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1 Zusammenfassung

Die globale Zunahme von Adipositas stellt ein wachsendes Gesundheitsrisiko dar, unter
anderem wahrend der Schwangerschaft. Maternale Adipositas wahrend der Schwangerschaft
stellt eine Gefahr fir Mutter und Kind dar, einschlieBlich einer héheren Wahrscheinlichkeit fur
Gestationsdiabetes, Praeklampsie und fetale Fehlbildungen. Studien legen nahe, dass
maternale Adipositas wahrend der Schwangerschaft die Entwicklung des Hippocampus, einer
Hirnregion, die flr Lernen, Gedachtnis und Emotionsregulation zentral ist, negativ
beeinflussen kann, was sich in kognitiven Defiziten der Nachkommen &ulern kdnnte. Als
mogliche Pathomechanismen werden erhdhter oxidativer Stress, mitochondriale Dysfunktion
und veranderte Neuroplastizitdt bei den Nachkommen diskutiert. Metformin, ein seit
Jahrzehnten etabliertes Medikament zur Behandlung von Diabetes mellitus Typ 2, zeigt in
mehreren Studien positive Effekte auf Neuroplastizitdt, Gedachtnis, oxidativen Stress und
mitochondriale Funktion. Diese Eigenschaften kénnten potenziell die negativen Auswirkungen
maternaler Adipositas auf den Hippocampus der Nachkommen abmildern.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss maternaler Adipositas und einer Metformintherapie
wahrend der Schwangerschaft auf das Proteom des fetalen Hippocampus weiblicher
Nachkommen zu untersuchen. Hierzu wurden weibliche C57BL/6N-Mause ab der 3.
Lebenswoche entweder mit Standarddiat (SD) oder fettreicher Diat (HFD) ernahrt, um
normalgewichtige und Ubergewichtige Mause fur die Verpaarungen zu generieren. Ab dem
Zeitpunkt der Verpaarung im Alter von 12 bis 16 Wochen erhielt ein Teil der schwangeren
normalgewichtigen und Ubergewichtigen Weibchen randomisiert Uber die gesamte
Schwangerschaft Metformin Gber das Trinkwasser (SD+MF, HFD+MF), wahrend die anderen
Tiere keine Metformin-Intervention bekamen (SD, HFD). Die Foten wurden schlief3lich am
Gestationstag 18,5 entnommen und einer umfassenden Analyse des hippocampalen
Proteoms unterzogen, wobei der Fokus auf Neuroplastizitat, Gedachtnis, oxidativem Stress
und mitochondrialer Funktion lag. Zudem wurden Immunfluoreszenzfarbungen des
Hippocampus durchgefuhrt, um die Expression und Lokalisation zentraler Proteine zu
untersuchen, die mit der Regulation der Genexpression, der neuronalen Plastizitat, der
synaptischen Funktion sowie der Astrozyten-Aktivierung assoziiert sind.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass sowohl maternale Adipositas als auch eine
Metformintherapie wahrend der Schwangerschaft signifikante Auswirkungen auf das
hippocampale Proteom weiblicher Nachkommen haben. Metformin scheint das Proteom der
Nachkommen besonders dann zu verandern, wenn die Muttertiere eine HFD erhielten. In der
HFD-Gruppe zeigten sich signifikante und relevante Veranderungen in den Proteinleveln, die
sowohl positive als auch negative Auswirkungen auf Neuroplastizitat und Gedachtnisfunktion
haben konnten. Proteine der mitochondrialen Atmungskette waren in der HFD-Gruppe im

Vergleich zur SD-Gruppe runterreguliert, was auf eine mitochondriale Dysfunktion in dieser
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Gruppe hindeutet. Gleichzeitig fanden sich in dieser Gruppe Hinweise auf eine reduzierte
antioxidative Abwehr, wahrend andere signifikant und relevant veranderte Proteinlevel in der
HFD-Gruppe moglicherweise einen Schutz vor oxidativem Stress bieten konnten. Die
Metformintherapie flihrte bei adipdésen Muttertieren zu signifikanten Veranderungen des
Proteoms im Hippocampus der Nachkommen im Vergleich zur HFD-Gruppe, die sowohl
positive als auch negative Effekte auf Neuroplastizitat und Gedachtnis haben kénnten. Obwonhl
Metformin teilweise die negativen Auswirkungen der maternalen Adipositas auf
Neuroplastizitat und Gedachtnis mildern kénnte, zeigen die Ergebnisse auch, dass Metformin
Proteinlevel beeinflusst, deren Veranderungen potenziell schadliche Effekte haben kénnten.
Zudem konnte Metformin einer mitochondrialen Dysfunktion und erhéhtem oxidativen Stress
entgegenwirken, obwohl auch hier Anzeichen fur eine mdgliche Verschlechterung dieser
Zustande vorhanden sind. In beiden Gruppen, SD+MF und HFD+MF, weist Metformin
potenzielle antioxidative Eigenschaften auf, die mit der bestehenden Literatur Gbereinstimmen.
Diese Arbeit liefert Hinweise darauf, wie maternale Adipositas und eine Metformintherapie
wahrend der Schwangerschaft das Proteom des Hippocampus weiblicher Nachkommen
verandert und zeigt potenzielle Auswirkungen auf Neuroplastizitdt, Gedachtnisfunktion,
oxidativen Stress und mitochondriale Funktion. Fur zukunftige Arbeiten ware es sinnvoll,
mannliche Nachkommen einzubeziehen, langerfristige Untersuchungen durchzufiihren und
erganzende experimentelle Methoden anzuwenden, um die Effekte einer maternalen
Metformintherapie wahrend der Schwangerschaft bei Adipositas auf die hippocampale

Funktion der Nachkommen umfassender bewerten zu konnen.
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2 Einleitung

2.1 Ubergewicht und Adipositas: Privalenz, Risiken und Auswirkungen auf

Schwangere und deren Nachwuchs

Die Pravalenz von Ubergewicht und Adipositas nimmt weltweit seit Jahren stetig zu. Die
globale Pravalenz von Adipositas bei Erwachsenen hat sich zwischen 1990 und 2022 mehr
als verdoppelt'. Im Jahr 2022 wurden 2,5 Milliarden Menschen weltweit als lbergewichtig
klassifiziert, davon waren 890 Millionen adipds'. Die Weltgesundheitsorganisation definiert
Ubergewicht als einen Body-Mass-Index (BMI) von 25 kg/m? oder héher und Adipositas als
einen BMI von 30 kg/m? oder héher'. Ubergewicht und Adipositas gelten als Risikofaktoren fiir
zahlreiche Erkrankungen, darunter Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Diabetes mellitus Typ 2,
verschiedene Krebserkrankungen, Osteoarthritis, Asthma bronchiale und Depressionen?.
Diese gesundheitlichen Folgen von Ubergewicht und Adipositas gehen mit hohen
wirtschaftlichen Kosten fiir die Gesellschaft einher®. Auch die immateriellen Kosten von
Ubergewicht und Adipositas, wie der Verlust an subjektivem Wohlbefinden bei den
Betroffenen®, sollten nicht unerwahnt bleiben.

Bei Schwangeren ist die Pravalenz von Ubergewicht und Adipositas ebenfalls angestiegen.
Laut der Bundesauswertung Geburtshilfe des Instituts fur Qualitatssicherung und Transparenz
im Gesundheitswesen (IQTIG) waren 2022 15,70 % der Schwangeren adipds’, wahrend
dieser Anteil 2015 bei 9,31 % und 2014 bei 8,11 % lag®. Die Wahrscheinlichkeit, in einem
Zyklus schwanger zu werden, ist bei Ubergewichtigen und adipdsen Frauen geringer als bei
Frauen mit einem optimalen BMI (18,5 - 24,9 kg/m?)®. Zudem besteht bei adipdsen Frauen ein
erhohtes Risiko fir Fehlgeburten'®. Bei einer eingetretenen Schwangerschaft bergen
Ubergewicht und Adipositas der Mutter erhebliche Risiken sowohl fiir sie selbst als auch fir
das ungeborene Kind. Das Risiko, einen Gestationsdiabetes zu entwickeln, ist bei
Schwangeren mit Ubergewicht und Adipositas erhoht'', auch die Gefahr einer Praeklampsie
steigt bei Ubergewichtigen und adipésen Schwangeren an'?. Zusatzlich besteht bei adipdsen
Schwangeren ein erhohtes Risiko flir venése Thromboembolien''4. Dariiber hinaus ist eine
Weheninduktion mittels Oxytocin bei adipdsen Schwangeren haufiger als bei
Normalgewichtigen erforderlich’. Frauen mit einem BMI von = 25 kg/m? haben auch ein
erhdhtes Risiko fur Not-Kaiserschnitte, postpartale Blutungen, Genitaltrakt-, Harnwegs- und
Wundinfektionen'®.

Beim Nachwuchs uUbergewichtiger und adipdser Frauen besteht ein erhdhtes Risiko fur
angeborene Fehlbildungen wie Spina bifida, Omphalozele, Herzfehler, anorektale Atresie und
andere Anomalien'"®. Auch die Zahl der Neugeborenen mit Makrosomie ist bei adipdsen
Schwangeren erhoht®®. Des Weiteren haben Neugeborene adipdser Frauen ein erhdhtes
Risiko fur Fruhgeburtlichkeit, eine Aufnahme auf die Intensivstation, Hypoglykamie und

Neugeborenenikterus?'. Ferner ist bekannt, dass maternales Ubergewicht und maternale
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Adipositas wahrend der Schwangerschaft auch langfristige Folgen fur die Gesundheit der
Nachkommen haben. So steigt das Risiko flir den Nachwuchs, selbst im Kindes- und
Erwachsenenalter Ubergewichtig oder adipds zu werden???*. Ein hoherer mdtterlicher BMI
wahrend der Schwangerschaft scheint aullerdem mit einem erhéhten Risiko fir
kardiovaskulare Erkrankungen und Diabetes mellitus Typ 2 bei dem Nachwuchs assoziiert zu
sein?>?7, Zusatzlich besteht eine Assoziation zwischen miitterlichem Ubergewicht und
Adipositas wahrend der Schwangerschaft und einem erhéhten Risiko fiir die Entwicklung von
Asthma bronchiale bei den Nachkommen?®2°. AulRerdem wird auch ein gehauftes Auftreten
neurokognitiver Beeintrachtigungen und psychiatrischer Erkrankungen bei Nachkommen von
Mittern mit Ubergewicht oder Adipositas beschrieben. Dazu zdhlen unter anderem ein
niedrigerer Intelligenzquotient, Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitatsstorung und Autismus-

Spektrum-Stérung®°-32,

2.2 Hippocampus

2.21 Aufbau und Funktion

Der Hippocampus ist ein Teil des Gehirns, der zum limbischen System gehért und tief im
medialen Teil des Temporallappens liegt®®. Er besteht aus zwei eng miteinander verbundenen
Strukturen aus grauer Substanz: dem Gyrus dentatus und dem Cornu ammonis (CA)**. Das
CA wird aufgrund seiner zelluldren Architektur in vier Regionen unterteilt: CA1, CA2, CA3 und
CA434. Inferomedial geht das CA in das Subiculum Uber, das als weiterer Teil des
hippocampalen Komplexes direkt an den Gyrus parahippocampalis anschlie3t®®. In der axialen
und sagittalen Darstellung lasst sich der Hippocampus in drei Segmente unterteilen: das
anteriore Segment oder ,Kopf“, das intermediare Segment oder ,Kérper“ und das posteriore
Segment oder ,Schwanz“*. Die weilen Fasern des Hippocampus biindeln sich an seiner
Oberflache zu einer Schicht, dem Alveus?®*. Diese Fasern konzentrieren sich medial und bilden
die Fimbria hippocampi, die in den Fornix cerebri ibergeht3+.

Die Funktionen des Hippocampus umfassen unter anderem Lernen, Gedachtnis und
Emotionsregulation®®. Der Hippocampus ist am Kurzzeitgedachtnis und am deklarativen
Langzeitgedachtnis beteiligt, das das semantische Gedachtnis (Fakten und Konzepte) sowie
das episodische Gedachtnis (personliche Erlebnisse) umfasst®. Zudem spielt der
Hippocampus eine Rolle beim raumlichen Gedachtnis®. Es wird auch angenommen, dass der
Hippocampus an der Regulation bestimmter emotionaler Verhaltensweisen beteiligt ist,
insbesondere im Kontext der Schmerzverarbeitung®. Fur die Ausfihrung seiner Funktionen
weist der Hippocampus eine Vielzahl direkter Verbindungen zu kortikalen Arealen auf,

einschlieRlich der Area entorhinalis und des perirhinalen Kortex®’. Zusatzlich ist der
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Hippocampus durch Projektionen zum paraventrikuldren Kern des Hypothalamus an der
Regulation des adrenocorticotropen Hormons beteiligt=®.

Eine Besonderheit des Hippocampus ist seine Fahigkeit zur lebenslangen Neurogenese und
Plastizitat3®3°. Unter Neuroplastizitat verstent man die Fahigkeit des Gehirns, sich durch
Entwicklung und Umstrukturierung zu verandern®. Dabei wird zwischen struktureller und
funktioneller Plastizitat unterschieden®®. Beide Formen der Plastizitat - strukturelle und
synaptische Plastizitat - arbeiten zusammen, um die Struktur und Funktion des Gehirns zu
erhalten und anzupassen®. Strukturelle Plastizitat umfasst unter anderem Veranderungen in
der Gréle und Form von Dendriten, die durch das neuronale Zytoskelett und verschiedene
Signalmolekiile reguliert werden®. Funktionelle Plastizitat, auch synaptische Plastizitat
genannt, betrifft die Effizienz und Starke der synaptischen Ubertragung, die durch
verschiedene Prozesse wie die Bildung neuer Verbindungen, die Modifikation von Synapsen
und die Anderung ihrer Erregbarkeit beeinflusst wird®®. Zu den Formen der synaptischen
Plastizitat zahlen Langzeitpotenzierung und Langzeitdepression®®. Langzeitpotenzierung
bezeichnet eine Verstarkung der synaptischen Ubertragung, die durch gleichzeitige Aktivitat
auf der pra- und postsynaptischen Seite hervorgerufen wird und zu einer langanhaltenden
Veranderung der synaptischen Starke fihrt*>. Im Gegensatz dazu beschreibt die
Langzeitdepression eine langanhaltende Abschwachung der synaptischen Reaktionen, die
durch wiederholte Stimulation mit niedriger Frequenz ausgeldst wird*!. Langzeitpotenzierung
und Langzeitdepression werden als mdgliche Phanomene betrachtet, die die zellularen
Mechanismen widerspiegeln, welche den Prozessen des Lernens und des Gedachtnisses

zugrunde liegen?042,

2.2.2 Auswirkungen von maternalem Ubergewicht/maternaler Adipositas
wahrend der Schwangerschaft auf den Hippocampus des Nachwuchses
Mehrere Studien haben ergeben, dass maternales Ubergewicht/maternale Adipositas
wahrend der Schwangerschaft relevante Auswirkungen auf den Hippocampus des
Nachwuchses haben. Versuche an Mausen haben gezeigt, dass der Nachwuchs von
Muttertieren, die wahrend der Schwangerschaft Gbergewichtig/adipés waren, ein signifikant
kleineres Volumen des Hippocampus, eine reduzierte kortikale Dicke sowie eine
beeintrachtigte Myelinisierung aufwies®®. Interessanterweise wurden bei mehreren
neurokognitiven und psychiatrischen Auffalligkeiten, wie Depressionen, kognitiven
Beeintrachtigungen und Alzheimer-Demenz, kleinere Hippocampus-Volumina beim Menschen
beschrieben**. Studien mit Nagetieren zeigten zudem, dass der Nachwuchs von Muttertieren,
die wahrend der Schwangerschaft Ubergewichtig/adipds waren, bei hippocampusabhangigen
Verhaltensaufgaben, die rdumliches Lernen und raumliches Gedachtnis betreffen, schlechter

abschneidet®.
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Mehrere zellulare und molekulare Auffalligkeiten wurden bei Nachwuchs von Muttertieren
beschrieben, die wahrend der Schwangerschaft Gbergewichtig/adipds waren. Dazu gehoéren
eine erhdhte Expression proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin-13 sowie eine erhdhte
Aktivitat von Mikroglia im Hippocampus dieser Nachkommen“é. Mikroglia gelten als primare
Produzenten von Zytokinen im Gehirn*®. Sie reagieren auf Stérungen im Gleichgewicht des
Gehirns, die beispielsweise durch Stress oder Verletzungen ausgelost werden, mit der
Ausschittung  proinflammatorischer  Zytokine  und  verursachen  dadurch  eine
Neuroinflammation*’. Neuroinflammation und oxidativer Stress bedingen sich gegenseitig:
Entziindungszellen produzieren reaktive Sauerstoffspezies, wahrend diese reaktiven
Sauerstoffspezies wiederum intrazellulare Signalkaskaden aktivieren kénnen, die zu einer
erhohten Expression proinflammatorischer Gene flihren*’. Unter oxidativem Stress versteht
man ein Ungleichgewicht zwischen Oxidantien und Antioxidantien, bei dem die Oxidantien
Uberwiegen und moglicherweise Schaden verursachen koénnen*®. Oxidantien entstehen
normalerweise als Nebenprodukt des aeroben Stoffwechsels, kdénnen jedoch unter
pathophysiologischen Bedingungen in erhdhten Mengen produziert werden*®. Chronische
inflammatorische Prozesse und oxidativer Stress spielen eine Rolle bei neurodegenerativen
Erkrankungen wie Alzheimer-Demenz*®. Mehrere Studien deuten darauf hin, dass mutterliches
Ubergewicht/miitterliche Adipositas wahrend der Schwangerschaft durch erhdhten oxidativen
Stress und gesteigerte Neuroinflammation das hippocampale Lernen der Nachkommen
beeintrachtigen konnte®. In Zusammenhang mit oxidativem Stress werden zudem die freien
Fettsduren erwahnt, die bei Ubergewichtigen/adipdsen Schwangeren in erhdhter Menge im
Blut nachweisbar sind und die Plazenta passieren®"-%2. Freie Fettsduren férdern die Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies durch die Aktivierung der NADPH-Oxidase, was ebenfalls zum
oxidativen Stress beitragt®.

Eine UbermaRige Produktion reaktiver Sauerstoffspezies oder unzureichende antioxidative
Schutzmechanismen kénnen potenziell alle Zellkomponenten schadigen>4. Mitochondrien sind
ein zentrales zellulares Ziel fur oxidativen Stress und sind sowohl an der Energieproduktion
als auch an der Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezies beteiligt®. Sie gelten als der Ort
innerhalb der Zelle, an dem der groRte Anteil reaktiver Sauerstoffspezies gebildet wird®®. Diese
reaktiven Sauerstoffspezies und der damit einhergehende oxidative Stress begunstigen
Defekte im mitochondrialen Stoffwechsel®®%’. Eine mitochondriale Dysfunktion wurde bereits
mehrfach in Zusammenhang mit Ubergewicht/Adipositas beschrieben, wie de Mello et al. in
ihrer Ubersichtarbeit zeigten®®. Bei lbergewichtigen/adipdsen Ratten konnte zudem eine
solche Dysfunktion im Hirngewebe nachgewiesen werden®®. Eine mitochondriale Dysfunktion
im Hippocampus wird in Zusammenhang mit erhéhter Neurodegeneration und reduzierter

Gedachtnisleistung in Verbindung gebracht®%61,
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Auch eine hippocampale Insulinresistenz wird bei Nachwuchs von Muttertieren, die wahrend
der Schwangerschaft Ubergewichtig/adipés waren, beschrieben. So konnten Schmitz et al., in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe Appel, feststellen, dass selbst bei erwachsenem
Nachwuchs eine hippocampale Insulinresistenz nachweisbar ist, welche mit veranderter
hippocampaler Neurogenese und synaptischer Plastizitat einhergeht®?. Grillo et al. konnten
zeigen, dass eine hippocampale Insulinresistenz zu einer defizitaren synaptischen Plastizitat
und Beeintrachtigungen im raumlichen Lernen fihrt, was auf Stérungen der hippocampalen
Funktion hinweist®®. Zudem wurde gezeigt, dass miditterliches Ubergewicht/miitterliche
Adipositas wahrend der Schwangerschaft die hippocampale Neurogenese postnatal bei den
Nachkommen beeintrachtigt®. Ein weiterer mutmaRlich fiir die synaptische Plastizitat und die
Gedachtnisbildung im Hippocampus bedeutender Faktor ist das Hormon Leptin. Eine
maternale HFD wahrend der Schwangerschaft fuhrt zu einer verminderten Expression von
Leptinrezeptoren im  Hippocampus des Nachwuchses®. Leptin scheint die
Langzeitpotenzierung im Hippocampus zu férdern; ein Mangel an Leptinrezeptoren im
Hippocampus scheint hingegen zu Defiziten im rdumlichen Gedéachtnis zu flihren®67,

Im Hippocampus von Nachkommen von Muttertieren, die wahrend der Schwangerschaft
Ubergewichtig/adipds waren, wurde postnatal am 21. Lebenstag eine signifikant erhohte
Lipidperoxidation und eine signifikant verringerte Menge des Wachstumsfaktors BDNF
nachgewiesen®. Diese Unterschiede konnten jedoch bei Embryonen am 18. Tag und bei
Tieren am 70. Lebenstag im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht nachgewiesen werden®. Eine
beeintrachtigte BDNF-Produktion im Hippocampus ging mit Defiziten im raumlichen Lernen
und raumlichen Gedéchtnis bei jungen Nachkommen einher®®. BDNF spielt eine Rolle beim
Uberleben, der Erhaltung und Differenzierung mehrerer Neuronenarten und ist im
Hippocampus fiir gewohnlich in hoher Konzentration vorhanden®. Zudem ist BDNF an der
Forderung der synaptischen Plastizitat beteiligt und unterstitzt das Langzeitgedachntis®7°,
Eine weitere Mausstudie ergab, dass die Entwicklung des Hippocampus beim Nachwuchs von
Ubergewichtigen/adipésen Muttertieren am 17. Tag der embryonalen Entwicklung
beeintrachtigt war’!. Konkret zeigten sich unter anderem eine reduzierte Proliferation neuraler

Vorlauferzellen sowie eine verringerte neuronale Differenzierung im Gyrus dentatus’”.

2.3 Metformin

Metformin vereint mehrere Eigenschaften, die mdglicherweise den negativen Auswirkungen
mutterlicher Adipositas wahrend der Schwangerschaft auf die Funktion und Entwicklung des
Hippocampus des Nachwuchses entgegenwirken kdnnten. Bei Metformin handelt es sich um
ein Biguanid, welches seit bereits Uber 60 Jahren als Antidiabetikum bei der Therapie von

Diabetes mellitus Typ 2 im klinischen Einsatz ist’. Trotz vieler neuer Antidiabetika auf dem
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Markt wird das Medikament in vielen Leitlinien weiterhin als Erstlinientherapie bei Diabetes
mellitus Typ 2 empfohlen”. Nicht zuletzt diirfte das daran liegen, dass die Therapie mit diesem
Antidiabetikum mehrere Vorteile mit sich bringt. Dazu gehdéren, dass durch den langen
klinischen Einsatz bereits Langzeitdaten zur Sicherheit und Wirksamkeit vorliegen, ein
geringes Risiko fur Hypoglykdmien, kardiovaskulare Vorteile, eine Senkung der Mortalitat,
geringe Kosten und eine breite Verfligbarkeit des Medikaments’. Zudem fiihrt die Einnahme
von Metformin zu einem Gewichtsverlust, auch wenn dieser im Vergleich zu anderen, teureren

Antidiabetika wie SGLT2-Hemmern und GLP-1-Rezeptor-Agonisten eher gering ausfallt’2.

2.3.1 Wirkmechanismus

Auch wenn Metformin seit 1957 als Antidiabetikum eingesetzt wird, ist der Wirkmechanismus
weiterhin nicht eindeutig geklart”. Traditionell wird Metformin als Wirkstoff betrachtet, der
durch seine Wirkung in der Leber den Blutzuckerspiegel senkt’. Metformin reduziert dabei die
hepatische Glukoneogenese und verbessert die Insulinsensitivitat’. Eine mogliche Erklarung
fur die Reduktion der hepatischen Glukoneogenese durch Metformin ist, dass der Wirkstoff
sich in den Mitochondrien anreichert und durch die Hemmung von Atmungskettenkomplexen
die ATP-Produktion verringert, was wiederum zu einer Hemmung des energieverbrauchenden
Prozesses der Glukoneogenese fiihrt”*. Zudem werden durch Metformin weitere
Stoffwechselvorgange in der Leber angestoflen, die die Fettsynthese hemmen und die
Fettoxidation fordern, wodurch die hepatischen Lipidspeicher reduziert und die
Insulinsensitivitat der Leber gesteigert werden™. Auch der Darm konnte eine Rolle bei der
Senkung des Blutzuckerspiegels durch Metformin spielen”. Mogliche Mechanismen sind,
dass Metformin die Glukoseaufnahme und Glukoseverwertung im Darm erhdht und die

Sekretion des Darmhormons GLP-1 steigert’®.

2.3.2 Effekte auf den Hippocampus

Neben seiner blutzuckersenkenden Wirkung ist Metformin fir eine Reihe weiterer biologischer
Effekte bekannt, auch im Hippocampus. Mehrere Tierversuche zeigten, dass Metformin in der
Lage ist, oxidativen Stress, welcher je nach Studie aus unterschiedlichen Griinden verursacht
wurde, im Hippocampus zu reduzieren, was jeweils mit einer Verbesserung der
Gedachtnisleistung einherging’®8. In einem Experiment mit Ratten, die einer fettreichen Diat
ausgesetzt waren, konnte zudem gezeigt werden, dass Metformin die durch die Diat
verursachte mitochondriale Dysfunktion im Gehirn erfolgreich wiederherstellte’®. Dies war
ebenfalls mit einer Verbesserung der hippocampusabhangigen Lern- und
Gedachtnisleistungen vergesellschaftet’®. Zudem konnte gezeigt werden, dass Metformin

signifikant die Neuroinflammation reduzieren und den Verlust von Neuronen im Hippocampus
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diabetischer Mause verringern kann, was wiederum zu Verbesserungen des raumlichen
Gedéachtnisses fuhrte®’. In einem Versuch mit Ratten konnte auBerdem gezeigt werden, dass
Metformin die kognitiven Fahigkeiten bei Ratten mit metabolischem Syndrom verbesserte,
indem es die dendritische Struktur und wichtige Plastizitatsmarker wie BDNF im Hippocampus

erhohte®!. Daraus schlossen die Autoren, dass Metformin die neuronale Plastizitat fordert®.

2.3.3 Einsatz von Metformin in der Schwangerschaft

Auch in der Schwangerschaft kann die Einnahme von Metformin erforderlich sein. Unter
Umstanden werden Schwangere mit bereits vor der Schwangerschaft bestehendem Diabetes
mellitus Typ 2 mit Metformin behandelt, aber auch beim Polyzystischen Ovarialsyndrom und
bei Gestationsdiabetes kommt Metformin in der Schwangerschaft zum Einsatz®. Das
Polyzystische Ovarialsyndrom wird mit einer systemischen Insulinresistenz in Verbindung
gebracht, die als eine der Ursachen flr Unfruchtbarkeit oder eine erschwerte Empfangnis bei
den Betroffenen angesehen wird®2. Daher wird Metformin, aufgrund seiner Fahigkeit, die
Insulinsensitivitat zu erhdhen, eingesetzt, um den Eisprung zu férdern und den Verlauf der
Schwangerschaft zu unterstiitzen®. Die Einnahme von Metformin erfolgt daher bereits vor der
Schwangerschaft und kann unter Umstanden bis zur Geburt fortgesetzt werden®?. Der Einsatz
von Metformin bei Gestationsdiabetes erfolgt in Deutschland im Vergleich zu anderen Landern
eher restriktiv. Wahrend Metformin in GroRbritannien durch das National Institute for Health
and Care Excellence (NICE) als Erstlinientherapie bei Gestationsdiabetes empfohlen wird,
wenn Lebensstilinterventionen nicht den gewunschten Erfolg erzielen, wird Metformin in
Deutschland von der Deutschen Gesellschaft fir Gynakologie und Geburtshilfe (DGGG) und
der Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG) in der S3-Leitlinie Gestationsdiabetes mellitus
nur bei Verdacht auf eine starke Insulinresistenz und bei hohem Insulinbedarf als Therapie in

Erwagung gezogen?®3#4,

2.3.4 Auswirkungen einer maternalen Metformintherapie wahrend der
Schwangerschaft auf den Nachwuchs
Der restriktive Einsatz von Metformin in Deutschland bei Gestationsdiabetes durfte nicht
zuletzt daran liegen, dass bekannt ist, dass Metformin die Plazenta ungehindert passiert und
der fetale Serumspiegel von Metformin mit den mutterlichen Serumspiegel vergleichbar ist,
sodass die Féten einer therapeutischen Medikamentenkonzentration ausgesetzt sind®. Eine
Metastudie, die den Einsatz von Metformin im Vergleich zu Insulin bei Gestationsdiabetes oder
Diabetes mellitus Typ 2 wahrend der Schwangerschaft untersuchte, ergab, dass Metformin
signifikant das Risiko fur neonatale Hypoglykdmien, Neugeborene mit einem Gewicht tber der

90. Perzentile, Schwangerschaftshypertonie und eine Gewichtszunahme der Mutter wahrend
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der Schwangerschaft verringerte®®. Negative Auswirkungen flir das Neugeborene durch eine
Metformintherapie, wie ein erhéhtes Risiko einer Frihgeburtlichkeit oder eine erhéhte
perinatale Mortalitat, konnten in dieser Metastudie nicht festgestellt werden®.

In einer Studie von Rowan et al., die sich mit den langfristigen Folgen einer maternalen
Metformintherapie bei Gestationsdiabetes befasste, wurde festgestellt, dass Kinder, die
wahrend der Schwangerschaft der Metformintherapie ihrer Mitter ausgesetzt waren, im Alter
von 2 Jahren einen erhohten subkutanen Fettanteil aufwiesen®”. Im Vergleich zu Kindern von
Mdattern, die mit Insulin behandelt wurden, zeigten sich jedoch keine signifikanten
Unterschiede in der Gesamtkorperfettmasse und dem Korperfettanteil®”. In einer
nachfolgenden Studie berichteten Rowan et al. anschlieRend, dass Kinder im Alter von 9
Jahren, die wahrend der Schwangerschaft Metformin ausgesetzt waren, héhere Werte fir
Gewicht, BMI und Taillenumfang aufwiesen®®. Auch im Alter von 18 Monaten konnte bei
Kleinkindern, deren Mutter wahrend der Schwangerschaft wegen Gestationsdiabetes mit
Metformin behandelt worden waren, ein hoheres Korpergewicht im Vergleich zu den Kindern
festgestellt werden, deren Mutter mit Insulin behandelt wurden®. In Bezug auf die motorische,
soziale und sprachliche Entwicklung zeigten sich mit 18 Monaten keine Unterschiede®. Auch
mit 2 Jahren wiesen Kinder, deren Mdutter mit Metformin behandelt wurden, keine
Auffalligkeiten in der neurologischen Entwicklung im Vergleich zu Kindern, deren Mutter mit
Insulin behandelt wurden, auf*®. Es gibt bereits Studien, die die Einnahme von Metformin bei
Ubergewichtigen und adipésen Schwangeren untersuchen, die nicht aufgrund anderer Griinde
einer Metformintherapie bedurften. Eine der gréfiten Doppelblindstudien auf diesem Bereich
ist die von Dodd et al. Sie untersuchten den Einfluss von Metformin im Vergleich zu Placebo
zusatzlich zu Ernahrungs- und Lebensstilberatung bei Ubergewichtigen und adipdsen
Schwangeren und fanden dabei keine signifikante Verbesserung der Schwangerschafts- und
Geburtsverlaufe, einschlieBlich der Diagnose eines Gestationsdiabetes, der
Gesamtgewichtszunahme wahrend der Schwangerschaft oder dem Geburtsgewicht®'. In
einem Follow-up zu dieser Studie wurden die langfristigen Effekte auf die Gesundheit der
Kinder bewertet. Diese Untersuchung zeigte, dass bei den Kindern, deren Mdutter in der
Schwangerschaft Metformin einnahmen, kein Einfluss auf den BMI oder andere
Gesundheitsparameter der Kinder im Alter von bis zu funf Jahren festgestellt werden
konnten®?.

Insgesamt bedarf es jedoch weiterer Langzeitstudien, um mdégliche Risiken und Vorteile einer
maternalen Metformintherapie wahrend der Schwangerschaft fur den Nachwuchs zu
beurteilen. Insbesondere gibt es zum jetzigen Zeitpunkt nur wenige Studien, die den Einfluss
einer maternalen Metformintherapie bei Ubergewicht und Adipositas auf den Nachwuchs

untersuchen, sodass weitere Studien erforderlich sind.
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2.4 Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Mit der weltweit steigenden Pravalenz von Adipositas stellt sich zunehmend die Frage, welche
Maflinahmen zur Einddmmung oder Vermeidung der negativen gesundheitlichen Folgen dieser
Erkrankung ergriffen werden kénnen. Wahrend maternale Adipositas in der Schwangerschaft
negative Auswirkungen auf die hippocampale Funktion und Entwicklung des Nachwuchses
haben kann, scheint Metformin Eigenschaften aufzuweisen, die dem entgegenwirken kénnten.
Derzeit gibt es jedoch nur wenig Forschung, die sich damit beschaftigt, wie sich maternale
Adipositas und eine maternale Metformintherapie wahrend der Schwangerschaft auf den
Hippocampus des Nachwuchses auswirken. Insbesondere gibt es nur wenige Studien, die sich
mit dem fétalen Hippocampus beschaftigen. Um das Wissen auf diesem Gebiet zu erweitern,

sollen in dieser Arbeit mittels Mausmodell folgende Fragen beantwortet werden:

1.  Welche Auswirkungen hat maternale Adipositas wahrend der Schwangerschaft auf
das globale hippocampale Proteom weiblicher Féten? Sind insbesondere Proteine, die
mit Neuroplastizitat, Gedachtnisleistung, oxidativem Stress und mitochondrialer
Funktion assoziiert sind, betroffen?

2. Welche Auswirkungen hat eine maternale Metformintherapie wahrend der
Schwangerschaft bei adipésen Muttertieren auf das globale hippocampale Proteom
weiblicher Foten? Sind insbesondere Proteine, die mit Neuroplastizitat,
Gedachtnisleistung, oxidativem Stress und mitochondrialer Funktion assoziiert sind,
betroffen?

3. Welche Auswirkungen hat eine maternale Metformintherapie wahrend der
Schwangerschaft auf das globale hippocampale Proteom weiblicher Foéten,
unabhangig vom maternalen Gewicht? Sind insbesondere Proteine, die mit
Neuroplastizitat, Gedachtnisleistung, oxidativem Stress und mitochondrialer Funktion

assoziiert sind, betroffen?

Die Untersuchungen beschranken sich ausschlieRlich auf den weiblichen Nachwuchs, um
mogliche geschlechtsspezifische Unterschiede zu vermeiden. Ziel dieser Arbeit ist es, die
Erkenntnisse Uber die Auswirkungen maternaler Adipositas wahrend der Schwangerschaft auf
den Hippocampus des Nachwuchses zu erweitern und gleichzeitig den potenziellen Nutzen
einer maternalen Metformintherapie in der Schwangerschaft fir die hippocampale Funktion

und Entwicklung des Nachwuchses zu bewerten.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Enzyme

Chemikalie / Enzym

Hersteller

1,1-Dimethylbiguanid Hydrochlorid

(Metformin)

Alfa Aesar, Kandel, Deutschland

2-Chloracetamid

Sigma-Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

2-Propanol (Isopropanol) = 99,95 %

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

5X Green GoTag® Flexi Reaction Buffer

Promega, Madison/Wisconsin, USA

Acetonitril, 80 %, 20 % Wasser
mit 0,1 % Ameisensaure,
Optima LC/MS (Puffer B)

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts, USA

Agarose

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Ameisensaure = 98 %, p. a.

Sigma-Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Antibody Diluent

Dako North America Inc.,

Carpinteria/Kalifornien, USA

Buprenovet 0,3 mg/ml Injektionslésung

(Buprenorphin in 0,9 % Natriumchlorid)

Bayer, Leverkusen, Deutschland

cOmplete® Proteaseinhibitor-Tablette

Roche, Basel, Schweiz

D(+)-Saccharose (Sucrose)

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

DAPI (4‘,6-Diamidin-2-phenylindol)

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

di-Kaliumhydrogenphosphat = 99 %, p. a.

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

di-Natriumhydrogenphosphat = 99 %, p. a.

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

dNTP-Gemisch (jeweils 10 mM)

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts, USA

DTT BioChemica (Dithiothreitol)

PanReac AppliChem ITW Reagents,

Darmstadt, Deutschland
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EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Eosin G-Lésung 0,5 % wassrig

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

Essigsaure 100 %, p. a. (Eisessig)

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

Ethanol vergallt = 99,8 %

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

Fisch-Serum-Blockierpuffer

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts, USA

Fluoromount™ Aqueous Mounting Medium

Sigma-Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Fllssigstickstoff

Linde AG, Koln, Deutschland

GeneRuler 100 bp Plus DNA-Leiter

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts, USA

GoTaqg® Flexi DNA Polymerase

Promega, Madison/Wisconsin, USA

GoTag® gPCR Master Mix

Promega, Mannheim, Deutschland

Hamalaunlésung sauer nach Mayer

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

Isopropanol = 99,8 %, p. a.

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

Liquid Blocker Super Pap Pen

Daido Sangyo Co., Ltd. Tokio, Japan

Magnesiumchlorid (25 mM)

Promega, Madison/Wisconsin, USA

Midori Green Advance

Nippon Genetics Europe GmbH, Diren,

Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,
Deutschland

Neo-Clear®

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Neo-Mount®

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

PBS-Puffer (1X Dulbecco’s) — Pulver
(Phosphatgepufferte Salzldsung)

PanReac AppliChem ITW Reagents,

Darmstadt, Deutschland
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Proteinase K, > 600 U/ml

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts, USA

Roti ® Histofix phosphatgepuffert (pH 7),
(Formaldehydlésung 4 %)

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

SDS (Natriumdodecylsulfat)

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound

Sakura Finetek Europe B.V., AV Alphen

aan den Rijn, Niederlande

Toluidinblau O

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

TRIS-Hydrochlorid 2 99 %, p. a.

(Tris(hydroxymethyl)aminomethane)

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

Triton™ X-100

Sigma-Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Trypsin (1 ug/ul)

Serva, Heidelberg, Deutschland

Tabelle 1: Chemikalien und Enzyme

3.2 Stammloésungen und Puffer

Die Herstellung erfolgte mittels Zusatzes von VE-Wasser, wenn nicht anders angegeben.

Stammloésung / Puffer Zusammensetzung
Mausschwanz-Lysepuffer 100 mM TRIS

5 mM EDTA

200 mM NaCl

0,2 % (v/v) SDS

PBS
pH 7,2

8,06 mM di-Natriumhydrogenphosphat
1,5 mM di-Kaliumhydrogenphosphat
138 mM NaCl

PBS-Triton™ X-100 0,3 %

0,3 % (v/v) Triton™ X-100 in 1x PBS

SP3-Lysepuffer

5 % (m/v) SDS in 1x PBS

Sucroselésung 20 %

20 % (m/v) Sucrose in Milli-Q®-Wasser

TAE-Puffer (50x)
pH 8,0

2MTRIS
0,05 M EDTA

Essigsaure (variabel, pH-abhangig)

Toluidinblau-Farbelésung 1 %

1 % (w/v) Toluidinblau in Milli-Q®-Wasser

Tabelle 2: Stammlésungen und Puffer
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3.3 Primer

Primer Sequenz (5'-3") Hersteller
X-Chromosom®® | ZFX-L AACATCCTGAACACCTTGCC | Eurofins
Genomics,
ZFX-R TAGCTTGTGGCTCTCCAGGT | Ebersberg,
Deutschland
Y-Chromosom® | YMT/2b_for CTGGAGCTCTACAGTGATGA | Eurofins
Genomics,
YMT/2b_rev CAGTTACCAATCAACACATCA Ebersberg,
Deutschland

Tabelle 3: Primer

3.4 Antikorper

Die Verdinnung der Antikérper (Primar- und Sekundarantikorper) erfolgte

mittels Antibody

Diluent.
Primarantikorper Spezies Bezugsquelle Verdiinnung
fiir IF
Anti-CREB Kaninchen | Cell Signaling, 1:1200
(Artikelnummer: 9198T) Danvers/Massachusetts,
USA
Anti-DCX Kaninchen | Cell Signaling 1:300
(Artikelnummer: 4604) Danvers/Massachusetts,
USA
Anti-GFAP Kaninchen Covance, Princeton/New 1:200
(Artikelnummer: SMI-22R) Jersey, USA
Anti-GluR1 Kaninchen Thermo Fisher Scientific, 1:200
(Artikelnummer: PA1- Waltham/Massachusetts,
46151) USA
Anti-NCoR1 Kaninchen Thermo Fisher Scientific, 1:200
(Artikelnummer: PA1-844A) Waltham/Massachusetts,
USA
Anti-NCoR2 Kaninchen | Thermo Fisher Scientific, 1:100
(Artikelnummer: PA1-843) Waltham/Massachusetts,
USA
Anti-VGLUT2 Kaninchen | Synaptic Systems GmbH, 1:300
(Artikelnummer: 135 403) Géttingen, Deutschland

Tabelle 4: Primarantikorper
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Sekundarantikorper Spezies | Bezugsquelle Verdiinnung
fur IF
Cy™3 AffiniPure™ Goat Anti-Rabbit IgG | Ziege Jackson 1:500
(H+L), (Anti-Kaninchen IgG, Cyanin 3), ImmunoResearch,
(Artikelnummer: 111-165-003) Cambridge, UK
Tabelle 5: Sekundarantikorper
3.5 Gerite
Gerat Hersteller

5424R (Zentrifuge)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Analysewaage Precisa ES 320A

Precisa, Dietikon, Schweiz

BioDocAnalyze UV-Transilluminator

Biometra, Jena, Deutschland

Biometra TOne Thermocycler

Biometra, Jena, Deutschland

Bioruptor®

Diagenode, Ougrée, Belgien

BX43-Mikroskop mit der DP80-Kamera

Olympus, Hamburg, Deutschland

EASY nLC 1000 Flussigkeitschromatograph

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts, USA

Elektrophorese-Kammer MIDI PLUS

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

Gefrierschrank MDF-U55V

Panasonic Marketing Europe GmbH,

Hamburg, Deutschland

Heizblock Thermostat

HLC - Haep Labor Consult, Bovenden,

Deutschland

Kryostat Leica CM3050 S

Leica, Wetzlar, Deutschland

LCM-Mikroskop LMD7000

Leica, Wetzlar, Deutschland

peqPOWER 300 Spannungsquelle

VWR International, Darmstadt, Deutschland

Pipettierhelfer accu-jet® pro

BRAND GmbH + Co KG, Wertheim,

Deutschland
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Q Exactive™ Plus Orbitrap

Massenspektrometer

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts, USA

Trockenschrank UM 100

Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach,

Deutschland

U-HGLGPS Fluoreszenzlichtquelle

Olympus, Hamburg, Deutschland

Vortex-Mixer V-1 Plus

Kisker Biotech, Steinfurt,

Deutschland

Tabelle 6: Gerite

3.6 Arbeits- und Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Adhasionsobjekttrager Superfrost® Plus

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts, USA

Deckglas (24 x 40 mm /24 x 50 mm / 24 x 60

mm)

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

Ersatzschnittstrecker (Glaseinsatz) 70 mm

Leica, Wetzlar, Deutschland

Faltenfilter ROTILABO® Typ 113P

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

Farbekasten nach Hellendahl mit Erweiterung

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

InfinityLab Poroshell 120 EC-C18

(Flissigchromatographiesaule)

Agilent, Santa Clara, Kalifornien,
USA

Mikrotomklinge C35

FEATHER Safety Razor Co., Osaka,

Japan

Pastette® (Pasteurpipette)

Alpha Laboratories Ltd., Eastleigh, UK

PEN-Membran-Objekttrager (4 pm;
Artikelnummer: 11600288)

Leica, Wetzlar, Deutschland

Pipetten (3er Set: 0,5 bis 10 pl, 10 bis 100 pl,
100 bis 1000 pl)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen (20 ul, 200 pl ,1000 pl; nicht
gestopft)

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland

Reaktionsgefalt (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Trockeneis

Linde AG, Koln, Deutschland

Tabelle 7: Arbeits- und Verbrauchsmaterialien

3.7 Software und Datenbanken

Software / Datenbank

Hersteller

BioDocAnalyze

Biometra, Jena, Deutschland

cellSens Dimension Version 1.8

Olympus, Hamburg, Deutschland

FunRich Version 3.1.3

http://funrich.org® (zuletzt abgerufen am
19.02.2024)

MaxQuant Version 1.5.3.8

Max-Planck-Institut fur Biochemie,

Martinsried, Deutschland

Microsoft Excel Microsoft

Microsoft, Miinchen, Deutschland

Perseus Version 1.6.1.1

Max-Planck-Institut fir Biochemie,

Martinsried, Deutschland

RStudio Version 1.3.1093

RStudio, Boston/Massachusetts, USA

STRING Database Version 12.0

https://string-db.org®® (zuletzt abgerufen am
19.02.2024)

UniProt Knowledgebase (UniProtKB)

https://www.uniprot.org® (zuletzt abgerufen
am 19.02.2024)

Tabelle 8: Software und Datenbanken

3.8 Mausmodell

Die durchgefiihrten Versuche entsprachen alle den Vorschriften des Tierhaltungsnetzwerks
der Universitat zu Koln und wurden vom Landesamt flr Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
(LANUV) NRW genehmigt (Tierversuchsantrag 84-02.04.2016.A046). Der Versuchsaufbau
wurde bereits durch die Arbeitsgruppe Appel in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Nusken

2019 verdffentlicht®, sodass im Folgenden immer wieder auf diese Publikation verwiesen wird.
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3.8.1 Tierhaltung und Versuchsdiaten

In den Tierhaltungsraumen des Zentrums fir Pharmakologie an der Universitat zu Kéln wurden
die bei Ankunft 3 Wochen alten weiblichen Versuchsmause (C57BL/6N; Janvier Labs, Le
Genest-Saint-Isle, Frankreich) gehalten. Dabei erfolgte die Unterbringung der Versuchstiere
zu je 3 - 5 Tieren in einzeln bellfteten Tierkafigen (IVCs Blue Line, Tecniplast Italien). Die
Kafigtemperatur betrug durchgehend 22 °C £ 2 °C, die relative Luftfeuchtigkeit betrug konstant
50 - 60 %. Die Tiere wurden taglich bei 12 Stunden Licht und 12 Stunden Dunkelheit gehalten.
Die 3 Wochen alten weiblichen Mause wurden entweder mit einer Standarddiat (SD; R/M-H
ssniff®, Soest, Deutschland) oder einer Hochfettdiat (HFD; C1057 modified, Altromin, Lage,
Deutschland) gefiittert. Die Entscheidung dartiber, welches Tier welches Futter erhielt, erfolgte
zuféllig. Eine vergleichende Ubersicht der beiden Diaten und ihrer metabolischen Energie und
Makronahrstoffe ist in Tabelle 9 dargestellt. Das jeweilige Futter stand den Tieren dabei ab der

3. Lebenswoche allzeit zur Verfigung.

sD HFD

Hersteller ssniff®, Soest, Altromin, Lage,
Deutschland Deutschland

Bestellnummer R/M-H C1057 modified
Metabolische Energie (ME) [kcal/kg] 3225 5237
Fett [% der ME] 9 60
Protein [% der ME] 33 16
Kohlenhydrate [% der ME] 58 24

Tabelle 9: Vergleichende Darstellung der Zusammensetzung der SD und HFD®’

3.8.2 Verpaarung und Metforminintervention

Um eine Schwangerschaft der Weibchen zu erzielen, wurden diese im Alter von 12 - 16
Wochen flr ca. 16 Stunden mit mannlichen Mausen verpaart. Die mannlichen Mause wurden
ausschlief3lich mit der SD ernahrt, mit Ausnahme der Verpaarungsnacht, in der sie abhangig
von der im Kafig des Weibchens vorhandenen Nahrung gegebenenfalls die HFD erhielten.
Voraussetzung fur die Verpaarung war, dass die weiblichen HFD-Tiere mindestens 23,5 g
wogen, die weiblichen SD-Tiere mussten leichter als 23,5 g sein.

Am Tag nach der Verpaarung, Gestationstag (G) 0,5, wurde anschlieend zufallig ausgewahlt,
welche Weibchen wahrend der gesamten Schwangerschaft Metformin (380 mg/kg
Korpergewicht/Tag) Uber das Trinkwasser erhielten (SD+MF bzw. HFD+MF) und welche nicht
(SD bzw. HFD). Die zuvor bereits in der 3. Lebenswoche begonnene Art der Erndhrung (SD

bzw. HFD) wurde wahrend der Schwangerschaft nicht geandert.
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3.8.3 Totung und Probenvorbereitung

Am G18,5 wurden die Muttertiere und Foten getdétet, nachdem den Muttertieren 30 Minuten
zuvor eine subkutane Injektion von Buprenorphin (0,1 mg/kg Koérpergewicht) zur Sedierung
verabreicht worden war, gefolgt von der Tétung mittels Kohlenstoffdioxid-Inhalation. Die Féten
wurden per Kaiserschnitt dem Muttertier entnommen, durch Dekapitation getétet und
anschliefend gewogen. In dieser Arbeit wurden nur Wirfe mit mindestens 5 lebensfahigen
Nachkommen in die Analysen einbezogen. Die Halfte der Fotenkdpfe wurde in Tissue-
Tek®O.C.T.™ Compound gelegt, mit flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C
kryokonserviert, um anschlief3end fur den Proteomic Screen genutzt zu werden. Die restlichen
Kopfe, die fur die Immunfluoreszenz genutzt wurden, wurden zunachst flr 24 Stunden bei 4
°C in 4%iger Formaldehydl6sung fixiert und anschlieBend fur weitere 24 Stunden in 20%iger
Sucroseldsung entwassert. Nach der Entwdsserung wurden die Koépfe in Tissue-
Tek®O.C.T.™ Compound auf Trockeneis eingefroren und ebenfalls bei -80 °C gelagert. Eine
schematische Darstellung des Versuchsaufbaus ist in der Abbildung 1 (Abb. 1) dargestellt. Da
in dieser Studie ausschlieBlich weibliche Foten einbezogen werden sollten, erfolgte eine

Bestimmung des Geschlechtes der einzelnen Féten (s. Kapitel 3.9).

IETa S PN

G G &)
ol o

HFD
HFD+MF m@)
3 Wochen alte weibliche
Mause
Beginn der Gestationstag 0,5
Nahrungsintervention Metforminintervention
12- 16 Wochen alte weibliche Méause Gestationstag 18,5
Vepaarung Tétung der
Muttertiere -

Entnahme der Féten

Abb. 1: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus
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Die 3 Wochen alten weiblichen Mause wurden mit einer HFD oder einer SD ernahrt, in der Woche 12 - 16 erfolgte
die Verpaarung. AnschlieBend erhielt ein Teil der Mause aus beiden Gruppen (HFD bzw. SD) randomisiert ab
Gestationstag (G)0,5 Metformin wahrend der gesamten Schwangerschaft (HFD+MF bzw. SD+MF). Die in der 3.
Woche begonnene Diat wurde in der Schwangerschaft beibehalten. Am G18,5 erfolgte schlieRlich die Totung der
Mause und die Entnahme der Foten. Nach der Geschlechtsbestimmung der Féten wurden die Gehirne der
weiblichen Féten fir alle weiteren Experimente genutzt.

3.9 Bestimmung des Geschlechts der Foten mittels PCR

3.9.1 DNA-Isolation

Zu Beginn der Geschlechtsbestimmung wurden zunachst DNA-Isolationen aus den
Schwanzspitzen der Foten durchgeflhrt. Dies erfolgte basierend auf der Methode von Wang
et al.®® Nach Entnahme der Foten aus dem Mutterleib wurde ein Stiick der Schwanzspitze der
Foten abgetrennt. Die DNA wurde durch Lysieren des Schwanzgewebes in 500 pl
Mausschwanz-Lysepuffer und Zugabe von 5 ul Proteinase K Uber Nacht bei 55 °C auf einem
Schuttler bei 500 Schittlungen/Minute verdaut.

Am folgenden Tag wurde die DNA mittels 500 ul Isopropanol ausgefallt, 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und durch 15-mindtige Zentrifugation bei 4 °C und 15700 x g
gesammelt. Anschlieliend erfolgte eine Waschung mit 500 ul auf -20 °C vorgekihltem
70%igem Ethanol. Der nach der Zentrifugation entstandene Uberstand wurde verworfen. Es
erfolgte schliellich eine erneute Zentrifugation bei 4 °C und 15700 x g fir 10 Minuten, der
Uberstand wurde schlieBlich erneut abpipettiert und verworfen und das DNA-Pellet auf einem
Heizblock fur etwa 10 Minuten bei 55 °C getrocknet. Die DNA wurde in 50 ul Milli-Q®-Wasser
aufgeldst und Uber Nacht bei 4 °C gelagert. Fur die Genotypisierung erfolgte anschlieend

eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR).

3.9.2 PCR

Mittels der PCR lassen sich bestimmte DNA-Sequenzen gezielt vervielfaltigen. Da die PCR
eine seit Jahrzehnten in der Mikrobiologie etablierte Methode ist, existieren bereits zahlreiche
Publikationen zu dieser Methode. Im Folgenden wird dabei der Ablauf modifiziert nach der
Publikation von Saiki et al.*® aus dem Jahre 1988 wiedergegeben. Zu Beginn der PCR erfolgt
die Denaturierung, bei derer die doppelstrangige DNA in 2 Einzelstrange aufgetrennt wird.
AnschlieRend erfolgt die Primerhybridisierung, bei der sich die Primer am 3'- und 5'-Ende des
zu vervielféltigenden DNA-Abschnitts anlagern. Abschlie3end erfolgt die Elongation mittels
einer hitzestabilen DNA-Polymerase, die ausgehend von den Primern synthetische
komplementare Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs) anfligt, um somit einen neuen
komplementaren DNA-Strang zu bilden. Diese Schritte werden wiederholt, wodurch es zu

einer exponentiellen Amplifikation der entsprechenden DNA-Sequenz kommt.
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Die DNA-Bereiche, die fur die Geschlechtsbestimmung von Interesse sind, sind Bereiche, die
auf den Geschlechtschromosomen X und Y liegen. Fir die PCR wurden pro Probe 1 ul der
isolierten DNA mit 9 yl GoTag® gPCR Master Mix gemischt, wobei sich der Master Mix wie
folgt zusammensetzt:

o 4.9 ul Milli-Q®-Wasser

¢ 1,2 yl Magnesiumchlorid (25 mM)

e 0,2 I dNTPs (je 10 mM)

o 0,1yl GoTag® Flexi DNA Polymerase

e 5x GoTag® Flexi Reaction Buffer (2 pl)

o 0,4 pl des jeweiligen Primers (je 10 uM)
Die Fragmente des X- (104 bp) und bei mannlichen Tieren zusatzlich des Y-Chromosoms (344
bp) wurden entsprechend des oben beschriebenen Ablaufs automatisiert in einem
Thermocycler vervielfaltigt: Initial wurde die Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei 95
°C fur 3 Minuten durchgefiihrt, an die sich dann 35 Zyklen des folgenden Vorgehens
anschlossen: Denaturierung bei 95 °C fir 30 Sekunden, Primerhybridisierung bei 58 °C fir 1
Minute, Elongation bei 72 °C fir 1 Minute. An diese 35 Zyklen folgte ein letzter
Elongationsschritt bei 72 °C flr 10 Minuten und schlie3lich die Lagerung der amplifizierten
DNA bei 4 °C. Zur abschlieBenden Bestimmung des Geschlechts erfolgte daraufhin eine

Agarose-Gelelektrophorese.

3.9.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der amplifizierten DNA und zur Geschlechtsbestimmung anhand der
FragmentgroRen wurde eine nach Smith' modifizierte Agarose-Gelelektrophorese
durchgefuhrt. Dazu wurden die zuvor vervielfaltigten DNA-Abschnitte in einem 1,5%igen Gel
bestehend aus 1,5 g Agarose-Pulver und 100 ml 1x TAE-Puffer ihrer Basenpaarlange nach
aufgetrennt. Um die Banden anschlielend unter ultraviolettem Licht sichtbar zu machen,
wurden dem Gel zudem 6 pl des Farbstoffs Midori Green Advance beigeflugt. Die zuvor
vervielfaltigte DNA (je Probe 8 pl des PCR-Ansatzes) wurde innerhalb des Gels einer
elektrischen Spannung von 120 V flir etwa eine halbe Stunde ausgesetzt. Die negativ
geladene DNA wanderte daraufhin abhangig von der GréRe der Basenpaare in Richtung
Anode. Kleinere DNA-Fragmente bewegten sich dabei schneller durch das Gel als groéRere,
wodurch eine Trennung der DNA-Fragmente basierend auf ihrer GroRe resultierte. Um die
jeweilige Grofie der Banden bestimmen zu kénnen, wurde in einer Geltasche 8 ul einer DNA-
Leiter auf das Gel aufgetragen. Entsprechend der verschiedenen Gréf3en der DNA-Abschnitte
entstanden charakteristische Banden im Gel, die eine Geschlechtsbestimmung ermdglichten.
Mithilfe des BioDocAnalyze UV-Transilluminators und der Software BioDocAnalyze konnten

die Banden anschlieRend detektiert und fotografiert werden.
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3.10 Immunhistologie

3.10.1 Schneiden

Nach der Praparation der Kdpfe fir die Immunfluoreszenz (s. Kapitel 3.8.3) wurden die Kopfe
in einem Kryostat bei -21 °C in koronarer Ebene in 16 ym dicke Schnitte geschnitten. Diese
Schnitte wurden auf den Adhasionsobjekttragern Superfrost® Plus fixiert (pro Objekttrager 3
Schnitte) und erneut bei -80 °C gelagert. Jeder 10. Schnitt wurde einzeln auf einem
Objekttrager fixiert und mit einer Hamatoxylin- und Eosinfarbung (HE-Farbung; s. Kapitel
3.10.2) gefarbt, um eingrenzen zu kdnnen, auf welchen Objekttragern sich der Hippocampus
befand.

3.10.2 HE-Farbung

Zweck der HE-Farbung war es, eine Ubersicht darliber zu erhalten, in welchem Abschnitt des
Gehirns man sich bei welchen Schnitten befand. Daflr wurde modifiziert nach Feldman et
al.’® vorgegangen. Vor der Farbung wurden die Schnitte fiir eine Stunde bei 37 °C in einem
Trockenschrank getrocknet. AnschlieRend wurden sie 15 Minuten in phosphatgepufferter
Formaldehydldsung fixiert und dann 3-mal fiir je eine Minute in VE-Wasser gestellt.

Daraufhin erfolgte die Farbung mittels der Hamalaunlésung sauer nach Mayer. Diese wurde
zuvor gefiltert. Nachdem die Schnitte fir 3 Minuten im Hamatoxylin gefarbt wurden, erfolgte 5
Minuten lang das Blauen unter flieRendem Leitungswasser. Anschlielsend wurden die Schnitte
erneut fur 1 Minute in VE-Wasser gestellt. Danach erfolgte die Farbung mittels der 0,5%igen
Eosin G-Losung fur 1,5 Minuten. Auch das Eosin wurde im Voraus gefiltert. Zudem wurde dem
Eosin im Voraus mittels Pasteurpipette ein Tropfen Eisessig (ca. 50 pl) pro 100 ml hinzugefugt.
SchlieBlich erfolgte eine Entwasserung der Schnitte. Dafur wurden die Objekttrager fir je eine
Minute in 70%iges, 80%iges, 96%iges und 100%iges Ethanol gestellt. Als letzten Schritt, bevor
die Schnitte mit einem Tropfen Neo-Mount® und einem Deckglas eingedeckt wurden, wurden
diese 2-mal fur je 5 Minuten in Neo-Clear® gestellt. Schliel3lich wurden die Schnitte zum
Trocknen des Neo-Mounts® Uber Nacht bei Raumtemperatur gelagert. Die Schnitte wurden

anschlieRend am Olympus BX43 Mikroskop mikroskopiert.

3.10.3 Immunfluoreszenzfarbung

Da Immunfluoreszenzfarbungen des Hippocampus bereits in kooperierenden Arbeitsgruppen
etabliert sind, wurde im Folgenden modifiziert nach Schmitz et al.’? vorgegangen. Vor
Durchfihrung der Immunfluoreszenzfarbungen wurden die Schnitte fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur getrocknet. AnschlieRend wurden die Schnitte 3-mal fur jeweils 5 Minuten in
PBS gewaschen. Danach wurden die Schnitte fir eine halbe Stunde in einer Lésung aus 0,3
% Triton™ X-100 in PBS permeabilisiert. Nach dem 2-stindigen Blockieren von

unspezifischen Bindungsstellen mittels Fisch-Serum-Blockierpuffer wurden die Proben mit den
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in Antibody Diluent verdinnten Primarantikérpern (s. Tabelle 4) tber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Nach der Inkubation erfolgte eine erneute Waschung in PBS (3-mal fir je 5 Minuten).
SchlieRlich wurden die Proben bei Raumtemperatur fir eine Stunde im Dunkeln mit dem
entsprechenden Sekundarantikorper (verdiinnt in Antibody Diluent) inkubiert, sprich mit dem
Anti-Kaninchen-IgG Cy3. Die Schnitte wurden schliellich in PBS gespdilt (3-mal fir je 10
Minuten) und fir 15 Minuten mit DAPI (1:1000 in Antikérper Diluent) gefarbt. Die Farbung
mittels DAPI erfolgte, um Zellkerne gezielt zu markieren. Letztlich erfolgte eine finale
Waschung mittels PBS (3-mal fur je 10 Minuten), gefolgt von einem kurzen Eintauchen in VE-
Wasser.

AbschlieRend wurden die Schnitte mittels Fluoromount™ Aqueous Mounting Medium und
einem Deckglas eingedeckelt und Gber Nacht getrocknet und weiterhin bei 4 °C gelagert. Am
folgenden Tag wurden schlielBlich Fluoreszenzbilder mittels des BX43-Mikroskops und der

Software cellSens Dimension aufgenommen.

3.11 Proteomic Screen

Auch die nativ kryokonservierten Képfen, welche fiir den Proteomic Screen genutzt wurden,
wurden zu Beginn im Kryostat bei -21 °C in koronarer Ebene in 16 um dicke Schnitte
geschnitten. Die resultierenden Schnitte wurden auf PEN-Membran-Objektitragern fixiert.
Dabei wurden pro Objekttrager 3 Schnitte fixiert. Jeder 10. Schnitt wurde separat auf einem
Adhasionsobjekttrager Superfrost® Plus fixiert und mit einer HE-Farbung (s. Kapitel 3.10.2)
gefarbt. Durch diese Vorgehensweise konnten die Schnitte identifiziert werden, die den
Hippocampus enthielten. Somit wurde bestimmt, welche der Schnitte auf den PEN-Membran-

Objekttragern fur die Lasermikrodissektion von Bedeutung waren.

3.11.1 Toluidinblau-Farbung

Nach der Beurteilung der HE-Farbung am Mikroskop konnte ermittelt werden, auf welchen
PEN-Membran-Objekttragern sich der Hippocampus befand. Die Schnitte auf den PEN-
Membran-Objekttragern wurden mit einer Toluidinblau-Farbung gefarbt, modifiziert nach
Richart'®?. Ziel dieser Farbung war es, eine prazise Zuordnung der einzelnen Hirnareale,
insbesondere des Hippocampus, unter dem LCM-Mikroskop zu ermdglichen.

Als erstes wurden die Objekttrager fir eine Minute zur Fixierung in 50 ml eines Gemisches
bestehend aus 70%igem Ethanol (4 °C) und einer cOmplete® Proteaseinhibitor-Tablette
gestellt. Anschlieend folgte eine 10-sekiindige Waschung in VE-Wasser. Daraufhin erfolgte
die einminltige Farbung in 1%igem Toluidinblau und schlief3lich wurden die Schnitte erneut

fur eine Minute in VE-Wasser gewaschen. Danach wurden die Objekttrager fur 30 Sekunden
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in 70%iges Ethanol gestellt und fir mindestens 30 Minuten luftgetrocknet. Die Schnitte wurden

schlieBlich bis zum Mikroskopieren und Lasern bei -80 °C gelagert.

3.11.2 Lasermikrodissektion

Die Schritte der Lasermikrodissektion wurden bereits wie oben erwahnt vorab in einer
Publikation der AG Appel und der AG Nisken publiziert®®. Vor dem Lasern wurden die
Toluidinblau-gefarbten Schnitte fir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur aufgetaut.
Die Objekttrager mit den luftgetrockneten Schnitten wurden schliellich in den
Objekttragerhalter des LCM-Mikroskops fixiert. Die Einstellungen des LCM-Mikroskops waren
folgende: Leistung — 38; Blende — 2; Geschwindigkeit — 4

Unter die Schnitte wurde dabei ein 200 pl-Mikroreaktionsgefall befestigt, sodass die
ausgelaserten Stlicke des Hippocampus direkt in den Deckel des Mikroreaktionsgefalles
fielen. Alle Schnitte, auf denen der Hippocampus erkennbar war (pro Kopf ca. 20 Objekttrager,
a 3 Schnitte), wurden pro Kopf gelasert. Ein Beispiel, wie ein Schnitt vor und nach dem Lasern
des Hippocampus aussah, ist in Abb. 2 dargestellt. SchlieRlich wurden die

Mikroreaktionsgefalie, die den ausgelaserten Hippocampus enthielten, aus der Halterung

entfernt und bei -80 °C gelagert.

Laser — l:] Laser — U

Abb. 2: Exemplarische Darstellung der Lasermikrodissektion

Nachdem die Hirnpraparate der weiblichen Féten am Kryostat bei -21 °C in 16 ym dicke Schnitte geschnitten
wurden, erfolgte eine Farbung mittels Toluidinblau. Nach etwa einstiindiger Lufttrocknung der Objekttrager bei
Raumtemperatur wurden die Objekttrager unter dem LCM-Mikroskop fixiert und die Hippocampi wurden
ausgelasert. Die ausgelaserten Hippocampi wurden direkt in einem Mikroreaktionsgefal3 aufgefangen, das unter
dem Objekttrager befestigt war und anschlieRend bei -80 °C aufbewahrt.

3.11.3 Proteinextraktion
Nachdem alle Hippocampi der Kopfe gelasert wurden, wurde zur Proteinextraktion nach dem

“single-pot, solid-phase-enhanced sample-preparation”(SP3)-Protokoll'®® gearbeitet. Das
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erfolgte fur alle Proben zeitgleich. Dabei wurde zu jeder Probe 30 ul SP3-Lysepuffer
hinzugefiigt, schliellich erfolgte eine 10-minltige Erhitzung der Proben auf 95 °C und eine
Fragmentierung des Chromatins mittels eines Bioruptors® (10 Minuten lang in einem 30/30
Sekunden-Zyklus). Diesem Schritt folgte dann die Reduzierung der Proben durch Zugabe von
DTT (Endkonzentration 5 mM). Die Proben wurden nach Zugabe des DTT gevortext.
SchlieRlich folgte eine Inkubationszeit von einer halben Stunde bei 55 °C. Dann erfolgte die
Alkylierung mittels Chloracetamid (Endkonzentration 40 mM). Die Proben wurden nach
Hinzugabe des Chloracetamids erneut gevortext und schlieRBlich im Dunkeln bei
Raumtemperatur flr 30 Minuten inkubiert. Die gesammelten Proben wurden anschlief3end
durch die Protease Trypsin (Enzym-Substrat-Verhaltnis 1:75) verdaut. Daflir wurden die
Proben wUber Nacht bei 37 °C mit Trypsin inkubiert. Die Proben wurden danach bei -20 °C
gelagert, bevor die Massenspektrometrie durch die Proteomics Core Facility des CECAD

durchgefihrt wurde.

3.11.4 Massenspektrometrie
Fir die Flussigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (LC/MS) wurden ein Q
Exactive Plus Orbitrap  Massenspekirometer und ein EASY nLC 1000
Flussigkeitschromatograph gekoppelt. Die Peptide wurden mit einer Losung A (0,1 %
Ameisensaure in VE-Wasser) auf eine Analysesaule (50 cm - 75 um Innendurchmesser, gefiillt
mit 2,7 uym Poroshell 120 EC-C18) geladen. Anschliel3end erfolgte die chromatografische
Auftrennung bei einer konstanten Flussrate von 250 nl/min unter Nutzung folgender
Gradienten:

¢ 1 Minute Gradient von 3 - 5 % Puffer B (0,1 % Ameisensaure in 80 % Acetonitril)

¢ 119 Minuten 5 - 30 % Puffer B

e 19 Minuten 30 - 50 % Puffer B

e 1 Minute 50 - 95 % Puffer B
Anschlieend erfolgten das Waschen und ein Equilibrieren der Saule. Verwendet wurde am
Massenspektrometer die datenabhangige Akquisition. Das Auflésungsvermoégen des MS1
Scans betrug 70000 und hatte einen Scanbereich von 300 — 1750 m/z. Die 10 am haufigsten
vorkommenden Peptide wurden innerhalb eines 2,1-Th-Fensters isoliert und die Peptide
wurden einer HCD-Fragmentierung bei einer normalisierten Kollisionsenergie von 27 %
ausgesetzt. Es erfolgte eine maximale Injektionszeit von 60 Millisekunden, weil das AGC-Ziel
auf 5e5 Ladungen eingestellt war. Die resultierenden lonen wurden anschlieRend im Orbitrap
mit einer Auflésung von 17500 ermittelt. Der dynamische Ausschluss von Vorlaufern erfolgte
far 25 Sekunden®.
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3.11.5 Analyse und Auswertung der massenspektrometrischen Daten
Die Analyse der in der Massenspektrometrie gewonnenen Rohdaten wurde mithilfe der frei zur
Verfigung stehenden Software Maxquant unter Standardeinstellungen durch Mitarbeitende
der CECAD Proteomics Facility weiter analysiert. Es erfolgte dabei ein Abgleich mit der UniProt
Knowledgebase Datenbank, die zudem eine Liste der gangigsten Kontaminationen enthalt.
Die Falscherkennungsraten (,false discovery rates®) von Proteinen und Peptiden wurden vom
Jarget-decoy approach® auf 1 % geschatzt. In der Analyse wurden nur Peptide mit einer
Mindestlange von sieben Aminosauren bericksichtigt, Carbamidomethylierungen an
Cysteinresten wurden als fixe Modifikation betrachtet und Oxidation und Acetylierung als
variable Modifikationen. Auterdem wurden noch die Einstellungen ,match-between runs“ und
.label-free quantification“ (LFQ) aktiviert fr die Bestimmung der Proteinmenge in den Proben.
Die weitere Analyse erfolgte mit dem Programm Perseus. Dazu wurden die LFQ-Werte log2-
transformiert und Proteine, die als ,potential contaminants®, ,reverse” oder ,only identified by
site“ markiert waren, wurden aus der weiteren Analyse ausgeschlossen®. Bei der Analyse
wurden folgende Gruppen verglichen: 1. HFD vs. SD; 2. HFD+MF vs. HFD; 3. SD+MF vs. SD.
Fir jedes Protein wurde ein doppelter t-Test vorgenommen, um statistisch signifikante
Veranderungen (p < 0,05) festzustellen. Um die Anzahl an falsch-positiven Ergebnisse zu
reduzieren, wurden die p-Werte mithilfe der Benjamini-Hochberg-Prozedur'®* Korrigiert,
woraus sich die g-Werte ergaben. Dabei gilt ein g-Wert von < 0,05 als statistisch signifikant.
Daruber hinaus wurde mittels der valid values die Haufigkeit bestimmt, mit der ein Protein
innerhalb der jeweiligen Vergleichsgruppe nachgewiesen wurde.
Zusatzlich wurde mittels Perseus eine Hauptkomponentenanalyse durchgefiihrt, um eine
mogliche Clusterbildung zwischen den unterschiedlichen Versuchsgruppen festzustellen und
mogliche Ausreil’er zu identifizieren. Dartber hinaus wurden mithilfe der Software RStudio
Volcano Plots generiert, um eine ubersichtliche Darstellung aller erfassten Proteine zu
ermoglichen und in den Gruppenvergleichen unter anderem signifikant (g-Wert < 0,05) und
relevant (Fold-Change von = 1,5) veranderte Proteine zu visualisieren. Zur Darstellung der
Proteine, die in mehreren Gruppenvergleichen verandert wurden, wurde ein Venn-Diagramm
erstellt. Dieses Diagramm zeigt die Gesamtanzahl der veranderten Proteine in den
Gruppenvergleichen sowie die Uberschneidungen der verdnderten Proteine zwischen den
einzelnen Gruppenvergleichen. Die Visualisierung erfolgte mit der Open-Access-Software
FunRich. AbschlieRend wurde noch eine STRING-Datenbankanalyse durchgefiihrt. Die
STRING-Analyse diente dazu, um molekulare Interaktionen, funktionelle Interaktionen und
Stoffwechselwege (basierend auf publizierten Experimenten oder kuratierten Datenbanken)
aller signifikant (g-Wert < 0,05) und relevant (Fold change = 1,5) veranderten Proteinen
darzustellen. Folgende Einstellungen wurden dabei fur die STRING-Analyse genutzt:

e network type — full STRING network
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meaning of network edges — evidence

active interaction sources — experiments, databases

minimum required interaction score — medium confidence (0.400)

max number of interactors to show — 1st shell: none / query proteins only; 2nd shell:

none
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4 Ergebnisse

4.1 Immunfluoreszenz: Einschrankungen und exemplarische Befunde

Eine urspringlich geplante vergleichende Analyse der durchgefiihrten Immunfluoreszenz-
Farbungen unter den 4 Vergleichsgruppen (SD, SD+MF, HFD, HFD+MF) konnte aufgrund von
durch den Einfrierprozess induzierten Gewebeschaden in mehreren Gruppen nicht
durchgefiihrt werden. Die Gewebeschaden sind am ehesten durch Gefrierartefakte zu
erklaren. Dennoch soll im Folgenden kurz auf die einzelnen Farbungen eingegangen und
exemplarisch mikroskopische Aufnahmen gezeigt werden (s. Abb. 3). In Abb. 3a sind zudem
ausgewahlte Hippocampus-Regionen vermerkt.

Um Proteine zu untersuchen, die an der Regulation der Genexpression und
Transkriptionsrepression beteiligt sind, wurden NCoR1- (Abb. 3a) und NCoR2-Farbungen
(Abb. 3b) durchgefuhrt. Diese Proteine spielen eine Rolle bei der Regulation der
Genexpression durch nukleadre Rezeptoren und kénnten somit indirekt die neuronale Funktion
im Hippocampus beeinflussen. Dariber hinaus wurde CREB (Abb. 3c) gefarbt, ein
Transkriptionsfaktor, der an der Regulation der Genexpression beteiligt ist und eine Rolle bei
der Langzeitpotenzierung sowie Gedachtnisbildung im Hippocampus spielt.

Zur Untersuchung von neuronaler Plastizitat und Entwicklung wurde die Expression von DCX
(Abb. 3d) untersucht. DCX ist ein spezifischer Marker fur neu gebildete Neuronen und spielt
eine Rolle bei der neuronalen Migration und Differenzierung im Hippocampus wahrend der
Entwicklung.

Mittels VGLUT2- (Abb. 3e) und GluR1-Farbungen (Abb. 3f) sollte die synaptische Funktion
beleuchtet werden. VGLUTZ2 ist ein Protein, das fur den Transport von Glutamat in synaptische
Vesikel verantwortlich ist. Somit spielt dieses Protein eine entscheidende Rolle bei der
synaptischen Ubertragung und Plastizitat. Die Expression und Aktivierung des Proteins GIuR1
(Abb. 3f) spielt bei der synaptischen Plastizitat und bei der Regulation der Neurotransmission
im Hippocampus eine Rolle. Zur Darstellung der Astrozyten-Aktivierung wurde eine GFAP-
Farbung (Abb. 3g) durchgeflhrt. GFAP ist ein Protein, das hauptsachlich in Astrozyten
exprimiert wird und daher als Marker fur die Astrozyten-Aktivierung dienen kann. Astrozyten
sind unter anderem an der Regulation der synaptischen Aktivitdt und des extrazellularen

Milieus beteiligt.
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NCoR1 + DAPI

NCoR2+ DAPI

CREB + DAPI

DXC + DAPI
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VGLUT2 VGLUT2 + DAPI

GluR1 + DAPI

GFAP + DAPI

Abb. 3: Exemplarische Aufnahmen aller durchgefiihrten immunhistochemischen Farbungen

Die zuvor in Formaldehydldsung fixierten Kopfe der Féten wurden am Kryostat bei — 21 °C in koronarer Ebene in
16 um dicke Schnitte geschnitten. Um die Schnitte zu identifizieren, die den Hippocampus enthielten, wurde
zunachst eine HE-Farbung durchgefiihrt. Die Schnitte, auf denen sich der Hippocampus befand, wurden
anschlieRend fur die immunhistochemische Farbung verwendet: Nach mehrfacher Waschung und
Permeabilisierung erfolgte das Blocken von unspezifischen Bindungskomponenten und die Inkubation mit dem
Primarantikdrper Uber Nacht. Anschliefend erfolgten erneute Waschungen und die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper Cy3. Am folgenden Tag wurden die in dieser Abbildung dargestellten Fluoreszenzbilder mittels
eines Mikroskops und der Software cellSens Dimension aufgenommen. Die Abbildung zeigt exemplarisch die
Immunfluoreszenz-Farbungen fiir NCoR1 (a), NCoR2 (b), CREB (c), DXC (d), VGLUT2 (e), GluR1 (f) und GFAP
(g) an Schnitten weiblicher Féten an G18,5 der HFD-Gruppe, mit Ausnahme von NCoR2 (HFD+MF-Gruppe) und
CREB (SD-Gruppe), bei denen aufgrund besserer Schnittqualitat diese Gruppen gewahlt wurden. In Abbildung 3a
sind der Cornu ammonis (CA1, CA2, CA3) und der Gyrus dentatus (DG) beispielhaft marktiert. Zu jeder Farbung
werden zudem die DAPI-Farbung sowie eine Uberlagerung von DAPI und der entsprechenden Farbung dargestellt.
Zur Optimierung der Darstellung der NCoR1- und NCoR2-Immunfluoreszenzfarbung wurden Kontrast und Helligkeit
dieser Bilder erhéht. Scale bar = 100 ym
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4.2 Proteomic Screen

Insgesamt konnten im Proteomic Screen 3747 Proteine detektiert werden.

4.2.1 Hauptkomponentenanalyse

Da in der SD+MF-Gruppe die Daten einer Probe deutlich von den Daten der anderen Proben
derselben Gruppe in der Hauptkomponentenanalyse abwichen (Abb. 4a), wurde diese Probe
als Ausreil3er gewertet und aus allen weiteren Vergleichen ausgeschlossen.

Somit wurden in der nachfolgenden Hauptkomponentenanalyse fur die SD+MF-Gruppe 4
Proben in den Vergleichen berlcksichtigt, wahrend in allen anderen Gruppen (SD, HFD,
HFD+MF) 5 Proben berlcksichtigt wurden (Abb. 4b). In der Hauptkomponentenanalyse
konnte festgestellt werden, dass die einzelnen Versuchsgruppen Cluster bildeten. Wahrend
die Cluster der beiden Standarddiat-Gruppen (SD und SD+MF) nah benachbart sind, sind die
Cluster der beiden Hochfettdiat-Gruppen (HFD und HFD+MF) weit voneinander entfernt (Abb.
4b). Auch grenzten sich die Gruppen SD und SD+MF jeweils deutlich von den Gruppen HFD
und HFD+MF ab.

a . b @D
SD+MF []
53 /' . 2| HFD °
HFD
%

= e ® 4o

~ e

8
2 g
e T o
~ 81 =
H HED+MF s ®
5 @@ HFD+MF 5 sD
g ® @ HFD+MF s
g HFD+MF E
© el "Hrp+mF © @ 0*MF

@ SD+MF
SD+MF e ®s0 @HFD+MF
1 SD+MF ® HrpenF
HFD )
= o sD
.HFODHFD
e el o
HFD ®uep o sD ®rpenF
SD+MF
el snsr[:r e ®sp HFD+MF
» & s
sSD ® SD+MF ey
[ )
SD®sp.mF o, | Je—

T T T T T

T T T

T T T
20 30

T
10

Component 1 (26.1%) Component 1 (27.6%)

Abb. 4: Hauptkomponentenanalyse aller detektierten Proteine

Nach Isolation der Proteine erfolgte eine massenspektrometrische Detektion ebendieser. Eine weitere Analyse der
detektierten Proteine erfolgte mittels MaxQuant. SchlieRlich wurde mittels des Programms Perseus die abgebildete
Hauptkomponentenanalyse erstellt. Jede analysierte Probe ist in der Abbildung durch einen Punkt dargestellt. Da
es einen Ausreil3er in der SD+MF-Gruppe gab (Abb. 4a; mit > markiert), wurden in dieser Gruppe nur 4 Tiere
berlcksichtigt (Abb. 4b). In allen anderen Gruppen wurden Hippocampi von 5 Féten pro Gruppe in die Analyse
miteinbezogen. SD lila, SD+MF griuin, HFD blau, HFD+MF rot.

4.2.2 Volcano Plots
Mithilfe von Volcano Plots lasst sich grafisch durch Nutzung unterschiedlicher Farben
darstellen, wie viele der 3747 identifizierten Proteine in den unterschiedlichen Vergleichen

signifikant (g-Wert < 0,05) und relevant (Fold change = 1,5) verandert waren. Die Proteine, die
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diesen beiden Kriterien (g-Wert < 0,05 und Fold change = 1,5) entsprachen, werden in den
jeweiligen Diagrammen grin dargestellt. Proteine, die einem der Kriterien oder beiden
Kriterien nicht entsprachen, werden in anderen Farben dargestellt.

Die Volcano Plots zeigen, dass im Vergleich HFD+MF vs. HFD (Abb. 5b) mehr Proteine
signifikant (g-Wert < 0,05) und relevant (Fold change = 1,5) verandert waren als in den
Vergleichen HFD vs. SD (Abb. 5a) und SD+MF vs. SD (Abb. 5c). Auch zeigt sich in den
Volcano Plots, dass im Vergleich SD+MF vs. SD (Abb. 5c) die wenigsten Proteine signifikant

und relevant verandert waren.
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Abb. 5: Volcano Plots aller detektierten Proteine in den jeweiligen Gruppenvergleichen

46



Nach Isolierung der Proteine erfolgte eine massenspektrometrische Detektion ebendieser. Eine weitere Analyse
der detektierten Proteine erfolgte mittels MaxQuant und Perseus. Die Erstellung der Volcano Plots aller detektierten
Proteine erfolgte fir die Vergleiche HFD vs. SD, HFD+MF vs. HFD und SD+MF vs. SD mittels der Software RStudio.
Abgebildet werden in den jeweiligen Vergleichen alle detektierten Proteine und deren g-Wert und Fold change. Die
grinen Punkte stellen die Proteine dar, die in dem jeweiligen Vergleich sowohl signifikant als auch relevant
verandert waren (q-Wert < 0,05, Fold change = 1,5). Die roten Punkte stellen die Proteine dar, die zwar signifikant
(g-Wert < 0,05), aber nicht relevant verandert waren (Fold change < 1,5). Die lila Punkte stellen die Proteine dar,
mit g-Wert von > 0,05 und Fold change von = 1,5 (nicht signifikant, jedoch relevant). Die grauen Punkte stellen die
Proteine dar, die weder relevant noch signifikant verandert waren (q-Wert > 0,05, Fold change < 1,5).

4.2.3 Ubersichtstabellen aller signifikant und relevant veridnderten Proteine

Im folgenden Kapitel werden alle Proteine tabellarisch aufgefthrt, die in den 3 Vergleichen
HFD vs. SD (Tabelle 10 und Tabelle 11), HFD+MF vs. HFD (Tabelle 12 und Tabelle 13) und
SD+MF vs. SD (Tabelle 14 und Tabelle 15) jeweils signifikant (q-Wert < 0,05) und relevant
(Fold change = 1,5) verandert waren. Aufgefiihrt sind die Protein-ID, der Proteinname und das
Gen. Zusatzlich aufgefuhrt ist die Fold change, die das Vielfache der Hochregulation bzw.
Runterregulation der Proteinmenge zwischen den zwei verglichenen Gruppen angibt.
Aulerdem werden flr jedes Protein die valid values aufgefiihrt. Diese geben an, in wie vielen
analysierten Proben einer Versuchsgruppe das jeweilige Protein detektiert wurde. Die Proteine

sind in den Tabellen jeweils nach ihrer Fold change angeordnet.

4.2.3.1 HFD vs. SD

Protein- | Proteinname Gen q- Fold valid valid
ID Wert change | values | values
HFD SD
POC090 | Roquin-2 Rc3h2 <0,01 | 36,84
Q5SSZ5 | Tensin-3 Tns3 <0,01 | 11,74
P56183 Ribosomal RNA processing protein 1 Rrp1 <0,01 | 6,49 5
homolog A
Q64096 Guanine nucleotide exchange factor DBS Mcf2l <0,01 | 6,01 5 0
Q61062 Segment polarity protein dishevelled DvI3 <0,01 | 5,86 5 0
homolog DVL-3
Q8VCD6 | Receptor expression-enhancing protein 2 Reep2 <0,05 | 523 5 2
Q8BHE8 | m-AAA protease-interacting protein 1 Maip1 <0,01 | 5,10 4 0
Q61233 | Plastin-2 Lcp1 <0,01 | 4,87 4 0
Q9CQ56 | Vesicle transport protein USE1 Use1 <0,01 | 4,83 5 0
P03888 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 1 Mtnd1 <0,01 | 4,77 5 0
Q9DB25 | Dolichyl-phosphate beta-glucosyltransferase | Alg5 <0,01 | 4,75 5 0
Q60629 Ephrin type-A receptor 5 Epha5 <0,05 | 4,65 5 1
P35601 Replication factor C subunit 1 Rfc1 <0,01 | 4,50 5 0
Q9CQD4 | Charged multivesicular body protein 1b-2 Chmp1b | <0,05 | 4,41 4 1
2
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Q8BH60 | Golgi-associated PDZ and coiled-coil motif- | Gopc <0,01 | 4,29
containing protein

P56380 Bis(5-nucleosyl)-tetraphosphatase Nudt2 <0,05 | 4,07
[asymmetrical]

Q91XUO | ATPase WRNIP1 Wrnip1 <0,01 | 4,03

Q8VDS8 | Syntaxin-18 Stx18 <0,05 | 3,71

Q6ZQB6 | Inositol hexakisphosphate and Ppip5k2 <0,01 | 3,70
diphosphoinositol-pentakisphosphate kinase
2

Q91W82 | Ubiquitin-conjugating enzyme E2 E2 Ube2e2 <0,05 | 3,56

Q9Z0T9 Integrin beta-6 Itgb6 <0,01 | 3,39

Q61024 Asparagine synthetase [glutamine- Asns <0,01 | 3,31
hydrolyzing]

Q8BYH8 | Chromodomain-helicase-DNA-binding Chd9 <0,01 | 3,18
protein 9

P45952 Medium-chain specific acyl-CoA Acadm <0,01 | 3,18
dehydrogenase, mitochondrial

Rps26 Uncharacterized protein C70rf50 homolog <0,01 | 3,13

Q64523 Histone H2A type 2-C Histzh2a | <0,05 | 3,04

c

P26048 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit Gabra2 <0,05 | 2,96
alpha-2

Q9Z2X8 Kelch-like ECH-associated protein 1 Keap1 <0,01 | 2,89

Q99NE5 | Regulating synaptic membrane exocytosis Rims1 <0,01 | 2,89
protein 1

Q6DICO Probable global transcription activator Smarca2 | <0,01 | 2,88
SNF2L2

Q9D415 | Disks large-associated protein 1 Digap1 <0,01 | 2,82

Q6VGS5 | Protein Daple Ccdc88c | <0,05 | 2,78

089116 Vesicle transport through interaction with t- Vtila <0,05 | 2,78
SNAREs homolog 1A

Q99LC8 | Translation initiation factor elF-2B subunit Eif2b1 <0,05 | 2,74
alpha

Q61239 Protein Fnta <0,05 | 2,74
farnesyltransferase/geranylgeranyltransfera
se type-1 subunit alpha

Q80WW DDRGK domain-containing protein 1 Ddrgk1 <0,01 | 2,73

9

Q3UIA2 Rho GTPase-activating protein 17 Arhgap1 <0,05 | 2,62

7

P26339 Chromogranin-A Chga <0,01 | 2,62

Q8R035 | Peptidyl-tRNA hydrolase ICT1, Ict1 <0,01 | 2,57
mitochondrial

Q8R3V6 | CUE domain-containing protein 1 Cuedc1 <0,05 | 2,57
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Q62011 Podoplanin Pdpn <0,01 | 2,57 5 0
Q7TT23 | Dynein axonemal assembly factor 9 Dnaaf9 <0,05 | 2,44 4 0
035066 Kinesin-like protein KIF3C Kif3c <0,01 | 2,35 5 0
Q922E4 Ethanolamine-phosphate Pcyt2 <0,01 | 2,33 5 0
cytidylyltransferase
Q6PFX7 | Neuronal tyrosine-phosphorylated Nyap1 <0,05 | 2,29 4 0
phosphoinositide-3-kinase adapter 1
Q8BHJ9 | Pre-mRNA-splicing factor SLU7 Slu7 <0,05 | 2,21
Q7TT15 | Putative polypeptide N- Wbscr17 | <0,05 | 2,21
acetylgalactosaminyltransferase-like protein
3
Q62083 | PRKCA-binding protein Pick1 <0,01 | 2,20 4 0
Q2PFD7 | PH and SEC7 domain-containing protein 3 Psd3 <0,01 | 2,20 5 0
P47867 Secretogranin-3 Scg3 <0,05 | 2,15 5 0
E9Q414 | Apolipoprotein B-100 Apob <0,05 | 2,10 5 0
Q80YA7 | Dipeptidyl peptidase 8 Dpp8 <0,05 | 2,10 5 2
Q08481 Platelet endothelial cell adhesion molecule Pecam1 <0,05 | 2,04 4 0
Q8K190 | SAYSvFN domain-containing protein 1 Saysd1 <0,05 | 1,93 5 0
A2ABV5 Mediator of RNA polymerase Il transcription Med14 <0,05 | 1,90 5 0
subunit 14
Q9JIH2 Nuclear pore complex protein Nup50 Nup50 <0,05 | 1,89 5 5
Q8C525 | Protein MB21D2 Mb21d2 | <0,05 | 1,87 5 1
Q9ER39 | Torsin-1A Tor1a <0,05 | 1,83 5 1
Q921E2 Ras-related protein Rab-31 Rab31 <0,05 | 1,82 5 0
Q9CWF?2 | Tubulin beta-2B chain Tubb2b <0,05 | 1,66 5 5

Tabelle 10: Signifikant hochregulierte Proteine HFD vs. SD
Insgesamt waren 60 Proteine in der HFD-Gruppe im Vergleich zu der SD-Gruppe signifikant (g-Wert < 0,05) und
relevant (Fold change = 1,5) hochreguliert. In beiden Versuchsgruppen wurden jeweils 5 Tiere fiir den Vergleich
berlcksichtigt. Neben dem g-Wert und der Fold change werden in dieser Tabelle die Protein-ID, der Proteinname,
das Gen und die valid values angegeben. Die Sortierung der Tabelle erfolgte nach der Fold change in absteigender

Reihenfolge.
Protein- Proteinname Gen q- Fold valid valid
ID Wert change values | values
HFD SD
Q3Uv17 Keratin, type Il cytoskeletal 2 oral Krt76 <0,01 | -166,91
P84089 Enhancer of rudimentary homolog Erh <0,01 | -28,66
Q9CQVe Microtubule-associated proteins Map1lc3b <0,01 | -24,83 0 5
1A/1B light chain 3B
P62274 40S ribosomal protein S29 Rps29 <0,01 | -18,94 0 5
P97363 Serine palmitoyltransferase 2 Sptic2 <0,01 | -12,67 0 4
Q6ZPJ0 Testis-expressed sequence 2 protein | Tex2 <0,01 | 12,14 0 5
Q9QzB7 Actin-related protein 10 Actr10 <0,01 | -12,10 0 5
P13705 DNA mismatch repair protein Msh3 Msh3 <0,01 | -10,97 0 4
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Q9WUB4 | Dynactin subunit 6 Dctn6 <0,01 | -9,88

Q60974 Nuclear receptor corepressor 1 Ncor1 <0,05 | -9,16

Q3ULD5 Methylcrotonoyl-CoA carboxylase Mccc2 <0,01 | -7,55
beta chain, mitochondrial

Q9WV32 Actin-related protein 2/3 complex Arpci1b <0,01 | -7,33 0 5
subunit 1B

Q6ZWY8 Thymosin beta-10 Tmsb10 <0,01 | -7,23

Q923D4 Splicing factor 3B subunit 5 Sf3b5 <0,01 | -6,54

Q6ZWM4 | U6 snRNA-associated Sm-like Lsm8 <0,01 | -6,46 0 5
protein LSm8

Q9D855 Cytochrome b-c1 complex subunit 7 Uqcrb <0,01 | -6,30 3 5

P40240 CD9 antigen Cd9 <0,01 | -6,03 0 4

P13020 Gelsolin Gsn <0,01 | -5,91 0 5

Q9D6J6 NADH dehydrogenase [ubiquinone] Ndufv2 <0,01 | -5,88 1 5
flavoprotein 2, mitochondrial

035594 Intraflagellar transport protein 81 1ft81 <0,05 | -5,64 1 4
homolog

Q9DOWS5 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase- Ppil1 <0,01 | -5,57 0 5
like 1

088559 Menin Men1 <0,01 | -5,53 5

P70441 Na(+)/H(+) exchange regulatory Sic9a3r1 <0,01 | -5,38 5
cofactor NHE-RF1

Q811WO0 Transcription factor SOX-21 Sox21 <0,01 | -5,25 0 5

Q8R3G1 Nuclear inhibitor of protein Ppp1r8 <0,01 | -5,24 0 5
phosphatase 1

P61965 WD repeat-containing protein 5 Wdr5 <0,01 | -5,16 4

Q9DCT5 Stromal cell-derived factor 2 Sdf2 <0,01 | -5,14

P62313 U6 snRNA-associated Sm-like Lsm6 <0,01 | -5,01
protein LSm6

055047 Serine/threonine-protein kinase TIk2 <0,01 | -4,88 0 5
tousled-like 2

Q8VBV7 COP9 signalosome complex subunit | Cops8 <0,05 | -4,87 1 4
8

Q9WVA3 Mitotic checkpoint protein BUB3 Bub3 <0,05 | -4,87 3 5

Q8R5C5 Beta-centractin Actr1b <0,01 | -4,86

Q99MN9 Propionyl-CoA carboxylase beta Pccb <0,01 | -4,80
chain, mitochondrial

QO05AH6 Spindlin interactor and repressor of Spindoc <0,05 | -4,77 3 5
chromatin-binding protein

Q9DB15 39S ribosomal protein L12, Mrpl12 <0,01 | 4,72 0 5
mitochondrial

P49443 Protein phosphatase 1A Ppm1a <0,01 | -4,63 0 5

Q80W14 Pre-mRNA-processing factor 40 Prpf40b <0,01 | 4,52 1 5

homolog B
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Q9oD8T7 SRA stem-loop-interacting RNA- Slirp <0,01 | -4,50 0 5
binding protein, mitochondrial
P35486 Pyruvate dehydrogenase E1 Pdha1 <0,01 | 4,48 5 5
component subunit alpha, somatic
form, mitochondrial
Q9DB77 Cytochrome b-c1 complex subunit 2, | Uqcrc2 <0,01 | -4,46 5 5
mitochondrial
Q9CQC9 GTP-binding protein SAR1b Sar1b <0,01 | -4,35 1
P70349 Histidine triad nucleotide-binding Hint1 <0,05 | 4,15 0
protein 1
Q9DCF9 Translocon-associated protein Ssr3 <0,01 | -4,02 0 4
subunit gamma
035900 U6 snRNA-associated Sm-like Lsm2 <0,05 | -4,00 0 4
protein LSm2
Q9WwWU42 Nuclear receptor corepressor 2 Ncor2 <0,05 | -3,96 1 5
P48036 Annexin A5 Anxab <0,01 | -3,96 5 5
Q03958 Prefoldin subunit 6 Pfdn6 <0,05 | -3,94 0 4
Q8QZY9 Splicing factor 3B subunit 4 Sf3b4 <0,01 | -3,93 0 5
P15105 Glutamine synthetase Glul <0,05 | -3,83 0 4
Q99LS3 Phosphoserine phosphatase Psph <0,01 | -3,81 0 5
Q9CQJ6 Density-regulated protein Denr <0,01 | -3,79 0 4
Q91WF7 Polyphosphoinositide phosphatase Fig4 <0,01 | -3,75 0 4
Q9CQ75 NADH dehydrogenase [ubiquinone] Ndufa2 <0,01 | -3,74 0 5
1 alpha subcomplex subunit 2
P84086 Complexin-2 Cplx2 <0,01 | -3,72 0 5
Q6NS82 Protein FAM134A Fam134a <0,01 | -3,64
Q91YTO NADH dehydrogenase [ubiquinone] Ndufv1 <0,05 | -3,56
flavoprotein 1, mitochondrial
Q921J2 GTP-binding protein Rheb Rheb <0,01 | -3,52
Q3THS6 S-adenosylmethionine synthase Mat2a <0,01 | -3,47
isoform type-2
P10518 Delta-aminolevulinic acid Alad <0,05 | -3,46 0 4
dehydratase
Q8BHL8 Proteasome inhibitor PI31 subunit Psmf1 <0,05 | -3,45 0
Q9WU28 | Prefoldin subunit 5 Pfdn5 <0,01 | -3,44
Q6PHZ2 Calcium/calmodulin-dependent Camk2d <0,05 | -3,43 0 4
protein kinase type Il subunit delta
QIOWTI7 Unconventional myosin-Ic Myo1c <0,01 | -3,38 0 4
P63323 40S ribosomal protein S12 Rps12 <0,01 | -3,29 5 5
Q62426 Cystatin-B Cstb <0,01 | -3,28 0 4
A2AIV2 Protein virilizer homolog Kiaa1429 <0,05 | -3,25 0 5
P24369 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B | Ppib <0,01 | -3,24 2 5
Q8K4PO pre-mRNA 3 end processing protein Wdr33 <0,05 | -3,22 1 5

WDR33
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Q8C145 Zinc transporter ZIP6 Slc39a6 <0,05 | -3,19 1
Q9Cz13 Cytochrome b-c1 complex subunit 1, | Uqgcrc1 <0,01 | -3,19 5
mitochondrial
Q925E7 Serine/threonine-protein Ppp2r2d <0,05 | -3,13 0 4
phosphatase 2A 55 kDa regulatory
subunit B delta isoform
Q8BU03 Periodic tryptophan protein 2 Pwp2 <0,01 | -3,04 0 5
homolog
Q9CPY7 Cytosol aminopeptidase Lap3 <0,01 | -3,02 0
P62137 Serine/threonine-protein Pppica <0,05 | -3,02
phosphatase PP1-alpha catalytic
subunit
Q9JKK7 Tropomodulin-2 Tmod2 <0,01 | -3,00
Q9CQF3 | Cleavage and polyadenylation Nudt21 <0,01 | -2,99 5
specificity factor subunit 5
P61164 Alpha-centractin Actria <0,01 | -2,87 5
P62311 U6 snRNA-associated Sm-like Lsm3 <0,05 | -2,84 1
protein LSm3
Q9CW79 | Golgin subfamily A member 1 Golga1 <0,05 | -2,82 1
Q8K409 DNA polymerase beta Polb <0,05 | -2,82 0
P62141 Serine/threonine-protein Ppp1icb <0,01 | -2,80
phosphatase PP1-beta catalytic
subunit
Q9JHI5 Isovaleryl-CoA dehydrogenase, Ivd <0,05 | -2,76 1 4
mitochondrial
P63042 Stathmin-4 Stmn4 <0,05 | -2,75 0 4
Q8BIQ5 Cleavage stimulation factor subunit 2 | Cstf2 <0,05 | -2,74 3 5
088746 Target of Myb protein 1 Tom1 <0,01 | -2,74 0 5
P62843 40S ribosomal protein S15 Rps15 <0,01 | -2,73 5 5
P09926 Surfeit locus protein 2 Surf2 <0,05 | -2,73 0 4
AB6X919 Probable C-mannosyltransferase Dpy19I1 <0,05 | -2,73 0 4
DPY19L1
Q922P8 Transmembrane protein 132A Tmem132a | <0,05 | -2,66 0 5
QICYL5 Golgi-associated plant pathogenesis- | Glipr2 <0,05 | -2,65
related protein 1
Q3UQA7 Selenoprotein H Selh <0,01 | -2,65 0 4
P05213 Tubulin alpha-1B chain Tubalb <0,05 | -2,63
Q9JL35 High mobility group nucleosome- Hmgn5 <0,05 | -2,58 5
binding domain-containing protein 5
A2AR02 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase G | Ppig <0,05 | -2,52 2
P62715 Serine/threonine-protein Ppp2cb <0,05 | -2,50
phosphatase 2A catalytic subunit
beta isoform
Q61696 Heat shock 70 kDa protein 1A Hspaila <0,05 | -247 4 5
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P62267 40S ribosomal protein S23 Rps23 <0,01 | -2,47 5

088844 Isocitrate dehydrogenase [NADP] Idh1 <0,01 | -2,43 5
cytoplasmic

Q8C569 Protein FAM118B Fam118b <0,05 | -2,43

P28867 Protein kinase C delta type Prkcd <0,05 | -2,43

Q8R502 Volume-regulated anion channel Lrrc8c <0,05 | -2,41 0 4
subunit LRRC8C

055176 E3 ubiquitin-protein ligase Praja-1 Pja1 <0,05 | -2,41 0 4

P11088 Filaggrin Flg <0,05 | -2,40 0 4

P14824 Annexin A6 Anxa6 <0,01 | -2,39 5 5

Q9JHJO Tropomodulin-3 Tmod3 <0,05 | -2,38 4 5

Q91VD9 NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 | Ndufs1 <0,05 | -2,33 5 5
kDa subunit, mitochondrial

Q9D3D9 ATP synthase subunit delta, Atp5d <0,05 | -2,33 5 5
mitochondrial

055128 Histone deacetylase complex subunit | Sap18 <0,05 | -2,32 5 5
SAP18

P62960 Nuclease-sensitive element-binding Ybx1 <0,05 | -2,29 5 5
protein 1

Q3THW5 | Histone H2A.V H2afv <0,05 | -2,27

088696 ATP-dependent Clp protease Clpp <0,05 | -2,26
proteolytic subunit, mitochondrial

Q9JIA7 Sphingosine kinase 2 Sphk2 <0,05 | -2,24 0 4

P62270 408 ribosomal protein S18 Rps18 <0,05 | -2,24 5

Q61205 Platelet-activating factor Pafah1b3 <0,05 | -2,19 5
acetylhydrolase 1B subunit gamma

Q8VE37 Regulator of chromosome Rcc1 <0,01 | -2,17 0 4
condensation

Q91VJ5 Polyglutamine-binding protein 1 Pqgbp1 <0,05 | -2,15

Q6PEO1 U5 small nuclear ribonucleoprotein Snrnp40 <0,05 | -2,15 5
40 kDa protein

P11031 Activated RNA polymerase Il Sub1 <0,05 | -2,15 5 5
transcriptional coactivator p15

Q80X32 UPF0461 protein C50rf24 homolog <0,05 | -2,14 0 5

P68134 Actin, alpha skeletal muscle Acta1 <0,05 | -2,13 5

Q80WS3 | rRNA/tRNA 2-O-methyltransferase Fbll1 <0,05 | -2,12 5
fibrillarin-like protein 1

Q9QzD9 Eukaryotic translation initiation factor | Eif3i <0,05 | -2,12 5 5
3 subunit |

P62748 Hippocalcin-like protein 1 Hpcal1 <0,05 | -2,12 0 4

Q9CY57 Chromatin target of PRMT1 protein Chtop <0,05 | -2,11

Q8CC21 Tetratricopeptide repeat protein 19, Ttc19 <0,05 | -2,11 0
mitochondrial

P42932 T-complex protein 1 subunit theta Cct8 <0,05 | -2,10 5 5
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P83882 60S ribosomal protein L36a Rpl36a <0,05 | -2,10 5
Q8C570 mRNA export factor Rae1 <0,05 | -2,09
QocaQv7 Mitochondrial import inner Dnajc19 <0,05 | -2,06 0
membrane translocase subunit
TIM14
P63260 Actin, cytoplasmic 2 Actg1 <0,05 | -2,05 5 5
P97927 Laminin subunit alpha-4 Lama4 <0,05 | -2,02 4 5
P63325 40S ribosomal protein S10 Rps10 <0,05 | -1,99 5 5
P68040 Small ribosomal subunit protein Rack1 <0,05 | -1,98 5 5
RACK1
Q62203 Splicing factor 3A subunit 2 Sf3a2 <0,05 | -1,95 5 5
P20029 78 kDa glucose-regulated protein Hspa5 <0,05 | -1,90 5 5
P46414 Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B | Cdkn1b <0,05 | -1,90 5 5
Q9D6R2 Isocitrate dehydrogenase [NAD] Idh3a <0,05 | -1,89 5 5
subunit alpha, mitochondrial
Q9D1T0 Leucine-rich repeat and Lingo1 <0,01 | -1,88 0 4
immunoglobulin-like domain-
containing nogo receptor-interacting
protein 1
Q9D051 Pyruvate dehydrogenase E1 Pdhb <0,05 | -1,88 5 5
component subunit beta,
mitochondrial
P51859 Hepatoma-derived growth factor Hdgf <0,05 | -1,88 5
Q8VIJ6 Splicing factor, proline- and Sfpq <0,05 | -1,85 5
glutamine-rich
P62855 408 ribosomal protein S26 Rps26 <0,05 | -1,83 5
P56480 ATP synthase subunit beta, Atp5b <0,05 | -1,82 5 5
mitochondrial
Q8C1B7 Septin-11 Septin11 <0,05 | -1,81 5 5
P63168 Dynein light chain 1, cytoplasmic Dynll1 <0,05 | -1,79 5 5
Q9CXS4 Centromere protein V Cenpv <0,05 | -1,77 5 5
P61957 Small ubiquitin-related modifier 2 Sumo2 <0,05 | 1,77 5 5
Q9JKB3 Y-box-binding protein 3 Ybx3 <0,05 | 1,74 5 5
P63158 High mobility group protein B1 Hmgb1 <0,05 | -1,73 5 5
P50518 V-type proton ATPase subunit E 1 Atp6vie1 <0,05 | -1,63 5 5
Q9R190 Metastasis-associated protein MTA2 | Mta2 <0,05 | -1,63 5 5

Tabelle 11: Signifikant runterregulierte Proteine HFD vs. SD

Insgesamt waren 151 Proteine in der HFD-Gruppe im Vergleich zu der SD-Gruppe signifikant (g-Wert < 0,05) und
relevant (Fold change = 1,5) runterreguliert. In beiden Versuchsgruppen wurden jeweils 5 Tiere fur den Vergleich
berlcksichtigt. Neben dem g-Wert und der Fold change werden in dieser Tabelle die Protein-ID, der Proteinname,
das Gen und die valid values angegeben. Die Sortierung der Tabelle erfolgte nach der Fold change in absteigender
Reihenfolge.
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4.2.3.2 HFD+MF vs. HFD

Protein-ID | Proteinname Gen q-Wert Fold valid valid
change | values values
HFD+MF | HFD

Q3UV17 Keratin, type Il cytoskeletal 2 oral Krt76 < 0,01 111,34 5 0

Q60974 Nuclear receptor corepressor 1 Ncor1 <0,01 20,87 5 0

P09922 Interferon-induced GTP-binding protein | Mx1 <0,01 14,37 5 0
Mx1

brinQ80TE | RNA polymerase ll-associated protein 1 | Rpap1 < 0,01 10,33 5 0

0

Q09143 High affinity cationic amino acid Slc7al | <0,01 8,56 4 0
transporter 1

Q6ZPJ0 Testis-expressed sequence 2 protein Tex2 <0,01 8,54 0

Q7M6Z4 Kinesin-like protein KIF27 Kif27 < 0,01 8,32 0

Q5SRY7 F-box/WD repeat-containing protein 11 Fbxw1 | <0,01 7,33

1

Q61586 Glycerol-3-phosphate acyltransferase 1, | Gpam <0,01 6,64 5 0
mitochondrial

Q80TE7 Leucine-rich repeat-containing protein 7 | Lrrc7 <0,05 6,51 1

Q9CR21 Acyl carrier protein, mitochondrial Ndufab | < 0,01 6,16 0

1

P53811 Phosphatidylinositol transfer protein Pitpnb | < 0,01 5,90 5 0
beta isoform

Q9CQJ6 Density-regulated protein Denr < 0,01 5,59 0

055047 Serine/threonine-protein kinase tousled- | Tlk2 < 0,01 5,46 0
like 2

Q4KWH5 1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate | Plch1 < 0,01 5,27 5 0
phosphodiesterase eta-1

Q9CQC9 GTP-binding protein SAR1b Sar1b <0,01 517 1

AB6X919 Probable C-mannosyltransferase Dpy19l | <0,01 5,03 0
DPY19L1 1

Q99LS3 Phosphoserine phosphatase Psph < 0,01 4,97 0

Q61324 Aryl hydrocarbon receptor nuclear Arnt2 <0,05 4,82 5 1
translocator 2

Q80YE7 Death-associated protein kinase 1 Dapk1 < 0,01 4,57 5 0

P63042 Stathmin-4 Stmn4 | <0,01 4,47 5 0

Q5PR73 GTP-binding protein Di-Ras2 Diras2 | <0,01 4,36 5 0

P55264 Adenosine kinase Adk < 0,01 4,23 5 0

Q5H8C4 Vacuolar protein sorting-associated Vps13a | <0,01 4,21 5 0
protein 13A

Q9D8T7 SRA stem-loop-interacting RNA-binding | Slirp <0,01 4,11 5 0
protein, mitochondrial

Q9DB15 39S ribosomal protein L12, Mrpl12 | <0,01 4,04 5 0
mitochondrial

P43346 Deoxycytidine kinase Dck < 0,01 3,93 4 0
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P11531 Dystrophin Dmd < 0,01 3,76 1
Q80VJ3 2-deoxynucleoside 5-phosphate N- Dnph1 | <0,01 3,75 4 0
hydrolase 1
Q8R3L2 Transcription factor 25 Tcf25 < 0,01 3,73 5 0
P97346 Nucleoredoxin Nxn < 0,01 3,72 5 1
P28867 Protein kinase C delta type Prked <0,01 3,71 5 0
Q62426 Cystatin-B Cstb <0,01 3,68 5 0
Q8C145 Zinc transporter ZIP6 Slc39a | < 0,01 3,65 5 1
6
Q6A009 E3 ubiquitin-protein ligase listerin Ltn1 <0,01 3,54 5
Q9DC04 Regulator of G-protein signaling 3 Rgs3 <0,01 3,48 0
QI9CXX9 CUE domain-containing protein 2 Cuedc | <0,01 3,43 0
2
Q8R323 Replication factor C subunit 3 Rfc3 <0,05 3,42 0
P50171 Estradiol 17-beta-dehydrogenase 8 Hsd17 | <0,01 3,41 5 0
b8
Q9WU42 Nuclear receptor corepressor 2 Ncor2 <0,05 3,28 5 1
Q60987 Forkhead box protein G1 Foxg1 <0,05 3,25 5 2
Q811WO0 Transcription factor SOX-21 Sox21 < 0,01 3,23 4 0
P70441 Na(+)/H(+) exchange regulatory SIc9a3r | < 0,01 3,19 5 0
cofactor NHE-RF1 1
Q6PIL6 Kinesin-like protein KIF15 Kif15 <0,01 3,14 5 0
Q8C078 Calcium/calmodulin-dependent protein Camkk | <0,05 3,12 0
kinase kinase 2 2
A2AIV2 Protein virilizer homolog Kiaa14 | <0,05 3,10 4 0
29
P56818 Beta-secretase 1 Bace1 < 0,01 3,09 5 0
Q8K409 DNA polymerase beta Polb < 0,01 3,07 4 0
Q9R1T4 Septin-6 Sept6 <0,05 3,06 5 3
Q68ED7 CREB-regulated transcription Crtc1 <0,05 3,01 4 1
coactivator 1
Q9CW79 Golgin subfamily A member 1 Golga1 | <0,01 2,99 5 1
Q8R3P6 von Willebrand factor A domain- Vwa9 < 0,01 2,96 0
containing protein 9
Q9DAK9 14 kDa phosphohistidine phosphatase Phpt1 < 0,01 2,95 0
055176 E3 ubiquitin-protein ligase Praja-1 Pja1 <0,01 2,93 0
Q922P8 Transmembrane protein 132A Tmem1 | < 0,01 2,92 5
32a
Q8R3H9 Tetratricopeptide repeat protein 4 Ttc4 < 0,01 2,92 5 0
QOJIA7 Sphingosine kinase 2 Sphk2 < 0,01 2,88
E9Q5F9 Histone-lysine N-methyltransferase Setd2 <0,05 2,86 0
SETD2
Q8R3Y8 Interferon regulatory factor 2-binding Irf2bp1 | < 0,01 2,85 4 0

protein 1
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Q8CIV8 Tubulin-specific chaperone E Tbhce < 0,01 2,84

070293 G protein-coupled receptor kinase 6 Grk6 <0,01 2,84 0

Q6PHZ2 Calcium/calmodulin-dependent protein Camk2 | <0,05 2,80 0
kinase type Il subunit delta d

Q8CJ61 CKLF-like MARVEL transmembrane Cmtm4 | <0,05 2,79 5 2
domain-containing protein 4

P42859 Huntingtin Hit < 0,01 2,76 5 0

Q64324 Syntaxin-binding protein 2 Stxbp2 | <0,05 2,74 5 0

Q8BFV2 PCI domain-containing protein 2 Pcid2 <0,01 2,56 5 0

Q9QwWv9 Cyclin-T1 Ccent1 <0,01 2,56 5 0

Q6PHUS Sortilin Sort1 <0,05 2,54 4 0

008919 Numb-like protein Numbl <0,05 2,54 5 0

Q9DCF9 Translocon-associated protein subunit Ssr3 <0,05 2,53 4 0
gamma

Q6PB70 Anoctamin-8 Ano8 <0,01 2,52 5 0

Q9D892 Inosine triphosphate pyrophosphatase Itpa < 0,01 2,52 5 0

Q14AX6 Cyclin-dependent kinase 12 Cdk12 < 0,05 2,37 4 0

Q9ESCS8 AF4/FMR2 family member 4 Aff4 <0,05 2,37 5 0

P33174 Chromosome-associated kinesin KIF4 Kif4 < 0,01 2,33 4 0

Q5XG73 Acyl-CoA-binding domain-containing Acbd5 | <0,01 2,32 5 0
protein 5

P21447 Multidrug resistance protein 1A Abcb1a | < 0,05 2,31 5 0

P17156 Heat shock-related 70 kDa protein 2 Hspa2 | <0,05 2,30 5 0

Q60790 Ras GTPase-activating protein 3 Rasa3 <0,05 2,26 5 1

E9PZJ8 Activating signal cointegrator 1 complex | Ascc3 <0,01 2,25 4 0
subunit 3

Q922R5 Serine/threonine-protein phosphatase 4 | Smek2 | < 0,05 2,24 4 0
regulatory subunit 3B

P24472 Glutathione S-transferase A4 Gsta4 <0,05 2,24 4 0

Q68FF7 SLAIN motif-containing protein 1 Slain1 <0,05 2,23 4 0

Q8BVI4 Dihydropteridine reductase Qdpr <0,05 2,22 5 4

A2AG50 MAP7 domain-containing protein 2 Map7d | <0,01 2,22 5 0

2

Q9ES56 Trafficking protein particle complex Trappc | <0,05 2,19 4 0
subunit 4 4

055017 Voltage-dependent N-type calcium Cacna < 0,01 2,19 5 0
channel subunit alpha-1B 1b

Q7TMEO Lipid phosphate phosphatase-related Lpprd <0,05 2,18 5 0
protein type 4

P16330 2,3-cyclic-nucleotide 3- Cnp <0,05 2,17 4 0
phosphodiesterase

Q8CIQ7 Dedicator of cytokinesis protein 3 Dock3 | <0,05 2,15 1

Q9CZz30 Obg-like ATPase 1 Ola1 <0,05 2,15 5

P33215 Protein NEDD1 Nedd1 | <0,05 2,11 1
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Q8K2Y9 Cerebral cavernous malformations Ccm2 <0,05 2,08 4 0
protein 2 homolog

Q9D1G5 Leucine-rich repeat-containing protein Lrre57 <0,05 2,04 5 2
57

P41216 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 Acsl1 <0,05 1,96 4 0

QocaQv7 Mitochondrial import inner membrane Dnajc1 | <0,05 1,95
translocase subunit TIM14 9

054790 Transcription factor MafG Mafg <0,05 1,94 4 0

Q8CG76 Aflatoxin B1 aldehyde reductase Akr7a2 | <0,05 1,92
member 2

P70340 Mothers against decapentaplegic Smad1 | <0,05 1,88 5 0
homolog 1

Q9QXJ1 Amyloid beta A4 precursor protein- Apbb1 <0,05 1,83 4 0
binding family B member 1

Q62101 Serine/threonine-protein kinase D1 Prkd1 < 0,05 1,82 5 0

Q9JJus SH3 domain-binding glutamic acid-rich- | Sh3bgr | < 0,05 1,79 5 5
like protein |

Q9CQS4 Solute carrier family 25 member 46 Slc25a | < 0,05 1,75 4 1

46

Q8JZR6 Electroneutral sodium bicarbonate Slc4a8 | <0,05 1,72 4 0
exchanger 1

P01027 Complement C3 C3 < 0,05 1,72 5 5

P61957 Small ubiquitin-related modifier 2 Sumo?2 | <0,05 1,64 5 5

Q8VCW8 Acyl-CoA synthetase family member 2, | Acsf2 <0,05 1,63 5 5
mitochondrial

Q8BK63 Casein kinase | isoform alpha Csnk1a | < 0,05 1,59 5 5

1

Q9WUAG RAC-gamma serine/threonine-protein Akt3 <0,05 1,52 5 5

kinase

Tabelle 12: Signifikant hochregulierte Proteine HFD+MF vs. HFD

Insgesamt waren 109 Proteine in der HFD+MF-Gruppe im Vergleich zu der HFD-Gruppe signifikant (g-Wert < 0,05)
und relevant (Fold change = 1,5) hochreguliert. In beiden Versuchsgruppen wurden jeweils 5 Tiere fiir den Vergleich
berlicksichtigt. Neben dem g-Wert und der Fold change werden in dieser Tabelle die Protein-ID, der Proteinname,
das Gen und die valid values angegeben. Die Sortierung der Tabelle erfolgte nach der Fold change in absteigender
Reihenfolge.

Protein-ID | Proteinname Gen q-Wert | Fold valid valid
change | values values
HFD+MF | HFD

E9PZM4 Chromodomain-helicase-DNA-binding Chd2 < 0,01 -571,08 0 5
protein 2

Q3UHD1 Brain-specific angiogenesis inhibitor 1 Bai1 < 0,01 -44,78 0 5

P62843 40S ribosomal protein S15 Rps15 < 0,01 -31,39

088597 Beclin-1 Becn1 < 0,01 -19,84 1 5
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Q9D7G0 Ribose-phosphate pyrophosphokinase | Prps1 < 0,01 -17,85
1

P62137 Serine/threonine-protein phosphatase Ppp1ca < 0,01 -15,60
PP1-alpha catalytic subunit

Q9D3D9 ATP synthase subunit delta, Atp5d <0,01 -14,58
mitochondrial

Q61070 Etoposide-induced protein 2.4 Ei24 < 0,01 -12,69

P56382 ATP synthase subunit epsilon, AtpSe < 0,01 -12,53
mitochondrial

Q4ACU6 SH3 and multiple ankyrin repeat Shank3 <0,01 -11,32
domains protein 3

Q5SSZ5 Tensin-3 Tns3 < 0,01 -11,00

P62305 Small nuclear ribonucleoprotein E Snrpe <0,01 -10,69

Q69ZK6 Probable JmjC domain-containing Jmjdic <0,01 -9,97
histone demethylation protein 2C

P19536 Cytochrome c oxidase subunit 5B, Cox5b < 0,01 -8,05
mitochondrial

Q9QXV1 Chromobox protein homolog 8 Cbx8 < 0,01 -7,87

P83870 PHD finger-like domain-containing Phf5a < 0,01 -6,48
protein 5A

Q6PDK2 Histone-lysine N-methyltransferase 2D | Kmt2d <0,01 -6,39

P32233 Developmentally-regulated GTP- Drg1 < 0,01 -5,99
binding protein 1

P35486 Pyruvate dehydrogenase E1 Pdha1 <0,01 -5,78
component subunit alpha, somatic
form, mitochondrial

Q63810 Calcineurin subunit B type 1 Ppp3r1 < 0,01 -5,77

QO05AH6 Spindlin interactor and repressor of Spindoc <0,05 -5,74
chromatin-binding protein

P63087 Serine/threonine-protein phosphatase Ppp1cc < 0,01 -5,73
PP1-gamma catalytic subunit

P21126 Ubiquitin-like protein 4A Ubl4a < 0,01 -5,50

055128 Histone deacetylase complex subunit Sap18 < 0,01 -5,44
SAP18

P40336 Vacuolar protein sorting-associated Vps26a <0,01 -5,36
protein 26A

P62141 Serine/threonine-protein phosphatase Ppp1cb < 0,01 -5,35
PP1-beta catalytic subunit

P83882 60S ribosomal protein L36a Rpl36a < 0,01 -5,19

Q6zwWuU9 408 ribosomal protein S27 Rps27 < 0,01 -4,92

Q8BMB3 Eukaryotic translation initiation factor Eif4e2 < 0,01 -4,90
4E type 2

035594 Intraflagellar transport protein 81 Ift81 <0,05 -4,34

homolog
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P83917 Chromobox protein homolog 1 Cbx1 <0,05 -4,32 5

Q9CQF3 Cleavage and polyadenylation Nudt21 <0,05 -4,26 5
specificity factor subunit 5

Q64523 Histone H2A type 2-C Hist2zh2ac | < 0,01 -4,24 0 4

Q60692 Proteasome subunit beta type-6 Psmb6 < 0,01 -4,18

Q9QzD9 Eukaryotic translation initiation factor 3 Eif3i < 0,01 -4,16 5 5
subunit |

Q9R1P3 Proteasome subunit beta type-2 Psmb2 < 0,01 -4,14 5 5

Q8VC31 Coiled-coil domain-containing protein 9 | Ccdc9 <0,01 -4,12 0 5

P60867 40S ribosomal protein S20 Rps20 <0,01 -4,06 4 5

035658 Complement component 1 Q C1qgbp <0,01 -3,87 5 5
subcomponent-binding protein,
mitochondrial

009061 Proteasome subunit beta type-1 Psmb1 <0,01 -3,86 5

Q6PEO1 U5 small nuclear ribonucleoprotein 40 Snrnp40 < 0,01 -3,85
kDa protein

Q9JHJO Tropomodulin-3 Tmod3 <0,01 -3,78

Q9D7B6 Isobutyryl-CoA dehydrogenase, Acad8 <0,01 -3,70
mitochondrial

Q6PDM2 Serine/arginine-rich splicing factor 1 Srsf1 < 0,01 -3,62 5

Q9D0BO Serine/arginine-rich splicing factor 9 Srsf9 <0,01 -3,60 5

Q8R1S0 Ubiquinone biosynthesis Coqb6 <0,01 -3,56 5
monooxygenase COQ6, mitochondrial

070378 ER membrane protein complex subunit | Emc8 <0,05 -3,47 2 5
8

088630 Golgi SNAP receptor complex member | Gosr1 <0,05 -3,46 1 5
1

Q91WM3 U3 small nucleolar RNA-interacting Rrp9 < 0,01 -3,44 0 5
protein 2

P57784 U2 small nuclear ribonucleoprotein A Snrpa1 < 0,01 -3,37 5

Q61205 Platelet-activating factor Pafah1b3 | < 0,01 -3,35 0 5
acetylhydrolase IB subunit gamma

P14131 40S ribosomal protein S16 Rps16 <0,01 -3,34 5

Q9DCC8 Mitochondrial import receptor subunit Tomm?20 < 0,01 -3,30
TOM20 homolog

P62858 40S ribosomal protein S28 Rps28 < 0,01 -3,29 5

P26339 Chromogranin-A Chga < 0,01 -3,28

QICXL3 Uncharacterized protein C70rf50 < 0,01 -3,25 5
homolog

Q8BP67 60S ribosomal protein L24 Rpl24 < 0,01 -3,22

Q6DID5 PWWP domain-containing protein Mum1 < 0,01 -3,18 0 4
MUMA1

Q8K209 G-protein coupled receptor 56 Gpr56 < 0,01 -3,18 0 5
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Q8BYHS8 Chromodomain-helicase-DNA-binding Chd9 < 0,01 -3,15 0 4
protein 9

Q91XD7 Cysteine-rich with EGF-like domain Creld1 <0,05 -3,13 0 2
protein 1

Q6PHO08 ERC protein 2 Erc2 <0,01 -3,13 0 5

Q9CZX8 40S ribosomal protein S19 Rps19 <0,01 -3,08 5 5

Q9QUM9 Proteasome subunit alpha type-6 Psma6 < 0,01 -3,08 5 5

Q9DOM1 Phosphoribosyl pyrophosphate Prpsap1 < 0,01 -3,07 0 5
synthase-associated protein 1

Q9CQA3 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] | Sdhb <0,01 -3,07 5 5
iron-sulfur subunit, mitochondrial

Q6ZQB6 Inositol hexakisphosphate and Ppip5k2 < 0,01 -3,02 0 5
diphosphoinositol-pentakisphosphate
kinase 2

Q9JJI8 60S ribosomal protein L38 Rpl38 < 0,01 -2,97 1

Q9CQN7 39S ribosomal protein L41, Mrpl41 <0,05 -2,95 0 4
mitochondrial

P11352 Glutathione peroxidase 1 Gpx1 < 0,01 -2,94 0 5

P99026 Proteasome subunit beta type-4 Psmb4 < 0,01 -2,93 5 5

P47915 60S ribosomal protein L29 Rpl29 < 0,01 -2,87 5 5

A2AR02 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase G Ppig <0,05 -2,86 0 2

Q8BH79 Anoctamin-10 Ano10 < 0,01 -2,81 0 5

Q9R1P0O Proteasome subunit alpha type-4 Psma4 < 0,01 -2,80 5 5

Q8BTU1 Cilia- and flagella-associated protein 20 | Cfap20 < 0,01 -2,79 0 5

Q6PGG6 Guanine nucleotide-binding protein-like | Gni3I <0,05 -2,76 0 4
3-like protein

055234 Proteasome subunit beta type-5 Psmb5 < 0,01 -2,74 5 5

P62315 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D1 | Snrpd1 < 0,01 -2,73

Q8BUS88 39S ribosomal protein L22, Mrpl22 < 0,01 -2,72 0 4
mitochondrial

Q9R1P1 Proteasome subunit beta type-3 Psmb3 < 0,01 -2,72 5

Q8R035 Peptidyl-tRNA hydrolase ICT1, Ict1 < 0,05 -2,71 0 5
mitochondrial

Q9ERF3 WD repeat-containing protein 61 Wdr61 <0,05 -2,71 0 5

P70362 Ubiquitin fusion degradation protein 1 Ufd1l < 0,01 -2,70 5
homolog

Q9CR51 V-type proton ATPase subunit G 1 Atp6vig1 | <0,05 -2,70 4 5

Q8K2B3 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] | Sdha < 0,01 -2,70 5
flavoprotein subunit, mitochondrial

Q9CQJ2 PIH1 domain-containing protein 1 Pih1d1 <0,05 -2,68 2 5

P59708 Splicing factor 3B subunit 6 Sf3b6 <0,05 -2,66 0 5

Q9Z2U0 Proteasome subunit alpha type-7 Psma7 < 0,01 -2,66 5 5

Q99NES Regulating synaptic membrane Rims1 <0,01 -2,65 0 5

exocytosis protein 1
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A2ABV5 Mediator of RNA polymerase I Med14 < 0,01 -2,65 0 5
transcription subunit 14

P31650 Sodium- and chloride-dependent GABA | Sic6a11 <0,05 -2,64 0 4
transporter 3

P03888 NADH-ubiquinone oxidoreductase Mtnd1 <0,05 -2,64 1 5
chain 1

Q62011 Podoplanin Pdpn < 0,01 -2,64 0 5

QoDB77 Cytochrome b-c1 complex subunit 2, Uqcrc2 <0,05 -2,62 5
mitochondrial

Q8BTW3 Exosome complex component MTR3 Exosc6 <0,01 -2,61

Q6PFX7 Neuronal tyrosine-phosphorylated Nyap1 < 0,01 -2,59
phosphoinositide-3-kinase adapter 1

P84104 Serine/arginine-rich splicing factor 3 Srsf3 <0,01 -2,57 5 5

Q8BL97 Serine/arginine-rich splicing factor 7 Srsf7 <0,01 -2,57

Q08481 Platelet endothelial cell adhesion Pecam1 < 0,01 -2,55 0 4
molecule

Q9DOF4 NF-kappa-B-activating protein Nkap <0,05 -2,51 0 4

Q9z2U1 Proteasome subunit alpha type-5 Psma5 <0,01 -2,51 5 5

Q3TWWS8 | Serine/arginine-rich splicing factor 6 Srsf6 < 0,01 -2,48 5 5

P62317 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D2 | Snrpd2 < 0,01 -2,44 5 5

P62320 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 | Snrpd3 <0,01 -2,43 5 5

Q9JKK7 Tropomodulin-2 Tmod2 <0,05 -2,42 5 5

P21107 Tropomyosin alpha-3 chain Tpm3 <0,05 -2,39 5 5

Q9D855 Cytochrome b-c1 complex subunit 7 Uqcrb <0,05 -2,38 0 3

Q9D162 Coiled-coil domain-containing protein Ccdc167 <0,05 -2,37 0 4
167

Q62093 Serine/arginine-rich splicing factor 2 Srsf2 < 0,01 -2,37 5 5

Q8CESO N-alpha-acetyltransferase 30 Naa30 < 0,05 -2,35 0 5

Q8R574 Phosphoribosyl pyrophosphate Prpsap2 <0,05 -2,35 5
synthase-associated protein 2

P50136 2-oxoisovalerate dehydrogenase Bckdha <0,05 -2,34 0 4
subunit alpha, mitochondrial

QoCAQL5 39S ribosomal protein L18, Mrpl18 <0,05 -2,34 0 4
mitochondrial

P35290 Ras-related protein Rab-24 Rab24 <0,05 -2,34 0 4

Q8BH97 Reticulocalbin-3 Rcen3 <0,05 -2,30 2 5

P49722 Proteasome subunit alpha type-2 Psma2 < 0,01 -2,26 5 5

Q62083 PRKCA-binding protein Pick1 < 0,01 -2,24 0 4

Q8BX10 Serine/threonine-protein phosphatase Pgam5 < 0,05 -2,20 5 5
PGAMS5, mitochondrial

Q91W53 Golgin subfamily A member 7 Golga7 <0,05 -2,19 1 5

P70195 Proteasome subunit beta type-7 Psmb7 < 0,01 -2,18

Q5DTT2 PH and SEC7 domain-containing Psd <0,05 -2,18 0 5

protein 1
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Q922E4 Ethanolamine-phosphate Pcyt2 <0,05 -2,17 0 5
cytidylyltransferase

Q810A3 Tetratricopeptide repeat protein 9C TtcO9c <0,05 -2,17 0 5

Q9Qz06 Toll-interacting protein Tollip <0,05 -2,14 0 3

Q9CPR5 39S ribosomal protein L15, Mrpl15 < 0,05 -2,13 3 5
mitochondrial

P62996 Transformer-2 protein homolog beta Tra2b < 0,01 -2,10 5 5

Q6IRU2 Tropomyosin alpha-4 chain Tpm4 <0,05 -2,08 5 5

P84096 Rho-related GTP-binding protein RhoG | Rhog <0,05 -2,07 0 5

P62908 40S ribosomal protein S3 Rps3 <0,01 -2,07 5 5

Q9R1P4 Proteasome subunit alpha type-1 Psma1 <0,01 -2,06 5 5

P97351 408 ribosomal protein S3a Rps3a < 0,01 -2,02 5 5

P27048 Small nuclear ribonucleoprotein- Snrpb <0,05 -2,02 5 5
associated protein B

Q9JIH2 Nuclear pore complex protein Nup50 Nup50 <0,05 -2,01 5 5

Q8K190 SAYSvVFN domain-containing protein 1 Saysd1 < 0,01 -2,00 0 5

P63276 408 ribosomal protein S17 Rps17 <0,05 -2,00 5 5

P62264 40S ribosomal protein S14 Rps14 < 0,01 -2,00 5 5

Q8K4M5 COMM domain-containing protein 1 Commd1 | <0,05 -1,99 0 5

Q9CYH6 Ribosome biogenesis regulatory Rrs1 <0,05 -1,98 1 2
protein homolog

P62855 40S ribosomal protein S26 Rps26 <0,01 -1,97 5 5

P62270 40S ribosomal protein S18 Rps18 <0,05 -1,96 5 5

Q6ZWY9 | Histone H2B type 1-C/E/G Hist1h2bc | < 0,01 -1,96 5 5

Q9CQ06 39S ribosomal protein L24, Mrpl24 < 0,05 -1,96 2 5
mitochondrial

Q9D0J8 Parathymosin Ptms <0,05 -1,94 5 5

008912 Polypeptide N- Galnt1 < 0,01 -1,93 0 5
acetylgalactosaminyltransferase 1

Q8R146 Acylamino-acid-releasing enzyme Apeh <0,05 -1,93 0 5

Q9D415 Disks large-associated protein 1 Digap1 <0,05 -1,92 0 5

P62242 408 ribosomal protein S8 Rps8 < 0,01 -1,92 5 5

Q8BU04 Putative E3 ubiquitin-protein ligase Ubr7 <0,05 -1,90 4 0
UBR7

Q9CPW4 | Actin-related protein 2/3 complex Arpc5 < 0,05 -1,89 5 5
subunit 5

P62849 40S ribosomal protein S24 Rps24 < 0,01 -1,87 5 5

Q9R0OUO Serine/arginine-rich splicing factor 10 Srsf10 <0,05 -1,86

Q921722 Serine-threonine kinase receptor- Strap <0,05 -1,83 5 5
associated protein

P43276 Histone H1.5 Histth1b | <0,05 -1,83 5 5

P10922 Histone H1.0 H1f0 <0,05 -1,83 5 5

Q5DU14 Unconventional myosin-XVI Myo16 <0,05 -1,80 0 5

Q8VE97 Serine/arginine-rich splicing factor 4 Srsf4 <0,05 -1,79 5 5
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P43277 Histone H1.3 Histth1d | <0,05 -1,79 5 5
P43274 Histone H1.4 Histth1ie | <0,05 -1,78 5 5
Q9Z2N8 Actin-like protein 6A Actl6a <0,05 -1,78 5 5
Q9D1B9 39S ribosomal protein L28, Mrpl28 <0,05 -1,78 5 5
mitochondrial
Q62203 Splicing factor 3A subunit 2 Sf3a2 <0,05 -1,77 5 5
Q9CRB2 H/ACA ribonucleoprotein complex Nhp2 <0,05 -1,75 4 5
subunit 2
Q68FL4 Putative adenosylhomocysteinase 3 Ahcyl2 <0,05 -1,75 0 5
P62754 40S ribosomal protein S6 Rps6 <0,05 -1,74 5 5
Q9CWz3 RNA-binding protein 8A Rbm8a <0,05 -1,73 5 5
P38647 Stress-70 protein, mitochondrial Hspa9 <0,05 -1,72 5 5
P51410 60S ribosomal protein L9 Rpl9 <0,05 -1,72 5 5
Q9DCL9 Multifunctional protein ADE2 Paics <0,05 -1,71 5 5
070435 Proteasome subunit alpha type-3 Psma3 <0,05 -1,68 5 5
Q3V1iL4 Cytosolic purine 5-nucleotidase Nt5c2 <0,05 -1,67 5 5
Q9EPR5 VPS10 domain-containing receptor Sorcs2 <0,05 -1,64 0 4
SorCS2
Q8BHN3 Neutral alpha-glucosidase AB Ganab <0,05 -1,64 5 5
Q91VC3 Eukaryotic initiation factor 4A-llI Eif4a3 <0,05 -1,62 5 5
Q9CSN1 SNW domain-containing protein 1 Snw1 <0,05 -1,62 5 5
P20152 Vimentin Vim < 0,01 -1,62 5 5
Q9QXTO Protein canopy homolog 2 Cnpy2 <0,05 -1,61 5 5
P25444 408 ribosomal protein S2 Rps2 < 0,05 -1,61 5 5
Q91V09 WD repeat-containing protein 13 Wdr13 <0,05 -1,60 5 5
Q8COE2 Vacuolar protein sorting-associated Vps26b <0,01 -1,59 5 5
protein 26B
P62281 408 ribosomal protein S11 Rps11 < 0,05 -1,58 5 5
P35979 60S ribosomal protein L12 Rpl12 <0,05 -1,58 5 5
P62830 60S ribosomal protein L23 Rpl23 <0,05 -1,56 5 5
P62245 40S ribosomal protein S15a Rps15a <0,05 -1,55 5 5
Q64012 RNA-binding protein Raly Raly <0,05 -1,53 5 5
Q9D903 Probable rRNA-processing protein Ebna1bp2 | < 0,05 -1,53 5 5
EBP2
Q9z2D8 Methyl-CpG-binding domain protein 3 Mbd3 <0,05 -1,52 5 5
Q9CRO0 26S proteasome non-ATPase Psmd9 <0,05 -1,50 5 5
regulatory subunit 9

Tabelle 13: Signifikant runterregulierte Proteine HFD+MF vs. HFD

Insgesamt waren 188 Proteine in der HFD+MF-Gruppe im Vergleich zu der HFD-Gruppe signifikant (g-Wert < 0,05)
und relevant (Fold change = 1,5) runterreguliert. In beiden Versuchsgruppen wurden jeweils 5 Tiere fir den
Vergleich beriicksichtigt. Neben dem g-Wert und der Fold change werden in dieser Tabelle die Protein-ID, der
Proteinname, das Gen und die valid values angegeben. Die Sortierung der Tabelle erfolgte nach der Fold change
in absteigender Reihenfolge.
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4.2.3.3 SD+MF vs. SD

Protein- | Proteinname Gen q-Wert | Fold valid valid
ID change | values values
SD+MF SD

Q6WKZ8 | E3 ubiquitin-protein ligase UBR2 Ubr2 <0,01 59,79 4 0

POC090 | Roquin-2 Rc3h2 <0,01 38,45 4 0

Q61324 Aryl hydrocarbon receptor nuclear Arnt2 <0,01 14,39 4 0
translocator 2

P09922 Interferon-induced GTP-binding protein Mx1 <0,01 14,36 4 0
Mx1

Q5SSZ5 | Tensin-3 Tns3 <0,01 7,56 3 0

Q8R323 | Replication factor C subunit 3 Rfc3 <0,01 6,49 4 0

Q06194 Coagulation factor VIII F8 < 0,01 6,45 4 1

P97346 Nucleoredoxin Nxn <0,05 5,40 4 0

Q61062 Segment polarity protein dishevelled DviI3 <0,01 5,08 4 0
homolog DVL-3

P58064 288 ribosomal protein S6, mitochondrial Mrps6 <0,01 4,48 4 0

Q8BH60 Golgi-associated PDZ and coiled-coil Gopc <0,01 4,10 4 0
motif-containing protein

P43346 Deoxycytidine kinase Dck <0,01 3,81 4 0

Q8R3V6 | CUE domain-containing protein 1 Cuedc1 < 0,01 3,64 4 0

Q4KWHS5 | 1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate Plch1 <0,01 3,62 4 0
phosphodiesterase eta-1

Q6DICO Probable global transcription activator Smarca2 | <0,05 3,41 4 0
SNF2L2

070293 G protein-coupled receptor kinase 6 Grk6 <0,01 3,38 4 0

E9PZJ8 Activating signal cointegrator 1 complex Ascc3 <0,05 3,22 4 0
subunit 3

Q921E6 Polycomb protein EED Eed <0,05 2,85 4 0

Q8R035 | Peptidyl-tRNA hydrolase ICT1, Ict1 <0,01 2,76 4 0
mitochondrial

Q64523 Histone H2A type 2-C Hist2h2a | <0,05 | 2,43 4 0

c
Q68FF7 SLAIN motif-containing protein 1 Slain1 <0,01 2,32 3 0
D3YXK1 | Atherin Samd1 <0,05 | 2,29 4 0

Tabelle 14: Signifikant hochregulierte Proteine SD+MF vs. SD

Insgesamt waren 22 Proteine in der SD+MF-Gruppe im Vergleich zu der SD-Gruppe signifikant (g-Wert < 0,05) und
relevant (Fold change = 1,5) hochreguliert. In der Gruppe SD+MF wurden 4 Tiere und in der Gruppe SD wurden 5
Tiere flr den Vergleich beriicksichtigt. Neben dem g-Wert und der Fold change werden in dieser Tabelle die Protein-
ID, der Proteinname, das Gen und die valid values angegeben. Die Sortierung der Tabelle erfolgte nach der Fold
change in absteigender Reihenfolge.
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Protein- | Proteinname Gen q-Wert Fold valid valid
ID change | values | values
SD+MF | SD
Q3UV17 | Keratin, type Il cytoskeletal 2 oral Krt76 <0,01 -198,62 | 0 5
Q60870 Receptor expression-enhancing protein 5 Reep5 < 0,01 -69,88 0 5
088597 | Beclin-1 Becn1 < 0,01 -66,74 | 0O 5
QO05AH6 | Spindlin interactor and repressor of Spindoc <0,05 -10,46 1 5
chromatin-binding protein
Q80W14 | Pre-mRNA-processing factor 40 homolog B | Prpf40b < 0,01 -8,67 0 5
Q91WJ7 | SPATS2-like protein Spats2| < 0,01 -8,64 0 5
P13705 DNA mismatch repair protein Msh3 Msh3 <0,05 -7,65 0 4
P97363 Serine palmitoyltransferase 2 Sptlc2 <0,05 -7,36 0 4
Q64331 Unconventional myosin-VI Myo6 < 0,01 -6,75 0 5
035638 Cohesin subunit SA-2 Stag2 < 0,01 -6,19 0 5
Q6ZPJ0 | Testis-expressed sequence 2 protein Tex2 <0,01 -5,92 0 5
Q9D2N4 | Dystrobrevin alpha Dtna < 0,01 -5,39 0 5
Q8VCX5 | Calcium uptake protein 1, mitochondrial Micu1 < 0,05 -5,23 0 4
P15105 Glutamine synthetase Glul < 0,05 -4,94 0 4
P40240 CD9 antigen Cd9 <0,05 -4,93 0 4
Q8BGR9 | Ubiquitin-like domain-containing CTD Ublcp1 <0,05 -4,77 0 4
phosphatase 1
Q811WO0 | Transcription factor SOX-21 Sox21 < 0,05 -4,32 0 5
Q8CGU1 | Calcium-binding and coiled-coil domain- Calcoco1 | <0,01 -4,27 0 5
containing protein 1
P05532 Mast/stem cell growth factor receptor Kit Kit <0,05 -4,23 0 4
Q8C6A8 | Class E basic helix-loop-helix protein 22 Bhlhe22 < 0,01 -4,19 0 3
Q8QZY9 | Splicing factor 3B subunit 4 Sf3b4 < 0,01 -4,16 0 5
Q91WF7 | Polyphosphoinositide phosphatase Fig4 <0,05 -4,05 0 4
Q8BU11 | TOX high mobility group box family Tox4 <0,05 -4,02 0 4
member 4
Q3UQA7 | Selenoprotein H Selh < 0,01 -3,70 0 4
Q9WTI7 | Unconventional myosin-Ic Myo1c < 0,01 -3,40 0 4
Q3UFY8 | Mitochondrial ribonuclease P protein 1 Trmt10c < 0,01 -3,30 0 4
Q8CIV2 Membralin Tmem259 | < 0,05 -3,25 0 4
Q6P1G0 | HEAT repeat-containing protein 6 Heatr6 <0,05 -2,86 0 4
Q8CC21 | Tetratricopeptide repeat protein 19, Ttc19 <0,05 -2,70 0 4
mitochondrial
Q6DID5 PWWP domain-containing protein MUM1 Mum1 < 0,01 -2,70 0 5
P63080 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit | Gabrb3 <0,05 -2,54 5
beta-3
Q99447 Dehydrogenase/reductase SDR family Dhrs7b <0,01 -2,44 0 5
member 7B
Q92199 | Transcription elongation factor SPT4-B Supt4h1b | <0,05 -2,40 0 5

Tabelle 15: Signifikant runterregulierte Proteine SD+MF vs. SD
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Insgesamt waren 33 Proteine in der SD+MF-Gruppe im Vergleich zu der SD-Gruppe signifikant (g-Wert < 0,05) und
relevant (Fold change = 1,5) runterreguliert. In der Gruppe SD+MF wurden 4 Tiere und in der Gruppe SD wurden
5 Tiere fur den Vergleich berilicksichtigt. Neben dem g-Wert und der Fold change werden in dieser Tabelle die
Protein-ID, der Proteinname, das Gen und die valid values angegeben. Die Sortierung der Tabelle erfolgte nach
der Fold change in absteigender Reihenfolge.

4.2.4 Venn-Diagramm

In diesem Kapitel wird mittels eines Venn-Diagramms (Abb. 6), das mithilfe der Software
Funrich erstellt wurde, visualisiert, wie viele Proteine in den 3 Vergleichen HFD vs. SD,
HFD+MF vs. HFD und SD+MF vs. SD signifikant (g-Wert < 0,05) und relevant (Fold change =
1,5) verandert waren. Zudem kann mittels des Venn-Diagramms dargestellt werden, wie viele
dieser Proteine in 2 oder allen 3 Vergleichen signifikant und relevant veranderten waren und
sich somit in den Gruppenvergleichen Uberschneiden. Die Proteine, die sich in den
Gruppenvergleichen Uberschneiden, werden am Ende dieses Kapitels tabellarisch aufgeflihrt.
Im Vergleich HFD+MF vs. HFD waren insgesamt 297 Proteine relevant und signifikant
verandert. Im Vergleich HFD vs. SD waren es insgesamt 211 Proteine, die signifikant und
relevant verandert waren. Im Vergleich SD+MF vs. SD waren 55 Proteine signifikant und
relevant verandert (s. ebenfalls Kapitel 4.2.3). In den Vergleichen HFD vs. SD und HFD+MF
vs. HFD wurden in beiden Vergleichen 66 identische Proteine als relevant und signifikant
verandert identifiziert. 45 dieser Proteine wiesen eine gegengleiche Regulation auf, 21 der
Proteine waren in dieselbe Richtung hoch- bzw. runterreguliert (Tabelle 16). Im Vergleich
HFD+MF vs. HFD und SD+MF vs. SD waren insgesamt 18 selbe Proteine relevant und
signifikant verandert. 12 dieser Proteine waren in dieselbe Richtung hoch- bzw. runterreguliert,
6 Proteine waren gegengleich reguliert (Tabelle 17). Im Vergleich HFD vs. SD und im Vergleich
SD+MF vs. SD waren 22 selbe Proteine relevant und signifikant verandert. Alle 22 Proteine
waren in den Gruppen HFD und SD+MF gegenuber SD in dieselbe Richtung hoch- bzw.
runterreguliert (Tabelle 18). Es gab insgesamt 7 Proteine (Krt76, Tex2, Sox21, Tns3, Spindoc,

Hist2h2ac, Ict1), die in allen 3 Vergleichen relevant und signifikant verandert waren.
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HFD vs. SD

HFD+MF vs. HFD

SD+MF vs. SD

Abb. 6: Venn-Diagramm der signifikant und relevant veranderten Proteine aller Gruppenvergleiche

Nach Isolierung der Proteine erfolgte eine massenspektrometrische Detektion ebendieser. Eine weitere Analyse
der detektierten Proteine erfolgte mittels MaxQuant und Perseus. Die signifikant (p-Wert < 0,05) und relevant (Fold
Change = 1,5) veranderten Proteine, die in allen Gruppenvergleichen identifiziert wurden, wurden mithilfe der
Software FunRich in einem Venn-Diagramm dargestellt. Dabei wurde festgestellt, dass es zwischen HFD vs. SD
und HFD+MF vs. HFD 66 Proteine gibt, die sich Uberschneiden. Im Vergleich von HFD vs. SD und SD+MF vs. SD
wurden 22 gleiche Proteine als relevant und signifikant verandert identifiziert. Im Vergleich von HFD+MF vs. HFD
und SD+MF vs. SD wurden 18 sich tUberschneidende Proteine festgestellt. 7 Proteine iberlappten sich in allen 3
Gruppenvergleichen.

Die nachfolgenden 3 Tabellen prasentieren Proteine, die in mehreren Gruppenvergleichen
Uberschneidend sowohl signifikant als auch relevant verandert waren. In Tabelle 16 sind jene
Proteine aufgefuhrt, die sowohl im Gruppenvergleich HFD vs. SD als auch im
Gruppenvergleich HFD+MF vs. HFD signifikant und relevant verandert waren. Tabelle 17 zeigt
die Proteine, die in den Gruppenvergleichen HFD+MF vs. HFD und SD+MF vs. SD
uberschneidend signifikant und relevant verandert waren. In der Tabelle 18 werden die
Proteine dargestellt, die in den Gruppenvergleichen HFD vs. SD und SD+MF vs. SD

uberschneidend signifikant und relevant verandert waren.

Protein Proteinname Gen HFD vs. SD HFD+MF vs. HFD
IDs
Regulation | Fold Regulation | Fold
change change
Q3UV17 | Keratin, type Il cytoskeletal 2 Krt76 l -166,91 | ¢ 111,34
oral
Q6ZPJ0 | Testis-expressed sequence 2 Tex2 l -12,14 1 8,54
protein
Q5SSZ5 | Tensin-3 Tns3 1 11,74 1 -11,00
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Q60974 Nuclear receptor corepressor 1 Ncor1 l -9,16 1 20,87

Q9D855 | Cytochrome b-c1 complex Uqcrb ! -6,30 l -2,38
subunit 7

035594 Intraflagellar transport protein Ift81 ! -5,64 ! -4,34
81 homolog

P70441 Na(+)/H(+) exchange regulatory | Slc9a3r1 l -5,38 1 3,19
cofactor NHE-RF1

Q811WO0 | Transcription factor SOX-21 Sox21 l -5,25 1 3,23

055047 Serine/threonine-protein kinase | TIk2 l -4,88 1 5,46
tousled-like 2

P03888 | NADH-ubiquinone Mtnd1 0 4,77 ! -2,64
oxidoreductase chain 1

QO05AH6 | Spindlin interactor and Spindoc l -4,77 l -5,74
repressor of chromatin-binding
protein

Q9DB15 | 39S ribosomal protein L12, Mrpl12 l -4,72 1 4,04
mitochondrial

Q9ID8T7 | SRA stem-loop-interacting Slirp l -4,50 1 4,11
RNA-binding protein,
mitochondrial

P35486 Pyruvate dehydrogenase E1 Pdha1 l -4,48 l -5,78
component subunit alpha,
somatic form, mitochondrial

Q9DB77 | Cytochrome b-c1 complex Uqgcrc2 l -4,46 l -2,62
subunit 2, mitochondrial

Q9CQCY | GTP-binding protein SAR1b Sar1b l -4,35 1 5,17

Q9DCF9 | Translocon-associated protein Ssr3 l -4,02 1 2,53
subunit gamma

Q9WU42 | Nuclear receptor corepressor 2 | Ncor2 l -3,96 1 3,28

Q99LS3 | Phosphoserine phosphatase Psph l -3,81 1 4,97

Q9CQJ6 | Density-regulated protein Denr l -3,79 1 5,59

Q6ZQB6 | Inositol hexakisphosphate and Ppip5k2 0 3,70 l -3,02
diphosphoinositol-
pentakisphosphate kinase 2

Q6PHZ2 | Calcium/calmodulin-dependent | Camk2d l -3,43 1 2,80
protein kinase type Il subunit
delta

Q62426 | Cystatin-B Cstb ! -3,29 0 3,68

A2AIV2 Protein virilizer homolog Kiaa1429 l -3,25 1 3,10

Q8C145 | Zinc transporter ZIP6 Slc39a6 l -3,19 1 3,65

Q8BYH8 | Chromodomain-helicase-DNA- Chd9 0 3,18 l -3,15
binding protein 9

Q9CXL3 | Uncharacterized protein 0 3,13 l -3,25

C70rf50 homolog
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Q64523 Histone H2A type 2-C Hist2h2ac 3,04 -4,24

P62137 Serine/threonine-protein Ppp1ica -3,02 -15,60
phosphatase PP1-alpha
catalytic subunit

Q9JKK7 | Tropomodulin-2 Tmod2 -3,00 -2,42

Q9CQF3 | Cleavage and polyadenylation Nudt21 -2,99 -4,26
specificity factor subunit 5

Q99NES5 | Regulating synaptic membrane Rims1 2,89 -2,65
exocytosis protein 1

Q9D415 | Disks large-associated protein Dlgap1 2,82 -1,92
1

Q8K409 DNA polymerase beta Polb -2,82 3,07

Q9CW79 | Golgin subfamily A member 1 Golga1 -2,82 2,99

P62141 Serine/threonine-protein Ppp1cb -2,80 -5,35
phosphatase PP1-beta catalytic
subunit

P63042 | Stathmin-4 Stmn4 -2,75 4,47

ABX919 | Probable C- Dpy19I1 -2,73 5,03
mannosyltransferase DPY19L1

P62843 40S ribosomal protein S15 Rps15 -2,73 -31,39

Q922P8 | Transmembrane protein 132A Tmem132 -2,66 2,92

a

P26339 Chromogranin-A Chga 2,62 -3,28

Q62011 Podoplanin Pdpn 2,57 -2,64

Q8R035 | Peptidyl-tRNA hydrolase ICT1, | Ict1 2,57 -2,71
mitochondrial

A2AR02 | Peptidyl-prolyl cis-trans Ppig -2,52 -2,86
isomerase G

P28867 Protein kinase C delta type Prkcd -2,43 3,71

(PKCD?)

055176 E3 ubiquitin-protein ligase Pja1 -2,41 2,93
Praja-1

Q9JHJO Tropomodulin-3 Tmod3 -2,38 -3,78

Q922E4 Ethanolamine-phosphate Pcyt2 2,33 2,17
cytidylyltransferase

Q9D3D9 | ATP synthase subunit delta, Atp5d -2,33 -14,58
mitochondrial

055128 | Histone deacetylase complex Sap18 -2,32 -5,44
subunit SAP18

Q6PFX7 | Neuronal tyrosine- Nyap1 2,29 -2,59
phosphorylated
phosphoinositide-3-kinase
adapter 1

P62270 408 ribosomal protein S18 Rps18 -2,24 -1,96
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QIJIA7 Sphingosine kinase 2 Sphk2 l -2,24 1 2,88

Q62083 | PRKCA-binding protein Pick1 1 2,20 ! -2,24

Q61205 Platelet-activating factor Pafah1b3 ! -2,19 l -3,35
acetylhydrolase I1B subunit
gamma

Q6PEO1 | U5 small nuclear Snrnp40 ! -2,15 l -3,85
ribonucleoprotein 40 kDa
protein

Q9QZD9 | Eukaryotic translation initiation Eif3i ! -2,12 ! -4,16
factor 3 subunit |

P83882 60S ribosomal protein L36a Rpl36a ! -2,10 ! -5,19

Q9CQV7 | Mitochondrial import inner Dnajc19 l -2,06 1 1,95
membrane translocase subunit
TIM14

Q08481 Platelet endothelial cell Pecam1 0 2,04 l -2,55
adhesion molecule

Q62203 | Splicing factor 3A subunit 2 Sf3a2 ! -1,95 ! -1,77

Q8K190 | SAYSvVFN domain-containing Saysd1 1 1,93 ! -2,00
protein 1

A2ABV5 | Mediator of RNA polymerase Il | Med14 1 1,90 ! -2,65
transcription subunit 14

Q9JIH2 Nuclear pore complex protein Nup50 0 1,89 l -2,01
Nup50

P62855 40S ribosomal protein S26 Rps26 l -1,83 l -1,97

P61957 Small ubiquitin-related modifier | Sumo2 l -1,77 1 1,64
2

Tabelle 16: Signifikant und relevant veranderte Proteine HFD vs. SD und HFD+MF vs. HFD
66 selbe Proteine waren sowohl im Vergleich HFD vs. SD als auch im Vergleich HFD+MF vs. HFD relevant (g-Wert
< 0,05) und signifikant (Fold Change = 1,5) verandert. 45 dieser Proteine wiesen eine gegengleiche Regulation auf,
21 der Proteine waren in dieselbe Richtung hochreguliert (1) bzw. runterreguliert (|). Die Proteine, deren Regulation
in dieselbe Richtung erfolgte, sind in dieser Tabelle grau schattiert dargestellt. Die Sortierung der Proteine in dieser
Tabelle erfolgt entlang der Fold change des Vergleichs HFD vs. SD in absteigender Reihenfolge. Aufgefiihrt sind
zudem jeweils die Protein-ID, der Proteinname und das Gen. Pro Gruppe wurden 5 Tiere in der Analyse

bericksichtigt.
Protein Proteinname Gen SD+MF vs. SD HFD+MF vs. HFD
IDs
Regulation Fold Regulation | Fold
change change
Q3UV17 | Keratin, type Il cytoskeletal 2 Krt76 l -198,62 1 111,34
oral
088597 Beclin-1 Becn1 ! -66,74 ! -19,84
Q61324 Aryl hydrocarbon receptor Arnt2 i 14,39 1 4,82

nuclear translocator 2

71




P09922 Interferon-induced GTP- Mx1 1 14,36 1 14,37
binding protein Mx1
QO05AH6 | Spindlin interactor and Spindoc l -10,46 l -5,74

repressor of chromatin-

binding protein

Q5SSZ5 | Tensin-3 Tns3 1 7,56 ! -11,00

Q8R323 Replication factor C subunit 3 | Rfc3 1 6,49 1 3,42

Q6ZPJ0 | Testis-expressed sequence 2 | Tex2 ! -5,92 0 8,54
protein

P97346 Nucleoredoxin Nxn 1 5,40 1 3,72

Q811WO0 | Transcription factor SOX-21 Sox21 ! -4,32 1 3,23

P43346 Deoxycytidine kinase Dck 0 3,81 1 3,93

Q4KWHS5 | 1-phosphatidylinositol 4,5- Plch1 0 3,62 1 5,27
bisphosphate
phosphodiesterase eta-1

070293 G protein-coupled receptor Grk6 1 3,38 1 2,84
kinase 6

Q8R035 | Peptidyl-tRNA hydrolase Ict1 1 2,76 l -2,71
ICT1, mitochondrial

Q6DID5 PWWP domain-containing Mum1 l -2,70 l -3,18
protein MUM1

Q64523 Histone H2A type 2-C Hist2zh2a | 1 2,43 ! -4,24

c

Q68FF7 | SLAIN motif-containing Slain1 1 2,32 1 2,23
protein 1

E9PZJ8 Activating signal cointegrator | Ascc3 0 1,69 1 2,25

1 complex subunit 3

Tabelle 17: Signifikant und relevant veranderte Proteine SD+MF vs. SD und HFD+MF vs. HFD

18 selbe Proteine waren in den beiden Gruppenvergleichen HFD+MF vs. HFD und SD+MF vs. SD signifikant (q-
Wert < 0,05) und relevant (Fold Change = 1,5) verandert. 12 dieser Proteine waren in dieselbe Richtung
hochreguliert (1) bzw. runterreguliert (|), 6 Proteine wiesen eine gegengleiche Regulation auf. Die Proteine, die
eine gegengleiche Regulation aufwiesen, sind in dieser Tabelle grau schattiert dargestellt. Die Sortierung der
Proteine in dieser Tabelle erfolgt entlang der Fold change des Vergleichs SD+MF vs. SD in absteigender
Reihenfolge. Aufgefiihrt ist zudem jeweils die Protein-ID, der Proteinname und das Gen. In der Gruppe SD+MF
wurden 4 Tiere in der Analyse berlcksichtigt, in den 3 anderen Gruppen jeweils 5 Tiere.

Protein Proteinname Gen HFD vs. SD SD+MF vs. SD
IDs
Regulation Fold Regulation Fold
change change
Q3UV17 | Keratin, type Il cytoskeletal 2 Krt76 l -166,91 | | -198,62
oral
POC090 | Roquin-2 Rc3h2 1 36,84 1 38,45
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P97363 Serine palmitoyltransferase 2 | Sptic2 l -12,67 l -7,36

Q6ZPJ0 | Testis-expressed sequence 2 | Tex2 l -12,14 1 -5,92
protein

Q5S8SSZ5 | Tensin-3 Tns3 1 11,74 1 7,56

P13705 DNA mismatch repair protein Msh3 l -10,97 1 -7,65
Msh3

P40240 | CD9 antigen Cd9 ! -6,03 ! -4,93

Q61062 | Segment polarity protein DvI3 0 5,86 1 5,08
dishevelled homolog DVL-3

Q811WO0 | Transcription factor SOX-21 Sox21 l -5,25 l -4,32

QO05AH6 | Spindlin interactor and Spindoc l -4,77 l -0,46

repressor of chromatin-
binding protein

Q80W14 | Pre-mRNA-processing factor | Prpf40b l -4,52 1 -8,67
40 homolog B

Q8BH60 | Golgi-associated PDZ and Gopc 0 4,29 1 410
coiled-coil motif-containing
protein

Q8QZY9 | Splicing factor 3B subunit 4 Sf3b4 ! -3,93 ! -4,16

P15105 Glutamine synthetase Glul l -3,83 ! -4,94

Q91WF7 | Polyphosphoinositide Fig4 l -3,75 1 -4,05
phosphatase

Q9WTI7 | Unconventional myosin-Ic Myo1c ! -3,38 ! -3,40

Q64523 | Histone H2A type 2-C Hist2h2ac | 1 3,04 1 2,43

Q6DICO | Probable global transcription Smarca2 1 2,88 1 3,41
activator SNF2L.2

Q3UQA | Selenoprotein H Selh l -2,65 l -3,70

7

Q8R3V6 | CUE domain-containing Cuedc1 0 2,57 1 3,64
protein 1

Q8R035 | Peptidyl-tRNA hydrolase It i 2,57 1 2,76
ICT1, mitochondrial

Q8CC21 | Tetratricopeptide repeat Ttc19 l -2,11 l -2,70

protein 19, mitochondrial

Tabelle 18: Signifikant und relevant verdnderte Proteine HFD vs. SD und SD+MF vs. SD

22 selbe Proteine waren in den beiden Gruppenvergleichen HFD vs. SD und SD+MF vs. SD signifikant (q-Wert <
0,05) und relevant (Fold Change = 1,5) verandert. Alle 22 Proteine waren in dieselbe Richtung hoch- bzw.
runterreguliert. Die Sortierung der Proteine in dieser Tabelle erfolgt entlang der Fold change des Vergleichs HFD
vs. SD in absteigender Reihenfolge. Aufgefiihrt ist zudem jeweils die Protein-ID, der Proteinname und das Gen. In
der Gruppe SD+MF wurden 4 Tiere in der Analyse berlcksichtigt, in den 2 anderen Gruppen jeweils 5 Tiere.

4.2.5 STRING-Analyse

Um mdgliche Proteininteraktionen zwischen den signifikant (g-Wert < 0,05) und relevant (Fold
Change 2 1,5) veranderten Proteinen in den entsprechenden Vergleichen zu identifizieren und
potenzielle biologische Prozesse zu beleuchten, wurde fur jeden Vergleich (HFD vs. SD;
HFD+MF vs. HFD; SD+MF vs. SD) eine STRING-Analyse durchgefuhrt. Zusatzlich
ermoglichte diese Analyse die Gruppierung von Proteinen nach funktionaler Ahnlichkeit,

wodurch Proteine mit mdglicherweise gemeinsamen biologischen Funktionen oder
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Signalwegen identifiziert wurden. STRING gibt dabei sogenannte ,functional enrichments” an,

die auf diese moglichen Funktionen, Signalwege und biologischen Prozesse hinweisen.

4.2.5.1 HFD vs. SD

Mithilfe der STRING-Analyse konnten bei den insgesamt 60 hochregulierten Proteinen im
Vergleich zwischen HFD und SD (Abb. 7a) 2 Cluster potenziell interagierender Proteine
identifiziert werden. Das 1. Cluster umfasste die Proteine Use1, Vti1a, Stx18 und Kif3c, die
alle eine Rolle beim intrazelluldren Transport spielen. Das 2. Cluster bestand aus den
Proteinen Pecam1, das unter anderem an der Regulation der Zell-Zell-Adh&sion beteiligt ist,
und Apob, das an der Regulation des Lipidstoffwechsels beteiligt ist. Von den insgesamt 60
hochregulierten Proteinen wurden die meisten Proteine, insgesamt 32 Proteine, dem
biologischen Prozess der Organisation bzw. Biogenese zellularer Komponenten zugeordnet.
Zusatzlich konnten 20 der hochregulierten Proteine mittels STRING dem Hirngewebe
zugeordnet werden. Unter diesen 20 Proteinen waren 5 (Rims1, Dlgap1, Pick1, Tor1a, Psd3)
mit den UniProt Knowledgebase Schlisselwdrtern "Synapse" und "Zellverbindung" versehen,
was darauf hindeutet, dass sie eine wichtige Rolle bei synaptischen Prozessen und
Zellverbindungen spielen. 2 weitere Proteine, Gabra2 und Gopc, scheinen ebenfalls eine Rolle
bei synaptischen Prozessen zu spielen, obwonhl sie nicht explizit dem Hirngewebe zugeordnet
werden. Weiterhin konnten 6 Proteine (Rims1, Pick1, Reep2, Rab31, Use1, Nup50), die dem
Hirngewebe zugeordnet wurden, dem biologischen Prozess des Proteintransports zugeordnet
werden.

Von den insgesamt 151 runterregulierten Proteinen im Vergleich HFD vs. SD (Abb. 7b) zeigten
91 Proteine in der STRING-Analyse eine potenzielle Interaktion. Die 4 groften Cluster
umfassten eine Gruppierung von ribosomalen Proteinen, Proteinen, die an der Spliceosom-
Aktivitat beteiligt sind, solchen, die das Zytoskelett modulieren, sowie Proteinen, die eine Rolle
in der mitochondrialen Atmungskette spielen. Dartiber hinaus konnten 50 der runterregulierten
Proteine allgemein dem Nervensystem zugeordnet werden, 32 dieser Proteine interagierten
dabei mit mindestens einem weiteren Protein. Insgesamt 10 der runterregulierten Proteine in
diesem Vergleich wurden mit der neurodegenerativen Krankheit Alzheimer-Demenz
assoziiert. Diese Krankheit geht unter anderem mit einer Degeneration und einem Verlust von
Neuronen im Hippocampus einher. 9 dieser Proteine (Uqcrb, Ndufv2, Ugcrc1, Ndufv1, Ndufa2,
Ndufs1, Uqcrc2, Atp5b, Atp5d) spielen eine wichtige Rolle bei der mitochondrialen
Atmungskette. DarUber hinaus konnten 47 der runterregulierten Proteine mittels STRING dem
Hirngewebe zugeordnet werden, 30 dieser Proteine zeigen dabei eine potenzielle Interaktion
zu mindestens einem weiteren Protein. 8 dieser Proteine (Actr1b, Ppp2cb, Ppp1ca, Ndufv2,
Rack1, Pdhb, Tmod2, Hint1) wurden in der STRING-Analyse zudem speziell mit dem
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Hippocampus in Verbindung gebracht. Weiterhin scheinen 19 Proteine, die dem Hirngewebe

zugeordnet wurden, eine Rolle bei der Signaltransduktion zu spielen.

Apob

Pecaml

Cdknlb

PldnS

Pldn6

dor2 ‘ \%i

P\
o <L

Abb. 7: STRING-Analyse signifikant und relevant veridnderter Proteine im Vergleich HFD vs. SD

75



Nach Isolierung der Proteine erfolgte eine massenspektrometrische Detektion ebendieser. Eine weitere Analyse
der detektierten Proteine erfolgte mittels MaxQuant und Perseus. Es erfolgte daraufhin eine STRING-Analyse,
wobei nur die Proteine in STRING analysiert wurden, die sowohl signifikant (g-Wert < 0,05) als auch relevant (Fold
change = 1,5) verandert waren. In dieser Abbildung sind die Proteine mit potenziellen Interaktionen dargestellt, die
im Vergleich HFD vs. SD hochreguliert (a) bzw. runterreguliert (b) waren. Alle Proteine in diesem Vergleich, die
keine Interaktion zu anderen Proteinen aufwiesen, werden in dieser Abbildung nicht dargestellt. Fir die
hochregulierten Proteine bildete sich ein Cluster bestehend aus Proteinen, die eine Rolle beim intrazellularen
Transport spielen (Use1, Vti1a, Stx18 und Kif3c) und ein Cluster bestehend aus dem Protein Pecam1, einem
Protein, das eine Rolle bei der Zell-Zell-Adhasion spielt und dem Protein Apob, einem Protein des
Lipidstoffwechsels. Die runterregulierten Proteine in diesem Vergleich gruppierten sich in mehrere Cluster, wobei
die 4 groften Cluster Proteine der Atmungskette ($), des Spliceosoms (§), des Zytoskeletts (%) und ribosomale
Proteine (&) umfassten. Die in dieser Abbildung dargestellten roten Kreise reprasentieren Proteine, die an der
Organisation bzw. Biogenese zellularer Komponenten beteiligt sind, Kreise zeigen Proteine an, die eine Rolle
beim Proteintransport spielen, olivgriinen Kreise stellen Proteine dar, die an der Signaltransduktion beteiligt sind
und Kreise reprasentieren Proteine, die eine mdgliche Rolle bei Zellverbindungen haben. Braune Kreise stellen
Proteine dar, die dem Nervensystem zugehéren, wahrend die dunkelblauen Kreise fir Proteine stehen, die dem
Hirngewebe zugeordnet wurden. Die Kreise stellen Proteine dar, die speziell dem Hippocampus
zugeordnet wurden. Dunkelgraue Kreise reprasentieren Proteine, die eine Assoziation zur neurodegenerativen
Erkrankung Alzheimer-Demenz hatten. Die Interaktionen zwischen den Proteinen sind durch Linien, basierend
auf experimentellen Daten, blaue Linien, basierend auf kuratierten Datenbanken, und lila Linien, basierend auf
Protein-Homologien, dargestellt. n: HFD = 5, SD = 5

4.2.5.2 HFD+MF vs. HFD

Die STRING-Analyse hat gezeigt, dass von den insgesamt 109 hochregulierten Proteinen im
Vergleich zwischen HFD+MF und HFD 26 Proteine potenziell miteinander interagieren
kénnten (Abb. 8a). 25 der runterregulierten Proteine waren in STRING mit der Entwicklung
des Nervensystems und 16 mit der Hirnentwicklung assoziiert. Die Proteine Setd2, Htt und
Cnp, die sowohl mit der Hirnentwicklung als auch der Entwicklung des Nervensystems in
Verbindung gebracht wurden, bildeten ein Cluster mit den Proteinen Cdk12, Aff4 und Ccnt1.
Alle Proteine dieses Clusters spielen eine Rolle bei der Regulation der Genexpression.
Zusatzlich bildeten die Proteine Ncor1 und Ncor2, die ebenfalls in STRING mit der
Hirnentwicklung und der Entwicklung des Nervensystems assoziiert sind, ein eigenes Cluster.
Abgesehen von der Hirnentwicklung und der Entwicklung des Nervensystems wurden 36 der
109 hochregulierten Proteine allgemein dem Hirngewebe und 38 der 109 Proteine allgemein
dem Nervensystem zugeordnet. Abgesehen von den 2 bereits genannten Clustern, wurde
auch das Cluster bestehend aus den Proteinen Lrrc7, Camk2d und Prked in STRING dem
Hirngewebe und Nervensystem zugeordnet.

Unter den 188 Proteinen, die im Vergleich HFD+MF vs. HFD runterreguliert sind, zeigten 125
Proteine potenzielle Interaktionen (Abb. 8b). Die 3 grélten Cluster umfassten dabei
ribosomale Proteine, Proteine, die am Prozess des Spleiflens beteiligt sind bzw. proteasomale
Proteine. Von diesen 188 runterregulierten Proteinen konnten 47 dem Hirngewebe und 50
dem Nervensystem zugeordnet werden. Zusatzlich spielten 34 der runterregulierten Proteine
eine Rolle im Bereich der Synapse. Des Weiteren konnten insgesamt 40 Proteine der
Signaltransduktion zugeordnet werden, wobei 19 davon auch dem Hirngewebe zugeordnet
wurden. Zusatzlich wurden 25 der runterregulierten Proteine in STRING mit der Alzheimer-

Demenz assoziiert, wobei 15 dieser Proteine ein Cluster bildeten, das aus Proteinen des
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Proteasoms besteht. Von den Proteinen, die mit der Alzheimer-Demenz assoziiert waren,

wurden 11 in der STRING-Analyse dem Hirngewebe zugeordnet.
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Abb. 8: STRING-Analyse signifikant und relevant verianderter Proteine im Vergleich HFD+MF vs. HFD

Nach Isolierung der Proteine erfolgte eine massenspektrometrische Detektion ebendieser. Eine weitere Analyse
der detektierten Proteine erfolgte mittels MaxQuant und Perseus. Es erfolgte daraufhin eine STRING-Analyse,
wobei nur die Proteine in STRING analysiert wurden, die sowohl signifikant (g-Wert < 0,05) als auch relevant (Fold
change = 1,5) verandert waren. In dieser Abbildung sind die Proteine mit potenziellen Interaktionen dargestellt, die
im Vergleich HFD+MF vs. HFD hochreguliert (a) bzw. runterreguliert (b) waren. Alle Proteine in diesem Vergleich,
die keine Interaktion zu anderen Proteinen aufwiesen, werden in dieser Abbildung nicht dargestellt. Bei den
hochregulierten Proteinen zeigten 26 Proteine potenzielle Interaktionen, 25 der hochregulierten Proteine wurden in
STRING zudem mit der Entwicklung des Nervensystems in Verbindung gebracht ( Kreise), 16 der
hochregulierten Proteine wurden mit der Hirnentwicklung assoziiert (rosa Kreise). Die runterregulierten Proteine in
diesem Vergleich gruppierten sich in mehrere Cluster, wobei die 3 gréRten Cluster Proteine des Spliceosoms (§),
des Proteasoms (%) und ribosomale Proteine (&) umfassten. Die in dieser Abbildung dargestelliten Kreise
zeigen Proteine an, die an der Signaltransduktion beteiligt. Braune Kreise stellen Proteine dar, die dem
Nervensystem zugehdren, wahrend die dunkelblauen Kreise flir Proteine stehen, die dem Hirngewebe zugeordnet
wurden. Kreise reprasentieren Proteine, die mit dem Begriff ,Synapse® assoziiert waren, wahrend
dunkelgraue Kreise Proteine darstellen, die eine Assoziation zur neurodegenerativen Erkrankung Alzheimer-
Demenz hatten. Die Interaktionen zwischen den Proteinen sind durch rosa Linien, basierend auf experimentellen
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Daten, blaue Linien, basierend auf kuratierten Datenbanken, und lila Linien, basierend auf Protein-Homologien,
dargestellt. n: HFD+MF = 5, HFD = 5

4.2.5.3 SD+MF vs. SD

Mithilfe der STRING-Analyse konnten weder bei den insgesamt 22 hochregulierten Proteinen
im Vergleich SD+MF vs. SD noch bei den insgesamt 33 runterregulierten Proteinen im
Vergleich SD+MF vs. SD ,functional enrichments® nachgewiesen werden.

Jedoch haben Experimente und Datenbankanalysen eine potenzielle Interaktion zwischen
dem hochregulierten Protein Eed und dem hochregulierten Protein Hist2h2ac aufgezeigt. Eed
spielt eine Rolle bei der epigenetischen Regulation der Transkription durch den Polycomb-
Repressor-Komplex, wahrend Hist2h2ac ein Mitglied der Histone ist. Daruber hinaus legen
Experimente nahe, dass eine mégliche Interaktion zwischen dem Protein Ict1, und dem Protein
Mrps6 besteht, die beide an der Regulation der Proteinbiosynthese beteiligt sind (Abb. 9a).
Experimente und Datenbanken deuten darauf hin, dass unter den runterregulierten Proteinen
potenzielle Interaktionen zwischen den Myosin-Proteinen Myo1c und Myo6 bestehen, die
beide an der Zellbewegung und dem intrazellularen Transport beteiligt sind. Zusatzlich weisen
Experimente auf mdgliche Interaktionen zwischen den runterregulierten Proteinen Prpf40b und
Sf3b4 hin, die beide eine Funktion beim Spleilten haben (Abb. 9b).
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Abb. 9:STRING-Analyse signifikant und relevant verédnderter Proteine im Vergleich SD+MF vs. SD

Nach Isolierung der Proteine erfolgte eine massenspektrometrische Detektion ebendieser. Eine weitere Analyse
der detektierten Proteine erfolgte mittels MaxQuant und Perseus. Es erfolgte daraufhin eine STRING-Analyse,
wobei nur die Proteine in STRING analysiert wurden, die sowohl signifikant (g-Wert < 0,05) als auch relevant (Fold
change = 1,5) verandert waren. In dieser Abbildung sind die Proteine mit potenziellen Interaktionen dargestellt, die
im Vergleich SD+MF vs. SD hochreguliert (a) bzw. runterreguliert (b) sind. Sowohl fiir die hochregulierten als auch
die runterregulierten Proteine, ergaben sich 2 Cluster potenziell interagierender Proteine. Alle Proteine in diesem
Vergleich, die keine Interaktion zu anderen Proteinen aufwiesen, werden in dieser Abbildung nicht dargestellt. Die
Interaktionen zwischen den Proteinen sind durch Linien, basierend auf experimentellen Daten, blaue Linien,
basierend auf kuratierten Datenbanken, und lila Linien, basierend auf Protein-Homologien, dargestellt.
n: SD+MF=4,SD =5
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5 Diskussion

Diese Arbeit hatte zum Ziel, die Auswirkungen maternaler Adipositas wahrend der
Schwangerschaft auf den Hippocampus weiblicher Nachkommen zu untersuchen sowie die
potenziellen Effekte einer maternalen Metforminintervention wahrend der Schwangerschaft
auf den Hippocampus dieser Nachkommen zu evaluieren. Zu diesem Zweck wurden weibliche
C57BL/6N-Mause ab der 3. Lebenswoche randomisiert entweder mit einer SD oder HFD
gefuttert und erhielten wahrend der Schwangerschaft entweder Metformin oder keine
medikamentose Intervention. Die Analyse erfolgte an den weiblichen Nachkommen am G18,5.
Zur Untersuchung der hippocampalen Veranderungen wurden Immunfluoreszenz-Methoden
und ein Proteomic Screen eingesetzt. Der Analyseschwerpunkt des Proteomic Screens lag
insbesondere auf Proteinen, die mit Gedachtnis, Neuroplastizitdt, oxidativem Stress und
mitochondrialer Funktion assoziiert sind, da diese Faktoren bekanntermal3en durch Adipositas
beeinflusst werden (s. Kapitel 2.2.2) und mdglicherweise durch Metformin positiv beeinflusst

werden konnten (s. Kapitel 2.3.2).

5.1 Gefrierartefakte bei Immunfluoreszenz-Farbungen: Ursachen und
Losungsansatze
Die verlassliche Auswertung der Immunfluoreszenz-Farbungen scheiterte an
Gewebeschaden, die am ehesten auf Gefrierartefakte zurtickzufihren waren, was zu einem
Mangel an verwertbaren Proben fir die weitere Analyse fuhrte. Gefrierartefakte entstehen
durch die Bildung von Eiskristallen im Gewebe wahrend des Einfrierprozesses'®. Es ist
bekannt, dass unter anderem eine unzulangliche Fixierung und Einfriermethode zu einer
erhohten Anfalligkeit fir Gefrierartefakte fihren'®. Die beobachteten Gefrierartefakte traten
ausschlielllich bei den Hirnschnitten auf, die in 4%iger Formaldehydlésung fixiert und
anschlieend in 20%iger Sucroseldsung entwassert wurden, bevor sie auf Trockeneis
eingefroren wurden. Im Gegensatz dazu waren die Hirnschnitte der nativ eingefrorenen
Gehirne, die mit flissigem Stickstoff schockgefroren wurden, frei von solchen Artefakten. Dies
deutet darauf hin, dass die gewahlte Fixierungs- und Einfriermethode mdglicherweise
unzureichend war und die Ursache fur die beobachteten Artefakte darstellt. Laut Rosene et al.
kénnten Gefrierartefakte bei Hirngewebe beispielsweise verringert werden, indem der
Gewebeblock vor dem Einfrieren mit 20 % Glycerol und 2 % Dimethylsulfoxid durchtrankt und
zur schnellen Abkihlung in -75 °C kaltes Isopentan getaucht wird'?’. Daher sollte fiir zukinftige
Experimente eine Anpassung der Einfriermethode und Fixierung der Gehirne evaluiert werden,

um Artefakte zu vermeiden.
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5.2 Effekte von maternaler Nahrungs- und Metforminintervention wahrend der

Schwangerschaft auf das hippocampale Proteom weiblicher Nachkommen
In der Hauptkomponentenanalyse zeigte sich, dass die Gruppen SD und SD+MF zwei eng
benachbarte Cluster bildeten, was auf eine ahnliche Zusammensetzung des Proteoms in
diesen Gruppen hindeutet. Im Gegensatz dazu wiesen die Cluster der Nachkommen der
beiden Hochfettdiat-Gruppen (HFD und HFD+MF) einen deutlichen Abstand zueinander auf.
Zudem waren die Cluster der Gruppen SD und SD+MF in der Hauptkomponentenanalyse
jeweils weit von den Gruppen HFD und HFD+MF entfernt. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die Erndhrung der Muttertiere wahrend der Schwangerschaft einen signifikanten
Einfluss auf das fetale hippocampale Proteom ausibt. Zudem scheint die zusatzliche
Einnahme von Metformin bei Muttertieren, die mit einer Standarddiat ernahrt wurden, einen
vergleichsweise geringeren Einfluss auf das hippocampale Proteom der weiblichen
Nachkommen zu haben. Diese Annahme wird durch die geringe Anzahl signifikant (g-Wert <
0,05) und relevant (Fold change = 1,5) veranderter Proteine (55 Proteine) im Vergleich SD+MF
vs. SD unterstutzt. Die hohe Anzahl signifikant und relevant veranderter Proteine (297
Proteine) im Vergleich HFD+MF vs. HFD hingegen deutet darauf hin, dass Metformin in den
Hochfettdiat-Gruppen einen starkeren Einfluss auf das hippocampale Proteom hat. Dies
konnte darauf hindeuten, dass Metformin in der Hochfettdiat-Gruppen zusatzliche
proteomische Veranderungen hervorruft, die Gber die Wirkung der Diat allein hinausgehen. Da
Metformin Uber den Darm resorbiert wird'®® und in erster Linie iber die Nieren ausgeschieden
wird'®, kénnte ein moglicher Grund sein, dass durch metabolische Veranderungen in den
Hochfettdiat-Gruppen, wie beispielsweise eine veranderte Funktionsfahigkeit der Nieren oder
durch ein verandertes Darmmikrobiom, die Wirkung von Metformin in den Hochfettdiat-
Gruppen im Vergleich zu den Standarddiat-Gruppen verstarkt werden kénnte. Denn sowohl
die Nierenfunktion als auch die Zusammensetzung des Darmmikrobioms werden
bekanntermalen durch Ubergewicht verandert''®'"". Weitere Untersuchungen sind jedoch
erforderlich, um die genauen Mechanismen zu identifizieren, die die scheinbar verstarkte

Wirkung von Metformin in den Hochfettdiat-Gruppen erklaren kdnnten.

5.2.1 Effekte von maternaler Adipositas wahrend der Schwangerschaft auf das
hippocampale Proteom weiblicher Nachkommen

In diesem Abschnitt werden die Auswirkungen maternaler Adipositas, welche durch eine HFD
induziert wurde, auf das hippocampale Proteom weiblicher Nachkommen diskutiert. Der Fokus
liegt auf Neuroplastizitat, Gedachtnisleistung, mitochondrialer Funktion und oxidativem Stress.
Dabei werden ausgewahlte Proteine diskutiert, die mit mindestens einem dieser Schwerpunkte
in Zusammenhang stehen und im Vergleich HFD vs. SD signifikant (g-Wert < 0,05) und
relevant (Fold change = 1,5) verandert waren.
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5.2.1.1 Neuronale Plastizitat und Gedachtnis

Ein Protein, dass in der HFD-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe signifikant und relevant
runterreguliert war, ist der Rezeptor fir die aktivierte C-Kinase 1 (Rack1). In einem Modell mit
mannlichen Mausen konnten Zhu et al. nachweisen, dass ein Mangel an Rack1 im
Hippocampus die Gedachtnisleistung der Mause beeintrachtigte, indem das mit Autophagie
assoziierte Protein Beclin-1 (Becn1) hochreguliert wurde''2. Die Hochregulation von Becn1
fihrte unter anderem zu einer Verschlechterung des raumlichen Gedéachtnisses''. Des
Weiteren zeigte ein Mausmodell, dass Rack1 an der Steuerung der Synaptogenese und der
synaptischen Plastizitat im Kleinhirn beteiligt ist''®. Diese Erkenntnisse legen nahe, dass
Rack1 eine Rolle in der neuronalen Funktion und Ged&chtnisleistung spielt und dass ein
Mangel an diesem Protein in der HFD-Gruppe zu kognitiven Defiziten flhren kdnnte.
Interessanterweise konnten unsere Ergebnisse jedoch keine signifikante und relevante
Hochregulation von Becn1 in der HFD-Gruppe feststellen, obwohl Rack1 runterreguliert war.
Dies konnte darauf hindeuten, dass die Auswirkungen eines Rack1-Mangels auf die
Gedachtnisleistung und die Hochregulation von Becn1 mdglicherweise geschlechtsspezifisch
sind, da die Studie von Zhu et al. mit mannlichen Mausen durchgefihrt wurde. Eine weitere
Erklarung fur die beobachteten Unterschiede konnte in den unterschiedlichen experimentellen
Methoden liegen: Wahrend in dieser Arbeit ein Proteomic Screen verwendet wurde, nutzten
Zhu et al. einen Western Blot zur Untersuchung der Becn1-Expression. Ein weiteres Protein,
das in der HFD-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe signifikant und relevant runterreguliert
war, ist das Protein Glutamin-Synthetase (Glul). Zhou et al. konnten in einem Versuch mit
mannlichen und weiblichen Mausen nachweisen, dass eine Deletion von Glul im Hippocampus
und Neokortex mit einer Neurodegeneration einhergeht''*, sodass auch durch die
Runterregulation von Glul kognitive Defizite denkbar waren. In einem Alzheimer-Mausmodell
mit mannlichen Mausen konnte gezeigt werden, dass die mRNA- und Proteinmenge von
Prefoldin-Untereinheit 5 (Pfdn5), einem ebenfalls runterregulierten Protein in der HFD-Gruppe
im Vergleich zur SD-Gruppe, wahrend synaptischer Plastizitdt ansteigt, wahrend sie bei
beeintrachtigter synaptischer Plastizitat sinkt''>. Diese Erkenntnis legt nahe, dass eine
Runterregulation von Pfdn5 in der HFD-Gruppe auf eine Dysfunktion synaptischer Prozesse
hindeuten koénnte, was wiederum Lern- und Gedachtnisleistungen negativ beeinflussen
koénnte. Auch das Protein Complexin-2 (Cplx2) war in der HFD-Gruppe im Vergleich zur SD-
Gruppe runterreguliert. Studien mit mannlichen Mausen, die einen Cplx2-Knockout aufwiesen,
zeigten eine signifikante Reduktion der Langzeitpotenzierung in der CA3-Region des
Hippocampus''®. Eine solche Reduktion der Langzeitpotenzierung kénnte mit kognitiven
Defiziten einhergehen, da Versuche mit mannlichen und weiblichen Mausen bereits gezeigt

haben, dass ein Cplx2-Knockout zu Defizienten im raumlichen Lernen fiihrt''”. Diese Befunde
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deuten darauf hin, dass Cplx2 fur die Aufrechterhaltung kognitiver Funktionen notwendig ist
und dass eine Runterregulation ebenfalls zu Lern- und Gedachtnisproblemen flihren kdnnte.
Ein weiteres Protein, das in der HFD-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe runterreguliert war
und mit der Gedachtnisleistung assoziiert ist, ist Menin (Men1). In einer Studie mit mannlichen
und weiblichen Mausen wurde nachgewiesen, dass die Deletion des Men1-Gens in der CA1-
Region des Hippocampus zu Defiziten in der Furchtkonditionierung fihrt, welche jedoch durch
eine Uberexpression von Men1 wieder ausgeglichen werden konnen''®. Diese Ergebnisse
legen nahe, dass Men1 eine entscheidende Rolle bei der Gedachtnisbildung hat. Diese
Annahme wird durch die Ergebnisse von Zhuang et al. weiter gestitzt. In Versuchen mit
mannlichen Mausen konnten sie zeigen, dass eine Deletion von Men1 im Hippocampus zu
Defekten bei den dendritischen Verzweigungen und den Dornfortsatzen fiihrt, was wiederum
in beeintrachtigter synaptischer Funktion, einer reduzierter Langzeitpotenzierung und einer
beeintrachtigten Lern- und Gedachtnisleistung resultierte®'. Die Runterregulation von Men1 in
der HFD-Gruppe kdnnte somit die kognitive Leistung der HFD-Tiere negativ beeinflussen. In
der HFD-Gruppe zeigte sich eine Hochregulation des Proteins Apolipoprotein B-100 (ApoB-
100) im Vergleich zu der SD-Gruppe. Transgene Mause, die das menschliche ApoB-100-
Protein Uberexprimieren, wiesen im Hippocampus strukturelle Veranderungen in den
Gehirnkapillaren, Schwellungen der AstrozytenendfliRe und veranderte Tight Junctions auf,
was mit einer erhéhten Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke einherging'®. Eine erhohte
Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke im Bereich des Hippocampus wurde auch im alternden
menschlichen Gehirn beobachtet und kénnte zu kognitiven Defiziten beitragen'. Weitere
Versuche zeigten, dass ein erhohtes Level des menschlichen ApoB-100-Proteins in
transgenen Mausen in einer beeintrachtigten prasynaptischen  Funktion und
Langzeitpotenzierung sowie einer neuronalen Apoptose im Hippocampus resultierte'?'. Dies
kénnte mdoglicherweise durch erhdhte Triglyceridspiegel im Serum und im Hippocampus
infolge des erhohten ApoB-100-Levels verursacht werden''. Insgesamt deuten diese
Erkenntnisse darauf hin, dass eine Hochregulation des Proteins ApoB-100 in der HFD-Gruppe
moglicherweise ebenfalls negative Auswirkungen auf die Neuroplastizitat und
Gedachtnisleistung haben kdnnte.

Interessanterweise wurden in der HFD-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe auch Proteine
signifikant und relevant verandert, die potenziell mit einer Verbesserung des Gedachtnisses
und der neuronalen Plastizitat in Verbindung gebracht werden kénnten. Das Leucin-reiche
Wiederholungs- und Immunoglobin-ahnliche Domanen enthaltende Protein 1(Lingo1) istin der
HFD-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe signifikant und relevant runterreguliert. Mehrere
Studien mit mannlichen Mausen und Ratten zeigten, dass eine Antagonisierung von Lingo1
zu einer Verbesserung der raumlichen Lern- und Gedachtnisleistung fuhrt und die

Differenzierung sowie Reifung von Oligodendrozyten im Hippocampus fordert'?>123, Zudem
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scheint eine Antagonisierung von Lingo1 die Wiederherstellung dendritischer Dornfortsatze im
Hippocampus von Alzheimer-Mausen zu unterstiitzen'?*. Diese Erkenntnisse legen nahe, dass
die Runterregulation von Lingo1 in der HFD-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe potenziell
einen positiven Einfluss auf das Gedachtnis und die neuronale Signalibertragung haben
koénnte. Das Protein Ephrin-Typ-A-Rezeptor 5 (Epha5), das in der HFD-Gruppe im Vergleich
zur SD-Gruppe hochreguliert ist, scheint bei mannlichen Ratten eine wesentliche Rolle bei der
Initierung der Synaptogenese im Hippocampus zu spielen'?®. Zudem scheint Epha5 im
Hippocampus erwachsener Mause eine Rolle bei der synaptischen Plastizitat zu spielen, da
eine Blockierung dieses Rezeptors mit einer beeintrachtigten Induktion der
Langzeitpotenzierung einhergeht'?®. Insgesamt legt die Hochregulation von Epha5 in der HFD-
Gruppe nahe, dass dieses Protein potenziell positive Auswirkungen auf die neuronale
Plastizitat und die Gedachtnisfunktionen der HFD-Gruppe haben kdnnte. Ahnliche Annahmen
ergeben sich fur die Proteine Tubulin beta-2B-Kette (Tubb2b) und Gamma-Aminobuttersaure-
Rezeptor-Untereinheit Alpha-2 (Gabra2), die beide in der HFD-Gruppe im Vergleich zur SD-
Gruppe hochreguliert sind. In einem Versuch mit mannlichen Mausen zeigte sich
beispielsweise, dass eine heterozygote Mutation im Tubb2b-Gen zu Defiziten im Bereich des
raumlichen Gedachtnisses und einer reduzierten Langzeitpotenzierung im Hippocampus
fihrte'?”. Eine Deletion von Gabra2 im Hippocampus mannlicher Mause flihrte zu einer
Ruckbildung distaler Dendriten, was moglicherweise auf funktionelle Defizite in der
synaptischen Ubertragung hinweist'?. Daher kdnnte auch bei diesen beiden Proteinen eine
Hochregulation potenziell positive Auswirkungen auf das Gedachtnis und die synaptische

Plastizitat haben.

Die vorliegenden Erkenntnisse zeigen, dass sowohl Proteine, die potenziell negative
Auswirkungen auf die Neuroplastizitat und das Gedachtnis haben kénnten, als auch Proteine,
die potenziell positive Effekte in Bezug auf Neuroplastizitat und Gedéachtnis aufweisen, in der
HFD-Gruppe signifikant und relevant verandert sind. Insgesamt ist die Befundlage daher
komplex. Somit bedarf es weiterer Untersuchungen, um die Folgen dieser Veranderungen im

Proteom genauer zu verstehen und einzuordnen.

5.2.1.2 Mitochondriale Funktion und oxidativer Stress

Bereits die STRING-Analyse (s. Kapitel 4.2.5.1) zeigte, dass mehrere in der HFD-Gruppe im
Vergleich zur SD-Gruppe runterregulierten Proteine eine Rolle in der mitochondrialen
Atmungskette spielen. Diese Runterregulationen deuten darauf hin, dass maternale Adipositas
wahrend der Schwangerschaft zu einer mdglichen mitochondrialen Dysfunktion im
Hippocampus weiblicher Nachkommen fiihren kénnte. Eine solche Dysfunktion wurde bereits

mehrfach als Folge von Adipositas beschrieben (siehe Kapitel 2.2.2). NADH-Dehydrogenase
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[Ubichinon] Flavoprotein 2, mitochondrial (Ndufv2) und NADH-Dehydrogenase [Ubichinon]
Flavoprotein 1, mitochondrial (Ndufv1) gehéren zum Komplex | der Atmungskette und sind in
der Literatur mit oxidativem Stress assoziiert. Beide Proteine sind in der HFD-Gruppe im
Vergleich zur SD-Gruppe runterreguliert. Eine Studie mit mannlichen Ratten zeigte, dass der
Gehalt von Ndufv2 in nicht-synaptischen Mitochondrien aus dem zerebralen Kortex alternder
Tiere reduziert ist, was mit einem Anstieg oxidativer Stressmarker und erhéhtem oxidativem
Stress einherging'?°. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Abnahme von Ndufv2 in
der HFD-Gruppe mit gesteigertem oxidativem Stress verbunden sein konnte. Eine weitere
interessante Studie von Grad et al. untersuchte transgene Stamme von Caenorhabditis
elegans mit einer Mutation im Caenorhabditis elegans-Homolog des Ndufv1-Gens. Diese
Stamme zeigten neben einer verminderten mitochondrialen Atmung auch eine erhdhte
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies™. Auch diese Erkenntnisse unterstiitzen die
Annahme, dass Stérungen im Komplex | der mitochondrialen Atmungskette in der HFD-
Gruppe zu einem Ungleichgewicht in der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies flihren
koénnten, was wiederum zu oxidativem Stress und potenziell schadlichen Prozessen beitragen
koénnte. Ein Protein des Komplex Il der Atmungskette, Untereinheit 1 des Cytochrom-b-c1-
Komplexes (Ugcrc1), das in der HFD-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe runterreguliert ist,
wird in der Literatur ebenfalls mit oxidativem Stress in Verbindung gebracht. Eine Studie mit
menschlichen Endothelzellen hat gezeigt, dass eine Hochregulation von Uqcrc1 die Reduktion
von oxidativem Stress unterstiitzt’®'. Weiterhin ergab eine Untersuchung mit epithelialen
Zellen, dass bei erhohtem oxidativem Stress ein Verlust von Uqgcrc1 beobachtet wurde'2.
Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass Uqcrc1 moéglicherweise zum Schutz von Zellen
vor den schadlichen Auswirkungen von oxidativem Stress beitragen koénnte. Die
Runterregulation von Uqcrc1 in der HFD-Gruppe kdnnte zudem darauf hindeuten, dass der
oxidative Stress in dieser Gruppe erhoht ist, was mdglicherweise zu einem Verlust des
Proteins gefuhrt haben kdnnte. Das Protein Kelch-ahnliche ECH-assoziierte Protein 1 (Keap1),
welches in der HFD-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe hochreguliert ist, wird ebenfalls mit
oxidativem Stress assoziiert. Keap1 spielt eine wichtige Rolle im Schutz der Zellen vor
oxidativem Stress, indem es mit dem Transkriptionsfaktor Nrf2 interagiert'®. Keap1 reguliert
die Aktivitdt von Nrf2, indem Keap1 Nrf2 im Zytosol bindet, wodurch die Transkription
antioxidativer Gene verhindert wird'3. Unter Bedingungen von oxidativem Stress wird die
Aktivitdt von Keap1 reduziert, wodurch Nrf2 sich im Zellkern anreichern kann und die
Transkription antioxidativer Proteine gesteigert wird*. Interessanterweise zeigten
Ebrahimnezhad et al. in ihrer Studie aus dem Jahre 2023, dass bei mannlichen Ratten mit Typ
2 Diabetes ebenfalls héhere Menge an Keap1 im Hippocampus nachweisbar waren, was mit

niedrigeren Leveln an antioxidativen Enzymen einherging'®. Daher kénnte die Hochregulation
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von Keap1 in der HFD-Gruppe zu einer verminderten Menge antioxidativer Proteine flihren
und somit den oxidativen Stress erhdhen.

Weitere Proteine, von Interesse im Zusammenhang mit oxidativem Stress sind Histidin-
Triaden-Nukleotid-bindendes Protein 1 (Hint1) und High-Mobility-Group-Protein B1 (Hmbg1),
die beide in der HFD-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe runterreguliert sind. Eine Studie mit
mannlichen Mausen zeigte, dass ein Hint1-Knockout zu erhdhten Leveln von antioxidativen
Enzymen wie Glutathionperoxidase und Superoxiddismutase im Hippocampus und
prafrontalen Kortex flhrte, sowie zu verringerten Leveln des oxidativen Stressmarkers
Malondialdehyd'®. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Runterregulation von Hint1 in der
HFD-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe moglicherweise mit einer erhéhten Expression
antioxidativer Enzyme einhergehen konnte, was auf eine potenzielle Schutzwirkung gegen
oxidativen Stress hindeutet. Auch die Runterregulation von Hmgb1 in der HFD-Gruppe im
Vergleich zur SD-Gruppe kdnnte in der HFD-Gruppe niitzliche Effekte in Bezug auf oxidativen
Stress haben. Versuche mit mannlichen Ratten zeigten, dass eine Inhibition von Hmgb1 nach
chronischer zerebraler Hypoperfusion ebenfalls zu erhdhten Aktivitdten von antioxidativen
Enzymen wie Superoxiddismutase und Katalase sowie einer verminderten Produktion von
Malondialdehyd im Hippocampus fiihrte'®’. Interessanterweise zeigten Studien mit mannlichen
Ratten, die mittels einer fett- und zuckerreichen Erndhrung ernahrt wurden, dass die Menge
von Hmgb1 bei diesen Tieren anstieg'®'4°, sowohl im Hippocampus als auch im Plasma®.
Dieser scheinbare Widerspruch zu unseren Ergebnissen konnte durch Unterschiede in den
verwendeten Tiermodellen (weibliche Mause vs. mannliche Ratten) erklart werden. Zudem
koénnte die Hochregulation von Hmgb1 spezifisch bei den direkt mit HFD ernahrten Tieren
auftreten, wahrend Foten moglicherweise nicht betroffen sind. Unterschiede in der
Zusammensetzung der Diat oder deren Dauer konnten ebenfalls zu den unterschiedlichen
Befunden beigetragen haben. Sobesky et al. zeigten jedoch, dass bereits eine Dauer von 3
Tagen ausreicht, um eine Hochregulation von Hmgb1 zu erzielen¥. Insgesamt sind weitere
Untersuchungen erforderlich, um die genauen Mechanismen und Bedingungen zu klaren,
unter denen Hmgb1 reguliert wird und wie dies mit oxidativem Stress und den damit

verbundenen Zellfunktionen zusammenhangt.

Die Ergebnisse zeigen, dass in der HFD-Gruppe mehrere Proteine der mitochondrialen
Atmungskette im Vergleich zur SD-Gruppe runterreguliert sind, was auf eine mitochondriale
Dysfunktion im Hippocampus hindeutet. Diese Dysfunktion kdnnte zu erhéhtem oxidativem
Stress fuhren. Auch weitere Proteine weisen auf einen reduzierten antioxidativen Schutz in
der HFD-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe hin, wahrend gleichzeitig auch Proteine mit
potenziell schiitzenden Effekten gegen oxidativen Stress signifikant und relevant verandert

wurden. Diese Befunde zeigen, dass maternale Adipositas wahrend der Schwangerschaft
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komplexe Auswirkungen auf die mitochondriale Funktion und den oxidativen Stress im

Hippocampus der weiblichen Nachkommen hat.

5.2.2 Effekte von maternaler Metformintherapie wahrend der Schwangerschaft
auf das hippocampale Proteom weiblicher Nachkommen bei adiposen
Muttertieren

Um die Auswirkungen der mutterlichen Metforminbehandlung wahrend der Schwangerschaft

auf das hippocampale Proteom weiblicher Nachkommen adipdser Muttertiere zu bewerten,

werden im Folgenden die Proteine diskutiert, die in den Vergleichen HFD vs. SD und HFD+MF
vs. HFD uberschneidend sowohl signifikant (g-Wert < 0,05) als auch relevant (Fold Change =

1,5) verandert waren. Zusatzlich werden auch die Proteine betrachtet, die nur im Vergleich

HFD+MF vs. HFD signifikant und relevant verandert waren. Auch hier liegt der Schwerpunkt

auf Proteinen, die in Zusammenhang mit neuronaler Plastizitat, Gedachtnisleistung,

mitochondrialer Funktion und oxidativem Stress stehen.

5.2.2.1 Neuronale Plastizitat und Gedachtnis

Wahrend das Protein PRKCA-bindendes Protein (Pick1) in der HFD-Gruppe im Vergleich zur
SD-Gruppe hochreguliert war, zeigte es in der HFD+MF-Gruppe eine 2,24-fache
Runterregulation im Vergleich zur HFD-Gruppe. Eine Studie mit jungen (2 — 3 Wochen alt) und
erwachsenen Mausen (2 — 3 Monate alt) ergab, dass ein Pick1-Knockout bei den jungen
Mausen zu keiner signifikanten Beeintrachtigung der synaptischen Plastizitat im Hippocampus
fuhrte, wahrend bei erwachsenen Mausen sowohl die Langzeitpotenzierung als auch die
Langzeitdepression beeintrachtigt wurden''. Ob die Hoch- und Runterregulation von Pick1
die synaptische Plastizitat bei den Féten beeinflusst, ist daher nicht eindeutig, da die Studie
Hinweise darauf gibt, dass der Einfluss von Pick1 auf die synaptische Plastizitat
altersabhangig ist und nicht alle Altersstufen gleichermalen betrifft. Zudem ist zu beachten,
dass durch die Runterregulation in der HFD+MF-Gruppe im Vergleich zur HFD-Gruppe das
Pick1-Level in dieser Gruppe dem der SD-Gruppe ahnelt. Pick1 war in der HFD-Gruppe im
Vergleich zur SD-Gruppe 2,20-fach hochreguliert und in der HFD+MF im Vergleich zur HFD-
Gruppe 2,24-fach runterreguliert. Dies deutet darauf hin, dass Metformin das Pick1-Level eher
auf das Niveau der SD-Gruppe zuriickfiihrt, anstatt es stark weiter zu senken. Ahnliches gilt
fur das Protein Podoplanin (Pdpn). Pdpn war in der HFD-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe
hochreguliert und in der HFD+MF-Gruppe im Vergleich zur HFD-Gruppe runterreguliert.
Cicvaric et al. zeigten in einem Experiment mit mannlichen Mausen, dass ein Pdpn-Knockout
das raumliche Lernen und Gedachtnis beeintrachtigte und zu einer selektiven
Beeintrachtigung der langfristigen synaptischen Plastizitat im Gyrus dentatus fiihrte'2. Die

Runterregulation von Pdpn in der HFD+MF-Gruppe im Vergleich zur HFD-Gruppe kodnnte
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daher potenziell kognitive Funktionen beeintrachtigen, insbesondere im Bereich des
raumlichen Lernens, des raumlichen Gedachtnisses und der synaptischen Plastizitat im Gyrus
dentatus. Jedoch ist zu beachten, dass Pdpn in der HFD-Gruppe 2,57-fach im Vergleich zur
SD-Gruppe hochreguliert war und Pdpn in der HFD+MF-Gruppe im Vergleich zur HFD-Gruppe
2,64-fach runterreguliert wurde. Das deutet darauf hin, dass Metformin das Pdpn-Level an das
Niveau der SD-Gruppe heranfuhrt. Somit ist fraglich, ob die Runterregulation in der HFD+MF-
Gruppe im Vergleich zur HFD-Gruppe tatsadchlich negative Auswirkungen fir kognitive
Funktion und die synaptische Plastizitat hat. Ein weiteres Protein, Chromogranin-A (Chga),
war in der HFD-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe hochreguliert und wurde in der HFD+MF-
Gruppe im Vergleich zur HFD-Gruppe runterreguliert. Ciesielski-Treska et al. stellten fest, dass
Chga in Gegenwart von Mikrogliazellen zu neuronaler Schadigung und Degeneration
beitragt’*. Zudem wurde gezeigt, dass ein Chga-Knockout bei adipésen Mausen mit einer
verbesserten Insulinsensitivitat einhergeht’**. Eine Runterregulation von Chga durch
Metformin kénnte daher potenziell nicht nur zu einer Verringerung der Neurodegeneration und
somit zum Schutz des Gedachtnisses und neuronaler Strukturen fuhren, sondern auch zu
einer erhohten Insulinsensitivitat beitragen. Das Protein Sphingosinkinase 2 (Sphk2) war in
der HFD-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe runterreguliert und wurde durch die maternale
Metforminintervention in der HFD+MF-Gruppe hochreguliert, was moglicherweise
Auswirkungen auf das raumliche Gedachtnis haben kdnnte. Wahrend Hait et al. zeigten, dass
mannliche Méause mit Sphk2-Knockout Defizite im rdumlichen Gedachtnis aufwiesen'®,
konnte dies in der Studie von Lei et al. nicht bestatigt werden'#6. Da die Studienlage derzeit
widerspruchlich ist, sind weitere Studien notwendig, um zu beurteilen, ob eine Hochregulation
von Sphk2 durch Metformin Einflisse auf das raumliche Gedachtnis haben kdnnte.

Die Proteine Nuklearrezeptor-Co-Repressor 1 (Ncor1) und Nuklearrezeptor-Co-Repressor 1
(Ncor2), die in der HFD-Gruppe deutlich im Vergleich zur SD-Gruppe runterreguliert waren
(9,16-fach bzw. 3,96-fach), wurden durch Metformin in der HFD+MF-Gruppe im Vergleich zur
HFD-Gruppe signifikant hochreguliert (20,87-fach bzw. 3,28-fach). In ihrer Studie konnten
Zhou et al. erstmals eine bisher unbekannte monosynaptische Projektion zwischen
GABAergen Neuronen im lateralen Hypothalamus und GABAergen Neuronen in der CA3-
Region des Hippocampus nachweisen'’. Sie fanden heraus, dass die Depletion von Ncor1
und Ncor2 in mannlichen Mausen zu Gedachtnisdefiziten fihrte und eine Runterregulation von
Gabra2 in den GABAergen Neuronen des lateralen Hypothalamus verursachte. Diese
Runterregulation von Gabra2 wiederum verursachte eine Hypererregbarkeit dieser Neuronen
und beeintrachtigte die Langzeitpotenzierung im Hippocampus™’. Wahrend die
Runterregulation von Ncor1 und Ncor2 in der HFD-Gruppe im Vergleich zur SD- und HFD+MF-
Gruppe folglich negative Einflisse auf das Gedachtnis und die Langzeitpotenzierung im

Hippocampus haben kdnnte, kdnnte Metformin dazu beitragen, diese negativen Auswirkungen
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zu mildern oder umzukehren, indem es die Hochregulation von Ncor1 und Ncor2 induziert.
Interessant ist zudem, dass in der HFD-Gruppe Gabra2 im Bereich des Hippocampus trotz
reduzierter Level von Ncor1 und Ncor2 im Vergleich zur SD-Gruppe hochreguliert war (s.
Kapitel 5.2.1.1), wahrend Zhou et al. beschreiben, dass eine Depletion von Ncor1 und Ncor2
zu einem Abfall an Gabra2 im lateralen Hypothalamus fiihrt'#’. Dies kénnte darauf hindeuten,
dass Gabra2 in unterschiedlichen Hirnregionen verschieden reguliert wird.

Auch das Protein Phosphoserinphosphatase (Psph) war in der HFD-Gruppe im Vergleich zur
SD-Gruppe runterreguliert und wurde durch die maternale Metforminintervention in der
HFD+MF-Gruppe im Vergleich zur HFD-Gruppe hochreguliert. Eine Studie mit mannlichen
Mausen, die an Diabetes mellitus Typ 2 litten, zeigte, dass eine Hochregulation von Psph in
hippocampalen Astrozyten kognitive Defizite, die durch Diabetes mellitus Typ 2 verursacht
wurden, verbessern konnte'#, Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Hochregulation
von Psph durch Metformin méglicherweise positive Effekte auf das Gedachtnis haben kdnnte.
Das Protein Kleines Ubiquitin-dhnliches Modifikator-Protein 2 (Sumo2) war in der HFD-Gruppe
im Vergleich zur SD-Gruppe runterreguliert und durch Metformin in der HFD+MF-Gruppe im
Vergleich zur HFD-Gruppe hochreguliert. In Versuchen mit mannlichen und weiblichen
Mausen zeigte sich, dass eine Deletion von Sumo2 zu einer signifikant reduzierten
Langzeitpotenzierung im Hippocampus flhrte und schwerwiegende Beeintrachtigungen im
episodischen und raumlichen Gedéchtnis verursachte'*®. Eine mdgliche Beeintrachtigung des
Gedachtnisses und der synaptischen Plastizitat durch die Runterregulation von Sumo2 in der
HFD-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe kdnnte somit moéglicherweise durch Metformin
gemildert werden. Zwei weitere Proteine, die in der HFD-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe
runterreguliert und durch Metformin in der HFD+MF-Gruppe im Vergleich zur HFD-Gruppe
hochreguliert wurden, sind die Proteine Proteinkinase C Delta-Typ (Prkcd) und
Calcium/Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il Delta-Untereinheit (Camk2d). Prkcd ist ein
Isoenzym der Proteinkinase C, die unter anderem mit synaptischer Plastizitat in Verbindung
gebracht wird'®'%", Colgan et al. zeigten, dass auch das Isoenzym Prkcd eine Rolle bei der
synaptischen Plastizitat in der CA1-Region des Hippocampus spielt. Es wird lokal bei der
Plastizitat einzelner dendritischer Dornfortsatze aktiviert, was strukturelle und funktionelle
Veranderungen in diesen Dornfortsatzen ermdglicht'®2. Eine langanhaltende Aktivierung von
Prkcd flhrte zur Regulation von CREB im Zellkern, was die langfristige Stabilisierung der
Plastizitat unterstitzte'?. In Versuchen mit mannlichen Mausen konnte gezeigt werden, dass
das Protein Camk2d im Hippocampus spezifisch fir langanhaltende Gedachtnisformen
erforderlich ist'®. Diese Erkenntnisse legen nahe, dass die Hochregulation der Proteine Prkcd
und Camk2d durch Metformin mdglicherweise positive Effekte auf die synaptische Plastizitat

und Gedachtnisbildung haben kdnnte. Im Gegensatz dazu kénnte die Runterregulation dieser

90



Proteine in der HFD-Gruppe im Vergleich zur SD- und HFD+MF-Gruppe zu einer verminderten
synaptischen Plastizitat und Gedachtnisdefiziten in der HFD-Gruppe fihren.

In Experimenten mit mannlichen und weiblichen Mausen wurde gezeigt, dass eine
Heterozygotie des Proteins Spaltungs- und Polyadenylierungsspezifitatsfaktor Untereinheit 5
(Nudt21) mit Lern- und Gedachtnisdefiziten in mehreren Bereichen, einschliellich des
raumlichen Lernens, vergesellschaftet ist'®*. In der HFD-Gruppe wurde eine Runterregulation
von Nudt21 im Vergleich zur SD-Gruppe festgestellt, die durch Metformin in der HFD+MF-
Gruppe weiter verstarkt wurde. Da die Studie darauf hindeutet, dass eine Reduktion von
Nudt21 die Lern- und Gedachtnisleistung beeintrachtigen koénnte, kénnte Metformin diesen
Effekt moglicherweise weiter verstarken, indem es die Reduktion von Nudt21 weiter fordert.
Die Proteine SH3 und multiple Ankyrin-Wiederholungsdomanen 3 (Shank3) und
Hirnspezifischer Angiogenese-Inhibitor 1 (Bai1) sind in der HFD+MF-Gruppe im Vergleich zur
HFD-Gruppe runterreguliert. Beide Proteine spielen eine Rolle beim Gedachtnis und bei der
synaptischen Plastizitat. In Mausen konnte gezeigt werden, dass die Deletion von Shank3 zu
einer reduzierten Langzeitpotenzierung in der CA1-Region des Hippocampus fihrte und
Defizite im hippocampusabhangigen rdumlichen Lernen und raumlichen Gedachtnis
verursachte'®1%, Ein Bai-Knockout fiihrte bei Mausen ebenfalls zu Defiziten im raumlichen
Lernen und im rdumlichen Gedachtnis, begleitet von verstarkter Langzeitpotenzierung und
beeintrachtigter Langzeitdepression'’. Die Runterregulation der Proteine Shank3 und Bai1
durch Metformin koénnte folglich Auswirkungen auf die synaptische Plastizitdt und das
Gedachtnis haben, die zu einer gestdrten synaptischen Funktion und kognitiven Defiziten
fuhren kdnnten.

Die Proteine Leucin-reiches Repeat-Protein 7 (Lrrc7), Adenosinkinase (Adk), Dystrophin
(Dmd), Forkhead-Box-Protein G1 (Foxg1), RAC-gamma Serin/Threonin-Proteinkinase (Akt3)
und Calcium-Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il (Camkk2) wurden durch Metformin in der
HFD+MF-Gruppe im Vergleich zur HFD-Gruppe hochreguliert. Alle diese Proteine spielen eine
wichtige Rolle beim Gedachtnis und bzw. oder der neuronalen Plastizitat. Ein Mausmodell mit
einer Nullmutation im Lrrc7-Gen zeigte signifikante Defizite im hippocampusabhangigen und
hippocampusunabhéangigen Kurzzeitgedachtnis sowie Beeintrachtigungen der
Langzeitdepression im Hippocampus'®. Sandau et al. konnten zeigen, dass eine Adk-
Defizienz bei mannlichen Mausen zu Defiziten im hippocampusabhangigen Lernen und
Gedachtnis fihrte'®. Ein Mangel an Dmd flhrte ebenfalls zu Gedachtnisdefiziten und
beeintrachtigte das Langzeitgedachtnis sowohl bei der Objektwiedererkennung als auch beim
raumlichen  Gedachtnis in  Versuchen mit mannlichen Méausen'™.  Diese
Gedachtnisauffalligkeiten bei Dmd-Mangel waren begleitet von einer abnormalen
Langzeitpotenzierung in der CA1-Region des Hippocampus'®. Yu et al. konnten zeigen, dass

eine konditionale Deletion von Foxg1 in mannlichen Mausen zu Beeintrachtigungen des
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raumlichen Lernens und Gedachtnisses flhrte'®'. Zudem stellten sie fest, dass diese
konditionale Deletion von Foxg1 eine Reduktion der hippocampalen Langzeitpotenzierung zur
Folge hatte und mit einer Verringerung der dendritischen Verzweigungen sowie Dornendichte
der hippocampalen Pyramidenzellen einherging'®'. Auch das Protein Akt3 spielt eine Rolle bei
der Neuroplastizitat und dem raumlichen Gedachtnis'®?. Ein Akt3-Knockout fiihrte bei
mannlichen Mausen zur Beeintrachtigung des langfristigen raumlichen Gedachtnisses und der
hippocampalen Langzeitpotenzierung'®>'%. Wahrend eine Nullmutation von Camkk2 bei
mannlichen Mausen zu einer beeintrachtigten hippocampalen Langzeitpotenzierung und
einem beeintrachtigten Langzeitgedachtnis flihrte sowie die Bildung des raumlichen
Gedachtnisses beeintrachtigte’®*1%% konnte dieser Effekt bei weiblichen Mausen nicht
bestatigt werden'®®. Inwieweit die Hochregulation von Camkk2 in der HFD+MF-Gruppe im
Vergleich zur HFD-Gruppe einen Einfluss auf die neuronale Plastizitat und das Gedachtnis der
weiblichen Féten hat, ist somit unklar. Insgesamt sind jedoch alle genannten Proteine (Lrrc7,
Adk, Dmd, Foxg1, Akt3, Camkk2) wichtig fur die Neuroplastizitat und bzw. oder das
Gedachtnis. Die festgestellte Hochregulation dieser Proteine durch Metformin in der HFD+MF-
Gruppe im Vergleich zur HFD-Gruppe kénnte somit fir die Neuroplastizitat férderlich sein und

die Gedachtnisfunktion der weiblichen Nachkommen der HFD+MF-Gruppe verbessern.

Zusammenfassend weisen diese Erkenntnisse darauf hin, dass eine Metforminintervention
wahrend der Schwangerschaft bei adipdésen Muttertieren signifikante und relevante
Veranderungen in einer Vielzahl von Proteinen im Hippocampus der weiblichen Nachkommen
bewirkt, die mit Neuroplastizitdt und Gedachtnis in Zusammenhang stehen. Wahrend einige
dieser Proteine potenziell positive Auswirkungen auf die Neuroplastizitdt und das Gedachtnis
haben kénnten, besteht auch die Mdglichkeit, dass die Regulation bestimmter Proteine durch
Metformin negative Folgen fir die Neuroplastizitat und das Gedachtnis des Nachwuchses hat.
Eine Metformingabe in der Schwangerschaft scheint in der Lage zu sein, mdgliche negative
Auswirkungen einer maternalen Adipositas auf den Hippocampus der weiblichen

Nachkommen in Bezug auf Neuroplastizitat und Gedachtnis teilweise auszugleichen.

5.2.2.2 Mitochondriale Funktion und oxidativer Stress

Es ist bemerkenswert, dass die beiden Proteine Untereinheit 7 des Cytochrom b-c1-
Komplexes (Uqcrb) und Untereinheit 2 des Cytochrom-b-c1-Komplexes, mitochondrial
(Uqgcre2), die Teil des Komplexes Il der Atmungskette sind, in der HFD-Gruppe im Vergleich
zur SD-Gruppe runterreguliert wurden und durch die Metforminintervention in der HFD+MF-
Gruppe im Vergleich zur HFD-Gruppe noch weiter runterreguliert wurden. Dies kdnnte auf eine
mogliche mitochondriale Dysfunktion in der HFD-Gruppe hindeuten, die wider Erwarten durch

Metformin verstarkt werden kdnnte. Das Protein Acyl-Carrier-Protein, mitochondrial (Ndufab1),
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welches Teil des Komplexes | der Atmungskette ist, ist hingegen in der HFD+MF im Vergleich
zu der HFD-Gruppe hochreguliert. In einer Studie von Zhang et al. wurde festgestellt, dass
eine Hochregulation von Ndufab1 in den Skelettmuskeln von Mausen den mitochondrialen
Stoffwechsel verbessert und dadurch vor Adipositas und Insulinresistenz schitzt, wenn die
Tiere einer Hochfettdiat ausgesetzt sind'. Dies deutet darauf hin, dass die Hochregulation
von Ndufab1 in der HFD+MF-Gruppe im Vergleich zur HFD-Gruppe die mitochondriale
Funktion verbessern und mdglicherweise weitere positive Effekte auf den Stoffwechsel haben
kénnte, wie eine Steigerung der Insulinsensitivitat. Das im Kapitel 5.2.2.1 bereits im
Zusammenhang mit der synaptischen Plastizitat diskutierte Protein Pick1 scheint ebenfalls
eine Rolle im Zusammenhang mit oxidativem Stress zu spielen. In Pick1-Knockout-Mausen
wurde festgestellt, dass Neuronen aus dem Hippocampus anfalliger flr Oxidantien sind und
eine verminderte Fahigkeit haben, reaktive Sauerstoffspezies zu metabolisieren®’. Dies fiihrte
zu erhohtem oxidativen Stress in diesen Zellen'®. Diese Erkenntnisse lassen darauf
schlielRen, dass Pick1 eine Schutzfunktion gegen oxidativen Stress besitzt. Die beobachtete
Hochregulation von Pick1 in der HFD-Gruppe im Vergleich zur SD- und HFD+MF-Gruppe
konnte als reaktive Antwort auf erhdhten oxidativen Stress interpretiert werden, wahrend die
Runterregulation in der SD- und HFD+MF-Gruppe auf eine reduzierte Belastung durch
oxidativen Stress hinweisen kdnnte. Ein weiteres Protein, das in der HFD+MF-Gruppe im
Vergleich zur HFD-Gruppe hochreguliert war, ist SLC-Transporter Familie 25 Mitglied 46
(Slc25a46). In Knockout-Mausen zeigte das Fehlen von Sic25a46 im Hirngewebe eine
Abnahme der Katalase-Aktivitat und eine Zunahme der Malondialdehyd-Level, was auf
erhohten oxidativen Stress hinweist'®®. Daher konnte eine Hochregulation von Slc25a46 durch
Metformin mdglicherweise eine schitzende Funktion gegen oxidativen Stress ausuben. Im
Vergleich zur HFD-Gruppe war das antioxidative Protein Glutathion-S-Transferase A4 (Gsta4)
in der Gruppe HFD+MF hochreguliert. Docrat et al. konnten bereits nachweisen, dass
Metformin zu erhéhten Leveln von Gsta4 in Mausehirnen fuhrt und schlussfolgerten daraus,
dass Metformin durch die Hochregulation von Gsta4 mdglicherweise einen protektiven Effekt
hat, indem es die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies reduziert und den antioxidativen
Status stabilisiert'®®. Die Runterregulation des Proteins Jumonji-Domanen enthaltendes
Protein 1C (Jmjd1c) in der HFD+MF-Gruppe im Vergleich zur HFD-Gruppe kdnnte ebenfalls
potenziell vor oxidativem Stress schiutzen. In vitro-Experimente zeigten, dass eine
Runterregulation von Jmjd1c mit einer erhéhten Expression antioxidativer Enzyme und einer
Reduktion reaktiver Sauerstoffspezies einherging'’®.

Es ist bemerkenswert, dass die Glutathionperoxidase 1 (Gpx1) in der HFD+MF-Gruppe im
Vergleich zur HFD-Gruppe runterreguliert ist. Glutathionperoxidasen sind antioxidative
Enzyme, die durch den Abbau reaktiver Sauerstoffspezies vor oxidativem Stress schiitzen'".

Eine Runterregulation von Gpx1 durch Metformin konnte darauf hindeuten, dass die
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hippocampalen Zellen aufgrund der Runterregulation von Gpx1 weniger vor oxidativem Stress
geschitzt sind. Eine Hochregulation von Gpx1 in der HFD-Gruppe im Vergleich zur SD-
Gruppe konnte nicht nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass eine reaktive
Hochregulation von Gpx1 in der HFD-Gruppe als Antwort auf oxidativen Stress eher
unwahrscheinlich ist. Um die Ursachen und Auswirkungen der Runterregulation von Gpx1 in

der HFD+MF-Gruppe beurteilen zu kénnen, ist weitere Forschung erforderlich.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass Metformin einer mitochondrialen
Dysfunktion entgegenwirken koénnte, die méglicherweise durch eine maternale Adipositas
wahrend der Schwangerschaft ausgeldst wird. Allerdings wurden auch Proteine identifiziert,
deren Veranderungen auf eine mogliche Verstarkung der mitochondrialen Dysfunktion durch
Metformin hindeuten. Es gibt Hinweise darauf, dass Metformin in der HFD+MF-Gruppe im
Vergleich zur HFD-Gruppe zu einer Verringerung des oxidativen Stresses flhren konnte.
Gleichzeitig deuten jedoch einige durch Metformin hervorgerufene Veranderungen im Proteom
der HFD+MF-Gruppe auf erhéhten oxidativen Stress hin. Daher sind weitere Untersuchungen
erforderlich, um die genauen Auswirkungen einer maternalen Metforminintervention bei
adipdsen Muttertieren auf die mitochondriale Funktion und oxidativen Stress im Hippocampus

weiblicher Nachkommen zu klaren.

5.2.3 Effekte von maternaler Metformintherapie wahrend der Schwangerschaft
auf das hippocampale Proteom weiblicher Nachkommen unabhangig vom
Korpergewicht der Muttertiere

In diesem Abschnitt werden Proteine diskutiert, die in den Gruppen SD+MF und HFD+MF

sowohl signifikant (g-Wert < 0,05) als auch relevant (Fold change = 1,5) im Vergleich zu den

jeweiligen Kontrollgruppen SD bzw. HFD verandert waren. Berlcksichtigt wurden dabei nur

Proteine, die in beiden Gruppen, SD+MF und HFD+MF, in dieselbe Richtung reguliert waren.

Diese gleichgerichtete Regulation legt nahe, dass sie durch Metformin bedingt ist, da sie

unabhangig von der Diat und dem Korpergewicht der Muttertiere auftrat. In der Literatur finden

sich vor allem interessante Bezuge zu oxidativem Stress, wahrend nur begrenzt Hinweise auf
eine Beteiligung dieser Proteine an hippocampaler Neuroplastizitat, Gedachtnisleistung oder
mitochondrialer Funktion vorliegen.

Eine in der Literatur beschriebene Assoziation mit Metformin wurde ebenfalls Uberprift und

konnte fir die Proteine Becn1 und Deoxycytidinkinase (Dck) bestatigt werden. Sowohl in der

HFD+MF-Gruppe als auch in der SD+MF-Gruppe wurde das Protein Becn1, welches eine

Rolle in der Regulation der Autophagie spielt und die Autophagie fordert, runterreguliert’”2173,

Eine Reduktion von Becn1 in weiblichen transgenen Mausen, die das menschliche Amyloid-

Precursor-Protein exprimierten, flihrte zu einer verstarkten Neurodegeneration im Bereich des
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Hippocampus'’4. Gleichzeitig ist, wie bereits in Kapitel 5.2.1.1 erwahnt, eine Hochregulation
von Becn1 mit einer beeintrachtigten Gedachtnisleistung durch gesteigerte Autophagie
assoziiert worden'?. In Studien mit Kardiomyozyten von Mausen, Magenkarzinom-Zelllinien
und Melanom-Zelllinien konnte gezeigt werden, dass Metformin zu gesteigerten Leveln von
Becn1 fuhrte''77. Dies deutet darauf hin, dass der Einfluss von Metformin auf Becn1
gewebespezifisch sein kénnte und Metformin nicht grundsatzlich zu einer Runterregulation
von Becn1 fluhrt. Insgesamt scheint die Bewertung mdglicher Auswirkungen einer
Runterregulation von Becn1 in den beiden Gruppen HFD+MF und SD+MF also komplex zu
sein. Wahrend eine Reduktion von Becn1 zum einen neurodegenerative Prozesse verstarken
konnte, kdnnte die Runterregulation moglicherweise auch protektiv wirken, indem ibermalige
Autophagie verhindert wird. Das Protein Dck ist in beiden Gruppen hochreguliert. Studien mit
menschlichen Pankreaskarzinom-Zelllinien haben gezeigt, dass eine Inaktivierung von Dck zu
einer verminderten Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und zu einer erhéhten Transkription
antioxidativer Gene fuhrte'’817°, Auf Grundlage dieser Studien kénnte eine Hochregulation von
Dck zu erhdhtem oxidativen Stress fuhren, wobei unklar bleibt, ob die Ergebnisse aus
Untersuchungen mit Pankreaskarzinom-Zelllinien auf den Hippocampus Ubertragbar sind. In
Osophagus-Plattenepithelkarzinom-Zelllinien konnte gezeigt werden, dass Metformin zu
erhohten Leveln von Dck fliihrte'®, passend zu unserem Ergebnis.

Das Protein Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor-Kerntranslokator 2 (Arnt2) ist in beiden Gruppen
hochreguliert. Rahim et al. zeigten, dass die Menge von Arnt2 in kortikalen Neuronen durch
oxidativen Stress reguliert wird'®'. Dazu wurde oxidativer Stress durch Wasserstoffperoxid
imitiert'8'. Bei niedrigen Dosen von Wasserstoffperoxid stieg die Arnt2-Proteinmenge schnell
an, kehrte aber innerhalb von 3 - 4 Stunden wieder auf das Ausgangsniveau zurlick'®'. Bei
hoheren Dosen von Wasserstoffperoxid nahm die Arnt2-Menge jedoch unter das
Ausgangsniveau ab'®'. Zudem konnte in einer weiteren in-vitro Studie gezeigt werden, dass
die Arnt2-Menge bei oxidativem Stress deutlich supprimiert wird und diese Suppression mit
einer Apoptose assoziiert ist'®. Diese Erkenntnisse deuten auf einen komplexen
Zusammenhang zwischen Arnt2 und oxidativen Stress hin. Eine maoglicherweise durch
Metformin verursachte Hochregulation in den Gruppen HFD+MF und SD+MF kdnnte dabei die
Zellen vor Apoptose schiitzen. Weitere Forschung ist jedoch erforderlich, um den genauen
Mechanismus und die Auswirkungen dieser Hochregulation zu verstehen. Auch das Protein
SLAIN Motiv-enthaltendes Protein 1 (Slain1) war in den Gruppen HFD+MF und SD+MF
hochreguliert. In einer Studie mit primaren Hippocampusneuronenkulturen von Ratten wurde
gezeigt, dass Slain1 an der Regulation des Mikrotubulus- und Axonwachstums beteiligt ist'.
Da das Mikrotubuluswachstum entscheidend fiir die Struktur und Funktion von Neuronen ist'®,
kénnte die Hochregulation in den beiden Metformin-Gruppen Auswirkungen auf die

Neuroplastizitdit haben. Um die genauen Folgen einer solchen Hochregulation besser

95



einschatzen zu koénnen, ist jedoch weitere Forschung erforderlich. Auch die Proteine G-
Protein-gekoppelte Rezeptor-Kinase 6 (Grk6) und Nucleoredoxin (Nxn) waren in den beiden
Gruppen hochreguliert. In Mausversuchen konnte gezeigt werden, dass ein Grk6-Knockout zu
erhdhten Leveln reaktiver Sauerstoffspezies flhrte, was auf erhohten oxidativen Stress
hinweist'8. Eine Hochregulation von Grk6 in den beiden Gruppen konnte daher potenziell zu
einer Verringerung der reaktiven Sauerstoffspezies fihren und somit den oxidativen Stress
reduzieren. Nxn gehort zur Familie der Thioredoxine'® und fungiert als Regulator der
zellularen Redox-Homoostase'. So konnte in einer Studie mit pflanzlichen Zellen gezeigt
werden, dass Nxn antioxidative Enzyme wie Katalase vor durch reaktive Sauerstoffspezies
ausgeldster Oxidation schitzt, wodurch die antioxidative Kapazitat von Katalase gesteigert
und die Zellen vor oxidativem Stress geschiitzt wurden'®. Es ist daher mdglich, dass die
Hochregulation von Nxn in den beiden Gruppen HFD+MF und SD+HF die hippocampalen

Zellen vor oxidativem Stress schutzt.

Die vorliegenden Ergebnisse legen nahe, dass Metformin in der Lage sein kdnnte, den
oxidativen Stress in den Gruppen HFD+MF und SD+MF zu reduzieren, was den bestehenden
Erkenntnissen in der Literatur zur Eigenschaft von Metformin, oxidativen Stress zu mindern,
entspricht (s. Kapitel 2.3.2). Dartber hinaus deuten die Ergebnisse darauf hin, dass Metformin
potenzielle Auswirkungen auf neurodegenerative Prozesse, die Autophagie und die

Neuroplastizitat haben konnte.

5.3 Zusammenfassung, Limitation und Ausblick

Diese Arbeit zeigt, dass maternale Adipositas sowie eine maternale Metformintherapie
wahrend der Schwangerschaft zu zahlreichen Veranderungen im hippocampalen Proteom
weiblicher Nachkommen fiihren. In der HFD-Gruppe waren im Vergleich zur SD-Gruppe und
der HFD+MF-Gruppe signifikante und relevante Veranderungen bei Proteinen beobachtet, die
potenziell negative Auswirkungen auf die Gedachtnisleistung und Neuroplastizitat in der HFD-
Gruppe haben kdnnten. Gleichzeitig wurden auch Proteine in der HFD-Gruppe identifiziert, die
potenziell positive Effekte auf diese Funktionen haben kdnnten. Eine Metforminintervention
wahrend der Schwangerschaft bei Muttertieren, die mit HFD ernahrt wurden, scheint das
Potenzial zu haben, den negativen Effekten einer nahrungsinduzierten maternalen Adipositas
auf die Gedachtnisleistung und Neuroplastizitdt der weiblichen Nachkommen teilweise
entgegenzuwirken. Jedoch ist zu beachten, dass in der HFD+MF-Gruppe auch Proteine
verandert waren, die potenziell negative Auswirkungen auf die Neuroplastizitdt und das

Gedachtnis haben konnten.
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Auch in Bezug auf die mitochondriale Funktion und den oxidativen Stress zeigen sich ahnliche
Erkenntnisse. Wahrend in der HFD-Gruppe Hinweise auf mitochondriale Dysfunktion und
erhdhten oxidativen Stress gefunden wurden, konnten auch Hinweise darauf gefunden
werden, dass in dieser Gruppe, moglicherweise reaktiv, Proteine verandert waren, die vor
oxidativem Stress schitzen. Metformin scheint teilweise, unabhangig von der Diat, vor
oxidativem Stress zu schitzen. Dennoch zeigen sich in der HFD+MF-Gruppe auch
Veranderungen bei Proteinen, die potenziell auf erhdhten oxidativen Stress im Vergleich zur
HFD-Gruppe hindeuten. Die mitochondriale Funktion scheint in der HFD+MF-Gruppe im
Vergleich zur HFD-Gruppe teilweise verbessert zu sein. Es ist jedoch anzumerken, dass auch
in der HFD+MF-Gruppe Proteine verandert waren, die auf eine mitochondriale Dysfunktion
hinweisen und darauf hindeuten kdnnten, dass die mitochondriale Dysfunktion durch
Metformin sogar verstarkt werden konnte.

Insgesamt sollten die Ergebnisse dieser Arbeit vor dem Hintergrund einiger Limitationen
betrachtet werden. Die Experimente wurden an einem Mausmodell durchgefuhrt, weshalb die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen eingeschrankt ist. Zudem wurden in dieser
Arbeit ausschlie3lich die Hippocampi weiblicher Féten analysiert. In der zitierten Literatur
hingegen wurden haufig Experimente mit mannlichen Tieren durchgefuhrt, was zu einer
eingeschrankten  Ubertragbarkeit der Ergebnisse flhren koénnte, da mogliche
geschlechtsspezifische Unterschiede nicht berlcksichtigt wurden. Des Weiteren wurden nicht
alle im proteomischen Screening detektierten Proteine weiter diskutiert; es wurden nur
bestimmte Proteine herausgefiltert, die weiter diskutiert wurden. Diese selektive Analyse
kénnte dazu fihren, dass potenziell relevante Proteine Ubersehen wurden, was die
Vollstandigkeit der Ergebnisse einschrankt. Zusatzlich wurde in der zitierten Literatur haufig
mit Knockout-Modellen gearbeitet, wahrend in dieser Arbeit die Hoch- bzw. Runterregulation
von Proteinen untersucht wurde. Ein Knockout eines Proteins ist nicht direkt mit einer Hoch-
bzw. Runterregulation eines Proteins vergleichbar, sodass die Ergebnisse dieser Arbeit nicht
direkt mit den Erkenntnissen aus Knockout-Studien vergleichbar sind. Schlielich bleibt unklar,
welche Langzeitfolgen die beobachteten Veranderungen haben kdnnten, da die Untersuchung
das hippocampale Proteom weiblicher Féten am G18,5 darstellt. Langfristige Auswirkungen
auf die Entwicklung und Funktion des Hippocampus kénnen daher anhand dieser Ergebnisse
nicht beurteilt werden.

FUr zukUnftige Arbeiten ware es spannend, als Erganzung zu den bisherigen Proteomic-
Ergebnissen weitere Experimente durchzufihren, um die Auswirkungen von maternaler
Adipositas und maternaler Metformintherapie wahrend der Schwangerschaft auf die
Neuroplastizitdt, die Gedachtnisleistung, den oxidativen Stress und die Funktion der
Mitochondrien im Hippocampus der Nachkommen zu erforschen. Eine sinnvolle Erganzung

kénnte darin bestehen, auch mannliche Tiere in die Untersuchungen einzubeziehen, um
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mdgliche Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen Tieren zu detektieren. Zur
Untersuchung der Neuroplastizitdt waren beispielsweise Immunfluoreszenzfarbungen
sinnvoll, wie sie bereits in dieser Arbeit angedacht waren. Zusatzlich kénnten
elektrophysiologische Untersuchungen eine wertvolle Erganzung darstellen, um die
synaptische Plastizitat im Hippocampus direkt zu beurteilen. Zur Erforschung der
Gedachtnisleistung koénnten Verhaltensexperimente wie das Morris-Wasserlabyrinth
durchgefiihrt werden. Biochemische Assays konnten verwendet werden, um Marker flr
oxidativen Stress zu messen und die mitochondriale Funktion zu bestimmen.
Immunfluoreszenzfarbungen kénnten ebenfalls nitzlich sein, um den oxidativen Stress zu
untersuchen, indem beispielsweise die Expression antioxidativer Enzyme wie
Superoxiddismutase oder Katalase untersucht wird. Mikroskopische Untersuchungen kénnten
zur Beurteilung der Morphologie der Mitochondrien und zur Feststellung méglicher struktureller
Veranderungen beitragen. Schlielich ware es interessant zu untersuchen, wie sich maternale
Adipositas und eine maternale Metformintherapie langfristig auf den Hippocampus der
Nachkommen auswirken. Zukiinftige Arbeiten koénnten daher davon profitieren, die
Nachkommen Uber einen langeren Zeitraum zu beobachten, um potenzielle langfristige Effekte
zu erfassen und mdgliche Unterschiede zwischen verschiedenen Altersklassen zu
untersuchen. Durch weiterflihrende experimentelle Untersuchungen kdénnte ein tieferes
Verstandnis flr die Nutzen und potenziellen Risiken der Metformintherapie bei adipdsen
schwangeren Mausen gewonnen werden, um die potenzielle klinische Relevanz einer

Metformintherapie bei adipésen Schwangeren besser bewerten zu kdnnen.
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