9  Morphometrische Untersuchungen des Nucleus arcuatus hypothalami (ARC)
2.9.1 Konventionelle und immunhistochemische Fiarbung der Gehirnschnitte

Nach der raschen Dekapitation wurden randomisiert die Gesamtgehirne von fiinf Ratten aus fiinf
normalen Wiirfen und sechs Ratten aus sechs kleinen Wiirfen ziigig entnommen und in
Bouinscher Losung fiir 48 h fixiert. Nach 24-stiindiger H,O-Spiilung durchliefen die Gehirne
eine aufsteigende Alkoholreihe und wurden in Histoplast (Shandon, Frankfurt/Main, Deutsch-
land) eingebettet und aufgeblockt. AnschlieBend wurden 5 pm-starke koronare Serienschnitte
unter Erfassung des Hypothalamus in den Ebenen 24 - 32 angefertigt, korrespondierend zu den
Bregmaleveln -1.40 bis -3.60 mm (Paxinos und Watson 1986). Diese wurden auf beschichtete
Objekttrager (1 % Gelantine; 0,02 % Cromalaun) aufgezogen und abwechselnd konventionell
mit Kresylviolett 0,025 % (Nissl-positiv) oder immunhistochemisch fiir POMC unter Verwen-
dung der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex(ABC)-Methode gefarbt (Vectastain Kit; Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA). Fiir die Immunzytochemie erfolgte eine Vorbehandlung
der Gehirnschnitte mit 0,3prozentigem Triton X-100 (Ferak, Berlin, Germany) zur Verbesserung
der Antikorperpenetration. Um die endogene Peroxidaseaktivitit zu inhibieren, folgte daraufhin
die Inkubation der Schnitte in Methanol und 0,3prozentigem H,0O,. Nach einer Spiilung mit
zweiprozentigem Pferdeserum (Vector) wurden die Schnitte flir 48 h in einer Feuchtkammer bei
4 °C mit den entsprechenden Antikdrpern fiir Ratten-POMC inkubiert (Konzentration 1:5000;
Phoenix, Belmont, CA, USA). Nach Spiilung wurden die Schnitte mit biotinyliertem Anti-Maus-
IgG behandelt (1:500; Vector) und anschlieBend fiir 2 h mit ABC inkubiert. Nun wurden sie fiir
20 min einer Losung aus 0,05prozentigem 3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid exponiert
(Sigma, St. Louis, MO, USA). Es folgte die Entwisserung und erneute Eindeckung mit Entellan
(Merck, Darmstadt, Deutschland). Die Spezifitit der immunhistochemischen Markierung wurde

verifiziert durch die Abwesenheit der immunozytochemischen Reaktion in Schnitten, bei wel-
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chen der Primédrantikorper weggelassen oder durch Normalserum ersetzt worden war. Bei allen
Tieren beinhalteten die gefdrbten Schnitte die komplette kranio-kaudale Ausdehnung des
Nucleus arcuatus hypothalami (ARC).

2.9.2 Neuromorphometrische Untersuchung des Nucleus arcuatus hypothalami (ARC)

Die Auswertung der mit Kresylviolett bzw. immunhistochemisch gefarbten Gehirnschnitte er-
folgte mit Hilfe eines Bildanalysesystems (KS 400 V.3.0, Zeiss, Jena, Germany), welches iiber
eine Videokamera (DXC-390P, Sony, Japan) mit einem Lichtmikroskop mit Rasterbildschirm
(Axioscope, Zeiss) verbunden war. Die Methode der computergestiitzten Mikroskopbildanalyse
wurde von unserer Arbeitsgruppe bereits hdufig eingesetzt und ist ausfiihrlich beschrieben und
publiziert (Plagemann et al. 1999a und b). Auf diese Weise wurde bei 1700facher Endvergrdf3e-
rung die Dichte immunopositiver POMC-Neurone innerhalb des ARC beider Gehirnhemisphéren
analysiert. Entsprechend den Kriterien wurden nur solche Neuronen erfasst, die einen Nukleolus
und deutlich erkennbare Zellgrenzen aufwiesen. Dieser Part der Untersuchungen wurde durch

immer die gleiche Person und verblindet durchgefiihrt.
2.10 Statistik

Fir Gruppenvergleiche wurden der arithmetische Mittelwert (MW) und der Standardfehler
(SEM) berechnet. Zum Mittelwertvergleich wurde bei Normalverteilung ein ungepaarter t-Test
nach Student durchgefiihrt. Zusammenhéinge zwischen Variablen wurden durch Rangkorrelation
nach Spearman analysiert. Fiir sdmtliche Verfahren wurde als Hochstgrenze der
Irrtumswahrscheinlichkeit fiir signifikante Unterschiede 5 % (p < 0,05) gewdéhlt. Zur Ermittlung
des Methylierungsgrades je Tier wurde zuerst fiir jeden einzelnen Klon der prozentuale Anteil
der methylierten Cytosine im untersuchten Promotorbereich bestimmt. Aus diesem Prozentsatz
wurde anschlieBend aus allen Klonen eines Tieres (n = 15 - 18) der Mittelwert errechnet (Sieg-
mund und Laird 2002). Alle statistischen Tests wurden mit Hilfe der Programme SPSS fiir Win-
dows (SPSS Software, Miinchen, Deutschland) sowie GraphPad Prism Version 4.03 fiir Win-
dows (GraphPad Software, San Diego, Kalifornien, USA) durchgefiihrt.

41



3 Ergebnisse
3.1 Biometrische Parameter

3.1.1 Korpergewicht, Korperlinge, Korperfettanteil

Tiere, welche in kleinen Wiirfen aufgezogen und damit neonatal iibererndhrt wurden (Gruppe
KW), hatten im Vergleich zu neonatal normal erndhrten Tieren (Gruppe NW) erhohte Korper-
gewichte. Bereits am siebten Lebenstag zeigte sich das mittlere Korpergewicht der KW-Tiere als
signifikant erhoht gegeniiber demjenigen gleichaltriger NW-Tiere (s. Abb. 3.1). Dieser Ge-
wichtsunterschied ver-stirkte sich bis ins adulte Alter: Sowohl am vierzehnten als auch am ei-
nundzwanzigsten Lebenstag war das Korpergewicht neonatal iibererndhrter Ratten statistisch

signifikant hoher als bei normal erndhrten Tieren (s. Abb. 3.1.).
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Abbildung 3.1:
Absolutes Korpergewicht von Tieren aus kleinen Wiirfen (KW; n = 8) im Vergleich zu

Kontrolltieren (NW; n = 8) vom 1. - 21. Lebenstag: Mittelwert (MW) + Standardfehler
(SEM); * p < 0,001 (Students t-Test).
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Zudem zeigten die Ratten aus kleinen Wiirfen am einundzwanzigsten Lebenstag eine statistisch

signifikant groBere Korperldange als gleichaltrige Kontrolltiere (s. Tab. 3.1).

Korperldnge in cm *
NW 9,6 +0,3
KW 10,6 £ 0,2
Tabelle 3.1:

Korperlangen am 21. Lebenstag von Tieren aus kleinen Wiirfen (KW; n = 8) im Vergleich
zu Kontrolltieren (NW; n = 8): Mittelwert (MW) £ Standardfehler (SEM); * p < 0,001
(Students t-Test).

Auch das relative Korpergewicht, welches sich aus dem Quotienten von Korpergewicht und
Korperldange errechnet, war bei neonatal tibererndhrten Tieren statistisch signifikant erhdht ge-

geniiber Kontrolltieren (s. Abb. 3.2).
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Abbildung 3.2:
Relatives Korpergewicht von Tieren aus kleinen Wiirfen (KW; n = 8) im Vergleich zu

Kontrolltieren (NW; n = 8) am 21. Lebenstag: MW + SEM; * p < 0,001 (Students t-Test).
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Bei der Analyse der Korperzusammensetzung ergab sich ein signifikant erhohter Kdrperfettanteil

bei den Tieren aus kleinen Wiirfen gegeniiber denen der Kontrollgruppe (s. Abb. 3.3).

~ 121
>
T 9
=
s —
S 67
5
2
Q -1
v 3
0 T
NwW

Abbildung 3.3:

Korperfettanteil am 21. Lebenstag von Tieren aus kleinen Wiirfen (KW; n = 6) im Ver-

gleich zu Kontrolltieren (NW; n = 6): MW + SEM; * p < 0,001 (Students t-Test).
3.2 Stoffwechselparameter

3.2.1 Blutglukose am 21. LT

Die in kleinen Wiirfen aufgezogenen und damit neonatal iibererndhrten Ratten wiesen am ei-
nundzwanzigsten Lebenstag einen statistisch signifikant hoheren basalen Blutglukosespiegel auf

als normal erndhrte Ratten der Kontrollgruppe (s. Abb. 3.4).

Es bestand eine signifikant positive Korrelation zwischen den Blutglukosespiegeln und dem rela-
tiven Korpergewicht aller am einundzwanzigsten Lebenstag untersuchten Tiere (r = 0,51; p <

0,05; Rangkorrelation nach Spearman mit n = 16).
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Abbildung 3.4:

Basale Blutglukosekonzentration am 21. Lebenstag von Tieren aus kleinen Wiirfen (KW; n
= 8) im Vergleich zu Kontrolltieren (NW; n = 8): MW £ SEM, * p < 0,05 (Students t-
Test).

3.2.2 Plasmainsulin am 21. LT

Ratten aus kleinen Wiirfen wiesen statistisch signifikant hohere Insulinwerte auf als gleichaltrige

neonatal normal erndhrte Tiere (s. Abb. 3.5).
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Abbildung 3.5:
Plasmainsulinkonzentration am 21. Lebenstag von Tieren aus kleinen Wiirfen (KW; n = 8)

im Vergleich zu Kontrolltieren (NW; n = 8): MW £+ SEM, * p < 0,001 (Students t-Test).
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Zwischen den am einundzwanzigsten Lebenstag gemessenen Konzentrationen des Plasmainsu-
lins und der Blutglukose aller untersuchten Tiere fand sich eine signifikant positive Korrelation

(r=10,63; p <0,01; Rangkorrelation nach Spearman mit n = 16).
3.2.3 Insulin-Glukose-Ratio am 21. LT

Als ein MaB fiir die Insulinresistenz kann die Insulin-Glukose-Ratio herangezogen werden, wel-
che durch Bildung eines Quotienten aus den Blutwerten von Insulin und Glukose berechnet wird

(Guerrero-Romero und Rodriguez-Moran 2001, Harder et al. 2001).

Die Insulin-Glukose-Ratio zeigte sich bei den Tieren, die in kleinen Wiirfen aufgezogen worden

waren, signifikant erhoht gegeniiber Kontrolltieren (s. Abb. 3.6).

Die Insulin-Glukose-Ratio korrelierte signifikant positiv mit den Korpergewichten (r = 0,63; p <
0,01), den relativen Korpergewichten (r = 0,59; p < 0,05) und den Leptinwerten (r = 0,75; p <
0,001) sowie den Insulinwerten (r = 0,97; p < 0,001; alles Rangkorrelationen nach Spearman mit

n = 16) aller untersuchten Ratten.
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Abbildung 3.6:
Insulin-Glukose-Ratio am 21. Lebenstag von Tieren aus kleinen Wiirfen (KW; n = 8) im

Vergleich zu Kontrolltieren (NW; n = 8); MW + SEM, * p < 0,001 (Students t-Test).
3.2.4 Plasmaleptin am 21. LT

Der Plasmaleptinspiegel lag bei Tieren, die in kleinen Wiirfen aufgezogen wurden, signifikant

hoher als bei Tieren, die in normalen Wurfgré8en heranwuchsen (s. Abb. 3.7).
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Die Plasmaleptinkonzentration aller sechzehn untersuchten Tiere korrelierte dabei signifikant
positiv mit den Werten des Korpergewichts (r = 0,75; p < 0,001) und des relativen Korperge-
wichts (r = 0,80; p < 0,001) sowie mit der Plasmakonzentration von Insulin der 21 Tage alten

Ratten (r = 0,74; p = 0,001; alles Rangkorrelationen nach Spearman mit n = 16).
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Abbildung 3.7:

Plasmakonzentration von Leptin am 21. Lebenstag von Tieren aus kleinen Wiirfen (KW; n
= 8) im Vergleich zu Kontrolltieren (NW; n = 8): MW + SEM, * p <0,001 (Students t-
Test).

3.3  Expression der mRNA von POMC

In den Hypothalami fand sich am einundzwanzigsten Lebenstag kein signifikanter Unterschied
des Gehaltes an POMC-mRNA zwischen den Tieren aus kleinen Wiirfen und denen der Kont-

rollgruppe (s. Tab. 3.2).

POMC-mRNA in willkiirlichen Einheiten *
NW 0,64 + 0,03
KW 0,55+ 0,05
Tabelle 3.2:

Absolute Menge von POMC-mRNA in den Hypothalami 21 Tage alter Tiere aus kleinen
Wiirfen (KW; n = 8) im Vergleich zu Kontrolltieren (NW; n = 8): Mittelwert (MW) +
Standardfehler (SEM); * p = 0,13 (Students t-Test).
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Da die Expression von POMC abhéngig ist von den im Blut zirkulierenden Sattigungssignalen,
wurde ein Quotient gebildet zwischen der mRNA-Expression des Neuropeptids und den Serum-
werten von Insulin bzw. Leptin. Dieser Quotient fiel bei Tieren aus kleinen Wiirfen statistisch
signifikant niedriger aus als bei Kontrolltieren (s. Abb. 3.8). Das heil}t, dass bei den neonatal
iibererndhrten Tieren die insulin- bzw. leptinbezogene POMC-Expression erniedrigt war trotz

fehlenden Unterschieds im Absolutgehalt an POMC-mRNA.

7000 200000
é < 6000 £
7 = =PI i —
225000 T 3 150000
< %2 40001 <
;Z4 S * é S 100000
£ = 3000 E S
o= Q=
ZZ 2000+ % = 50000- *
0 . 0 .
NW NW KW

Abbildung 3.8:

Quotient zwischen der hypothalamischen Expression der POMC-mRNA (Absolutwerte)
und den Serumwerten von Insulin (links; r = 0,40) und Leptin (rechts; r = 0,38) bei 21 Ta-
ge alten Tieren aus kleinen Wiirfen (KW; n = 8) versus Kontrolltieren (NW; n = 8): MW =+
SEM, * p < 0,01 (Students t-Test).

Dartiberhinaus zeigten sich signifikant inverse Korrelationen dieses Quotienten mit dem Korper-
gewicht (mRNA/Insulin: r = -0,57; p < 0,05; mRNA/Leptin: r = -0,78; p < 0,001) der untersuch-
ten Ratten sowie mit deren Serumwerten von Glukose (s. Abb. 3.9) und Leptin (mRNA/Insulin: r
=-0,61; p < 0,05) bzw. Insulin (mRNA/Leptin: r = -0,81; p < 0,001; alles Rangkorrelationen

nach Spearman mit n = 16).
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POMC-mRNA/Insulin
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Abbildung 3.9:

Beziehung zwischen einem Quotienten, gebildet aus den Absolutwerten der hypothalami-
schen POMC-mRNA und den Serumwerten von Insulin bzw. Leptin, und der Konzentra-
tion der Plasmaglukose bei allen untersuchten Ratten (NW und KW: links r =-0,67; p <
0,01; rechts r = -0,52; p < 0,05; Rangkorrelationen nach Spearman mit n = 16).

Morphometrie des Nucleus arcuatus hypothalami (ARC)

In der Dichte POMC-immunopositiver Zellen im ARC fand sich kein signifikanter Unterschied

zwischen Tieren aus kleinen Wiirfen und Tieren der Kontrollgruppe (s. Tab. 3.3.).

POMC-Zelldichte pro mm” *

NW

361,8 £37,1

KW

3953 £6,8

Tabelle 3.3:

Dichte immunopositiver Zellen fiir POMC im Nucleus arcuatus hypothalami 21 Tage alter
Tiere aus kleinen Wiirfen (KW; n = 6) im Vergleich zu Kontrolltieren (NW; n = 5): Mit-
telwert (MW) + Standardfehler (SEM); * p = 0,42 (Students t-Test).
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3.5  Methylierungsstatus

Die in dieser Studie auf Methylierungen untersuchte Promotersequenz war 404 Basenpaare lang,
beinhaltete 21 CpG-Stellen und deckte die Bindungsstellen von 16 verschiedenen Transkripti-
onsfaktoren ab, wie z.B. von STAT3, Sp1, Nf-kB und nGRE (s. Abb. 3.10).

411 TCATTAGTGA TATTTACCTC CAAATGCCAG GAAGGCAGAT GGACGCACAC
> NUR-Faktoren < STAT 3 E-Box

1361 AGGTAATTCC ACTCCATTCT GTAAGACCTC AGAACTAGGC CTGCCTCACA
TRE > T-pit

311 CCAGGATGCT AAGCCTCTGT CCAGTCCTGA GTGGAGATCC AACAGCATCC
< Pitx 1 Brn3.0>

-261  TTAATTAAGT TCCTCCTGAC CACCGGGGCC AGGTGTGCGC TTCAGCGGGT
PP1 < E-Box

1211 CTGTGCTAAC GCCAGCCTCC GCACTTTCCA GGCACATCTG CTGTGCGCGC
> PPl < Spl E-Box >PCRH-RE/MRE

-161  AGCCCCGACC GGGAAGCCCC CCCTCCCGCG GCCCGLCLCGLC CCCCTTCGLG
< Nf-xkB > Spl <Ap2

-111 TGGCCGGGGA TTCGCTTGTT GCGTTGCAGA AGCGCTGCCA GGAAGGTCAC
nGRE

-601  GTCCAAGGCT CACCCACCCA ACCCTGCAGG TATAAAAGAA GAGAGAAGAG
PO-B

-11 TGACAGGGAC CA -» Transkriptionsstart

Abbildung 3.10:

Sequenz des untersuchten POMC-Promoterfragmentes: Rot markiert sind die CpG-Stellen.
Durch Unterstreichung, Kursivschreibung oder durch Pfeile markiert sind die Bindungs-
stellen der folgenden Transkriptionfaktoren: Faktoren der NUR-Familie, STAT3, E-Box,
TRE, T-pit, Pitx 1, Brn 3.0, PP1, Sp1, MRE, PCRH-RE, Nf-kB, AP 2, nGRE sowie PO-B.
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3.5.1 Gruppenvergleiche

3.5.1.1 CpG-Stellen

In die Auswertung gingen zunichst alle 21 Cytosine in CpG-Position der betrachteten Sequenz

ein. Es wurden die prozentualen Mittelwerte methylierter CpG-Stellen aller Klone (15 - 18 Klo-

ne pro Tier; 8 Tiere pro Gruppe) von Tieren aus kleinen Wiirfen gebildet und denen von Tieren

aus normalen Wiirfen gegeniiber gestellt. Es zeigte sich das in Grafik 3.11 wiedergegebene Bild

eines komplexen Methylierungsmusters.

Prozentualer Anteil methylierter CpG-Stellen im POMC-Promotor

30

20

10

CINW

. KW

-238 -224 -216 -202 -192 -166 -164 -156 -152 -135 -133 -128 -125 -115 -113 -107 -99 -90 -79 -62
CpG-Einzelpositionen

Abbildung 3.11:

Prozentualer Anteil von Cytosinmethylierungen an den einzelnen CpG-Stellen des POMC-
Promotors bei Tieren aus kleinen Wiirfen (KW; n = 8) gegeniiber Kontrolltieren (NW; n =
8). Ohne CpG-Stelle -368 zum Zwecke der optimalen Skalierung: hier NW 84,4 £ 12,1 vs.
KW 84,2 + 7,3. Angaben in Mittelwerte in Prozent (MW) & Standardfehler (SEM).
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Die einzelnen CpG-Dinukleotide wiesen Methylierungsanteile zwischen minimal null und ma-
ximal 84 Prozent auf. Es bestand eine Tendenz zu einem hoheren Methylierungsanteil der mehr
stromaufwérts gelegenen CpG-Stellen (Nukleotid -152 bis -368) und zu einem niedrigeren
Methylierungsanteil der weiter stromabwarts gelegenen CpG-Stellen (Nukleotid -135 bis -62).

Im Mittel lagen sowohl in der Versuchsgruppe (KW) als auch in der Kontrollgruppe (NW) ca. 12
Prozent aller CpG-Stellen im POMC-Promoter methyliert vor (NW 12,1 + 1,3 % vs. KW 12,1 +
1,3 % mit jeweils n = 8; Mittelwerte in Prozent + Standardfehler; Gruppenunterschied war nicht
signifikant im Students t-Test). Das heif3t, dass in der Gesamtmenge an CpG-Methylierungen des

POMC-Promoters kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen bestand.
3.5.1.2 3.5.1.2 Transkriptionsfaktoren

Es folgte nun die Uberpriifung von Methylierungen innerhalb der einzelnen Bindungsstellen von
Transkriptionsfaktoren im POMC-Promoter. Auler AP1 konnten alle bekannten genregulatori-

schen Elemente des POMC-Gens in die Analyse miteinbezogen werden.

Die Sequenzen der folgenden Transkriptionsfaktoren beinhalteten ein oder mehrere CpG-
Dinukleotide und waren daher fiir Methylierungen besonders zuganglich: PP1 (bei Nukleotid -
211), Spl (bei Nukleotid -201), PCRH-RE bzw. MRE, Nf-kB, AP2 und nGRE (sieche Promotor-
darstellung in Abb. 3.10). Auf diesen Transkriptionsfaktoren soll im Weiteren der Fokus liegen,
da funktionelle Zusammenhinge zwischen der Methylierung von genregulatorischen Elementen
und der Expression des nachgeschalteten Gens bislang vor allem fiir CpG-haltige Sequenzen

beschrieben worden sind.

Bei den anderen bekannten Bindungsstellen innerhalb des POMC-Promotors (Brn 3.0, E-Box,
NUR-RE, PO-B, PP1 262, Ptx1, T-pit und TRE, Sp1 bei Nukleotid -146 sowie STAT3) lagen
die Cytosine nicht in CpG-Position. Fiir diese sei zusammenfassend gesagt, dass hier die non-
CpG-Methylierung einen Anteil von unter einem Prozent zeigte und sich die
Methylierungsmuster nicht zwischen Versuchs- und Kontrolltieren unterschieden (ohne Abbil-

dung).
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3.5.1.2.1 Nf-xB

Es fand sich ein signifikanter Gruppenunterschied des Gehalts an CpG-Methylierungen inner-
halb der Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors Nf-kB zwischen Tieren aus kleinen Wiirfen
und Kontrolltieren. Interessanterweise zeigte sich ein erhdhter Methylierungsgrad bei denjenigen

Tieren, welche in kleinen Wiirfen aufgezogen wurden (s. Abb. 3.12).
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Abbildung 3.12:

Prozentualer Anteil methylierter CpG-Stellen innerhalb der Nf-kB-Bindungsstelle im
POMC-Promoter von Tieren aus kleinen Wiirfen (KW, n = 8) und von Kontrolltieren

(NW, n=8): MW £ SEM, * p < 0,05 (Students t-Test).
3.5.1.2.2 Spl

Innerhalb der Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors Spl bei Nukleotid -201 zeigte sich ein
auffallender Gruppenunterschied im Gehalt an CpG-Methylierungen, welcher jedoch statistisch
nicht signifikant war (NW: 26,1% =+ 5,1 versus KW: 14,8% + 2,9; r = 0,21; p = 0,07 mit n = 16
im Students t-Test). Die andere Bindungsstelle von Spl bei Nukleotid -146 beinhaltete kein

CpG-Dinukleotid und wies auch keinerlei Methylierungen seiner non-CpG-Stellen auf.

Es ist moglich, dass Methylierungen innerhalb der Bindungssequenz von Spl keinen hemmen-
den Effekt auf die Fahigkeit von Spl zur Anlagerung an seine DNA-Sequenz haben (Harrington
et al. 1988). Vielmehr sind es oftmals Methylierungen an Cytosinen, die stromaufwérts der ei-
gentlichen Bindungsstelle liegen, die die Anlagerung von Spl verhindern (Clark et al. 1997, Zhu
et al. 2003).

53



Es lag somit nahe, die CpG-Dinukleotide an den Positionen -156 und -152 stromaufwiérts der
Sp1-Bindungsstelle ,,146* (bei Basenpaar -146) sowie das Dinukleotid -202 stromaufwiérts der

Sp1-Bindungsstelle ,,201° (bei Basenpaar -201) auf verdnderte Methylierungsmuster zu untersu-

chen.

Tatsdchlich fanden sich mehr Methylierungen an den CpG-Stellen stromaufwérts der Spl-
Bindungsstelle ,,146* (im folgenden Spl 146 genannt) bei Tieren der Versuchsgruppe als bei
denen der Kontrollgruppe, wobei der Gruppenunterschied statistisch signifikant war (s. Abb.
3.13).
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Abbildung 3.13:

Prozentualer Anteil methylierter CpG-Stellen stromaufwirts der Sp1-Bindungsstelle 146
bei Tieren aus kleinen Wiirfen (KW, n = 8) und der Kontrollgruppe (NW, n = 8): MW =+
SEM, * p < 0,05 (Students t-Test).

Dabei sei angemerkt, dass das CpG-Dinukleotid -152 stromaufwérts von Spl 146 innerhalb der
Nf-kB-bindenden Sequenz lag (s. Abb. 3.10). Die Beobachtung verdnderter Methylierung bei
Cytosinen stromaufwérts einer transkriptionsfaktorenbindenden DNA-Sequenz lie3 sich nicht

treffen fiir die andere Sp1-Bindungsstelle bei Nukleotid -201.
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3.5.1.2.3 nGRE

Zusammenfassend zeigten die CpG-Positionen der aktivierenden Transkriptionsfaktoren Nf-xB
und Spl 146 bei Tieren aus kleinen Wiirfen einen erhéhten Gehalt an Cytosinmethylierungen.
Im Gegensatz dazu prisentierte die Sequenz des einzig hemmenden Transkriptionsfaktors im
POMC-Promotor namens nGRE (Riegel et al. 1990 und 1991) einen niedrigeren CpG-
Methylierungsgrad bei Tieren aus kleinen Wiirfen, wobei der Unterschied statistisch nicht signi-

fikant war (s. Abb. 3.14).
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Abbildung 3.14:
Prozentualer Anteil methylierter CpG-Stellen innerhalb der Bindungsstelle nGRE bei Tie-
ren aus kleinen Wiirfen (KW, n = 8) und der Kontrollgruppe (NW, n = 8): MW + SEM,

Gruppenunterschied nicht signifikant im Students t-Test.
3.5.1.2.4 PP1, PCRH-RE/MRE und AP2

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber den Anteil methylierter CpG-Dinukleotide inner-
halb der drei ilibrigen oben genannten funktionell bedeutsamen Bindungsstellen. Je nach Sequenz
lagen zwischen null und maximal dreiundzwanzig Prozent aller CpG-Stellen einer Bindungsse-
quenz methyliert vor (s. Tab. 3.4). Ein signifikanter Methylierungsunterschied zwischen Tieren

aus kleinen Wiirfen und normalernihrten Tieren bestand bei keiner dieser Bindungsstellen.
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Transkriptionsfaktor CpG-Dinukleotid(e) Methylierung in Prozent
(MW = SEM) *
NW KW
PP1 211 -202 11,7+ 6,4 13,4+123
PCRH-RE bzw. MRE -166, -164 17,6 = 10,2 22,8+ 14,6
AP2 -135 0,7+2,0 0,8+24

Tabelle 3.4:

Prozentualer Anteil methylierter CpG-Stellen innerhalb der Bindungsstellen von Trans-
kriptionsfaktoren im POMC-Promoter. Zeichenerklarung: MW: Mittelwert in Prozent;
SEM: Standardfehler; KW: Tiere aus kleinen Wiirfen (n = 8); NW: Kontrolltiere (n = 8); *
p > 0,05 bzw. nicht signifikant im Students t-Test.

3.5.2 Korrelationen
3.5.2.1 Korrelation zwischen Promotormethylierung und Genexpression

Da die Expression des anorexigenen Neuropeptids POMC in hohem Maf3e abhidngig von den im
Blut zirkulierenden Sattigungsparametern Insulin und Leptin ist, sollte die POMC-Expression
nicht abgekoppelt von diesen betrachtet werden. Es wurde daher ein Quotient zwischen dem
Gehalt an POMC-mRNA im Hypothalamus und den Serumwerten von Insulin respektive Leptin
gebildet. Es zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen diesen Quotienten und dem Anteil
methylierter CpG-Stellen innerhalb der Nf-kB-Bindungssequenz, welcher statistisch signifikant
war flir die insulinabhéngige POMC-Expression (s. Abb. 3.15 oben). In gleicher Weise zeigte
sich dieser Zusammenhang bei den CpG-Stellen stromaufwirts der Spl-bindenden Sequenz 146:
Die Methylierungen korrelierten statistisch signifikant negativ mit dem Quotienten aus POMC-

mRNA und Leptin bzw. Plasmainsulin (s. Abb. 3.15 unten).
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Abbildung 3.15:

Beziehung zwischen einem Quotienten, gebildet aus dem Gehalt an POMC-mRNA im
Hypothalamus und den Plasmakonzentrationen von Leptin (links; r = -0,45; p = 0,08) bzw.
Insulin (rechts; r = -0,85; p < 0,001), und dem prozentualen Anteil methylierter CpG-
Stellen innerhalb der Bindungssequenz von Nf-kB (oben) bzw. stromaufwérts von Sp1 146
(unten) im POMC-Promotor 21 Tage alter Ratten (NW und KW; Rangkorrelationen nach

Spearman mit n = 16).
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3.5.2.2 Korrelation zwischen Promotormethylierung und biometrischen Parametern

Es fanden sich statistisch signifikante positive Korrelationen zwischen den Koérpergewichten der
untersuchten Ratten und dem Anteil methylierter CpG-Dinukleotide innerhalb der Nf-kB-
Bindungssequenz sowie stromaufwérts der Sp1-Bindungsstelle 146 (r = 0,67; p < 0,05; NW und

KW; Rangkorrelation nach Spearman mit n = 16).
3.5.2.3 Korrelation zwischen Promotormethylierung und Stoffwechselparametern

Des Weiteren wurde iiberpriift, ob ein Zusammenhang bestand zwischen den Stoffwechselpara-
metern der untersuchten Tiere und dem Methylierungsgrad des POMC-Promotors bzw. der ein-

zelnen Bindungsstellen.

Dabei zeigte sich eine signifikant positive Korrelation zwischen der Blutglukosekonzentration
und dem Anteil methylierter CpG-Stellen der gesamten untersuchten Promotorsequenz (s. Abb.

3.16).
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Abbildung 3.16:
Beziehung zwischen dem prozentualen Anteil methylierter CpG-Stellen im untersuchten
POMC-Promotorfragment und der Konzentration der Plasmaglukose bei allen 16 unter-

suchten Ratten (r = 0,52; Rangkorrelationen nach Spearman mit p < 0,05; NW und KW).
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Auch auf der Ebene der Transkriptionsfaktoren fand sich dieser Zusammenhang: Der Anteil
methylierter CpG-Stellen innerhalb der Nf-kB-Bindungssequenz korrelierte ebenfalls signifikant
positiv mit den Werten der Blutglukose aller untersuchten Tieren (r = 0,51; p < 0,05; alles Rang-
korrelationen nach Spearman mit n = 16). Eine positive Korrelation zur Plasmaglukose, die sta-
tistisch jedoch nicht signifikant ist, fand sich dariiber hinaus bei den CpG-Methylierungen strom-

aufwirts der Sp1-Bindungsstelle 146 (r = 0,46; p = 0,07).

Des Weiteren korrelierten die CpG-Methylierungen innerhalb der Nf-kB-Bindungsstelle signifi-
kant positiv mit den Plasmawerten von Insulin (r = 0,53; p < 0,05). Derselbe Zusammenhang
zwischen Plasmainsulin und Methylierungen lieB3 sich stromaufwérts der Sp1-Sequenz 146 aus-

machen (r =0,52; p <0,05).

Dartiberhinaus zeigte die Insulin-Glukose-Ratio ebenfalls signifikant positive Korrelationen zu
den Methylierungen innerhalb der Bindungsstellen von Nf-kB (r = 0,52; p < 0,05) und strom-
aufwirts von Spl 146 (r = 0,50; p < 0,05).
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4 Diskussion
4.1  Der Phinotyp neonatal iibererniihrter Ratten

Der vorliegenden Studie lag die Frage zugrunde, ob neonatale Uberernihrung zu epigenetischen
Verdanderungen innerhalb des Promotors von Proopiomelanocortin fiihren konnte. Zu diesem
Zweck wurde eine Versuchsanordnung entsprechend dem ,,Modell der kleinen Wiirfe* gewdhlt,
um bei neugeborenen Ratten eine Uberernihrung und damit Ubergewicht zu induzieren (Faust et
al. 1980). In der Versuchsgruppe erfolgte am dritten Lebenstag eine Reduktion der primiren
Wurfgrofe von urspriinglich im Durchschnitt zwolf Neugeborenen auf nur noch drei pro Mutter
(Fiorotto et al. 1991, Plagemann et al. 1999a, Boullu-Ciocca et al. 2005). Die Muttertiere dieser
Gruppe (sogenannter kleiner Wurf; Abkiirzung KW) versorgten auf diese Weise wihrend der
gesamten Stillzeit ihre wenigen Jungtiere mit einer Menge Milch, die fiir zwolf Nachkommen

vorgesehen worden war.

Das Uberangebot an Nahrung fiihrte zu einem raschen Anstieg des Kérpergewichts und der Gro-
e der Neonaten. Zum Zeitpunkt des Absetzens am 21. Lebenstag waren die Tiere, die in kleinen
Wiirfen aufgezogen worden waren, signifikant schwerer als die Tiere der Kontrollgruppe, die das
Nest mit zwolf Geschwistern geteilt hatten (normaler Wurf; Abkiirzung NW). Insbesondere war
der Korperfettanteil iibererndhrter Tiere signifikant erhdht. Die Hyperphagie der neonatal iiber-
erndhrten Ratten persistiert lebenslang (Voits et al. 1996) und fiihrt zu bleibender Adipositas
(Plagemann et al. 1992, Waterland und Garza 2002). In Studien unserer Arbeitsgruppe konnte
gezeigt werden, dass die Ratten aus kleinen Wiirfen im Erwachsenenalter einen Symptomen-
komplex aus gestorter Glukosetoleranz, Insulinresistenz, Hypertriglyzeriddmie und arteriellem
Hypertonus entwickeln, der dem metabolischen Syndrom des Menschen dhnelt (Plagemann et al.
1999a). Dies wurde bestdtigt durch eine andere Arbeitsgruppe, welche das gleiche Tiermodell
benutzt (Boullu-Ciocca et al. 2005). Auch in der vorliegenden Studie prisentierten die iiberge-
wichtigen Jungtiere bereits eindeutige metabolische Verdnderungen: Sie waren hyperglykdmisch
und hatten gegeniiber den normalgewichtigen Vergleichstieren deutlich erhohte Blutspiegel der
Hormone Insulin und Leptin. Ein Indiz fiir das Vorliegen eine Insulinresistenz war die zweifach
erhohte Insulin-Glukose-Ratio bei den Tieren aus kleinen Wiirfen, welche wiederum positiv mit

den Korpergewichten und den Leptinspiegeln korrelierte.
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4.2  Die Fehlregulation des anorexigenen Neuropeptids POMC

Der Anstieg der Sattigungsparameter (Insulin, Leptin) im Blut sollte im Hypothalamus physiolo-
gisch zu einer Stimulation der Expression und Ausschiittung des Neuropeptids Proopiomelano-
cortin (POMC) fiihren, von welchem a-MSH abgespalten wird, das die weitere Nahrungsauf-
nahme stoppt (Brown et al. 2006). Tatsédchlich ergab sich bei den im Rahmen dieser Studie
durchgefiihrten Messungen fiir die Tiere aus kleinen Wiirfen jedoch weder eine verstirkte
Immunopositivitit fiir POMC im Nucleus arcuatus hypothalami noch eine erhdhte Expression
der mRNA von POMC im Hypothalamus. Dariiberhinaus korrelierte die POMC-Expression

nicht mit den zur selben Zeit im Blut herrschenden Spiegeln von Insulin oder Leptin.

Das ldsst auf eine Storung des hormonellen Regelkreises von Hunger, Nahrungsaufnahme und
Sattigung schlieBen. Es wurde ein Quotient gebildet aus den Werten der POMC-mRNA und den
Serumkonzentrationen von Insulin bzw. Leptin. Nun zeigte sich bei den Versuchstieren eine sig-
nifikante Erniedrigung beider Quotienten gegeniiber den Kontrolltieren. Das heiflt, dass die
leptin- bzw. insulinabhéngige Expression des anorexigenen POMC herunterreguliert ist bei {liber-
erndhrten Ratten. Bemerkenswert ist weiterhin, dass der Quotient aus POMC-mRNA und Leptin
bzw. Insulin umso niedriger war, je schwerer die Tiere waren und je hoher ihre Blutglukose, ihre
Insulin- bzw. Leptinwerte waren (signifikant inverse Korrelationen). Die Ratten mit dem hochs-
ten Gewicht und den hdchsten Séttigungsparametern im Blut wiesen also die niedrigste Expres-
sion des die Nahrungsaufnahme hemmenden Neuropeptids auf. Dies steht im Gegensatz zum
physiologischen Regelmechanismus und entspricht einer Fehlregulation oder auch bei Fortbeste-

hen einer Fehlprogrammierung dieses hypothalamischen Sattigungssystems.

In vorangegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe wurden bereits die Auswirkungen der
neonatalen Ubererniihrung von Ratten auf das hypothalamische Neuropeptid Y (NPY) und auf
Galanin untersucht, welche die Nahrungsaufnahme stimulieren und zu einer Koérpergewichtszu-
nahme fiihren. Physiologischerweise wird die Expression und Freisetzung von Neuropeptid Y
und Galanin durch erhohte Leptin- und Insulinspiegel gehemmt und damit die weitere Nah-
rungsaufnahme gestoppt (Kalra und Kalra 2003). Unsere Arbeitsgruppe stellte fest, dass bei
adulten neonatal {ibererndhrten Ratten trotz der peripheren und intrahypothalamischen
Hyperinsulindmie ein Anstieg und keine Reduktion von Galanin und Neuropeptid Y in Neuronen

des Hypothalamus zu verzeichnen war (Plagemann et al. 1999a bzw. b, Lopez et al. 2005). Wei-
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terhin zeigten Ratten, die in kleinen Wiirfen aufgezogen wurden, eine im Vergleich zu normal
erndhrten Ratten verminderte Inhibition der NPY-exprimierenden Neuronen in Nucleus arcuatus
hypothalami durch Leptin und Insulin (Plagemann und Davidowa 2000 und 2007), was fiir eine

erworbene Insulin- und Leptinresistenz dieser hypothalamischen Neurone spricht.

Innerhalb des Nucleus arcuatus tragen sowohl Neurone, die die orexigenen Neuropeptide NPY
und AgRP co-exprimieren, als auch die POMC-exprimierenden Neurone den Leptinrezeptor und
reagieren sensibel auf Verdnderungen des Nahrungsangebots (Baskin et al. 1999). Dieser Kern
scheint somit vielleicht der wichtigste Angriffspunkt fiir die im Blut zirkulierenden Stoffwech-
selhormone zu sein und projeziert in weitere hypothalamische Kerngebiete, die Nahrungsauf-
nahme und Energiechomdostase regeln (Blevins und Baskin 2010). Bei Nagetieren ist erst in der
dritten postnatalen Woche die Entwicklung seiner Nervenzellprojektionen in die anderen Kern-
gebiet abgeschlossen (Grove et al. 2005). Diese ersten Lebenswochen sind ein wichtiges Zeit-
fenster, in dem sich ein hypothalamisches Regelsystem differenziert, welches das Korpergewicht
und die Energiebalance im weiteren Leben zentral steuert. Metabolische Storungen wie
Hyperinsulindmie oder Hyperleptindmie innerhalb dieser kritischen Periode fiihren zur Pragung
der noch sensiblen neuronalen Pfade und konnten durch Programmierung der Expressionsmuster

von Neuropeptidgenen zu lebenslangem Ubergewicht fiihren (Plagemann 2004).
4.3  Das Methylierungsmuster des hypothalamischen POMC-Promotors

Die DNA-Methylierung ist der bekannteste epigenetische Mechanismus, welcher zu einer dauer-
haften Prigung von Stoffwechselprozessen durch Programmierung der Genexpression fiihren
kann (Waterland und Garza 1999). Bei Sédugetieren finden sich Methylierungen vor allem an
Cytosinen in Dinukleotidformation mit Guanosin, abgekiirzt CpG. CpGs sind innerhalb der DNA
unterreprasentiert und finden sich gehduft in sogenannten CpG-Inseln (Gardiner-Garden und
Frommer 1987). AuBlerhalb von CpG-Inseln sind normalerweise 60 — 90 Prozent aller CpG-
Dinukleotide methyliert (Bird 1986), wihrend CpG-Inseln weitgehend unmethyliert vorliegen
(Antequera und Bird 1993). Der Promotor des POMC-Gens liegt in einer CpG-Insel (Gardiner-
Garden und Frommer 1994). Diese wurde in einer 2001 von Newell-Price und Kollegen verof-
fentlichten Publikation als vollstindig demethyliert in verschiedenen humanen POMC-
exprimierenden Geweben beschrieben. Bereits eine geringe Erhohung des Methylierungsgrades

der POMC-Promoterregion fiihrte hier zur Hemmung der Expression (Newell-Price et al. 2001).
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Um der Fehlregulation der Neuropeptidexpression bei iibererndhrten Ratten auf den Grund zu
gehen, wurde in der vorliegenden Studie der POMC-Promotor einer Methylierungsanalyse un-
terzogen. Es wurde die Methode der Natriumbisulfitbehandlung mit nachfolgender Sequenzie-
rungs-PCR gewéhlt, um jede einzelne Cytosinmethylierung im Promotor sichtbar zu machen
(Olek et al. 1996). So konnten auch Methylierungen innerhalb der einzelnen Bindungsstellen von

Transkriptionsfaktoren ausgewertet werden.

Bemerkenswerterweise fand sich in der vorliegenden Studie der POMC-Promotor nicht vollstdn-
dig demethyliert vor, wie es nach Newell-Price fiir exprimierendes Gewebe eventuell zu erwar-
ten gewesen wire. Vielmehr zeigte sich ein heterogenes Methylierungsmuster mit einem
Methylierungsanteil zwischen null und 84 Prozent der einzelnen CpG-Dinukleotide des Promo-
tors. Im Mittelwert erwiesen sich hier 12 Prozent der untersuchten CpG-Stellen als methyliert.
Anzumerken sei, dass in der Arbeit von Newell-Price humanes Tumorgewebe als POMC-
exprimierendes Gewebe herangezogen wurde. Es ist ein Charakteristikum von entarteten Zellen,
dass sich die Methylierungsmuster ihrer DNA stark von normalem Gewebe unterscheiden (Ehr-
lich 2002). In der vorliegenden Studie wurde der gesamte Hypothalamus von neonatal iiberer-
ndhrten und normal erndhrten Ratten prépariert. Demnach wird hier zum ersten Mal das
Methylierungsmuster des POMC-Promotors erstens im Hypothalamus und zweitens bei Ratten

vorgestellt.

Interessanterweise unterschied sich der Gesamtanteil methylierter CpG-Stellen im betrachteten
POMC-Promotor nicht zwischen iibererndhrten Ratten aus kleinen Wiirfen und Kontrolltieren.
Die oben beschriebenen Expressionsunterschiede der mRNA von POMC zwischen diesen beiden
Gruppen sowie die expressionshemmende Wirkung von DNA-Methylierung schienen also nicht
auf den Gesamtgehalt der CpG-Methylierung innerhalb des Promotors zuriickzufiihren zu sein.
Es ist jedoch nicht zwingend, dass die Genexpression zur Gesamtpromotormethylierung einen
inversen Zusammenhang zeigt. Vielmehr sind es oft Methylierungen innerhalb der Bindungsse-
quenzen von regulatorischen Proteinen, z. B. von STAT3 (Chen et al. 2000), die eine Wirkung
auf die Transkription des nachgeschalteten Gens innehaben. Es sind eine Vielzahl von Transkrip-
tionsfaktoren beschrieben, die innerhalb des POMC-Promotors binden, unter anderem auch
STAT3 (Bousquet et al. 2000). Einige dieser Faktoren sind nachgewiesen expressionsrelevant
fiir das POMC-Gen, wie z.B. Nf-xB (Karalis et al. 2004) oder nGRE (Riegel et al. 1990 und
1991), andere sind rein putativ wie PP1 (Liu et al. 1995).
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Alle bislang fiir POMC bekannten Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren konnten in der
Sequenz des POMC-Promotors der Ratte identifiziert und exakt lokalisiert werden. Die POMC-
Promotorsequenz stammte aus einer Genomdatenbank und basiert auf einer Verdffentlichung
von Drouin und Kollegen (Drouin et al. 1985). Durch das Alignment von POMC-Sequenz und
Bindungsstellen zeigte sich, dass lediglich folgende regulatorische Gensequenzen im POMC-
Promotor ein oder mehrere CpG-Dinukleotid(e) beinhalten und daher methylierungssensitiv
sind: AP2 (Hermann und Doerfler 1991, Bishop et al. 1990 und 1993, Jin et al. 1994), MRE bzw.
PCRH-RE (Culotta und Hammer 1989, Jin et al. 1994), Nf-kB (Bednarik et al. 1991, Jin et al.
1994), nGRE (Saluz et al. 1986, Drouin et al. 1989, Riegel et al. 1990 und 1991), PP1 211 (Liu
et al. 1995) sowie Spl (Liu et al. 1995, Liedtke et al. 2005).

Fiir diese Bindungsstellen fanden sich in der vorliegenden Studie recht unterschiedliche Ergeb-
nisse des Methylierungsgrades. Zum Beispiel lag die CpG-Stelle der AP2-Sequenz beinahe im-
mer demethyliert vor, wiahrend die Bindungssequenzen von MRE und Sp1 den hochsten Anteil
an CpG-Methylierung von 23 bzw. 26 Prozent aufwiesen. Zusammengefasst war das Muster der
CpG-Methylierungen des hypothalamischen POMC-Promotors nicht homogen und zeigte an drei
regulatorischen Stellen spezifische Verdnderungen bei neonatal {ibererndhrten Versuchstieren.
So beobachteten wir bei Tieren aus kleinen Wiirfen einen signifikant erhhten Anteil an CpG-
Methylierungen bei den Bindungsstellen der aktivierenden Transkriptionsfaktoren Nf-kB sowie
Spl. Im Gegensatz dazu war bei denselben Tieren der Anteil an CpG-Methylierungen innerhalb
der Bindungsstelle des inhibierend wirkenden Transkriptionsfaktors nGRE eher vermindert. Die
CpG-Methylierungen der Sequenzen von AP2, MRE sowie PP1 wiesen dagegen keine Unter-
schiede  zwischen den  Versuchsgruppen auf. Im  Folgenden werden die
Methylierungsalterationen bei Tieren aus kleinen Wiirfen und die dazugehdrenden Transkripti-

onsfaktoren im Detail diskutiert.
4.3.1 Methylierungsalterationen innerhalb der Bindungsstelle von Nf-kB

Neonatale Ubererndhrung durch Aufzucht von Ratten in kleinen Wiirfen fiihrte zu einer epigene-
tischen Modifikation der DNA-Sequenz, welche den Transkriptionsfaktor Nuklearfaktor kappaB
(Nf-xB) bindet. Es fanden sich hier im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant mehr CpG-
Methylierungen.
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Da Cytosinmethylierungen innerhalb der Nf-kB-Erkennungssequenz die Bindung des Nf-kB-
Proteinkomplexes an die DNA hemmen (Bednarik et al. 1991), konnte Nf-kB unter diesen Be-
dingungen seine transkriptionsaktivierende Wirkung auf das POMC-Gen nicht mehr oder nur in
reduzierter Form entfalten. Dies konnte erkldren, warum die Expression des anorexigenen
POMC bei tibererndhrten Tieren so gering ausfiel im Verhéltnis zu deren hohen Insulin- und
Leptinspiegeln. Im Folgenden sollen die bis dato bekannten Eigenschaften und Funktionen von
Nf-kB, sowie die (pathologischen) Prozesse, in die dieser Transkriptionsfaktor involviert ist,

ndher beleuchtet werden.

Nf-kB gehort zur Familie der ubiquitdr exprimierten Rel-Transkiptionsfaktoren, welche die Ex-
pression von vielen verschiedenen Genen regulieren (Rushlow und Warrior 1992). Er besteht aus
zwei Untereinheiten, befindet sich normalerweise im Zytoplasma und liegt dort durch die Asso-
ziation mit einem inhibitorischen Protein namens I-kB in einem inaktivierten Zustand vor (May
und Gosh 1998). Es sind fiinf verschiedene Proteine bekannt, aus denen der zytoplasmatische
NF-kB zusammengesetzt sein kann: RelA bzw. p65, RelB, c-Rel, p50 und p52, wobei die klassi-
sche Dimer-Kombination aus p65 und p50 besteht (May und Gosh 1998). Die Aktivierung von
Nf-xB erfolgt, wenn spezifische Signalmolekiile an ihre Rezeptoren auf der Zelloberflache bin-
den und eine Phosphorylierungskaskade in Gang setzen, die primér zur Aktivierung von Nf-kB-
induzierenden Kinasen wie NIK, IKK-1 und IKK-2 fiihren. Die zwei letztgenannten
phosphorylieren Serinreste des inhibitorischen I-kB, wodurch dieses ubiquinyliert und in
Proteosomen abgebaut wird. Auf diese Weise wird das p65/p50-Dimer freigesetzt (Zandi et al.
1997). Es transloziert in den Zellkern, bindet dort im Promotorbereich seiner Zielgene und initi-

iert deren Transkription.

Nf-«xB reguliert die Expression von iiber 150 Genen, die unter anderem bei Entziindungsreaktio-
nen, bei der Immunantwort, der Proliferation, der Tumorgenese oder der Apoptose eine funda-
mentale Rolle spielen. Es sind aber auch genauso viele Stimuli bekannt, durch deren Wirkung
die Nf-kB-induzierenden Kinasen aktiviert werden, wie z. B. bakterielle und virale Antigene,
Interleukine, TNFa und B, UV-Strahlung oder auch oxidativer Stress. Nf-kB ist damit einer der
am umfangsreichsten untersuchten Transkriptionsfaktoren iiberhaupt (Ubersicht z. B. bei Pahl
1999). Da Nf-xB von so zentralen Immunmodulatoren wie TNF-o oder IL-1oder -2 nicht nur
aktiviert wird, sondern die Genexpression derselben Zytokine auch stimuliert, wird ihm eine

zentrale Rolle bei der Vermittlung von Stresszustdnden z. B. im Rahmen von schweren Krank-
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heitsbildern wie akutem Lungenversagen (ARDS) (Schwartz et al. 1996) oder Tumorerkrankun-
gen (Rayet et al. 1999) zugeschrieben.

Auch in zentralnervosen Synapsen und Neuronen konnte der Nuklearfaktor nachgewiesen wer-
den. Er scheint Transmitterfunktionen inne zu haben und ist in Lernprozesse sowie in die Neuro-
protektion bzw. -degeneration involviert (Ubersicht bei Kaltschmidt et al. 2005). Hervorzuheben
ist, dass die p65-Untereinheit des Transkriptionsfaktors in Neuronen des lateralen Hypothalamus
von Ratten mit a-MSH co-lokalisiert ist (Joseph et al. 1996). De Souza und Mitarbeiter unter-
suchten 2005 die Wirkung einer 16wdchigen fettreichen Ernéhrung auf die Expression von Nf-
kB und anderen Genen speziell im Hypothalamus von Ratten. Sie fanden unter anderem die
mRNA von Nf-kB signifikant erhoht und konnten nachweisen, dass die Signalkaskade des Insu-
linrezeptors gestort war (De Souza et al. 2005). Dieses gleichzeitige Vorliegen von Insulinresis-
tenz, Nf-kB-Aktivierung und erhdhten proinflammatorischen Faktoren wurde bislang nicht nur
in hypothalamischen Neuronen festgestellt sondern auch in Adipozyten (Ruan et al. 2002) und in
Hepatozyten (Cai et al. 2005, Arkan et al. 2005). Die Beteiligung von Nf-kB an der Manifestati-
on des metabolischen Syndroms und der Insulinresistenz wird in der Literatur vielfach diskutiert
(Ubersicht z. B. bei Sonnenberg et al. 2004). Nahrungsaufnahme (Aljada et al. 2004), Hypergly-
kdmie (Yerneni et al. 1999), Insulin (Bertrand et al. 1995), aber auch Leptin (Bouloumié et al.
1999) fithren zu erhdhten Spiegeln von Nf-kB in der Zelle, was TNFa (Drouet et al. 1991) und
weitere inflammatorische Zytokine aktiviert. Es wird vermutet, dass der so in Gang gesetzte
chronische Entziindungsprozess zu Insulinresistenz, Dyslipiddmie und Atherosklerose fiihrt.
Diese Prozesse wurden jedoch vor allem in peripheren Geweben wie der Leber oder in
Adipozyten beschrieben. Unabhidngig davon konnte auch in einer kortikotrophen, neuronalen
Zelllinie gezeigt werden, dass Hyperglykdmie zu einem groflen Teil liber die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Nf-kB die POMC-Genexpression stimuliert (Asaba et al. 2007). Dartiber-
hinaus fand man spezifisch im Hypothalamus eine Aktivierung von Nf-kB durch Leptin sowie
eine durch Nf-kB vermittelte Stimulierung der POMC-Transkription durch Leptin (Jang et al.
2010). Zusammengenommen weisen die genannten Studien auf eine wichtige Rolle von Nf-xB

bei der intrazelluldren Signaltransduktion von Glukose, Insulin und insbesondere Leptin hin.

Ubertragen auf die Situation bei den iiberernihrten Ratten der vorliegenden Studie hieBe dies
zusammengefasst, dass die hohen Spiegel an Glukose, Leptin und Insulin bei Tieren aus kleinen

Wiirfen auch in den hypothalamischen Zellen, die hier untersucht wurden, zu einer erhdhten
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Bindungsaktivitdt von Nf-kB-Proteinen gefiihrt haben miissten und damit zu einer Steigerung der
POMC-Expression. Da bei neonatal libererndhrten Tieren die Nf-kB-Bindungsstelle im POMC-
Promotor jedoch stirker als bei normal erndhrten Ratten methyliert war, hédtte NF-xB hier nicht
oder nur reduziert binden konnen und wére in seiner Rolle als Aktivator weitgehend behindert
gewesen. Dies konnte eine Ursache fiir die erniedrigte insulin- und leptinabhéngige POMC-
Expression bei neonatal iiberernéhrten Tieren sein. Hierflir spriche die nachgewiesene negative
Korrelation zwischen den Methylierungen innerhalb der Nf-kB-Bindungsstelle und dem Quoti-

enten aus POMC-mRNA und Insulin (sowie tendenziell Leptin).

Sehr wahrscheinlich lag das Nf-kB-Protein bei Tieren aus kleinen Wiirfen durch die
Hyperleptindmie und Hyperinsulindmie in hohem Malle aktiviert in hypothalamischen Zellen
vor. Unter diesen Umstédnden hitte Nf-kB verstirkt an allen seinen Zielgenen binden kénnen, so
auch TNF-a oder Interleukin-1. Ein erhohter Spiegel dieser proinflammatorischen Mediatoren
im Gewebe hitte wie oben erwéhnt die Signalkaskade des Insulinrezeptors stéren miissen und so
eine Insulinresistenz der Zelle bewirkt. Folge wire unter anderem die fehlende Stimulierung der
durch Insulin aktivierten Transkription seiner Zielgene wie POMC. So hitte Nf-kB auf zwei
Weisen zur peripheren und zentralnervosen Insulinresistenz neonatal {iberernéhrter Tiere beige-
tragen: FEinerseits durch Stérung der Insulinsignalkaskade und andererseits durch
methylierungsbedingte Reduktion der hypothalamischen POMC-Aktivierung. Einen Hinweis
darauf gibt die positive Korrelation zwischen den Methylierungen innerhalb der Bindungsstelle

von Nf-kB und der Insulin-Glukose-Ratio als Mal} der Insulinresistenz.
4.3.2 Methylierungsalterationen stromaufwiirts der Bindungsstelle von Sp1

Nf-kB ist nicht der einzige Transkriptionsfaktor, durch den Insulin oder Glukose die Genexpres-
sion regulieren. Insbesondere stimulieren Insulin und Glukose die Dephosphorylierung und da-
mit die Aktivitdt des ,,Signalproteins 1 (Pan et al. 2001). Sp1 scheint eine herausragende Rolle
bei der Vermittlung der Insulinwirkung auf die Transkription zu haben, da die durch Insulin re-
gulierten Gene wie das Leptingen oder das Fettsduresynthetasegen innerhalb ihrer
insulinresponsiblen Promotorregionen GC-reiche Sequenzen beinhalten, welche diesen ubiquité-
ren Transkriptionsfaktor binden (Ubersicht bei Samson und Wong 2002). Sp1 besitzt innerhalb
des POMC-Promotors zwei GC-reiche Bindungsstellen, die aktivierend auf die Genexpression

wirken (Liu et al. 1995). Treten Methylierungen an Cytosinen innerhalb (Liedtke et al. 2005,
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Douet et al. 2007) oder unmittelbar stromaufwarts (Zhu et al. 2003) dieser Sp1-Sequenzen auf,
verhindert dies die Anlagerung des Sp1-Proteins an die DNA, so dass Sp1 nicht mehr als Trans-
kriptionsaktivator fungieren kann. Dariiber hinaus kann Sp1 aber auch mit hoher Affinitdt an Nf-

kB-Sequenzen binden und auf diese Weise die Gentranskription stimulieren (Hirano et al. 1998).

In der vorliegenden Studie konnte innerhalb der beiden Sp1-Sequenzen kein signifikanter Grup-
penunterschied im prozentualen Anteil methylierter Cytosine festgestellt werden. Dagegen zeigte
sich stromaufwérts der Sp1-Bindungsstelle, die der Nf-kB-Sequenz direkt benachbart liegt (Sp1
146) bei neonatal iiberernihrten Tieren eine signifikant hohere CpG-Methylierung.

Zusammengenommen legt dies nahe, dass der bei den iibererndhrten Tieren durch die hohen In-
sulinspiegel stimulierte Transkriptionsfaktor Spl weder iiber seine eigene Bindungsstelle bei
Nukleotid -146 noch iiber die Nf-kB-Sequenz die POMC-Transkription zu stimulieren in der
Lage gewesen wire, da beide durch Methylierungen blockiert waren. Hierdurch kénnte sich die
bei den Ratten aus kleinen Wiirfen verminderte POMC-Genexpression in Bezug zu Insulin erkla-
ren. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch die hier nachgewiesene signifikant negative Korre-
lation zwischen den Methylierungen stromaufwérts von Spl 146 und dem Quotienten aus

POMC-mRNA und Insulin.

Interessanterweise fand sich wie bei Nf-kB eine positive Korrelation zwischen den
Methylierungen stromaufwirts der Bindungsstelle von Spl 146 und der Insulin-Glukose-Ratio
als MaB der Insulinresistenz. Es konnte demnach ein Zusammenhang existieren zwischen der
peripheren bzw. zentralnervosen Insulinresistenz bei iiberernidhrten Ratten und der Ausbildung
epigenetischer Alterationen in den Bindungsstellen von Spl und Nf-kB. Dass diese epigeneti-
schen Verdnderungen innerhalb des POMC-Promotors spezifisch die insulin-responsiblen
Transkriptionsfaktoren betreffen, konnte sich an den fehlenden Methylierungsunterschieden in-
nerhalb der Bindungsstellen von AP2, MRE bzw. PCRH-RE, nGRE, PP1 sowie STAT3 zeigen,
welche nicht direkt durch Insulin aktiviert werden (Bishop et al. 1993, Jin et al. 1994). Dass sie
dariiberhinaus funktionell bedeutsam sein diirften, zeigt sich am Beispiel der im Folgenden eror-

terten nGRE-Bindungsstelle.
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4.3.3 Methylierungsalterationen innerhalb des nGRE

Das ,negative glukokortikoid-responsive Element* bindet den Glukokortikoidrezeptor und
hemmt hierdurch als einziger bekannter Repressor im POMC-Promotor die Gentranskription
(Riegel et al. 1990 und 1991). Das nGRE besitzt ein CpG-Dinukleotid und ist als
methylierungssensitiv beschrieben worden (Saluz et al. 1986, Thomassin et al. 2001). In der hier
vorliegenden Studie prisentierte sich die Bindungsstelle in der Kontrollgruppe stirker methyliert
als in der Gruppe der neonatal {ibererndhrten Tiere (CpG-Methylierung: 8 versus 4 Prozent),
wobei der Unterschied jedoch aufgrund der grofBen Streuung statistisch nicht signifikant war.
Wihrend also die aktivierenden Transkriptionsfaktoren Nf-kB und Sp1 in der KW-Gruppe einen
hoheren Methylierungsgrad ihrer Zielsequenz aufwiesen, war das einzige expressionshemmende

Element in der KW-Gruppe eher weniger methyliert als in der Kontrollgruppe.

Der Grad der nGRE-Methylierung korrelierte allerdings nicht, wie in diesem Fall zu erwarten
gewesen wire, positiv mit der POMC-mRNA-Expression. Andererseits bedeutet der Wirkungs-
ausfall eines Transkriptionsrepressors auch nicht zwingend die Aktivierung der Gentranskrip-
tion, da erst das Zusammenspiel mehrerer regulatorischer Faktoren die Expression eines Gens
steuert. So ist der Glukokortikoidrezeptor in der Lage, andere Transkriptionsfaktoren auch direkt
durch Protein-Protein-Interaktion zu antagonisieren, z. B. Nf-kB (Ray et al. 1994), AP-1 (Jonat
et al. 1990), NUR-Faktoren (Martens et al. 2005) oder Sp1 (Ou et al. 2006). Bei neonatal {iberer-
ndhrten Ratten ist die Menge an zirkulierenden Kortikosteronen und auch die mRNA-Expression
des Glukokortikoidrezeptors im Hypothalamus signifikant erhoht gegeniiber normal erndhrten
Kontrolltieren (Boullu-Ciocca et al. 2005). Diese erhohte Prdsenz und Aktivitit des
Glukortikoidrezeptors bei KW-Ratten wiirde einerseits iiber Antagonisierung der aktivierenden
Transkriptionsfaktoren und andererseits direkt {iber das nGRE zu einer Inhibierung der POMC-
Transkription fiihren. Da Nf-kB und Spl bei iibererndhrten Tieren durch die hohere
Methylierung ihrer Sequenzen an der DNA-Bindung gehemmt werden, lagen sie wie oben er-
wéhnt vermutlich in héherer Konzentration im Zytoplasma vor und wéren somit zugénglicher flir

die Antagonisierung durch den Glukokortikoidrezeptor gewesen.

Zusammengenommen konnten die verdnderten Methylierungsmuster in den Bindungsstellen von
Nf-kB und Spl (sowie nGRE) eine Ursache sein fiir die bei neonatal iibererndhrten Ratten be-

obachtete erniedrigte POMC-Expression in Relation zu Insulin und Leptin. Die zentrale Insulin-
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und Leptinresistenz von Tieren aus kleinen Wiirfen scheint ein epigenetisches Korrelat innerhalb
des POMC-Promotors zu haben. Anders gesagt ist bei den iibererndhrten Ratten der POMC-
Promotor durch Methylierung der insulin- und leptinresponsiblen Bindungsstellen Nf-kB und
Sp1 resistent gegeniiber der Hyperinsulindmie und Hyperleptindmie geworden. Es stellt sich die
Frage nach mdglichen Mechanismen, die zu einer solchen epigenetischen Anpassung innerhalb

der Neonatalperiode fiihren konnten. Diese sollen nun zur Diskussion kommen.
4.4  Mechanismen epigenetischer Programmierung durch Aufzucht in kleinen Wiirfen

In der vorliegenden Studie wurde bei Ratten aus kleinen Wiirfen eine erhéhte CpG-Methylierung
von spezifischen Bindungsstellen im POMC-Promotor festgestellt. Welche Faktoren unterschei-
den sich bei Tieren, die in kleinen Wiirfen aufgezogen wurden, von ihren Altersgenossen aus
normalen Wurfgréen? Einerseits ist bei diesem Tiermodell die neonatale Erndhrungssituation
verdndert. So findet sich bei Rattenmiittern, die lediglich vier Nachkommen aufziehen, eine er-
hohte Absolutmenge von Milch pro Nachkommen (Fiorotto et al. 1991). Die Vermutung liegt
nahe, dass der Anstieg von Cytosinmethylierungen in spezifischen Regionen des POMC-
Promotors verursacht wurde durch die hohere Konzentration bzw. dem Uberangebot bestimmter
Nahrstoffe der Muttermilch. Eine indirekte Bestitigung des Zusammenhangs zwischen Ernéh-
rung und epigenetischer Modifikation des POMC-Promotors lieferten zwei tierexperimentelle
Studien, bei denen das umgekehrte Modell - eine fetale Untererndhrung - zur Hypomethylierung
des hypothalamischen POMC-Promotors fiihrte. Dies konnte einerseits an perikonzeptionell un-
tererndhrten Schafen gezeigt werden (Stevens et al. 2010), andererseits aber auch an intrauterin
wachstumsretadierten Ratten (Coupé et al. 2010). Weiterhin wurde in einer klinischen Studie an
Patienten mit Anorexia nervosa bzw. Mangelerndhrung eine negative Assoziation festgestellt
zwischen der CpG-Methylierung des POMC-Promotors in Monozyten und der peripheren
POMC-Expression (Ehrlich et al. 2010).

Abgesehen vom Einfluss auf die Erndhrung ist es ebenfalls moglich, dass die reduzierte Wurf-
grofle ein verdndertes Sozialverhalten bei den Nestmitgliedern bewirkt. Dadurch werden die
Spiegel der Stresshormone bei den Nachkommen beeinfullt, welche wiederum in der Lage sein
konnten, spezifische Methylierungsalterationen hervorzurufen (Weaver et al. 2004 und 2007).
All diese EinfluBfaktoren auf die epigenetische Programmierung sowie die darin involvierten

molekularen und biochemischen Mechanismen sollen nun im Einzelnen dargelegt werden.
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4.4.1 Epigenetische Programmierung durch Methylgruppendonatoren

Besondere Bedeutung bei der erndhrungsbedingten DNA-Modifikation konnten vor allem Ami-
nosduren und Vitamine haben, die an der Bildung von 5-Methylcytosin beteiligt sind, die also als
Methylgruppendonatoren bzw. als Ko-Faktoren der DNA-Methylierungsreaktion fungieren. Dies
sind die schwefelhaltigen Aminosduren Methionin und Cystein bzw. Homocystein, die methyl-
gruppenreichen Aminosduren Cholin und Betain sowie die Vitamine B9 (Folsdure) und B12
(Cobalamin). Methionin wird durch Verkniipfung mit ATP zu S-Adenosylmethionin (SAM) um-
gesetzt, welches an der Schwefelgruppe eine hochreaktive Methylgruppe tragt. SAM ist das Sub-
strat verschiedener Enzyme, die Transmethylierungsreaktionen katalysieren, speziell auch der
DNA-Methyltransferasen DNMT 1, 2 und 3 (Goll und Bestor 2005). Nach Abgabe der Methyl-
gruppe entsteht S-Adenosylhomocystein (SAH), welches durch Hydrolyse zu Homocystein ab-
gebaut wird. Homocystein wiederum kann einerseits durch Reaktion mit Serin zu Cystathionin
und durch weitere Hydrolyse zu Homoserin und Cystein umgesetzt werden. Andererseits wird
Homocystein auch zur Riickgewinnung von Methionin genutzt. Diese Reaktion ist cobalamin-
abhingig und erfordert die enzymatische Ubertragung einer Methylgruppe von einem Ko-Faktor
wie Tetrahydrofolsdure (THF) oder Betain bzw. Cholin auf S-Adenosylhomocystein. Die DNA-
Methylierungsreaktion ist demnach in hohem Maf3e abhéngig von der Verfiigbarkeit der Substra-
te Methionin bzw. SAM, Vitamin B12 und Folsdure bzw. THF.

Bereits der singuldre Mangel nur eines Ko-Faktors der oben beschriebenen Transmethylierungs-
reaktionen ist in der Lage, die genomische Methylierung zu vermindern und zur Uberexpression
von Genen zu fiithren; fiir Folsdure (Kim et al. 1997) und Vitamin B12 (Choi et al. 2004) existie-
ren eindeutige Belege bei Ratten. Auch eine Erndhrung, die arm an Cholin ist, reduzierte die
globale DNA-Methylierung ausgewéhlter Gewebe (Alonso-Aperte und Varela-Moreiras 1996).
Insbesondere wenn ein Zustand aus kombiniertem Cholin- und Methioninmangel herbeigefiihrt
wurde, fanden sich erniedrigte Spiegel von SAM und Cytosinmethylierungen (Wilson et al.
1984). Erste Hinweise dazu stammten aus der Tumorforschung. Bereits vor 25 Jahren wurde
beobachtet, dass eine Erndhrung, die arm an Methylgruppen, d.h. an den zentralen Substraten
Folsdure, Methionin sowie Cholin (,,FMD-Diét®) ist, das Auftreten von Leberzellkarzinomen
begiinstigte (Mikol et al. 1983). Ratten, denen eine solche kanzerogene Nahrung gefiittert wurde,
zeigten rasch eine Reduktion der hepatischen DNA-Methylierung (Wainfan et al. 1989). Damit

einher ging ein Anstieg der Expression von Onkogenen wie c-myc oder h-ras (Hsieh et al. 1989),
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die mit dem Verlust von CpG-Methylierungen innerhalb dieser spezifischen Gene korrelierte

(Dizik et al. 1991).

Die Auswirkungen eines ernihrungsbedingten Uberschusses an Methylgruppen wurden bisher
nur an Agouti-Mdusen untersucht. Bei diesen Méusen wird die gelbe Fellfarbe durch das Agouti-
Gen reguliert, welches bei A"-Allel-Trigern ein Retrotransposon beherbergt. Dieses zeichnet
sich durch grof3e interindividuelle Variabilitit der CpG-Methylierung aus (ein sogenanntes meta-
stabiles Epiallel), wobei der Grad der Methylierung invers zur Agouti-Expression korreliert
(Michaud et al. 1994). Homozygote non-agouti Weibchen (a/a) wurden mit heterozygoten A"-
Minnchen angepaart und erhielten vor und wéhrend der Schwangerschaft sowie iiber die ge-
samte Stillzeit eine Nahrungserginzung, die reich an Methylgruppendonatoren sowie an den Ko-
Faktoren Folsdure, Vitamin B12, Cholin und Betain war. Bei heterozygotem A‘-Nachwuchs
fiihrte das erhohte Methylgruppenangebot zu einer vermehrten CpG-Methylierung des Agouti-
Transposons, was mit verminderter Agouti-Expression und im Phénotyp mit schwarzen Sche-
cken in der gelben Fellfarbe einherging (Wolff et al. 1998, Waterland und Jirtle 2003). Diese
Arbeitsgruppen konnten damit erstmals zeigen, dass die Art der maternalen Erndhrung die epi-
genetische Programmierung eines Merkmals der Nachkommen bedingt. Eine Folgestudie dieser
Arbeitsgruppe untersuchte dariiber hinaus den Effekt der methylgruppenreichen Erndhrung der
Mutter auf die Gewichtsentwicklung der Nachkommen, da das Agoutiprotein an MCy-
Rezeptoren im Hypothalamus bindet und hier antagonistisch wirkt. Das heilt, gelbe A"-Mé&use
zeichnen sich durch Hyperphagie mit resultierender Adipositas aus. Es zeigte sich nun, dass die
Methylsupplementierung der Miitter nicht nur die Fellfarbe der Nachkommen beeinflusste, son-
dern auch deren Hyperphagie und Adipositas verhinderte (Waterland et al. 2008). Ursédchlich
hierfiir scheint jedoch nicht allein die Hypermethylierung und damit Stilllegung des Agouti-
Transposons zu sein. Die Entstehung der Adipositas bei Agoutiméusen ist komplexer. Die Of-
fenlegung der weiterhin involvierten Mechanismen ist wiinschenswerter Gegenstand kommender

Studien.

Ein anderes interessantes Tiermodell zum Studium des Zusammenhangs zwischen Erndhrung
und Methylierung stellt das der proteinarmen Erndhrung von trachtigen Ratten dar, da sich auch
hier der Phénotyp der Nachkommen durch Verdnderungen der Genexpression deutlich von dem
normalversorgter Feten bzw. Jungtiere unterscheidet (Ubersicht z.B. bei Ozanne und Hales

1999). Lillycrop und Kollegen fanden in Hepatozyten von Ratten, deren Miitter wiahrend der
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Schwangerschaft eine proteinarme Nahrung erhalten hatten, eine erniedrigte CpG-Methylierung
und eine erhohte Expression der Gene des Glukokortikoidrezeptors und des PPAR
(peroxisomaler proliferator-aktivierter Rezeptor). Die Anhebung des téglichen Folsdurezusatzes
in der Gruppe der mangelerndhrten Miitter konnte diesen Verdanderungen vorbeugen (Lillycrop et
al. 2005). Einschrankend muss hinzugefiigt werden, dass die Autoren zur Erkldrung des Zusam-
menhangs zwischen Proteinmangel, CpG-Methylierung des hepatischen GR-Gens und Folsdure

keine iiberzeugende mechanistische Hypothese vortragen konnten.

Wie lassen sich die oben zusammengetragenen Studienmodelle, die die Beeinflussung der DNA-
Methylierung durch die Zusammensetzung der Nahrung beziiglich Methylgruppendonatoren
belegen, auf die Situation neonatal iibererndhrter Ratten aus kleinen Wiirfen iibertragen? Rat-
tenmilch zeichnet sich durch einen hohen Proteingehalt aus (Wiinsche et al. 1967). Durch Ver-
minderung der Wurfgréfle bei Rattenneonaten erhoht sich zwar die absolute Menge Muttermilch
je Nachkommen und auch der relative Fettanteil steigt, jedoch nicht der relative Proteingehalt
(Fiorotto et al. 1991). Daher kann das in der vorliegenden Studie verwendete Tiermodell nicht
vollstdndig iibertragen werden auf eine Versuchsanordnung entsprechend einer proteinreichen
bzw. methyldonatoren-angereicherten Erndhrung in der Stillzeit. Es bleibt jedoch festzuhalten,
dass mit der erhohten Nahrungsaufnahme von Tieren aus kleinen Wiirfen selbstverstdndlich eine
groflere Absolutmenge an Proteinen und damit methylgruppentragenden Aminosduren aufge-
nommen wird. Somit scheint es nicht unwahrscheinlich, dass die epigenetischen DNA-
Modifikationen an dem hier untersuchten Genabschnitt verursacht wurden durch die erhohte

Verfiigbarkeit dieser Nahrungsbestandteile.
4.4.2 Epigenetische Programmierung durch Hyperglykimie

Bei Tieren, die in kleinen Wiirfen aufgezogen wurden, herrscht aufgrund des Uberangebotes an
Nahrung eine sehr gute Energieversorgung, was unter anderem an den hohen Blutglukosespie-
geln abzulesen ist. Dass hohe Glukosespiegel in der Lage sind, die Methylierung verschiedenster
Genabschnitte sowie CpG-Inseln zu dndern, konnte am Beispiel der Histonmethylierung in kul-
tivierten Monozyten gezeigt werden (Miao et al. 2007). Die vorliegende Studie bestétigte diese
Beobachtung, da der prozentuale Anteil methylierter CpG-Stellen im POMC-Promotor sowie
innerhalb der Nf-kB-Bindungsstelle positiv zu den Blutglukosespiegeln aller untersuchten Ratten

korrelierte. Eine positive Korrelation zwischen Methylierung und Blutglukose konnte von unse-
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rer Arbeitsgruppe ebenfalls fiir den Promotor von NPY als auch des Insulinrezeptors im Hypo-

thalamus nachgewiesen werden (Plagemann et al. 2009 und 2010).

Folgender biochemischer Prozess konnte zu einer erhohten DNA-Methylierung durch Hypergly-
kdmie fiihren: 1. Intrazellular wird im Rahmen der Glykolyse aus Glukose ATP gebildet. 2. ATP
dient gemeinsam mit Methionin der SAM-Synthetase als Substrat fiir die Bildung von S-
Adenosylmethionin (SAM). 3. SAM wiederum ist der wichtigste Methylgruppendonator bei
Transmethylierungsreaktionen, d.h. Substrat der DNMTs. Die einzelnen Schritte dieser Reakti-
onskette sind nach Studienlage belegbar: So steigt der ATP-Spiegel mit der Hohe der
Glukosekonzentration (Downs 1995). Speziell fiir den Hypothalamus ist gezeigt worden, dass
extrazelluldre Glukose den intrazelluldaren ATP-Spiegel erhoht (Parton et al. 2007). Des Weiteren
ist die Geschwindigkeit der SAM-Synthetase direkt abhéngig von der ATP-Konzentration (Oden
et al. 1983) und die Geschwindigkeit der DNMTs direkt abhéngig von der SAM-Konzentration
(Pradhan et al. 1999). Eine eindeutige Verbindung zwischen Hyperglykdmie, erhohter DNMT-
Aktivitdt und darauf folgender globaler DNA-Hypermethylierung stellt eine In-vitro-Studie dar
(Chiang et al. 2009). Es ist demnach vorstellbar, dass die Hyperglykdmie der KW-Tiere iiber die
resultierende Erhohung des intrazelluldiren ATP-Spiegels die Enzyme der DNA-Methylierung

stimuliert. Ihre Rolle soll daher eingehender beleuchtet werden.
4.4.3 Rolle der Methyltransferasen

In dem Mechanismus der epigenetischen Genmodifikation durch Erndhrung spielen die DNA-
Methyltransferasen (DNMT) eine zentrale Rolle. Dies konnte an einer Methylierungsstudie bei
Honigbienen eindeutig belegt werden: Wird die DNMT3-Expression in frisch geschliipften Bie-
nenlarven ausgeschaltet, so entwickeln sich diese Larven zu Bienenkdniginnen. Normalerweise
werden Larven nur dann zu Koniginnen, wenn sie von den Arbeiterinnen mit einer speziellen
Substanz gefiittert werden, die Gelee Royal genannt wird. Die Untersuchung des
Methylierungsmusters des Dynactin p62-Gens ergab eine gute Ubereinstimmung zwischen Ké-
niginnen, die Gelee Royal erhalten hatten oder die eine ausgeschaltete DNMT-Expression hatten
(Kucharski et al. 2008). Welcher Inhaltsstoff von Gelee Royal fiir die epigenetische Program-
mierung der Bienenlarven zu Konniginnen statt Arbeiterinnen verantwortlich ist, ist noch unbe-
kannt. Ob diese Substanz in der Lage ist, die DNMT3-Expression zu inhibieren, ist ebenfalls

noch Gegenstand der Forschung.
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Inzwischen ist fiir die cholinarme Erndhrung erwiesen, dass der Mangel an Methylgruppen eine
Hypomethylierung und damit die Uberexpression der DNA-Methyltransferase 1 verursacht
(Kovacheva et al. 2007). Auch die karzinogene FMD-Diét fiihrt zu einer erhdhten Expression der
DNMT 1 und 3 sowie der ,,Methyl-CpG bindenden Proteine® MBD 1-3 (Goshal et al. 2006).
Dieses DNMT-Uberangebot korreliert mit Verinderungen von Methylierungsmustern und
mRNA-Expression verschiedener epigenetisch regulierter Gene, wie IGF 2 (Insulin-like Growth-

Factor 2) (Kovacheva et al. 2007).

Wie bei allen Enzymen wird die katalytische Aktivititdt der Methyltransferasen nicht nur von
den Substraten der Reaktion induziert und von den Produkten (Homocystein) inhibiert, sondern
auch von einer Anzahl anderer Enzyme, Ko-Faktoren und von dem Energiehaushalt der Zelle
reguliert. S-Adenosylmethionin ist wie oben bereits erwihnt als Hauptdonator von Methylgrup-
pen der wichtigste Induktor der DNMTs. In vitro konnte an Neuroblastomazellen gezeigt wer-
den, dass SAM-Administration zu einer Erhdhung der Methylierung und damit zu einer
Herunterregulation des Presenilin 1-Gens fiihrt (Scarpa et al. 2003). In vivo finden sich erhohte
SAM-Spiegel bei Patienten mit bipolaren Storungen und Schizophrenie. An diesen Patienten
konnte eine Uberexpression der DNMT 1 demonstriert werden, welche ursichlich fiir die
Hypermethylierung und die verminderte Expression des Reelin- und des GAD67-Gens zu sein
scheint (Guidotti 2006). Ein anderer wichtiger Ko-Faktor der Transmethylierungsreaktionen ist
ATP, da es den Energichaushalt der Zelle anzeigt und eine Vielzahl von Enzymen reguliert. Die
Aktivitdit der DNA-Methyltransferase DNMT 3B ist indirekt an die intrazelluliren ATP-
Konzentration gekoppelt, da es mit einem ATP-abhidngigen Enzym namens hSNF2H interagiert

(Geiman et al. 2004).

Es scheint nachvollziehbar, dass eine Ubererniihrung von Ratten-Neonaten iiber die extrazelluli-
re Hyperglykdmie und Hyperinsulindmie zu einem intrazelluldren anabolen Zustand flihrt mit
konsekutiv hohen Spiegeln an ATP und SAM, welche die DNA-Methyltransferasen stimulieren.
Dieser Effekt miisste jedoch zu einer global erhéhten DNA-Methylierung fithren und nicht spezi-
fisch bzw. teilweise gegenldufig fiir unterschiedliche Gene bzw. Genabschnitte sein, wie hier und
in anderen Studien beobachtet worden ist. Daher soll anschlieBend ein hypothetischer Prozess

vorgestellt werden, welcher dieses ,,Paradoxon‘ erkldren konnte.
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4.4.4 Epigenetische Programmierung durch intrazellulire Signalkaskaden

Die Hyperglykdmie bei Jungtieren aus kleinen Wiirfen konnte eine Ursache fiir den erhohten
Methylierungsgrad im POMC-Promotor sein; wie erklért sich jedoch die Spezifitit dieser Verdn-
derungen, die lediglich die Nf-kB- und Sp1-Bindungsstellen betriftt?

Eine Schliisselrolle konnten hierbei die verschiedenen intrazelluldren Signalkaskaden spielen,
welche in Abhéngigkeit vom metabolischen Milieu des Organismus bzw. der Zelle aktiviert oder
gehemmt werden. Je nach ihrem Aktivititszustand bedingen die Signalkaskaden die Freisetzung
unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren. So phosphoryliert die Proteinkinase A (PKA bzw.
AMPK) in Abhéngigkeit von cAMP die Transkriptionsfaktoren AP1, AP2, CREB, Nf-kB und
PCRH (Bishop et al. 1993, Jin et al. 1994), welche hierdurch aktiviert werden. Anders verhélt es
sich mit den regulatorischen Proteinen, die durch Enzyme aktiviert werden, die an den Insulin-
und/oder Leptinrezeptor gekoppelt sind. Spl und die NUR-Faktoren werden durch die
Phosphoinositid-3-Kinase (PI-3-K) der Insulin-Signalkaskade aktiviert und STAT iiber die
Januskinase des Leptinrezeptors direkt mobilisiert (Carvalheira et al. 2003). Es existieren erste
Hinweise, dass auch Nf-kB alternativ iiber die PI-3-Kinase aktiviert werden kann (Asaba et al.

2007).

In diesem Zusammenhang ist es von Bedeutung, dass die Proteinkinase A drei potente Inhibito-
ren besitzt: Sowohl Insulin und Leptin als auch hohe Glukosekonzentrationen hemmen ihre Ak-
tivitdt spezifisch in hypothalamischen Neuronen (Minokoshi et al. 2004, Cai et al. 2007). Darii-
berhinaus bewirken Glukose und Insulin einen Abfall des cAMP-Spiegels, indem iiber
Hemmung der Adenylatzyklase die cAMP-Bildung vermindert wird (Glukose) und iiber Stimu-
lation der Phosphodiesterase der cAMP-Abbau beschleunigt wird (Insulin; siche z.B. Loftler
2001). Auf diese Weise fillt -einerseits vermehrt ATP an, welches z.B. bei
Methylierungsreaktionen verbraucht wird, und andererseits konnen die PKA-abhingigen Trans-

kriptionsfaktoren nicht aktiviert werden.

In dem metabolischen Zustand der neonatal iibererndhrten KW-Ratten mit den erhdhten Kon-
zentrationen der anorexigenen Signale Glukose, Insulin und Leptin wiirden somit spezifisch die
Transkriptionsfaktoren Spl, NUR, STAT und Nf-kB freigesetzt, wihrend die Mobilisierung der
cAMP-abhingigen Proteine wie AP1 und -2, CREB oder PCRH inhibiert wére. In Abwesenheit
dieser konkurrierenden Faktoren konnten Spl, STAT und Nf-kB an ein Protein namens CBP
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(CREB-Bindungsprotein) binden (Janknecht und Hunter 1996, Mynard et al. 2004). CBP ist ein
Enzym der HAT-Gruppe, das durch die Azetylierung von Histonen die Zugdnglichkeit der DNA
fiir Demethylasen verdndert (Cervoni und Szyf 2001). CBP ist aber auch ein wichtiger Ko-
Aktivator der Transkription, da es die Verbindung zwischen der DNA-Polymerase II und den

Transkriptionsfaktoren herstellt (Kwok et al. 1994).

In einem intrazelluldren Zustand der Hyperglykdmie und Hyperleptindmie wiirden demnach spe-
zifische Transkriptionsfaktoren wie Spl und Nf-«kB direkt aktiviert, was wiederum zur Offnung
spezifischer DNA-Sequenzen mittels HATs (CBP) fiihren wiirde. Gleichzeitig wiirde - wie im
vorangegangenen Kapitel beschrieben - der Zugang der DNA-Methyltransferasen zu diesen akti-
ven Genabschnitten ermdglicht. Liegt hier die DNA in einem demethylierten Zustand vor, so
wiirde die DNMT Methylgruppen auf diese nackte Gensequenz iibertragen. Es zeigt sich somit
ein moglicher Erkldrungsansatz fiir die erhdhte Cytosinmethylierung im POMC-Promotor

hyperglykédmischer Ratten in den Bindungsstellen von Sp1 und Nf-«xB.
4.4.5 Epigenetische Programmierung durch Glukokortikoide

Tiere, die in kleinen Wiirfen aufgezogen werden, unterscheiden sich nicht nur in der Menge auf-
genommener Muttermilch von ihren Altersgenossen, die in einer normalen Wurfgréf3e aufwach-
sen. Man kann davon ausgehen, dass die Anzahl der Nachkommen sowohl das miitterliche Ver-
halten beeinflusst als auch einen sozial prigenden Effekt auf das Verhalten der
Geschwisterratten untereinander hat. So ist in frithen Wurfstudien nachgewiesen worden, dass
Ratten aus kleinen Nestgruppen von nur zwei Jungtieren frither in die Pubertdt kommen, eine
niedrigere Emotionalitit zeigen und ein beeintrachtigtes Lern- sowie Gedichtnisvermogen besit-
zen (Hinz et al. 1983). Eine wichtige Rolle in diesem Zusammenhang scheint die Entwicklung
des endokrinen Regelkreises der Steroidhormone zu spielen. Ratten aus kleinen Wiirfen (vier
Tiere/Mutter) zeigen eine iiberschieBende Reaktion auf Narkose- oder Immobilisierungsstress
(Macho et al. 1975).  Dariliberhinaus  ist der  Tag-Nacht-Rhythmus  der
Glukokortikoidausschiittung gestort (Koldovsky et al. 1995). Eine Studie beschreibt bei iiberer-
ndhrten Ratten aus Nestern mit drei Nachkommen/Mutter eine erhohte basale und stressinduzier-

te Glukokortikoidsekretion (Boullu-Ciocca et al. 2005).

Beeinflusst Uberernihrung durch die daraus folgende Hyperinsulinimie und Hyperleptinimie
die Steroidhormonachse oder wird umgekehrt durch Aufzucht in kleinen Wiirfen die
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Glukokortikoidsekretion in der Art gedndert, dass die Entwicklung einer Adipositas mit allen
Folgen begiinstigt wird? Fiir beides finden sich Beispiele: So fiihrte eine Leptininjektion bei
Rattenneonaten zu einer erhohten Expression des Glukokortikoidrezeptors im Nucleus
paraventricularis hypothalami und einer verstiarkten Downregulation von ACTH, d.h. Feedback-
wirkung im Dexamethasonhemmtest (Proulx et al. 2001). Andererseits sind die deletidren Effekte
von Glukokortikoiden auf die Entwicklung des Fettgewebes, auf den Glukosemetabolismus so-
wie auf den Blutdruck gut charakterisiert (Bjorntorp et al. 2000), so dass sich das metabolische
Syndrom von Ratten aus kleinen Wiirfen auch mit der Steroidwirkung erkldren liee. Sehr wahr-
scheinlich entstehen bei der Aufzucht in reduzierten WurfgroBen durch die Beeinflussung von
Stoffwechselmetaboliten und Hormonen gleichgerichtete, sich addierende Effekte, die letzlich

zum metabolischen Syndrom fiihren.

Interessant ist in diesem Kontext jedoch die epigenetische Potenz von neonatalen Stresserfah-
rungen. So fiihrte die Arbeitsgruppe um Meaney eine Methylierungsanalyse durch bei Nach-
kommen von Rattenmiittern, die sich in der Intensitdt der Nachwuchspflege natiirlicherweise
unterschieden. Er stellte fest, dass das Verhalten der Mutter das Methylierungsmuster des
hippocampalen Glukokortikoidrezeptors der Nachkommen veridnderte (Weaver et al. 2004 und
2007). Ratten, die weniger Zuwendung durch ihre Miitter erfahren hatten, hatten hoéhere
Kortikosteronlevel im Blut und eine geringere Expression der Glukokortikoidrezeptors im
Hippocampus (Liu et al. 1997). Gleichzeitig fand sich ein hoherer Prozentsatz an CpG-
Methylierung innerhalb der Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors NGFI-A im Promoter des
Glukokortikoidrezeptors. Eine Demethylierung der CpG-Stelle innerhalb dieser Bindungsstelle
senkte wiederum die basalen und stressinduzierten Plasmakortikosteronlevel (Weaver et al.
2004). Dieselbe Arbeitsgruppe versuchte diese Ergebnisse auf den Menschen zu iibertragen: Im
Hippocampus von Suizidopfern mit Missbrauchsvergangenheit erwies sich ebenfalls die Expres-
sion des Glukokortikoidrezeptors als erniedrigt bei erhohter Cytosinmethylierung seines Promo-
tors (McGowan et al. 2009). Interessanterweise wird in diesen Publikationen ein Mechanismus
diskutiert, der zu der beobachteten epigenetischen Programmierung dieser spezifischen Genregi-
on gefiihrt haben konnte: Das miitterliche Verhalten verdandert den Serotoninspiegel der Nach-
kommen. Dadurch wird spezifisch die cAMP-abhingige PKA beeinflusst, welche wiederum auf
die Bindungsaktivitit von NGFI-A sowie auf die HATs (verantwortlich fiir Histonazetylierung)
wirkt. So konnte nachgewiesen werden, dass bei Nachkommen von stark umsorgenden Ratten-

miittern NGFI-A {iberexprimiert war, was zu einer Induktion von Histonazetylierung, DNA-
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Methylierung und Aktivierung des Glukokortikoidrezeptor-Promotors fiihrte (Weaver et al.
2007).

Wie bereits im vorangegangenen Kapitel ausgefiihrt, wére ein dhnlicher Mechanismus epigeneti-
scher Programmierung auch durch Aufzucht in kleinen Wiirfen denkbar. Nicht nur durch die
Hyperglykédmie, Hyperinsulindmie und Hyperleptindmie sondern ebenfalls durch das differente
miitterliche Verhalten wiirden bei den Nachkommen spezifische intrazelluldre Signalkaskaden
aktiviert (PI-3-K, JAK-STAT) bzw. inhibiert (PKA). In Abhingigkeit davon wiirden zellspezi-
fisch die Transkriptionsfaktoren und Methylierungsreaktionen beeinflusst. Wie oben erwéhnt,
scheinen Ratten aus kleinen Wiirfen durch die Hyperleptindmie eine erhohte Aktivitit des
Glukokortikoidrezeptors im Hypothalamus zu haben. Dies kdnnte zu einer verstiarkten Bindung
des Rezeptors an seine Erkennungssequenz innerhalb des POMC-Promotors fiihren, was einer-
seits wie oben beschrieben die POMC-Expression inhibieren wiirde und andererseits den Zugang
der DNA-Methyltransferasen zu der nGRE-Bindungsstelle behindern kdnnte. Die Folge wire die

hier beobachtete Hypomethylierung dieser Sequenz.
4.5 Limitierungen der Methodik

In der vorliegenden Studie wurde die Untersuchung des Methylierungsmusters des POMC-
Promotors aus der DNA von Rattenhypothalami in Anlehnung an das Protokoll von Olek und
Mitarbeitern durchgefiihrt (Olek et al. 1996). Die hierbei benutzte Methode der
Bisulfitsequenzierung gilt als ,,Goldstandard“ der DNA-Methylierungsanalyse (Clark et al.
2006), da sie durch exakte Identifizierung jedes einzelnen methylierten Cytosins innerhalb des
untersuchten DNA-Stranges sehr sensitiv ist (Frommer et al. 1992). Auf diese Weise konnen
sowohl CpG- als auch non-CpG-Methylierung detektiert werden (Ramsahoye et al. 2000). Je-
doch sind auch bei dieser Technik Limitierungen und systematische Fehler denkbar, die im Fol-

genden dargestellt werden sollen.

So ist zum einen mdglich, dass die Umwandlung von nichtmethylierten Cytosinen in Uracil im
Rahmen der Bisulfitbehandlung nicht vollstindig gelingt. In der Literatur wird eine Konversi-
onsrate von 99,5 Prozent angegeben (Grunau et al. 2001), womit die Methode hoch zuverldssig
erscheint. Zur Absicherung wurden in der vorliegenden Studie Kontrollen durch
methylierungsspezifische PCRs im Anschluss an die Bisulfitreaktion durchgefiihrt (Herman et al.
1996). In der Kontroll-PCR I (siche Kapitel 2.7.3.1) wurden die Primer in der Art gewihlt, dass

79



sie nur an modifizierte, d.h. durch Bisulfit vollstindig umgewandelte DNA binden konnten — sie
galt daher als Positivkontrolle der Konversion. Die Negativkontrolle wurde mit Primern durch-
gefiihrt, welche nur an die unverdnderte Originalsequenz binden konnten (siche hierzu Kapitel
2.7.3.2 bzw. Kontroll-PCR II). Beide Kontrollen zeigten hier die Bestdtigung einer erfolgreichen
DNA-Modifikation, so dass die weiteren Schritte der Methylierungsanalyse folgen konnten.

Eine zweite mogliche Limitierung der Methode stellt das sogenannte ,,PCR-Bias* dar. Darunter
verstetht man die Bevorzugung der DNA-Taqg-Polymerase fiir unmethylierte (nach der
Bisulfitbehandlung tyrosinreiche) Sequenzen, so dass diese wihrend der PCR in gro3erer Menge
als die methylierten (cytosinreichen) Sequenzen amplifiziert werden (Warnecke et al. 1997).
Dies wiirde ein ungenaues Messergebnis des DNA-Methylierungsgrades hervorrufen. Zur Ver-
meidung des PCR-Bias wurden folgende in der aktuellen Literatur vorgeschlagenen Kriterien des
Primerdesigns fiir bisulfitbehandelte DNA eingehalten (Wojdacz et al. 2008): 1. Mindestens ein
CpG-Dinukleotid sollte in der Primersequenz enthalten sein. 2. Dieses CpG sollte so weit wie
moglich vom 3'-Ende des Primers entfernt sein. 3. Die Schmelztemperatur des Primers sollte
ungefahr 65 °C betragen. 4. Mindestens ein Tyrosin, welches urspriinglich ein Cytosin in nicht-
CpG-Position war, sollte am 3'-Ende des Primers enthalten sein. 5. Die iiblichen Standardpara-

meter des Primerdesigns wie Sekundérstruktur oder Dimerbildung sollten beachtet werden.

Eine dritte methodische Limitierung der vorliegenden Studie liegt in der Art des untersuchten
Gewebes. Um eine maximale DNA-Ausbeute zu erhalten, wurde der gesamte Hypothalamus
prapariert und den weiteren Analyseschritten zugidnglich gemacht. Es musste somit eine Zellhe-
terogenitit in Kauf genommen werden, die sich in einer Heterogenitit der DNA-
Methylierungsmuster niedergeschlagen haben konnte. Zum Einfluss unterschiedlicher Zelltypen
innerhalb eines untersuchten Gewebes auf das Ergebnis einer Methylierungsanalyse ist in der
Literatur wenig zu finden. In den hier zitierten maf3gebenden Studien auf dem Gebiet der epige-
netischen Programmierung wird nicht auf dieses Problem eingegangen und ebenfalls das voll-
stindige Organ als Grundlage fiir die Methylierungsanalysen herangezogen: So kam z.B.
genomische DNA aus dem Gesamthippocampus (Weaver et al. 2004, McGowan et al. 2009), der
Leber (Lillycrop et al. 2008), der Nebennierenkapsel (Bogdarina et al. 2007) oder aus der
Schwanzspitze der Agoutimaus zur Verwendung (Waterland und Jirtle 2003). Um die Heteroge-
nitdt des Hypothalamusgewebes zu vermeiden und zellgruppen-spezifische Methylierungsmuster

zu erheben, miissten allein die POMC-exprimierenden Neuronen aus dem Nucleus arcuatus
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hypothalami prépariert werden. Dies konnte beispielsweise durch die Methode der
Lasermikrodissektion erreicht werden, bei der mikroskopisch aus immunhistologisch angeférb-
ten Hypothalamusschnitten die Zielzellen mit einem Laser extrahiert werden (Emmert-Buck et
al. 1996). Es ist bereits gelungen, aus der so gewonnenen DNA eine Methylierungsanalyse mit-
tels Bisulfitsequenzierung durchzufiihren (Patel et al. 2000). Auch in unserer Arbeitsgruppe wird
an der Etablierung dieser Methodik gearbeitet. Es bleibt Gegenstand kommender Studien, ob

sich diese Priaparationsmethode durchsetzen wird.
4.6  Ausblick

Die vorliegende Arbeit konnte erstmals zeigen, dass neonatale Uberernihrung durch Aufzucht
von Ratten in kleinen Wiirfen zu verdnderten Methylierungsmustern von regulatorischen Bin-
dungsstellen innerhalb des hypothalamischen POMC-Promotors fiihrte. Da POMC bzw. sein
Spaltprodukt a-MSH das wichtigste anorexigen wirkende Neuropeptid ist, konnten diese epige-
netischen Alterationen dessen Fehlregulation bei neonatal iiberernéhrten Ratten programmieren.
Uber die genauen Mechanismen, durch die neonatale Ernihrungsmodifikationen eine epigeneti-
sche Programmierung bewirken, ist bislang noch vieles im Unklaren. Es wurden verschiedene
Hypothesen zusammengetragen, die die Zugénglichkeit von Promotorelementen fiir CpG-
Methylierung wéhrend der neonatalen Differenzierung zu erkliaren versuchen. Die durch Auf-
zucht in kleinen Wiirfen induzierte epigenetische Programmierung von Genen, die zentral in die
Regulation von Nahrungsaufnahme und Korpergewicht involviert sind, hat eine erhdhte Disposi-
tion gegeniiber Adipositas und dem metabolischen Syndrom zur Folge. Bei neonatal {iberernéhr-
ten Ratten bleiben Ubergewicht und Insulinresistenz lebenslang bestehen, so dass von einer Per-
manenz der Methylierungsalterationen auszugehen ist. Die Bedeutung der Neonatalzeit fiir die
erndhrungsbedingte Prigung von metabolischen Prozessen und Essverhalten wurde somit her-

ausgehoben.

In diesem Zusammenhang ist die hier gefundene positive Korrelation zwischen der
Promotormethylierung und der Blutglukose neonatal {ibererndhrter Ratten von besonderer Be-
deutung. Die deletdren Folgen einer Hyperglykdmie wihrend der frithen Entwicklung eines Or-
ganismus, speziell in der Prd- und Neonatalzeit sind hinreichend bekannt. Als Beispiel sei der
miitterliche Gestationsdiabetes genannt, der nicht nur zu fetaler Makrosomie und Organfehlbil-

dung fijhren kann, sondern auch zu einem hohen Risiko des Kindes fiir spiteres Ubergewicht
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und die Entwicklung eines Diabetes mellitus (Dabelea et al. 2000, Plagemann 2004, HAPO-
Studie 2008). Auf diese Weise wird ein Circulus vitiosus initiiert, iiber den die prikonzeptionelle
Hyperglykimie der Mutter zu Ubergewicht und erneuter diabetischer Stoffwechsellage bei der
Tochter fiihrt, die bei einer eigenen Schwangerschaft wiederum ihr Kind einer fetalen Hypergly-

kémie aussetzt.

Ein solch intergenerativer, epigenetischer Effekt konnte einen hohen Anteil an der epidemischen
Zunahme von Adipositas und Diabetes in den letzten Jahrzehnten haben. Sollte die prinatale
und/oder neonatale Hyperglykdmie iiber eine Beeinflussung der DNA-Methylierung zu einer
Fehlprogrammierung des neuroendokrinen Netzwerks der Energiebalance fiihren, wére hier auch
der Ansatzpunkt fiir eine Primérprivention von Ubergewicht und metabolischem Syndrom zu
finden. So sollten die epigenetischen Prozesse, die dem programmierenden Effekt von Erndhrung
zugrunde liegen, Gegenstand weiterer intensiver Forschung sein, da nur durch genaues Ver-
staindnis der Mechanismen eine Mdglichkeit der gezielten Priavention besteht und eventuell die
Chance auf Reversibilitit. Des Weiteren unterstreicht die vorliegende Studie die Wichtigkeit
einer konsequenten Therapie von (Gestations-) Diabetes und einer Vermeidung neonataler Uber-

erndhrung zur Pravention des metabolischen Syndroms.
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5 Zusammenfassung

Die Privalenz von Ubergewicht und Adipositas ist in den Industriestaaten seit Jahrzehnten kon-
tinuierlich gestiegen und stellt mit den assoziierten Folgekrankheiten ein medizinisches wie so-
ziookonomisches Problem dar. Ein erhohtes Geburtsgewicht sowie eine starke neonatale Ge-
wichtszunahme sind ein Risiko fiir die Entwicklung eines metabolischen Syndroms. Neonatale
Uberernihrung fiihrt bei Ratten, die in kleinen Wiirfen aufgezogen werden, zu juveniler und le-
benslang persistierender Adipositas. Dariiberhinaus besteht eine periphere Insulinresistenz und
auf zentraler Ebene eine Fehlregulation von orexigenen und anorexigenen Neuropeptiden im
Hypothalamus. Die Auswirkungen fetaler und neonataler Einfliisse auf den Phéanotyp und die
Funktionsweise des Organismus (inklusive der resultierenden Krankheitsdispositionen) werden
als perinatale Programmierung bezeichnet. Ein epigenetischer Mechanismus, welcher perinatalen
Programmierungsprozessen zugrunde liegen konnte, ist die CpG-Methylierung von Genpromoto-
ren. Ratten aus kleinen Wiirfen weisen im Promotor des stirksten orexigen wirkenden Neuropep-
tids im Hypothalamus (NPY) keine Methylierungsalteration auf. Den anorexigenen Gegenpart zu
NPY bildet Proopiomelanocortin (POMC) mit seinem Spaltprodukt o-MSH. Der POMC-
Promotor eignet sich aufgrund seiner Lage innerhalb einer CpG-Insel und einer Anzahl bekann-
ter Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren gut fiir eine Methylierungsanalyse. Ziel dieser
Studie war es, im hypothalamischen POMC-Promotor epigenetische Verdnderungen d.h.
Methylierungsmerkmale zu finden, die zu einer lebenslangen Fehlregulation von Nahrungsauf-

nahme und Energiestoffwechsel fiihren konnten.

Entsprechend dem Tiermodell der kleinen Wiirfe wurde am dritten Lebenstag neugeborener Rat-
ten die Primarwurfgréfe in der Versuchsgruppe (,,KW*) von zwolf Nachkommen pro Mutter auf
drei reduziert. Die Totung der Nachkommen zur Gewebe- und Blutprobengewinnung erfolgte
zum Zeitpunkt des Absetzens am 21. Lebenstag. Versuchs- und Kontrollgruppe bestanden aus
jeweils acht Tieren. Aus den préparierten Hypothalami wurde die DNA und RNA fiir die folgen-
den Analyseschritte extrahiert. Mittels der Methode der semisemiquantitativen RT-PCR wurde
die hypothalamische Expression der POMC-mRNA bestimmt. Die Methylierungsanalyse beruh-
te auf der Methode der Natriumbisulfitbehandlung der DNA mit nachfolgender Klonierung und
abschlieBender Sequenzierungs-PCR, so dass schlussendlich jede einzelne methylierte

Cytosinbase innerhalb des untersuchten POMC-Promotors erkennbar war.
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Tiere aus kleinen Wiirfen waren am 21. Lebenstag iibergewichtig und zeigten im Blut erhdhte
Konzentrationen von Glukose, Insulin und Leptin sowie eine deutlich erh6hte Insulin-Glukose-
Ratio als Mal} der Insulinresistenz. Im Hypothalamus neonatal {iberernihrter Ratten war die Ex-
pression von POMC nicht erhoht und korrelierte nicht mit den hohen Blutspiegeln der peripheren
Sattigungssignale Insulin und Leptin. Wurde die POMC-Expression durch Quotientenbildung in
Bezug zu Insulin bzw. Leptin gesetzt, so zeigten sich diese Quotienten signifikant erniedrigt bei
Tieren aus kleinen Wiirfen. Das Methylierungsmuster des POMC-Promotors erwies sich als he-
terogen: Die einzelnen CpG-Dinukleotide waren zu null bis maximal 84 Prozent methyliert. Im
Durchschnitt lag die CpG-Methylierung des POMC-Promotors bei 12 Prozent. In der Analyse
des Anteils methylierter CpG-Dinukleotide innerhalb der Bindungsstellen von Transkriptions-
faktoren fanden sich signifikant mehr Methylierungen innerhalb der Nf-kB-Bindungssequenz bei
neonatal libererndhrten Tieren. Auch stromaufwirts einer Spl-Bindungsstelle zeigte sich der
Anteil methylierter CpG-Stellen als signifikant erhdht bei Tieren aus kleinen Wiirfen. Statistisch
signifikante negative Korrelationen ergaben sich zwischen den CpG-Methylierungen der Nf-kB-
Bindungsstelle sowie stromaufwarts der Spl-Sequenz und dem Quotienten aus POMC-mRNA
und Leptin bzw. Insulin. Sowohl der Anteil methylierter CpG-Stellen des Gesamtpromotors als
auch innerhalb der Nf-kB-Bindungsstelle korrelierten positiv mit den Plasmaglukose- sowie In-

sulinkonzentrationen aller untersuchten Tiere.

Wie bereits fiir Neuropeptid Y gezeigt worden ist, fanden sich auch bei seinem Gegenspieler
POMC deutliche Hinweise auf eine zentrale Leptin- und/oder Insulinresistenz neonatal iiberer-
ndhrter Ratten im Sinne einer Entkopplung der hypothalamischen POMC-Expression von den
Sattigungsparametern Insulin und Leptin. Fiir die auf metabolischer Ebene bestétigte Fehlpro-
grammierung der POMC-Expression durch friihe Umwelteinfliisse (hier: Erndhrung) fanden sich
auf molekularer Ebene folgende epigenetische Entsprechungen: 1. Der hypothalamische POMC-
Promotor lag nicht vollstindig demethyliert vor, wie es in der Literatur fir POMC-
exprimierendes Gewebe beschrieben worden ist. Vielmehr entsprach der gefundene
Methylierungsanteil von zwdlf Prozent aller CpG-Dinukleotide einer relevanten transkriptions-
beeinflussenden Promotoreigenschaft, was sich an der relativ erniedrigten insulin- und
leptinabhéingigen mRNA-Expression zeigte. 2. Neonatale Uberernihrung fithrte in der KW-
Gruppe zu epigenetischen Modifikationen der Bindungssequenzen der Transkriptionsfaktoren
Nf-kB und Spl des POMC-Promotors. Die erhdhte CpG-Methylierung beider Bindungsstellen

kann nach der Literatur die Anlagerung des jeweiligen Signalproteins verhindern und auf diese
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Weise die Expression des nachgeschalteten Gens vermindern. Da Sp1 in der Lage ist, seine star-
ke transkriptionsaktivierende Wirkung auch iiber Bindung an die Nf-kB-Sequenz zu entfalten,
kann die erhohte CpG-Methylierung der Bindungsstelle von Nf-kB in zweifacher Hinsicht die
POMC-Aktivierung bei KW-Ratten behindern. 3. Fiir die funktionelle Relevanz der Nf-kB- und
Sp1-Methylierungen diirfte die nachgewiesene negative Korrelation dieser zu der insulinabhén-
gigen POMC-mRNA-Expression sprechen. Da Nf-kB und Sp1 in hohem Mafle die glukose- und
insulinabhéngige POMC-Stimulation vermitteln, konnten die epigenetischen Modifikationen
ihrer Bindungsstellen fiir die Fehlprogrammierung der hypothalamischen POMC-Expression bei
KW-Ratten verantwortlich sein. 4. Die gefundenen epigenetischen Merkmale des POMC-
Promotors stehen in direktem Zusammenhang mit der neonatalen Erndhrung und den dadurch
verursachten Stoffwechselbedingungen, worauf die positiven Korrelationen zwischen der Blut-
glukose und der CpG-Methylierung des Gesamtpromotors sowie der Nf-kB-Sequenz und strom-

aufwirts der Sp1-Sequenz schlieBen lassen.

Die vorliegende Studie prisentiert zusammengenommen erstmals das Methylierungsmuster des
POMC-Promotors im Hypothalamus gesunder sowie libergewichtiger Ratten und gibt deutliche
Hinweise auf eine epigenetische Programmierung des Neuropeptids durch neonatale Uberernih-
rung. Klinische Relevanz ergibt sich aus der hier erneut nachgewiesenen Begiinstigung von
Ubergewicht und metabolischem Syndrom durch neonatale Hyperglykimie. Die Bedeutung ei-
ner Privention von Gestationsdiabetes und Uberernidhrung in der Siuglingszeit ist herauszustel-

len.
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