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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Eine Hauptursache fur die zunehmende Pravalenz von Adipositas in der Bevdl-
kerung ist der heutige durch einen hohen Fett- und Zuckergehalt gepragte Er-
nahrungsstil. Insbesondere die steigende Zahl Ubergewichtiger schwangerer
Frauen stellt ein bedeutendes gesundheitliches Problem dar, da eine mdtterli-
che Adipositas wahrend der Schwangerschaft zu einer erhéhten Morbiditat und
Mortalitat fur Mutter und Kind fuhren kann. Dabei wird vermutet, dass die Pla-
zenta als essentielle Verbindung zwischen Mutter und Kind eine wichtige Rolle
bei der Vermittlung der negativen Auswirkungen einer mutterlichen Adipositas
auf das Kind spielt.

Hauptziel dieser Arbeit war es, im Mausmodell zu untersuchen, welche Auswir-
kungen sich unter dem Einfluss einer miutterlichen Hochfettdiat bzw. einer mt-
terlichen Hochfett-/Hochzuckerdiat auf die Schwangerschaft, den Fetus und die
Plazenta zeigen. Da im Versuch eine Vielzahl der Weibchen unter dem Einfluss
der Interventionsdidten zum Zeitpunkt der Verpaarung keine Adipositas aufwie-
sen, wurden die Ergebnisse des Versuchs letztlich nur hinsichtlich des Einfluss-
faktors der mutterlichen Ernahrung und nicht hinsichtlich des Einflussfaktors
einer mutterlichen Adipositas interpretiert.

In allen drei Gruppen der miutterlichen hochkalorischen Interventionsdiaten
zeigten sich negative Auswirkungen auf die Schwangerschaft und das fetale
Outcome. Neben einer reduzierten Trachtigkeitsrate und einer langeren Gesta-
tionsdauer fand sich eine erhdhte fetale Mortalitat sowie eine fetale Wachs-
tumsrestriktion an Gestationstag 15,5. Hierbei liel3 sich als mdglicher zu Grunde
liegender Pathomechanismus eine Entwicklungsstérung der vaskularen Struktu-
ren in der Labyrinth-Zone der Plazenta feststellen. Insbesondere fir die fetalen
Kapillaren zeigte sich dabei eine Reduktion von Volumen und Oberflache sowie
eine Herunterregulation verschiedener Endothelzellmarker.

Als weiterer Punkt sollte in dieser Arbeit evaluiert werden, ob eine neue Control-
Diat in ihrer Eigenschaft als Kontrolldiat als gleichwertig zur bewéhrten Stan-
darddiat bewertet werden kann und diese daher in zukinftigen Versuchen er-
setzen konnte. Unter dem Einfluss der Control-Diat zeigte sich jedoch ein
schlechteres fetales Outcome in Form einer erhdhten Mortalitat sowie in Form

eines reduzierten Gewichts der Nachkommen am zweiten Tag nach der Geburt.
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Zudem fand sich an Gestationstag 15,5 neben einem geringeren plazentaren
Gewicht eine signifikante Reduktion des Volumens und der Oberflache der feta-
len Kapillaren in der plazentaren Labyrinth-Zone. Daher konnte die Control-Diat
nicht als gleichwertig zur Standarddiat bewertet werden und wird daher in weite-
ren Versuchen keine Verwendung als Kontrolldiat finden.

Insgesamt hat sich somit gezeigt, dass eine ungunstige mitterliche Erndhrung
auch ohne das gleichzeitige Vorliegen einer miutterlichen Adipositas negative
Auswirkungen auf die Schwangerschaft, die Feten und die Plazenta haben
kann. Dabei waren diese negativen Auswirkungen unter dem Einfluss der bei-
den Hochfett-/Hochzuckerdiaten noch deutlich starker ausgepragt als unter der
reinen Hochfettdiat. Diese Erkenntnisse sind von besonderer Bedeutung, da die
Kombination eines hohen alimentaren Fett- und Zuckergehalts der heutigen
menschlichen Erndhrung sehr nahe kommt und da auch in der menschlichen
Realitat viele Frauen im gebarfahigen Alter einen ungesunden Ern&hrungsstil
aufweisen, ohne zwingend hierunter eine Adipositas zu entwickeln. Da die
Weibchen die spezifische Diat der jeweiligen Futtergruppe ab einem Alter von
drei Wochen und lber die gesamte Schwangerschaft hinweg erhielten, lasst
sich in dieser Arbeit leider nicht differenzieren, ob und inwiefern die mutterliche
Ernahrung vor der Konzeption und wahrend der Schwangerschaft unterschied-
lich stark zu den Effekten auf Fetus und Plazenta beigetragen haben. Generell
lasst sich jedoch ableiten, dass die Ergebnisse dieser Arbeit die Relevanz einer
gesunden Erndhrung fir die Schwangerschaft und das Leben des ungeborenen

Kindes hervorheben.
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2. Einleitung

2. Einleitung

2.1 Ubergewicht und Adipositas

2.1.1 Definition
Eine Adipositas ist definiert als ein Anteil der Fettmasse am Kérpergewicht von
Uber 30 % bei Frauen und tber 20 % bei Mannern [1]. Eine indirekte Abschat-

zung des Korperfettanteils ermoglicht hierbei der Body-Mass-Index (BMI), wel-

cher sich aus dem Quotienten von Korpergewicht in kg und der Korpergrofde in
Metern im Quadrat ermitteln lasst [1, 2]. Als Normalgewicht ist fir Erwachsene
tiber 18 Jahren ein BMI zwischen 18,5 - 24,9 kg/m? definiert, wohingegen ein
BMI unter 18,5 kg/m? als Untergewicht gilt. Ein BMI zwischen 25,0 - 29,9 kg/m?
wird als Ubergewicht bezeichnet, wobei in diesem Bereich noch von einer
Praadipositas gesprochen wird. Erst ein BMI iber 30 kg/m? gilt als manifeste
Adipositas und wird dabei in drei unterschiedliche Schweregrade klassifiziert.
So liegt ab einem BMI von 30 kg/m? eine Adipositas ersten Grades, ab einem
BMI von 35 kg/m? eine Adipositas zweiten Grades und ab einem BMI von 40
kg/m? eine Adipositas dritten Grades vor. Im Unterschied zu den Erwachsenen
werden fur Kinder und Jugendliche unter 18 Jahren die Normwerte fir den al-
tersspezifischen BMI aus den jeweiligen Perzentilenkurven ermittelt [2].

Eine weit verbreitete Kritik stellt die Tatsache dar, dass der BMI nur ein indirek-
tes MalR fur die Korperfettmasse darstellt und somit beispielsweise auch ein
hoher Anteil an Muskelmasse einen erhéhten BMI hervorrufen kann, ohne dass
das entscheidende Kriterium einer erh6hten Fettmasse erfillt ist [2]. Haufig wird
daher der BMI als alleinstehendes Diagnosekriterium einer Adipositas als unzu-
reichend angesehen und wird dagegen lediglich als grobe Richtlinie bei der

Einschatzung der pathologischen Relevanz des Korpergewichts empfohlen [2].

2.1.2 Epidemiologie

Ubergewicht und Adipositas zeigen weltweit steigende Pravalenzen und stellen
somit als bedeutende Risikofaktoren fur verschiedene Erkrankungen ein zu-
nehmendes gesundheitliches Problem dar.

Zwischen 1975 und 2016 verdreifachte sich die Pravalenz der Gibergewichtigen
Menschen weltweit [3]. Hierbei zeigte sich im internationalen Vergleich, dass

Ubergewicht und Adipositas im Gegensatz zu frither nicht mehr nur in den Lan-
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dern mit hohen Einkommen, sondern zunehmend auch in den Landern mit mitt-
leren und niedrigeren Einkommen an Haufigkeit zunehmen [3]. Weltweit hatten
2016 in der Bevdlkerung tber 18 Jahren 39 % der Manner und 40 % der Frau-
en einen BMI tiber 25 kg/m?, davon galten 11 % der Manner und 15 % der
Frauen als adip6s [3]. Auch in der Bevolkerung zwischen 5 - 19 Jahren zeigte
sich geschlechterunabhangig ein Anstieg der Pravalenz eines BMIs Uber 25
kg/m? von 4 % im Jahre 1975 auf 18 % im Jahre 2016 [3]. Im gleichen Zeitraum
stieg auch die Pravalenz einer Adipositas von anfangs unter 1 % auf 6 % bei
Madchen und 8 % bei Jungen [3]. Ebenso wie in der Gesamtbevdlkerung lasst
sich eine &hnliche Entwicklung bezlglich des BMIs auch unter den schwange-
ren Frauen beobachten [4]. So stieg die Pravalenz von ubergewichtigen
schwangeren Frauen im Zeitraum von 2005 bis 2014 insbesondere in Landern
mit mittleren Einkommen auf beispielsweise 22 % in Indien, 33 % in China und
Uber 50 % in Nigeria [4]. Weltweit hatten im Jahre 2014 38,9 Millionen schwan-
gere Frauen einen BMI (iber 25 kg/m?, davon waren 14 Millionen schwangere

Frauen adip0s [4].

2.1.3 Ursachen

Als Ursache der Adipositas wird ein Ungleichgewicht zwischen einer erhdhten

Energieaufnahme und einem verminderten Energieverbrauch angesehen [3].
Begunstigt wird dieses Ungleichgewicht insbesondere durch den mit der Indus-
trialisierung einhergegangenen und in vielen @&rmeren Landern immer noch an-
dauernden tiefgreifenden Wandel der Lebensbedingungen der Menschen [5].
Die Urbanisierung der Lebensraume, der Uberwiegend sitzende Arbeitsalltag in
den meisten Berufen sowie die motorisierten Mdglichkeiten von Transport und
Mobilitat fordern eine verminderte korperliche Aktivitat und damit einen vermin-
derten Energieverbrauch [3]. Demgegentuber steht die heutige Erndhrungswei-
se, die Uberwiegend gepréagt ist durch die Aufnahme kalorienreicher Nahrung
mit einem hohen Zucker- und Fettgehalt [3].

2.1.4 Westlicher Erndhrungsstil

Die menschliche Erndhrungsweise unterlag insbesondere innerhalb der letzten
sechs Jahrzehnte einem starken Wandel, der auch als ,nutrition transition” [6]
bezeichnet wird. Da dieser Wandel zunachst vor allem in den westlichen Lan-

dern mit hohen Einkommen beobachtet wurde, wird der heutige Ernahrungsstil
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auch als ,Western Diet” [6] bezeichnet. Diese westliche Erndhrungsweise ist
charakterisiert durch einen hohen Gehalt an gesattigten Fettsduren, Zucker und
verarbeiteten Lebensmitteln sowie einem geringen Gehalt an Ballaststoffen [6].
Es zeigt sich, dass inshesondere der Verbrauch von Speisedél, kalorienhaltiger
Zuckerderivate als Suf3ungsmittel von beispielsweise Getranken oder verarbei-
teten Lebensmitteln sowie der Konsum tierischer Produkte wie Fleisch, Fisch
und Milch stark angestiegen ist [6]. Mittlerweile lasst sich diese Entwicklung im
Zuge der Modernisierung jedoch auch zunehmend in Landern mit mittleren und
niedrigeren Einkommen feststellen [6]. Als ursachlich fur diesen Erndhrungs-
wandel werden verschiedene Faktoren wie die Globalisierung und das Wirt-
schaftswachstum angesehen, die in vielen Landern im Verlauf zu Wohlstand
und hoéheren Einkommen gefihrt haben [7]. Auch die modernen Technologien
in Bezug auf Landwirtschaft und Lebensmittelindustrie spielen hierbei eine
wichtige Rolle, da sie ein starkes Uberangebot und neue Verarbeitungsformen
von Lebensmitteln ermdglichen [7]. Des Weiteren scheint auch die zunehmende
Urbanisierung der Lebensrdume sowie die mit dem technischen Fortschritt ein-
hergehenden Veranderungen beziiglich der Gestaltung von Arbeit und Freizeit
einen entscheidenden Einfluss auf die Erndhrungsweise der Menschen zu ha-
ben [7]. Begleitet wird der Erndhrungswandel sowohl von einem demographi-
schen als auch von einem epidemiologischen Wandel [8]. So zeigt sich eine
Veranderung der demographischen Struktur der Gesellschaft von einer hohen
zu einer niedrigen Geburten- und Sterberate und epidemiologisch gesehen tre-
ten Infektionskrankheiten durch die verbesserten Lebens- und Hygienebedin-
gungen zunehmend in den Hintergrund [8, 9]. Stattdessen riicken durch die
heutzutage hdhere Lebenserwartung und durch ernahrungsbedingte Faktoren
wie Ubergewicht und Adipositas chronische und degenerative Erkrankungen in
den Vordergrund [9].

2.1.5 Folgen
Der Krankheitswert der Adipositas besteht vor allem darin, dass ein erhdhter

BMI einer der Hauptrisikofaktoren fur verschiedene nicht tGbertragbare Erkran-
kungen darstellt [3]. Dabei zeigt sich eine positive Korrelation zwischen der
Hohe des BMIs und dem Erkrankungsrisiko [3]. Insbesondere im Zusammen-
hang mit kardiovaskularen Erkrankungen wie Herzinfarkt und Schlaganfall, ver-

schiedenen Krebsformen wie beispielsweise Endometrium- und Mammakarzi-
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nom, Diabetes mellitus Typ 2 und verschiedenen muskuloskelettalen Erkran-
kungen spielen Ubergewicht und Adipositas eine wichtige Rolle [3]. Nicht Uber-
tragbare Erkrankungen stellten im Jahr 2018 weltweit die haufigste Todesursa-
che mit 71 % aller Todesfélle dar [10]. Hierbei zahlt Adipositas heutzutage hin-
ter Rauchen und Alkoholismus zu den haufigsten vermeidbaren Erkrankungs-
und Todesursachen [1].

Auch wahrend der Schwangerschaft sind Ubergewicht und Adipositas aktuellen
Forschungsergebnissen zu Folge mit einer erhéhten Morbiditdt und Mortalitat
fur Mutter und Kind assoziiert [11]. So zeigte sich bei Gbergewichtigen Schwan-
geren ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung eines Gestationsdiabetes, einer
schwangerschaftsinduzierten Hypertonie sowie einer Praeklampsie [12]. Auch
zeigte sich ein erhdhtes Risiko fur die Notwendigkeit einer vaginal-operativen
Entbindung, einer Schnittentbindung sowie fur Wundinfektionen nach Schnitt-
entbindung [13]. Wéahrend zudem laut Studien einerseits ein erhdhtes Risiko fur
eine Frihgeburtlichkeit besteht, zeigen sich andererseits auch haufiger Ge-
burtskomplikationen wie Ubertragung, die Notwendigkeit einer Geburtseinlei-
tung oder ein Geburtsstillstand [14-17]. Auch nach der Geburt besteht anschei-
nend ein erhohtes Risiko fir Komplikationen wie beispielsweise postpartale Blu-
tungen, und insgesamt scheint mutterliches Ubergewicht und Adipositas mit
einer langeren Hospitalisationsdauer assoziiert zu sein [14, 16, 18].

Fur das fetale Outcome zeigte sich, dass ein erhéhter mutterlicher BMI mit einer
erhohten fetalen Mortalitat beispielsweise in Form von Aborten oder Totgebur-
ten assoziiert ist [19]. Zusatzlich scheint auch die fetale Morbiditat erhéht zu
sein, da sich in Studien ein erhdhtes Risiko flir verschiedene postpartale fetale
Komplikationen und eine erh6hte Rate neonataler Intensivbehandlungen zeigte
[14, 16, 18]. Des Weiteren liel3 sich ein erhdhtes Risiko fir ein abnormes
Wachstum des Feten feststellen. Bei einem bereits vor der Schwangerschaft
erhohten BMI Uber 25 kg/m? zeigte sich fiir die Feten einerseits ein groReres
Risiko fur ein erhdhtes Geburtsgewicht (iber 4000 g) bis hin zu einer fetalen
Makrosomie (Uber 4500 g) sowie flr eine Korpergro3e tber der 90. Perzentilen
[20]. Andererseits liel3 sich jedoch auch eine positive Korrelation zwischen dem
mutterlichen BMI und dem Risiko fur eine intrauterine Wachstumsretardierung
feststellen [21]. Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass durch Mechanis-

men der perinatalen Programmierung auch die Nachkommen ein erhéhtes Risi-
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ko haben im Laufe ihres Lebens eine Adipositas sowie ein metabolisches Syn-
drom zu entwickeln [20, 22].

2.2 Murine Plazenta

2.2.1. Morphologie und Funktion

Wahrend der Schwangerschaft stellt die Plazenta die essentielle Verbindung
zwischen Mutter und Kind dar. Die Versorgung des Kindes und damit das intra-
uterine Wachstum und Uberleben des Fetus hangt entscheidend von der Inte-
gritat und Funktion der fetoplazentaren Einheit ab. Die Plazenta stellt mit ihren
zahlreichen Transportfunktionen sowohl eine Verbindung als auch eine Barriere
gegentber dem Fetus dar. Als Schliisselorgan der intrauterinen Versorgung
ermdglicht sie einen geregelten Gas-, Hormon- und Nahrstoffaustausch, elimi-
niert fetale Abfallprodukte und schitzt den Fetus gleichzeitig vor dem mutterli-
chen Immunsystem [23].

Obwohl sich die humane Plazenta in ihren histologischen Details und ihrer en-
dokrinen Funktion teilweise von der murinen Plazenta unterscheidet, scheinen
die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen und Entwicklungsvorgénge
von groRRer Ahnlichkeit zu sein [24]. Histologisch lassen sich hierbei in der reifen
murinen Plazenta drei verschiedene Zonen unterscheiden: Den mudtterlichen
Anteil der Plazenta stellt die Dezidua basalis (DB) dar, welche sich aus dem En-
dometrium des murinen Uterus entwickelt. Sie vermittelt die Anhaftung der Pla-
zenta an der Uteruswand und enthalt ein Netzwerk aus Spiralarterien, welche
das mautterliche Blut fir den fetomaternalen Stoffaustausch zur Labyrinth-Zone
(LZ) der Plazenta fuhren [25, 26]. Angrenzend befindet sich die Junctional Zone
(JZ), welche hauptsachlich die zwei Trophoblastenpopulationen der Spongiotro-
phoblasten und der Glykogenzellen enthalt [27]. Wahrend der Schwangerschaft
wird zum einen Glykogen zur Energiegewinnung abgebaut und zum anderen
findet gegen Ende der Schwangerschaft eine Migration der Glykogenzellen von
der Junctional Zone in die mutterliche Dezidua basalis statt. Insgesamt kommt
es somit Uber die Schwangerschaft hinweg zu einer zunehmenden Verringe-
rung des Gehalts an Glykogenzellen in der Junctional Zone [26]. Zu Beginn der
murinen Schwangerschaft wird die Junctional Zone von der Dezidua basalis
durch eine zunachst kontinuierliche und im Verlauf zunehmend diskontinuierli-

che Schicht aus Trophoblast Giant Cells abgegrenzt [25]. Die Junctional Zone
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ist fir das Uberleben des Feten essentiell, inre genaue Funktion konnte bisher
jedoch noch nicht vollstandig geklart werden [28, 29]. Es wird vermutet, dass
die Trophoblast Giant Cells zum einen die Invasion der Blastozyste in den muri-
nen Uterus kontrollieren [25]. Zum anderen scheinen sie ebenso wie die Spon-
giotrophoblasten eine endokrine Funktion zu erfullen und unter anderem fir die
Produktion von Wachstumshormonen verantwortlich zu sein, die die plazentare
und fetale Entwicklung steuern [26]. Die Glykogenzellen scheinen dagegen als
Energiedepot zu dienen, welches bei Mangelzustanden die Versorgung der Pla-
zenta und des Kindes aufrecht erhalten kann [30]. Die Labyrinth-Zone ist die
dem Feten nachste Zone und von besonderer Bedeutung, da hier der fetoma-
ternale Stoffaustausch stattfindet [25]. Die fetalen Kapillaren werden dort direkt
von mdatterlichem Blut umspilt, wodurch kurze Diffusionsstrecken entstehen
und damit ein effizienter Stoffaustausch ermdglicht wird [25]. Wahrend die feta-
len Kapillaren von Endothelzellen ausgekleidet sind, werden die unregelmalig
geformten Raume der maternalen Blutsinusse lediglich von Zytotrophoblasten
begrenzt [25]. Hierbei wird die maternale und fetale Blutzirkulation durch die so-
genannte ,Interhemal Membrane" [25] voneinander getrennt. Diese wird zum
einen durch die Endothelzellen der fetalen Kapillaren und zum anderen durch
drei diinne Schichten aus unterschiedlich differenzierten Trophoblasten gebildet
[31]. Die erste Schicht, welche in direktem Kontakt zum mutterlichen Blut steht,
wird aus mononukleéaren Zellen eines sinusoidalen Subtyps der Trophoblast
Giant Cells gebildet [32]. Ihnen wird insbesondere eine endokrine Funktion zu-
gesprochen [32]. Die zweite und dritte Schicht, wobei letztere an die fetalen En-
dothelzellen grenzt, bestehen aus fusionierten Trophoblastzellen und bilden
damit eine multinukledre Zellschicht aus Synzytiotrophoblasten [33]. Sie schei-
nen insbesondere fur den Nahrstofftransport und zusammen mit den anderen
Schichten fur die selektive Permeabilitdt der Interhemal Membrane verantwort-

lich zu sein [34].

2.2.2 Molekularbiologische Aspekte
2.2.2.1 Endothelzellmarker

Fur den geregelten fetomaternalen Stoffaustausch in der Labyrinth-Zone der

Plazenta ist die Integritdt der Interhemal Membrane und hierbei insbesondere
des fetalen Endothels von essentieller Bedeutung [25]. Die fetalen Endothelzel-

len exprimieren verschiedene teilweise endothelspezifische Proteine, von de-
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nen einige in dieser Arbeit untersucht und dabei unter dem Begriff Endothelzell-
marker zusammengefasst wurden. Hierzu zahlen das Glykoprotein Angiopoetin-
1 (Angpt-1), welches lber die Bindung an den endothelialen Oberflachenrezep-
tor TIE-2 eine wichtige Rolle fiir das Uberleben und die Migration der Endothel-
zellen spielt [35]. Auf zellularer Ebene fordert es zudem die Interaktion der En-
dothelzellen mit der umliegenden Matrix und reduziert die endotheliale Permea-
bilitat [36, 37]. Ein weiterer Ligand des TIE-2-Rezeptors stellt das Protein
Angiopoetin-2 (Angpt-2) dar, welches kontextabhéngig sowohl als Agonist als
auch als Antagonist von Angpt-1 fungieren kann [38]. In seiner Funktion als An-
tagonist tragt Angpt-2 zu einer Destabilisierung der Blutgeféal3e bei und spielt
somit eine wichtige Rolle fur das vaskuldare Remodelling und den Abbau von
BlutgefalRen [38, 39]. Eine Hemmung der Wirkung von Angpt-1 kann auch
durch den endothelialen Oberflachenrezeptor TIE-1 vermittelt werden, indem
dieser direkt mit dem TIE-2-Rezeptor interagiert [40]. Ebenso wie Angpt-1
scheint auch das insbesondere von Endothelzellen synthetisierte Protein Apelin
eine wichtige Rolle fur die Angiogenese wahrend der Embryonalzeit zu spielen
[41]. Zudem scheint es in die Regulation des Blutdrucks und des Wasserhaus-
halts involviert zu sein [42, 43].

Ein weiterer Endothelzellmarker stellt der Von-Willebrand-Faktor (VWF) dar,
welcher vor allem von Thrombozyten und Endothelzellen gespeichert und se-
zerniert wird [44]. Bei Schaden des Endothels vermittelt er im Rahmen der pri-
maren Hamostase die Adhasion von Thrombozyten an die subendotheliale Ma-
trix und stabilisiert im Rahmen der sekundéaren Hamostase den Gerinnungsfak-
tor VIII [44].

Ebenfalls zu den Endothelzellmarkern wird im Folgenden das Transmembran-
protein CD-31 bzw. Platelet/endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1)
gezahlt. Zusatzlich zu den Endothelzellen wird CD-31 auch auf Zellen des peri-
pheren Blutes wie Thrombozyten, Granulozyten, Monozyten und einigen T-Zell-
populationen exprimiert [45]. Auch CD-31 scheint eine wichtige Funktion fur die
Angiogenese und der hiermit verbundenen Migration der Endothelzellen zu er-
fullen [46]. In seiner Funktion als Signalmolekil scheint CD-31 neben einem
antiapoptotischen und zytoprotektiven Effekt auch an der Signaltransduktion
von mechanischen Scherkraften auf die GefaBwand beteiligt zu sein [46, 47].

Dariiber hinaus vermittelt CD-31 Uber die extrazellulare Domane den Zell-Zell-
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Kontakt zwischen benachbarten Endothelzellen und spielt damit als Zelladhéasi-
onsmolekil eine wichtige Rolle fiir die selektive Permeabilitat des Endothels
[46]. Hierdurch ist CD-31 auch an Entzindungsprozessen beteiligt, wobei es
dabei opportunistische Funktionen zu erfullen scheint. So wirkt es einerseits
proinflammatorisch, indem es die Diapedese der Leukozyten aus den Blutgefa-
Ben in das umliegende Gewebe vermittelt [48]. Andererseits scheint CD-31
auch eine antiinflammatorische Wirkung vermitteln zu kdnnen, beispielsweise
durch eine Hemmung der Produktion proinflammatorischer Zytokine und durch
die Suppression der transendothelialen Zellmigration von Lymphozyten, Mast-
zellen und Makrophagen [48].

2.2.2.2 Adherens Junction-Marker

Fur die Integritat des endothelialen Gewebeverbands und die Regulation der
endothelialen Permeabilitat spielen die Zell-Zell-Kontakte zwischen den fetalen
Endothelzellen eine wichtige Rolle [49]. Diese bestehen aus verschiedenen ho-
mophilen Zelladh&sionsmolekulen wie Transmembranproteine und deren asso-
ziierte intrazellulare Komponenten [50]. Durch eine Konformationsdnderung
dieser Moleklle kénnen die interzellularen Verbindungen temporar gedffnet
werden und eine vermehrte parazellulare Passierbarkeit insbesondere fir zellu-
lare Blutbestandteile wie Leukozyten ermdglicht werden [51]. Anhand unter-
schiedlicher beteiligter Molekile und Funktionen lassen sich unter diesen inter-
zellularen Verbindungen insbesondere Tight Junctions und Adherens Junctions
unterscheiden, wobei auch das bereits aufgefiihrte Protein CD-31 wichtige Zell-
Zell-Kontakte vermittelt [46, 49, 51]. Da im Versuch der Fokus auf den Adhe-

rens Junctions lag, sollen diese im Folgenden naher betrachtet werden.
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Abbildung 1: Aufbau der Zell-Zell-Kontakte zwischen Endothelzellen

Die Zell-Zell-Kontakte zwischen Endothelzellen bestehen hauptsachlich aus Tight Junctions,
Adherens Junctions und den interzellularen Verbindungen durch das Oberflachenprotein
PECAM-1/CD-31. Am Aufbau der Tight Junctions sind verschiedene Zelladhésionsmolekile wie
Claudine, Occludine und Junctional adhesion molecules (JAMs) beteiligt. Adherens Junctions
zwischen Endothelzellen bestehen aus dem Zelladh&sionsmolekil Vascular endothelial (VE)-
Cadherin, welches Uber Proteine aus der Gruppe der Catenine mit den Aktinfilamenten des
Zytoskeletts verbunden ist. Auch PECAM-1/CD-31 kann Uber Catenine Kontakt zum Aktin-
Zytoskelett der Endothelzelle aufbauen (hier nicht gezeigt). Abbildung mit der Erlaubnis von
Wolters Kluwer Health, Inc. modifiziert nach Lertkiatmongkol et al. und Dejana, E. [46, 49].

Am Aufbau der Adherens Junctions ist insbesondere das Zelladhasionsmolekl
Vascular endothelial (VE)-Cadherin beteiligt, welches zu den Transmembran-
proteinen aus der Gruppe der Cadherine gehdrt und bis auf wenige Ausnahmen
fast ausschlie3lich von Endothelzellen exprimiert wird [50, 52]. Neben der Re-
gulation der vaskularen Permeabilitat scheint es zudem essentiell fur die Aus-
bildung und Reifung der BlutgefalRe in der Embryonalphase und damit unab-
kommlich fur das Uberleben des Organismus zu sein [53, 54]. Darlber hinaus
fungiert VE-Cadherin als Signalmolekil, wobei es neben antiapoptotischen und
zytoprotektiven Effekten an der Mechanotransduktion von Scherkréften auf die
GefaRwand beteiligt ist und zusétzlich zwischen Zellen in einem stabilen Zell-
verband eine kontaktinduzierte Wachstumsinhibition bewirken kann [49, 55].
Die zytosolische Domane von VE-Cadherin ist Gber verschiedene intrazellulare
Proteine wie beispielsweise das im Versuch ebenfalls untersuchte Protein Beta-
Catenin mit den Aktinfilamenten des Zytoskeletts verbunden [51]. Hierdurch
bewirkt VE-Cadherin zusammen mit den intrazellularen Proteinen nicht nur eine
Stabilisierung des Zellverbandes, sondern ist auch entscheidend fir die zellula-

re Morphologie und Polaritat [56]. Das Protein Beta-Catenin spielt aul3erdem
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eine wichtige Rolle bei der durch die Adherens Junctions vermittelten Signal-
transduktion, indem es nach Translokation in den Zellkern mit verschiedenen
Transkriptionsfaktoren interagiert und damit die genetische Transkription modi-
fiziert [52]. Hierdurch kann Beta-Catenin eine Induktion des Zellwachstums, ei-
ne Modulation der Zelldifferenzierung sowie eine Inhibition der zellularen Apop-
tose bewirken [49].

2.3 Pathophysiologie mutterlicher Umweltfaktoren wahrend der

Schwangerschaft

Die Schwangerschaft stellt aufgrund der hohen Zellteilungsrate, des schnellen
Wachstums, der Zelldifferenzierung und der Organentwicklung eine auf3erst
vulnerable Phase fiir die kindliche Entwicklung dar [57]. Uber verschiedene Me-
chanismen wie beispielsweise die perinatale Programmierung kdnnen daher
zahlreiche Umweltfaktoren, die in dieser kritischen Phase auf Mutter und Kind
einwirken, sowohl unmittelbar als auch langfristig negative Auswirkungen auf
die Entwicklung und die Gesundheit des Kindes haben [57]. Dabei sind als un-
mittelbare Auswirkungen beispielsweise eine intrauterine Wachstumsretardie-
rung bis hin zu einem intrauterinen Fruchttod zu nennen [58-61]. Als Hinweis
auf langfristige Auswirkungen fand sich in epidemiologischen Studien von ins-
besondere Barker et al. eine positive Korrelation zwischen einem niedrigen Ge-
burtsgewicht beziehungsweise einer hohen Kindersterblichkeit einer Generation
und der Sterberate aufgrund einer koronaren Herzerkrankung dieser Generati-
on im spateren Erwachsenenalter [62]. Ebenfalls liel sich ein Zusammenhang
zwischen einem niedrigen Geburtsgewicht und der Entwicklung eines metaboli-
schen Syndroms im spateren Erwachsenenalter feststellen [63-65]. Auf der
Grundlage dieser epidemiologischen Zusammenhange entwickelte sich im wei-
teren Verlauf die sogenannte Developmental Origins of Health and Disease Hy-
pothese (DOHaD). Laut der DOHaD-Society besagt diese Hypothese ganz All-
gemein, dass verschiedene Einflussfaktoren, die wahrend kritischen Entwick-
lungsphasen auf ein Lebewesen einwirken, tber unterschiedliche Mechanismen
die Fahigkeit des Organismus beeinflussen mit seinen Umweltbedingungen im
spateren Leben umzugehen [66]. So kann beispielsweise die mutterliche Erndh-
rung wahrend der Schwangerschaft im Rahmen der perinatalen Programmie-
rung auf Gen-, Zell-, Gewebe-, Organ- und Systemebene den Stoffwechsel so-

wie die Struktur und Funktion der fetalen Organe beeinflussen [67]. Diese Ver-
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anderungen im Sinne einer physiologischen Anpassung an das perinatale Mili-
eu kénnen im Zusammenhang mit genetischen und weiteren Umweltfaktoren im
spateren Leben zu einem erhdhten Risiko fur die Entwicklung kardiovaskularer
und metabolischer Erkrankungen im Erwachsenenalter fithren [68, 69].
Pathophysiologisch scheint hierbei insbesondere die Plazenta eine wichtige
Rolle bei der Vermittlung der Effekte verschiedener Umwelteinfliisse auf den
kindlichen Organismus zu spielen [68]. So hat sich gezeigt, dass zahlreiche
schadliche Umweltfaktoren wahrend der Schwangerschaft zu morphologischen
und funktionellen Veranderungen in der Plazenta fuhren und damit das intraute-
rine Umgebungsmilieu des Feten entscheidend beeinflussen [68]. Werden hier-
bei die physiologischen plazentaren Kompensationsmechanismen eines un-
gunstigen perinatalen Milieus Uberschritten, kann dies zu den bereits beschrie-
benen Auswirkungen auf den kindlichen Organismus fihren [68].

Als bedeutende Umwelt- bzw. Einflussfaktoren wahrend der Schwangerschaft
sind in diesem Zusammenhang insbesondere mitterliches Ubergewicht und die
matterliche Ernahrung zu nennen, welche auch im Zentrum dieser Arbeit ste-
hen. Im Folgenden sollen einige bereits bekannte Forschungsergebnisse be-
zuglich dieser beiden miitterlichen Umweltfaktoren dargelegt werden.

2.3.1 Umweltfaktor mutterliche Adipositas

Humane Studien haben gezeigt, dass eine mutterliche Adipositas wahrend der
Schwangerschaft zu den bereits beschriebenen negativen Auswirkungen auf
Mutter und Kind fuhren kann [11]. Die hierbei zugrunde liegenden Pathomecha-
nismen konnten bisher nicht endgultig geklart werden und sind daher aktuell
Gegenstand intensiver Forschung. Im Folgenden soll hierzu eine Hypothese
dargelegt werden, deren Fokus auf der pathophysiologischen Rolle der Plazen-
ta liegt und als Grundlage dieser Arbeit zu erachten ist.

Wie bereits beschrieben, zeigte sich in humanen Studien in Zusammenhang mit
einer mutterlichen Adipositas unter anderem ein erhohtes Risiko fiir Spontan-
aborte, Totgeburten, eine intrauterine Wachstumsretardierung sowie ein erh6h-
tes Risiko fur eine Fruhgeburtlichkeit [14, 15, 19-21]. Hierbei haben Untersu-
chungen von humanen Plazenten gezeigt, dass die aufgefiuihrten Krankheitsbil-
der pathophysiologisch anscheinend auf eine gestérte Plazentaentwicklung zu-
rickzufuhren sind [58-61]. Insbesondere flr eine intrauterine Wachstumsretar-
dierung, welche mit verschiedenen Krankheitsbildern in der Schwangerschaft
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einhergeht, konnte als Ursache eine plazentare Dysfunktion nachgewiesen
werden [58, 59, 70]. Dies fuhrte zu der Annahme, dass auch die mutterliche
Adipositas zu einer plazentaren Dysfunktion fihren und durch die kompromit-
tierte fetale Versorgung die genannten fetalen Komplikationen hervorrufen
konnte [71]. Diese Annahme wird dadurch bestarkt, dass sowohl in humanen
Studien als auch in Tierversuchen von unter anderem Appel und Kretschmer et
al. unter dem Einfluss einer mutterlichen Adipositas tatsachlich verschiedene
morphologische und molekularbiologische Verdnderungen der Plazenta nach-
gewiesen werden konnten [72-78]. Als mutmaliliche Verbindung zwischen einer
Adipositas und einer plazentaren Dysfunktion wird dabei unter anderem eine
vaskulare Inflammation der Plazenta diskutiert. Es ist bekannt, dass Fettgewe-
be als endokrines Organ fungiert und dabei verschiedene proinflammatorische
Mediatoren produziert [79, 80]. Die erhdhte Fettmasse im Rahmen einer Adipo-
sitas ist mit einer erhohten Zirkulation dieser proinflammatorischen Mediatoren
assoziiert und fuhrt somit zu einem Zustand einer leichten chronischen systemi-
schen Inflammation [79, 81, 82]. Auch die Schwangerschaft &hnelt physiologi-
scherweise dem Zustand einer transienten systemischen Inflammation mit einer
Leukozytose sowie erhohten zirkulierenden proinflammatorischen Mediatoren
wie beispielsweise einer erhdhten CRP-Konzentration im Blut [79, 83]. Bei
Schwangeren scheint dabei vor allem die Plazenta der Ursprung der verschie-
denen proinflammatorischen Mediatoren zu sein [84]. Sowohl im Tierversuch
von Kretschmer et al. als auch in humanen Studien lie3 sich im Vergleich zu
normalgewichtigen Schwangeren bei tUbergewichtigen Schwangeren eine signi-
fikant erhohte Zirkulation proinflammatorischer Mediatoren nachweisen. Wéah-
rend hierbei laut Kretschmer et al. der Ursprung der erhéhten proinflammatori-
schen Mediatoren das mutterliche Fettgewebe zu sein scheint, legen weitere
Studien nahe, dass auch die Plazenta selbst bei Gibergewichtigen Schwangeren
mehr proinflammatorische Mediatoren zu produzieren scheint als bei normal-
gewichtigen Schwangeren [73, 82, 84]. Dabei wird vermutet, dass die vorbeste-
hende chronische Inflammation im Rahmen einer Adipositas zu einer Dysregu-
lation der physiologischen plazentaren Entziindungsreaktion wahrend der
Schwangerschaft fuhrt [82]. Diese verstéarkte Inflammation scheint dabei negati-
ve Auswirkungen insbesondere auf die Entwicklung und Funktion der plazenta-

ren GefalRe zu haben [71, 85, 86]. So hatte sich sowohl in Tierversuchen von
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unter anderem Appel und Kretschmer et al. als auch in Untersuchungen an hu-
manen Plazenten gezeigt, dass unter dem Einfluss einer mutterlichen Adiposi-
tas insbesondere die vaskularen Strukturen der Plazenta morphologische und
molekularbiologische Veranderungen aufwiesen [72-78, 87]. Zusammenfassend
lasst sich somit aus den vorliegenden Forschungsergebnissen die Hypothese
ableiten, dass unter dem Einfluss einer mutterlichen Adipositas eine vaskulare
Inflammation der Plazenta ausgelost wird, welche zu einer plazentaren Dys-

funktion und damit zu den genannten fetalen Komplikationen flhrt.

2.3.2 Umweltfaktor mitterliche Ernadhrung

Neben den Auswirkungen einer Adipositas ist auch der Einfluss der mutterli-
chen Ernahrung wahrend der Schwangerschaft auf das Kind und die Plazenta
bereits seit vielen Jahren Gegenstand intensiver Forschung. Im Kontext der
Mangelerndhrung in den Entwicklungslandern hatten sich die meisten Untersu-
chungen zunachst mit einer Unterernahrung im Sinne einer energie- und prote-
inarmen Ernahrung wahrend der Schwangerschaft beschéaftigt. Im Zuge des
bereits beschriebenen Ernahrungswandels riickte jedoch zunehmend der Ein-
fluss einer hochkalorischen sowie fett- und zuckerreichen Ernahrung wahrend
der Schwangerschaft in den Fokus der Untersuchungen.

In Tierversuchen zur Unterernahrung in Form einer Kalorien- oder Proteinres-
triktion wahrend der Schwangerschaft zeigte sich meist ein Ubereinstimmendes
Ergebnis mit einem zum Zeitpunkt der Geburt reduzierten fetalen und plazenta-
ren Gewicht [68, 88, 89]. Dagegen zeigten sich in Tierversuchen zur Uberer-
nahrung wahrend der Schwangerschatft starke Diskrepanzen bezuglich der Aus-
wirkungen auf Fetus und Plazenta [68, 90]. So wurden in verschiedenen Tier-
versuchen mit einem bereits prékonzeptionellen Beginn einer Hochfettdiat so-
wohl ein erhdhtes, ein unverandertes als auch ein erniedrigtes fetales und pla-
zentares Gewicht an verschiedenen Gestationszeitpunkten beschrieben [68, 72,
76, 87, 91, 92]. Hierbei wird als Ursache fir diese diskrepanten Ergebnisse un-
ter anderem die unterschiedliche Nahrstoffzusammensetzung der in den Versu-
chen eingesetzten Interventionsdiaten diskutiert [68, 90]. In bisherigen Versu-
chen wurden dabei vor allem Hochfettdiaten eingesetzt, wobei neben deren
Gesamtfettgehalt auch die Komposition der enthaltenen Fettsduren eine wichti-
ge Rolle zu spielen scheint [68]. Im Vergleich zu anderen Fettsduren konnte
beispielsweise bei einem hohen Gehalt der gesattigten Fettsdure Palmitinsdure

24



2. Einleitung

ein deutlich héheres Risiko fur die Entwicklung einer Adipositas und hiermit as-
soziierter Pathologien nachgewiesen werden [93]. Um im Zuge des Ernéh-
rungswandels den westlichen Erndhrungsstil des Menschen besser zu imitieren
rickt jedoch zunehmend, und so auch in dieser Arbeit, der Einfluss einer durch
einen hohen Fett- und Zuckergehalt gepragten mutterlichen Erndhrung in den
Fokus der Untersuchungen [75].

Als weitere Ursache fir die diskrepanten Ergebnisse wird auch der Schwere-
grad einer bereits prakonzeptionell vorliegenden Adipositas diskutiert [68]. Wah-
rend das erhohte Nahrstoffangebot im Zuge einer miitterlichen Uberernahrung
einerseits zu einem erhdhten fetalen Gewicht fiihren kann, lie3 sich bei gleich-
zeitigem Vorliegen einer hochgradigen Adipositas auch ein erhéhtes Risiko far
eine fetale Wachstumsrestriktion nachweisen [20, 21, 87, 92]. Somit zeigt sich,
dass die beiden Einflussfaktoren einer miitterlichen Uberernahrung und einer
mutterlichen Adipositas teilweise unterschiedliche Effekte auf das fetale Out-
come haben kdénnen und daher eigentlich gesondert voneinander berucksichtigt
werden miussten [68]. Mit diesem Ziel wurde in einigen Versuchen erst postkon-
zeptionell mit der Nahrungsintervention begonnen, um den Einfluss einer pra-
existenten miutterlichen Adipositas und den damit verbundenen Zustand einer
chronischen Inflammation zu eliminieren [75, 94-96]. Hierbei ist in der Literatur
fur Ratten beschrieben worden, dass sich fur die Nachkommen von adipésen
Weibchen, welche bereits prakonzeptionell eine Hochfettdiat erhielten, ahnliche
unmittelbare als auch langfristige Auswirkungen zeigten wie fir die Nachkom-
men von Weibchen, welche eine Hochfettdiat erst postkonzeptionell erhielten
[97]. Im Versuch von Janoschek et al. konnte zudem an tbergewichtigen Mau-
sen unter dem Einfluss einer Hochfettdiat nachgewiesen werden, dass eine
Umstellung auf eine gesunde miutterliche Ernédhrung wahrend der Schwanger-
schaft und Stillzeit die unguinstigen metabolischen Effekte auf das fetale Out-
come verhindern konnte [98]. Dies deutet somit daraufhin, dass die mutterliche
Ernahrung auch unabhangig von einer prakonzeptionell vorliegenden Adiposi-
tas einen wesentlichen Einfluss auf die fetale Entwicklung zu haben scheint [68,
97].

Aufgrund des kausalen Zusammenhangs zwischen Uberernahrung und Adipo-
sitas sind diese beiden miutterlichen Umweltfaktoren zwar haufig miteinander

vergesellschaftet, dennoch scheinen beide fur sich zwei eigenstandige bedeu-
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tende Einflussfaktoren darzustellen. Daher ist von besonderem Interesse, inwie-
fern es hierbei zu Wechselwirkungen zwischen der spezifischen Né&hrstoffkom-
position der mutterlichen Uberernahrung und einer hierdurch induzierten mutter-

lichen Adipositas in Bezug auf das mutterliche, fetale und plazentare Outcome
kommt.
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2.4 Zielsetzunqg der Arbeit

Studien haben gezeigt, dass mutterliches Ubergewicht wahrend der Schwan-
gerschaft zu einer erh6hten Morbiditat und Mortalitat fir Mutter und Kind flihren
kann, die hierbei zugrunde liegende Pathophysiologie konnte bisher jedoch
nicht eindeutig geklart werden [11]. In dieser Arbeit sollte daher im Mausmodell
untersucht werden, welche Rolle die Plazenta bei der Vermittlung des schadli-
chen Einflusses einer mutterlichen Adipositas auf die Schwangerschaft bzw.
das Kind spielen kdnnte. Hierzu wurden morphologische Aspekte wie die Volu-
mina der verschiedenen plazentaren Zonen sowie das Volumen der Glykogen-
zellnester und deren Verteilung in der Plazenta bertcksichtigt. Zudem wurden
die fetalen Kapillaren und die maternalen Blutsinusse morphologisch hinsicht-
lich ihrer Oberflache und ihres Volumens sowie molekularbiologisch hinsichtlich
der Expression und der Proteinlevel von Endothelzellmarkern und Adherens

Junction-Markern untersucht.

In bisherigen Tierversuchen wurde in den meisten Féllen zur Induktion einer
mitterlichen Adipositas eine reine Hochfettdiat eingesetzt. Die Menschen der
modernen Gesellschaften entwickeln ihre Fettleibigkeit jedoch uberwiegend
unter dem Einfluss eines westlichen Ernahrungsstils, welcher nicht nur reich an
Fett, sondern auch reich an Zucker ist [6]. Daher sollte im Tierversuch neben
der reinen Hochfettdiat auch eine Hochfett-/Hochzuckerdiat eingesetzt werden,
um die menschliche Erndhrungsweise besser zu imitieren und damit eine héhe-
re externe Validitat des Versuches zu erzielen. Weiteres Ziel dieser Arbeit war
daher zu untersuchen, ob und inwiefern sich im Mausmodell unter dem Einfluss
einer mdatterlichen Adipositas, welche entweder durch eine Hochfett-/
Hochzuckerdiat oder durch eine reine Hochfettdiat induziert wurde, ein unter-
schiedlicher Effekt auf Mutter, Kind und Plazenta zeigt.

Des Weiteren wurden im Tierversuch neben den Interventionsdiaten zwei nor-
mokalorische Kontrolldiaten (Standarddiat und Control-Diat) eingesetzt. Hierbei
sollte untersucht werden, ob sich diese beiden Diaten in ihrer Eigenschaft als

Kontrolldiat als gleichwertig erweisen.

Im Folgenden sind die drei zentralen Fragestellungen der Arbeit zusammenge-

fasst:
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1.) Welche Effekte hat eine miutterliche Adipositas im Mausmodell auf die
Schwangerschaft und das fetale Outcome und unterscheiden sich diese in Ab-
hangigkeit von der Induktion der Adipositas durch eine Hochfett-/Hochzucker-

diat im Gegensatz zur Induktion durch eine reine Hochfettdiat?

2.) Zeigen sich im Mausmodell morphologische oder molekularbiologische Ver-
anderungen in der Plazenta, welche die zugrunde liegende Pathophysiologie
der detektierten schadlichen Effekte einer mutterlichen Adipositas auf das Kind

erklaren kdnnen?

3.) Kénnen die Control-Diat und die Standarddiat in ihrer Eigenschaft als Kon-

trolldiat als gleichwertig bewertet werden?

Im Vordergrund dieser Arbeit steht somit im Mausmodell zu erforschen, welche
pathophysiologische Rolle die Plazenta bei der Vermittlung des schadlichen
Einflusses einer durch verschiedene Diaten induzierten mutterlichen Adipositas

auf die Feten spielt.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien und Gerate

3.1.1 Chemikalien und Enzyme

Chemikalien/Enzyme

Hersteller

5x GoTaq Flexi Reaction Buffer

Promega, Madison/Wisconsin, USA

Acrylamid (30 %) and Bisacrylamid (0.8 %)
mix
ROTIPHORESE® Gel 30 (37.5:1)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Agarose

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Albumin Fraktion V, BSA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ammoniumpersulfat, APS

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Antibody Diluent

DAKO Agilent, Santa Clara, Kaliforni-
en, USA

Aprotinin

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Bromphenolblau

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Chloroform

Merck, Darmstadt, Deutschland

Diethylpyrocarbonat, DEPC = 97 %

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

dNTP Mix (10 mM jeweils) fur Sex-PCR

Thermo Scientific, Vilnius, Litauen

dNTP Mix (10 mM jeweils) fir RT-gPCR

Thermo Scientific, Massachusetts,
USA

ECL Prime Western Blotting Detection Rea-
gent

GE Healthcare, Solingen, Deutschland

Eosin G-Ldsung 0,5 %

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Essigsaure 100 %

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol = 99,8 %

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethylendiamintetraacetat, EDTA

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder

Thermo Scientific, Vilnius, Litauen

Glycin

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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GoTag® DNA Polymerase (5 U/uL)

Promega, Madison/Wisconsin, USA

GoTag® gPCR Master Mix

Promega, Mannheim, Deutschland

Hamalaunlésung sauer nach Mayer

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Harnstoff-Wasserstoffperoxid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

HPLC

Merck, Darmstadt, Deutschland

Hydrogenchlorid

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

IGEPAL® CA-630

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

IMMPACT DAB Peroxidase (HRP) Substrate
Kit

Vector Laboratories, Burlingame/
Kalifornien, USA

Isopropanol = 99.95 %

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Leupeptin > 90 %

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Methanol = 99.8 %

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Magnesiumchlorid, MgCl, (25 mM)

Promega, Madison/Wisconsin, USA

Midori Green Advance DNA Farbstoff

Nippon Genetics Europe GmbH,
Diren, Deutschland

Milchpulver

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transkriptase (M-MLV RT) (200 U/uL)

Promega, Mannheim, Deutschland

M-MLV RT 5X Buffer

Promega, Mannheim, Deutschland

N,N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin,
TEMED

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Natriumfluorid, NaF = 99 %

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Natriumchlorid, NaCl

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natrium-Desoxycholsdure

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumorthovanadat, NazVO, = 99 %

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Neo-Clear

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Neo-Mount

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Oligo-dT Primer

Eurofins Genomics, Ebersberg,
Deutschland
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Page Ruler Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific, Vilnius, Litauen

Pepstatin A > 75 %

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Perjodséaure > 99 %

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Phenylmethylsulfonylfluorid, PMSF = 98.5 %

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Phosphate buffered saline, PBS

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Pierce BCA Protein Assay Kit

Thermo Scientific, Rockford, lllinois,
USA

Platinum gPCR SuperMix-UDG with ROX

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

Ponceau S

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Proteinase K

Thermo Scientific, Vilnius, Litauen

Random Primer

Roche, Basel, Schweiz

RNasin® Ribonuclease Inhibitors (40 U/uL)

Promega, Mannheim, Deutschland

RQ1 DNase 10X Reaction Buffer

Promega, Mannheim, Deutschland

RQ1 DNase Stop Solution (20 mM EDTA)

Promega, Mannheim, Deutschland

RQ1 RNase-Free DNase (1 U/uL)

Promega, Mannheim, Deutschland

Schiffs Reagenz

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sea Block Blocking Buffer

Thermo Fisher, Rockford, lllinois, USA

Sodium Dodecyl Sulfate, SDS

Roth, Karlsruhe, Deutschland

3-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Target Retrieval Solution, Citrat Puffer pH 6

DAKO, Glostrup, Danemark

TRI Reagent Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
TRIS Roth, Karlsruhe, Deutschland
Tween 20 Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Tabelle 1: Chemikalien und Enzyme
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3.1.2 Puffer und Stammldsungen

Puffer/Stammlésung

Zusammensetzung

Lammli-Puffer (10x)
pH 8.3

240 mM Tris
1910 mM Glycin
1 % (m/v) SDS

Modifizierter RIPA-Puffer
pH 7,4

50 mM Tris-HCI
150 mM NacCl
1 % (v/v) IGEPAL

0.25 % (v/v) Natrium-Desoxycholat

1 mM EDTA

1 pg/ml Aprotinin

1 pg/ml Pepstatin A
1 pg/ml Leupeptin

1 mM PMSF

1 mM NaF

1 mM NA3VO,
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris
pH 6,8 HCI (variabel, pH-abhéngig)
Stripping-Puffer 50 mM Tris

pH 6,7 2 % (m/v) SDS

100 mM 3-Mercaptoethanol
TAE-Puffer 2 M Tris
pH 8.0 50 mM EDTA

Essigsaure (variabel, pH-abhangig)
Tail Lysis Puffer 100 mM Tris
pH 8.0 5 mM EDTA

200 mM NacCl

0.2 % (m/v) SDS
TBST-Puffer 100 mM NacCl
pH 7,5 10 mM Tris

0,05 % (v/v) Tween-20
Towbin-Puffer (10x) 250 mM Tris

1,92 M Glycin
Trenngelpuffer 1,5 M Tris

pH 8,8

HCI (variabel, pH-abhéngig)

Western Blot Probenpuffer (5x)

16,4 % (v/v) Sammelgelpuffer
2 % (v/v) SDS

2,6 % (v/v) Bromphenolblau
25 % (v/v) 3-Mercaptoethanol
10 % (v/v) Glycerin

Tabelle 2: Puffer und Stammldsungen
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3.1.3 Primer

Die im Folgenden aufgefiihrten Primer wurden mithilfe der Software Primer Ex-
press 3.0 (AppliedBiosystems, Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutsch-
land) entworfen und von der Firma Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutsch-
land) hergestellt. Von dieser Arbeitsgruppe bereits an anderer Stelle publiziert
wurden die Primer fur Beta-Aktin, HPRT, CD-31, Tie-1 und VWF [73], sowie flur
Beta-Catenin und VE-Cadherin [74] und fir GAPDH [99].

Primer Sequenz (5'-3") Ampliconléange
ZFX-L AACATCCTGAACACCTTGCC

X-Chromosom 104 bp
ZFX-R TAGCTTGTGGCTCTCCAGGT

YMT/2b_for | CTGGAGCTCTACAGTGATGA
Y-Chromosom - 344 bp

YMT/2b_rev | CAGTTACCAATCAACACATCA

Tabelle 3: Primer Sex PCR

Zielgen Primer/Sonde Sequenz (5'-3")
Forward Primer GGACGTTCACAACCGGATTG

Beta-Catenin | Reverse Primer GGACCCCTGCAGCTACTCTTT
Tagman Sonde CCATTGTTTGTGCAGTTGCTTTATTCTCC
Forward Primer AAAGCCAAGGCCAAACAGAA

CD-31 Reverse Primer CCAGAAACATCATCATAACCGTAATG
Tagman Sonde AGATGTCCAGGCCAGCTGCTCCACTT
Forward Primer TGGCCAAAGACCCTGACAAG

VE-Cadherin | Reverse Primer TCGGAAGAATTGGCCTCTGT
Tagman Sonde CTCAGCGCAGCATCGGGTACTCCAT
Forward Primer GGGAGTTTTTTGACATCCATTTG

VWF Reverse Primer TACCCAGCCTCGCGTTCTAG
Tagman Sonde TGACCAAAGCATCTCCATGCCCTACG

Tabelle 4: Primer und Sonden Tagman RT-qPCR
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Zielgen Primer Sequenz (5'-3")
Forward Primer GGCTGCAAAAACTTGAGAATTACAT
AngpE-L Reverse Primer GGTCTGCTCTGCAGTCTGAGATAA
Forward Primer GTCCAACTACAGGATTCACCTTACAG
Angpt2 Reverse Primer GGAACACTTGCAGATGCATTTG
_ Forward Primer CCCCTTTTAAGTCCTTTGGCATCT
Apein Reverse Primer CTCGCTAAAAAGTCCCGAAAGTAT
Forward Primer GCTAAAAGAGTATGCGTCTGAAAATG
TE Reverse Primer GGCCCCCAAGAGGTTGATAAT
T2 Forward Primer GCTCTGGGAGATTGTTAGCTTAGG

Reverse Primer

CATTAGATCATACACCTCATCATCACA

Tabelle 5: Primer SYBR Green RT-gPCR

Zielgen Primer/Sonde Sequenz (5'-3")
Forward Primer ATGTGTCCGTCGTGGATCTGA

GAPDH Reverse Primer TGCCTGCTTCACCACCTTCT
Tagman Sonde CCGCCTGGAGAAACCTGCCAAGTATG
Forward Primer TGGCCATCTGCCTAGTAAAGCT

HPRT Reverse Primer TAGGCTCATAGTGCAAATCAAAAGTC
Tagman Sonde TTTTTAGAAATGTCAGTTGCTGCGTCCCC
Forward Primer TGACAGGATGCAGAAGGAGATTACT

Beta-Aktin Reverse Primer GCCACCGATCCACACAGAGT

Tagman Sonde

ATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGC

Tabelle 6: Primer und Sonden fir Abgleichgene von Tagman und SYBR Green RT-qPCR
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3.1.4 Antikbrper
Die im Folgenden aufgefuhrten Antikbrper stammen von den Herstellern Abcam
(Cambridge, UK), Cell Signaling (Danvers/Massachusetts, USA) oder ZytoMed

Systems (Berlin, Deutschland).

Erstantikdrper Spezies Quelle MW [kDa] Verdinnung Verwendung
Zielprotein  (Medium)

_ 1:1000
ér;tzllr:/elfm Kaninchen égizrg) 115 (5 % Milch  Western Blot
in TBST)
1:500
(5 % Milch  Western Blot
Abcam in TBST)
Anti-CD-31 Kaninchen
(28364) 110- 120 1:400
(Antibody
Diluent HC
DAKO)
Abcam 1:2000
Anti-HPRT Kaninchen (10479) 24 (5% Milch ~ Western Blot
in TBST)
Zweitantikorper Spezies Quelle Verdinnung Verwendung
(Medium)
Anti-Kaninchen- Cell Anti-VE- Anti-
e Ziege Signaling Cadherin/ HPRT:
- Anti-CD-31: | 1:3000 Western Blot
(HRP-konjugiert) (7074) 1-2000
(5 % Milch in TBST)
ZytoChem Plus
HRP One-Step
Polymer
(Anti-Maus/ éyt;(l\:rig IHC
Anti-Kaninchen/ y
Anti-Ratte,

HRP-konjugiert)

Tabelle 7: Erst- und Zweitantikdrper
MW, Molecular Weight. IHC, Immunhistochemie
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3.1.5 Geréate

Gerat

Hersteller

BioDocAnalyze

Biometra, Jena, Deutschland

ChemiDoc™ XRS+-Imager

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Dampfgarer

BRAUN, Kronberg im Taunus, Deutschland

Folienschweil3gerat

Severin, Sundern, Deutschland

Gewebeinfiltrationsautomat ASP300

Leica, Wetzlar, Deutschland

Heizblock Thermostat

HLC- Haep Labor Consult, Bovenden,
Deutschland

Heizplatte

VWR, Darmstadt, Deutschland

Histoscanner SCN400

Leica, Wetzlar, Deutschland

Homogenisator (Sonopuls SH 70 G)

Bandelin, Berlin, Deutschland

Kuhlplatte EG1150 C

Leica, Wetzlar, Deutschland

Laborwaage

Precisa, Dietikon, Schweiz

Magnetruhrer

IKA, Staufen, Deutschland

Midi Plus Elektrophorese-Kammer

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Mikrowelle

Severin, Sundern, Deutschland

Mini-Zentrifuge

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Nano Quant Infinite M200 Pro

Tecan, Crailsheim, Deutschland

Nano Quant Plate™

Tecan, Crailsheim, Deutschland

Paraffinausgiel3station EG1150 H

Leica, Wetzlar, Deutschland

Paraffin-Streckbad TFB 45

Medite, Burgdorf, Deutschland

Pipettierhilfe

VWR, Darmstadt, Deutschland

Plate Heat Sealer

4titude Ltd., Berlin, Deutschland

Plattenzentrifuge Rotina 420R

Hettich GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Plattformschttler

Heidolph Instruments, Schwabach, Deutsch-
land
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Rotationsmikrotom RM2255

Leica, Wetzlar, Deutschland

Schwingmihle MM 400

Retsch GmbH, Haan, Deutschland

Semi-Dry-Blotting System

Peglab/VWR, Erlangen, Deutschland

Spannungsquelle

Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfort,
UK
Peqglab/VWR, Erlangen, Deutschland

Tagman 7500

AppliedBiosystems, Life Technologies GmbH,
Deutschland

Thermocycler

Biometra, Jena, Deutschland

Trockenschrank

WTB Binder, Tuttlingen, Deutschland

Vertikales Gelelektrophorese-
System

Peglab/VWR, Erlangen, Deutschland

Vortexer

Kisker Biotech, Steinfurt, Deutschland

Wasserbad

Memmert, Schwabach, Deutschland

Zentrifuge 5224R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tabelle 8: Gerate

3.1.6 Software

Software

Hersteller

7500 Software v2.0.6

AppliedBiosystems, Life Technologies
GmbH, Darmstadt, Deutschland

BioDocAnalyze Live

Biometra, Jena, Deutschland

Endnote Version X8.2

Clarivate Analytics, Boston/Massachu-
setts, USA

GraphPad Prism Version 7

La Jolla, Kalifornien, USA

ImageJ-Fiji Version 2011

National Institutes of Health, Bethesda/
Maryland, USA

ImageLab™ v5.2.1

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

ImageScope Version 12.2.2.5015

Leica, Wetzlar, Deutschland

Microsoft Office 2013

Microsoft Corporation, Redmond/
Washington, USA
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Department of Molecular Medicine
NormFinder Excel Add-In v0.953 (MOMA), Aarhus University Hospital,
Aarhus, Danemark

AppliedBiosystems, Life Technologies

Primer Express 3.0
GmbH, Darmstadt, Deutschland

Tecan i-control 2.0 Tecan, Crailsheim, Deutschland

Tabelle 9: Software

3.2 Tierversuch

3.2.1 Futter-Diaten

Im Tierversuch wurden flnf verschiedene Futter-Didaten eingesetzt, die aus der
Herstellung der Firmen Ssniff (Soest, Deutschland) oder Altromin (Lage,
Deutschland) stammten. Die inhaltliche Zusammensetzung der verschiedenen
Diaten ist der Tabelle 10 zu entnehmen.

Die Standarddiat (SD) ist das standardmaf3ig in der dezentralen Tierhaltung der
Uniklinik KoIn eingesetzte normokalorische Haltungsfutter und diente im Ver-
such als Diat fur die Kontrollgruppe. Bei dieser Diat sind jedoch produktionsbe-
dingt nur grobe Angaben vom Hersteller bezlglich der inhaltlichen Zusammen-
setzung aus den einzelnen Nahrstoffen erhaltlich. Aufgrund der Uberlegung in
folgenden Tierversuchen eine Kontrolldiat mit praziseren Angaben bezlglich
der Inhaltsstoffe einzusetzen, sollte im Versuch die Control-Diat (CO-Diat) als
weitere normokalorische Kontrolldiat ausgetestet werden. Diese zeichnet sich
durch eine genaue gewichtsbezogene Angabe der Inhaltsstoffe aus und wird
vom Hersteller als Kontrolldiat zur Western diet-butter fat (WSD) angeboten.
Hierbei sollte untersucht werden, ob sich im Tierversuch eine Gleichwertigkeit
der beiden Kontrolldiaten feststellen l&sst und damit in folgenden Tierversuchen

in der Kontrollgruppe anstatt der SD die CO-Diat eingesetzt werden kann.
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Hersteller Ssniff Ssniff Altromin Ssniff Ssniff
Bezeichnung Standard-Diat Control-Diat Hochfett-Diat Diet induced obesity-  Western diet-butter fat
45 kJ % fat (Lard)
R/M-H E15720-04 Mod. C1057 E15744-344 E15775-34

Abkirzung SD co HFD DIO WSD
Metab. Energie [kcal/kg] 3225 3750 5237 4615 4595
Metab. Energie [MJ/kg] 13,5 15,70 21,9 19,30 19,20
Fett [kJ %) 9 13 60 45 43
Protein [kJ %] 24 18 16 20 15
Kohlenhydrate [kJ %] 67 69 24 35 42
Fett [g/kg] 33 51 351 236 220
Protein [g/kg] 190 173 208 220 173
Kohlenhydrate [g/kg] 413 639 417 387 470,8
Zucker [g/kg] 54 110 121 211 344

Tabelle 10: Nahrwerte der verschiedenen Futterdiaten
Angabe des Energiegehalts sowie des Gehalts einiger ausgewahlter Nahrstoffe der verschiedenen Futterdiaten.
Metabol. Energie; Metabolisierbare Energie.
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Als Interventionsdidten wurden die Hochfettdiat (HFD), die Diet induced obesity-
45 kJ % fat (Lard) (DIO) und die Western diet-butter fat (WSD) eingesetzt. Die
HFD zeichnet sich mit 21,9 MJ/kg durch den hdochsten metabolisierbaren Ener-
giegehalt und mit 351 g/kg durch den hdchsten Fettgehalt unter den drei Inter-
ventionsdiaten aus. Dagegen enthalt sie jedoch mit 121 g/kg weniger Zucker als
die beiden anderen Interventionsdiaten. In dieser Arbeit liegt dem Begriff Zucker
die Definition der WHO zugrunde, wonach hierunter Polyole sowie die fur diese
Arbeit relevanten Monosaccharide und Disaccharide zusammengefasst werden.
Zucker stellt neben den Oligo- und Polysacchariden eine der drei Untergruppen
der Kohlenhydrate dar [100].

Die DIO und WSD zahlen zu den sogenannten Western Style Didten, welche
sich im Gegensatz zur HFD nicht nur durch einen hohen Fettgehalt, sondern
auch durch einen hohen Zuckergehalt auszeichnen. Hiermit soll eine bessere
Simulation des in den Industrie- und zunehmend auch in den Entwicklungslan-
dern vorherrschenden Ernahrungsstils erzielt werden, fir den besonders die
Kombination aus einem hohen Fett- und Zuckergehalt charakteristisch ist. Wéah-
rend die beiden Western Style Diaten einen etwa gleich hohen metabolisierba-
ren Energie- und Fettgehalt haben, zeichnet sich die WSD mit 344 g/kg durch
einen noch héheren Zuckergehalt als die DIO mit 211 g/kg aus.

Anhand der drei verschiedenen Interventionsdiaten sollte untersucht werden, ob
sich die Auswirkungen einer mutterlichen Adipositas auf die Schwangerschaft
dahingehend unterscheiden, ob sie durch eine hochkalorische Ernahrung mit
einem hohen Fett- und Zuckergehalt oder durch einen hohen Fettgehalt allein

induziert wurde.

3.2.2 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Unter den bereits an anderer Stelle von dieser Arbeitsgruppe beschriebenen
Haltungsbedingungen fanden alle Versuche an C57BL6/N-Wildtyp-Mausen der
franzosischen Firma Janvier Labs statt [101]. Die Tiere wurden ab einem Alter
von drei Wochen in der Tierhaltung der Pharmakologie der Uniklinik Koéln unter-
gebracht. Hier erfolgte die Haltung der Tiere bei einer kontrollierten Umge-
bungstemperatur von 22 +/- 2 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 50 - 60 %. Der
zirkadiane Rhythmus der Tiere wurde durch einen Hell-Dunkelzyklus von je-
weils 12 Stunden mit einem Wechsel der Lichtverhaltnisse um 6 und 18 Uhr
gesteuert. Wahrend der gesamten Versuchsdauer erhielten die Tiere Futter und
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Wasser ad libitum. Die Weibchen wurden tber den kompletten Versuch min-
destens zu zweit bis maximal zu dritt in einem Ké&fig gehalten. Dahingegen
konnten die Mannchen nur bis zur Verpaarung zu mehreren (max. 5 Tie-
re/Kafig) in einem Kafig gehalten werden, anschlieRend war verhaltensbedingt

nur noch eine Einzelhaltung mdglich.

3.2.3 Versuchsaufbau

Im Versuch sollte der Einfluss einer durch unterschiedliche Diaten induzierten
matterlichen Adipositas auf den Fetus und die Plazenta im Rahmen einer
Schwangerschaft untersucht werden. Hierzu sollte mithilfe der drei verschiede-
nen Interventionsdiaten ab einem Alter von drei Wochen bis zur Verpaarung im
Alter von 12 - 19 Wochen eine miutterliche Adipositas induziert werden. An-
schlieBend wurde die jeweilige Diat auch wahrend der Verpaarung und der da-
rauffolgenden Schwangerschaft und Stillzeit fortgefiihrt, um den Einfluss der
unterschiedlichen Ernahrungsbedingungen beizubehalten.

Zu Beginn erfolgte eine zuféllige Aufteilung der drei Wochen alten weiblichen
Mause in die funf verschiedenen Futtergruppen, die Uber die gesamte Ver-
suchsdauer hinweg eine der finf unterschiedlichen Diaten erhielten. In der vier-
ten Woche erhielten die Weibchen zunachst noch weiterhin das Standardfutter
aus der vorangegangen Haltung, wobei die spezifische Diat der jeweiligen Fut-
tergruppe erganzend zugefittert wurde. Ab dem Beginn der finften Woche er-
hielten die Weibchen dann jedoch lUber den gesamten Versuch hinweg aus-
schlielich die Diat ihrer jeweiligen Futtergruppe. Die Verpaarung der Weibchen
fand in einem Alter von 12 - 19 Wochen statt. Um nach erfolgreicher Verpaa-
rung den Gestationstag der schwangeren Weibchen mdglichst exakt bestimmen
zu konnen, betrug die Verpaarungszeit maximal 24 Stunden. Die Ma&nnchen
hatten nur innerhalb der 24 Stunden der Verpaarung Zugang zur jeweiligen Diat
der Futtergruppe des Weibchens und erhielten ansonsten Uber die gesamte
Versuchsdauer hinweg das gleiche Standardfutter.

Um die Nahrungs- und Wasseraufnahme der Mause in den unterschiedlichen
Futtergruppen zu erfassen, wurden nach der Verpaarung reprasentativ fur jede
Futtergruppe einige Weibchen fir die gesamte Gestationsdauer in Einzelhal-
tung gesetzt. Durch tagliches Wiegen der hierbei eingesetzten tropffreien Trink-
flaschen und speziellen Futterraufen konnten damit quantitative Daten tber die
Aufnahme von Nahrung und Wasser der tragenden Weibchen generiert wer-
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den.

Die Feststellung einer Schwangerschaft erfolgte durch die Beobachtung der
Gewichtsentwicklung der Weibchen. Hierzu wurde deren Gewicht am Tag der
Verpaarung und zu einem Zeitpunkt zwischen 12 und 15 Tagen nach der Ver-
paarung erfasst. Bei einer adaquaten Gewichtszunahme von mehr als zwei
Gramm wurde eine Schwangerschaft des Weibchens angenommen. Konnte
nach der Verpaarung keine Schwangerschaft festgestellt werden, wurden die
Weibchen in der Regel zwei- bis dreimal bzw. in seltenen Fallen bis zu maximal
funfmal erneut verpaart. Hierbei erfolgte die Erfassung der Trachtigkeitsrate der
Weibchen in den verschiedenen Futtergruppen. Da alle tragenden Weibchen
entweder noch wahrend der Schwangerschaft oder spatestens nach dem Ab-
setzen der Jungtiere an P21 getttet wurden, war dabei maximal ein Wurf pro
Weibchen moglich. Von den tragenden Weibchen trug ein Teil die Schwanger-
schaft aus, wobei von allen die Gestationsdauer und von einigen reprasentativ
fur die jeweilige Futtergruppe die Nahrungs- und Wasseraufnahme der Weib-
chen erfasst wurde. Zudem wurde von den Nachkommen dieser Weibchen der
Anteil der lebenden Nachkommen am Tag der Geburt (P1) sowie die Uberle-
bensrate bis Tag 2 (P2) und bis Tag 21 (P21) nach der Geburt ermittelt. Da der
Anteil der lebenden Nachkommen an P1 erst mehrere Stunden nach der Geburt
erfasst wurde, war bei den toten Nachkommen an P1 keine Differenzierung zwi-
schen einer Totgeburt und einer Lebendgeburt mit innerhalb dieses Zeitfensters
eingetretenem Tod maoglich. Zusatzlich wurde von den lebenden Nachkommen
an P2 das Koérpergewicht ermittelt.

Der andere Teil der tragenden Mause wurde an Gestationstag 15,5 euthana-
siert und anschlieRend, wie an anderer Stelle von dieser Arbeitsgruppe bereits
beschrieben, prapariert [73]. Hierzu wurde den Méausen 30 Minuten vor der To-
tung 0,1 mg/kg KG Buprenorphin s.c. gespritzt, bevor sie anschlieRend in CO»-
Narkose euthanasiert wurden. Nach der Erfassung von Koérpergewicht und Kor-
perlange wurde bei der anschlieRenden Préparation der Mause zunachst die
Bauchhohle eroffnet und der Uterus entnommen. Nach Eréffnung des Uterus
wurden die Feten aus den Fruchtblasen extrahiert und unmittelbar darauf deka-
pitiert. Hierbei erfolgte die Erfassung der fetalen Gewichte, der Wurfgrof3e und
der Anzahl resorbierter Feten sowie die Asservierung der fetalen Schwanzspit-

zen und deren weitere Aufbewahrung bei -80 °C fir die spatere Genotypisie-
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rung des fetalen Geschlechts. Anschlie3end wurden die Plazenten aus dem
Uterus entnommen. Von Plazenten bzw. Plazentahélften, welche fir molekular-
genetische und proteinbiochemische Analysen vorgesehen waren, wurden
Fruchtblase, Eihdute und Nabelschnur abprapariert und anschlieRend bei
-80 °C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt. Hierbei wurde von einer gan-
zen Plazenta nach Abpraparation des anhangenden Gewebes das Gewicht er-
fasst. An Plazenten, welche fir histologische Analysen vorgesehen waren, wur-
den dagegen Fruchtblase, Eihdute und Nabelschnur anhdngend belassen. Fur
die histologischen Analysen wurden diese Plazenten entweder in 4 % PFA fi-
xiert und in Paraffin eingebettet oder nativ in Cryo-Medium auf Trockeneis ein-
gefroren und anschliel3end ebenfalls bei -80 °C bis zur weiteren Verarbeitung
gelagert.

Verpaarung Wurf
{max. 24 h) Gestation J'

Woche 12 3|4(5 12-19 GO5 G155 P1 P|2 P21
|

|
— | E

CS57BLE/N- Sectio
Wildtyp-
Mause Standardfutter D
Weibchen .
Spezifische Futtergruppendiit (SD/CO/HFD/DIO/WSD)

A

1 A 1

CS57BL6/N- (max .:24 h)
Wildtyp- X

Mause Standarddizt
Mannchen

—

Erfasste Parameter:
A: Trachtigkeitsrate
B: Gestationsdauer, tagliche Nahrungs- und Wasseraufhahme
C: Anteil der lebenden Nachkommen an P1und Uberlebensrate der Nachkommen bis P2 und P21
Korpergewicht der Nachkommen an P2
D: Gestationstag 0,5: Mutterliches Kérpergewicht
E: Gestationstag 15,5: - Mutterliches Kérpergewicht und BMI
- Feten: Wurfgrée, Resorptionsrate, Gewicht, Geschlechterverhaltnis
- Plazenta: Gewicht, Effizienz, morphologische und molekularbiologische
Untersuchungen

5
>
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Tierversuchs

Ab einem Alter von drei Wochen wurden die weiblichen C57BL6/N-Wildtyp-M&use zufallig einer
der funf Futtergruppen zugewiesen und erhielten fiir den Rest des Versuchs die spezifische
Futtergruppendiat. Nach der Verpaarung und dem Eintritt einer Schwangerschaft wurde zuféllig
ausgewabhlt, welche Weibchen die Schwangerschaft austragen durften und welche stattdessen
an Gestationstag 15,5 zur Organasservierung und Erfassung der angegebenen phanotypischen
Parameter euthanasiert wurden. G, Gestationstag; P, Postnataler Tag.
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3.3 Histologische Methoden

3.3.1 Theorie der Stereologie

Die histologische Aufarbeitung von Geweben erméglicht es, durch ein zweidi-
mensionales Schnittbild einen Einblick in das Innere eines Organs zu erhalten.
Da hierbei die strukturelle Zusammensetzung des Organs weitestgehend erhal-
ten bleibt, lassen sich mit wenigen Schnitten vor allem qualitative Aussagen
Uber Struktur und Integritat eines Organs treffen [102]. Die Stereologie stellt in
der Histologie einen etablierten Ansatz dar, mit dem dariber hinaus auch quan-
titative Aussagen Uber dreidimensionale Grof3en aus den zweidimensionalen
Schnittbildern des untersuchten Organs generiert werden konnen [102]. Dem
zugrunde liegt die Annahme, dass zufallig ausgewahlte zweidimensionale
Schnitte eines Organs als reprasentativ fir das gesamte Organ angesehen
werden konnen. Diese Annahme wiederum erlaubt, dass quantitative Daten,
welche an den zweidimensionalen Schnitten erhoben wurden, auf das gesamte
Organ hochgerechnet werden kénnen [102]. Hierbei werden zwei unterschiedli-
che Ansatze unterschieden: die Modell-basierte Stereologie und die Design-
basierte Stereologie [103]. Bei der Modell-basierten Stereologie wird von einem
homogenen Objekt ausgegangen, dessen strukturelle Zusammensetzung in
jedem Teil des Objekts rein zuféllig ist. In diesem Fall ist es fur die Objektivitat
der Analyse nicht von Bedeutung, von welchen Positionen im Objekt die zwei-
dimensionalen Schnitte gewonnen werden, da sich die Zufalligkeit der quantita-
tiven Informationen der Schnittbilder schon aufgrund der zufélligen strukturellen
Zusammensetzung des Objekts ergibt. Bei dem Design-basierten Ansatz hin-
gegen wird von einem inhomogenen Objekt ausgegangen, dessen strukturelle
Zusammensetzung einer spezifischen Organisation unterliegt und daher nicht
rein zufallig ist. In diesem Fall ist es daher unbedingt notwendig, dass die analy-
sierten zweidimensionalen Schnitte von rein zufélligen Positionen im Objekt
stammen, um dessen strukturelle Zusammensetzung adéaquat zu reprasentie-
ren und eine Verfalschung der gewonnenen quantitativen Informationen zu
vermeiden [103].

Die folgenden stereologischen Untersuchungen der Plazenten wurden in der
Annahme einer inhomogenen strukturellen Zusammensetzung nach dem De-
sign-basierten Ansatz durchgefiihrt. Daher musste eine ausreichend grof3e An-

zahl von zufallig ausgewahlten Schnitten Uber das gesamte Organ hinweg ana-
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lysiert werden. Hierfiir wurde vor der histologischen Aufarbeitung der Plazenten
anhand einer systematischen zufalligen Stichprobenauswahl bestimmt, welche
Schnitte zur weiteren Analyse asserviert werden sollten. Bei einer systemati-
schen zufalligen Stichprobenauswahl liegt zwar zwischen den einzelnen Stich-
proben ein festgelegtes Schnittintervall, der erste analysierte Schnitt wird je-
doch zufallig bestimmt. Dadurch ist auch die Zufalligkeit fur alle weiteren Schnit-
te gegeben und gleichzeitig wird durch das festgelegte Schnittintervall gesi-
chert, dass mit der Stichprobenauswahl alle Bereiche des Organs gleicherma-
Ren erfasst werden. Damit die Schnitte nicht nur in Bezug auf den Bereich der
Plazenta sondern auch in allen drei Ebenen zufallig bzw. isotrop sind, war es
zudem erforderlich, dass die Plazenta in einem zufalligen Winkel an- bzw. zer-
schnitten wurde [102].

Im Rahmen der anschlie3enden bioinformatischen Analyse wurden die gewon-
nenen Schnittbilder mit einem Grid versehen. Anhand der Anzahl der Schnitt-
punkte des Grids mit der untersuchten Struktur kann die gesuchte quantitative
Grol3e der untersuchten Struktur ermittelt werden. Hierbei muss die Summe aus
der Dimension der gesuchten Gro3e und der mathematischen Einheit des Grids
stets drei ergeben. So werden bei der Ermittlung eines Volumens Punkte und
bei der Ermittlung einer Oberflache Linien als Grid verwendet. Auch hierbei ist
von Bedeutung, dass das Grid in einer zufalligen Anordnung Uber die Schnitt-
bilder gelegt wird, um die Objektivitat der Analyse zu gewahrleisten [102].

Da in der Stereologie stets nur ein kleiner Teil einer gro3en Gesamtheit analy-
siert wird, ergibt sich aus der Analyse der Schnittbilder stets ein Schatzwert der
GroRe der untersuchten Struktur (Y) bezogen auf eine Volumeneinheit eines
Gesamt- bzw. Referenzvolumens V(ref). Dieser ermittelte Schatzwert wird als
Dichte bezeichnet, wobei diese im Falle von Oberflachen (S§) als Oberflachen-
dichte (Sy) und im Falle von Volumina (V) als Volumendichte (Vy) bezeichnet
wird [102]:

S(Y

Sv(¥,ref) = s (1)
V(Y)

Vv(Y,ref) = 5oop (2)

Bei der Berechnung der Volumendichte wird vorausgesetzt, dass das Verhaltnis

der in den Schnitten analysierten Flache der untersuchten Struktur A (Y) zur
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Flache der Referenzstruktur A(ref) identisch ist zum Verhaltnis derer Volumi-
na. Da die Flachen auf den einzelnen Schnitten anhand eines Grids aus Punk-
ten ermittelt werden, gilt dies ebenfalls fur das Verhaltnis zwischen der Anzahl
der Punkte auf der untersuchten Struktur P(Y) und der Anzahl der Punkte auf
der Referenzstruktur P(ref). Dies lasst sich anhand folgender Formel be-
schreiben [102]:

vy) _ A _ P
V(ref) - A(ref) - P(ref)

©)

Wahrend die Dichte der untersuchten Struktur aus den histologischen Schnitten
ermittelt werden kann, zeigt sich anhand der Formeln, dass fiir die Bestimmung
der absoluten Gro3e der untersuchten Struktur zusatzlich die Bestimmung des
Referenzvolumens V(ref) notwendig ist. Hierfiur wird haufig die Methode nach
Cavalieri angewendet. Das untersuchte Objekt wird dabei komplett in systema-
tisch randomisierte Schnitte zerlegt und in einem konstanten Abstand von T
wird ein Schnitt asserviert. Mithilfe eines Grids aus Punkten wird die Flache A
der Referenzstruktur auf den einzelnen Schnitten bestimmt und mit dem Ab-
stand T multipliziert. Aus der Summe dieser Produkte ergibt sich das Volumen

V der Referenzstruktur. Die folgende Formel beschreibt das Vorgehen [102]:

V=(TxA)+(TxA,)+(TxA,) =TxY2 A (4)

Die Analysen erfolgten in Zusammenarbeit mit Peter Zentis aus der Imaging
Core Facility des CECAD (KoélIn, Deutschland).

3.3.2 Einbetten und Schneiden

Nach der Organentnahme wurden die Plazenten im Ganzen zur Fixierung fur
24 Stunden bei 4 °C in Paraformaldehyd (PFA) 4 % eingelegt und anschliel3end
bis zur Einbettung in Isopropanol 70 % gelagert. Im Rahmen des Einbettens er-
folgte die Entwésserung und anschlieRende Gewebeinfiltration der Plazenten
mit Paraffin mithilfe des Gewebeinfiltrationsautomaten ASP300. Daraufhin wur-
den die Plazenten mithilfe der Paraffinausgief3station EG1150 H in toto in Paraf-
fin eingeblockt.

In Anlehnung an die bereits an anderer Stelle von Kretschmer et al. beschrie-
bene Methode erfolgte die stereologische Aufarbeitung der Plazenten [73].
Hierzu wurden mit dem Rotationsmikrotoms RM2255 7 um dicke Schnitte der
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Plazenten angefertigt. Die Plazenten wurden dabei in einem zufalligen Winkel
angeschnitten, um die Isotropie der Schnitte als Bedingung fir die stereologi-
sche Analyse zu gewahrleisten. Um den Durchmesser der Plazenta bestimmen
zu kénnen, wurden die Plazenten vollstdndig zerschnitten und die Gesamtan-
zahl der Schnitte mit der Schnittdicke multipliziert. Fir die drei unterschiedlichen
Farbungen wurden drei Schnittserien erstellt, wobei innerhalb einer Schnittserie
exakt 40 Schnitte bzw. ein Abstand von 280 um zwischen den fir die Farbun-
gen asservierten Schnitten bestand. Zwischen dem 1. und dem 40. Schnitt wur-
de zufallig der erste Schnitt der ersten Schnittserie bestimmt. Um mit den drei
Schnittserien moglichst alle Bereiche der Plazenta zu erfassen, wurde ein mdg-
lichst gleichméaRiges Intervall zwischen den Schnittserien gewahlt. So wurde der
erste Schnitt der zweiten bzw. der dritten Schnittserie mit einem Abstand von 15
Schnitten (105 pum) bzw. 30 Schnitten (210 pm) zum ersten Schnitt der ersten
Schnittserie gewahlt. So ergaben sich beispielsweise fur die erste Schnittserie
die Schnittnummern 5, 45, 85, etc., fir die zweite Schnittserie die Schnitthnum-
mern 20, 60, 100, etc. und fur die dritte Schnittserie die Schnitthummern 35, 75,
115, etc. Die nach diesen Vorgaben ausgewahlten Schnitte wurden mithilfe ei-
nes Paraffin-Streckbads TFB 45 auf Objekttragern (Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts, USA) asserviert und zunéchst Gber Nacht bei 37 °C
im Trockenschrank getrocknet und danach bis zur weiteren Verarbeitung bei

Raumtemperatur gelagert.

3.3.3 HE-Farbung

Zur histologischen Darstellung der verschiedenen Zonen der Plazenta wurde

von einer Schnittserie eine nach Avwioro modifizierte Hamatoxylin-Eosin-
Farbung angefertigt [104]. Der Farbstoff Hamalaun sauer nach Mayer farbt DNA
und damit Zellkerne blau-violett an und der Farbstoff Eosin G farbt das Eiweil3
von Zytoplasma und extrazellularer Matrix rosa an [105].

Zu Beginn wurden beide Farbstoffe filtriert, wobei das Eosin G 0,5 % wassrig
anschlieRend mit einem Tropfen Eisessig pro 100 ml Farbstoff versetzt wurde.
Zur Entparaffinierung wurden die histologischen Schnitte zunachst tber Nacht
und anschlieend fur zweimal zehn Minuten mit Neo-Clear entparaffiniert. Da
die verwendeten Farbstoffe wasserloslicher Natur sind, erfolgte anschliel3end
die Rehydrierung der Schnitte mit einer absteigenden Alkoholreihe aus 100 %-,

96 %-, 80 %- und 70 %-Ethanol fur jeweils eine Minute. Nach einer Minute in
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VE-Wasser erfolgte fur vier Minuten die Farbung mit der Hamalaunldésung sauer
nach Mayer. Nach kurzem Spulen in VE-Wasser wurden die Schnitte fir funf
Minuten in kaltem Leitungswasser geblaut und danach erneut kurz in VE-
Wasser gegeben. AnschlieBend wurden die Schnitte flr zwei Minuten in Eosin
G 0,5 % wassrig gefarbt und danach zweimal kurz in VE-Wasser gespllt. Da
das verwendete Eindeckmedium auf organischer Basis beruhte, erfolgte an-
schlieBend die Dehydrierung der Schnitte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe
aus 70 %-, 80 %-, 96 %- und 100 %-Ethanol fur jeweils eine Minute. Anschlie-
Rend wurden die Schnitte fur zweimal funf Minuten mit Neo-Clear versetzt, be-
vor das Eindecken der histologischen Praparate mit dem Eindeckmedium Neo-
Mount erfolgte. Die eingedeckten Praparate trockneten fir eine Nacht bei

Raumtemperatur.

3.3.4 PAS-Farbung

Zur histologischen Darstellung der Glykogenzellen wurde von einer Schnittserie

mithilfe von Perjodséaure und Schiffs Reagenz eine nach McManus modifizierte
Periodic acid-Schiff reaction (PAS)-Farbung angefertigt [106]. Hierbei stellen
sich Polysaccharide wie Glykogen, Glykoproteine, Glykolipide und Muzine rosa
bis magenta dar [105]. Als Gegenfarbung erfolgte die Anfarbung der Zellkerne
in blau-violett mit Hamalaunlésung sauer nach Mayer.

Zunachst erfolgte analog zum Protokoll der HE-Farbung die Entparaffinierung
der histologischen Schnitte mit Neo-Clear und die Rehydrierung mit einer ab-
steigenden Alkoholreihe und VE-Wasser. AnschlieRend wurden die Schnitte fur
zehn Minuten mit Perjodsaure 1 % (1 g Perjodséure in 100 ml VE-Wasser) ver-
setzt. Es folgten zweimal funf Minuten in Leitungswasser und zweimal zwei Mi-
nuten in VE-Wasser. Daraufhin wurden die Schnitte fur 10 - 15 Minuten mit
Schiffs-Reagenz versetzt, bevor eine Inkubation fur funf Minuten in warmem
Leitungswasser bei 42 °C im Trockenschrank erfolgte. Nach einer Minute in VE-
Wasser erfolgte fur zwei Minuten die Gegenfarbung mit zuvor filtrierter und ver-
dinnter Hamalaunlésung sauer nach Mayer (1:1 mit VE-Wasser verdunnt). An-
schlieend wurden die Schnitte fir sechs Minuten in kaltem Leitungswasser
geblaut und fur eine Minute mit VE-Wasser versetzt. Analog zur HE-Farbung
folgte die Dehydrierung der Schnitte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe und
die Zugabe von Neo-Clear fur zweimal funf Minuten. Zum Schluss wurden die

Schnitte mit Neo-Mount eingedeckt und Uber Nacht getrocknet.
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3.3.5 Immunhistochemische Farbung

An einer Schnittserie erfolgte zur Darstellung der fetalen GefalRe die immunhis-
tochemische Farbung des auf Endothelzellen exprimierten Oberflachenproteins
CD-31 [45]. In der Labyrinth-Zone der murinen Plazenta findet sich lediglich in
den fetalen Kapillaren eine Auskleidung mit Endothelzellen, wohingegen diese
in den maternalen Blutsinussen fehlt [25]. Daher ist mit diesem Endothelzell-
marker in der Labyrinth-Zone der Plazenta eine selektive Darstellung der feta-
len Kapillaren mdglich.

Die immunhistochemische Farbung erfolgte nach der von Kretschmer et al. be-
reits an anderer Stelle beschriebenen Vorgehensweise [73]. Es handelte sich
hierbei um eine indirekte immunhistochemische Féarbung, bei der zunéchst ein
Erstantikorper spezifisch an ein bestimmtes Protein bindet, es zur Anfarbung
jedoch eines Zweitantikorpers bedarf. Dieser bindet an den Erstantikérper und
ist mit einem Enzym gekoppelt, wodurch es nach Zugabe des entsprechenden
Substrats im Rahmen einer Enzym-Substrat-Reaktion zu einer sichtbaren Far-
bung kommt [105]. Der im Versuch verwendete Zweitantikbrper war an das En-
zym Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt und als Substrat wurde das 3,3-
Diaminobenzidin (DAB) verwendet. Dieses wird durch das HRP-Enzym bei
gleichzeitiger Anwesenheit von Wasserstoffperoxid zu einem braunen Reakti-
onsprodukt umgesetzt, wodurch sich die CD-31 exprimierenden fetalen Endo-
thelzellen lichtmikroskopisch braun darstellen.

Analog zum Protokoll der HE-Farbung erfolgte zunachst die Entparaffinierung
der histologischen Schnitte mit Neo-Clear und die Rehydrierung mit einer ab-
steigenden Alkoholreihe und VE-Wasser. Anschlie3end wurden die Schnitte mit
1x Citratpuffer versetzt und fur 25 Minuten in einem Dampfgarer bei 95 °C er-
hitzt, um fixierungsbedingte Proteinvernetzungen aufzulésen und die Epitope
der Proteine fir den spezifischen Antikorper besser zuganglich zu machen
[107]. Nach einer Abkuhlungszeit von 30 Minuten wurden die Schnitte zunachst
mit PBS gewaschen, woraufhin jeder Paraffinschnitt mit einem Liquid-Blocker
Pap-Pen (Daido Sangyo, Tokio, Japan) umrandet wurde. AnschlielRend wurden
die Paraffinschnitte mit einer Wasserstoffperoxidlésung (3 % H,O, in VE-Was-
ser) fur zehn Minuten bei Raumtemperatur lichtgeschutzt benetzt. Danach wur-
den die Schnitte kurz in PBS gewaschen und jeder Paraffinschnitt lichtgeschuitzt

fur eine Stunde bei Raumtemperatur mit Sea Block Blocking Buffer zur Blockie-
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rung von freien Proteinbindungsstellen versetzt. Nach Entfernung des Puffers
wurde jeder Paraffinschnitt mit 150 pl des verdunnten Anti-CD-31-Primé&ranti-
korpers (1:400 in DAKO Antibody Diluent) benetzt. Dabei wurde ein Paraffin-
schnitt als Negativkontrolle lediglich mit Antibody Diluent versetzt, um hinterher
die Spezifitdt der Farbung tberprifen zu kénnen. Die Schnitte wurden mit dem
Primarantikorper lichtgeschitzt tber Nacht bei 4 °C inkubiert und daraufhin fur
dreimal funf Minuten in PBS auf dem Schittler gewaschen, um ungebundene
Primarantikdrper zu entfernen. Anschlie3end erfolgte die Inkubation der Schnit-
te mit jeweils 150 pl des Sekundarantikorpers (ZytoChem Plus HRP One-Step
Polymer) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss. Nach ei-
nem erneuten Waschschritt fir dreimal finf Minuten in PBS wurde das Substrat
DAB fur das an den Sekundarantikérper gebundene Enzym HRP hinzugeben.
Hierzu wurden die Schnitte mit jeweils 150 pl des verdinnten DAB (3 % in was-
serstoffperoxidhaltigem DAB-Diluent) fur vier Minuten bei Raumtemperatur be-
netzt und anschlieBend mit VE-Wasser versetzt, um die Enzym-Substrat-
Reaktion zu stoppen. Daraufhin erfolgte die Gegenfarbung der Zellkerne mit fil-
trierter Hamalaunldsung sauer nach Mayer fur eine Minute und das Blauen der
Schnitte fur funf Minuten in kaltem Leitungswasser. Nach dem Spilen der
Schnitte in VE-Wasser fir eine Minute folgte analog zur HE-Farbung die Dehy-
drierung der Schnitte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe und die Zugabe von
Neo-Clear fur zweimal funf Minuten. Zum Schluss wurden die Schnitte mit Neo-
Mount eingedeckt und Gber Nacht getrocknet.

3.4 Molekulargenetische Methoden: Genotypisierung

3.4.1. DNA-Isolation

Fur jeden Mause-Embryo wurde das Geschlecht bestimmt, um eine Aussage

Uber das Geschlechterverhdaltnis der Feten innerhalb eines Wurfes treffen zu
kénnen. AulRerdem sollten die nachfolgend beschriebene gRT-PCR sowie die
proteinbiochemischen Untersuchungen der Plazenten nach Geschlechtern ge-
trennt durchgefiuhrt werden. Die hierfir notwendige DNA wurde hauptséachlich
aus asserviertem Schwanzspitzengewebe der Embryonen modifiziert nach
Wang et al. isoliert [108]. Alternativ wurde in wenigen Féllen Plazentagewebe

oder Fruchtwasser des Embryos verwendet. Fur den Zellaufschluss wurde das
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Gewebe mit jeweils 500 pl Tail Lysis Buffer und 5 pl Proteinase K Uber 18
Stunden bei 55 °C auf dem Schiittler bei 500 s/min inkubiert. Zur Ausféallung der
DNA wurde das lysierte Gewebe anschliel3end mit 500 ul Isopropanol versetzt
und nach einer Ruhezeit von zehn Minuten bei Raumtemperatur fir 15 Minuten
bei 4 °C mit 15.700 x g zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand ver-
worfen und das entstandene DNA-Pellet mit 500 pl von bei -20 °C gekuhltem
70 %-Ethanol versetzt. Nach erneuter Abzentrifugation fir zehn Minuten bei
4 °C mit 15.700 x g wurde der entstandene Uberstand erneut verworfen und
das Pellet fur 15 Minuten bei 55 °C auf dem Heizblock luftgetrocknet. Daraufhin
erfolgte die Losung der DNA durch die Zugabe von 50 pl H,O mit einer an-
schlieBenden Ruhezeit von entweder 18 Stunden bei 4 °C oder alternativ 15
Minuten bei 55 °C auf dem Schiittler.

3.4.2 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine molekularbiologische Methode um aus-

gehend von einer geringen Menge eines DNA-Templates einen bestimmten
DNA-Abschnitt zu vervielfaltigen. Hierzu wird fur jeden zu amplifizierenden
DNA-Abschnitt ein spezifisches Primerpaar bendétigt, deren Basensequenzen
komplementar zu jeweils einem Ende des zu vervielfaltigenden DNA-Abschnit-
tes sind. Wahrend der Denaturierung wird die doppelstrangige DNA in Einzel-
strédnge getrennt, sodass sich die Primer wahrend des darauffolgenden Annea-
lings an die komplementaren Basensequenzen der einzelstrdngigen DNA-
Matrize anlagern kénnen. Mithilfe von synthetischen Desoxynucleosid-Triphos-
phaten (dNTPs) und dem Enzym Tag-Polymerase, einer hitzebestandigen
DNA-Polymerase, findet wahrend der Elongation die Synthese des zur DNA-
Matrize komplementaren DNA-Stranges statt. Durch die zyklische Wiederho-
lung der einzelnen Reaktionsschritte resultiert hierbei eine exponentielle Ver-
vielfaltigung der spezifischen DNA-Abschnitte [109].

Fir die Genotypisierung des fetalen Geschlechts erfolgte eine Vervielfaltigung
eines spezifischen DNA-Abschnittes des X-Chromosoms, sowie bei mannli-
chem Geschlecht zusétzlich des Y-Chromosoms, durch eine nach Lorenz modi-
fizierte PCR [110]. Die hierfur verwendeten spezifischen Primer sind der Tabelle
3 zu entnehmen. Bei einem Gesamtreaktionsvolumen von 10 pl wurde zu 1 pl

DNA-Template aus der isolierten Schwanzspitzen-DNA des Fetus 9 pul eines
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PCR Master Mix hinzugegeben. Der PCR Master Mix setzte sich wie folgt zu-

sammen:
Reagenz Menge [pl]
MilliQ-Water (deionisiertes Wasser) 4,9
5x GoTaqg Flexi Reaction Buffer 2
25 mM MgCl, 1,2
dNTPs (jeweils 10 mM) 0,2

10 pM Forward Primer X-Chromosom 0,4
10 uM Reverse Primer X-Chromosom 0,4
10 pM Forward Primer Y-Chromosom 0,4
10 uM Reverse Primer Y-Chromosom 0,4

5 U/ul Tag-Polymerase 0,1

Tabelle 11: PCR Master Mix

Die Vervielfaltigung der spezifischen DNA-Abschnitte erfolgte anschlielend in
einem Thermocycler, in dem der Reaktionsansatz repetitiv verschiedene Tem-

peraturzyklen durchlief. Die PCR-Bedingungen lauteten wie folgt:

Schritt Temperatur [°C] Zeit [mm:ss]

Initialisierung 95 03:00

Denaturierung 95 00:30

Annealing 58 01:00 35 Zyklen
Elongation 72 01:00

Finale Elongation 72 10:00

Lagerung 4 0

Tabelle 12: PCR-Bedingungen

3.4.3 Agaroseqgelelektrophorese

Um die amplifizierten DNA-Abschnitte, die Amplicons, ihrer Gro3e nach aufzu-
trennen und zu visualisieren, wurde eine nach Voytas modifizierte Agarosegel-
elektrophorese durchgefuhrt [111]. Hierbei werden die PCR-Produkte auf ein
Agarose-Gel aufgetragen und in einem elektrischen Feld der GréRe nach auf-

getrennt. DNA-Fragmente gleicher Grél3e gruppieren sich an der entsprechen-

52



3. Material und Methoden

den Stelle im Gel und kénnen bei ausreichender Menge anschlie3end als Ban-
de sichtbar gemacht werden [109].

Fur das Agarose-Gel wurde 1,5 g Agarose in 100 ml 1 x TAE-Buffer unter mehr-
fachem Aufkochen geldst und anschlie3end mit 6 pl des Fluoreszenzfarbstoffs
Midori-Green versetzt. Dieser bindet an die DNA und kann mithilfe von UV-Licht
bei 530 nm zur Emission eines griinen Fluoreszenzsignals angeregt werden.
Das Gel wurde in eine entsprechende Form gegossen und mit einem Kamm
versetzt. Nach einer Polymerisationszeit von mindestens 30 Minuten wurde von
jeder Probe jeweils 8 ul des PCR-Produkts in eine Tasche des Gels aufgetra-
gen. Um das Molekulargewicht der Amplicons bestimmen zu kdnnen, wurde
8 ul eines 100 bp-DNA Markers aufgetragen. Nach der anschlieRenden Elektro-
phorese von circa 30 Minuten wurde das Gel in einem UV-Transilluminator mit
UV-Licht bestrahlt. Das dadurch emittierte Fluoreszenzsignal der DNA-Banden
wurde mithilfe des Programms BioDocAnalyze Live detektiert und fotographisch

dokumentiert.

3.5 Molekulargenetische Methoden: RT-gPCR

Die im folgenden aufgefiihrten Methoden wurden von Maria Wohlfarth durchge-

fuhrt und die Ergebnisse durch meine Person ausgewertet.

3.5.1 RNA-Isolation

Zur Quantifizierung der Expression verschiedener Zielgene in den Plazenten

der Muttertiere aus den verschiedenen Futtergruppen wurde eine Analyse der
RNA-Transkripte der Zielgene durchgefuhrt.

Die Isolierung der RNA von den anderen zellularen Bestandteilen erfolgte modi-
fiziert nach Chomczynski gemalf3 der von Appel et al. bereits an anderer Stelle
beschriebenen Vorgehensweise [99, 112]. Fur den Zellaufschluss wurde von
jeder zu untersuchenden Plazenta Gewebe gewonnen und mit 1 ml TRI Rea-
gent pro 100 mg Gewebe versetzt. AnschlieBend wurde das Gemisch fir 30
Sekunden bei 30 Hertz in einer Schwingmihle homogenisiert und fur weitere
funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Phasentrennung wurden da-
raufhin pro Milliliter TRl Reagent 200 pl Chloroform hinzugegeben und auf dem
Vortexer fur 15 Sekunden vermischt und fur drei Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Zentrifugation des Gemisches mit 13.680 x g bei 4 °C fur 15
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Minuten wurde der RNA-haltige Uberstand in ein neues Reaktionsgefal (Sar-
stedt, Numbrecht, Deutschland) tberfihrt und mit 500 pl Isopropanol pro Millili-
ter TRI Reagent versetzt. Nach erneutem Vortexen wurde das Gemisch fir 20
Minuten auf Eis inkubiert und fir 15 Minuten mit 21.380 x g bei 4 °C zentrifu-
giert. Das hierbei entstandene RNA-Pellet wurde vom Uberstehenden Isopropa-
nol getrennt und mit 1 ml 75 %-Ethanol pro Milliliter TRI Reagent zur Aufreini-
gung versetzt. Nach handischem Mischen erfolgte eine erneute Zentrifugation
fur funf Minuten mit 21.380 x g bei 4 °C und das Trennen des Uberstehenden
Ethanols vom RNA-Pellet. Nach Wiederholung der Aufreinigung der RNA durch
die erneute Zugabe von 75 %-Ethanol und der nachfolgenden Schritte, wurde
das vom Ethanol getrennte RNA-Pellet fir 90 Minuten bei Raumtemperatur ge-
trocknet. Anschlie3end wurde die RNA in Abhangigkeit von der PelletgroRe in
20 - 200 pl DEPC-Wasser gelést und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C

gelagert.

3.5.2 RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der RNA-Konzentrationen der hergestellten RNA-L&sungen
aus den verschiedenen Plazenten erfolgte spektralphotometrisch mithilfe des
Nano Quant Infinite M200 Pro und der Software Tecan i-control 2.0 modifiziert
nach Nolan et al. [113].

Nukleinsauren und somit auch RNA besitzen ein Absorptionsmaximum fur
elektromagnetische Strahlung bei einer Wellenlange von 260 nm, bei Proteinen
liegt dies dagegen bei 280 nm [114]. Fur das Blanking wurde in jedes Proben-
feld einer Nano Quant Plate™ zunachst 2 pl DEPC-Wasser aufgetragen und
eine Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 260 nm
und 280 nm durchgefuhrt, um einen Referenzwert fir die Hintergrundabsorption
ohne aufgetragene Probe zu erhalten. AnschlieRend wurde von jeder RNA-
Losung 2 ul aufgetragen und erneut die optische Dichte bei einer Wellenlange
von 260 nm und 280 nm bestimmt. Durch die Subtraktion der optischen Dichte
bei 260 nm des Leerwertes vom Probenwert konnte die spezifische Absorption
durch die RNA in der Probe ermittelt werden und daraus die RNA-Konzentration
der Probe berechnet werden. Die gemessene optische Dichte bei 280 nm wur-
de zur Uberprifung der Reinheit des RNA-Isolats herangezogen. Fir eine aus-
reichende Reinheit der RNA sollte der Quotient aus der optischen Dichte der
Probe bei 260 nm und 280 nm (OD2,/OD2g0) zwischen 1,8 und 2,1 liegen [114].
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Andernfalls musste von einer Verunreinigung des RNA-Isolats ausgegangen

und eine erneute RNA-Isolation vorgenommen werden.

3.5.3 cDNA- Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte modifiziert nach Nolan et al. gemaf der von Appel

et al. an anderer Stelle bereits beschriebenen Vorgehensweise [99, 113]. Nach
dem Prinzip der komplementéaren Basenpaarung wird bei der cDNA-Synthese
von der isolierten RNA eine DNA-Kopie hergestellt. Da sich DNA und RNA in
ihrem Aufbau ahnlich sind, kann mithilfe des Enzyms Reverse Transkriptase
(RT), einer RNA-abhéngigen DNA-Polymerase, anhand der einzelstrangigen
RNA als Matrize ein komplementarer DNA-Strang synthetisiert werden [114]. Im
Versuch wurden hierfir zwei verschiedene Primerarten verwendet: Oligo-dT
Primer sind Primer, deren Basensequenz komplementar zum Poly-A-Schwanz
am 3'-Ende der messenger RNA (mRNA) ist. Sie fihren daher stets ausgehend
vom gleichen mRNA-Abschnitt zu einer selektiven DNA-Kopie der mRNA des
Gewebes. Dagegen besteht die Basensequenz der Random Primer aus einer
zufélligen Kombination von sechs Basen, welche an komplementare Basen-
sequenzen aller RNA-Molekile an unterschiedlichen Stellen binden kénnen
[114].

Von jeder Probe wurde anhand der zuvor bestimmten RNA-Konzentrationen
das entsprechende Volumen fur 1 pg RNA in ein Reaktionsgefald tberfihrt und
DEPC-Wasser bis zu einem Gesamtvolumen von 24 pl hinzugegeben. An-
schlieBend wurde jeweils 1 ul RQ1 10x DNase Puffer und 1 pl RQ1 RNase-free
DNase (1 U/ul) hinzugegeben und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Hierdurch wurde gegebenenfalls noch vorhandene DNA in der RNA-
Ldsung abgebaut. Durch die Zugabe von jeweils 3 ul RQ1 DNase Stop Solution
(20 mM EDTA), mischen mit dem Vortexer und anschlielRender Erhitzung bei
65 °C im Heizblock fur 15 Minuten wurde die zuvor zugegebene DNase inakti-
viert und damit der DNA-Abbau beendet. Nach kurzer Zentrifugation wurde zu
jedem Reaktionsansatz jeweils 0,6 ul Random-Primer (0,5 ug/ul), 0,4 ul Oligo-
dT Primer (0,5 pg/ul) und 4 pl DEPC-Wasser hinzugegeben und mit dem Vorte-
xer gemischt. Anschlieend wurden die Reaktionsansatze fir finf Minuten bei
70 °C inkubiert, danach kurz zentrifugiert und fur eine Minute auf Eis abgekuhlt.
Im nachsten Schritt erfolgte schlie3lich die eigentliche cDNA-Synthese, indem
zu jedem Reaktionsansatz jeweils 5 yl 5x MMLV-Puffer, 1,25 pl dNTP-Mix
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(10 mM jeweils), 0,5 pl RNase-Inhibitor (40 U/ul), 1 yul M-MLV RT (200 U/pl) und
2,25 pl DEPC-Wasser hinzugegeben wurde. Nach kurzem Mischen mit dem
Vortexer erfolgte die Inkubation fur eine Stunde bei 37 °C und eine anschlie-
Bende Abkuhlung auf Eis, um die Reaktion zu beenden. Nach einer kurzen
Zentrifugation wurde die synthetisierte cDNA bis zur weiteren Verarbeitung bei
-20 °C gelagert.

3.5.4 Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR)

Die qRT-PCR ist ein Verfahren zur Vervielfaltigung und Quantifizierung von
spezifischen DNA-Abschnitten. Da die Quantifizierung der cDNA-Abschnitte in
Echtzeit wahrend der exponentiellen Phase der Polymerase-Kettenreaktion er-
folgt, wird das Verfahren als quantitative Real Time-PCR bezeichnet [114]. Im
Versuch wurden hierzu die nach Yin et al. modifizierten Methoden der SYBR
Green gRT-PCR und der Tagman gRT-PCR geméalR dem von Appel et al. be-
schriebenen Verfahren angewandt [99, 115, 116].

Die Tagman gRT-PCR beruht auf dem Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-
Energietransfers (FRET) zwischen dem Donor und dem Akzeptor einer Tag-
man-Sonde [117]. Eine Tagman-Sonde ist ein Oligonukleotid, dessen Basense-
qguenz komplementér zu einem Abschnitt des Zielgens ist und am 5'-Ende mit
einem Reporter-Farbstoff als Donor und am 3'-Ende mit einem Quencher-
Farbstoff als Akzeptor versehen ist [114]. Die im Versuch eingesetzten Tag-
man-Sonden waren hierbei mit dem Reporter-Farbstoff FAM und dem Quen-
cher-Farbstoff TAMRA gelabelt. Der Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer
kann nur erfolgen, wenn sich Donor und Akzeptor in unmittelbarer raumlicher
Néhe zueinander befinden. Werden Donor und Akzeptor raumlich voneinander
getrennt, emittiert der Reporter-Farbstoff ein messbares Fluoreszenzsignal
[117]. Wahrend der Annealing-Phase der Polymerase-Kettenreaktion hybridi-
siert die Tagman-Sonde mit dem komplementéren Abschnitt der DNA-Matrize.
Im Rahmen der darauffolgenden Elongation baut das Enzym Tag-Polymerase
mit ihrer 5'-3'-Exonuklease-Aktivitdt die Tagman-Sonde ab und ersetzt sie durch
die entsprechenden Nukleotide. Hierbei werden Donor und Akzeptor rdumlich
voneinander getrennt und es entsteht proportional zur Menge der amplifizierten
DNA-Abschnitte ein quantifizierbares Fluoreszenzsignal [114].

Die SYBR Green qRT-PCR beruht dagegen auf der Verwendung eines interka-
lierenden Fluoreszenzfarbstoffes, wobei hierfir im Versuch BRYT Green® ein-
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gesetzt wurde. Dieser besitzt eine hohe Affinitat zu doppelstrangiger DNA und
lagert sich in diese ein. Er fungiert als Reporter-Farbstoff, dessen emittiertes
Fluoreszenzsignal nach der Elongation am Ende jedes PCR-Zyklus gemessen
wird und proportional zur Menge der amplifizierten doppelstrangigen DNA-Ab-
schnitte ist. Im Gegensatz zur Tagman qRT-PCR ist hierbei kein Quencher not-
wendig [114].

Um den Effekt unspezifischer Signalschwankungen zu minimieren, wird bei bei-
den Methoden der passive Fluoreszenzfarbstoff ROX als interne Referenz ein-
gesetzt und das Fluoreszenzsignal des Reporter-Farbstoffes darauf normalisiert
[113].

Der Vorteil der Tagman qRT-PCR gegeniuber der SYBR Green gqRT-PCR ist die
hdhere Sensitivitdt und Spezifitat. Wahrend die das Fluoreszenzsignal generie-
rende Tagman-Sonde komplementér zu einem Abschnitt des Zielgens ist, kann
das Fluoreszenzsignal bei der SYBR Green gRT-PCR auch durch unspezifi-
sche doppelstrangige PCR-Produkte oder Primer-Dimere generiert werden
[115].

Im Vorfeld wurden die spezifischen Forward- und Reverse-Primer sowie die
Tagman-Sonden fiur die zu untersuchenden Gene mithilfe der Software Primer
Express 3.0 entworfen und von der Firma Eurofins Genomics (Ebersberg,
Deutschland) hergestellt. Die untersuchten Ziel- und Abgleichgene und die hier-
fur eingesetzten Primer und Sonden sind den entsprechenden Tabellen
(Tabelle 4, Tabelle 5, Tabelle 6) zu enthehmen. Unmittelbar vor Gebrauch wur-
den die Tagman-Sonden mit HPLC-Wasser auf eine Konzentration von 2 uM,
die Primer flur die Tagman gRT-PCR auf eine Konzentration von 6 uM und die
Primer fur die SYBR Green qRT-PCR auf 10 uM verdinnt. In jedes Well einer
FrameStar 96 Well Semi-Skirted PCR Plate (4titude Ltd., Berlin, Deutschland)
wurde unter Verwendung von epT.I.P.S. LoRetention Filterspitzen (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) fur die Tagman bzw. fur die SYBR Green gRT-PCR der
in der Tabelle 13 bzw. in der Tabelle 15 aufgefihrte PCR-Ansatz pipettiert. Als
Negativkontrolle wurde pro Platte ein Well mit HPLC-Wasser anstelle von cDNA
versetzt. AnschlieBend wurde die Platte mithilfe eines Plate Heat Sealers mit
einem Clear Seal Cover (4titude Ltd., Berlin, Deutschland) luftdicht verschlos-
sen und fur drei Minuten bei Raumtemperatur mit 235 x g in einer Plattenzentri-

fuge zentrifugiert. Mithilfe des Tagman 7500 Real-Time PCR Systems und der
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7500 Software v2.0.6 erfolgte schlie3lich die gRT-PCR unter den fur die beiden
Methoden in der Tabelle 14 und Tabelle 16 aufgefiihrten Reaktionsbedingun-

gen.
Reagenz Menge [pl]
Platinum® gPCR SuperMix-UDG with ROX 12,5
HPLC 8,5
Forward Primer (6 uM) 0,5
Reverse Primer (6 uM) 0,5
Tagman-Sonde (2 uM) 0,5
cDNA 2,5

Tabelle 13: PCR-Ansatz Tagman qRT-PCR

Schritt Temperatur [°C] Zeit [mm:ss]
UDG Inkubation 50 02:00
DNA-Polymerase-Aktivierung 95 10:00
Denaturierung 95 00:15
Annealing/Elongation 60 01:00 }40 ZyKlen
Tabelle 14: Tagman gRT-PCR-Bedingungen
UDG,; Uracil-DNA-Glycosylase.
Reagenz Menge [ul]
SYBR Green gPCR Master Mix 10
HPLC 7
Forward Primer (10 uM) 1
Reverse Primer (10 uM) 1
cDNA 1
Tabelle 15: PCR-Ansatz SYBR Green qRT-PCR
Schritt Temperatur [°C] Zeit [mm:ss]
DNA-Polymerase-Aktivierung 95 02:00
Denaturierung 95 00:15
Annealing/Elongation 60 01:00 }40 Zyklen
Dissoziation 95 00:15

Tabelle 16: SYBR Green qRT-PCR-Bedingungen
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Die Analyse der Ergebnisse erfolgte als relative Quantifizierung anhand der AA-
Ct-Methode modifiziert nach Kuang et al. [114]. Hierfir wurde fur jedes unter-
suchte Gen der Cycle-Threshold-Wert (Ct-Wert) der jeweiligen Probe bestimmit.
Dieser gibt den PCR-Zyklus (Cycle) an, in dem das spezifische vom Reporter-
farbstoff emittierte Fluoreszenzsignal groRer wird als die unspezifische Hinter-
grundfluoreszenzemission und dabei einen bestimmten Schwellenwert
(Threshold) tberschreitet [114]. Der Ct-Wert verhalt sich dabei umgekehrt pro-
portional zur Ausgangsmenge des Templates. Die Expression der Zielgene
wurde auf die Expression eines konstitutiv exprimierten Abgleichgens normali-
siert, um Unterschiede in der Ausgangskonzentration der eingesetzten cDNA
auszugleichen. Im Versuch wurden hierfir die sogenannten Housekeeping-
Gene GAPDH, Beta-Aktin und HPRT verwendet und der A-Ct-Wert berechnet.
Aus der Differenz der A-Ct-Werte der Interventionsgruppen bzw. der CO-
Gruppe von den A-Ct-Werten der SD-Gruppe ergab sich der AA-Ct-Wert. Dieser
beschreibt anhand der Formel 2724 die n-fache Expression des Zielgens in der
Interventionsgruppe bzw. in der CO-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe [114].
Zur Evaluierung der Housekeeping-Gene hinsichtlich einer unerwiinschten Re-
gulation erfolgte mithilfe der Software Normfinder die Berechnung eines Stabili-
tatswertes anhand der Analyse der A-Ct-Werte in Bezug auf die Inter- und Intra-
gruppenvariabilitat [118]. Fur die Housekeeping-Gene GAPDH und Beta-Aktin
ergaben sich adaquate und &hnliche Stabilitatswerte, wohingegen sich fur
HPRT diesbezlglich eine deutliche Unterlegenheit zeigte. Daher blieb das

Housekeeping-Gen HPRT in der weiteren Auswertung unbertcksichtigt.

3.6 Proteinbiochemische Methoden

3.6.1 Proteinisolation

Die Isolation plazentarer Proteine erfolgte gemal der von Appel et al. bereits an
anderer Stelle beschriebenen Vorgehensweise [99]. Hierfuir wurde von jeder zu
untersuchenden Plazenta 100 - 200 mg Gewebe gewonnen und mit jeweils
400 pl modifiziertem RIPA-Puffer versetzt. Der RIPA-Puffer war hierfir unmit-
telbar vor Gebrauch mit verschiedenen Protease- und Phosphatase-Inhibitoren
versetzt worden, welche der Tabelle 2 zu entnehmen sind. Fur den Zell-

aufschluss wurde das Gemisch zunachst gemorsert und anschlie3end fir 20
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Sekunden bei 50 % der Maximalenergie und 3 x 10 % Cycle mit einem Homo-
genisator sonifiziert. Daraufhin wurden die Proben fir eine Stunde auf Eis inku-
biert und anschlieend bei 4 °C fur fiunf Minuten mit 18.407 x g zentrifugiert. Der
hierbei entstandene losliche Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal

Uberfuhrt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C aufbewahrt.

3.6.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Modifiziert nach Smith et al. erfolgte zur Bestimmung der Proteinkonzentratio-
nen mithilfe des Bicinchoninic acid (BCA)-Kits eine quantitative kolorimetrische
Analyse der Proteinkonzentrationen im Vergleich zu einer Standardreihe [119].
Die Grundlage der Methode bildet hierbei die sogenannte Biuret-Reaktion, bei
der es unter alkalischen Bedingungen zu einer Komplex-Bildung zwischen Kup-
ferionen, Proteinen und der Bicinchoninsaure kommt. Dieser Komplex weist
eine violette Farbe auf und hat ein photometrisches Absorptionsmaximum bei
562 nm. Dabei verhalt sich die Intensitat des Farbumschlags proportional zur
Proteinkonzentration der Probe [119].

Zunachst wurde von jeder Probe der Proteinisolation eine 1:10-Verdinnung aus
3 ul Proteinisolat und 27 pl modifiziertem RIPA-Puffer hergestellt. Anschliel3end
wurde aus purem BSA (2 mg/ml) und modifiziertem RIPA-Puffer eine Standard-
reihe aus jeweils 30 ul einer 1:2-, 1:4-, 1:8-, 1:16- und 1:32-Verdinnung erstellt.
Fur den Null-Wert wurde reiner RIPA-Puffer verwendet und fir den Maximal-
wert pures BSA. Auf einer 96-Well-Platte (Thermo Fisher Scientific, Waltham/
Massachusetts, USA) wurden zur Doppelbestimmung jeweils zweimal 10 pl der
Standardreihe und der verdunnten Proben aufgetragen. Das BCA-Working-
Reagent wurde aus einer 1:50-Verdinnung des BCA-Reagenz und der beige-
fugten Verdinnungslosung des BCA-Kits hergestellt. Hiervon wurde zu jeder
Probe jeweils 200 pl hinzugegeben und die 96-Well-Platte anschliel3end fir 30
Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschliel3end erfolgte die photometrische Messung
des entstandenen Farbsignals bei 562 nm mithilfe des Nano Quant Infinite
M200 Pro und der Software Tecan i-control 2.0.

Bei der weiteren Auswertung in Excel wurde auf der Grundlage der photome-
trisch ermittelten optischen Dichtewerte der Standardreihe eine lineare Trend-
linie erstellt. Anhand dieser konnte jedem photometrischen Analysewert der
jeweiligen Probe eine Proteinkonzentration zugeordnet und auf die unverdiinnte

Probe umgerechnet werden.
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3.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist

ein Verfahren, um auf ein Gel aufgetragene Proteine nach ihrem Molekular-
gewicht in einem elektrischen Feld aufzutrennen und wurde in diesem Versuch
modifiziert nach Bass et al. und Mahmood et al. durchgefihrt [120, 121]. Bei der
SDS-PAGE werden die Proteine vor dem Auftragen mit einem SDS- und
3-Mercaptoethanolhaltigen Puffer versetzt und erhitzt. SDS als anionisches De-
tergenz bindet an die Proteine und fihrt zu einer Gberwiegend einheitlichen ne-
gativen Ladung der Proteine. [3-Mercaptoethanol und die Erhitzung bewirken
eine Denaturierung und damit Auflésung bzw. Entfaltung der r&umlichen Struk-
tur der Proteine. Hierdurch soll sichergestellt werden, dass die Proteine bei der
Gelelektrophorese ausschlief3lich ihrer Masse nach aufgetrennt werden und
keine Ladungs- oder rdumliche Strukturunterschiede zum Tragen kommen
[120].

Das Gel zeichnet sich je nach Polyacrylamidanteil (Prozentigkeit) durch unter-
schiedlich grofl3e Poren aus. Die Prozentigkeit des Gels verhélt sich dabei um-
gekehrt proportional zur Porengrdf3e und zur Laufgeschwindigkeit der Proteine
[120]. Die aufgetragenen Proteine werden zun&chst in einem niedrigprozentigen
Sammelgel auf einer einheitlichen Lauffront konzentriert und anschlie3end in
einem hoherprozentigen Trenngel aufgetrennt. Hierbei gilt, dass umso geringer
das Molekulargewicht der Proteine und umso grof3er die Poren des Gels, desto
hoher ist die Laufgeschwindigkeit der Proteine [120].

Im Versuch bestand das Trenngel aus einem Stufengel, wobei die untere Halfte
zur besseren Auftrennung kleinerer Proteine aus einem 10 %-igen Trenngel
und die obere Halfte zur besseren Auftrennung gréf3erer Proteine aus einem
8 %-igen Trenngel bestand. Die Zusammensetzung der einzelnen Gele lautete

wie folgt:
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10 %-iges Trenngel 8 %-iges Trenngel = Sammelgel

(pH 8,8) (pH 8,8) (pH 6,8)
VE-H,0O 40 % 46 % 68 %
Acrylamid-Mix 10 % 8 % 51%
Puffer 1,5 M Tris/HCI 1,5 M Tris/HCI 0,5 M Tris/HCI

(pH 8,8) (pH 8,8) (pH 6,8)
SDS 0,1 % 0,1% 0,1%
APS 0,1% 0,1% 0,1%
TEMED 0,04 % 0,06 % 0,1%

Tabelle 17: Zusammensetzung Gele fir SDS-PAGE

Die Analyse der Proteine wurde geschlechterspezifisch auf zwei verschiedenen
Gelen durchgefihrt. Von jeder Probe wurde anhand der zuvor bestimmten Pro-
teinkonzentrationen das entsprechende Volumen fur 20 pg Protein in ein Reak-
tionsgefald tberfuhrt und VE-Wasser bis zu einem Gesamtvolumen der Probe
von 12 ul hinzugegeben. Nach Zugabe von jeweils 3 pl eines 5x Probenpuffers
wurden die Proben zur Denaturierung fur zehn Minuten bei 70 °C im Heizblock
erhitzt und danach kurz abzentrifugiert.

Die SDS-PAGE wurde in einer Elektrophorese-Kammer mit 1x-Lammli-Puffer
als Laufpuffer durchgefiihrt. Zu Beginn wurden auf das Sammelgel jeweils 15 pl
der vorbereiteten Proben und 8 pl Page Ruler Prestained Protein Ladder als
GroRRenstandard aufgetragen. Um die Proteine im Sammelgel auf eine einheitli-
che Lauffront zu konzentrieren, wurde das elektrische Feld fir die ersten 30
Minuten mit einer Spannung von 80 Volt angelegt. Anschlieend erfolgte bei
einer Spannung von 120 Volt die Auftrennung der Proteine im Trenngel, bis de-

ren Lauffront das untere Ende des Gels erreicht hatte.

3.6.4 Western Blot

Das Western-Blotting ist ein semi-quantitatives Verfahren, um elektrophoretisch
aufgetrennte Proteine von einem Gel auf eine Membran zu Ubertragen und die-
se anschlie3end mithilfe spezifischer Antikdrper zu detektieren und zu analysie-
ren [120]. Bei der im Versuch angewandten Semi-Dry-Transfermethode handelt
es ich um ein horizontales Blottingverfahren, bei der mithilfe einer Blottingkam-
mer ein elektrisches Feld senkrecht zu Gel und Membran angelegt wird, sodass
im Rahmen des Proteintransfers das Auftrennungsmuster der Gelelektrophore-
se erhalten bleibt. Namensgebend flur dieses Verfahren ist, dass nur geringe
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Mengen an Transferpuffer in die Blottingkammer hinzugegeben werden. Da-
durch soll ein moglichst hoher Anteil des Stromflusses gezielt durch das Gel
und die Membran verlaufen, um die notwendige Zeit flr den Proteintransfer zu
verklrzen [122]. Die im Versuch eingesetzten Erstantikdrper besitzen eine spe-
zifische Bindungsstelle fur ein bestimmtes Antigen bzw. Protein und kdnnen
mithilfe eines Zweitantikorpers, welcher speziesspezifisch an Bereiche des Fc-
Fragments des Erstantikérpers bindet, detektiert werden [120]. Die Zweitanti-
korper dieses Versuchs waren an das Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) ge-
koppelt und als Substrat wurde das auf Luminol-basierende enhanced chemilu-
minescent (ECL) verwendet. Im Rahmen dieser Enzym-Substrat-Reaktion ent-
steht eine als Chemilumineszenz bezeichnete Lichtemission, welche detektiert
und semiquantitativ analysiert werden kann [120].

Die Durchfuhrung und Ergebnisanalyse des Western Blotting erfolgte nach dem
von Appel et al. bereits an anderer Stelle beschriebenen Verfahren modifiziert
nach Mahmood [99, 121]. Zunachst wurden fir den Proteintransfer der im
Rahmen der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine einige Gel Blotting Paper (GE
Healthcare, Solingen, Deutschland) und eine in VE-Wasser getrankte Nitrozel-
lulose-Western-Blot-Membran (GE Healthcare, Solingen, Deutschland) auf die
GroRRe des Trenngels zugeschnitten. AnschlieRend wurde der Transferpuffer
aus 10 % Methanol (v/v) und 10 % Towbin-Puffer (v/v) in VE-Wasser angesetzt
und sowohl die Filterpapiere als auch die Membran fur 30 Minuten darin ge-
trankt. Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurde das Sammelgel verworfen
und das Trenngel zunachst in Transferpuffer eingelegt, bevor es zusammen mit
den Filterpapieren und der Membran in der Blotting-Kammer angeordnet wurde.
Anschlie3end erfolgte der Proteintransfer vom Gel auf die Membran bei einer
Stromstarke von 1,4 - 1,45 mA pro cm? Gelflache fiir zwei Stunden bei Raum-
temperatur. Zur Uberprifung des erfolgreichen Proteintransfers erfolgte nach
dem Western-Blotting zunachst eine Farbung der Membran mit Ponceau S-
Ldsung (0,2 % (v/v) Ponceau S, 3 % (v/v) Trichloressigsaure in H,O). Hierfur
wurde die Membran fir zwei Minuten auf dem Schdttler in Ponceau S-Lésung
inkubiert und anschlieRend dreimal mit VE-Wasser gewaschen, um tberschis-
sige Farbreste von der Membran zu entfernen. Mithilfe des ChemiDoc™ XRS+-
Imagers und der Software ImageLab™ v5.2.1 wurde das Ergebnis der Uber-

sichtsfarbung digital dokumentiert. Anhand des GréfRenstandards wurde die
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Membran anschlieBend mit einem Skalpell (BRAUN, Kronberg im Taunus,
Deutschland) auf einer Hohe von 40 kDa sowie von 100 kDa entlang der in der
Ubersichtsfarbung dargestellten Banden durchtrennt. Die Membranabschnitte
unter 40 kDa und Uber 100 kDa wurden asserviert und fur eine Stunde auf dem
Schttler in einer Blocking-Solution (5 % (v/v) Milch, 2 % (v/v) BSA in TBST)
inkubiert. Ziel ist hierbei das Blockieren freier Proteinbindungsstellen auf der
Membran, um eine unspezifische Antikérperbindung zu verhindern. Anschlie-
Rend erfolgte die Inkubation der Membranen mit jeweils 10 ml eines in 5 % (v/v)
Milch in TBST verdunnten Erstantikorpers fur zunachst 30 Minuten bei Raum-
temperatur auf dem Schuttler und anschlieRend tUber Nacht bei 4 °C auf dem
Schuttler. Daraufhin wurden die Membranen dreimal fir zehn Minuten in TBST
auf dem Schittler gewaschen, um ungebundene Reste des Erstantikbrpers von
den Membranen zu entfernen. Danach wurden die Membranen mit jeweils
10 ml eines in 5 % (v/v) Milch in TBST verdinnten Zweitantikdrpers fur eine
Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schiuittler inkubiert und erneut dreimal far
zehn Minuten in TBST auf dem Schittler gewaschen. Die hierbei verwendeten
Antikdrper und ihre Verdiinnungen sind der Tabelle 7 zu enthnehmen.

Anschliel3end erfolgte die Entwicklung der Membranen mit ECL. Hierzu wurde
das erforderliche Volumen der beiden ECL-Reagenzien in einem 1:1-Verhaltnis
angesetzt und fur eine Einwirkzeit von einer Minute auf die Membranen gege-
ben. Mithilfe des ChemiDoc™ XRS+-Imagers und der Software ImageLab™
v5.2.1 wurde das durch die Enzym-Substrat-Reaktion entstandene Chemilumi-
neszenzsignal detektiert und digital dokumentiert. Nach Auswahl der passen-
den Belichtungszeit erfolgte anschlieRend die semiquantitative Analyse des
emittierten Chemilumineszenzsignals. Fur die Analyse eines weiteren Proteins
ahnlicher GroRe auf derselben Membran mussten zunéchst die bereits gebun-
denen Antikérper wieder entfernt werden. Hierzu wurden die Membranen zu-
nachst fur dreimal zehn Minuten in TBST auf dem Schittler gewaschen und
anschlieRend mit 15 ml Stripping-Puffer bei 56 °C im Wasserbad fur 25 Minuten
inkubiert. Nach wiederholtem Waschen der Membran fur dreimal 10 Minuten in
TBST auf dem Schiittler erfolgte die erneute Inkubation fir 90 - 120 Minuten auf
dem Schattler in der Blocking-Solution (5 % (v/v) Milch, 2 % (v/v) BSA in TBST).
Danach konnte die Membran fir eine weitere Proteinanalyse mit einem neuen

Erstantikorper versetzt werden.

64



3. Material und Methoden

Fur die semiquantitative Analyse des detektierten Chemilumineszenzsignals
erfolgte mithilfe der Software ImageLab™ v5.2.1 die densitometrische Auswer-
tung der einzelnen Banden. Aus dem Abgleich der densitometrischen Werte der
Banden des untersuchten Proteins mit den Werten der Banden des Housekee-
ping-Gens HPRT wurde der relative densitometrische Wert fur die jeweilige
Probe ermittelt. Aus dem Vergleich der relativen densitometrischen Werte konn-
ten somit Rickschlisse auf den Proteingehalt der jeweiligen Probe gezogen
werden. Die anschlieBende statistische Testung sowie die graphische Darstel-
lung der relativen densitometrischen Werte der Proben der verschiedenen Fut-
tergruppen erfolgte mithilfe der Software GraphPad Prism Version 7.

3.7 Bioinformatische Analyse

Die bioinformatische Analyse erfolgte in Anlehnung an das von Howard und
Reed und Coan et al. beschriebene Vorgehen [25, 102]. Die im Folgenden auf-
gefuhrten mathematischen Formeln entstammen diesen Quellen und wurden,
wie von Kretschmer et al. bereits beschrieben, entsprechend der im Versuch
angewandten Vorgehensweise modifiziert [73, 74].

Alle Objekte der drei gefarbten Schnittserien wurden mithilfe des Histoscanners
SCN400 digitalisiert und konnten mit der Software ImageScope Version
12.2.2.5015 visualisiert werden. Dabei wurde die HE-gefarbte Schnittserie in
10-facher VergrofRerung, die PAS-gefarbte Schnittserie in 20-facher Vergrof3e-
rung und die immunhistochemisch-gefarbte Schnittserie in 40-facher Vergrol3e-
rung aufgenommen. Anschlie3end wurden die digitalisierten Schnitte mit einem
Grid aus Punkten mit genau definierten Abstanden versehen, wobei sich die
Punkte zur besseren Erkennbarkeit aus dem Schnittpunkt der beiden Balken
eines Kreuzes ergaben. Sowohl in x- als auch in y-Richtung betrug dieser Ab-
stand zwischen den Punkten fur die HE-gefarbte Schnittserie 500 um, fur die
PAS-gefarbte Schnittserie 273,86 pum und fur die immunhistochemisch-geféarbte
Schnittserie 111,6 pm. Dies entsprach damit einer Flache pro Punkt von
250.000 pm? fur die HE-Farbung, 75.000 pm? fir die PAS-Farbung und
12.500 um? fiir die immunhistochemische Farbung. Bei der immunhistochemi-
schen Farbung wurde das Grid lediglich auf die Labyrinth-Zone der Schnitte
gelegt, wobei diese zusatzlich mit parallelen Linien in zufélliger Ausrichtung
versehen wurden. Die Labyrinth-Zone wurde zuvor manuell aus der digitalisier-

ten Aufnahme des Schnitts ausgeschnitten, sodass der entstandene Ausschnitt
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in gleich grofRe 4096 x 4096 Pixel-Einzelbilder geteilt werden konnte. Aus der
entstandenen Bildserie aus 4096 x 4096 Pixel-Einzelbildern wurde im An-
schluss zufallig ein Einzelbild, welches augenscheinlich zu mehr als der Halfte
der Oberflache mit Labyrinth-Zone bedeckt war, fur die Auswertung ausgewabhilt.
Mithilfe der Software ImageJ-Fiji und dem Plug-in Cell Counter wurden die

Punkte nach unterschiedlichen Kriterien auf allen Schnitten manuell ausgezahlt.

HE-Farbung:

Anhand der HE-Farbung sollte das Volumen der Labyrinth-Zone, der Junctional
Zone, der Dezidua basalis sowie das Gesamtvolumen der Plazenta bestimmt
werden. Hierfir wurde manuell ausgezéhlt, wie viele Punkte auf den einzelnen
Schnitten auf die jeweilige Zone fielen. Fir jeden aufgezogenen Schnitt wurde
die Anzahl der gezahlten Punkte pro Zone (P4) mit der zu einem Punkt zugeho-

rigen Flache (a/p = 250.000 pm?) multipliziert, was der Flache der Zone (4,) in

dem jeweiligen Schnitt entsprach [25]:
Ap =Py X a/p (5)

Von allen ausgezahlten Schnitten einer Plazenta wurde anschlieRend der Mit-
telwert (A) aus den ermittelten Flachen der jeweiligen Zone berechnet. In Anleh-
nung an die Cavalieri-Methode wurde diese mittlere Flache einer Zone mit dem
Gesamtdurchmesser (d) der Plazenta multipliziert und ergab damit das Volu-

men (V) der jeweiligen Zone in der untersuchten Plazenta [25]:
V=(M)xd=zxd (6)

A; = Flache der Zielstruktur in einem Schnitt

P; = Punkte auf der Zielstruktur in einem Schnitt

@/, = Flache pro Punkt (HE-Farbung: 250.000 um?, PAS-Farbung: 75.000 um?)

n = Anzahl ausgezahlter Schnitte

V  =Volumen der Zielstruktur

A = Mittelwert der Flache der Zielstruktur von allen ausgezahlten Schnitten
einer Plazenta

d = Durchmesser Plazenta = Gesamtanzahl Schnitte x Schnittdicke (7 um)
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PAS-Farbung:
Anhand der PAS-Farbung sollte das Volumen der Glykogenzellnester in der

Plazenta bestimmt werden, wobei beziglich deren Lokalisation in der Labyrinth-
Zone und aul3erhalb der Labyrinth-Zone differenziert werden sollte. Hierfur wur-
de auf den Schnitten die Anzahl der Punkte gez&hlt, die auf Glykogenzellen in
der Labyrinth-Zone und auf Glykogenzellen aul3erhalb der Labyrinth-Zone fie-
len. Als Bezugsvolumina wurden zudem das Volumen der Labyrinth-Zone sowie
das Volumen aul3erhalb der Labyrinth-Zone und das Gesamtvolumen der Pla-
zenta ermittelt. Hierfur wurden in jedem Schnitt die Punkte gezahlt, die auf die
Labyrinth-Zone fielen und welche auf Plazentagewebe aulR3erhalb der Labyrinth-
Zone fielen. Die Berechnung erfolgte analog zur HE-Farbung: Zunachst wurde
fur jeden Schnitt die Summer der gezahlten Punkte auf der entsprechenden

Zielstruktur (P4) mit der zu einem Punkt zugeordneten Flache (“/p:

75.000 um?) multipliziert. AnschlieRend wurde die mittlere Flache (A) dieser
Zielstruktur tber alle ausgezahlten Schnitte einer Plazenta hinweg ermittelt und
mit dem Durchmesser (d) der Plazenta multipliziert. Hieraus ergab sich das Vo-

lumen (V) der entsprechenden Zielstruktur in der Plazenta [25].

Immunhistochemische Farbung:

Die immunhistochemische Farbung des Proteins CD-31 ermoglichte die Unter-
scheidung zwischen maternalen und den sich durch die Farbung braun darstel-
lenden fetalen GefaRen. Daher sollte hiermit das Volumen und die Oberflache
der fetalen und der maternalen Gefalie bestimmt werden.

Da hierbei nur die Labyrinth-Zone von Bedeutung war, wurde diese zunéchst
manuell mithilfe der Software ImageJ-Fiji aus den digitalisierten Schnitten ex-
trahiert und deren Flache anschlie3end automatisch berechnet. Von jeder Pla-
zenta wurde dabei gleichzeitig bestimmt, welches der erste und der letzte
Schnitt war, auf dem die Labyrinth-Zone angeschnitten wurde. Aus dieser An-
gabe konnte durch Multiplikation mit der Schnittdicke von 7 um ndherungsweise
der Durchmesser (d) der Labyrinth-Zone bestimmt werden. In Anlehnung an die
Cavalieri-Methode wurde der Durchmesser der Labyrinth-Zone mit dem Mittel-
wert der berechneten Flachen (A) der ausgeschnittenen Labyrinth-Zonen multi-
pliziert. Hieraus ergab sich das Gesamtvolumen (V) der Labyrinth-Zone, wel-
ches als Referenzvolumen fur die nachfolgenden Berechnungen verwendet
wurde [25]:
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VLZ = K X d (7)

V.7 = Volumen der Labyrinth-Zone
A = mittlere Flache der Labyrinth-Zone pro Schnitt
d

= Durchmesser der Labyrinth-Zone

Anschliel3end wurden die ausgeschnittenen Labyrinth-Zonen zuféllig in mehrere
unterschiedlich grof3e Abschnitte zerteilt. Jeder Abschnitt wurde anschliel3end
mit dem oben beschriebenen Grid und den parallelen Linien versehen. Von je-
dem zweiten aufgezogenen Schnitt, das entsprach jedem 80. Schnitt der Pla-
zenta, wurde jeweils ein zufallig ausgewahlter Ausschnitt aus der Labyrinth-
Zone analysiert.

Fir das Volumen der Gefal3e wurde hierbei manuell gezahlt, wie viele Punkte
auf fetale bzw. auf maternale Gefafl3e und wie viele auf Trophoblastengewebe
zwischen den GefalRen fielen. Die Anzahl der Punkte auf der entsprechenden
Zielstruktur (P4) wurde anschlie3end geteilt durch die Gesamtanzahl der Punk-

te auf dem analysierten Labyrinth-Ausschnitt (3 P).

Q1= 5 ®)

Aus diesem Quotienten (Q4) wurde von allen analysierten Schnitten einer Pla-
zenta fur die jeweilige Zielstruktur ein gewichteter Mittelwert ((_lgew) gebildet.
Anhand eines gewichteten Mittelwertes sollte ausgeglichen werden, dass die
Wahrscheinlichkeit, dass ein Punkt auf die entsprechende Zielstruktur fallt umso
geringer ist, umso kleiner der Ausschnitt aus der Labyrinth-Zone auf dem analy-
sierten Bild ist. Zur Berechnung des gewichteten Mittelwertes wurde hierbei zu-
nachst fur jeden Labyrinth-Ausschnitt der Quotient (Q4) fur die jeweilige Ziel-
struktur mit der Wurzel der Gesamtanzahl der Punkte auf dem Labyrinth-

Ausschnitt (/Y P) multipliziert.
Ry = Q1 % /3P 9)

Anschliel3end wurde von diesem Produkt (R;) von allen analysierten Schnitten

einer Plazenta der Mittelwert (R) gebildet und durch den Mittelwert der Wurzeln

der Gesamtanzahlen der Punkte auf diesen Labyrinth-Ausschnitten (,/Y.P) ge-
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teilt.

YPpi+ |[XPR,t |XPR —
Ri+R2+R, | 1 2 n =
Qgew = 1+n2+ T\/ \/ - \/ =R+ /3P (10)

Das Ergebnis (Qgew) entsprach dem mittleren Anteil der Flache der Zielstruktur
pro Flacheneinheit eines Labyrinth-Ausschnittes. Dieser Anteil wurde im nachs-
ten Schritt auf das Volumen der Labyrinth-Zone hochgerechnet, indem der ge-

wichtete Mittelwert (Qgew) mit dem zuvor berechneten Gesamtvolumen der La-

byrinth-Zone (V,,) als Referenzvolumen multipliziert wurde.
Vv = agew X VLZ (11)

V, = Volumen Zielstruktur

V,z = Volumen Labyrinth-Zone

Ggew = gewichteter Mittelwert des Anteils der Flache der Zielstruktur pro
Flacheneinheit eines LZ-Ausschnittes

Q1 = Anteil Flache der Zielstruktur an Gesamtflache des LZ-Ausschnittes

P; = Punkte auf der Zielstruktur in einem LZ-Ausschnitt

YP = Gesamtanzahl Punkte auf einem LZ-Ausschnitt

n = Anzahl ausgezahlter LZ-Ausschnitte

Zur Bestimmung der Oberflache der GefalRe wurden in den ausgewahlten Laby-
rinth-Ausschnitten neben den Punkten auch die parallelen Linien verwendet.
Dabei wurde die Anzahl der Schnittpunkte der Linien mit fetalen bzw. materna-
len GefalBwéanden (3I) erfasst. Anhand der folgenden Formel wurde die Ober-
flache (S1) der fetalen bzw. maternalen Geféaf3e in dem jeweiligen Labyrinth-
Ausschnitt berechnet [102]:

51 l/zizgp [ (12)

S, = Surface (Oberflache) auf einem LZ-Ausschnitt pro Volumeneinheit
Y1 = Summe der Schnittpunkte (Intersections) von Linie mit GefalBwand auf

einem LZ-Ausschnitt
l/p = Lange pro Punkt (27,9 um)

Y'P = Gesamtanzahl Punkte auf einem LZ-Ausschnitt
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Um die jeweilige Oberflache zu bestimmen, wurde hierbei fur }.I entweder die
Anzahl der Schnittpunkte der Linien mit den fetalen Gefallwanden oder mit der
aus Trophoblasten gebildeten Begrenzung der maternalen Blutsinusse verwen-
det. Die hiermit berechnete Oberflache bezog sich zunachst auf eine bestimmte
Volumeneinheit und musste daher noch auf das Gesamtvolumen der Labyrinth-
Zone hochgerechnet werden. Zunachst wurde auch an dieser Stelle der ge-

wichtete Mittelwert (fgew) uber die Oberflachen in allen ausgezahlten Schnitten

einer Plazenta gebildet.

R1 =Sl XW’ZP (13)
yP P YPR, J—
Sgew = R1+I;2+Rn - J R1+J nR2+\/ " =R+ VP (14)

Das Ergebnis entsprach der mittleren Oberflache der jeweiligen Zielstruktur pro
Volumeneinheit der Labyrinth-Zone. Durch die Multiplikation mit dem Volumen
der Labyrinth-Zone (V) als Referenzvolumen wurde diese mittlere Oberflache
pro Volumeneinheit auf das Gesamtvolumen der Labyrinth-Zone hochgerechnet
[25].

S = §gew X VLZ (15)

S = Gesamtoberflache Zielstruktur

V;z = Volumen Labyrinth-Zone

fgew = gewichteter Mittelwert der Oberflache der Zielstruktur pro
Volumeneinheit der LZ

n = Anzahl ausgezahlter LZ-Ausschnitte
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3.8 Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte anhand der Software Graph Pad Prism Version
7. Wurde die Abhangigkeit einer Variablen von den verschiedenen Diaten un-
tersucht, wurden zunéachst statistisch signifikante Ausrei3er aus den Datensat-
zen eliminiert. Dies erfolgte mithilfe des Grubbs-Tests mit einem Signifikanzni-
veau von 0,05, wobei pro Datensatz maximal ein Wert aus der weiteren Analy-
se ausgeschlossen wurde. AnschlieBend wurde mithilfe des D'Agostino-
Pearson Omnibus Tests gepruft, ob bei den zu vergleichenden Datensatzen
eine Gaul3sche Normalverteilung vorlag. War dies fur alle zu vergleichenden
Gruppen der Fall, erfolgte die Testung bei zwei Vergleichsgruppen mithilfe ei-
nes zweiseitigen Student’s t-Tests mit einem Konfidenzintervall von 95 % und
einem Signifikanzniveau von 0,05. Wurden dagegen mehr als zwei Gruppen
miteinander verglichen, erfolgte die Testung mithilfe eines One-way ANOVA-
Tests. Konnte in mindestens einer der Vergleichsgruppen keine Gaufl3sche
Normalverteilung angenommen werden, erfolgte die statistische Analyse beim
Vergleich zweier Gruppen mit einem Mann-Whitney-Test und beim Vergleich
von mehr als zwei Gruppen mit einem Kruskal-Wallis-Test. Beim Vergleich von
mehr als zwei Gruppen erfolgte die Testung ohne ein Matching der Daten als
Testung der Interventionsgruppen gegen die Standarddiat-Gruppe als Kontroll-
gruppe sowie als Testung aller Gruppen gegeneinander. Im Rahmen des One-
way ANOVA-Tests resultierende signifikante Unterschiede zwischen zwei
Gruppen wurden mithilfe eines zweiseitigen Student’s t-Tests mit einem Konfi-
denzintervall von 95 % und einem Signifikanzniveau von 0,05 verifiziert. Aus
dem Kruskal-Wallis-Test resultierende signifikante Unterschiede zwischen zwei

Gruppen wurden durch einen Mann-Whitney-Test verifiziert.

Die Ergebnisse der statistischen Analyse sind, wenn nicht anders vermerkt, in
den folgenden Graphen als Mittelwert mit dem Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) angegeben. Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von < 0,05 festge-
legt (p < 0,05 (*), p =< 0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****)).
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4. Ergebnisse

4.1 Diatetischer Effekt auf die Muttertiere

4.1.1 Nahrungs- und Wasseraufnahme wahrend der Schwangerschaft

Die Futterung der Weibchen mit dem spezifischen Futter ihrer zufallig zugewie-
senen Futtergruppe erfolgte bereits prakonzeptionell ab der dritten Lebenswo-
che und wurde auch uber die Dauer von Schwangerschaft und Stillzeit hinweg
fortgefuhrt. Da hierbei insbesondere die Wasser- und Nahrungsaufnahme wéh-
rend der Schwangerschaft von Interesse war, wurde diese von einigen Weib-
chen pro Gruppe, welche die Schwangerschaft austrugen, reprasentativ fur die
jeweilige Futtergruppe erfasst. Hieraus wurden anschlielend die tber die ge-
samte Schwangerschaft gemittelten Werte fir die tagliche Aufnahme von Was-
ser und Nahrung bzw. der einzelnen Nahrstoffe berechnet (s. Tabelle 18).

Um den steigenden Energiebedarf wahrend der Schwangerschaft zu decken,
zeigte sich unabhangig von der mdtterlichen Diat Gber die Schwangerschaft
hinweg bis wenige Tage vor der Geburt insgesamt eine deutliche Zunahme so-
wohl der Nahrungs- als auch der Wasseraufnahme pro Tag. In den Interventi-
onsgruppen zeigte sich ein Peak der taglichen Nahrungs- und Wasseraufnah-
me in der Mitte der zweiten Halfte der Schwangerschaft, wohingegen sich in der
SD-Gruppe ein zweigipfeliger Verlauf mit einem zuséatzlichen geringer ausge-
pragten Peak in der Mitte der ersten Halfte der Schwangerschaft fand. Dieser
Verlauf ist exemplarisch anhand der Nahrungsaufnahme in Gramm pro Tag in
Abbildung 3 dargestellt und lie3 sich in gleicher Weise auch fir die einzelnen

Néahrstoffe und die Wasseraufnahme beobachten.
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Signifikanzen Vergleich

Mittlere mutterliche .
Interventionsdiaten

Nahrungs- /Wasseraufnahme SD HFD DIO WSD HED/WSD DIOMWSD DIO/MHED
Metabolisierbare Energie

15,58+0,56 14,02+0,44 14,60 £ 0,37 15,97 + 0,57 T
[kcal/Maus/Tag]
Nahrungsmenge [g/Maus/Tag] 4,83+0,17 2,68 £0,08 *** 316 + 0,08 **** 347 +0,12 ** Tt
Fett [g/Maus/Tag] 0,16 £+0,01 0,94 +£0,03 **** 0,75+ 0,02 **** (0,76 £ 0,03 **** 0
Proteine [g/Maus/Tag] 0,92+0,03 0,56+0,02***  0,70+£0,02 0,60 £ 0,02 **** 000
Kohlenhydrate [g/Maus/Tag] 2,00+£0,07 1,12+0,04 **** 123+0,03**  168+0,05 Tt T
Zucker [g/Maus/Tag] 0,26 + 0,01 0,31+0,02 0,67 0,02 *** 122+ 0,03 **** Tttt 000
Wasseraufnahme [ml/Maus/Tag] 5,12 +0,19 3,70+ 0,13 **** 344 + 0,18 **** 3,43 £ 0,19 **** T ¢

Tabelle 18: Mittlere mutterliche Nahrungs- und Wasseraufnahme pro Tag wahrend der Schwangerschaft in den verschiedenen Futtergruppen
Angabe der Daten als Mittelwert + SEM von n unabhéangigen Mausen: SD n = 19; HFD n = 20; DIO n = 20; WSD n = 21. Signifikante Unterschiede wurden

angenommen bei p < 0.05: im Vergleich zur SD (fettgedruckt): ** p < 0.01, ****p < 0.0001; im Vergleich zur HFD: ¢ p < 0.05, 00 p < 0.01, 000 p < 0.001; im
Vergleich zur WSD: 1 p £0.05, 111 p £ 0.001, 111 p = 0.0001.

Abbildung 3: Mutterliche Nahrungsaufnahme wéahrend der

E Schwangerschaft
2 Gezeigt ist die aufgenommene Nahrungsmenge der Muttertiere in
= Gramm pro Tag in den verschiedenen Futtergruppen an den einzelnen
2 Gestationstagen. Angabe der Daten als Mittelwert £+ SEM von n unab-
5 hangigen Mausen pro Gruppe: SD n = 19; HFD n = 20; DIO n = 20;
& WSD n = 21.

- TTT—T—T—T—T—T—T—T7

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Gestationstag
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Fur den Grof3teil der Schwangerschatft fiel insbesondere eine signifikant hohere
mittlere Nahrungsaufnahme in Gramm pro Tag in der SD-Gruppe im Vergleich
zu den Interventionsgruppen auf. Bei niedrigerem Energiegehalt aber hdherer
aufgenommener Nahrungsmenge fuhrte dies in der SD-Gruppe zu einer ahnlich
hohen mittleren Energieaufnahme pro Tag wie in den Interventionsgruppen,
sodass sich diesbezlglich kein signifikanter Unterschied zwischen den Inter-
ventionsgruppen und der SD-Gruppe nachweisen lie. Beim Vergleich der
Interventionsgruppen untereinander liel3 sich in der WSD-Gruppe im Mittel eine
signifikant hohere tagliche Nahrungs- und Energieaufnahme im Vergleich zur
HFD-Gruppe feststellen.

Obwohl sich die verschiedenen Diaten nur gering in ihrem Proteingehalt unter-
schieden, resultierte in der SD-Gruppe aus der im Mittel héheren taglichen Nah-
rungsaufnahme auch eine hohere mittlere Proteinaufnahme pro Tag im Ver-
gleich zu den Interventionsgruppen. Aul3er fur die DIO-Gruppe lief3 sich hierbei
fur alle Interventionsgruppen ein signifikanter Unterschied im Vergleich zur SD-
Gruppe nachweisen. Beim Vergleich der Interventionsgruppen untereinander
fand sich in der DIO-Gruppe eine signifikant hohere mittlere Proteinaufnahme
als in der HFD-Gruppe.

Neben der héheren mittleren Proteinaufnahme zeigten die Weibchen in der SD-
Gruppe auch eine héhere mittlere Kohlenhydrataufnahme pro Tag im Vergleich
zu den drei Interventionsgruppen. Ein signifikanter Unterschied liel3 sich hierbei
jedoch nur im Vergleich zur HFD- und zur DIO-Gruppe nachweisen, in denen
sich gleichzeitig auch eine signifikant geringere mittlere Kohlenhydrataufnahme
im Vergleich zur WSD-Gruppe zeigte.

Wie aufgrund der inhaltlichen Zusammensetzung der Diaten zu erwarten, liel3
sich fur die Weibchen der SD-Gruppe eine signifikant geringere mittlere Fett-
aufnahme pro Tag im Vergleich zu den Weibchen der drei Interventionsgruppen
feststellen. Dabei zeigte sich die hochste mittlere Fettaufnahme in der HFD-
Gruppe, wohingegen in den beiden Hochfett-/Hochzuckerinterventionsgruppen
eine etwas geringere und im Vergleich untereinander ahnlich hohe mittlere
Fettaufnahme feststellbar war. Hierbei konnte ein statistisch signifikanter Unter-
schied auch zwischen der HFD- und der DIO-Gruppe nachgewiesen werden.
Zudem zeigte sich, wie zu erwarten, in den beiden Hochfett-/Hochzuckerinter-

ventionsgruppen im Mittel eine signifikant hohere tagliche Zuckeraufnahme so-
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wohl im Vergleich zur SD-Gruppe als auch im Vergleich zur HFD-Gruppe.

Des Weiteren lie3 sich eine signifikant hohere mittlere Wasseraufnahme pro
Tag in der SD-Gruppe im Vergleich zu allen drei Interventionsgruppen feststel-
len. Beim Vergleich der Interventionsgruppen untereinander zeigte sich zudem
in der HFD-Gruppe eine signifikant héhere mittlere Wasseraufnahme pro Tag
im Vergleich zu den beiden Hochfett-/Hochzuckerinterventionsgruppen.

4.1.2 Korpergewicht und BMI der Muttertiere

Das Korpergewicht der Weibchen aus den verschiedenen Futtergruppen wurde
am Tag vor der Verpaarung an Gestationstag 0 und am Tag der Euthanasie an
Gestationstag 15,5 erfasst. Zu letzterem Zeitpunkt wurde zuséatzlich auch die
Kdrperlange gemessen und der BMI berechnet. Eingeschlossen wurden nur
Weibchen mit mindestens flinf lebenden Feten pro Wurf zum Zeitpunkt der Sec-
tio an Gestationstag 15,5. Im Versuch zeigte sich im Mittel in allen drei Interven-
tionsgruppen an beiden Messzeitpunkten ein hoheres miitterliches Korperge-
wicht und an Gestationstag 15,5 auch ein leicht h6herer BMI im Vergleich zur
SD-Gruppe (s. Tabelle 20). Wahrend sich dabei fir die HFD-Gruppe zu beiden
Messzeitpunkten ein signifikanter Unterschied im Vergleich zur SD-Gruppe
nachweisen liel3, war dies fur die WSD-Gruppe nur an Gestationstag 0,5 und fur
die DIO-Gruppe nur an Gestationstag 15,5 der Fall. Im Gegensatz zum mutter-
lichen Korpergewicht konnten fir den mdtterlichen BMI an Gestationstag 15,5
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Futtergruppen nachgewiesen
werden.

Durch die Futterung der drei Interventionsdiaten sollte eine mutterliche Adiposi-
tas induziert werden, wobei als Grenzwert, ab dem die Tiere als adipds galten,
ein Koérpergewicht von mindestens 23 g zum Zeitpunkt der Verpaarung festge-
legt wurde. Im Einzelnen liel3en sich jedoch in allen drei Interventionsgruppen
einige Weibchen feststellen, welche keine adaquate Gewichtszunahme unter
dem Einfluss der hochkalorischen Interventionsdiaten entwickelten. Als soge-
nannte Non-Responder wurden dabei die Weibchen definiert, welche zum Zeit-
punkt der Verpaarung weniger als 23 g wogen und somit nicht vom Vorliegen
einer mutterlichen Adipositas ausgegangen werden konnte. Wahrend sich in
der HFD-Gruppe bei insgesamt 15 Weibchen ein Drittel davon als Non-

Responder erwiesen, war dies in der DIO-Gruppe fir die Halfte von insgesamt
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sechs Weibchen und in der WSD-Gruppe sogar fur 60 % von insgesamt funf
Weibchen der Fall.

4.1.3 Trachtigkeitsrate und Gestationsdauer

Im Versuch wurde von allen Futtergruppen die Trachtigkeitsrate der Weibchen
ermittelt. Hierbei liel3 sich in allen drei Interventionsgruppen eine niedrigere
Trachtigkeitsrate im Vergleich zur SD-Gruppe feststellen, wobei diese in der
WSD-Gruppe noch deutlich geringer war als in der HFD- und in der DIO-Grup-
pe (s. Tabelle 20).

Des Weiteren wurde von den Weibchen, welche die Schwangerschaft austru-
gen, die Gestationsdauer unter dem Einfluss der verschiedenen Diaten erfasst.
Hierbei zeigte sich in allen drei Interventionsgruppen eine signifikant langere
Gestationsdauer im Vergleich zur SD-Gruppe (s. Tabelle 20 und Abbildung 4).
Die insgesamt langste Gestationsdauer fand sich in der WSD-Gruppe und war

hierbei im Mittel um etwa einen Tag langer als in der SD-Gruppe.

23 1 okok 1 Abbildung 4: Gestationsdauer
T ! . ! der Weibchen unter dem Ein-
=] I = i fluss der verschiedenen muit-
— 22 * A terlichen Diaten
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g 21- 00000 (1mim| AMAA gen von n Weibchen pro Gruppe
®© — (1 Punkt reprasentiert 1 Weib-
8 — —— chen): SD n = 8; HFD n = 11;
c 201 OOO @080 MIEHHE MMM o= 11; WSD n = 12. Dar
= — stellung der Daten als Mittelwert
S 19100000  ee + SEM. * p £ 0.05, ** p < 0.01,
O **pn<0.001.

O
18 I | | ]
Q Q (@) Q
2 X S O

4.2 Diatetischer Effekt auf die Feten

Von den an Gestationstag 15,5 euthanasierten und sektionierten Weibchen

wurden die Feten aus dem Uterus entnommen und das fetale Gewicht ermittelt.
Des Weiteren erfolgte die Erfassung der Wurfgro3e und die Anzahl der resor-
bierten Feten sowie daraus die Berechnung der Resorptionsrate. Das jeweilige
Geschlecht der asservierten Feten wurde im Verlauf anhand der Genotypisie-
rung mittels PCR bestimmt und daraus das Geschlechterverhaltnis der Feten

des jeweiligen Wurfs ermittelt.
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Im Versuch fanden sich durchschnittlich 7 - 8 Feten pro Wurf, wobei sich kein
signifikanter Unterschied beziglich der Wurfgrof3e zwischen den verschiedenen
Futtergruppen nachweisen liel3 (s. Tabelle 20). Fur die Geschlechter der Feten
eines Wurfs zeigte sich in der SD- und in der WSD-Gruppe ein ausgeglichenes
Verhaltnis, wohingegen sich in der HFD- und in der DIO-Gruppe im Mittel ein
hoherer Anteil mannlicher Feten pro Wurf feststellen liel3 (s. Tabelle 20). Aller-
dings lie3 sich hierbei ebenfalls kein statistisch signifikanter Unterschied zwi-
schen den verschiedenen Futtergruppen nachweisen. Im Gegensatz dazu zeig-
ten sich fur den Anteil der resorbierten Feten pro Wurf deutliche Unterschiede
zwischen den verschiedenen Futtergruppen, wobei sich in allen drei Interventi-
onsgruppen im Mittel eine hohere Resorptionsrate im Vergleich zur SD-Gruppe
feststellen liel3 (s. Tabelle 20 und Abbildung 5). Eine statistische Signifikanz liel3
sich hierbei jedoch nur fur die WSD-Gruppe nachweisen, in der sich unter allen
Futtergruppen die hdchste mittlere Resorptionsrate zeigte.
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L
I
A B : *% :
L * 1 |_:&t_|
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— —— L * [
S = d '
S, 20 = 0.4
2 5
2 154 _ % 0.34
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Abbildung 5: Fetales Outcome unter dem Einfluss der verschiedenen mitterlichen Diaten
(A) Resorptionsrate der Feten pro Wurf an Gestationstag 15,5. Bei einem Wurf pro Maus wur-
den pro Gruppe n Mause analysiert: SD n = 13; HFD n =15; DIOn =6; WSD n = 5.

(B) Fetales Korpergewicht an Gestationstag 15,5. Daten von n Feten von n Mittern:

SD n =97/13; HFD n = 115/15; DIO n = 45/6; WSD n = 42/5.

Angabe der Daten als Mittelwert + SEM. * p £0.05, ** p £0.01, *** p £ 0.001, **** p <0.0001.

Auch fir das fetale Gewicht an Gestationstag 15,5 zeigten sich deutliche Unter-
schiede zwischen den verschiedenen Futtergruppen, wobei sich in allen drei
Interventionsgruppen ein signifikant geringeres fetales Gewicht im Vergleich zur
SD-Gruppe zeigte (s. Tabelle 20 und Abbildung 5). Das geringste fetale Ge-
wicht liel3 sich fur die Feten der WSD-Gruppe feststellen, wobei nicht nur im

Vergleich zur SD-Gruppe, sondern auch im Vergleich zur HFD-Gruppe ein sig-
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nifikanter Unterschied nachweisbar war. Zwei Tage nach Geburt (P2) liel3 sich
dagegen kein signifikanter Gewichtsunterschied mehr zwischen den lebenden
Nachkommen der verschiedenen Futtergruppen nachweisen (s. Tabelle 20).

Des Weiteren wurde von den Nachkommen der Weibchen, die die Schwanger-
schaft austrugen, der Anteil der lebenden Nachkommen am Tag der Geburt
(P1) sowie die Uberlebensrate bis P2 und bis P21 (Ende der Stillzeit) erfasst (s.
Tabelle 19). Insbesondere an P1 und bis P2 zeigte sich in der HFD-Gruppe und
noch ausgepragter in der WSD-Gruppe eine deutliche Reduktion der Uberle-
bensrate der Nachkommen. In der DIO-Gruppe liel3 sich dagegen zu allen drei
Zeitpunkten nur eine sehr geringe Reduktion der Uberlebensrate im Vergleich

zur SD-Gruppe feststellen.

Uberleben der Nachkommen [%] SD HFD DIO WSD
Anteil lebender Nachkommen an P1 98,73 90,91 97,70 82,54
Uberlebensrate bis P2 97,44 88,33 94,12 82,69
Uberlebensrate bis P21 100 100 97,50 94,12

Tabelle 19: Uberleben der Nachkommen unter dem Einfluss der verschiedenen
mitterlichen Diaten

Anteil lebender Nachkommen sowie Uberlebensraten der Nachkommen der Weibchen aus den
verschiedenen Futtergruppen in Prozent. n als Gesamtanzahl Nachkommen bei Geburt von n
Wirfen jeweils verschiedener Muttertiere: SD n = 79/8; HFD n = 66/9; DIO n = 87/10; WSD n =
63/9. P, Postnataler Tag.
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Phéanotypische Daten SD HFD DIO WSD
*% *
Mutterliches Korpergewicht an GO [g] Zl’zzzilg’ﬂ 24’4? : 2’575 23’7n1=161’23 22’7?1 l; 3’39
*% *
Mutterliches Korpergewicht an G15,5 [g] 32’29:12’38 34’93 : 2’587 35’1?] l; é’ll 34’2n7=151’21
Miitterlicher BMI an G15,5 [(g/cm?)*10] 3’2n5=1102’04 3'3n7=i105’06 3’4::' i 2’12 3’3::' i 2’07
* *% *%k%k
Gestationsdauer [Tage] 19,3§ J;r 2,183 20,2n7:ilol,24 20,3r(? ;_r C1),115 20,52?14_;01,219
Trachtigkeitsrate [%] ﬁizﬁl n23,5233 r?fi%% r}iég
R 7,7+0,3 8,3+0,4 8,0+0,5 8,4+0,9
Wurfgroie n=13 n=15 n=6 n=5
. 6,34 £ 2,41 11,95 + 3,07 11,27 + 2,66 19,24 + 4,45 *
Resorptionsrate [%0] n=13 n=15 n=6 n=5
Geschlechterverhaltnis 50,48 + 8,35 58,57 £ 7,09 70,14 + 8,08 51,61 + 4,87
[Mannchen pro Wurf in %] n=78/10 n =83/10 n = 48/6 n=42/5
. 0,4526 + 0,0090 0,4123 +0,0071 *** t 0,4082 + 0,0145 ** 0,3744 + 0,0137 ****
Fetales Gewicht an G15,5 [g] n=97/13 n = 115/15 n = 45/6 n = 42/5
. 1,39+ 0,01 1,43 +0,03 1,39 £ 0,02 1,37 £ 0,02
Gewicht Nachkommen an P2 [g] n=51/8 n = 36/6 n = 58/10 n = 24/4
. 0,0979 + 0,0038 0,0912 + 0,0028 0,0852 + 0,0036 * t 0,0953 + 0,0029
Plazentares Gewicht an G15,5 [g] n=22/11 N = 34/13 n=11/5 n = 13/4
Plazentaeffizienz an G15.5 4 552 + 0,292 4,799 + 0,186 4,937 £ 0,291 4,262 = 0,245
' n=22/11 n=33/13 n=11/5 n=13/4

Tabelle 20: Phanotypische Daten von Muttertieren, Feten und Plazenten

Angabe der Daten als Mittelwert + SEM bzw. fur die Trachtigkeitsrate als absoluter Wert je Futtergruppe. Ausgenommen von der Resorptionsrate und der
WurfgroRe war ein Einschlusskriterium fir die Analyse eine WurfgréRe von > 5 Feten. Berechnung der Plazentaeffizienz aus dem Quotienten fetales Ge-
wicht/Plazentagewicht. Phanotypische Daten der Muttertiere, Wurfgré3e und Resorptionsrate von n unabhangigen Weibchen. Fetales Gewicht, Gewicht
Nachkommen an P2, plazentares Gewicht und Plazentaeffizienz als n Feten oder Plazenten von n Weibchen. Geschlechterverhéltnis als n Feten von n Wir-
fen jeweils unterschiedlicher Muttertiere. Signifikante Unterschiede wurden angenommen bei p < 0.05: im Vergleich zur SD (fettgedruckt): * p < 0.05,
**p <0.01, ™ p<0.001, **** p <0.0001; im Vergleich zu WSD: 1 p £ 0.05. G, Gestationstag; P, Postnataler Tag.
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4.3 Diatetischer Effekt auf die Plazenten

Die bisher dargestellten Ergebnisse zeigen, dass unter dem Einfluss der ver-
schiedenen Interventionsdiaten und der hierdurch induzierten mutterlichen Adi-
positas negative Auswirkungen auf die fetale Entwicklung zu beobachten sind,
die auf eine kompromittierte fetale Versorgung hindeuten. Beztiglich der hierbei
zugrunde liegenden Pathophysiologie sollte untersucht werden, ob die mutterli-
che Diat bzw. Adipositas ungunstige Veranderungen in der Plazenta induziert,
welche zu einer plazentaren Dysfunktion fuhren und damit urséchlich fur die
fetale Entwicklungsstérung sein konnten. Hierzu wurden die Plazenten ph&no-
typisch, histologisch und molekularbiologisch auf Unterschiede zwischen den

verschiedenen Futtergruppen untersucht.

4.3.1 Plazentares Gewicht und Plazentaeffizienz an Gestationstag 15,5

Im Versuch wurde von einigen Plazenten der an Gestationstag 15,5 euthana-
sierten und sektionierten Weibchen das Gewicht ermittelt. Wahrend sich im Ver-
such fir das plazentare Gewicht kein wesentlicher Unterschied zwischen der
WSD- und der SD-Gruppe zeigte, liel3 sich in der HFD- und in der DIO-Gruppe
ein geringeres plazentares Gewicht im Vergleich zur SD-Gruppe feststellen (s.
Tabelle 20). Eine statistische Signifikanz liel3 sich hierbei jedoch nur fir die
DIO-Gruppe nachweisen, wobei sich das plazentare Gewicht signifikant gerin-
ger sowohl im Vergleich zur SD-Gruppe als auch im Vergleich zur WSD-Gruppe
zeigte. Im Hinblick auf die Frage beziglich des Vorliegens einer plazentaren
Dysfunktion wurde die Plazentaeffizienz aus dem Quotienten des fetalen Ge-
wichts und des Gewichts der zugehérigen Plazenta ermittelt. Wahrend sich fir
die Plazenten der WSD-Gruppe eine leicht reduzierte Plazentaeffizienz feststel-
len liel3, zeigte sich dagegen fur die Plazenten der HFD- und der DIO-Gruppe
eine leicht erhbhte Plazentaeffizienz im Vergleich zur SD-Gruppe (s. Tabelle
20). Allerdings lie3 sich hierbei fur die Unterschiede zwischen den Futtergrup-

pen keine statistische Signifikanz nachweisen.

4.3.2 Diatetischer Effekt auf die Volumina der plazentaren Zonen

Bei der stereologischen Analyse der Plazenten sollte unter anderem untersucht
werden, ob sich ein Einfluss der mitterlichen Diat bzw. Adipositas auf das Ge-
samtvolumen der Plazenten, sowie auf die Volumina der drei verschiedenen

plazentaren Zonen nachweisen liel3.
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a6 3 (SN

Abbildung 6: Reprasentatives Bild eines histologischen Schnitts fir die stereologische
Analyse der plazentaren Zonen

HE-gefarbter histologischer Schnitt durch eine gesamte Plazenta aus der DIO-Gruppe in 10x-
VergrofRerung. Hervorhebung der verschiedenen plazentaren Zonen durch farbige Umrandung:
Labyrinth-Zone (LZ): weil3; Junctional Zone (JZ): orange; Dezidua basalis (DB): rot. Grid aus
Kreuzen (gelb) zur stereologischen Analyse der Volumina der plazentaren Zonen, wobei ein
Kreuz eine Flache von 250.000 um2 reprasentiert. GréRenbalken: 500 um.

Die Labyrinth-Zone als Ort des fetomaternalen Stoffaustausches war hierbei
von besonderem Interesse, da Veranderungen dieser Zone unmittelbare Folgen
fur die fetale Versorgung haben koénnen. Mit der Funktion als Energiedepot
durch die enthaltenen Glykogenzellen sowie der Produktion von Hormonen
durch die beiden Spongiotrophoblastenpopulationen, wurde jedoch auch der
Junctional Zone besondere Beachtung zuteil [26, 30].

Im Versuch zeigte sich fur das Gesamtvolumen der Plazenten (Summe der Vo-
lumina von LZ, JZ und DB) in der HFD-Gruppe ein leicht erhéhtes Volumen im
Vergleich zur SD-Gruppe, wohingegen sich in der DIO- und in der WSD-Gruppe
ein leicht vermindertes Volumen der Plazenten im Vergleich zur SD-Gruppe
feststellen lieR (s. Tabelle 21). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch fir das
absolute Volumen der Junctional Zone sowie fir den Volumenanteil der Junc-
tional Zone am Gesamtvolumen der Plazenta (s. Tabelle 21). Allerdings lie3en
sich hierbei weder fur das Gesamtvolumen der Plazenten noch fur das Volumen
der Junctional Zone statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Futter-
gruppen nachweisen.

Das absolute Volumen der Labyrinth-Zone sowie der Volumenanteil der La-

byrinth-Zone am Gesamtvolumen der Plazenta zeigte sich in den beiden Hoch-
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fett-/Hochzuckerinterventionsgruppen reduziert im Vergleich zur SD-Gruppe (s.
Tabelle 21). Eine statistische Signifikanz lie3 sich hierbei jedoch nur fur das
absolute Volumen der Labyrinth-Zone in der WSD-Gruppe im Vergleich zur SD-
Gruppe nachweisen. Zwischen der HFD-Gruppe und der SD-Gruppe liel3 sich
dagegen weder fur das absolute Volumen noch fur den Volumenanteil der La-
byrinth-Zone am Gesamtvolumen der Plazenta ein wesentlicher Unterschied
feststellen (s. Tabelle 21).

Des Weiteren zeigte sich im Versuch in allen Interventionsgruppen, und hierbei
insbesondere in der WSD-Gruppe, ein erhohtes absolutes Volumen der Dezi-
dua basalis sowie ein erhdhter Volumenanteil der Dezidua basalis am Gesamt-
volumen der Plazenta im Vergleich zur SD-Gruppe (s. Tabelle 21). Ein signifi-
kanter Unterschied liel3 sich jedoch nur fir den Volumenanteil der Dezidua ba-
salis am Gesamtvolumen der Plazenta zwischen der WSD-Gruppe und der SD-
Gruppe nachweisen. Fiur das absolute Volumen der Dezidua basalis zeigte sich
jedoch ebenfalls zumindest ein starker Trend fir ein groReres Volumen in der
WSD-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe (p = 0,0519).

Zusammenfassend konnte fir die Volumina der plazentaren Zonen somit nur in
der WSD-Gruppe und hierbei nur fir die Labyrinth-Zone und die Dezidua basa-
lis ein statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur SD-Gruppe nach-

gewiesen werden.

4.3.3 Diatetischer Effekt auf das Volumen der Glykogenzellnester der

Plazenta

Die Glykogenzellen in der Plazenta stellen ein Energiedepot dar, welches bei
Mangelzustdnden die Versorgung der Plazenta und die des Kindes aufrecht
erhalten kann [30]. Zur Untersuchung der pathophysiologischen Rolle der Pla-
zenta war dabei von besonderem Interesse, wie sich das Volumen der Glyko-
genzellnester und deren Verteilung innerhalb der Plazenta unter dem Einfluss
der verschiedenen miutterlichen Diaten verhalt. Bei der stereologischen Analyse
der Plazenten wurde daher das Gesamtvolumen der Glykogenzellnester sowie
deren Lokalisation innerhalb der plazentaren Zonen untersucht. Da die Glyko-
genzellen physiologischerweise im Laufe der Schwangerschaft von der Junctio-
nal Zone in die Dezidua basalis migrieren, wurden diese beiden Zonen als eine
Einheit betrachtet und daher bei der Untersuchung der Lokalisation lediglich
zwischen Glykogenzellnestern innerhalb und aul3erhalb der Labyrinth-Zone un-
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terschieden [26]. Der Hintergrund ist hierbei die Annahme, dass Glykogenzellen
innerhalb der Labyrinth-Zone aufgrund der rAumlichen N&ahe zu den fetalen Ge-
falken Uberwiegend der fetalen Versorgung dienen, wohingegen Glykogenzellen
aulRerhalb der Labyrinth-Zone vor allem der Plazenta selbst als Energielieferant

dienen.

Abbildung 7: Repréasentatives Bild eines histologischen Schnitts flr die stereologische
Analyse des Volumens der Glykogenzellnester in der Plazenta

PAS-gefarbter histologischer Schnitt durch eine gesamte Plazenta aus der SD-Gruppe in 20x-
VergréRerung. Gemeinsame Umrandung der Junctional Zone (JZ) und der Dezidua basalis
(DB) in schwarz und der Labyrinth-Zone (LZ) in weil3. Grid aus Kreuzen (gelb) zur stereologi-
schen Analyse des Volumens der Glykogenzellnester, wobei ein Kreuz eine Flache von 75.000
umz reprasentiert. Der Pfeil zeigt auf ein Glykogenzellnest in der Labyrinth-Zone. Grofl3enbal-
ken: 274 pym.

Im Vergleich zur SD-Gruppe zeigte sich das Gesamtvolumen der Glykogenzell-
nester sowie das Volumen der Glykogenzellnester innerhalb bzw. auf3erhalb
der Labyrinth-Zone in der WSD-Gruppe minimal und in der HFD-Gruppe noch
etwas starker erhoht, wohingegen sich in der DIO-Gruppe kein wesentlicher
Unterschied im Vergleich zur SD-Gruppe zeigte (s. Tabelle 21). Insgesamt
konnte jedoch fur keinen der drei untersuchten Aspekte ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Futtergruppen nachgewiesen werden. Somit ergab sich
kein Hinweis darauf, dass die mitterliche Adipositas oder die mutterliche Diat
an Gestationstag 15,5 einen signifikanten Einfluss auf das Gesamtvolumen der
Glykogenzellnester oder deren Lokalisation innerhalb der Plazenta hat.
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SD

HFD

DIO

WSD

Volumen plazentarer Kompartimente [mm?]

Plazenta gesamt
Labyrinth-Zone
Junctional Zone

Dezidua basalis

n==6
45,937 + 2,141
16,448 + 1,127
16,492 + 1,364

12,998 + 0,692

n=>5
49,680 + 3,693
16,536 + 1,265
18,762 + 2,6595

14,382 + 1,321

n==6
41,962 + 2,204
14,400 £ 0,411
14,035 + 1,2062

13,530 + 1,491

n=>5
43,578 + 2,289
13,708 + 0,480 *
14,726 + 1,8520

15,150 *+ 0,557

Volumenanteil plazentarer Kompartimente [%)] n=6(LZn=25) n=>5 n=6(LZn=5) n=>5
Labyrinth-Zone 33,74 +£0,81 33,66 + 2,50 32,71 +£1,05 31,59 +0,81
Junctional Zone 35,72 +1,82 37,45 + 3,30 33,31+1,74 33,31 £ 2,56
Dezidua basalis 28,33 +0,87 28,88 £ 1,36 31,84 £ 2,69 35,10 £ 2,13 **
Volumen Glykogenzellnester der Plazenta [mm?] n==6 n=>5 n=6 n=>5
Gesamt 10,241 £ 0,565 12,847 +1,750 9,908 + 1,032 11,231 + 0,825

Volumen Glykogenzellnester in LZ 0,414 + 0,072 0,645 + 0,145 0,449 + 0,063 0,500 + 0,036

Volumen Glykogenzellnester aul3erhalb LZ 9,827 0,576 12,202 + 1,692 9,460 =+ 1,021 10,731 £ 0,852

Tabelle 21: Ergebnisse der stereologischen Analyse der Plazenten: Volumina plazentarer Zonen und der Glykogenzellnester

Angabe der Werte als Mittelwert + SEM von n Plazenten jeweils verschiedener Muttertiere. Anteil Plazenten mannlicher Feten pro Gruppe: SD = 50 %; HFD =
60 %; DIO = 66,66 %; WSD = 60 %. Volumenanteil plazentarer Kompartimente: Volumen Kompartiment/Gesamtvolumen Plazenta. Signifikante Unterschiede
wurden angenommen bei p < 0.05: im Vergleich zur SD (fettgedruckt): * p < 0.05, ** p < 0.01. Fur den Vergleich der Interventionsdiaten untereinander lieRen
sich keine signifikanten Unterschiede nachweisen. LZ, Labyrinth-Zone.
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4.3.4 Diatetischer Effekt auf das Volumen und die Oberflache der

vaskularen Strukturen in der Labyrinth-Zone

Die vaskularen Strukturen in der Labyrinth-Zone der Plazenta spielen als Ort
des fetomaternalen Stoffaustausches eine wichtige Rolle bei der Klarung der
zugrunde liegenden Pathophysiologie einer kompromittierten fetalen Versor-
gung. Im Versuch wurden mit stereologischen Methoden das Volumen und die
Oberflache der fetalen Kapillaren und der maternalen Blutsinusse ermittelt, da
diese wichtige Parameter fur die Effektivitat des fetomaternalen Stoffaustau-
sches darstellen. Des Weiteren wurde das Volumen des Trophoblastengewe-
bes zwischen den vaskularen Strukturen der Labyrinth-Zone erfasst, welches

das Gesamtvolumen der Interhemal Membrane reprasentiert.

Abbildung 8: Reprasentativer Bildausschnitt eines histologischen Schnitts fir die stereo-
logische Analyse der vaskularen Strukturen in der plazentaren Labyrinth-Zone
Bildausschnitt aus der Labyrinth-Zone eines immunhistochemisch gefarbten histologischen
Schnitts einer Plazenta aus der SD-Gruppe in 40x-VergréRerung. Farbung des fetalen Endo-
thels mit einem Antikdrper gegen CD-31 und Gegenfarbung mit Hamalaunlésung sauer nach
Mayer. Grid aus Linie und Kreuzen (gelb) zur stereologischen Analyse der Oberflache und des
Volumens der vaskularen Strukturen, wobei ein Kreuz eine Flache von 12.500 umz reprasen-
tiert. Schwarze Pfeile zeigen auf fetale Kapillaren (CD-31 positiv), weiRe Pfeile zeigen auf ma-
ternale Blutsinusse (CD-31 negativ). Grof3enbalken: 55 um.

Fur das Volumen des Trophoblastengewebes in der Labyrinth-Zone der Plazen-
ta lieBen sich zwischen der HFD- und der SD-Gruppe keine wesentlichen Un-
terschiede feststellen (s. Tabelle 22). Dagegen zeigte sich in den beiden Hoch-

fett-/Hochzuckerinterventionsgruppen ein erhdhtes absolutes Volumen des Tro-
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phoblastengewebes im Vergleich zur SD-Gruppe, wobei sich jedoch keine sta-
tistische Signifikanz nachweisen liel3 (s. Tabelle 22). Dafir lie3 sich ein signifi-
kant hoherer Volumenanteil des Trophoblastengewebes am Gesamtvolumen
der Labyrinth-Zone in den beiden Hochfett-/Hochzuckerinterventionsgruppen
sowohl im Vergleich zur SD-Gruppe als auch im Vergleich zur HFD-Gruppe
feststellen (s. Tabelle 22).

Fur die fetalen Kapillaren konnte in beiden Hochfett/Hochzuckerinterventions-
gruppen ein signifikant geringeres Gefallvolumen im Vergleich zur SD-Gruppe
nachgewiesen werden (s. Tabelle 22). Gleiches zeigte sich auch fur den Volu-
menanteil der fetalen Kapillaren am Gesamtvolumen der Labyrinth-Zone (s.
Tabelle 22). Dagegen lie3en sich im Versuch fir die Plazenten der HFD-
Gruppe keine wesentlichen Unterschiede beziiglich des fetalen GefalRvolumens
im Vergleich zur SD-Gruppe feststellen. Beim Vergleich der Interventionsgrup-
pen untereinander liel3 sich jedoch fir die Plazenten der HFD-Gruppe ein signi-
fikant héheres absolutes fetales GefalRvolumen im Vergleich zur DIO-Gruppe
und ein signifikant hoherer Volumenanteil der fetalen Kapillaren am Gesamtvo-
lumen der Labyrinth-Zone im Vergleich zu beiden Hochfett-/Hochzuckerinter-
ventionsgruppen nachweisen (s. Tabelle 22).

Ahnliche Verhaltnisse wie fiir das fetale GefaRvolumen zeigten sich auch fir die
fetale GefaRoberflache (s. Tabelle 22). Hierbei lie3 sich in den Plazenten der
beiden Hochfett-/Hochzuckerinterventionsgruppen eine geringere Oberflache
der fetalen Kapillaren im Vergleich zur SD-Gruppe feststellen, wobei sich je-
doch nur fir die DIO-Gruppe eine statistische Signifikanz nachweisen lie3. Fur
die Plazenten der HFD-Gruppe liel3 sich fur die fetale Gefal3oberflache zwar
kein wesentlicher Unterschied im Vergleich zur SD-Gruppe feststellen, dagegen
zeigte sich jedoch beim Vergleich der Interventionsdiaten untereinander in der
HFD-Gruppe eine signifikant hohere fetale Gefal3oberflache im Vergleich zur
DIO-Gruppe.

Somit zeigte sich in diesem Versuch unter dem Einfluss der beiden Hochfett-/
Hochzuckerdiaten ein statistisch signifikanter Effekt auf das fetale Gefafl3volu-
men und die fetale Gefal3oberflache, wohingegen sich dies unter dem Einfluss
der reinen Hochfettdiat nicht nachweisen liel3.

Fir das Volumen und die Oberflache der maternalen Blutsinusse wurden ahnli-
che Ergebnisse wie fir die fetalen Gefal3e ermittelt (s. Tabelle 22). So zeigte
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sich ein signifikant geringeres maternales Gefal3volumen in den beiden Hoch-
fett-/Hochzuckerinterventionsgruppen sowohl im Vergleich zur SD-Gruppe als
auch im Vergleich zur HFD-Gruppe. Auch der Volumenanteil der maternalen
Blutsinusse am Gesamtvolumen der Labyrinth-Zone zeigte sich in den beiden
Hochfett-/Hochzuckerinterventionsgruppen geringer sowohl im Vergleich zur
HFD-Gruppe als auch im Vergleich zur SD-Gruppe. Eine statistische Signifikanz
lie@ sich hierbei jedoch nur im Vergleich zur HFD-Gruppe nachweisen.
Fur die Plazenten der HFD-Gruppe zeigten sich im Versuch keine signifikanten
Unterschiede fir das absolute Volumen oder den Volumenanteil der maternalen
Blutsinusse am Gesamtvolumen der Labyrinth-Zone im Vergleich zur SD-
Gruppe. Gleiches liel3 sich auch fur die Oberflache der maternalen Blutsinusse
beim Vergleich der HFD-Gruppe mit der SD-Gruppe feststellen. Fur die Plazen-
ten der beiden Hochfett-/Hochzuckerinterventionsgruppen zeigte sich zwar eine
geringere maternale Gefal3oberflache im Vergleich zur SD-Gruppe, allerdings
lie3 sich hierbei keine statistische Signifikanz nachweisen (s. Tabelle 22).

Analog zu den Ergebnissen fur die fetalen Gefal3e legen somit auch die Resul-
tate fur die maternalen Blutsinusse nahe, dass sich die beiden Hochfett-/Hoch-
zuckerdiaten in ihrem Effekt auf die plazentaren Gefal3e von der reinen Hoch-

fettdiat unterscheiden.
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SD HFD DIO WSD
Volumen Kompartimente der LZ [mm?] n=6(FKn=5) n=>5 n=6 n=5
Fetale Kapillaren 3,882+0,105 3,680+ 0,351 2,673 £0,161 ** ¢ 2,919 £ 0,189 **
Maternale Blutsinusse 6,662 + 0,625 6,376 £ 0,476 4,707 £0,226 * 00 4,477 £0,404 * ¢
Trophoblastengewebe in LZ 6,925 + 0,578 6,171 + 0,695 7,530 £ 0,410 7,284 + 0,345
Volumenanteil Kompartimente der LZ [%)] n=6(FKn=5) n=5(FKn=4) n=6 n=5

Fetale Kapillaren 23,52 £ 0,57 24,86 + 0,38 17,96 + 1,14 ** 00 1996 £1,35* ¢
Maternale Blutsinusse 36,55 + 2,40 39,22 +£1,92 31,49+1,13 ¢ 30,62+222 ¢
Trophoblastengewebe in LZ 38,63 +2,42 37,71 + 3,08 50,33 £ 1,88 ** ¢ 49,70 £ 1,32 ** ¢
Oberflache Kompartimente der LZ [cm?] n=>5 n=>5 n==6 n=>5
Fetale Kapillaren 15,44 + 0,59 14,81 £ 1,05 11,28 £ 0,62 ** ¢ 13,01 £1,02
Maternale Blutsinusse 18,34 £ 1,30 18,45 + 0,89 16,01 + 1,27 16,40 + 1,98

Tabelle 22: Ergebnisse der stereologischen Analyse der Plazenten: Volumen und Oberflache der vaskularen Strukturen in der Labyrinth-Zone

Angabe der Werte als Mittelwert + SEM von n Plazenten jeweils verschiedener Muttertiere. Anteil Plazenten mannlicher Feten pro Gruppe: SD = 50 %; HFD =
60 %; DIO = 66,66 %; WSD = 60 %. Volumenanteil Kompartimente der LZ: Volumen Kompartiment/Gesamtvolumen LZ. Signifikante Unterschiede wurden
angenommen bei p < 0.05: im Vergleich zur SD (fettgedruckt): * p < 0.05, ** p < 0.01; im Vergleich zur HFD: ¢ p < 0.05, 00 p < 0.01. LZ, Labyrinth-Zone; FK,

Fetale Kapillaren.
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4.3.5. Diatetischer Effekt auf die fetalen Endothelzellen in der Plazenta

Das Endothel der fetalen Kapillaren spielt als Teil der Interhemal Membrane
eine wichtige Rolle fur den fetomaternalen Stoffaustausch. Die im Folgenden
unter dem Begriff Endothelzellmarker zusammengefassten Proteine sind insbe-
sondere fir die Angiogenese, die Migration und das Uberleben der einzelnen
Endothelzellen von Bedeutung [35, 39, 123]. Dagegen spielen die Adherens
Junctions vor allem fir den endothelialen Gewebeverband eine wichtige Rolle
und sind dabei essentiell fur die Integritdt und Stabilitédt sowie fur die selektiv
permeable Barrierefunktion der fetalen Kapillaren [46, 47, 51, 54]. Sowohl St6-
rungen der einzelnen Endothelzellen als auch des endothelialen Gewebever-
bands der fetalen Kapillaren in der Plazenta kdnnen die fetale Versorgung ent-
scheidend beeinflussen. Daher sollte untersucht werden, ob die beobachtete fe-
tale Entwicklungsstérung unter dem Einfluss der mutterlichen Interventionsdia-
ten bzw. der mitterlichen Adipositas auf eine Verénderung des fetalen Endo-
thels in der Plazenta zurtickzufuhren sein kdnnte. Hierzu wurden die Plazenten
der verschiedenen Futtergruppen auf quantitative Unterschiede bezlglich der
Expression und der Proteinlevel von Endothelzellmarkern und Adherens Junc-
tion-Markern an Gestationstag 15,5 untersucht. Die Plazenten wurden hierbei
nach dem Geschlecht der zugehdrigen Feten getrennt analysiert. Auf mRNA-
Ebene erfolgte dabei der Abgleich des untersuchten Gens gegen die beiden
Housekeeping-Gene Beta-Aktin und GAPDH, wobei eine relevante Verande-
rung der Expression nur angenommen wurde, wenn in beiden Abgleichen ein
signifikanter Unterschied nachweisbar war. Auf Proteinebene erfolgte dagegen
der Abgleich gegen das Housekeeping-Gen HPRT. Signifikante Unterschiede
lieRen sich bezuglich der Proteinlevel sowohl beim Vergleich der Interventions-
diaten mit der Standarddiat, als auch beim Vergleich der Interventionsdiaten
untereinander nachweisen. Bezuglich der Genexpression fanden sich dagegen
lediglich beim Vergleich der Interventionsdidten mit der Standarddiat signifikan-
te Unterschiede, daher wurde im Folgenden von einer Darstellung der Ergeb-
nisse des Vergleichs der Interventionsdiaten untereinander auf mRNA-Ebene
abgesehen.
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4.3.5.1 Diatetischer Effekt auf die Expression und das Proteinlevel von

Endothelzellmarkern in der Plazenta
Im Versuch wurden die Endothelzellmarker Angpt-1, Angpt-2, TIE-1, TIE-2,
Apelin, VWF und CD-31 auf mRNA-Ebene sowie CD-31 zusatzlich auf Protein-

ebene auf relevante Veranderungen der Genexpression bzw. des Proteinlevels

in der Plazenta unter dem Einfluss der verschiedenen miutterlichen Didten un-
tersucht (s. Tabelle 23 und Abbildung 9).

Gen HFD DIO WSD
Weiblich

Angpt-1 0,77 £ 0,07 (*) 0,27 £ 0,04 ** 0,42 + 0,05 **
Angpt-2 0,87 £ 0,08 0,48 £ 0,09 * 0,97 +£0,12
TIE-1 0,83+ 0,04 (*) 0,98 + 0,08 0,85+ 0,02 (*)
TIE-2 0,75+ 0,05 ** 0,83+ 0,06 0,72 £ 0,06 (**)
Apelin 0,71 + 0,06 ** 0,26 + 0,06 ** 0,75 + 0,08 (**)
VWF 0,86 + 0,08 0,99 + 0,25 0,92 + 0,07
CD-31 0,91 + 0,07 0,61 + 0,06 ** 0,78 £ 0,06 (*)
Mannlich

Angpt-1 0,92 +0,12 0,73+0,08 * 0,89 £ 0,15
Angpt-2 0,75+ 0,09 (*) 0,75+0,16 1,05+ 0,24
TIE-1 0,88 + 0,05 1,07 £ 0,06 1,01+£0,10
TIE-2 0,94 + 0,08 1,09 £ 0,06 1,02+0,13
Apelin 0,91+0,10 1,16 £ 0,35 1,10+ 0,21
VWF 0,91+ 0,07 0,93 + 0,07 0,80 +£0,10
CD-31 0,95 + 0,04 0,91 + 0,08 0,98 + 0,09

Tabelle 23: Genexpression von Endothelzellmarkern in den Plazenten der verschiedenen
Futtergruppen

Mittels qRT-PCR wurde nach Geschlechtern getrennt die relative Genexpression von Endothel-
zellmarkern in den Plazenten der Interventionsgruppen im Vergleich zur SD-Gruppe (relative
Expression = 1) an Gestationstag 15,5 ermittelt. Dargestellt sind die Ergebnisse fir die Normali-
sierung auf das Abgleichgen Beta-Aktin, fir das Abgleichgen GAPDH zeigten sich ahnliche
Ergebnisse (nicht dargestellt). Angabe der Werte als Mittelwert £ SEM von n Plazenten jeweils
unterschiedlicher Muttertiere pro Geschlechtergruppe: Weiblich: SD n = 7; HFD n = 6 - 7,
DIO n = 4, WSD n = 5; Mannlich: SD n =7, HFD n = 7; DIO n = 6; WSD n = 4 - 5,
Signifikante Unterschiede wurden angenommen bei p < 0.05: im Vergleich zur SD (fettge-
druckt): * p < 0.05, ** p < 0.01. (*) Signifikante Unterschiede im Abgleich zu Beta-Aktin, jedoch
nicht im Abgleich zu GAPDH. Angpt-1, Angiopoetin-1; Angpt-2, Angiopoetin-2; vVWF, von-
Willebrand-Faktor.
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Fir die Plazenten der méannlichen Feten zeigte sich auf mRNA-Ebene lediglich
in der DIO-Gruppe und nur fur den endothelialen Wachstumsfaktor Angpt-1 ei-
ne signifikant geringere Expression im Vergleich zur SD-Gruppe. Dagegen lie-
3en sich fur die Plazenten der weiblichen Feten fir mehrere Endothelzellmarker
signifikante Veranderungen der Expression in den Interventionsgruppen im
Vergleich zur SD-Gruppe nachweisen. In der WSD-Gruppe zeigte sich als ein-
zige signifikante Veranderung eine Herunterregulation von Angpt-1. Dagegen
zeigte sich in der HFD-Gruppe eine verminderte Expression von Apelin und des
TIE-2-Rezeptors. In der DIO-Gruppe lie3en sich unter den Interventionsgruppen
die meisten signifikanten Veranderungen im Vergleich zur SD-Gruppe nachwei-
sen. Hierbei zeigte sich wie in der WSD-Gruppe eine Herunterregulation von
Angpt-1 und analog zur HFD-Gruppe auch eine Herunterregulation von Apelin.
Zudem zeigte sich eine signifikant verminderte Expression von Angpt-2 und
CD-31. Dagegen liel3 sich fur den TIE-1-Rezeptor und fur den VWF fir beide
Geschlechter in keiner der Interventionsgruppen eine relevante Verénderung
der Genexpression im Vergleich zur SD-Gruppe nachweisen.

Fir die Plazenten der weiblichen Feten zeigte sich in der DIO-Gruppe konkor-
dant zur Herunterregulation von CD-31 auf mRNA-Ebene auch ein geringeres
CD-31-Proteinlevel. Auf Proteinebene liel3 sich dabei eine statistische Signifi-
kanz sowohl beim Vergleich der DIO-Gruppe mit der SD-Gruppe als auch mit
der WSD-Gruppe nachweisen. Dagegen liel3 sich zwischen den Plazenten der
weiblichen Feten aus der WSD-Gruppe und der SD-Gruppe kein wesentlicher
Unterschied bezlglich des Proteinlevels von CD-31 feststellen (s. Abbildung 9).
Auch in der HFD-Gruppe zeigte sich sowohl fur die Plazenten der weiblichen
als auch der mannlichen Feten ein geringeres Proteinlevel von CD-31 im Ver-
gleich zur SD-Gruppe. Hierbei liel3 sich jedoch nur fir die Plazenten der mann-
lichen Feten eine statistische Signifikanz nachweisen. In den beiden Hochfett-/
Hochzuckerinterventionsgruppen zeigte sich dagegen fur die Plazenten der
mannlichen Feten ein signifikant héheres Proteinlevel von CD-31 sowohl im
Vergleich zur SD-Gruppe als auch im Vergleich zur HFD-Gruppe. Somit liel3
sich unter dem Einfluss der Hochfett-/Hochzuckerdiaten fur die Plazenten
mannlichen Geschlechts ein gegensatzlicher Effekt auf das Proteinlevel von
CD-31 als unter dem Einfluss der reinen Hochfettdiat feststellen (s. Abbildung
9).
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Insgesamt deuten die Ergebnisse auf mMRNA-Ebene darauf hin, dass alle drei
Interventionsdiaten zu einer Herunterregulation jeweils verschiedener Endothel-
zellmarker fuhren. Konkordant hierzu zeigte sich in der HFD-Gruppe fir den
Endothelzellmarker CD-31 fir beide Geschlechter auch ein geringeres Protein-
level. Dagegen lieRen sich fur die Plazenten der beiden Hochfett-/Hochzucker-
interventionsgruppen teilweise gegensatzliche geschlechterabhéngige Unter-
schiede bezuglich des CD-31-Proteinlevels im Vergleich zur SD-Gruppe nach-

weisen.
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Abbildung 9: Proteinlevel von CD-31 in den Plazenten der verschiedenen Futtergruppen
Ergebnisse der Western-Blot-Analyse des Proteinlevels von CD-31 (130-140 kDa) mit HPRT
(24 kDa) als Abgleich aus Plazentalysaten von A) Plazenten méannlicher Feten und von B) Pla-
zenten weiblicher Feten der verschiedenen Futtergruppen an Gestationstag 15,5. Zur besseren
Ubersicht erfolgte ein Zuschnitt der digitalisierten Membranen, um die Ergebnisse der Western-
Blot-Analyse fir die verschiedenen Futtergruppen in der gleichen Reihenfolge aufzufiihren wie
die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung. Analyse von n Plazenten jeweils unter-
schiedlicher Muttertiere pro Geschlechtergruppe: A) SDn =5, HFDn=4; DIOn =6; WSD n =
5;B) SD n=4; HFD n =5; DIO n =4; WSD n = 5. Die Graphen zeigen die Ergebnisse der den-
sitometrischen Auswertung der Western Blots fir CD-31 normalisiert auf HPRT fiir Plazenten C)
mannlicher Feten und fur D) weiblicher Feten. Angabe der relativen densitometrischen Werte
als Mittelwert + SEM. Signifikante Unterschiede wurden angenommen bei p < 0.05: * p < 0.05,
** p < 0.01. HPRT, Hypoxanthin-Guanin Phosphoribosyltransferase.
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4.3.5.2 Diatetischer Effekt auf die Expression und das Proteinlevel von

Adherens Junction-Markern in der Plazenta

Im Versuch wurden zwei verschiedene Komponenten der Adherens Junctions
untersucht, welche dabei unter dem Begriff Adherens Junction-Marker zusam-
mengefasst wurden. Hierbei wurde VE-Cadherin und Beta-Catenin auf mRNA-
Ebene sowie VE-Cadherin zuséatzlich auf Proteinebene auf relevante Verénde-
rungen der Genexpression bzw. des Proteinlevels in der Plazenta unter dem
Einfluss der verschiedenen mdutterlichen Diéten untersucht (s. Tabelle 24 und
Abbildung 10).

Auf mMRNA-Ebene konnte nur fur die Plazenten weiblicher Feten aus der DIO-
Gruppe eine signifikant geringere Expression von Beta-Catenin im Vergleich zur
SD-Gruppe nachgewiesen werden. Fir die Expression von VE-Cadherin konnte
dagegen auf mRNA-Ebene fur beide Geschlechter kein signifikanter Unter-
schied zwischen den Interventionsgruppen und der SD-Gruppe festgestellt wer-
den (s. Tabelle 24).

Gen HFD DIO WSD
Weiblich

Beta-Catenin 0,79 £ 0,05 (*) 0,58 + 0,09 ** 0,77 £ 0,05 (*)
VE-Cadherin 1,00 £ 0,06 1,16 £ 0,08 1,16 £ 0,05
Méannlich

Beta-Catenin 0,93+ 0,04 0,99 + 0,07 1,03 £ 0,05
VE-Cadherin 0,98 + 0,05 1,02+0,11 1,05 £ 0,06

Tabelle 24: Genexpression von Adherens Junction-Markern in den Plazenten der ver-
schiedenen Futtergruppen

Mittels qRT-PCR wurde nach Geschlechtern getrennt die relative Genexpression von Adherens
Junction-Markern in den Plazenten der Interventionsgruppen im Vergleich zur SD-Gruppe (rela-
tive Expression = 1) an Gestationstag 15,5 ermittelt. Dargestellt sind die Ergebnisse fir die
Normalisierung auf das Abgleichgen Beta-Aktin, fir das Abgleichgen GAPDH zeigten sich &hn-
liche Ergebnisse (nicht dargestellt). Angabe der Werte als Mittelwert + SEM von n Plazenten
jeweils unterschiedlicher Muttertiere pro Geschlechtergruppe: Weiblich: SDn =7, HFD n =6 -
7, DIO n = 4; WSD n = 5. Méannlich: SD n =7; HFD n = 7; DIO n = 6; WSD n = 5. Signifikante
Unterschiede wurden angenommen bei p < 0.05: im Vergleich zur SD (fettgedruckt): * p < 0.05,
**p <0.01. (*) Signifikante Unterschiede im Abgleich zu Beta-Aktin, jedoch nicht im Abgleich zu
GAPDH. VE-Cadherin, Vascular Endothelial Cadherin.

Fur die Plazenten weiblichen Geschlechts konnte fir VE-Cadherin auch auf
Proteinebene kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Futter-
gruppen festgestellt werden. Allerdings deuteten die Ergebnisse auf ein hohe-

res Proteinlevel von VE-Cadherin in den Plazenten der beiden Hochfett-/Hoch-
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zuckerinterventionsgruppen im Vergleich zur SD-Gruppe hin. Fir die Plazenten
mannlichen Geschlechts zeigte sich in allen drei Interventionsgruppen ein héhe-
res Proteinlevel von VE-Cadherin im Vergleich zur SD-Gruppe. Hierbei liel3 sich
im Gegensatz zu den Plazenten der weiblichen Feten zumindest fur die HFD-
und die WSD-Gruppe auch ein statistisch signifikanter Unterschied nachweisen.
Auf Proteinebene deuten die Ergebnisse somit insgesamt auf eine Hochregula-
tion von VE-Cadherin in der Plazenta unter dem Einfluss der verschiedenen

Interventionsdiaten hin.
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Abbildung 10: Proteinlevel von VE-Cadherin in den Plazenten der verschiedenen Futter-
gruppen

Ergebnisse der Western-Blot-Analyse des Proteinlevels von VE-Cadherin (115 kDa) mit HPRT
(24 kDa) als Abgleich aus Plazentalysaten von A) Plazenten méannlicher Feten und von B) Pla-
zenten weiblicher Feten der verschiedenen Futtergruppen an Gestationstag 15,5. Zur besseren
Ubersicht erfolgte ein Zuschnitt der digitalisierten Membranen, um die Ergebnisse der Western-
Blot-Analyse fir die verschiedenen Futtergruppen in der gleichen Reihenfolge aufzufiihren wie
die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung. Analyse von n Plazenten jeweils unter-
schiedlicher Muttertiere pro Geschlechtergruppe: A) SDn =5, HFD n=5; DIOn =6; WSD n =
5.B) SD n=5; HFD n =5; DIO n =4; WSD n = 4. Die Graphen zeigen die Ergebnisse der den-
sitometrischen Auswertung der Western Blots fur VE-Cadherin normalisiert auf HPRT fir Pla-
zenten C) mannlicher Feten und fur D) weiblicher Feten. Angabe der relativen densitometri-
schen Werte als Mittelwert £+ SEM. Signifikante Unterschiede wurden angenommen bei
p £ 0.05: * p < 0.05. HPRT, Hypoxanthin-Guanin Phosphoribosyltransferase; VE-Cadherin,
Vascular Endothelial Cadherin.
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4.4 Vergleich der beiden Kontrollgruppen

Die Control-Diat wurde laut Hersteller speziell als normokalorische Kontrolldiat
zur WSD designed und hat im Vergleich zur bisher eingesetzten Standarddiat
den Vorteil einer genauen gewichtsbezogenen Angabe der Inhaltsstoffe. Daher
sollte evaluiert werden, ob die Control-Diat in ihrer Eigenschaft als Kontrolldiat
als gleichwertig zur bewahrten Standarddiat bewertet werden kann und damit in
zuklnftigen Versuchen die Standarddiat ersetzen kénnte. Hierzu wurde als Be-
dingung definiert, dass sich im Versuch unter dem Einfluss der beiden Kontroll-
diaten keine wesentlichen Unterschiede bezuglich der Auswirkungen auf Mut-

ter, Feten und Plazenten zeigen sollten.

4.4.1 Mitterliche Nahrungs- und Wasseraufnahme wahrend der

Schwangerschaft

Von einigen Weibchen der beiden Kontrollgruppen, welche die Schwanger-
schaft austrugen, wurde reprasentativ fur die jeweilige Kontrollgruppe die Was-
ser- und Nahrungsaufnahme Uber die gesamte Schwangerschaft hinweg er-
fasst. Hieraus wurden anschlieBend die Uber die gesamte Schwangerschaft
gemittelten Werte flr die tagliche Aufnahme von Wasser und Nahrung bzw. der
einzelnen Nahrstoffe berechnet.

Mittlere mitterliche

Nahrungs- /Wasseraufnahme SD CcoO
Metabolisierbare Energie [kcal/Maus/Tag] 1558+0,56 12,41 +0,71 **
Nahrungsmenge [g/Maus/Tag] 4,83+0,17 3,31 £ 0,19 ****
Fett [g/Maus/Tag] 0,16 £ 0,01 0,17 +0,01
Proteine [g/Maus/Tag] 0,92 £ 0,03 0,57 £ 0,03 ****
Kohlenhydrate [g/Maus/Tag] 2,00 £ 0,07 2,11 +0,12
Zucker [g/Maus/Tag] 0,26 £ 0,01 0,36 £ 0,02 ****
Wasseraufnahme [ml/Maus/Tag] 5,12 +0,19 3,54 +£ 0,18 ****

Tabelle 25: Mittlere mutterliche Nahrungs- und Wasseraufnahme pro Tag wahrend der
Schwangerschaft in den beiden Kontrollgruppen

Angabe der Daten als Mittelwert + SEM von n unabhéngigen Mausen: SD n = 19; CO n = 20.
Signifikante Unterschiede wurden angenommen bei p < 0.05: im Vergleich zur SD (fettge-
druckt): ** p £0.01; **** p < 0.0001.
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Fur die Weibchen der CO-Gruppe liel3 sich eine signifikant reduzierte mittlere
Energie-, Nahrungs- und Proteinaufnahme sowie eine signifikant geringere mitt-
lere Wasseraufnahme pro Tag im Vergleich zu den Weibchen der SD-Gruppe
nachweisen (s. Tabelle 25). Im Gegensatz hierzu fand sich in der CO-Gruppe
eine signifikant hohere mittlere Zuckeraufnahme pro Tag im Vergleich zur SD-
Gruppe (s. Tabelle 25). Fur die mittlere tagliche Fett- und Kohlenhydrataufnah-
me liel3en sich dagegen keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden

Kontrollgruppen feststellen (s. Tabelle 25).

4.4.2 Phanotypische Daten der Muttertiere, Feten und Plazenten

In der CO-Gruppe zeigte sich eine signifikant langere Gestationsdauer als in
der SD-Gruppe (s. Tabelle 27 und Abbildung 11). Des Weiteren liel3 sich an
Gestationstag 15,5 in der CO-Gruppe ein deutlich geringeres plazentares Ge-
wicht als in der SD-Gruppe feststellen, jedoch konnte hierbei keine statistische
Signifikanz nachgewiesen werden (s. Tabelle 27). Wahrend sich auch fur das
fetale Gewicht an Gestationstag 15,5 kein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Kontrollgruppen zeigte, fand sich in der CO-Gruppe an P2 ein signi-
fikant geringeres Korpergewicht der Nachkommen als in der SD-Gruppe (s. Ta-
belle 27 und Abbildung 11).
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Abbildung 11: Gestationsdauer und Gewicht der Nachkommen an P2 unter dem Einfluss
der beiden Kontrolldiéten

(A) Schwangerschaftsdauer in Tagen von n unabhangigen Weibchen pro Gruppe (1 Punkt re-
prasentiert 1 Weibchen): SD n = 8; CO n = 11. (B) Gewicht der Nachkommen an P2 in den bei-
den Kontrollgruppen. Daten von n Feten von n Mittern: SD n = 51/8; CO n = 55/8. Darstellung
der Daten als Mittelwert + SEM. * p < 0.05. P, Postnataler Tag.
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Besonders auffallend war zudem der Unterschied zwischen der Control-Diat
und der Standarddiat bezuglich des Uberlebens der Nachkommen (s.
Tabelle 26). Hierbei zeigte sich unter dem Einfluss der CO-Diat ein deutlich re-

duzierter Anteil der lebenden Nachkommen am Tag der Geburt (P1).

Uberleben der Nachkommen [%] SD CcoO

Anteil lebender Nachkommen an P1 98,73 89,47
Uberlebensrate bis P2 97,44 95,59
Uberlebensrate bis P21 100 95,38

Tabelle 26: Uberleben der Nachkommen unter dem Einfluss der beiden Kontrolldiaten
Anteil lebender Nachkommen und Uberlebensraten der Nachkommen der Weibchen aus den
beiden Kontrollgruppen in Prozent. n als Gesamtanzahl Nachkommen bei Geburt von n Wiirfen
jeweils verschiedener Muttertiere: SD n = 79/8; CO n = 76/10; P, Postnataler Tag.

Fur die anderen phanotypischen Parameter der Muttertiere wie die Trachtig-
keitsrate, das mutterliche Koérpergewicht an Gestationstag 0,5 und 15,5 sowie
den mdutterlichen BMI an Gestationstag 15,5 zeigten sich dagegen keine we-
sentlichen Unterschiede zwischen den beiden Kontrollgruppen (s. Tabelle 27).
Gleiches liel3 sich auch fir die phanotypischen Aspekte der Feten wie die Wurf-
groRe, die Resorptionsrate und das Geschlechterverhaltnis der Feten eines
Wurfs feststellen (s. Tabelle 27). Bei etwa gleich hohem fetalen Gewicht, aber
niedrigerem plazentaren Gewicht an Gestationstag 15,5, zeigte sich in der CO-
Gruppe eine leicht héhere Plazentaeffizienz im Vergleich zur SD-Gruppe. Eine
statistische Signifikanz liel3 sich hierbei jedoch ebenfalls nicht nachweisen (s.
Tabelle 27).

Phanotypische Daten SD coO
Mutterliches Korpergewicht an GO,5 [g] 21'32:12’21 21,1n5:150752
Miitterliches Korpergewicht an G15,5 [g] 32'29:12’38 30,2n5=151739
Miitterlicher BMI an G15,5 [(g/cm?)*10] 3,25 =004 3.47+004
Gestationsdauer [Tage] 19'3§ i 3’183 20’02:101’13 '
Trachtigkeitsrate [%] ﬁizﬁl r?i??;
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WaurfgroRe 7;17;:103;3 7’ﬁ i g’6
Resorptionsrate [%] 6'3n43123;41 8'2i J;r 2’64
Geschlechterverhaltnis 50,48 + 8,35 42,57 + 7,03
[M&nnchen pro Wurf in %] n=78/10 n = 36/5
Fetales Gewicht an G15,5 [g] 0'4?]25 ;7(/)’103090 0'432 7: i350 /5(3) 142
*
Gewicht Nachkommen an P2 [g] 1?2%%31 1’::14:i505’%1
Plazentares Gewicht an G15,5 [g] 0’0273 ;2(/)’101038 0,0812:17(/);10022
Plazentaeffizienz an G15,5 4’?]53 ;2?’12192 5’0%13:7?;1358

Tabelle 27: Phanotypische Daten von Muttertieren, Feten und Plazenten unter dem Ein-
fluss der beiden Kontrolldiaten

Angabe der Daten als Mittelwert + SEM bzw. fir die Trachtigkeitsrate als absoluter Wert je Fut-
tergruppe. Ausgenommen von der Resorptionsrate und der Wurfgré3e war ein Einschlusskrite-
rium fur die Analyse eine WurfgréRe von > 5 Feten. Berechnung der Plazentaeffizienz aus dem
Quotienten fetales Gewicht/Plazentagewicht. Phanotypische Daten der Muttertiere, Wurfgrof3e
und Resorptionsrate von n unabhangigen Weibchen. Fetales Gewicht, Gewicht Nachkommen
an P2, plazentares Gewicht und Plazentaeffizienz als n Feten oder Plazenten von n Weibchen.
Geschlechterverhaltnis als n Feten von n Wiirfen jeweils unterschiedlicher Muttertiere. Signifi-
kante Unterschiede wurden angenommen bei p < 0.05: im Vergleich zur SD (fettgedruckt):
*p <0.05. G, Gestationstag. P, Postnataler Tag.

4.4.3 Morphologische Untersuchung der Plazenten

Bei der histologischen Untersuchung der Plazenten zeigte sich an Gestations-
tag 15,5 weder fur das Gesamtvolumen der Plazenten noch fur die absoluten
Volumina der einzelnen plazentaren Zonen oder deren Volumenanteil am Ge-
samtvolumen der Plazenta ein wesentlicher Unterschied zwischen den beiden
Kontrollgruppen (Daten nicht gezeigt). Gleiches liel sich auch fiir das Volumen
der Glykogenzellnester der gesamten Plazenta sowie flr deren Lokalisation
innerhalb und aufRerhalb der Labyrinth-Zone feststellen (Daten nicht gezeigt).
Dagegen lieRen sich fur die vaskularen Strukturen in der Labyrinth-Zone der
Plazenta signifikante Unterschiede zwischen den beiden Kontrollgruppen
nachweisen. Hierbei zeigte sich in den Plazenten der CO-Gruppe sowohl ein
signifikant geringeres fetales Gefal3volumen als auch eine signifikant geringere
fetale GefalRoberflache im Vergleich zur SD-Gruppe (s. Tabelle 28). Auch der
Volumenanteil der fetalen Kapillaren am Gesamtvolumen der Labyrinth-Zone
zeigte sich in der CO-Gruppe reduziert im Vergleich zur SD-Gruppe, allerdings

liel3 sich hierbei keine statistische Signifikanz nachweisen. Fir die maternalen
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Blutsinusse lie3en sich &hnliche Ergebnisse wie fir die fetalen Kapillaren fest-
stellen. So zeigte sich in den Plazenten der CO-Gruppe ebenfalls ein geringe-
res absolutes Volumen, ein reduzierter Volumenanteil am Gesamtvolumen der
Labyrinth-Zone sowie eine geringere Oberflache der maternalen Blutsinusse im
Vergleich zur SD-Gruppe (s. Tabelle 28). Zwar lie’ sich hierbei keine statisti-
sche Signifikanz nachweisen, jedoch konnte fir das geringere maternale Ge-
fakvolumen in den Plazenten der CO-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe zu-
mindest ein starker Trend festgestellt werden (p = 0,0519).

Bezuglich des Trophoblastengewebes in der Labyrinth-Zone der Plazenta zeig-
te sich in der CO-Gruppe zwar ein leicht geringeres absolutes Volumen, dage-
gen lie sich jedoch ein deutlich héherer Volumenanteil am Gesamtvolumen
der Labyrinth-Zone im Vergleich zur SD-Gruppe feststellen. Ein signifikanter

Unterschied konnte hierbei jedoch nicht nachgewiesen werden (s. Tabelle 28).

SD (6{0)

Volumen Kompartimente der LZ [mm?] n=6(FKn=5) n=>5
Fetale Kapillaren 3,882+0,105 3,057 +0,315*
Maternale Blutsinusse 6,662 £ 0,625 4,681 + 0,639
Trophoblastengewebe in LZ 6,925 + 0,578 6,142 + 0,341
Volumenanteil Kompartimente der LZ [%] n=6 (FKn =5) n=>5
Fetale Kapillaren 23,52 £ 0,57 22,13 +2,14
Maternale Blutsinusse 36,55 + 2,40 33,15+2,71
Trophoblastengewebe in LZ 38,63 £ 2,42 44,42 + 1,43
Oberflache Kompartimente der LZ [cm?] n=>5 n=>5
Fetale Kapillaren 15,44 + 0,59 12,59+0,89*
Maternale Blutsinusse 18,34 + 1,30 16,19 + 1,86

Tabelle 28: Ergebnisse der stereologischen Analyse der Plazenten: Volumen und Ober-
flache der vaskularen Strukturen in der LZ unter dem Einfluss der beiden Kontrolldi&gten
Angabe der Werte als Mittelwert + SEM von n Plazenten jeweils verschiedener Muttertiere.
Anteil Plazenten ménnlicher Feten pro Gruppe: SD =50 %; CO = 40 %. Volumenanteil Kompar-
timente der LZ: Volumen Kompartiment/Gesamtvolumen LZ. Signifikante Unterschiede wurden
angenommen bei p < 0.05: im Vergleich zur SD (fettgedruckt): * p < 0.05. LZ, Labyrinth-Zone;
FK, Fetale Kapillaren
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4.4.4 Molekularbiologische Untersuchung des fetalen Endothels

Im Gegensatz zu den wesentlichen morphologischen Unterschieden beziglich
des Volumens und der Oberflache der plazentaren GefalRe, konnten auf mole-
kularbiologischer Ebene fiir das fetale Endothel keine signifikanten Unterschie-
de zwischen den beiden Kontrollgruppen nachgewiesen werden. So zeigten
sich an Gestationstag 15,5 weder fur die Endothelzellmarker noch fur die Adhe-
rens Junction-Marker signifikante Unterschiede beztliglich der Genexpression
bzw. der Proteinlevel zwischen den Plazenten der beiden Kontrollgruppen (Da-
ten gRT-PCR nicht gezeigt). Fur die Plazenten weiblichen Geschlechts liel3 sich
jedoch zumindest ein starker Trend (p = 0,0635) fur ein geringeres Proteinlevel
des Endothelzellmarkers CD-31 in der CO-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe
feststellen (s. Abbildung 12, Daten Western Blot fur die Expression von VE-
Cadherin und CD-31 in den Plazenten mannlicher Feten sowie Daten Western
Blot fur die Expression von VE-Cadherin in den Plazenten weiblicher Feten
nicht gezeigt).
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Abbildung 12: Proteinlevel von CD-31 in den Plazenten weiblicher Feten der beiden Kont-
rollgruppen

A) Ergebnisse der Western-Blot-Analyse des Proteinlevels von CD-31 (130-140 kDa) mit HPRT
(24 kDa) als Abgleich aus Plazentalysaten weiblicher Feten der beiden Kontrollgruppen an Ges-
tationstag 15,5. Zur besseren Ubersicht erfolgte ein Zuschnitt der digitalisierten Membranen, um
die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse fiir die beiden Kotrollgruppen in der gleichen Reihen-
folge aufzufuhren wie die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung. Analyse von n Pla-
zenten jeweils unterschiedlicher Muttertiere: SDn=5; COn =4.

B) Der Graph zeigt das Ergebnis der densitometrischen Auswertung der Western Blots fir CD-
31 normalisiert auf HPRT. Angabe der relativen densitometrischen Werte als Mittelwert + SEM.
HPRT, Hypoxanthin-Guanin Phosphoribosyltransferase.
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5. Diskussion

5.1 Induktion einer mutterlichen Adipositas durch die

verschiedenen Interventionsdiaten

Im Versuch sollte im Mausmodell durch drei verschiedene hochkalorische Inter-
ventionsdiaten eine matterliche Adipositas induziert werden, um deren Einfluss
wahrend der Schwangerschaft auf Mutter, Fetus und Plazenta zu untersuchen.
Die Potenz zur Induktion einer mutterlichen Adipositas hatte sich fur die HFD
bereits in vorausgegangen Versuchen dieser Arbeitsgruppe gezeigt und wurde
in der Literatur auch fur Hochfett-/Hochzuckerdiaten nachgewiesen [72, 75,
124]. Als Adipositas wurde im Versuch definiert, wenn die Weibchen bis zum
Zeitpunkt der Verpaarung (G0,5) unter dem Einfluss der hochkalorischen Inter-
ventionsdiaten ein Korpergewicht von mindestens 23 g entwickelt hatten. Zwar
wurde auch der mutterliche BMI an Gestationstag 15,5 erfasst, allerdings ist der
BMI als indirektes Mal flir die Korperfettmasse vor allem fur den menschlichen
Korper validiert. In der Literatur ist jedoch flr den murinen Korper nur eine
schwache Korrelation zwischen dem BMI und der Koérperfettmasse beschrieben
worden, was unter anderem auf die unterschiedliche Kérperform von Maus und
Mensch zurtickzufihren sein kdnnte [125]. Trotz der Tatsache, dass sich be-
zluglich des muitterlichen BMIs im Versuch kein statistisch signifikanter Unter-
schied zwischen den Futtergruppen nachweisen liel3, sollte dies daher nicht per
se zu der Annahme fiihren, dass im Versuch durch die hochkalorischen Inter-
ventionsdiaten keine matterliche Adipositas induziert werden konnte.

Obwohl sich beziglich der tber die Schwangerschaft hinweg dokumentierten
mittleren t&glichen Energieaufnahme kein signifikanter Unterschied zwischen
den Futtergruppen zeigte, fand sich im Mittel zu beiden Gestationszeitpunkten
in allen drei Interventionsgruppen ein héheres mitterliches Kdrpergewicht im
Vergleich zur SD-Gruppe. Eine statistische Signifikanz liel3 sich an beiden Ges-
tationszeitpunkten allerdings nur fur die Weibchen der HFD-Gruppe nachwei-
sen, wohingegen dies fur die Weibchen der WSD-Gruppe nur an Gestationstag
0,5 und fur die Weibchen der DIO-Gruppe nur an Gestationstag 15,5 der Fall
war. Dies deutet somit darauf hin, dass die Gewichtszunahme nicht nur vom
Energiegehalt, sondern auch deutlich von der Nahrstoffzusammensetzung der

verschiedenen Diaten abhangig zu sein scheint. Auch an anderer Stelle in der
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Literatur liel3 sich feststellen, dass Méause unter dem Einfluss einer Hochfett-/
Hochzuckerdiat eine ahnliche mittlere tagliche Kalorienaufnahme wahrend der
Schwangerschaft wie die Mause der Kontrollgruppe zeigten und dennoch eine
Adipositas entwickelten [75]. In der Literatur wird dabei insbesondere verschie-
denen Fettsauren eine unterschiedlich starke Potenz bezuglich der Induktion
einer Gewichtszunahme zugeschrieben [93]. Zudem scheint auch generell die
Hohe des Fettgehalts eine wichtige Rolle zu spielen. So werden in den meisten
Versuchen in der Literatur Didten mit einem Fettgehalt zwischen 40 - 60 kJ %
eingesetzt, da sich gezeigt hat, dass sich hierunter effektiv eine Adipositas indu-
zieren lasst [87, 90, 95].

Im Versuch fand sich fur die Weibchen unter dem Einfluss der Hochfett-/Hoch-
zuckerdiaten keine signifikant starkere Gewichtszunahme im Vergleich zur
HFD-Gruppe. Dies deutet darauf hin, dass im Gegensatz zu einem hohen Fett-
gehalt allein, durch den zusatzlichen hohen Zuckergehalt in den Hochfett-/
Hochzuckerdiaten kein additiver Effekt bezlglich der Induktion einer Gewichts-
zunahme zu entstehen scheint.

Des Weiteren liel3 sich bei Betrachtung der Weibchen im Einzelnen feststellen,
dass in allen drei Interventionsgruppen ein jeweils unterschiedlich hoher Anteil
der Weibchen zum Zeitpunkt der Verpaarung (G0,5) ein Kérpergewicht unter
23 g aufwies. Somit zeigten diese als Non-Responder bezeichneten Weibchen
keine adaquate Gewichtszunahme und erfillten damit zum Zeitpunkt der Ver-
paarung nicht das im Versuch definierte Kriterium einer Adipositas. Dabei be-
trug der in die weiteren Analysen eingeflossene Anteil an Non-Respondern in
den Hochfett-/Hochzuckerinterventionsgruppen 50 - 60 % und in der HFD-Grup-
pe 30 %. Fur die Interpretation der weiteren Ergebnisse gilt es zu bedenken,
dass in den beiden Hochfett-/Hochzuckerinterventionsgruppen aufgrund einer
ohnehin geringen n-Zahl von 5 - 6 Weibchen pro Gruppe von einem Ausschluss
der Non-Responder aus den weiteren Versuchen und Analysen abgesehen
wurde, da sich hierbei die n-Zahl noch weiter verringert hatte. Trotz einer hdhe-
ren n-Zahl von 15 Weibchen in der HFD-Gruppe, wurden daher korrekterweise
auch in dieser Gruppe die Non-Responder nicht aus den weiteren Analysen
ausgeschlossen. Die in die weiteren Versuche und Analysen eingeflossenen
Muttertiere standen somit zwar alle unter dem Einfluss einer der drei Interventi-

onsdiaten, jedoch erflillten nicht alle das Kriterium einer Adipositas. Es ist daher
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kritisch zu betrachten, ob die im Versuch detektierten Auswirkungen tatsachlich
als Folge einer durch die verschiedenen Interventionsdiaten induzierten mutter-
lichen Adipositas angesehen werden kdénnen. Vielmehr erscheint es sinnvoll,
die beobachteten Effekte auf Mitter, Feten und Plazenten lediglich als Folge
des fur alle Weibchen sicher vorliegenden Einflussfaktors der hochkalorischen
mdtterlichen Interventionsdiaten zu betrachten. In der Literatur finden sich un-
terschiedliche Ergebnisse, inwiefern eine hochkalorische mutterliche Erndhrung
auch unabhangig vom Vorliegen einer mutterlichen Adipositas einen Einfluss
auf die fetale Entwicklung hat. Einerseits ist an Ratten beschrieben worden,
dass sowohl der isolierte Einfluss einer mutterlichen Hochfettdiat als auch einer
mitterlichen Hochfett-/Hochzuckerdiat wahrend der Schwangerschaft, ohne das
bereits prakonzeptionelle Vorliegen einer mutterlichen Adipositas, nicht zu einer
fetalen Wachstumsretardierung gefuhrt hat, wohingegen dies unter dem Ein-
fluss einer mutterlichen Adipositas der Fall war [124, 126]. Konkordant hierzu
liel3 sich auch in diesem Versuch in der HFD-Gruppe und, unter dem Vorbehalt
einer geringen n-Zahl von lediglich 5 Muttertieren, auch in der WSD-Gruppe nur
fur die Feten der adipdsen Muttertiere eine intrauterine Wachstumsretardierung
feststellen (Daten nicht gezeigt). Andererseits wurde von unter anderem Jano-
schek et al. nachgewiesen, dass die mdutterliche Erndhrung wahrend der
Schwangerschaft einen gréf3eren Einfluss auf das fetale Outcome zu haben
scheint als eine mutterliche Adipositas [97, 98]. Bemerkenswerterweise zeigten
sich auch im Versuch dieser Arbeit die starksten negativen Auswirkungen auf
das fetale Uberleben in der WSD-Gruppe, obwohl in dieser Gruppe mit 60 %
der hochste Anteil an Non-Responder-Muttertieren vorlag. Somit deuten die
Ergebnisse dieses Versuchs darauf hin, dass die mutterliche Ernahrung auch
ohne das gleichzeitige Vorliegen einer miutterlichen Adipositas bedeutende
Auswirkungen auf die fetale Entwicklung zu haben scheint.
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5.2 Effekte der mutterlichen Erndhrung auf Schwangerschaft

und Feten

Im Versuch zeigten sich unter dem Einfluss aller drei hochkalorischen Interven-
tionsdiaten deutliche Effekte auf die Schwangerschaft und die Feten. Hierbei
lieBen sich die starksten Auswirkungen in der WSD-Gruppe nachweisen, wo-
hingegen sich in der DIO- und in der HFD-Gruppe etwas mildere und dabei im
Vergleich untereinander ahnliche Veranderungen zeigten.

Aus humanen Studien ist bereits bekannt, dass sich eine mitterliche Adipositas
negativ auf die Fruchtbarkeit beider Geschlechter auswirken kann [127]. Ahnli-
ches wurde auch an Rattenweibchen festgestellt, wonach sich unter dem Ein-
fluss einer mutterlichen Hochfettdiat und einer hierdurch induzierten mutterli-
chen Adipositas eine deutlich reduzierte Fertilitdt im Vergleich zu den Weibchen
der Kontrollgruppe gezeigt hatte [87, 97]. Auch in diesem Versuch lie sich ins-
besondere in der WSD-Gruppe eine starke Reduktion der Trachtigkeitsrate mit
18,48 % im Vergleich zu 29,21 % in der SD-Gruppe feststellen, wohingegen die
Trachtigkeitsraten unter dem Einfluss der anderen beiden Interventionsdiaten
zwar ebenfalls, aber deutlich milder reduziert waren.

Neben dem Einfluss der mutterlichen Ernéahrung auf die Tréchtigkeitsrate fan-
den sich daruber hinaus deutliche Hinweise darauf, dass im Rahmen einer an
Gestationstag 15,5 bestehenden Schwangerschaft in den Interventionsgruppen
eine beeintrachtigte fetale Versorgung vorzuliegen scheint. So lief3 sich im Ver-
such an Gestationstag 15,5 in allen Interventionsgruppen ein signifikant gerin-
geres fetales Gewicht im Vergleich zur SD-Gruppe feststellen, wobei sich auch
hierbei der starkste Effekt in der WSD-Gruppe zeigte. Unter Bertcksichtigung
des miutterlichen Responder-Status fiel zudem auf, dass in der HFD-Gruppe an
Gestationstag 15,5 nur die Feten der adipbsen Muttertiere eine Wachstumsre-
tardierung aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Unter dem Vorbehalt einer geringen
n-Zahl von lediglich 5 - 6 Weibchen in den beiden Hochfett-/Hochzuckerinter-
ventionsgruppen liel3 sich dies auch flr die Feten der WSD-Gruppe feststellen,
wohingegen die Feten der DIO-Gruppe an Gestationstag 15,5 unabhéngig vom
mitterlichen Responder-Status eine Wachstumsretardierung aufwiesen (Daten
nicht gezeigt). Passend hierzu hatte sich in einem vorausgegangenen Versuch
von Appel et al., bei dem nur adipése Weibchen in die Analyse der HFD-
Gruppe eingeschlossen wurden, das fetale Gewicht an Gestationstag 15,5 mit
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0,3786 £ 0,0044 g (SD: 0,4482 + 0,0083 g) deutlich geringer gezeigt als in der
HFD-Gruppe dieser Arbeit mit 0,4123 + 0,0071 g (SD: 0,4526 + 0,0090 g) [72].
Auch an anderer Stelle wird in der Literatur von Ratten unter dem Einfluss einer
matterlichen Hochfettdiat berichtet, dass sich an P21 lediglich fur die Feten der
Responder-Weibchen, welche unter dem Einfluss der Hochfettdiat eine mutter-
liche Adipositas entwickelt hatten, eine fetale Wachstumsrestriktion nachweisen
liel3, nicht jedoch fur die Feten der Non-Responder-Weibchen [126]. Insgesamt
deuten diese Ergebnisse somit darauf hin, dass sich unter dem zusatzlichen
Einfluss einer mutterlichen Adipositas starkere Effekte auf das fetale Outcome
zeigen, als unter einer mutterlichen Hochfettdiat allein.

Neben einer mutterlichen Adipositas kommen pathophysiologisch fur die fest-
gestellte fetale Wachstumsrestriktion an Gestationstag 15,5 auch noch weitere
Erklarungsansatze in Betracht. Eine aus anderen Versuchen bekannte Ursache
fur eine fetale Wachstumsrestriktion ist beispielsweise eine diatetische Protein-
restriktion wahrend der Schwangerschaft [89, 128]. Passend hierzu zeigten
auch in diesem Versuch die Weibchen der Interventionsgruppen uber die ge-
samte Schwangerschaft hinweg eine geringere téagliche Proteinaufnahme als
die Weibchen der SD-Gruppe. Konkordante Ergebnisse beziiglich der taglichen
Proteinaufnahme von Mausen wahrend der Schwangerschaft wurden auch an
anderer Stelle unter dem Einfluss einer Hochfett-/Hochzuckerdiat im Vergleich
zur Kontrollgruppe beschrieben und auch hierbei lie3 sich unter dem Einfluss
der Hochfett-/Hochzuckerdiat eine fetale Wachstumsrestriktion an Gestations-
tag 16 nachweisen [75]. Allerdings zeigten sich in Versuchen zur gezielten dia-
tetischen Proteinrestriktion wahrend der Schwangerschaft deutliche Unter-
schiede beziiglich des plazentaren Gewichts an Gestationstag 15,5 sowie be-
zlglich des fetalen Gewichts im zeitlichen Verlauf der Schwangerschaft im Ver-
gleich zu den Ergebnissen fir die Interventionsgruppen im Versuch dieser Ar-
beit [89, 128]. Des Weiteren zeigten auch die Weibchen der CO-Gruppe im Mit-
tel eine etwa gleich geringe tagliche Proteinaufnahme wie die Weibchen in den
Interventionsgruppen, allerdings liel3 sich in dieser Gruppe keine fetale Wachs-
tumsrestriktion an Gestationstag 15,5 nachweisen. In einem weiteren Versuch
dieser Arbeitsgruppe hatte sich zudem gezeigt, dass eine fetale Wachstums-
restriktion an Gestationstag 15,5 auch dann auftrat, wenn die Weibchen ledig-

lich prakonzeptionell die HFD, wahrend der Schwangerschaft jedoch die SD
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erhielten und damit keine verminderte Proteinaufnahme wahrend der Schwan-
gerschaft vorlag [data unpublished]. Diese Beobachtungen sprechen somit da-
fur, dass sich die signifikante Reduktion des fetalen Gewichts in den Interventi-
onsgruppen nicht allein durch die geringere Proteinaufnahme wahrend der
Schwangerschaft erklaren lasst.

An P2 liel3 sich im Versuch fur das Korpergewicht der Nachkommen kein signi-
fikanter Unterschied mehr zwischen den Futtergruppen nachweisen. In einem
vorausgegangenen Versuch dieser Arbeitsgruppe war das fetale Gewicht in der
HFD-Gruppe und in der SD-Gruppe zusatzlich zu Gestationstag 15,5 auch an
Gestationstag 18,5 erfasst worden. Hierbei zeigte sich ebenfalls, dass ein an
Gestationstag 15,5 festgestellter signifikanter Gewichtsunterschied bereits an
Gestationstag 18,5 nicht mehr nachgewiesen werden konnte [72]. Gleiche Be-
obachtungen beziglich des fetalen Gewichts an Gestationstag 16 und 19 sind
in der Literatur auch fur Mause unter dem Einfluss einer mtterlichen Hochfett-/
Hochzuckerdiat beschrieben worden [75]. Dies deutet somit darauf hin, dass
zwischen Gestationstag 15,5 bzw.16 und 18,5 bzw. 19 ein Aufholwachstum
bzw. catch-up growth der Feten stattgefunden hat [72, 75]. Hieraus lasst sich
ableiten, dass die fetale Versorgung insbesondere in den ersten zwei Wochen
der Schwangerschaft unter dem Einfluss der Interventionsdidten kompromittiert
zu sein scheint. In den letzten Tagen der Schwangerschaft scheint die fetale
Versorgung jedoch derart gesteigert werden zu kénnen, dass die Feten ihr
Nahrstoffdefizit wieder aufholen und die zwischenzeitliche Wachstumsretardie-
rung ausgleichen kénnen. Hierbei wird vermutet, dass dieses Aufholwachstum
durch eine verstéarkte plazentare Glukosebereitstellung fur den Feten ermdglicht
wird. So hatte sich in den beiden zitierten Versuchen gezeigt, dass das fetale
Aufholwachstum in den Interventionsgruppen von einer signifikant starkeren
Reduktion des plazentaren Glykogengehalts zwischen Gestationstag 15,5 bzw.
16 und 18,5 bzw. 19 begleitet wurde als in den Kontrollgruppen [72, 75]. Somit
scheint die Plazenta zur Kompensation der unter dem Einfluss der Interventi-
onsdiaten hervorgerufenen fetalen Mangelversorgung vermehrt Glykogen zu
Glucose abzubauen und dem Feten als Energielieferant fir das Aufholwachs-
tum bereitzustellen [72].

Durch die erhtéhte Zuckeraufnahme unter dem Einfluss der beiden Hochfett-/

Hochzuckerdiaten ware an Gestationstag 15,5 insbesondere in den Plazenten
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dieser beiden Interventionsgruppen auch ein erhohter Glykogengehalt in der
Plazenta im Sinne eines grof3eren Energiedepots denkbar gewesen. So wurde
auch in der Literatur an diabetischen Ratten eine positive Korrelation zwischen
dem Schweregrad der Hyperglykamie wahrend der Schwangerschaft und dem
Glykogengehalt in der Plazenta beschrieben [129]. Allerdings liel3 sich weder im
aktuellen Versuch noch im zitierten Versuch an Gestationstag 15,5 bzw. 16 ein
signifikanter Unterschied bezlglich des plazentaren Glykogengehalts bzw. des
Volumens der Glykogenzellnester in der Plazenta zwischen den Interventions-
gruppen und den Kontrollgruppen feststellen [75]. An Gestationstag 15,5 ergibt
sich somit kein Hinweis darauf, dass der Glykogengehalt bzw. das Volumen der
Glykogenzellnester in der Plazenta durch die Interventionsdidten beeinflusst
wird.

Mit der Theorie des fetalen Aufholwachstums nach Gestationstag 15,5 ware
auch vereinbar, dass sich im Versuch in allen drei Interventionsgruppen eine
signifikant langere Gestationsdauer im Vergleich zur SD-Gruppe gezeigt hat.
Dabei wurde die Tendenz zu einer langeren Gestationsdauer unter dem Ein-
fluss einer mutterlichen HFD im Vergleich zur SD bereits in einem friheren Ver-
such von Appel et al. festgestellt [101]. Konkordant hierzu wurde an anderer
Stelle in der Literatur auch fur Ratten unter dem Einfluss einer Hochfettdiat eine
signifikant langere Gestationsdauer im Vergleich zur Kontrollgruppe beschrie-
ben [97]. Dies konnte darauf hindeuten, dass die Feten der Interventionsgrup-
pen die langere Schwangerschaftsdauer bendétigen, um nach Gestationstag
15,5 ihr Versorgungsdefizit der ersten zwei Wochen der Schwangerschaft kom-
pensieren zu konnen. Hierzu wirde auch passen, dass sich in der WSD-
Gruppe gleichzeitig das geringste fetale Gewicht an Gestationstag 15,5 und die
langste Gestationsdauer im Vergleich zu den anderen Futtergruppen feststellen
lief3.

Wahrend sich im Versuch, konkordant zu den Ergebnissen in der Literatur, kein
signifikanter Unterschied beztglich der Wurfgré3e zwischen den verschiedenen
Futtergruppen nachweisen lie3, zeigte sich in den Interventionsgruppen eine
deutlich erhohte fetale Mortalitat [75, 76]. Dies deutet ebenfalls darauf hin, dass
unter dem Einfluss der Interventionsdiaten eine schwerwiegende fetale Entwick-
lungsstorung induziert wird, welche entweder noch in utero oder wenige Tage

nach der Geburt zum Tod fuihrt. Hierbei lasst sich die reduzierte Uberlebensrate
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der lebendgeborenen Nachkommen auch als starker Indikator fir einen
schlechten Gesundheitszustand der Nachkommen interpretieren [130]. Wie fur
die anderen genannten Aspekte, zeigten sich in der WSD-Gruppe mit der
hochsten Resorptionsrate und der ausgepragtesten Reduktion der Uberlebens-
rate der Nachkommen die starksten Auswirkungen auf die Feten. Konkordant
hierzu ist auch in der Literatur an Mausen unter dem Einfluss einer Hochfett-/
Hochzuckerdiat eine reduzierte Uberlebensrate der Nachkommen beschrieben
worden [131]. Wahrend sich in diesem Versuch in der HFD-Gruppe nur eine
milde Erhéhung der fetalen Mortalitat im Vergleich zur SD-Gruppe gezeigt hat,
ist diesbezlglich in der Literatur an Ratten unter dem Einfluss einer mutterli-
chen Hochfettdiat und einer hierdurch induzierten mutterlichen Adipositas ein
deutlich starkerer Effekt beschrieben worden. So hatte sich hierbei eine fast
dreifach erhdhte fetale Resorptionsrate, eine signifikant erhéhte Anzahl an Mut-
tertieren mit Totgeburten sowie eine stark reduzierte Uberlebensrate der le-
bendgeborenen Nachkommen auf 25 % bis P4 im Vergleich zur Kontrollgruppe
gezeigt [87]. Dies deutet somit ebenfalls daraufhin, dass eine zusatzliche mdt-
terliche Adipositas starkere Auswirkungen auf das fetale Outcome zu haben
scheint, als eine mitterliche Hochfettdiat allein.

Insgesamt lieRen sich unter dem Einfluss aller drei Interventionsdiaten &hnliche
Auswirkungen auf die Schwangerschaft und die Feten feststellen, allerdings
waren diese unter dem Einfluss der WSD deutlich starker ausgepragt als unter
dem Einfluss der anderen beiden Interventionsdiaten. Da in der WSD-Gruppe
der hochste Anteil an Non-Responder-Weibchen vorlag, deutet dies somit da-
raufhin, dass nicht nur der aggravierende Faktor einer miutterlichen Adipositas
sondern auch die Nahrungszusammensetzung eine wesentliche Rolle fur die
Schwangerschaft und das fetale Outcome zu spielen scheint. Im Hinblick auf
die diatetische Nahrstoffzusammensetzung und die dokumentierte tagliche
Nahrungsaufnahme wéahrend der Schwangerschaft sind zwar die Unterschiede
zwischen der HFD-Gruppe und der WSD-Gruppe nicht sonderlich Uberra-
schend. Dagegen erscheinen die deutlich unterschiedlichen Effekte der beiden
Hochfett-/Hochzuckerdiaten jedoch unerwartet. Beim Vergleich dieser beiden
Diaten fallt unter anderem auf, dass die WSD mit 344 g/kg einen noch deutlich
hoheren Zuckergehalt als die DIO mit 211 g/kg aufweist und auch die dokumen-

tierte Zuckeraufnahme pro Tag wahrend der Schwangerschaft in der WSD-
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Gruppe fast doppelt so hoch war wie in der DIO-Gruppe. Da sich in der DIO-
und in der HFD-Gruppe ahnliche Ergebnisse feststellen liel3en, deutet dies so-
mit darauf hin, dass der diatetische Zuckergehalt erst ab einer gewissen Hohe
zu einem additiven Effekt bezuglich der negativen Auswirkungen auf die weibli-
che Fertilitat und das fetale Outcome zu flhren scheint, als unter dem Einfluss
eines hohen diatetischen Fettgehalts allein. In dieser Arbeit unbertcksichtigt
blieben zudem Unterschiede bezlglich des Mineralstoff- oder des Vitaminge-
halts der verschiedenen Interventionsdiaten. Auch dies konnte eine weitere
mogliche Ursache fur die unterschiedlichen Auswirkungen der verschiedenen
Interventionsdiaten auf die Schwangerschaft und die Feten darstellen.

5.3 Pathophysiologische Rolle der Plazenta fur das neqgative

fetale Outcome unter dem Einfluss der Interventionsdiaten

Die beobachteten negativen Auswirkungen auf das Wachstum und die Entwick-
lung der Feten unter dem Einfluss der drei mitterlichen hochkalorischen Inter-
ventionsdiaten deuten auf eine kompromittierte intrauterine fetale Versorgung
hin. Zur Untersuchung des hierbei zugrunde liegenden Pathomechanismus ist
die Plazenta als essentielles Organ fiir den fetomaternalen Stoffaustausch von
besonderem Interesse. Eine intrauterine fetale Wachstumsretardierung, wie sie
sich im Versuch gezeigt hatte, geht auch beim Menschen mit verschiedenen
schwangerschaftsassoziierten Krankheitsbildern einher. Da hierbei als zugrun-
de liegender Pathomechanismus eine plazentare Dysfunktion nachgewiesen
werden konnte, bestand die Hypothese, dass dies auch unter dem Einfluss der
hochkalorischen Interventionsdidaten die Ursache fir die kompromittierte fetale
Versorgung sein kdnnte [58, 59]. Daher wurden im Versuch die Plazenten da-
hingehend untersucht, ob und inwiefern sich morphologische oder molekular-
biologische Veranderungen unter dem Einfluss der hochkalorischen Interventi-
onsdiaten zeigen, welche zu einer plazentaren Dysfunktion fihren und damit
Hinweise auf den zugrunde liegenden Pathomechanismus der fetalen Versor-
gungsstorung liefern kdnnten. Da in der Literatur auf molekularbiologischer
Ebene ein geschlechterabhangiger Effekt einer mutterlichen Hochfettdiat auf die
Plazenta diskutiert wird, erfolgte die molekularbiologische Analyse der Plazen-
ten getrennt nach dem zugehdrigen fetalen Geschlecht [132]. Bei der histologi-

schen Analyse der Plazenten liel3 sich dies aufgrund der technisch und zeitlich
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aufwandigen Methode der Stereologie und der damit verbundenen geringen n-
Zahl von lediglich 5 - 6 Plazenten pro Futtergruppe jedoch nicht realisieren. Um
somit lediglich den Effekt der mutterlichen Diat zu untersuchen und einen még-
lichen Effekt des fetalen Geschlechts auszugleichen, wurde bei der histologi-
schen Analyse in jeder Futtergruppe ein moglichst ausgeglichenes Verhaltnis
zwischen den Plazenten ménnlicher und weiblicher Feten angestrebt (Anteil
Plazenten mannlicher Feten pro Gruppe: SD = 50 %; HFD = 60 %; DIO =
66,66 %; WSD = 60 %). Auch bezlglich des plazentaren Gewichts wurde von
einer nach dem fetalen Geschlecht getrennten Analyse abgesehen, da zu Be-
ginn des Versuchs auch keine geschlechterabhangige Analyse des fetalen Ge-

wichts vorgesehen war.

5.3.1 Einfluss der Interventionsdiaten auf das plazentare Gewicht und die

plazentaren Zonen

Ein moglicher Erklarungsansatz fur die im Versuch beobachtete fetale Wachs-
tums- und Entwicklungsstérung stellt eine eingeschrankte Kapazitat der Plazen-
ta fur die fetale Versorgung dar. Dabei wurden im Versuch als Parameter fur die
fetale Versorgungskapazitat unter anderem das plazentare Gewicht, die Pla-
zentaeffizienz sowie das Volumen der Plazenta und der einzelnen plazentaren
Zonen untersucht.

Neben einer fetalen Wachstumsrestriktion ist in der Literatur fur Mause unter
dem Einfluss einer mutterlichen Hochfett-/Hochzuckerdiat an Gestationstag 16
ein signifikant reduziertes plazentares Gewicht im Vergleich zur Kontrollgruppe
beschrieben worden [75]. Gleiches liel3 sich an Gestationstag 15,5 auch im
Versuch dieser Arbeit fur die Plazenten der DIO-Gruppe feststellen, nicht je-
doch fur die Plazenten der WSD-Gruppe, obwohl sich in der WSD-Gruppe die
starkste Reduktion des fetalen Gewichts beobachten liel3. Wie bereits auch an
anderer Stelle von Appel et al. beschrieben, fand sich in der HFD-Gruppe zwar
ebenfalls ein leicht reduziertes plazentares Gewicht im Vergleich zur SD-
Gruppe, allerdings liel3 sich hierbei keine statistische Signifikanz nachweisen
[72]. Somit scheint ein reduziertes Gewicht der Plazenta die in diesem Versuch
beobachtete fetale Wachstumsrestriktion entweder nicht ausreichend erklaren
zu kdnnen oder in der WSD-Gruppe liegt der fetalen Wachstumsrestriktion ein
anderer Pathomechanismus als in der DIO- und in der HFD-Gruppe zugrunde.
Auch fur die Plazentaeffizienz wurde in der Literatur von Appel et al. fir Mause
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und an anderer Stelle auch fir Ratten unter dem Einfluss einer mutterlichen
Hochfettdiat von einer signifikant reduzierten Plazentaeffizienz an Gestationstag
15,5 bzw. 15 im Vergleich zur Kontrollgruppe berichtet [72, 87]. Wahrend dabei
Appel et al. auch ein signifikant reduziertes fetales Gewicht an Gestationstag
15,5 feststellten, wurde fur die Ratten nur ein signifikant reduziertes Gewicht
der Nachkommen an P1 beschrieben, wohingegen sich keine Angaben zum
fetalen Gewicht an Gestationstag 15 fanden [72, 87]. Im Gegensatz dazu lie3en
sich im Versuch dieser Arbeit keine signifikanten Unterschiede bezuglich der
Plazentaeffizienz zwischen den Interventionsgruppen und der SD-Gruppe
nachweisen. Lediglich fur die WSD-Gruppe fand sich eine leicht reduzierte Pla-
zentaeffizienz, wohingegen sich in der HFD- und in der DIO-Gruppe sogar eine
leicht erhdhte Plazentaeffizienz im Vergleich zur SD-Gruppe zeigte. Somit
scheint die fetale Wachstumsrestriktion in den Interventionsgruppen in diesem
Versuch nicht auf eine reduzierte Plazentaeffizienz zurtickzufiihren zu sein.

Das Volumen der Labyrinth-Zone stellt als Ort des fetomaternalen Stoffaustau-
sches einen der wichtigsten Parameter fir die fetale Versorgungskapazitat der
Plazenta dar [25]. Somit ist das im Versuch festgestellte reduzierte Volumen der
Labyrinth-Zone an Gestationstag 15,5 in den beiden Hochfett-/Hochzuckerinter-
ventionsgruppen als Ursache fir die fetale Wachstumsrestriktion in diesen bei-
den Futtergruppen durchaus in Betracht zu ziehen. Eine statistische Signifikanz
liel3 sich hierbei jedoch nur fur die WSD-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe
nachweisen. Obwohl auch in der Literatur von einer fetalen Wachstumsrestrikti-
on an Gestationstag 16 unter dem Einfluss einer Hochfett-/Hochzuckerdiat be-
richtet wurde, liel3 sich hierbei jedoch keine signifikante Verdnderung des Vo-
lumens der Labyrinth-Zone im Vergleich zur Kontrollgruppe nachweisen [75].
Wahrend sich im Versuch dieser Arbeit in den beiden Hochfett-/Hochzucker-
interventionsgruppen zudem ein signifikant erhéhter Volumenanteil der Dezidua
basalis am Gesamtvolumen der Plazenta zeigte, wird dagegen an dieser Stelle
in der Literatur von einem signifikant verminderten absoluten Volumen der De-
zidua basalis sowie von einem reduzierten Volumenanteil der Dezidua basalis
am Gesamtvolumen der Plazenta berichtet [75]. Allerdings gilt es zu bedenken,
dass die Dezidua basalis den Anteil der Plazenta darstellt, der mit der mutterli-
chen Uteruswand verwachsen ist und es daher im Rahmen der Praparation

nicht immer sicher zu gewéahrleisten war, dass die Dezidua basalis komplett
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intakt mitsamt einem kleinen Anteil der verbundenen Uteruswand asserviert
wurde. Somit ist es kritisch zu betrachten, ob das Volumen der Dezidua basalis
aus technischen Grinden verlasslich und reproduzierbar zu erfassen ist.

Im Gegensatz zu den Hochfett-/Hochzuckerinterventionsgruppen lieRen sich fur
die HFD-Gruppe an Gestationstag 15,5 weder fur die Volumina der plazentaren
Zonen noch fur das Gesamtvolumen der Plazenta signifikante Unterschiede im
Vergleich zur SD-Gruppe nachweisen. Ebenfalls unter Verwendung stereologi-
scher Methoden zeigte sich dagegen in der Analyse von Kretschmer et al. fur
die Plazenten der HFD-Gruppe an Gestationstag 15,5 ein signifikant erhohtes
Gesamtvolumen der Plazenta sowie ein signifikant reduzierter Volumenanteil
der Labyrinth-Zone am Gesamtvolumen der Plazenta [74]. Wahrend bei
Kretschmer et al. nur Plazenten von adipésen Muttertieren in die Analyse ein-
flossen und sich fur deren Nachkommen eine fetale Wachstumsrestriktion an
Gestationstag 15,5 nachweisen liel3, stammten im Versuch dieser Arbeit in der
HFD-Gruppe 3 von insgesamt 5 histologisch analysierten Plazenten von Non-
Responder-Weibchen, deren Feten keine fetale Wachstumsrestriktion an Ges-
tationstag 15,5 zeigten [74]. Dies deutet somit darauf hin, dass eine durch die
HFD induzierte mutterliche Adipositas einen Effekt auf die plazentaren Volumi-
na zu haben scheint und hierbei insbesondere der reduzierte Volumenanteil der
Labyrinth-Zone am Gesamtvolumen der Plazenta als Ursache fur die fetale
Wachstumsrestriktion an Gestationstag 15,5 in Betracht kommt. Dagegen
scheint eine mitterliche HFD allein keinen wesentlichen Einfluss auf die plazen-
taren Volumina zu haben und passend hierzu scheint diese allein auch keine

fetale Wachstumsrestriktion an Gestationstag 15,5 hervorzurufen.

5.3.2 Einfluss der Interventionsdiaten auf die vaskularen Strukturen der

Plazenta

Als weiterer moglicher Erklarungsansatz fir die im Versuch beobachtete fetale
Wachstumsrestriktion kam eine gestdrte Vaskularisation der Plazenta in Be-
tracht, da die fetalen Kapillaren und maternalen Blutsinusse in der Labyrinth-
Zone der Plazenta die zentralen Strukturen des fetomaternalen Stoffaustau-
sches darstellen. Sowohl in humanen Studien als auch in Versuchen mit Mau-
sen und Ratten sind unter dem Einfluss einer mutterlichen Adipositas verschie-
dene morphologische und molekularbiologische Veranderungen der plazenta-
ren Gefal3e beschrieben worden [75-78, 87]. Als pathophysiologischer Mecha-
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nismus wird hierbei davon ausgegangen, dass die miutterliche Adipositas eine
vaskulare Inflammation in der Plazenta auslost, welche die Entwicklung, Struk-
tur und Funktion der plazentaren Gefal3e beeintrachtigt und damit zu einer pla-
zentaren Dysfunktion fuhren kann [71, 73, 85, 86]. Wie bereits erwahnt muss
jedoch bei der Interpretation der Ergebnisse dieses Versuchs bedacht werden,
dass ein hoher Anteil der untersuchten Plazenten von Muttertieren stammte, fur
die zum Zeitpunkt der Verpaarung keine Adipositas nachgewiesen werden
konnte. Aus technischen Grinden konnten histologisch und molekularbiologisch
nur 5 - 6 Plazenten pro Gruppe analysiert werden, wobei in der HFD-Gruppe
und in der WSD-Gruppe 3 von 5 Plazenten, und in der DIO-Gruppe 3 von 6
Plazenten von Non-Responder-Muttertieren stammten. Es erscheint daher
sinnvoll, auch die Ergebnisse bezuglich der plazentaren Gefal3e hinsichtlich des
fur alle Weibchen sicher vorliegenden Einflussfaktors der mutterlichen Diaten zu
interpretieren und den in der Literatur vielfach untersuchten, aber in diesem
Versuch fir nur wenige Weibchen vorliegenden Einflussfaktor einer mutterli-

chen Adipositas aufen vor zu lassen.

5.3.2.1 Einfluss der Interventionsdidten auf Oberflache und Volumen der

vaskuldren Strukturen in der Labyrinth-Zone der Plazenta

Mit Hilfe stereologischer Methoden wurden im Versuch das Volumen und die
Oberflache der fetalen Kapillaren und der maternalen Blutsinusse in der Laby-
rinth-Zone der Plazenta an Gestationstag 15,5 analysiert. Beide Gro3en stellen
dabei entscheidende Parameter fur den fetomaternalen Stoffaustausch dar. So
bedeutet eine grolR3e Gefalioberflache mehr Kapazitat fur aktive und passive
Transportvorgange, da mehr Flache fir den Einbau der entsprechenden Trans-
portmolekile zur Verfigung steht und da sich die Diffusionskapazitat der Inter-
hemal Membrane proportional zur Gefal3oberflache verhalt [25]. Zudem gilt fur
das Volumen, dass umso gréRer die Summe aller GefaRvolumina in der Pla-
zenta, desto mehr Blut kann in der Plazenta pro Zeiteinheit am fetomaternalen
Stoffaustausch teilnehmen [25].

Signifikante Veranderungen beider Parameter im Vergleich zur Standarddiat
lieBen sich im Versuch ausschlie3lich unter dem Einfluss der beiden Hochfett-/
Hochzuckerdiaten feststellen, nicht jedoch unter dem Einfluss der reinen Hoch-
fettdiat. So zeigte sich im Versuch in den beiden Hochfett-/Hochzuckerinterven-
tionsgruppen das Volumen sowie der Volumenanteil der fetalen Kapillaren am
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Gesamtvolumen der Labyrinth-Zone und das Volumen der maternalen Blutsi-
nusse signifikant reduziert im Vergleich zu den Plazenten der SD- und der HFD-
Gruppe. Im Gegensatz dazu fand sich in beiden Hochfett-/Hochzuckerinterven-
tionsgruppen ein signifikant erhdhter Volumenanteil des Trophoblastengewebes
am Gesamtvolumen der Labyrinth-Zone ebenfalls sowohl im Vergleich zu den
Plazenten der SD- als auch der HFD-Gruppe. Fiur die Oberflache der fetalen
Gefalie lield sich dagegen nur fur die DIO-Gruppe eine signifikante Reduktion
im Vergleich zur SD- und zur HFD-Gruppe feststellen. Konkordant zu diesen
Ergebnissen wurde auch in der Literatur fur Mause unter dem Einfluss einer
Hochfett-/Hochzuckerdiat an Gestationstag 16 eine signifikante Reduktion des
Volumens der fetalen Kapillaren im Vergleich zu den Plazenten der Kontroll-
gruppe beschrieben. Allerdings lieBen sich hierbei keine signifikanten Effekte
auf das Volumen der maternalen Blutsinusse oder auf das Volumen des Tro-
phoblastengewebes nachweisen [75].

Unter dem Einfluss der beiden Hochfett-/Hochzuckerdidten kdonnte somit die
festgestellte Reduktion von Oberflache und Volumen der plazentaren Gefalde
zu einer eingeschréankten fetalen N&ahrstoffversorgung gefuhrt haben und damit
eine Ursache fur die fetale Wachstumsrestriktion darstellen.

Im Gegensatz dazu lie3en sich fur die Plazenten der HFD-Gruppe keine signifi-
kanten Unterschiede beziglich der Oberflache oder der Volumina der vaskula-
ren Strukturen in der Labyrinth-Zone im Vergleich zur SD-Gruppe nachweisen.
Hierbei ist jedoch zu bericksichtigen, dass in der HFD-Gruppe 3 von 5 der ste-
reologisch analysierten Plazenten von Non-Responder-Weibchen stammten,
sich eine Wachstumsretardierung an Gestationstag 15,5 allerdings nur fir die
Feten der adipdsen Weibchen feststellen liel3 (Daten nicht gezeigt). Kretschmer
et al. konnten dagegen unter der Voraussetzung, dass nur Plazenten von adi-
pdsen Muttertieren in die Analyse eingeschlossen wurden, neben einer fetalen
Wachstumsretardierung an Gestationstag 15,5 auch fur die Plazenten der HFD-
Gruppe eine signifikante Reduktion der Oberflache der fetalen Kapillaren im
Vergleich zur SD-Gruppe nachweisen [73]. Dies deutet somit darauf hin, dass
der alimentare Einfluss der Hochfettdiat allein keinen wesentlichen Effekt auf
das Volumen oder die Oberflache der vaskularen Strukturen in der Labyrinth-
Zone zu haben scheint, sondern erst die dadurch induzierte mtterliche Adiposi-

tas zu einer Entwicklungsstorung insbesondere der fetalen Kapillaren fihrt und
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hierdurch eine fetale Wachstumsretardierung hervorrufen kdnnte. Der alimenta-
re Einfluss der Hochfett-/Hochzuckerdiaten scheint dagegen auch ohne eine
gleichzeitige mutterliche Adipositas auszureichen, um eine Entwicklungsstérung
der fetalen und maternalen vaskularen Strukturen in der Labyrinth-Zone der
Plazenta zu verursachen.

Bei der isolierten Betrachtung des Einflussfaktors der mitterlichen Ernahrung
zeigt sich somit, dass die Kombination eines hohen Fett- und Zuckergehalts
einen deutlich schadlicheren Effekt auf die plazentaren Gefal3e an Gestations-
tag 15,5 zu haben scheint, als ein hoher Fettgehalt allein. Unklar bleibt jedoch,
warum sich in der WSD-Gruppe deutlich starkere Auswirkungen auf die fetale
Resorptionsrate und das Uberleben der Nachkommen gezeigt haben als in der
DIO-Gruppe, obwohl diese beiden Diaten ahnlich starke Effekte auf die plazen-
taren Gefale zu haben scheinen. Dies deutet somit darauf hin, dass der kom-
promittierten fetalen Versorgung wohl noch andere Pathomechanismen als die
beobachteten strukturellen Veranderungen der plazentaren Gefal3e zugrunde
liegen. Da der Anteil an Non-Responder-Weibchen in der WSD-Gruppe mit 60
% noch hoéher war als in der DIO-Gruppe mit 50 %, erscheint auch der aggra-
vierende Einfluss einer mutterlichen Adipositas als Ursache fir die unterschied-
lichen Effekte in diesen beiden Interventionsgruppen unwahrscheinlich. Neben
strukturellen Veranderungen der plazentaren Gefal3e ist als weitere in der Lite-
ratur vielfach diskutierte Ursache einer plazentaren Dysfunktion auch eine Be-
eintrachtigung der mikrovaskuldren Funktionen des Endothels in Betracht zu
ziechen. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Ubergewichtige
schwangere Frauen eine signifikant geringere Reaktion auf eine endotheliale
vasodilatatorische Stimulation zeigen als normalgewichtige Schwangere [85].
Im Folgenden lag daher der Fokus der weiteren Untersuchungen auf den feta-

len Endothelzellen.

5.3.2.2 Einfluss der Interventionsdiaten auf das fetale Endothel

Das fetale Endothel spielt als Teil der Interhemal Membrane eine wichtige Rolle
fur die Regulation des fetomaternalen Stoffaustausches und damit fir die fetale
Versorgung. Daher wurden im Versuch an Gestationstag 15,5 neben der Mor-
phologie der plazentaren GefalRe auch die fetalen Endothelzellen untersucht.
Insbesondere fur die Gen-/mRNA-Expression und die Proteinlevel der Endo-
thelzellmarker liel3en sich dabei deutliche geschlechterabhéngige Unterschiede
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feststellen. Auch in der Literatur wird ein geschlechterabhangiger Effekt der
mdatterlichen Erndhrung auf die Plazenta diskutiert, wonach die Plazenten weib-
licher Feten sensitiver flr Verdnderungen des intrauterinen Umgebungsmilieus
seien und daher starkere plazentare Kompensationsmechanismen stattfanden,
um die Feten vor den schadlichen mutterlichen Einflissen zu schitzen [132].
Diese Annahme grindet darauf, dass sich in den Plazenten weiblicher Feten
von Mausen, welche wahrend der Schwangerschaft eine Hochfettdiat erhielten,
eine Hochregulation von einer Vielzahl von Genen im Vergleich zu den Plazen-
ten méannlicher Feten gezeigt hatte [132]. Im Gegensatz hierzu fand sich jedoch
in dieser Arbeit fur das Zelladhasionsmolekul VE-Cadherin auf Proteinebene fur
beide Geschlechter eine Hochregulation in allen drei Interventionsgruppen im
Vergleich zur SD-Gruppe. Eine statistische Signifikanz lie3 sich allerdings nur
fur die Plazenten mannlicher Feten der HFD- und der WSD-Gruppe nachwei-
sen. Auf mRNA-Ebene fanden sich dagegen fir die Expression von VE-
Cadherin fur beide Geschlechter keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Interventionsgruppen und der SD-Gruppe. Da VE-Cadherin eine essentielle
Rolle fir die Angiogenese in der Embryonalzeit sowie zytoprotektive und den
Zellverband stabilisierende Eigenschaften zugeschrieben wird, ware im Rabh-
men einer plazentaren Dysfunktion eher eine Herunterregulation von VE-
Cadherin zu erwarten gewesen [49, 53]. In Anlehnung an den in der Literatur
beschriebenen Erklarungsansatz fur die geschlechterabhangigen Unterschiede,
konnte die verstarkte Expression von VE-Cadherin jedoch auch auf eine kom-
pensatorische Hochregulation zum Ausgleich eines anderen vaskularen Scha-
digungsmechanismus hindeuten. Insbesondere im Hinblick auf die festgestell-
ten morphologischen Veranderungen der fetalen Kapillaren unter dem Einfluss
der Hochfett-/Hochzuckerdiaten kénnte die Hochregulation von VE-Cadherin
von kompensatorischer Bedeutung sein.

Auch fur den Endothelzellmarker CD-31 liel3 sich auf Proteinebene eine Hoch-
regulation detektieren, allerdings war dies im Gegensatz zur Hypothese aus der
Literatur nur fur die Plazenten mannlicher Feten in den beiden Hochfett-/Hoch-
zuckerinterventionsgruppen der Fall. Dagegen zeigte sich fur die Plazenten
mannlicher Feten der HFD-Gruppe auf Proteinebene fir CD-31 eine Herunter-
regulation. Entgegen den Veranderungen auf Proteinebene lie3en sich auf

MRNA-Ebene fur die Plazenten mannlicher Feten fur die Expression von CD-31

116



5. Diskussion

und, bis auf eine Herunterregulation von Angpt-1 in der DIO-Gruppe, auch fur
die anderen Endothelzellmarker keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Interventionsgruppen und der SD-Gruppe nachweisen.

Im Gegensatz zu der in der Literatur beschriebenen Hypothese zeigte sich fur
die Plazenten weiblicher Feten auf mRNA-Ebene fir die Endothelzellmarker
Angpt-1, Angpt-2, TIE-2, Apelin und CD-31 in allen drei Interventionsgruppen
eine Herunterregulation von jeweils einem bis mehreren der genannten Endo-
thelzellmarker. Konkordant zu den Ergebnissen auf mRNA-Ebene liel3 sich die
Herunterregulation von CD-31 in den Plazenten weiblicher Feten der DIO-
Gruppe auch auf Proteinebene nachweisen. Zusétzlich deutete sich auch fur
die Plazenten weiblicher Feten der HFD-Gruppe auf Proteinebene eine Herun-
terregulation von CD-31 an, ein statistisch signifikanter Unterschied liel3 sich
dabei jedoch, wie auf mMRNA-Ebene, auch auf Proteinebene nicht nachweisen.
Wie fur einige der genannten Endothelzellmarker lie3 sich auch fur Beta-
Catenin eine signifikant geringere Expression in den Plazenten weiblicher Feten
der DIO-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe feststellen. Wahrend allen ge-
nannten Endothelzellmarkern unter anderem eine wichtige Rolle fiir die Angio-
genese wahrend der Embryonalzeit zugesprochen wird, spielt Beta-Catenin
eine wichtige Rolle fir die Stabilisierung der Adherens Junctions [41, 46, 49,
123]. Zudem fungiert Beta-Catenin auch als Transkriptionsfaktor und kann hie-
ruber eine Induktion des Zellwachstums, eine Modulation der Zelldifferenzie-
rung sowie eine Inhibition der zellularen Apoptose vermitteln [49, 52]. Eine
Herunterregulation von Beta-Catenin und der untersuchten Endothelzellmarker
kénnte somit zu einer Entwicklungsstérung der fetalen Kapillaren fihren. Zu-
dem kodnnte eine geringere Expression von Beta-Catenin durch einen vermin-
derten interzellularen Zusammenhalt negative Auswirkungen auf die Integritét
des fetalen Endothels haben. Die Herunterregulation von Beta-Catenin und der
verschiedenen Endothelzellmarker in den Plazenten weiblicher Feten, insbe-
sondere der DIO-Gruppe, unterstitzen somit zwar nicht die in der Literatur be-
schriebene Hypothese eines starkeren plazentaren Kompensationsmechanis-
mus der weiblichen Feten. Unter dem Vorbehalt eines tberwiegend ausgegli-
chenen Geschlechterverhaltnisses der histologisch analysierten Plazenten wur-
de es jedoch insgesamt in Einklang mit dem festgestellten reduzierten Volumen

sowie der reduzierten Oberflache der fetalen Kapillaren in den Hochfett-/Hoch-
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zuckerinterventionsgruppen stehen.

Wahrend sich fir die Plazenten weiblicher Feten die Ergebnisse bezlglich der
Genexpression von CD-31 und VE-Cadherin in den verschiedenen Futtergrup-
pen Uberwiegend konkordant zu den Ergebnissen auf Proteinebene zeigten,
liel3 sich fur die Plazenten mannlicher Feten diesbezuglich fir beide Proteine
eine deutliche Diskrepanz feststellen. Dies deutet daraufhin, dass insbesondere
fur die Plazenten mannlicher Feten weitere posttranskriptionelle Faktoren eine
Rolle zu spielen scheinen, die die Proteinlevel der Endothelzellmarker und der
Adherens Junction-Marker beeinflussen.

Insgesamt bleibt letztlich unklar, inwiefern die Unterschiede beztiglich der Gen-
expression und der Proteinlevel der Endothelzellmarker und der Adherens
Junction-Marker in den Plazenten der Interventionsgruppen im Vergleich zur
SD-Gruppe eine pathophysiologische Rolle fir die plazentare Dysfunktion spie-
len. Einerseits kdnnte die Herunterregulation der Endothelzellmarker und von
Beta-Catenin insbesondere fir das weibliche Geschlecht zur Entstehung einer
plazentaren Dysfunktion beitragen, andererseits konnte die Hochregulation von
VE-Cadherin als Kompensationsmechanismus gegeniber dem negativen Ein-
fluss der mitterlichen Ernahrung interpretiert werden.

Um zu klaren, ob sich ein geschlechterabhéangiger Effekt auch im Hinblick auf
die morphologischen Aspekte der Plazenten und das fetale Outcome feststellen
lasst, erscheint es sinnvoll auch diese Analysen zukinftig nach Geschlechtern
getrennt durchzuftihren. In der Literatur wurde beziglich eines geschlechterab-
hangigen Effekts der mutterlichen Ernahrung auf das fetale Outcome beschrie-
ben, dass die mannlichen Nachkommen eine hthere Suszeptibilitdt gegentber
dem Einflussfaktor einer miitterlichen Hochfettdiat und einer hierdurch induzier-
ten matterlichen Adipositas zu haben scheinen als die weiblichen Nachkom-
men. So liel3en sich im Alter von zwolf Wochen fir die mannlichen Nachkom-
men von Mausen unter dem Einfluss einer sowohl mitterlichen als auch post-
natalen Hochfettdiat starkere negative Auswirkungen auf den Glukosestoff-
wechsel, héhere systolische Blutdruckwerte sowie hohere Serumlevel der
proinflammatorischen Zytokine TNF-alpha und Interleukin-6 nachweisen, ob-
wohl die weiblichen Nachkommen im Alter von zwolf Wochen insgesamt eine
hohere Koperfettmasse aufwiesen [133]. Als Ursache wurde hierbei eine un-

gunstige Fettverteilung im Sinne einer signifikant gré3eren intraabdominellen
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Fettmasse der ménnlichen Nachkommen diskutiert [133]. Passend hierzu konn-
te auch an Menschen eine starkere Korrelation zwischen dem Auftreten eines
metabolischen Syndroms und der Flache des viszeralen Fettgewebes im Ge-
gensatz zum BMI oder dem Gesamtkorperfettanteil nachgewiesen werden
[134]. Im Gegensatz hierzu lieRen sich jedoch in diesem Versuch im Nachgang
bezuglich des fetalen Outcomes zumindest flr das fetale Gewicht an Gesta-
tionstag 15,5 keine wesentlichen geschlechterabhéngigen Unterschiede fest-
stellen (Daten nicht gezeigt). So zeigte sich fur beide Geschlechter in allen drei
Interventionsgruppen ein reduziertes fetales Gewicht im Vergleich zur SD-
Gruppe und es liel3en sich innerhalb der einzelnen Futtergruppen keine wesent-
lichen geschlechterabhéangigen Unterschiede bezlglich des mittleren fetalen
Gewichts feststellen. Als einziger nennenswerter Unterschied zwischen den
beiden Geschlechtern liel3 sich fur das reduzierte fetale Gewicht in der HFD-
Gruppe nur fur das weibliche Geschlecht eine statistische Signifikanz im Ver-
gleich zur SD-Gruppe nachweisen (Daten nicht gezeigt). Insgesamt deutet dies
somit daraufhin, dass in diesem Versuch der auf molekularbiologischer Ebene
beobachtete geschlechterabhéangige Effekt bezlglich des fetalen Gewichts an
Gestationstag 15,5 im Wesentlichen nicht zum Tragen kommit.

Aufgrund der zeitlich und technisch aufwandigen Methode der Stereologie liel3
sich eine geschlechtergetrennte histologische Analyse der Plazenten in diesem
Versuch nicht realisieren. Da in jeder Futtergruppe ein tberwiegend ausgegli-
chenes Geschlechterverhaltnis der zu den Plazenten zugehdrigen Feten vorlag,
lasst sich somit an dieser Stelle keine abschlieRende Aussage beziiglich eines
geschlechterabhangigen Effekts auf die untersuchten morphologischen Aspekte

der Plazenten treffen.

5.4 Bewertung der Control-Diat bezuqglich der Eigenschaft als

Kontrolldiat

Im Versuch sollte evaluiert werden, ob die Control-Diét in ihrer Eigenschaft als
Kontrolldiat als gleichwertige Alternative zur Standarddiat bewertet werden kann
und diese somit in zukunftigen Versuchen ersetzen konnte.

Erstaunlicherweise zeigte sich in der CO-Gruppe eine erhdhte fetale Mortalitat
in Form eines deutlich reduzierten Anteils lebender Nachkommen an P1, was in
der Literatur haufig als Indikator fir einen mangelhaften Gesundheitszustand

der Nachkommen gewertet wird [130]. Zusatzlich liel3 sich auch ein signifikant
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reduziertes Korpergewicht der Nachkommen an P2 feststellen. Im Gegensatz
dazu liel3 sich an Gestationstag 15,5 weder ein signifikanter Unterschied bezlig-
lich des fetalen Gewichts noch bezuglich der fetalen Resorptionsrate nachwei-
sen. Dies deutet somit darauf hin, dass es unter dem Einfluss der CO-Diat ins-
besondere gegen Ende der Schwangerschaft zu negativen Auswirkungen auf
das fetale Wachstum und die fetale Entwicklung zu kommen scheint. Auch die
signifikant langere Gestationsdauer in der CO-Gruppe im Vergleich zur SD-
Gruppe kobnnte dabei Ausdruck davon sein, dass die Feten aufgrund einer Sto-
rung von Wachstum und Entwicklung unter dem Einfluss der CO-Diat mehr Zeit
benotigen, um die Geburtsreife zu erlangen.

Fur Totgeburten und ein erniedrigtes Geburtsgewicht hatte sich in humanen
Studien gezeigt, dass diese pathophysiologisch haufig auf eine plazentare Dys-
funktion auf dem Boden einer gestorten Plazentaentwicklung zurtickzufiihren
sind [58, 60, 61]. Passend hierzu deuteten auch die Ergebnisse im Versuch an
Gestationstag 15,5 auf ein vermindertes plazentares Gewicht sowie auf eine
gestorte Vaskularisation der Plazenta unter dem Einfluss der CO-Diat hin. Wah-
rend sich fir das deutlich geringere plazentare Gewicht in der CO-Gruppe im
Vergleich zur SD-Gruppe keine statistische Signifikanz nachweisen liel3, zeigte
sich dafur eine signifikante Reduktion des Volumens sowie der Oberflache der
fetalen Kapillaren in der Labyrinth-Zone der Plazenten der CO-Gruppe. Ahnli-
che Ergebnisse zeigten sich auch fur die mutterlichen Blutsinusse, allerdings
lie3 sich hierbei keine statistische Signifikanz nachweisen. Fur die fetalen Endo-
thelzellen lieRen sich dagegen weder bezlglich der Genexpression noch be-
zlglich der Proteinlevel wesentliche Unterschiede zwischen den Plazenten der
CO- und der SD-Gruppe feststellen. Lediglich fur die Plazenten der weiblichen
Feten der CO-Gruppe zeigte sich an Gestationstag 15,5 ein Trend fur ein redu-
ziertes Proteinlevel des Endothelzellmarkers CD-31 im Vergleich zur SD-
Gruppe. Dies wirde auch in Einklang zu den beschriebenen morphologischen
Veranderungen der plazentaren Gefél3e in den Plazenten der CO-Gruppe ste-
hen.

Somit fanden sich insbesondere auf morphologischer Ebene deutliche Hinweise
auf eine Entwicklungsstérung insbesondere der fetalen Kapillaren unter dem
Einfluss der CO-Diat. Da die plazentaren Gefal3e die zentralen Strukturen fur

den fetomaternalen Stoffaustausch darstellen, konnten diese vaskularen Ver-
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anderungen in utero zu einer kompromittierten fetalen Versorgung und damit zu
einem mangelhaften Gesundheitszustand der Nachkommen gefihrt haben.
Dies kdnnte einen mdglichen Erklarungsansatz fur die erhéhte fetale Mortalitat
und das reduzierte Gewicht an P2 unter dem Einfluss der CO-Diat darstellen.

Das unterschiedliche fetale Outcome in den beiden Kontrollgruppen fihrte zu
der Frage, welcher Unterschied zwischen den beiden Kontrolldidten dies erkla-
ren konnte. Da die CO-Diat durch einen fast doppelt so hohen Zuckergehalt wie
die Standarddiat gekennzeichnet ist, zeigten die Weibchen der CO-Gruppe
wahrend der Schwangerschaft eine signifikant hohere mittlere Zuckeraufnahme
pro Tag im Vergleich zu den Weibchen der SD-Gruppe. In der Literatur ist je-
doch fur Ratten unter dem Einfluss einer hohen Zuckerzufuhr wéahrend der
Schwangerschaft in Form von fruktosereichem Wasser ein erhdhtes Gewicht
der Nachkommen an P2 beschrieben worden und es lief3 sich keine erhéhte
Mortalitdt der Nachkommen feststellen [135]. Auch wenn sich aus den Herstel-
lerangaben der CO-Diat nicht eruieren liel3, aus welchen unterschiedlichen Mo-
no- und Disacchariden sich der Gesamtzuckergehalt der Diat zusammensetzt,
erscheint es somit eher unwahrscheinlich, dass das schlechtere fetale Outcome
unter dem Einfluss der CO-Diat tatséchlich auf den héheren Zuckergehalt zu-
rackzufihren ist. Des Weiteren fiel in der CO-Gruppe eine deutlich geringere
mittlere tagliche Proteinaufnahme der Weibchen wahrend der Schwangerschaft
im Vergleich zur SD-Gruppe auf. Obwohl beide Kontrolldiaten einen ahnlichen
Proteingehalt aufweisen, entstand dieser Unterschied durch die signifikant ho-
here aufgenommene Nahrungsmenge pro Tag in der SD-Gruppe im Vergleich
zur CO-Gruppe. Allerdings ist in der Literatur an Mausen, welche wahrend der
Schwangerschaft einer diatetischen Proteinrestriktion unterzogen wurden, auch
an Gestationstag 14,5 und 18,5 eine signifikante Reduktion des fetalen Ge-
wichts beschrieben worden, wohingegen sich nur an Gestationstag 18,5 eine
signifikante Reduktion des plazentaren Gewichts, nicht jedoch an Gestationstag
14,5 gezeigt hatte [89]. Auch hierbei wurde die fetale Wachstumsrestriktion un-
ter anderem auf eine gestOrte Vaskularisation der Plazenta zuriickgefuhrt [89].
Es qilt jedoch zu bedenken, dass die geringere tagliche Proteinaufnahme der
Weibchen unter dem Einfluss der CO-Diat nur einer milden Proteinrestriktion
entspricht, wohingegen sich im zitierten Versuch die fetale Wachstumsrestrikti-

on unter einer deutlich starkeren Proteinrestriktion gezeigt hatte [89]. Dagegen
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liel3 sich in Versuchen zum Einfluss einer milden Proteinrestriktion wahrend der
Schwangerschaft kein signifikanter Effekt auf das fetale Gewicht und sogar ein
erhohtes plazentares Gewicht an Gestationstag 16 und 19 nachweisen [128].
Daher ist fraglich, ob das schlechtere fetale Outcome unter dem Einfluss der
CO-Diat tatsachlich auf die geringere Proteinaufnahme wéhrend der Schwan-
gerschaft zurtckzufuhren ist.

Des Weiteren zeigten die Weibchen der CO-Gruppe wahrend der Schwanger-
schaft eine im Schnitt um circa 20 % reduzierte Kalorienaufnahme pro Tag im
Vergleich zur SD-Gruppe. Konkordant zu den Ergebnissen im Versuch konnte
in der Literatur an Mausen unter einer 20 %-igen Kalorienrestriktion wéahrend
der Schwangerschaft eine signifikante Reduktion des fetalen Gewichts an Ges-
tationstag 19 und bei Geburt, nicht jedoch an Gestationstag 16 nachgewiesen
werden [88]. Zudem hatte sich, wie unter dem Einfluss der CO-Diat, an Gesta-
tionstag 16 ein reduziertes plazentares Gewicht im Vergleich zur Kontrollgruppe
gezeigt und es liel3 sich ebenfalls eine gestdrte Vaskularisation der Plazenta
feststellen [88]. Allerdings konnte ein signifikant geringeres Volumen der fetalen
Kapillaren und der maternalen Blutsinusse in der Labyrinth-Zone der Plazenta
im Vergleich zur Kontrollgruppe erst an Gestationstag 19, nicht jedoch wie unter
dem Einfluss der CO-Diat an Gestationstag 16 nachgewiesen werden [88].
Beim Vergleich mit den Ergebnissen aus der Literatur kame somit als Ursache
fur das schlechtere fetale Outcome unter dem Einfluss der Control-Diat am
ehesten die reduzierte Kalorienaufnahme wahrend der Schwangerschatft in Be-
tracht, jedoch ist eine abschlieRende Klarung der Ursache an dieser Stelle nicht
maoglich. Das schlechtere fetale Outcome unter dem Einfluss der Control-Diét
fuhrte jedoch zu dem Schluss, dass die Control-Diat im Vergleich zur Standard-
diat nicht als gleichwertige Kontrolldiat bewertet werden konnte und somit von

einer weiteren Verwendung in nachfolgenden Versuchen abgesehen wurde.
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5.5 Ubertragbarkeit auf den Menschen

Abschliel3end bleibt zu diskutieren, inwiefern sich die gewonnenen Erkenntnis-
se aus dem Versuch auf den Menschen Ubertragen lassen. Da die Plazenta die
essentielle Verbindung zwischen Mutter und Kind darstellt, liegt die Vermutung
nahe, dass ein Grof3teil der negativen Auswirkungen einer mutterlichen Adiposi-
tas bzw. einer ungunstigen mutterlichen Ernahrung auf den Fetus durch die
Plazenta vermittelt werden. Obwohl sich die humane und die murine Plazenta
im Detail in ihrem histologischen Aufbau und ihrer endokrinen Funktion vonei-
nander unterscheiden, konnte nachgewiesen werden, dass sich die Entwick-
lungsvorgange und die molekularen Mechanismen doch bedeutend ahnlich sind
[24]. Auf diese Ahnlichkeit stiitzt sich die Annahme, dass eine miitterliche Adi-
positas bzw. eine ungunstige mutterliche Ernahrung in der humanen Plazenta
zu ahnlichen pathologischen Effekten wie in der murinen Plazenta fuhren kénn-
te und damit den negativen fetalen Auswirkungen bei Maus und Mensch ahnli-
che Pathomechanismen zugrunde liegen kdnnten.

Wahrend in humanen Studien in der Regel der Einfluss einer mutterlichen Adi-
positas untersucht wird, konnten die Ergebnisse im Versuch lediglich hinsicht-
lich des Einflussfaktors der mitterlichen Erndhrung interpretiert werden. Trotz-
dem zeigten sich im Versuch unter dem Einfluss der Interventionsdiaten ahnli-
che Auswirkungen auf Schwangerschaft und Feten wie am Menschen unter
dem Einfluss einer mitterlichen Adipositas. So konnte eine reduzierte Fertilitat
und eine erhdhte fetale Mortalitat in Form einer erhdhten Rate an Aborten, Tot-
geburten sowie einer erhdhten Sterberate innerhalb der Sauglingsperiode so-
wohl in humanen Studien als auch in diesem Mausmodell festgestellt werden
[19, 127]. Bezuglich der im Versuch beobachteten langeren Gestationsdauer
unter dem Einfluss der Interventionsdiaten ist am Menschen unter dem Einfluss
einer mutterlichen Adipositas zwar ebenfalls ein erhéhtes Risiko fir eine Uber-
tragung, aber auch ein erhéhtes Risiko fur eine Frihgeburtlichkeit beschrieben
worden [15]. Der im Versuch nachgewiesenen fetalen Wachstumsrestriktion
steht allerdings die in humanen Studien unter dem Einfluss einer miutterlichen
Adipositas sehr viel haufiger beobachtete fetale Makrosomie entgegen [20, 90].
Zwar liel3 sich in einigen Féllen einer hochgradigen mutterlichen Adipositas
auch eine intrauterine Wachstumsretardierung feststellen, dies ist jedoch sehr

viel seltener der Fall [21]. Jedoch zeigen sich auch in den verschiedenen Tier-
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versuchen in der Literatur sehr heterogene Ergebnisse bezuglich der Auswir-
kungen einer mutterlichen Adipositas bzw. der mutterlichen Diat auf das fetale
Gewicht [90]. So ist neben einer fetalen Wachstumsretardierung mit kompensa-
torischem Aufholwachstum bis zur Geburt sowohl ein signifikant reduziertes als
auch ein signifikant erhohtes Geburtsgewicht im Vergleich zur Kontrollgruppe
beschrieben worden [72, 75, 98, 131]. Dies deutet somit darauf hin, dass die
teilweise unterschiedlichen Auswirkungen einer ungtinstigen mutterlichen Er-
nahrung bzw. einer matterlichen Adipositas bei Maus und Mensch nicht nur auf
die unterschiedlichen Spezies zurtickzufihren sind. So scheinen diese auch
stark von den jeweiligen Versuchsbedingungen abhangig zu sein, wie bei-
spielsweise von der Nahrstoffkomposition der eingesetzten Diaten oder der
Zeitdauer der bereits préakonzeptionellen Futterung der jeweiligen Diat sowie
vom Schweregrad der induzierten miutterlichen Adipositas [68, 69, 90]. Insbe-
sondere um den Einflussfaktor der mdutterlichen Diat im Mausmodell der
menschlichen Realitat noch ahnlicher zu gestalten, wurden im Versuch neben
einer reinen Hochfettdiat auch zwei Hochfett-/Hochzuckerdiaten eingesetzt, die
den weltweit zunehmenden westlichen Erndhrungsstil der Menschen besser
imitieren sollten.

Auch wenn schlieRlich die Ubertragbarkeit der Ergebnisse vom Mausmodell auf
den Menschen aufgrund der unterschiedlichen Spezies offensichtlich limitiert
ist, kbnnen im Mausmodell wichtige Einblicke in pathophysiologische Prozesse
gewonnen werden, welche auch fir humane Studien Anstof3e zu neuen For-

schungsansétzen sein kbnnen.
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