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1 EINLEITUNG 

In den letzten Jahren nimmt die Inzidenz für metabolische Erkrankungen wie 

Diabetes mellitus Typ 2 und Adipositas im Erwachsenenalter stets zu. Einerseits 

spielen hier die Veränderungen des Lebensstils, körperliche Aktivität und 

Ernährungsgewohnheiten eine große Rolle, andererseits weisen zahlreiche 

humane und tierexperimentelle Studien (vgl. Kap. 1.1 - 1.5) auf Ereignisse 

während der fetalen und postnatalen Entwicklung als Ursache für spätere 

metabolische Störungen hin. 

1.1 Fetale Programmierung und ihre Mechanismen 

Mehrere epidemiologische Studien haben bereits Ende der 80er und Anfang der 

90er Jahre demonstriert, dass eine durch die mütterliche Mangelernährung 

verursachte intrauterine Wachstumsretardierung (IUGR) und ein daraus 

resultierendes niedriges Geburtsgewicht mit einem erhöhten Risiko für 

metabolische und kardiovaskuläre Erkrankungen im Erwachsenenalter wie 

koronare Herzkrankheit, arterielle Hypertonie, Adipositas und Diabetes mellitus 

Typ 2, assoziiert sind (Barker und Osmond 1986). Die ungünstigen intrauterinen 

Bedingungen in der sensiblen Entwicklungsphase führen zu einer Anpassung des 

fetalen Organismus, die möglicherweise den Stoffwechsel und die Organfunktion 

dauerhaft verändern (Barker et al. 1993). 

Auch auf der zellulären Ebene kann es zu irreversiblen Veränderungen der 

hormonellen und enzymatischen Funktionen kommen sowie zur Veränderung der 

Expression und von Methylierungsmustern spezifischer Gene (Ozanne und Hales 

2002). So kann es zu einer langfristigen Beeinflussung des kindlichen Phänotyps 

kommen. Diese Veränderungen können eine Insulinresistenz, eine Störung der 

Glukosetoleranz und eine erhöhte Nahrungsaufnahme mit resultierendem 

Übergewicht im Erwachsenenalter zur Folge haben (Ravelli et al. 1998).  

Ravelli et al. betonen in ihren Forschungen, dass vor allem der Zeitpunkt während 

der fetalen Entwicklung, in welchem der schädigende Einfluss stattfindet, für die 

spätere Manifestation der metabolischen Störungen entscheidend ist: Kinder, die 

während des holländischen Hungerwinters 1944-1945 gezeugt wurden, hatten ein 

im Gegensatz zu ihren Geschwistern erhöhtes Risiko für das Auftreten von 
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Diabetes, koronarer Herzkrankheit und Schizophrenie. Allerdings wurden die 

Kinder, die dem intrauterinen Nahrungsmangel im ersten oder zweiten Trimenon 

der Schwangerschaft ausgesetzt waren, häufiger im späteren Erwachsenenalter 

übergewichtig als die Kinder, die erst im dritten Trimenon von dem 

Nahrungsmangel betroffen waren. (Ravelli et al. 1998). 

Vieles deutet auf einen Zusammenhang zwischen der nutritiven Versorgung 

während der Schwangerschaft und einer fetalen Programmierung hin. (Burdge et 

al. 2007b; Samuelsson et al. 2013). 

So ist auch ein hohes Geburtsgewicht, z. B. verursacht durch Diabetes oder 

Adipositas der Mutter, mit einem erhöhten Risiko der Nachkommen für die 

Entwicklung von Übergewicht und der Entstehung des metabolischen Syndroms 

später im Leben assoziiert (Hales und Barker 2001).  

Dabei scheint nicht nur der Zeitpunkt, sondern auch die Zeitdauer des maternalen 

diabetischen Zustandes eine wichtige Rolle für die fetalen Veränderungen zu 

spielen. In Tierversuchen mit Ratten etwa bewirkte ein mütterlicher Diabetes, der 

bereits vor der Schwangerschaft bestand und vaskuläre beziehungsweise 

nephropathische Komplikationen aufwies, eine fetale intrauterine 

Wachstumsretardierung (IUGR), die mit einer Störung der plazentaren 

Blutzirkulation assoziiert war (Van Assche et al. 1992). Zudem war die fetale 

Bauchspeicheldrüse von morphologischen und funktionalen Veränderungen 

betroffen. Das Organgewicht war reduziert, die ß-Zellen degranuliert und in ihrer 

Zellzahl erhöht. Die Überstimulation der ß-Zellen führte letztlich zu einer 

Hypoinsulinämie und Hyperglykämie bei den Nachkommen (Van Assche et al. 

1977).  

Ein Gestationsdiabetes mit einer moderaten Hyperglykämie hingegen führt bei 

Menschen durch ein Überangebot an Glukose zu einer fetalen Makrosomie, einer 

erhöhten Aktivität der fetalen ß-Zellen des Pankreas und einer Steigerung der 

Insulinproduktion. Nach dem Wegfall des hyperglykämischen Stimulus nach der 

Geburt zeigt sich eine Normalisierung der Pankreasmorphologie bei den 

Nachkommen, allerdings mit zunächst unzureichender Insulinsekretion (Aerts et 

al. 1990). Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass die intrauterine 

Exposition zu mütterlicher Hyperglykämie eine sich entwickelnde 

Glukoseverwertungsstörung im Nachwuchs auslösen kann, ohne dabei die 

Morphologie des Pankreas zu verändern. 
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Die Programmierungseffekte der fetalen Umgebung wurden in den frühen 1990er 

Jahren von Barker und Hales als „The Thrifty Phenotype“-Hypothese beschrieben. 

Barker konnte in seinen Studien einen Zusammenhang zwischen niedrigem 

Geburtsgewicht und einer erhöhten Säuglingssterblichkeitsrate sowie dem Risiko 

kardiovaskulärer Erkrankungen und Diabetes Typ 2 im späteren Leben 

beobachten (Barker und Osmond 1986).  

1.2 Die Barker Hypothese 

Die „Thrifty Phenotype Hypothesis“ besagt, dass eine Mangelversorgung, der ein 

Fetus in einer vulnerablen Phase seiner Entwicklung intrauterin ausgesetzt ist, 

anhaltende metabolische Auswirkungen für das Kind im späteren Leben hat.  

Durch die steigende Nahrungszufuhr nach der Geburt und während der Kindheit 

kommt es zu einem relativen Überangebot an Nährstoffen für den auf einen 

Mangelzustand programmierten Organismus. Stoffwechselaktive Organe wie 

Muskel, Leber, Fettgewebe und Pankreas sind dabei ebenso betroffen wie die 

hypothalamische Appetit-Kontrolle. Entsprechend finden sich bei Menschen nach 

intrauteriner Mangelversorgung Veränderungen im Stoffwechsel, im 

kardiovaskulären System und in der Appetitregulation bis hin zur Entwicklung 

eines metabolischen Syndroms und Adipositas (Pettitt et al. 1988; Hales und 

Barker 2001).  

Im Folgenden konnte in epidemiologischen Studien die Hypothese bestätigt 

werden, dass ein Zusammenhang zwischen dem Geburtsgewicht und der 

Entwicklung von chronischen Erkrankungen besteht (Vaag et al. 2012). Die 

genauen molekularen Mechanismen der fetalen Programmierung sind bisher aber 

nicht geklärt. 
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1.3 Epigenetik 

In vorausgegangenen Studien, die sich mit den Auswirkungen der intrauterinen 

Umgebung auf die postnatale Entwicklung beschäftigten, konnte gezeigt werden, 

dass epigenetische Veränderungen in den Nachkommen eine zentrale Rolle bei 

der Entstehung der metabolischen Störungen im Erwachsenenalter spielen. Durch 

die Veränderungen der DNA-Struktur wird eine den Umwelteinflüssen 

entsprechende Modifikation der Genexpression ermöglicht (Whitelaw und 

Whitelaw 2006). 

Durch Veränderungen von Genexpression und Methylierungsmuster kann es 

einerseits zu Veränderungen der fetalen Zellfunktion und -proliferation und somit 

zu morphologischen und funktionellen Veränderungen der Organe kommen, 

andererseits kann auf diese Weise die Regulation der Proteinsynthasen, Hormone 

und Enzyme beeinflusst werden (Ozanne und Hales 2002; Holemans et al. 2003). 

Van Assche et al. beobachteten in den Nachkommen von hyperglykämischen 

Müttern eine Hypertrophie der langerhanschen Inselzellen des Pankreas, die mit 

Glukoseaufnahme in den Skelettmuskel und mit Insulinresistenz im 

Erwachsenenalter assoziiert sind (Van Assche et al. 1977). Die Plastizität des 

Epigenoms erlaubt somit dem Fötus, auf die Einflüsse der intrauterinen Umwelt 

und der mütterlichen Ernährung mit Genexpressionsveränderungen zu reagieren 

und sich so an das postnatale Leben anzupassen.  

Abbildung 1: The Thrifty Phenotype -Hypothese, modifiziert nach (Barker et al. 
1993) 
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1.4 DNA-Methylierung  

Epigenetische Veränderungen können z. B. durch DNA-Methylierung, Histon-

posttranslationale Modifikationen und Prozessierung von mi-RNAs hervorgerufen 

werden (Nistala et al. 2011). So kann durch die Addition einer Methyl-Gruppe an 

der C5-Position des Cytosinringes innerhalb von CpG-Dinukleotiden die 

Genexpression des entsprechenden Gens vermindert werden.  

Als CpG wird eine Cytosin-phosphatidyl-Guanosin Nukleotidfolge in der DNA-

Sequenz bezeichnet. Das p steht zur Unterscheidung einer GC (Guanosin-

Cytosin) Nukleotidfolge von einer CG Nurkleotidfolge von 5´- in 3´-Richtung des 

DNA-Stranges. Die CpG-Bindestellen sind nicht gleichmäßig im Genom verteilt. 

Einen hohen CpG-Anteil findet man beispielweise im 5´-regulatiorischem Bereich 

der Gene. Ein DNA-Abschnitt mit einem CpG-Anteil von mindestens 55% und 

einer Länge der CpG haltigen Abschnitte von 500 Basenpaaren oder mehr wurde 

als CpG-Insel definiert (Takai und Jones 2002). Die Hypomethylierung der CpG-

Inseln ist mit einer Steigerung der transkriptionalen Aktivität assoziiert, 

wohingegen die Hypermethylierung der CpGs-Inseln zur Verminderung der 

Genexpression führt (Bird 2002). 

Eine Stillegung (Silencing) von Genen kann beispielweise durch 

Hypermethylierung der CpG-Bindestellen an der proximalen Promoter Region 

erfolgen. (Bird 2002). Die DNA-Methylierung ist der bekannteste Mechanismus der 

Genregulation und spielt eine wichtige Rolle bei Langzeitveränderungen des 

Stoffwechsels durch An- und Ausschalten von spezifischen Genexpressionen 

während der Entwicklung und Differenzierung von Organen (Van den Veyver 

2002).  

So haben Heijmans et al. nachgewiesen, dass bei Menschen, die während des 

sogenannten holländischen Hungerwinters 1944-1945 intrauterin einer 

Mangelernährung ausgesetzt waren, eine Hypomethylierung des IGF-2 Gens 

(Insulin-like Growth Factor II), verglichen mit dem Methylierungsstatub bei ihren 

Geschwistern vorliegt. Das IGF-2 Gen zählt zu einem der am besten 

charakterisierten epigenetisch-regulierten Loci. Durch die Produktion eines an der 

Embryonalentwicklung beteiligten Proteins reguliert das IGF-2 Gen das 

menschliche Wachstum. (Heijmans et al. 2008).  
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1.5 Einfluss der mütterlichen Ernährung auf Nachkommen 

Der Einfluss der mütterlichen Ernährung auf den metabolischen Phänotyp der 

Nachkommen sowie auf die DNA-Methylierung wurde in mehreren humanen 

Studien und tierexperimentellen Modellen mit Anwendung von Spezialdiäten 

während der Schwangerschaft demonstriert. 

Beispielweise führte eine an Methyldonatoren reiche Diät bei trächtigen Avi/a-

Mäusen zu einer Hypermethylierung und Überexpression des Agouti-Gens im 

Lebergewebe der Nachkommen (Wolff et al. 1998). Andere diätetische 

Manipulationen bei Mäusen während der Schwangerschaft konnten die Fellfarbe, 

Glukosetoleranz und Tumoranfälligkeit der betroffenen Nachkommen beeinflussen 

(Morgan et al. 1999). 

Andere Studien zeigen, dass nicht nur eine vitaminarme Ernährung mit Störung 

der Methioninsynthese, sondern auch eine fettreiche oder proteinarme Ernährung 

zu verändertem DNA-Methylierungsstatus führen kann (Burdge et al. 2007a; 

Masuyama und Hiramatsu 2012). Masuyama et al. konnten im Tiermodell zeigen,  

dass eine fettreiche Diät während der Schwangerschaft zur Hypermethylierung 

des Leptin-Gens bei den Nachkommen führt.  

Burdge et al. demonstrierten in ihrer Studie an Ratten, dass eine nicht 

ausbalancierte Ernährung mit niedrigem Proteingehalt während der 

Schwangerschaft zu einem veränderten Methylierungsstatus von hepatischem 

PPARalpha (peroxismal proliferator activated receptor) und GR110 (glucocorticoid 

receptor) bei den Nachkommen der F1 und der F2 Generationen führt. Dies deutet 

auf einen generationsübergreifenden Programmierungseffekt der mütterlichen 

Ernährung während der Schwangerschaft hin. 

1.6 Stickstoffmonoxid (NO) und NO-Synthasen 

Stickstoffmonoxid, NO, ist ein wichtiger biologischer Botenstoff, der im Endothel zu 

einer starken Vasodilatation führt (Knowles und Moncada 1994). Nach der 

Diffusion des NO-Moleküls in die Zelle kommt es zur Aktivierung der zytosolischen 

Guanylatzyklase (cGMP), was zu einer Relaxation der glatten Muskelzellen, einer 

Hemmung der Thrombozytenaggregation und zur Förderung der 

Signalübertragung an Synapsen des Gehirns führt (Rassow 2008). NO wird durch 

die NO-Synthasen aus L-Arginin gebildet. Dabei wird die Guanidingruppe des 

Arginins NADPH-abhängig oxidiert, woraus in einem weiteren oxidativen Schritt 
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Citrullin und NO entstehen. Die NO-Funktion ist von der NOS-Isoform und ihrer 

Lokalisation abhängig. Bis heute konnten drei Isoformen der NO-Synthase 

identifiziert werden: die induzierbare NOS (iNOS), die endotheliale NOS (eNOS) 

und die neuronale NOS (nNOS). Als typische Expressionsorte für nNOS gelten 

Neuronen, für eNOS Endothel und für iNOS Makrophagen. Inzwischen ist 

bekannt, dass diese NOS-Isoformen auch in anderen Geweben zu finden sind und 

von verschiedenen Zelltypen exprimiert werden (Alderton et al. 2001).  

Die neuronale NO-Synthase (nNOS/NOSI) wurde erstmalig in neuronalen 

Geweben entdeckt und synthetisiert das Stickstoffmonoxid, das beispielweise im 

peripheren Nervensystem als klassischer Neurotransmitter bei der Regulation der 

gastrointestinalen Motilität und der neuroendokrinen Funktion agiert 

(Christopherson und Bredt 1997). Christopherson und Bredt konnten in ihrer 

Studie demonstrieren, dass NO als Neuromodulator im zentralen Nervensystem 

wirkt und bei der Kontrolle der Verhaltensaktivität sowie bei der Gedächtnisbildung 

eine Rolle spielt. In einer anderen Studie gelang es, eine hohe nNOS mRNA 

Expression in Skelettmuskel zu identifizieren. Das von ihr synthetisierte NO ist an 

Stoffwechsel und Muskelkontraktilität beteiligt (Kobzik et al. 1994).  

Die induzierbare NO-Syntase (iNOS/NOSII) kommt in den murinen Makrophagen, 

aber auch in Endothel-, Mesangium-, Gefäßmuskelzellen und Fibroblasten vor 

(Balligand et al. 1995) und spielt eine wichtige Rolle bei der Abwehr bakterieller 

Infektionen. Zytokine und bakterielle Lipopolysaccharide stimulieren eine Induktion 

der iNOS-Transkription und Freisetzung des NO. Im Vergleich zur murinen iNOS 

ist die humane Form sehr robust und schwer induzierbar (Chan et al. 2005). 

Die endotheliale NO-Synthase (eNOS/NOSIII) wird primär von den Zellen des 

Gefäßendothels exprimiert und synthetisiert NO, welches über die Aktivierung der 

Guanylatzyklase und cGMP-Anstieg die Relaxation der glatten Muskeln der 

Gefäße und somit eine Vasodilatation bewirkt. Neben der gefäßerweiternden 

Funktion hemmt das Stickstoffmonoxid auch die Thrombozytenaggregation und –

adhäsion (Radomski et al. 1990). Außer im Endothel wurde eine eNOS-Aktivität in 

Pyramidalzellen des Hippocamus beobachtet (Dinerman et al. 1994). Mehrere 

tierexperimentelle Studien demonstrieren, dass die eNOS unter bestimmten 

Lebensbedingungen (wie zum Beispiel sportlicher Aktivität oder Schwangerschaft) 

induzierbar ist (Sessa et al. 1994; Weiner et al. 1994).  
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Wie in Kap. 1.1 bereits erwähnt, konnten einige Studien ein vermehrtes Auftreten 

einer vaskulären Funktionsstörung bei den Nachkommen von Ratten mit Diabetes 

mellitus zeigen (Van Assche et al. 1992). Kleine Mesenterialarterien bei den 

Nachkommen zeigten eine gestörte Relaxation des Endothels auf Acetylcholin und 

Bradykinin. Diese endotheliale Dysfunktion ist auf eine reduzierte Aktivität der NO-

Synthase zurückzuführen und stellt eine Prädisposition für die Entwicklung von 

kardiovaskulären Erkrankungen im Erwachsenenalter dar (Holemans et al. 1999). 

Die NO-Synthase im Skelettmuskel ist für die vorliegende  Arbeit von besonderem 

Interesse, weil sie eine Rolle für den Glukosestoffwechsel bei Diabetikern zu 

spielen scheint. In mehreren Studien wird eine veränderte NOS-Aktivität bei 

diabetischen Patienten gezeigt (Bradley et al. 2007; Toda et al. 2010; Hinchee-

Rodriguez et al. 2013; Mezghenna et al. 2014).  

So wurde beispielweise eine Assoziation zwischen geminderter NOS-Aktivität und 

der Insulinresistenz bei Patienten mit Diabetes Mellitus Typ 2 (DMT2) beobachtet 

(Kashyap et al. 2005). Hier scheint NO eine wichtige Rolle bei der Stimulation des 

Glukosetransporters und der insulinabhängigen Glukoseaufnahme in die 

Skelettmuskelzellen bei DMT2-Patienten zu spielen. Die Insulinresistenz bei 

Diabetes oder Adipositas ist durch verminderte insulin-vermittelte Vasodilatation 

charakterisiert (Steinberg et al. 1994). 

In früheren Studien  wurde beobachtet, dass eine erhöhte Plasmakonzentration 

des asymmetrischen Dimethylarginins (ADMA), dem Inhibitor der NO-Synthase, 

und damit verbundener NO-Mangel mit Diabetes Mellitus und seinen 

Komplikationen assoziiert sind (Xia et al. 2012; Jawalekar et al. 2013; Abd El 

Dayem et al. 2014). Die Protein-Arginin-N-Methyltransferase 1 (PRMT1) ist durch 

die Markierung des Arginins mit 2 Methylgruppen an der Entstehung der ADMA 

beteiligt (Nicholson et al. 2009). Die Funktion von PRMT10 ist noch nicht eindeutig 

geklärt, sie scheint aber der von PRMT1 zu ähneln.  

 

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt daher in der Untersuchung der am 

Arginin/NO-Stoffwechsel beteiligten Gene im stoffwechselaktiven Gewebe. Es 

wurde untersucht, ob die Expression der am NO-Stoffwechsel beteiligten Gene 

auch im frühen Lebensstadium, im Alter von 6 Wochen, beeinträchtigt ist. Um 

Programmierungseffekte der intrauterinen Exposition zu Hyperglykämie, und damit 
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assoziierte Veränderungen im NO-Stoffwechsel darzustellen, wurden zum einen 

die mRNA-Expressionen von NO-Synthasen (nNOS und eNOS), zum anderen die 

Genexpression von PRMT1 und 10 in Skelettmuskeln, Fettgewebe und Leber der 

6 Wochen alten weiblichen und männlichen Tiere untersucht.  

Diese Arbeit soll einen Beitrag für das Verstehen der Programmierungseffekte auf 

die Krankheitsentstehung leisten. 

1.7 Das Akita Mausmodell 

Für dieses Experiment wurde mit dem Akita-Stamm (C57BL6-Ins2AKITA /J) ein 

autosomal-dominantes diabetisches Mausmodell gewählt. Akita-Mäuse tragen 

eine Mutation im Insulin2-Gen auf dem Chromosom 7. Diese Mutation führt zu 

einer falschen Proteinfaltung des Insulins. Heterozygote Mäuse sind lebensfähig, 

fertil und neigen nicht zu Übergewicht. Im Alter von 4-7 Wochen entwickeln 

heterozygote Tiere eine messbare Hyperglykämie und Hypoinsulinämie mit 

resultierender Polyurie (Yoshioka et al. 1997). Bei männlichen Tieren ist der 

diabetische Phänotyp stärker ausgeprägt als bei weiblichen Tieren. Die 

Lebensdauer der heterozygoten, männlichen Mäuse ist daher verkürzt. (Yoshioka 

et al. 1997).  

Am Akita-Mausmodell lässt sich der intrauterine Einfluss der mütterlichen und 

väterlichen Hyperglykämie auf den Nachwuchs gut untersuchen. Die Elterntiere, 

die heterozygot bezüglich der krankheitsauslösenden Mutation im Insulin 2 Gen 

sind, werden mit Wildtypmäusen verpaart. Alle Nachkommen von 

hyperglykämischen, heterozygoten Müttern sind der mütterlichen Hyperglykämie 

ausgesetzt, aber nur 50% der Nachkommen sind heterozygot für die 

krankheitsauslösende Mutation C57BL6-Ins2AKITA /J, die anderen 50% sind 

Wildtyp-Nachkommen. Somit kann der elterliche Effekt der Hyperglykämie auf die 

Wildtyp-Nachkommen, unabhängig von der Mutation, untersucht werden.  
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2 ZIELSETZUNG 

In der vorliegenden Arbeit wurde im Mausmodell untersucht, ob eine mütterliche 

oder väterliche Hyperglykämie, beziehungsweise ein diabetogenes Futter der 

Mütter während der Tragzeit, den metabolischen Phänotyp und/oder die 

Regulation der Genexpression im Arginin-NO-Stoffwechselweg bei Wildtyp-

Nachkommen beeinflusst.  
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 Tiere und Tierhaltung 

Alle Tierexperimente im Rahmen dieser Dissertation wurden durch die zuständige 

Bezirksregierung Düsseldorf (Tierversuchsgenehmigung Nr.: G1307/12) 

genehmigt.  

3.1.1 Versuchstiere 

Im Rahmen des Versuchs wurden weibliche heterozygote C57BL6-Ins2AKITA /J 

Mäuse (Akita) verwendet. Der Mausstamm C57BL6-Ins2AKITA /J wurde vom The 

Jackson Laboratory (Stock Number: 003548, Charles River UK Limited, Margate, 

UK) erworben und im Tierlabor des Medizinischen Forschungszentrums des 

Universitätsklinikum Essen gehalten und gezüchtet. Diese Mäuse tragen eine 

Spontanmutation im Insulin-2 Gen auf einem C57BL6/J Hintergrund. Im 

heterozygoten Zustand entwickeln die Tiere eine hypoinsulinämische 

Hyperglykämie sowie Polydipsie und Polyurie im Alter von 4-6 Wochen. Als 

Verpaarungstiere dienten die Wildtypmäuse des C57BL/6J-Stammes (Stock 

Number: 000664, The Jackson Laboratory, Charles River UK Limited, Margate, 

UK). 

3.1.2 Zucht und Verpaarung 

Um die Einflüsse und Folgen der elterlichen Hyperglykämie auf die Entwicklung 

der Nachkommen vom Wildtyp zu erforschen, wurden 3 verschiedene 

Verpaarungen gewählt:  

Für die 1. Gruppe wurden weibliche und männliche Wildtypen vom C57BL/6J 

Stamm miteinander verpaart. Die Nachkommen dieser Verpaarung dienten als 

Kontrolltiere und werden im Weiteren als ECO bezeichnet.  

Für die 2. Gruppe wurden weibliche heterozygote, hyperglykämische C57BL6-

Ins2AKITA /J Mäuse mit männlichen Wildtypen vom C57BL/6J Stamm verpaart. 

Daraus hervorgegangene weibliche und männliche Wildtyp-Nachkommen werden 

im Weiteren als EBAK bezeichnet. Am 14. Schwangerschaftstag wurde eine 

Kontrolle der Glukosekonzentration im Blut der trächtigen Akita-Weibchen 

durchgeführt. 
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Für die 3. Gruppe wurden männliche heterozygote, hyperglykämische C57BL6-

Ins2AKITA /J Mäuse mit weiblichen Wildtypen vom C57BL/6J Stamm verpaart. Die 

Wildtyp-Nachkommen dieser Verpaarung werden als ECON2 bezeichnet. 

 

 

Abbildung 2: Zuchtschema  (modifiziert nach (Grasemann et al. 2012)) 

 

Gruppen:  1: ECO (Kontrolltiere):    WT Mutter / WT Vater 

  2: EBAK (Hyperglykämie der Mutter):  Akita Mutter / WT Vater 

  3: ECON2 (Hyperglykämie des Vaters):  WT Mutter / Akita Vater 

 

Für die Verpaarung wurden weibliche Tiere im Alter von 6-12 Wochen mit 

männlichen Tieren im Verhältnis 2:1 zusammengesetzt. Männliche Tiere wurden 

am 3. Tag der Verpaarungen aus den Käfigen genommen. Trächtige weibliche 

Tiere wurden erst paarweise für die folgenden 14 Tage und später separat für die 

Aufzucht der Jungtiere in Einzelkäfige gesetzt. Jungtiere wurden im Alter von 28 

Tagen in Käfige mit 4-5 Tieren abgesetzt.  

3.1.3 Tierhaltung 

Die Tiere wurden im zentralen Tierlabor des Universitätsklinikums Essen im 

Medizinischen Forschungszentrum unter standardisierten und kontrollierten 

Umgebungsbedingungen bei 25°C im 12-Stunden Tag/Nachtrhythmus gehalten. 

Alle Tiere befanden sich in den gleichen individuell ventilierten Käfigen und 

erhielten Trinkwasser ad libitum.  
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3.1.4 Diäten 

Die Tiere bekamen ein normiertes, autoklavierbares M-Z Futtermittel für die Zucht 

von Mäusen mit folgenden Rohnährstoffen: Rohprotein 22%, Rohfett 4,5%, 

Rohfaser 3,9%, Rohasche 6,8%, N-freie Extraktstoffe 50,8%, Stärke 34%, Zucker 

5%. (Diät-Nr: V 1124-3, Ssniff-Spezialdiäten GmbH, Soest, Deutschland.) 

Um die intrauterine hyperglykämische Umgebung zu modifizieren, bekam ein Teil 

der Akita-Weibchen sowie die Weibchen der entsprechenden Kontrollgruppe eine 

spezielle kohlenhydratreiche Diät mit Rohprotein 17%, Rohfett 5%, Rohfaser 

1,5%, Rohasche 4,2%, Monosaccharide 6,65%, Disaccharide 44,1%, 

Polysaccharide 13,35% (Diät-Nr: C1010, Altromin Spezialfutter GmbH &Co KG, 

Lage, Deutschland). 

3.2 Versuchsverlauf 

Die weiblichen Tiere wurden im Alter von 6-12 Wochen mit männlichen Tieren 

verpaart. Die aus diesen Verpaarungen gezeugten Nachkommen (n = 83) wurden 

am 20. Lebenstag genotypisiert. In den Tierversuch wurden insgesamt 83 

Wildtypnachkommen aller drei Verpaarungsgruppen eingeschlossen. Im 

Versuchsverlauf kam es zum Ausschluss von 2 Tieren der 2. Gruppe (EBAK) 

aufgrund eines unterentwickelten und krankhaften Zustandes nach der Geburt.  

Bei einzelnen Akita-Müttern zeigten sich nur geringfügig erhöhte Glukosewerte. 

Um die mütterliche Hyperglykämie zu verstärken und den Einfluss auf den 

Phänotyp der Nachkommen sicher untersuchen zu können, wurde bei einigen 

weiblichen Akita-Tieren und weiblichen Kontrolltieren eine Diätmodifizierung (vgl. 

Kap. 3.1.4) durchgeführt. 

Im Alter von 6 Wochen wurde bei allen Nachkommen ein intraperitonealer 

Glukosetoleranztest (vgl. Kap. 3.3.3). durchgeführt. Vor der Tötung wurden alle 

Tiere gewogen.  

Nach der Tötung wurden stoffwechselaktive Organe zu weiteren 

molekulargenetischen Untersuchungen (vgl. Kap. 3.4) entnommen.  

3.2.1 Organentnahme und Probenasservation 

Die Tötung der Tiere wurde im Alter von 6 Wochen entsprechend §4 TSCHG 

(Tierschutzgesetz) durch eine CO2-Überdosis unter Vermeidung von Schmerzen 

durchgeführt. 
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Die Blutentnahme wurde mittels einer direkten Herzpunktion an toten Tieren 

durchgeführt. Die Organentnahmen erfolgten unmittelbar nach der Tötung. Nach 

Öffnung der Bauchdecke erfolgte die Entnahme von Pankreas, perigonadalem 

Fettgewebe, Leber und rechter Niere. Des Weiteren wurde ein Teil des rechten 

Musculus quadriceps femoris entnommen.  

Alle Proben wurden unmittelbar in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. 

Die Blutproben wurden nach der Entnahme auf Eis gelegt und anschließend für 20 

Minuten bei 9000 x g zentrifugiert. Das gewonnene Serum sowie die Organproben 

wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C aufbewahrt. 

3.3 Messmethoden 

3.3.1 Genotypisierung 

Die für die Genotypisierung benötigte DNA wurde aus den Ohrgewebebiopsaten 

im Rahmen der Mauskennzeichnung nach der Ohrlochungsmethode (gemäß §6 

TSCHG) gewonnen.  

Die Genotypisierung der Akita-Nachkommen wurde zur Unterscheidung zwischen 

Wildtyp- und Akita-Genotypen am 20. Lebenstag entsprechend dem von „The 

Jackson Laboratory“ empfohlenen Protokoll wie folgt durchgeführt: 

Zwei sequenzspezifische Primer (vgl. Tab. 1) wurden so gewählt, dass sie den 

Amplifikationsbereich mit dem zu bestimmenden Polymorphismus flankieren.  

Heterozygote Akita-Mäuse weisen eine G (Guanosin) zu A (Adenosin) Transition 

im Exon 3 des Insulin2- Gens auf Chromosom 7 auf. Diese Mutation führt zu 

einem Aminosäuren-Austausch von Cystein (TGC) zu Tyrosin (TAC) in der 

Nukleinsäuresequenz (Wang et al. 1999).  

Zur Detektion der Allele wurden zwei allelspezifische Oligonukleotid-Sonden 

eingesetzt, die mit zwei unterschiedlich Floureszenzfarbstoffen markiert sind (vgl. 

Tab. 1). Die blaue 6-FAM-Sonde (FAM steht für Fluorescein, einen gelben 

Farbstoff, der blaues Licht absorbiert und blaugrünes Licht abstrahlt) identifiziert 

die Akita-Mutation, und die grüne JOE NHS Ester-Sonde (6-carboxy-4',5'-dichloro-

2',7'-dimethoxyfluorescein- als N-Hydroxysuccinimid-Ester) bestimmt den Wildtyp.  

 Die Unterscheidung beider Genotypen erfolgt über die Bestimmung der Menge 

von Fluoreszenzfarbstoff am Ende der PCR. Die Bindung beider Sonden zeigt 
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eine Heterozygotie an. Das lässt eine Alleldiskriminierung von Wildtyp und Akita 

zu. In der Tabelle 2 sind die Angaben zum Reaktionssatz sind verzeichnet. 

 
Tabelle 1: Primerprotokoll für die Genotypisierung des Akita-WTs (The Jackson Laboratory) 
PRIME

R 5' LABEL SEQUENZ 5' --> 3' 3' LABEL PRIMERTYP 

Akita-F  GCA GAA GCG TGG CAT TGT AG  Forward 
Akita -R  AGC TGG TAG AGG GAG CAG AT  Reverse 
Akita-S- JOE NHS Ester  TCA GTG CTG CAC CAG C – BHQ1 Black Hole Quencher 1 Probe 
Akita-S- 6-FAM (blau) ATC AGT GCT ACA CCA GC – 

BHQ1 
Black Hole Quencher 1 Probe 

     
 
Tabelle 2: Reaktionssatz für die Genotypisierung  (Applied Biosystems, Darmstadt) 
REAKTIONSKOMPONENTEN VOLUMEN (µl) ENDKONZENTRATION 
2 X TaqMan Fast Universal Master Mix 10 1.00 X 
ddH2O 2 - 
18 µM Akita-F 1 900 nM 
18 µM Akita-R 1 900 nM 
5 uM Akita-S-JOE NHS Ester 1 250 nM 
5 uM Akita-S-6-FAM 1 250 nM 
dna 4 - 

 

Für die Durchführung der quantitative real-time PCR (qPCR)-Amplifizierung wurde 

folgendes Programm (vgl. Tab. 3) im Thermocycler (StepOne Plus, Applied 

Biosystem, Darmstadt) verwendet:  

Tabelle 3: PCR-Reaktionsablauf (StepOne, Applied Biosystems, Darmstadt) 
SCHRITT TEMPERATUR DAUER ZYKLEN 
Aktivierung 95°C   
Denaturierung 95°C 3 min  
Annealing 95°C 5 s 

X 40 
Elongation 60°C 15 s 
    

 

3.3.2 Messung der Glukosekonzentration (nüchtern) der trächtigen Tiere 

Die Blutentnahme zur Bestimmung der Glukosekonzentration im Blut erfolgte am 

14. Schwangerschaftstag bei allen Müttern der 2. Gruppe vor der Verpaarung 

durch das Anritzen der Schwanzvenen. Die Glukosekonzentration im Blut wurde 

mit Hilfe eines Glukosemessgerätes (Contour, Bayer Vital GmbH, Diabetes Care, 

Deutschland) bestimmt. 
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3.3.3 Intraperitonealer Glukosetoleranztest (ipGTT) 

Um die Glukoseverwertung bei den Wildtyp-Nachkommen beurteilen zu können, 

wurde bei Tieren aller 3 Gruppen (n = 81) im Alter von 6 Wochen ein 

intraperitonealer Glukosetoleranztest durchgeführt. Vor der Testdurchführung 

wurden die Tiere 6 Stunden nüchtern gehalten. Nach der Bestimmung der 

Nüchternglukose zum Zeitpunkt 0 Minuten (vgl. Kap. 3.3.2) wurde jedem Tier eine 

sterile Glukoselösung gewichtsadaptiert in einer Dosis von 2g Glukose/kg KG 

intraperitoneal injiziert. Weitere Messungen der Glukosekonzentration wurden zu 

dem Zeitpunkt 30, 60 und 120 Minuten nach der Injektion durchgeführt. Da durch 

eine Fehlinjektion (in den Intestinaltrakt oder Leber) falsch niedrige 

beziehungsweise erst spät erhöhte Werte entstehen, wurde der Test nur gewertet, 

wenn sich eine mindestens 50%ige Steigerung der Glukosekonzentration nach 30 

Minuten nachweisen ließ. 

Für die weitere Auswertung wurden aus den Glukosemessungen zum Zeitpunkt 0, 

30, 60 und 120 Minuten die Area under the curve (AUC)-Werte wie folgt 

berechnet: AUC=½Σ(ti+1 – ti)(yi– yi+1), mit t – Messzeit und y – Messwert (Matthews 

et al. 1990). 

3.3.4 Bestimmung der NOx-Konzentraton im Serum der Maus 

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein freies Radikal mit einer Halbwertzeit von wenigen 

Sekunden. Aus diesem Grund wird die kumulative Konzentration seiner 

Metabolite, Nitrit und Nitrat als Maß für die NO-Synthese bestimmt. Die Nitrat-

/Nitritbestimmung erfolgt basierend auf der Griess-Reaktion, einer Reduktion von 

Nitrit zu Nitrat (Green et al. 1981). Für die Nitrit-/Nitratbestimmung wurden 

folgende Reagenzien zuerst vorbereitet: Aus einem Nitrat-Test-Kit (Roche Custom 

Biotech, Nr. 10905658035) wurde Nitratreduktase (20U) mit 1600µl Aqua bidest 

gelöst und portioniert bei -20°C eingefroren und ein Imidazolpuffer (600µM 

NADPH/ml und 1 Tablette Imidazol 32mM) verwendet. Das Griess-Reagenz 

wurde im Verhältnis 1:1 aus folgenden Lösungen (A und B) angesetzt: Lösung A: 

0,1% Naphtylethylendiamin(Sigma Aldrich, Nr. N-9125-10G, Darmstadt) in Aqua 

bidest 100mg/100ml gelöst und Lösung B: 1% Sulfanilamid (Sigma Aldrich, Nr. S-

9251-100G) in 5%iger Phosphrsäure 1g/100ml (5,8ml 85%ige H2PO4 in 94,2ml 

Aqua bidest, Firma Roth, Nr. 9079.1) gelöst. Ein Phosphatpuffer (50mM, pH 7,5) 

wurde wie folgt zubereitet: Zu K2HPO4 – 3H2O – 11,411g/l-Lösung (Sigma, P-
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9666-100G) wurden so viel KH2PO4 – 1,701g/250ml Lösung (Sigma, P-9791-

100G) gegeben, bis der pH auf 7,5 eingestellt war. Aus 10mM Stammlösung 

wurde eine Verdünnungsreihe (Nitrit und Nitrat) angesetzt. Für die Nitrat-

Testdurchführung wurden vorbereitete Reagenzien und Substrate wie folgt 

eingesetzt: 10µl Probe wurden mit 40µl Phosphatpuffer, 20µl Imidazolpuffer und 

2µl Nitratreduktase-Lösung zusammengemischt und für 20 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden eine Mischung aus 1µl Pyruvat (24mg/ml 

Aqua bidest, Sigma, Nr. 2256-5G) und 1µl einer LDH-Suspension (Roche, Nr. 

10107085001, 1:5 mit Phosphatpuffer verdünnt) dazugegeben und bei 

Raumtemperatur für weitere 20 Minuten inkubiert. Im weiteren Schritt wurden 

150µl Griess-Reagenz zugefügt. Die entstandene Mischung wurde in einer ELISA-

Platte überführt und bei Raumtemperatur 10 Minuten inkubiert. Anschließend 

erfolgte eine Messung der Extinktion bei 550nm (Mithras LB940 Multimode 

Microplate Reader, Berthold Technologies, USA). Der Nitrit-Test erfolgte wie oben 

beschrieben, wobei zu 10µl Probe 50µl Phosphatpuffer und 150µl Griess-Reagenz 

zugemischt wurden. Nach 10 minütiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte 

die photometrische Messung der Extinktion bei 550nm.  

3.4 RNA - und DNA- Analysen 

3.4.1 RNA-Extraktion 

Die Gesamt-RNA wurde aus dem jeweiligen Gewebe mit Hilfe des miRNeasy-Mini 

Kits (Cat NO. 217004, Qiagen, Hilden) isoliert. Die Isolierung erfolgte gemäß den 

Angaben des Herstellers. Gewebeproben für die RNA-Extraktion wurden auf Eis 

aufgetaut und stets auf Eis gehandhabt.  

Im ersten Schritt wurde das im flüssigen Stickstoff, bei -80°C gelagerte Gewebe in 

Stücke von 20-30 mg zerkleinert und unter Gabe von 700µl QIAzol®-

Reagenzlösung im Tissuelyser (Qiagen) bei 50Hz 4 Minuten lang homogenisiert. 

Die homogenisierten Proben wurden anschließend bei Raumtemperatur für 5 

Minuten inkubiert. Im zweiten Schritt wurde 140µl Chloroform zu den Proben 

zugefügt und für 15 Sekunden stark geschüttelt. Anschließend wurden die Proben 

für 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und bei 4°C und 12000 x g für 15 

Minuten zentrifugiert (Megafuge 16R, Thermo Scientific, Wilmington, USA). Alle 

folgenden Schritte erfolgten bei Raumtemperatur. Nach dem Zentrifugieren wurde 

die wässrige Phase mit 1,5 ml 100%igen Ethanols extrahiert und 700µl der Probe, 
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inklusive möglichen Fällungspartikeln, in eine sogenannte RNeasy®- Mini-Säule, 

pipettiert und bei >8000 x g für 15 s zentrifugiert. Nach der Zugabe von 700µl des 

RWT-Puffers auf die RNeasy®- Mini-Säule wurden die Proben erneut bei >8000 x g 

für 15 s zentrifugiert.  

Zur Reinigung wurde zweimal mit jeweils 500µl RPE-Puffer gewaschen und jeweils 

bei >8000 x g einmal für 15 s und einmal für 2 min zentrifugiert. Am Ende der 

Reinigungsschritte wurde die RNeasy®- Mini-Säule in ein neues 1,5 ml großes 

Reaktionsgefäß überführt und die RNA mit 50µl RNase-freiem Wasser durch 

Zentrifugation eluiert.  

3.4.2 Bestimmung der RNA-Konzentration und Reinheit  

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch (NanoDrop 1000, 

Thermo Scientific, Wilmington, USA). Dafür wurden Absorptionsmessungen bei 

einer Wellenlänge von 260nm durchgeführt. Um den RNA-Reinheits-, bzw. 

Kontaminationsgrad zu berechnen, wurde als Kontrolle die Absorption bei einer 

Wellenlänge von 280nm gemessen. Daraus konnte das Verhältnis der RNA-

Absorption zu Proteinabsorption für die RNA-Reinheitsqualität bestimmt werden. 

Nach der Konzentrationsbestimmung wurden RNA-Proben zur weiteren 

Verwendung bei -80°C gelagert. 

3.4.3 DNAse I- Behandlung  

Im Anschluss auf die RNA-Isolierung wurde eine Deoxyribonukläinsäure-Verdau-

Reaktion nach Angaben des Herstellers (DNase I Reaktion, Kat.Nr.: 18068, 

Invitrogen, Darmstadt) durchgeführt. Dieser Schritt erfolgte vor der cDNA-Synthese 

und RT-PCR und ermöglichte eine RNA-Purifikation durch die DNA-Elimination. 

Eine RNA-Gebrauchslösung mit Konzentration von 1µg/µl wurde unter Zugabe des 

RNase-freien Wassers zu den RNA-Proben auf Eis hergestellt. Der Reaktionssatz 

für DNase-Reaktion (vgl. Tab. 4) wurde zusammen pipettiert und die RNA 

hinzugegeben. 

 
Tabelle 4: Reaktionssatz für die DNase I Reaktion (Invitrogen, Darmstadt) 
REAKTIONSKOMPONENTE VOLUMEN (µL) 
10 X DNase I Reaktionspuffer 1 
ddH2O 6 
DNase I Amp Grade (1U/µl) 1 
RNA (1µg/µl) 2 
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Nach Zentrifugation (Tischzentrifuge EBA 20, Andreas Hettig GmbH &Co.KG, 

Tuttlingen) erfolgte die Inkubation bei Raumtemperatur für 15 Minuten. 

Anschließend wurde die DNase I unter der Gabe von 1µl EDTA in Konzentration 

von 25 mM inaktiviert und in Veriti ® Termocycler (Applied Biosystems, Darmstadt) 

bei 65°C 10 min inkubiert.  

3.4.4 cDNA-Synthese 

Aus der isolierten RNA (vgl. Kap. 3.4.1) wurde im folgenden Schritt die 

komplementäre DNA (cDNA) mittels der Reversen Transkription synthetisiert. Für 

die cDNA-Synthese wurden das SuperScriptTM II Reverse Transkriptase – Kit, 

inklusive Oligo(dT)12-18 (Kat. Nr.: 18418) der Firma Invitrogen, Darmstadt und 

Random Hexamere der Firma Carl Roth GmbH, Karlsruhe verwendet.  

Zuerst wurde der zusammengestellte Reaktionssatz 1 (vgl. Tab. 5) zur RNA-Probe 

mit Konzentration von 500ng/µl hinzugefügt. 

 

Tabelle 5: Reaktionssatz 1 für die cDNA-Synthese  
REAKTIONSKOMPONENTE  VOLUMEN (µL) 
Oligo(dT)12-18 500ng/µl 2 
ddH2O 2 
Random primer 250ng/µl  2 
10mM dNTP 1 
RNA 500ng/µl 5 
Endvolumen pro Reaktion 10 
  
 

Die daraus entstandenen Proben wurden im Veriti-Thermocycler (Applied 

Biosystems, Darmstadt) bei 65°C für 5 Minuten denaturiert und anschließend 

sofort auf Eis gelegt. Im zweiten 2. Schritt wurde der Reaktionssatz 2 aus der 

Tabelle 6 zubereitet den Proben hinzugegeben und zentrifugiert. Anschließend 

wurde die Amplifikation des Ansatzes im Veriti-Thermocycler durchgeführt: 

 
Tabelle 6: Reaktionssatz 2 für die cDNA-Synthese (Invotrogen, Darmstadt)  
REAKTIONSKOMPONENTE  VOLUMEN (µL) 
5x First Strand Puffer 4 
ddH2O 3 
0,1 M DTT  2 
SuperScript II (200U/µl) 1 
Endvolumen pro Reaktion 10 
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Tabelle 7. Reaktionsablauf (Veriti-Thermocycler, Applied Biosystems, Darmstadt) 
SCHRITT TEMPERATUR DAUER 
Inkubation 42°C 50 min 
Inaktivierung der Reaktion 70°C 15 min 
Stand by 4°C  
   

 

Die synthetisierten cDNA-Proben wurden bei -20°C gelagert.  

3.4.5 Durchführung der quantitativen real-time PCR 

Für eine zuverlässige Quantifizierung einer spezifischen RNA wurde die 

quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (quantitative polymerase chain 

recation, qPCR) angewendet. Die quantitative Bestimmung erfolgte mithilfe eines 

unspezifischen Fluoreszenzfarbstoffes, SYBR Green I (asymmetrscher Cyanin-

Farbstoff), der den Einsatz von unmodifizierten Primerpaaren erlaubt.  

SYBR Green I ist ein DNA-bindender Farbstoff, der nicht-sequenzspezifisch in die 

doppelsträngige DNA interkaliert und somit ihrem Nachweis dient. Die Fluoreszenz 

des amplifizierten PCR-Produkts wurde in jedem einzelnen Reaktionszyklus 

gemessen. Da die Fluoreszenzintensität direkt proportional zu Menge des 

gebildeten Produkts ist, wird eine quantitative Bestimmung der Menge eingesetzter 

DNA ermöglicht (Jansohn und Rothhämel 2012). Die Produktspezifität wurde 

mittels einer Schmelzpunktanalyse im Thermocycler überprüft. 

Die quantitative real-time PCR wurde mit den genspezifischen Primern sowie mit 

den Primern des Housekeeping-Gens Actin und dem SYBR Green PCR Master-

Mix der Firma Applied Biosystem durchgeführt. Ein Ansatz erhielt die 4µl cDNA, 1µl 

Primer, 10µl SYBR Green I und 5µl RNase-freies Wasser mit Gesamtvolumen von 

20µl. Es erfolgte eine Doppelbestimmung jeder cDNA-Probe für jedes Gen. 

Folgendes qPCR-Programm wurde zur Amplifizierung im Termocycler 

durchgeführt: 

 
Tabelle 8: qPCR-Reaktionsablauf (StepOne, Applied Biosystems, Darmstadt) 
SCHRITT TEMPERATUR DAUER ZYKLEN 
Aktivierung 95°C   
Denaturierung 95°C 2 min  
Annealing 95°C 3 s 

X 40 
Elongation 60°C 3 min 
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Die Amplifikationsergebnisse der qPCR wurden mit Hilfe der StepOne v2.1 

Software bildlich dargestellt und analysiert (Applied Biosystems). Die Primer 

wurden mit dem Primer Express Programm der Firma Applied Biosystems designt 

und sind in der Tabelle 9 verzeichnet: 

 
Tabelle 9: verwendete Oligonukleotide für qPCR mit SYBR Green I 
PRIMER SEQUENZ (5’ →  3’) PRIMERTYP 
ACTB-mu-558 AGA CTA CCT CAT GAA GAT CCT GAC C Forward (Referenzgen) 
ACTB-mu-662  AGA GCA ACA TAG CAC AGC TTC TCT T Reverse (Referenzgen) 
   
nNOS-mu-42 CTC AGG TTC CTG TGG GAG TCG TCT T Forward 
nNOS-mu-150 CAG AAA TGA CGT TGG GTT GGA TCT G Reverse 
   
PRMT10-mu-747 GCG CAC AAT CAG TAT ATG CCT GTG AAT Forward 
PRMT10-mu-834 CAT TTT CCA TCT TGT TTG CAG CCA CT Reverse 
   
eNOS-mu-3711 AAT GCC TAC AGC ATT GTT TGC AAG G Forward 
eNOS-mu-3820 GCC GGA GGA ACC TTC AAG ATT TAG G Reverse 
   
PRMT1-1-mu-1087 GAG GAG ATC TTT GGC ACC ATT GGA A Forward 
PRMT1-1-mu-1189  AGA GCT CAC ACA GCT GAC CCT TGA A Reverse 
 

3.4.6 Auswertungsmethode nach Livak et al. (2-∆∆CT-Methode) 

Für die Auswertung der PCR-Ergebnisse wurde die Methode der relativen 

Quantifizierung, auch als komparative threshold-2-∆∆Ct - Methode bekannt, 

verwendet (Livak und Schmittgen 2001). 

3.5 Methylierungsanalysen 

Um das Vorhandensein der DNA-Methylierungen zu untersuchen, wird eine Reihe 

der Methoden benötigt, die in den unteren Abschnitten ausführlich beschrieben 

werden. 

3.5.1 DNA-Isolierung 

Die DNA wurde aus dem Muskelgewebe mit dem DNeasy Blood & Tussue-Kit 

(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers wie folgt isoliert und gereinigt: das 

Muskelgewebe (max. 25mg) wurde in kleine Stücke geschnitten und mit 380µL 

ATL Puffer versetzt. Die homogenisierten Proben wurden anschließend mit 20µl 

Stammlösung Proteinase K versetzt und bei Temperatur von 56°C auf einem 

Rotationschüttler über Nacht zum Erreichen der vollständigen Lyse inkubiert. Nach 

der Inkubation von 1 Minute bei Raumtemperatur und Zentrifugation bei 6000 x g 
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wurde die isolierte DNA mit 100µl DNase-freiem Wasser eluiert. Die Bestimmung 

der DNA-Konzentration erfolgte, wie vorher beschrieben (vgl. Kap. 3.4.2) 

photometrisch (NanoDrop 1000, Thermo Scientific, Wilmington, USA). Die eluierte 

DNA wurde entweder anschließend direkt für weitere Analysen eingesetzt oder bei 

-80°C gelagert. 

3.5.2 Bisulfitbehandlung 

Die Methode der Bisulfitsequenzierung dient im Rahmen der epigenetischen 

Untersuchungen der Detektion von DNA-Methylierungen und basiert auf der 

Desaminierung von Cytosin in Einzelstrang-DNA durch Inkubation mit 

Natriumbisulfit bei niedrigem pH und hoher Temperatur. Das dadurch entstandene 

Uracilsulphonat wird zu Uracil desulfoniert. Da bei dieser Reaktion keine 

Konvertierung von Hydroxymethylcytosin und Methylcytosin stattfindet, erlaubt die 

anschließende Sequenzierung, das Methylierungsmuster der CpG-Inseln der 

konvertierten DNA zu bestimmen. Die DNA-Sequenz wird mit 

methylierungsspezifischen Primern in einer PCR-Reaktion amplifiziert. Nach einer 

Sequenzierung des PCR-Produktes erfolgte die Bestimmung des 

Methylierungsgrades. 

Die Bisulfitbehandlung erfolgte mit der Hilfe des EZ-DNA Methylation-GoldTM Kits 

(Zymo Research, Freiburg) nach Angeben des Herstellers. Im ersten Schritt der 

Bisulfitbehandlung wurden 900µl Wasser mit 300µl M-Verdünnungspuffer und 50µl 

M-Lösungspuffer zu einer CT-Konversionsreagenz zusammengesetzt und für 10 

Minuten unter Raumtemperatur durchmischt. Nach Beigabe von 130µl des CT-

Konversionsmixes zu 20µl DNA wurde folgendes Programm im Veriti-

Thermocycler (vgl. Tab. 10) durchgeführt: 

 
Tabelle 10: PCR-Reaktionsablauf (Veriti-Thermocycler, Applied Biosystems, Darmstadt) 
SCHRITT TEMPERATUR DAUER 
Desaminierung 98°C 10 min 
Bisulfit-Reaktion 64°C 150 min 
Stand by 4°C  
 

In einem weiteren Schritt wurden 600µl M-Bindungspuffer und DNA-Proben auf 

die ZymoSpinTM - IC-Säule gegeben und durchmischt. Nach dem Zentrifugieren 
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bei >6000 x g für 30 Sekunden wurde 100µl M-Waschpuffer auf die Säule 

gegeben und 30 Sekunden lang zentrifugiert.  

In dem nächsten Schritt wurde 200µl M-Desulfonierungspuffer hinzugefügt, für 20 

Minuten inkubiert und anschließend mit voller Geschwindigkeit für 30 Sekunden 

zentrifugiert. Nach der zweimaligen Wiederholung des Reinigungsschrittes mit 

200µl M-Waschpuffer wurde 10µl M-Elutionspuffer direkt auf die Säulenmembran 

zur DNA dazugegeben.  

3.5.3 Identifizierungsmethode von CpG-Islands von dem murinen nNOS Gen 

Mit Hilfe des Genome Browsers der Universität von Kalifornien, Santa Cruz, 

konnte auf dem Chromosom 5 im Bereich 117841794-117842411 

(GRCm38/mm10) ein CpG-Island (CpG-49) identifiziert werden (vgl. Abb. 3). 

 

 
 
Abbildung 3: Übersicht über das NOS1 Gen in Skelettmuskel und einem CpG-Island im 5’-
untranslatierten Bereich vor exon 1. Das CpG Island (CpG-49) im Detail im Vergleich mit der 
genomischen Sequenz (NC_000071) und markierten CpGs 
 
 
Im ersten Analyseschritt wurde die zum Untersuchungsbeginn noch unbekannte 

5`-Sequenz des murinen nNOS-Gens im Skelettmuskel bestimmt. Um 

Veränderungen in der DN-Methylierung zu untersuchen, wurde im weiteren Schritt 
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die Häufung der CpG-Stellen analysiert. Es konnten 47 CpGs als potentielle 

Methylierungsstellen in diesem Bereich identifiziert werden.  

3.5.4 Methylierungsspezifische PCR (MSP) 

Im Anschluss an die Bisulfitbehandlung wurde die Amplifikation mittels der 

methylierungsspezifischen PCR durchgeführt. Während des PCR-Vorganges 

paaren sich die Bisulfit-Uracile mit komplementärem Adenin, sodass in 

weiterfolgenden Zyklen an diese Stelle im komplementären DNA-Strang Thymin 

eingebaut wird. Auf der DNA-Sequenz und an den Stellen, wo sich ursprünglich 5-

Methylcytosine befunden haben, findet dieser Austausch nicht statt. Die PCR-

Ansätze wurden nach dem in der Tabelle 11 aufgeführten Schema auf Eis 

pipettiert: 

 
Tabelle 11: Reaktionssatz für die MSP (Applied Biosystems, Darmstadt)  
REAKTIONSKOMPONENTE  VOLUMEN (µL) 
10x PCR Puffer 2.5 
ddH2O 12.5 
2mM dNTP  2.5 
2.5mM MgCl2 2.5 
1.5U-Taq-Polymerase (AmpliTaqGold) 0.5 
0.2µM Primer (Tab Xf) 2.5 
DNA-Probe 2 
Endvolumen pro Reaktion 25 
 

3.5.5 Primersynthese für MCP 

Die, wie im Kapitel 3.5.3. dargestellt, identifizierte Sequenz von CpG-49 wurde in 

das MethPrimer-Programm (Li und Dahiya 2002) eingegeben. Dort wurden die 

vorgeschlagenen Primer synthetisiert (vgl. Tab. 12) und mit Bisulfit-behandelter 

DNA ausgetestet. Die erwarteten Produktgrößen wurden ohne störende 

Zusatzbanden gefunden.  Das Primerpaar N2 war in wiederholten Experimenten 

nicht zuverlässig zu sequenzieren, daher wurden die nachfolgenden 

Sequenzierungen mit N1 und N3 durchgeführt: 
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Tabelle 12: für die MSP benutze Primer (N1, N2, N3) 
PRIMERPAARE SEQUENZ (5’ →  3’) 
N1 NOS1-mu-M2-81F CTTGCTTCCTGGCACGAGGGGATATTAAGAAATAAATTTTTTTT 
N1 NOS1-mu-M2-252R		 CAGGAAACAGCTATGACCTAAAAACTACCAACTTCCCCTTAC 
N2 NOS1-mu-M2-81F CTTGCTTCCTGGCACGAGGGGATATTAAGAAATAAATTTTTTTT 
N2 NOS1-mu-M2-346R CAGGAAACAGCTATGACCCACAAAATAAAAACTTCCAAAAC 
N3 NOS1-mu-M2-327F CTTGCTTCCTGGCACGAGTTGGAAGTTTTTATTTTGTGG 
N3 NOS1-mu-M2-531R CAGGAAACAGCTATGACCTAAAAAAATACATAAAATACCTTAAATCC 
 

Die Amplifikation von Bisulfit-behandelten DNA erfolgte im Veriti-Thermocycler 

nach einem Touchdown-Protokoll (Don et al. 1991), modifiziert nach M. 

Zeschnigk, Institut der Humangenetik, Universitätsklinikum Essen: 

 
Tabelle 13: MCP-Reaktionsablauf (Veriti-Thermocycler, Applied Biosystems, Darmstadt) 
SCHRITT TEMPERATUR DAUER ZYKLEN 
Denaturierung 95°C 5 min 1 
Annealing 95°C 20 s 

X 14 -0,5°C pro Zyklus bis auf 56°C 63°C 1 min 
Extension 72°C 1 min 
Annealing 95°C 20 s 

X 35 -0,5°C pro Zyklus bis auf 56°C 63°C 1 min 
Extension 72°C 1 min 
 72°C 5 min  
 

Die verschiedenen PCR Produkte (N1 und N3) wurden hergestellt (vgl. Abb. 4). 

 

 
 

 

 

Abbildung 4: Output Methprimer für das CpG islands CpG-49. 
Blaue Region zeigt CpG-Inseln und kurze Striche stellen einzelne 
CpG Dinukleotide dar. 
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3.5.6 Aufreinigung der PCR-Produkte 

Für die Durchführung einer effizienten Sequenzierung müssen PCR-Produkte von 

den restlichen Nukleotiden, Primern und Polymerasen befreit werden. Dafür wurde 

ein QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) eingesetzt. 

Folgende Schritte wurden vor dem Beginn der Reinigung durchgeführt: PE-Puffer 

wurde mit 100%igem Ethanol verdünnt. Ein gelber pH-Indikator I (pH</= 7,5) 

wurde im Volumenverhältnis 1:250 dem PB-Puffer zugegeben. Alle Schritte 

fanden bei Raumtemperatur statt. Die Zentrifugation der Reagenzien erfolgte mit 

17900 x g. Das 25µl PCR-Produkt wurde mit 25µl Wasser und 250µl PB versetzt 

und auf die Säule gegeben. Nach einem kurzen Zentrifugieren wurden 750µl PE-

Puffer hinzugefügt und erneut für 60 Sekunden zentrifugiert. Die Säule wurde in 

ein sauberes Auffanggefäß gestellt und zentrifugiert. Im letzten Schritt konnte die 

DNA durch eine direkte Gabe von 30µl Wasser auf die Säulenmembran eluiert 

werden. Die photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte, wie 

vorher bereits beschrieben (vgl. Kap 3.4.2.) mit NanoDrop 1000 (Thermo 

Scientific, Wilmington, USA). 

3.5.7 Gelelektrophorese  

Im weiteren Schritt wurden die Ergebnisse der PCR-Amplifikation mittels 

Gelelektrophorese kontrolliert. (1,5%ige Agarose) Dabei wurden die PCR-

Produkte anhand ihrer Größe elektrophoretisch aufgetrennt und analysiert. 

Das 1,5%ige-Agarosegel wurde wie folgt zusammengesetzt: 

 
Wasser  100ml 

Agarose  1,5g  (Agarose High Resolution, Roth, Karlsruhe) 

TAE(50x)  2ml  (Tris Acetate-EDTA Puffer, Sigma, St.Louis, USA) 

 

Die Agarosesuspension wurde in einem Mikrowellengerät aufgekocht und unter 

Rühren bei Raumtemperatur auf 60°C abgekühlt. Die Agaroselösung wurde im 

Weiteren in die Gelkammer gegossen und bei Raumtemperatur zum Erstarren 

gebracht. Anschließend wurde das Gel mit TAE-Puffer überschichtet. 20µl DNA-

Probe wurde mit 3,2µl Ladepuffer (6xTAE) versetzt und in die Probetasche 

eingebracht. Nach dem Probeauftrag wurde ein Lauf bei 80-100 Volt durchgeführt.  
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Abbildung 5: Agarosegel (1,5%) als Kontrolle der PCR Reaktion. Jeweils 20µl wurden 
aufgetragen. Marker DNA Mass ruler low (Fermentas) 10µl. 
 

3.5.8 DNA-Extraktion aus dem Gel  

Ließen sich mehrere Produkte im Gel darstellen, so erfolgte anschließend eine 

DNA-Elution aus dem Gel mittels ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit (Zymo 

Research, Freiburg). Im ersten Schritt wurden die DNA-Fragmente aus dem Gel 

herausgeschnitten und mit einem ADB-Puffer im 1:3 Verhältnis in ein 1,5ml-Gefäß 

gegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37-55°C für 10 Minuten. Nach dem 

vollständigen Auflösen des Gels wurde die DNA-Gellösung auf die Zymo SpinTM-

Säule gegeben und für 1 Minute bei 16000 x g zentrifugiert. 6ml DNA-

Waschpufferkonzentrat wurden mit 24ml 100%igem Ethanol und anschließend 24 

ml DNA-Waschpuffer mit 96ml 100%igem Ethanol versetzt. Im nächsten Schritt 

wurde 200µl DNA-Waschpuffer auf die Säule gegeben und für 30 Sekunden 

zentrifugiert. Nach einer Wiederholung dieses Reinigungsschrittes wurden 30µl 

DNA-Elutionspuffer direkt auf die Säulenmembran gegeben. Die Säule wurde 

anschließend in ein sauberes 1,5ml-Auffanggefäß gestellt und nach dem 

Zentrifugieren für eine Minute die DNA eluiert.  

3.5.9 Sequenzierung 

Die Sequenzierungen wurden im Institut der Humangenetik des 

Universitätsklinikums Essen mit dem ABI PRISM®3100 Genetic Analyzer 

durchgeführt (Applied Biosystems, Darmstadt) durchgeführt und elektronisch  

(Clustal Omega) miteinander verglichen (Alignments). 
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3.6 Statistische Analysen 

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit der Statistiksoftware 

GraphPad PRISM Inc., Version 7.0. (La Jolla, USA). Die Daten wurden nach 

Geschlecht und Gruppe aufgeteilt und als Median dargestellt. Alle Messreihen 

wurden auf Normalverteilung untersucht. Es lag keine Normalverteilung der 

Messwerte vor, so wurden nichtparametrische Testverfahren verwendet. Zur 

Analyse der Unterschiede in zentralen Tendenzen von 2 Gruppen wurden der 

Mann-Whitney-Test und bei mehr als 2 Gruppen der Kruskal-Wallis-Test 

verwendet. Die Korrelationsanalyse erfolgte nach Spearman.  

Die Mittelwerte der Serumglukose im Glukosetoleranztest wurden mit 

Standardfehlern dargestellt und nach Tukey (bei mehr als 2 Gruppen) bzw. nach 

Sidak (bei 2 Gruppen) auf das Vorliegen einer Signifikanz untersucht. Ergab die 

Irrtumswahrscheinlichkeit p einen Wert kleiner als 0,05, so wurde ein Ergebnis als 

signifikant gewertet (***p < 0,001, **p < 0,01, *p<0,05). 
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4 ERGEBNISSE 

4.1 Versuchsaufbau 

Die folgenden Ergebnisse beziehen sich auf die Untersuchungen an Wildtyp-

Nachkommen aus den drei Verpaarungsgruppen (s.u.) im Alter von 6 Wochen. Die 

Einteilung der Versuchstiere in die Gruppen erfolgte aufgrund des Genotyps der 

Elterntiere:  

Gruppe 1, ECO (Kontrolltiere):     WT Mutter / WT Vater 

Gruppe 2, EBAK (Hyperglykämie der Mutter):  Akita Mutter / WT Vater 

Gruppe 3, ECON2 (Hyperglykämie des Vaters): WT Mutter / Akita Vater 

 

Insgesamt wurden 81 Nachkommen charakterisiert. 63 Tiere wurden gewogen, 62 

Tiere mittels des intraperitonealen Glukosetoeranztests (ipGT) getestet, 

Gewebsproben aller 81 Tiere wurden bezüglich der Genexpression untersucht und 

DNA-Proben von 7 Tieren wurden bezüglich des Methylierungsmusters in nNOS 

untersucht.  

In früheren Studien wurde bereits gezeigt, dass es große Unterschiede zwischen 

weiblichen und männlichen Nachkommen innerhalb der Gruppen gibt, sodass alle 

Daten nach Geschlecht aufgeteilt wurden.  

4.2 Körpergewicht 

4.2.1 Entwicklung des Körpergewichts in Abhängigkeit von mütterlicher oder 
väterlicher Hyperglykämie 

Im Alter von 6 Wochen zeigten sich bei den männlichen Tieren keine Unterschiede 

zwischen Nachkommen der Kontrolltiere (ECO) und Nachkommen aus 

mütterlicher Hyperglykämie (EBAK). Die Nachkommen aus väterlicher 

Hyperglykämie (ECON2) waren hingegen signifikant schwerer im Vergleich zur 

Kontrollgruppe (p<0,005) und im Vergleich zu den EBAKs (p<0,0003). Bei den 

weiblichen Tieren gab es keine Gewichtsunterschiede (vgl. Abb. 6). 
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4.2.2 Gewichtsentwicklung in Abhängigkeit von diabetogenem mütterlichem 
Futter 

Die Wildtypnachkommen (Kontrolltiere (ECO) und Tiere aus mütterlicher 

Hyperglykämie (EBAK)) derjenigen Mütter, die ein diabetogenes Futter bekamen, 

werden im folgenden als „ECO diab“ und „EBAK diab“ bezeichnet. Männliche und 

weibliche Nachkommen der Tiere mit diabetogenem Futter waren im Trend 

leichter als die Nachkommen, deren Mütter keine Diätmodifizierung erhalten 

hatten (vgl. Tab. 14 und Abb. 7). Für die männlichen Nachkommen der 

Kontrollgruppe „ECO diab“ ergab sich ein signifikant (p<0,05) geringeres 

Körpergewicht als für ECO-Nachkommen von Müttern mit Normalfutter. 

 

Abbildung 6: Gruppen- und geschlechtsspezifische 
Gewichtsverteilung der Nachkommen: Männliche Nachkommen 
(linke Seite) hyperglykämischer Väter (ECON2s, blaue Dreiecke) 
sind signifikant schwerer als Nachkommen von Kontrolltieren (ECOs, 
schwarze Kreise) ** p<0,005 und Nachkommen hyperglykämischer 
Mütter (EBAK, rote Quadrate) ***p <0,0003. Bei weiblichen Tieren 
(rechte Seite) zeigt sich kein Unterschied. Linie = Median, männlich 
(n 9-12), weiblich (n 9-12)  
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Tabelle 14: Zusammenfassung der Körpergewichte (g) männlichen und weiblichen 
Nachkommen mit und ohne mütterliches diabetogenes Futter. (Legende: ECOm/w- 
männliche/weibliche Kontrolltiere, EBAKm/w- männliche/weibliche Nachkommen von 
hyperglykämischen Müttern, NF – Normalfutter, diab – diabetogenes Futter, IQR-Quartilsabstand 
Q75-Q25, STD-Standardabweichung, MW-Mittelwert) 

Gruppen ECOm  EBAKm ECOw  EBAKw  
Ernährung 
der Mütter 

NF  
(n = 5) 

Diab  
(n = 4) 

NF  
(n = 5) 

Diab  
(n = 4) 

NF  
(n = 5) 

Diab  
(n = 4) 

NF  
(n = 10) 

Diab  
(n = 2) 

Median (g) 19,3 17,2 18,3 16,8 16,9 15,6 16,3 13,8 
IQR (g)  1,8 1,0 0,9 2,7 1,8 1,5 2,0 1,7 
MW(g) 19,5 17,2 18,4 17,3 17,0 15,6 16,2 13,8 
STD (g) 1,1 0,5 0,5 1,5 0,9 0,8 1,2 1,2 

 

4.2.3 Zusammenhang zwischen dem Körpergewicht der Versuchstiere und der 
mütterlichen Nüchternglukose  

Es fand sich kein Zusammenhang zwischen dem Körpergewicht der weiblichen 

oder männlichen Nachkommen von Müttern mit Hyperglykämie (EBAK) und der 

Höhe der mütterlichen Glukosekonzentration im Blut am 14. Schwangerschaftstag 

(vgl. Abb. 8). 

Abbildung 7: Gruppen- und geschlechtsspezifische 
Gewichtsverteilung der Nachkommen. Männliche Kontrolltiere mit 
mütterlichem diabetogenem Futter (ECO diab, offene schwarze 
Kreise) sind signifikant leichter als Kontrolltiere mit mütterlichem 
Normalfutter (ECO, schwarte Kreise) * p<0,04. Linie = Median, 
männlich (n 4-12), weiblich (n 2-12) 
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4.3 Intraperitonealer Glukosetoleranztest 

4.3.1 Glukoseverwertung bei männlichen und weiblichen Nachkommen 

Bei der geschlechtsspezifischen Betrachtung der Gruppen ergaben sich deutliche 

Unterschiede in der Verwertung der Glukose zwischen den männlichen und 

weiblichen Tieren (vgl. Abb. 9 A und B). Während sich bei den weiblichen 

Nachkommen hyperglykämischer Elterntiere keine Unterschiede in der 

Glukosetoleranz zeigten, fanden sich signifikant höhere Glukosespiegel bei den 

männlichen Nachkommen von hyperglykämischen Müttern (EBAKs) zum 

Zeitpunkt t = 30 Minuten im Vergleich zu Kontrolltieren (ECO) (**p<0,002) sowie 

im Vergleich zu den Nachkommen von hyperglykämischen Vätern (ECON2s) 

(*p<0,02). 

 

Abbildung 8: Es besteht keine Korrelation der mütterlichen 
Nüchternglukose (mg/dl) mit dem Körpergewicht (g) bei 
männlichen (Quadrat) und weiblichen (Kreis) Nachkommen 
(EBAK) im Alter von 6 Wochen. Abgebildet ist auch ein 
diabetogenes Futter der Mütter (offene Symbole) und Normalfutter 
(rote Symbole). Männlich (n 4-5), weiblich (n 2-11) 
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Abbildung 9: Glukose bei intraperitonealem Glukosetoleranztest (ipGTT) im Alter von 6 
Wochen. Glukosekonzentration im Blut nach Applikation des Glukosebolus (2g/kg, i.p.) bei (A) 
männlichen (n = 29) und (B) weiblichen (n = 33) Kontrolltieren (ECO), Tieren mit mütterlicher 
(EBAK) sowie väterlicher (ECON2) Hyperglykämie. Der Glukoseanstieg der männlichen 
Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK, rote Quadrate) zum Zeitpunkt t = 30 min ist 
signifikant höher **p<0,002 als der der Kontrolltiere (ECO, schwarze Punkte) und der 
Nachkommen hyperglykämischer Väter (ECON2, blaue Dreiecke) *p<0,02. (Mittelwerte ±SD, 2-
way-Anova nach Tukey). 
 

4.3.2 Verlauf der Glukosetoleranzteste in Abhängigkeit vom diabetogenem Futter 
der Mütter 

Tabelle 15: Mittelwerte der Serumglukose in mg/dl im Verlauf des ipGTT bei männlichen 
Nachkommen hyperglykämischer Mütter mit und ohne diabetogenes Futter. (Legende: 
ECOm- männliche Kontrolltiere, EBAKm- männliche Wildtypnachkommen der hyperglykämischer 
Mütter, NF- Normalfutter, diab- diabetogenes Futter. MW- Mittelwert, STD-Standardabweichung) 
 

Gruppen ECOm 
MW (±STD) 

EBAKm 
MW(±STD) 

Ernährung der Mütter NF (n = 4) Diab (n = 4) NF (n = 4) Diab (n = 3) 
ipGTT der Nachkommen  

Zeitpunkt = 0 Min 
179,7 (±31,8) 134,2 (±14,1) 181,5 (±27,9) 133,0 (±19,1) 

ipGTT der Nachkommen  
Zeitpunkt = 30 Min 

326,7 (±78,3) 409,2 (±46,5) 456,5 (±77,4) 317,0 (±13,5) 

ipGTT der Nachkommen  
Zeitpunkt = 60 Min 

241,5 (±56,1) 175,5 (±40,7) 267,2 (±42,9) 245,0 (±30,7) 

ipGTT der Nachkommen  
Zeitpunkt = 120 Min 

153,7 (±8,5) 115,7 (±5,2) 148,7 (±35,7) 128,7 (±17,9) 

 

Der Glukoseverlauf im ipGTT wurde durch ein mütterliches diabetogenes Futter 

nur bei den männlichen, nicht aber den weiblichen Tieren signifikant beeinflusst. 

(vgl. Abb. 10). Der Anstieg des Glukosespiegels von männlichen Nachkommen 

aus mütterlicher Hyperglykämie (EBAK) zum Zeitpunkt t = 30 Minuten wurde durch 

Verabreichung eines diabetogenen Futters nicht verstärkt (vgl. Abb. 10). Bei den 

männlichen Tieren nach einer maternalen Diätmanipulation zeigte sich ein 

geringer Anstieg der Glukosekonzentration zum Zeitpunkt t = 30 Minuten 
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(**p<0,002) und ein geringer Abfall des Glukosespiegels zum Zeitpunkt t = 60 

Minuten (*p<0,02) im Vergleich zu Kontrollgruppe. Die Veränderungen im 

Glukoseverlauf der Tiere mit und ohne maternale Diätmanipulation sind in der 

Tabelle 15 zusammengestellt.  

 

 
 
Abbildung 10: Verlauf der Serumglukose bei intraperitonealem Glukosetoleranztest (ipGTT) 
der männlichen Tiere im Alter von 6 Wochen. (A) bei Normalfutter (n=8) und (B) mit 
diabetogenem (diab) Futter der Mütter (n = 7). (A): Der Glukoseanstieg der Nachkommen 
hyperglykämischer Mütter mit Normalfutter (EBAK, rote Quadrate) ist zum Zeitpunkt von t = 30 min 
signifikant höher als der der Kontrolltiere **p<0,006. (B): Die Glukosekonzentration der 
Nachkommen hyperglykämischer Mütter mit diabetogenem Futter (EBAK diab, leere Quadrate) ist 
zum Zeitpunkt t = 30 min signifikant niedriger **p<0,002 und zum Zeitpunkt t = 60 min signifikant 
höher *p<0,02 als die der Kontrolltiere mit diabetogenem Futter der Mütter (ECO diab, leere 
Kreise) (Mittelwerte ±SD, 2-way-Anova nach Tukey). 
 
 
Individuelle Verläufe der ipGT-Tests sind im Anhang abgebildet. (vgl. Abb. 27-28).  

4.4 Untersuchung des Arginin/NO-Metabolismus im stoffwechselaktiven Gewebe 

4.4.1 NOx im Serum  

Die Konzentration der stabilen NO Metaboliten: Nitrat (NO3) und Nitrit (NO2) 

wurden im Serum (vgl. Kap. 3.3.4) gemessen. 

Bei weiblichen Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK) fand sich eine 

signifikant niedrigere NOx-Konzentration im Serum als bei Tieren mit väterlicher 

Hyperglykämie (ECON2), p<0,05 (vgl. Abb. 11). Eine ähnliche, aber nicht 

signifikante Tendenz zeigte sich auch bei den männlichen Nachkommen. 
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Tabelle 16: Übersichtstabelle der NOx-Konzentration in Serum (µM) der Nachkommen nach 
Geschlecht und mütterlichem Futter: (Legende: ECOm/w- männliche/weibliche Kontrolltiere, 
EBAKm/w- männliche/weibliche Nachkommen von hyperglykämischen Müttern, NOx-
Stickstoffmonoxid, diab = diabetogenes Futter, NF = Normalfutter, IQR-iQuartilsabstand Q75-Q25, 
STD-Standardabweichung, MW-Mittelwert) 
 

Gruppen ECOm EBAKm ECOw  EBAKw  
Ernährung 
der Mütter 

NF  
(n = 5) 

Diab 
(n = 4) 

NF 
(n = 4) 

Diab 
(n = 3) 

NF 
(n = 8) 

Diab 
(n = 3) 

NF 
(n = 8) 

Diab 
(n = 2) 

NOx (µM) 
Median 

113,6 39,9 92,0 38,6 107,7 38,7 44,5 32,8 

IQR 42,9 21,6 48,2 7,4 61,7 19,1 70,0 18,5 
NOx (µM) 

MW 
115,4 37,8 81,6 36,8 109,0 33,2 70,8 32,8 

STD 23,2 11,8 27,8 4,0 40,7 10,6 51,0 13,1 
 

Die Nachkommen der Mütter, die eine diabetogene Nahrung bekommen hatten, 

wiesen eine niedrigere NOx-Konzentration im Serum im Vergleich zu den 

Nachkommen von Müttern auf Normalfutter auf (vgl. Tab. 16, Abb. 12).  

Abbildung 11: NOx-Konzentration im Serum der Nachkommen. 
Die NOx-Konzentration der weiblichen Nachkommen (rechte Seite) 
mit mütterlicher Hyperglykämie (EBAKs, rote Quadrate) sind 
signifikant (*p<0,05) niedriger gegenüber Nachkommen mit 
väterlicher Hyperglykämie (ECON2s, blaue Dreiecke). Gleicher 
Trend bei männlichen (linke Seite) Nachkommen mit mütterlicher 
Hyperglykämie (EBAK, rote Quadrate) im Vergleich zu Kontrolltieren 
(ECO, schwarze Punkte) Linie = Median, männlich (n 7-12), weiblich 
(n10-15) 
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4.4.2 Analyse der Genexpression im stoffwechselaktiven Gewebe 

Im nächsten Schritt wurde die Expression einiger, am NO/ADMA- Metabolismus 

beteiligter Gene untersucht. Die Bestimmung der Genexpression der NO-

Synthasen und PRMT-Isoformen im Skelettmuskel, Leber- und Fettgewebe 

erfolgte, wie in den Kapiteln 3.4.1 - 3.4.6 erläutert, mittels quantitativer real-time 

PCR. Eine Übersicht der Veränderungen der Genexpression in den Gruppen ist in 

Tabelle 17 dargestellt.  

Bei männlichen Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK) wurde eine 

signifikante Erhöhung der nNOS-Genexpression im Skelettmuskel im Vergleich zu 

Nachkommen hyperglykämischer Väter (ECON2) und zu Kontrolltieren (ECO) 

beobachtet. Die Genexpression anderer stoffwechselaktiver Gene bei den 

Wildtypnachkommen hyperglykämischer Eltern war hingegen niedriger als bei den 

entsprechenden Kontrollgruppen. 

Abbildung 12: NOx-Konzentration im Serum der Nachkommen 
der jeweiligen Gruppen im Alter von 6 Wochen. Weibliche (linke 
Seite) Kontrolltiere mit mütterlichem diabetogenem Futter (ECO diab, 
offene schwarze Kreise) haben signifikant niedrigere NOx-
Konzentration in Serum als Kontrolltiere mit mütterlichem 
Normalfutter (ECO, schwarte Kreise) * p<0,03. Gleicher Trend zur 
niedrigen NOx-Konzentration weisen männliche Kontrolltiere (ECO 
diab, offene Kreise) und männliche und weiblichen Nachkommen 
hyperglykämischer Mütter (EBAK diab, offene Quadrate) auf sowie 
weibliche Nachkommen hyperglykämischer Mütter mit diabetogenem 
Futter (EBAK diab, offene Quadrate) im Vergleich zu Nachkommen 
der mit Normalfutter ernährten Mütter (Linie = Median, männlich n 4-
5, weiblich n 2-8) 



Ergebnisse 

 43 

Tabelle 17: Veränderungen der Genexpression der für NO-/ADMA-Stoffwechsel wichtigen 
Gene nNOS, eNOS, PRMT1, PRMT10 im Skelettmuskel, Fett- und Lebergeweben innerhalb 
der Gruppen im Vergleich zu Kontrolltieren. (Legende: m – männlich, w – weiblich, ê/é– 
signifikant verändert) 
 
        Gene 
Gruppen 

nNOS 
Muskel 

PRMT1  
Muskel 

PRMT1  
Fett 

PRMT10 
Fett 

eNOS 
Fett 

eNOS 
Leber 

PRMT1 
Leber 

EBAK m é       
ECON2 m  ê ê ê    
EBAK w        
ECON2 w  ê  ê ê  ê 
 

4.4.3 Expression von nNOS im Skelettmuskel 

Die in der qPCR bestimmte Genexpression der nNOS im Muskelgewebe der 

männlichen Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK) im Alter von 6 

Wochen zeigte einen signifikanten Unterschied im Vergleich zu den Nachkommen 

hyperglykämischer Väter (ECON2) (p<0,005). Es fand sich eine starke Streuung 

der Genexpression bei den männlichen EBAKs im Vergleich zu den Ergebnissen 

in allen anderen Gruppen, die auch bei wiederholten Messungen bestehen blieb. 

Bei den weiblichen Tieren zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der 

Genexpression von nNOS im Gruppenvergleich (vgl. Abb. 13). 

 
 
 
 
 
 

Abbildung 13: Genexpression von nNOS im Skelettmuskel bei 
den Nachkommen im Alter von 6 Wochen. Die Genexpression von 
nNOS im Muskelgewebe bei männlichen Nachkommen (linke Seite) 
hyperglykämischer Mütter (EBAK, rote Quadrate) und 
hyperglykämischer Väter (ECON2, blaue Dreiecke) (**p<0,005) nicht 
signifikant höher als bei Kontrolltieren (schwarze Punkte). (Linie = 
Median. männlich n 8-18, weiblich n 13-16).  (n-fach) = 
Genexpressionen in verschiedenen Gruppen wurden in Relation zu 
den auf 1 gesetzten Kontrollen gesetzt.  
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Es fand sich kein Unterschied in der Genexpression von nNOS in Abhängigkeit 

von diabetogenem Futter der Mütter.  

4.4.4 Expression von PRMT1 im Skelettmuskel 

Die Genexpression von PRMT1 im Muskelgewebe der weiblichen Nachkommen 

hyperglykämsicher Väter (ECON2) war signifikant geringer als die der 

Nachkommen hyperglykämsicher Mütter (EBAK) (p<0,001) und die der 

Kontrolltiere (p<0,05) (vgl. Abb.14). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Das diabetogene Futter der Mütter führte zu keinen signifikanten Veränderungen 

in PRMT1-Expression im Muskelgewebe.  

 

Abbildung 14: Genexpression von PRMT1 im Skelettmuskel der 
Nachkommen im Alter von 6 Wochen. Die Genexpression von 
PRMT1 der weiblichen Nachkommen (rechte Seite) 
hyperglykämischer Väter (ECON2, blaue Dreiecke) ist geringer als 
die der Kontrolltiere (ECO, schwarze Punkte) (**p<0,001) und die der 
Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK, rote Quadrate) 
(*p<0,02). (Linie = Median. Männlich n 9-18, weiblich n 13-16) (n-
fach) = Genexpressionen in verschiedenen Gruppen wurden in 
Relation zu den auf 1 gesetzten Kontrollen gesetzt.  
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4.4.5 Expression von PRMT1 im Fettgewebe 

Die Genexpression von PRMT1 im Fettgewebe der männlichen Nachkommen 

hyperglykämischer Väter (ECON2) war signifikant niedriger als in der 

Kontrollgruppe (p<0,0007) und bei den Nachkommen hyperglykämischer Mütter 

(EBAK) (p<0,04). Im Gruppenvergleich fanden sich bei weiblichen Tieren keine 

signifikanten Unterschiede der Genexpression (vgl. Abb. 15). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.4.6 Expression von PRMT10 im Fettgewebe 

Im untersuchten Fettgewebe fand sich eine niedrigere Genexpression von PRMT 

10 bei den männlichen (p<0,0002) und weiblichen (p<0,02) Nachkommen 

hyperglykämischer Väter (ECON2) im Vergleich zu den Kontrolltieren (ECO) (vgl. 

Abb. 16) und zu den Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK) (p<0,02).  

 

Abbildung 15: Genexpression von PRMT1 im Fettgewebe der 
Nachkommen im Alter von 6 Wochen. Die Genexpression von 
PRMT1 der männlichen Nachkommen hyperglykämischer Väter 
(ECON2, blaue Dreiecke) ist signifikant niedriger als die der 
Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK, rote Quadrate) 
(*p<0,04) und die der Kontrolltiere (ECO, schwarze Punkte) 
(***p<0,0007). (Linie = Median. Männlich n 9-12, weiblich n 11-13) 
(n-fach) = Genexpressionen in verschiedenen Gruppen wurden in 
Relation zu den auf 1 gesetzten Kontrollen gesetzt.  
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4.4.7 Genexpression von eNOS im Fettgewebe 

Die Genexpression der endothelialen NO-Synthase (eNOS) im Fettgewebe der 

Nachkommen war bei weiblichen Nachkommen hyperglykämischer Väter 

(ECON2) signifikant niedriger als bei den Kontrolltieren (p<0,009). Bei den 

männlichen Tieren zeigten sich keine Veränderungen der Genexpression von 

eNOS im Fettgewebe (vgl. Abb. 17). 

 

Abbildung 16: Genexpression von PRMT10 im Fettgewebe der 
Nachkommen im Alter von 6 Wochen. Die Genexpression von 
PRMT10 der männlichen (linke Seite) und weiblichen (rechte Seite) 
Nachkommen hyperglykämischer Väter (ECON2, blaue Dreiecke) ist 
signifikant niedriger als die der Kontrolltiere (ECO, schwarze Punkte) 
(***p<0,0002 männl. und *p<0,02 weibl) und als die der männlichen 
Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK, rote Quadrate) 
(**p<0,01) (Linie = Median. Männlich n 9-12, weiblich n 11-13). (n-
fach) = Genexpressionen in verschiedenen Gruppen wurden in 
Relation zu den auf 1 gesetzten Kontrollen gesetzt.  
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4.4.8 Expression von eNOS in der Leber 

Die Genexpression der endothelialen NO-Synthase im Lebergewebe im Alter von 

6 Wochen war bei männlichen Nachkommen hyperglykämischer Väter (ECON2) 

signifikant niedriger als die der Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK) 

(p<0,02). Bei den weiblichen Tieren hingegen zeigten sich keine signifikanten 

Veränderungen der Genexpression von eNOS in der Leber.  (vgl. Abb. 18A). 

 
 

Abbildung 17: Genexpression von eNOS im Fettgewebe der 
Nachkommen im Alter von 6 Wochen. Die Genexpression von 
eNOS der weiblichen (rechte Seite) Nachkommen 
hyperglykämischer Väter (ECON2, blaue Dreiecke) ist niedriger als 
die der Kontrolltiere (ECO, schwarze Punkte) (**p<0,009), (Linie = 
Median. Männlich n 9-12, weiblich n 11-13) 
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4.4.9 Expression von PRMT1 im Lebergewebe 

Die weiblichen Nachkommen hyperglykämischer Väter (ECON2) zeigten eine 

signifikant niedrigere PRMT1-Expression (p<0,02) im hepatischen Gewebe im 

Vergleich zur Kontrollgruppe (ECO) (vgl. Abb.19). Bei den männlichen Gruppen 

hingegen zeigten sich keine Veränderungen in PRMT1 Expression in der Leber. 

Abbildung 18: Genexpression von eNOS im Lebergewebe der Nachkommen im Alter von 
6 Wochen. (A) Alle Tiere im Vergleich. Die Genexpression von eNOS im Leberwebe ist bei 
männlichen Nachkommen hyperglykämischer Väter (ECON2, blaue Dreiecke) (*p<0,02) ist 
niedriger als die der Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK, rote Quadrate). (B) 
Darstellung aller Gruppen mit mütterlichem Normalfutter: Die Genexpression von eNOS bei 
männlichen Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK, rote Quadrate) mit mütterlichem 
Normalfutter ist höher als die der Nachkommen hyperglykämischer Väter (ECON2, blaue 
Dreiecke) (**p<0,004) und die der Kontrolltiere (ECO, schwarze Punkte) (*p<0,02). (Linie = 
Median. Männlich n 5-20, weiblich n 6-15) 
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4.5 Korrelationsanalyse 

Da die erhobenen Daten nicht normal verteilt sind, wurde eine Korrelationsanalyse 

nach Spearman mit der Fragestellung nach einem Zusammenhang zwischen den 

bestimmten Parametern durchgeführt. 

 

4.5.1 Korrelation zwischen dem Expressionsniveau von nNOS im Skelettmuskel 

und dem Glukosespiegel der Nachkommen 

 

 
 

Abbildung 19: Genexpression von PRMT1 im Lebergewebe der 
Nachkommen im Alter von 6. Die Genexpression von PRMT1 in 
der Leber ist bei weiblichen (rechte Seite) Nachkommen  
hyperglykämischer Väter (ECON2, blaue Dreiecke) ist niedriger als 
die der Kontrolltiere (ECO, schwarze Punkte) (*p<0,02) (Linie = 
Median. Männlich: n 9-20, weiblich: n 12-16) 
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Abbildung 20: lineare Regressionsanalyse der Glukosekonzentration im Rahmen des 
ipGTTs zum Zeitpunkt t = 60 Min. und der nNOS-Expressionen im Muskelgewebe der 
männlichen und weiblichen Nachkommen hyperglykämischer Mütter und der Kotrolltiere. 
(Legende: Kontrolltiere: ECO, schwarze Punkte, Kontrolltiere mit mütterlichem diabetogenem 
Futter: ECO diab, offene schwarze Kreise, Nachkommen hyperglykämischer Mütter: EBAK, rote 
Quadrate, Nachkommen hyperglykämischer Mütter und diabetogenem Futter: EBAK diab, offene 
rote Quadrate. Männlich: n 4-5, weiblich: n 2-11) 
 

 

Bei männlichen Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK) fand sich ein 

signifikanter negativer Zusammenhang zwischen der nNOS Expression im Muskel 

und dem Verlauf der Glukosekonzentration zum Zeitpunkt t=60 Min. (r2 0,8, 

**p<0,007). Bei den weiblichen Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK) 

standen diese beiden Parameter hingegen in positivem Zusammenhang (r2 0,5 

,*p<0,03) entsprechend einer geschlechtsspezifischen Veränderung durch 

elterliche Hyperglykämie. Bei den Nachkommen hyperglykämischer Väter 

(ECON2) fanden sich keine Zusammenhänge zwischen der Genexpression von 
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nNOS im Muskelgewebe und dem Verlauf der Glukosekonzentration im 

intraperitonealen Glukosetoleranztest. 

4.5.2 Korrelation zwischen dem Expressionsniveau von nNOS im Skelettmuskel 
und der mütterlichen Glukosekonzentration  

Ein Zusammenhang mit der Blutglukosekonzentration der Mütter und der 

Genexpression von nNOS im Muskelgewebe der männlichen Nachkommen 

hyperglykämischer Mütter (EBAK) (vgl. Abb. 21) fand sich nicht.  

 

 
 

 

 

 

4.5.3 Korrelation zwischen den Genexpressionsniveaus von nNOS und PRMT1 
im Skelettmuskel der Nachkommen 

 

Abbildung 21: Es besteht keine Korrelation der mütterlichen 
Nüchternglukose (mg/dl) mit der Genexpression von nNOS im 
Skelettmuskel bei männlichen (Quadrat) und weiblichen (Kreis) 
Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK) im Alter von 6 
Wochen. Abgebildet ist auch diabetogenes Futter (offene Symbole) 
und Normalfutter der Mütter (rote Symbole). Männlich (n 4-5), 
weiblich (n 2-11) 
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Abbildung 22: lineare Regressionsanalyse von Genexpression von nNOS- und PRMT1 im 
Muskelgewebe der Versuchstiere im Alter von 6 Wochen. Die weiblichen Kontrolltiere (ECO) 
zeigen einen signifikanten positiven Zusammenhang (r2 0,7, ***p<0,001) zwischen nNOS- und der 
PRMT1- Expression im Muskelgewebe (Legende: Kontrolltiere: ECO, schwarze Punkte, 
Kontrolltiere mit mütterlichem diabetogenem Futter: ECO diab, offene schwarze Kreise, 
Nachkommen hyperglykämischer Mütter: EBAK, rote Quadrate, Nachkommen hyperglykämischer 
Mütter und diabetogenem Futter: EBAK diab, offene rote Quadrate. Männlich: n 4-17, weiblich: n 2-
16) 
 
 
Es wurde eine signifikante positive Korrelation der Genexpressionen von nNOS 

und PRMT1 im Skelettmuskel bei weiblichen Nachkommen aller Gruppen (ECOs, 

EBAKs, ECON2s) beobachtet. 

 

4.6 DNA-Methylierungsanalysen nNOS im Skelettmuskel 

Ausgehend von der veränderten Genexpression von nNOS im Muskelgewebe der 

männlichen Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAKs) wurde eine 

Methylierungsanalyse, die als epigenetischer Mechanismus der Genregulation gilt, 
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durchgeführt. Dafür wurde die isolierte genomische DNA aus dem Skelettmuskel 

der männlichen Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK) und der 

Kontrolltiere (ECO) untersucht (vgl. Kap. 3.5.2). 

 

4.6.1 Identifizierung von CPG-Islands im nNOS Gen im Skelettmuskel der 
Nachkommen 

 
Abbildung 23: CPG-Stellen im 5´- Sequenzbereich des murinen nNOS-Gens (60780 bis 61500). Output 
vom Programm mit Methylfinder. Zur Orientierung sind die CpGs gelb markiert. 
 
 

NOS1genomisch      GTTGATTTTTTTTTTTCTGATAGAAAAAAATGGAAATTAGGTTACATAAAAGATGTATGC 60780 
CpG49              ------------------------------------------------------------ 
                                                                                
 
NOS1genomisch      TTCCAAGCCCAGAGCGGCCCTTTTAATGAGGGTTGCGACGTCTCCCTCCCCACGCCCATA 60840 
CpG49              -----------------------------------CGACGTCTCCCTCCCCACGCCCATA 25 
                                                      ************************* 
 
NOS1genomisch      AACCAGCCGGTTGGACGTCACCACTAATTCGTTTCAGCGGTGATAGGATAAAGCAGGGAC 60900 
CpG49              AACCAGCCGGTTGGACGTCACCACTAATTCGTTTCAGCGGTGATAGGATAAAGCAGGGAC 85 
                   ************************************************************ 
 
NOS1genomisch      ATTAAGAAATAAATTCCCCCTCACGACCCTCACTGAGCTCGCTGCGCGGTCCCTGCGTAT 60960 
CpG49              ATTAAGAAATAAATTCCCCCTCACGACCCTCACTGAGCTCGCTGCGCGGTCCCTGCGTAT 145 
                   ************************************************************ 
 
NOS1genomisch      TGATGCAGCCGCAGGGCGCGAGCGGCTACTTAGCACAGCGGCTGCTACTAGGGGCAGCTG 61020 
CpG49              TGATGCAGCCGCAGGGCGCGAGCGGCTACTTAGCACAGCGGCTGCTACTAGGGGCAGCTG 205 
                   ************************************************************ 
 
NOS1genomisch      CGGCCGGGGTGAGCCAGGTTGCGCAAGGGGAAGCTGGCAGCTTCCAGTCCTGAACTTGGC 61080 
CpG49              CGGCCGGGGTGAGCCAGGTTGCGCAAGGGGAAGCTGGCAGCTTCCAGTCCTGAACTTGGC 265 
                   ************************************************************ 
 
NOS1genomisch      TAGGCTAGAGCGGAGCGAGGCGGGAGCAAGAGGCTGGGAGGGGGGCGGGGAGCGCTCGCT 61140 
CpG49              TAGGCTAGAGCGGAGCGAGGCGGGAGCAAGAGGCTGGGAGGGGGGCGGGGAGCGCTCGCT 325 
                   ************************************************************ 
 
NOS1genomisch      CTGGAAGCTCCTACCCTGTGGCGCTGTTGGAGCCCGGAGCATCCTGCCCCGGAGCAAGGC 61200 
CpG49              CTGGAAGCTCCTACCCTGTGGCGCTGTTGGAGCCCGGAGCATCCTGCCCCGGAGCAAGGC 385 
                   ************************************************************ 
 
NOS1genomisch      TCTGGATCCGCGCGCTCAGCAGCTGCGGGAGGAGGAGGCGCGGAAGACGGGGTGAACAGC 61260 
CpG49              TCTGGATCCGCGCGCTCAGCAGCTGCGGGAGGAGGAGGCGCGGAAGACGGGGTGAACAGC 445 
                   ************************************************************ 
 
NOS1genomisch      GTGATCCACAGCCCTGGAACTGCGCGGGCTCGGCAGCAGGTGAGTTCTCAGCCTTGGACC 61320 
CpG49              GTGATCCACAGCCCTGGAACTGCGCGGGCTCGGCAGCAGGTGAGTTCTCAGCCTTGGACC 505 
                   ************************************************************ 
 
NOS1genomisch      CAAGGTATCCCATGTACCTTCTCAGGGACCTGCGCTCCAGCTCCGGCGGGCGGTGTGCGC 61380 
CpG49              CAAGGTATCCCATGTACCTTCTCAGGGACCTGCGCTCCAGCTCCGGCGGGCGGTGTGCGC 565 
                   ************************************************************ 
 
NOS1genomisch      CCCAACTTGGCTCTCCTTGGCGGCCTGGCTCTCCGGGCAATGGGGCGTACCCGAGTCCAG 61440 
CpG49              CCCAACTTGGCTCTCCTTGGCGGCCTGGCTCTCCGGGCAATGGGGCGTACCCG------- 618 
                   *****************************************************        
 
NOS1genomisch      GCTGTGAGCTCCTGGAAAGGTGGGTCCTGCCTCCTCGCTCCAACTTTACAAGGGCAAGGG 61500 
CpG49              ------------------------------------------------------------ 
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4.6.2 Sequenzierergebnisse der Methylierungs-PCR 

In der Abbildung 24 sind Sequenzierungsergebnisse der mPCR von 4 männlichen 

Tieren (2 Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK) und 2 Kontrolltiere 

(ECO) dargestellt.  

 

 
 
Abbildung 24: Bisulfitsequenzierungsergebnisse des nNOS-Gens im Skelettmuskel. 
Chromatogramme von 2 männlichen Kontrolltieren (ECO) und 2 männlichen Nachkommen 
hyperglykämischer Mütter (EBAK) im Bereich N1. CpGs sind mit Sternchen markiert. Das G an 
der ersten Position entspricht Base 60925 (NC_000071). 
 

4.6.3 Methylierungsuntersuchung von nNOS im Skelettmuskel bei Nachkommen 
hyperglykämischer Mütter (EBAK) und Kontrolltieren (ECO)  

Die im Bereich der Primer N1 und N2 erfassten CpGs waren ausnahmslos 

unmethyliert (vgl. Abb. 25 und 26). Es fand sich kein Unterschied im 

Methylierungsstatus von nNOS im Skelettmuskel bei den untersuchten Tieren. 

Auch bei den Nachkommen, deren Mütter ein diabetogenes Futter erhalten hatten, 

zeigten sich keine Veränderungen auf der Methylierung. 
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Abbildung 25: Übersicht des Methylierungsstatus der im Bereich des Primers N1 erfassten 
CpGs im nNOS Gen im Skelettmuskel der Kontrolltiere und Nachkommen 
hyperglykämischer Mütter 
 

CpG49          AGCGGTGATAGGATAAAGCAGGGACATTAAGAAATAAATTCCCCCTCACGACCCTCACTG     120 
N2-81F         --------------------GGGATATTAAGAAATAAATTTTTTTT--------------     26 
ECO9-N1        ---------------------------------------TTTTTTTWATGATTTTTCTTG     21 
ECO10-N1       ---------------------------------------TTTTTTTTATGATTTTTATTG     21 
ECO17-N1       ---------------------------------------TTTTTTTWATRATTTTWATTG     21 
ECO19-N1       ---------------------------------------TTTTTTTTATGATTTTTATTG     21 
ECO25-N1       --------------------------------------TTTTTTTTTATRATTTTTATTG     22 
ECO30-N1       --------------------------------------TTTTTTTTTATGATTTTTATTG     22 
ECO31-N1       ---------------------------------------TTTTTTTTATGATTTTTATTG     21 
ECO33-N1       ---------------------------------------TTTTTTTTATGATTTTTATTG     21 
EBAK15-N1      ---------------------------------------TTTTTTTTATGATTTTTATTG     21 
EBAK16-N1      ---------------------------------------TTTTTTTTATGATTTTTCTTG     21 
EBAK17-N1      ---------------------------------------TTTTTTTTATGATTTTTATTG     21 
EBAK20-N1      ---------------------------------------TTTTTTTTATGATTTTTATTG     21 
EBAK22-N1      ---------------------------------------TTTTTTTTATGATTTTTATTG     21 
EBAK25-N1      ---------------------------------------TTTTTTTTATGATTTTTATTG     21 
EBAK28-N1      ---------------------------------------TTTTTTTTATGATTTTTATTG     21 
                                                      *     *               
 
CpG49          AGCTCGCTGCGCGGTCCCTGCGTATTGATGCAGCCGCAGGGCGCGAGCGGCTACTTAGCA     180 
N2-81F         ------------------------------------------------------------     26 
ECO9-N1        AGTTTGTTGTGTGGTTTTTGTGTCTTGATGTAGTTGTAGGGTGTGAGTGGTTATTTAGTA     81 
ECO10-N1       AGTTTGTTGTGTGGTTTTTGTGTATTGATGTAGTTGTAGGGTGTGAGTGGTTATTTAGTA     81 
ECO17-N1       AGTTTGTTGTGTGGTTTTTGTGTMTTGATGTAGTTGTAGGGTGTGAGTGGTTATTTAGTA     81 
ECO19-N1       AGTTTGTTGTGTGGTTTTTGTGTATTGATGTAGTTGTAGGGTGTGAGTGGTTATTTAGTA     81 
ECO25-N1       AGTTTGTTGTGTGGTTTTTGTGTATTGATGTAGTTGTAGGGTGTGAGTGGTTATTTAGTA     82 
ECO30-N1       AGTTTGTTGTGTGGTTTTTGTGTATTGATGTAGTTGTAGGGTGTGAGTGGTTATTTAGTA     82 
ECO31-N1       AGTTTGTTGTGTGGTTTTTGTGTATTGATGTAGTTGTAGGGTGTGAGTGGTTATTTAGTA     81 
ECO33-N1       AGTTTGTTGTGTGGTTTTTGTGTATTGATGTAGTTGTAGGGTGTGAGTGGTTATTTAGTA     81 
EBAK15-N1      AGTTTGTTGTGTGGTTTTTGTGTATTGATGTAGTTGTAGGGTGTGAGTGGTTATTTAGTA     81 
EBAK16-N1      AGTTTGTTGTGTGGTTTTTGTGTATTGATGTAGTTGTAGGGTGTGAGTGGTTATTTAGTA     81 
EBAK17-N1      AGTTTGTTGTGTGGTTTTTGTGTATTGATGTAGTTGTAGGGTGTGAGTGGTTATTTAGTA     81 
EBAK20-N1      AGTTTGTTGTGTGGTTTTTGTGTATTGATGTAGTTGTAGGGTGTGAGTGGTTATTTAGTA     81 
EBAK22-N1      AGTTTGTTGTGTGGTTTTTGTGTATTGATGTAGTTGTAGGGTGTGAGTGGTTATTTAGTA     81 
EBAK25-N1      AGTTTGTTGTGTGGTTTTTGTGTATTGATGTAGTTGTAGGGTGTGAGTGGTTATTTAGTA     81 
EBAK28-N1      AGTTTGTTGTGTGGTTTTTGTGTCTTGATGTAGTTGTAG---------------------     60 
                                                                            
 
CpG49          CAGCGGCTGCTACTAGGGGCAGCTGCGGCCGGGGTGAGCCAGGTTGCGCAAGGGGAAGCT     240 
N2-81F         ------------------------------------------------------------     26 
ECO9-N1        TAG---------------------------------------------------------     84 
ECO10-N1       TAGTGGTTGTTATTAGG-------------------------------------------     98 
ECO17-N1       TA----------------------------------------------------------     83 
ECO19-N1       TAGTGGTTGTTATTAGGGGT----------------------------------------     101 
ECO25-N1       TAGTGGTT----------------------------------------------------     90 
ECO30-N1       TAGTG-------------------------------------------------------     87 
ECO31-N1       TAGTGGTTGTTATTAGGGG-----------------------------------------     100 
ECO33-N1       TAGTGGTTGTTATTAGGGG-----------------------------------------     100 
EBAK15-N1      TAGTGGTTG---------------------------------------------------     90 
EBAK16-N1      TAGTGGTTGTTATTA---------------------------------------------     96 
EBAK17-N1      TAGTGGTTG---------------------------------------------------     90 
EBAK20-N1      TAGTGGTTGTTATTAGGGGTAG--------------------------------------     103 
EBAK22-N1      TAGTGGTTGTTATTAGGGGTA---------------------------------------     102 
EBAK25-N1      TAGTGGTTGTTATTAGGGG-----------------------------------------     100 
EBAK28-N1      ------------------------------------------------------------     60 
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Abbildung 26: Übersicht des Methylierungsstatus der im Bereich des Primers N3 erfassten 
CpGs im nNOS Gen im Skelettmuskel der Kontrolltiere und Nachkommen 
hyperglykämischer Mütter. 
 
 

CpG49          GGGAGGGGGGCGGGGAGCGCTCGCTCTGGAAGCTCCTACCCTGTGGCGCTGTTGGAGCCC     360 
N3-327F        ----------------------------------------------------------TT     2 
ECO19-N3       ------------------------------------------GTGGTGTTGYTGGAGTTT     18 
ECO31-N3       -------------------------------------------GGTTTTAAGSGGTTTTA     17 
EBAK5-N3       ---------------------------------TTTTTTTTTGT-----GGTWTTRWWGG     22 
EBAK20-N3      ---------------------------------TTTTTATTTGTGGTGTTGTTGGAYCTT     27 
EBAK22-N3      ---------------------------------TTTTTWTTTGTGGTGTTGTTGGAGTTT     27 
EBAK25-N3      ------------------------------------------GTGGTGTTGTTGGAGTTT     18 
EBAK28-N3      ---------------------------------TTTTTWTTTKTGGTGTTGTTGGAGTTT     27 
                                                                            
 
CpG49          GGAGCATCCTGCCCCGGAGCAAGGCTCTGGATCCGCGCGCTCAGCAGCTGCGGGAGGAGG     420 
N3-327F        GGAAGTTTTTATTTTGTGG-----------------------------------------     21 
ECO19-N3       GGAGTATTTTGTTTTGGAGTAAGGTTTTGGATTTGTGTGTTTAGTAGTTGTGGGAGGAGG     78 
ECO31-N3       TGTGTATTTTGTTTTGGAGTAAGGTTTTGGATTTGTGTGTTTAGTAGTTGTGGGAGGAGG     77 
EBAK5-N3       RWKTTTTTTKWTKTSRWRTMAGGTTTYSGGATTTGTGTGTTTAGTAGTTGTGGGAGGAGG     82 
EBAK20-N3      GGAGTCCTTTGTTTTGGAGTAAGGTTTTGGACTTGTGTGTTTAGTAGTTGTGGGAGGAGG     87 
EBAK22-N3      GGAGTATTTTGTTTTGGAGTAAGGTTTTGGATTTGTGTGTTTAGTAGTTGTGGGAGGAGG     87 
EBAK25-N3      KGAGTATTTTGTTTTGGAGTAAGGTTTTGGATTTGTGTGTTTAGTAGTTGTGGGAGGAGG     78 
EBAK28-N3      GGAGTATTTTGTTTTGGAGTAAGGTTTTGGATTTGTGTGTTTAGTAGTTGTGGGAGGAGG     87 
                                                                            
 
CpG49          AGGCGCGGAAGACGGGGTGAACAGCGTGATCCACAGCCCTGGAACTGCGCGGGCTCGGCA     480 
N3-327F        ------------------------------------------------------------     21 
ECO19-N3       AGGTGTG-----------------------------------------------------     85 
ECO31-N3       AGGTGTGGAAGATGGGGTG-----------------------------------------     96 
EBAK5-N3       AGGTGTGG----------------------------------------------------     90 
EBAK20-N3      AGGTGTGGAAGATGG---------------------------------------------     102 
EBAK22-N3      AGGTGTGGAAGATGGGG-------------------------------------------     104 
EBAK25-N3      AGGTG-------------------------------------------------------     83 
EBAK28-N3      AGGTGTGGAAGATGGGGTG-----------------------------------------     106 
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5 DISKUSSION 

Anhand der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss einer mütterlichen 

beziehungsweise väterlichen Hyperglykämie und einer mütterlichen Modifikation 

der Ernährung auf den Phänotyp der Wildtyp-Nachkommen untersucht werden. 

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Nachkommen hyperglykämischer 

Tiere im Alter von 6 Wochen metabolische Veränderungen in Abhängigkeit von 

dem betroffenen Elternteil und dem eigenen Geschlecht aufwiesen. Hierbei wurde 

das Körpergewicht, der Glukosestoffwechsel, die NO Metabolite im Serum und die 

Expression von Genen mit Funktion im NO-Arginin-Stoffwechsel in 

stoffwechselaktiven Geweben durch die elterliche Hyperglykämie beeinflusst.  

 

Insgesamt wurde ein stärkerer Effekt der mütterlichen Hyperglykämie auf den 

metabolischen Phänotyp der männlichen Wildtypnachkommen beobachtet.  

Bei Betrachtung der Körpergewichte waren männliche Nachkommen 

hyperglykämischer Mütter im Trend leichter als die Kotrolltiere oder Nachkommen 

hyperglykämischer Väter. Vor allem die Nachkommen, deren hyperglykämischen 

Mütter ein diabetogenes Futter erhalten hatten, zeigten niedrigere Körpergewichte 

als die Nachkommen, deren Mütter ein Normalfutter bekommen hatten.  

Eine mütterliche Hyperglykämie könnte im Tiermodell zu einer intrauterinen 

Wachstumsrestriktion führen, allerdings hat dies vermutlich im Alter von 6 Wochen 

keinen ausgeprägten programmierenden Effekt mehr. Andererseits könnte das 

Körpergewicht zum Zeitpunkt der Messung durch die Nahrung bereits 

ausgeglichen worden sein. Eine humane Studie zeigt zum Beispiel, dass ein 

niedriges Geburtsgewicht mit dem Fortschreiten des Kindesalters sich 

normalisiert, und erst im jungen Erwachsenenalter deutlich zunimmt, was dann ein 

erhöhtes Risiko für ein metabolisches Syndrom darstellt (Bhargava et al. 2004).  

Unabhängig davon, ob die Nachkommen diabetischer und adipöser Mütter eine 

Mikro- oder Makrosomie entwickeln, sind sie von den gleichartigen 

Stoffwechselstörungen im späteren Leben betroffen (Remmers und Delemarre-

van de Waal 2011). 

Einen kritischen Punkt bei der Interpretation der Körpergewichtsveränderungen 

sollte man nicht außer Acht lassen. Obwohl alle Nachkommen im gleichen Alter 
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und unter Standardbedingungen gewogen wurden, sollten die Körpergewichte nur 

relativ betrachten werden. Durch eine Messung des Körpergewichtes, 

beziehungsweise eine BMI-Berechnung ist es nicht möglich darauf zu schließen, 

ob das niedrige Körpergewicht im Wesentlichen durch den reduzierten Fettanteil 

oder durch Muskelmasse zustande kommt. Ob die Versuchstiere mehr Fettanteil 

oder Muskelmasse einlagern, kann sich durchaus je nach Gruppenzugehörigkeit 

und hyperglykämischem Elternteil unterscheiden. Für die Fragestellung unseres 

Experiments war die Messung des Körpergewichts allerdings für den 

Gruppenvergleich ausreichend.  

In verschiedenen Tierexperimenten finden sich bei Nachkommen 

hyperglykämischer Mütter eine fetale Hyperglykämie, ein perinatal erhöhter 

Insulinspiegel und beginnende Glukoseverwertungsstörung, die in einigen 

Tiermodellen zu Veränderungen des Körpergewichtes mit hohem Fettanteil 

führen. Im späteren Leben entwickeln diese Nachkommen ein Übergewicht, das 

auf eine Programmierung der Adipogenese in der fetalen Entwicklung hindeutet 

(Steculorum und Bouret 2011).  

Leptin als ein möglicher Mediator für die Entwicklung des Übergewichts im 

späteren Leben wurde in der Studie von Briffa und Kollegen diskutiert. Leptin 

reguliert Appetit, wird aus dem Fettgewebe sezerniert und intrauterin mit dem Blut 

der Mutter für die fetale ZNS-Entwicklung zur Verfügung gestellt (Briffa et al. 

2015). In einer Rattenstudie zum Beispiel zeigen männliche Nachkommen mit 

mütterlicher Hyperglykämie und dem fettreichen Futter einen deutlich höheren 

Leptinspiegel als die Kontrolltiere, was einen Zusammenhang zwischen dem 

intrauterinen Einfluss und metabolischen Störungen von Nachkommen darstellt 

(Blue et al. 2015). Die weiblichen Nachkommen der Studie von Blue und Kollegen 

hingegen zeigen nur moderate Veränderungen des Leptinspiegels, was auf einen 

geschlechtsspezifischen Effekt hindeutet.  

 

Bei der Auswertung der ipGTT-Ergebnisse wurde bei männlichen Nachkommen 

hyperglykämischer Mütter (EBAK) ein signifikant höherer Anstieg der 

Glukosekonzentration zum Zeitpunkt t=30 Minuten im Vergleich zu den 

Kontrolltieren beobachtet. Trotz der Normalisierung der Blutglukosekonzentration 

zum Zeitpunkt t=120 Minuten zeigten die männlichen Nachkommen 
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hyperglykämischer Mütter (EBAK) bereits im Alten von 6 Wochen pathologische 

Veränderungen in der Glukoseverwertung. 

Im selben Tiermodell wurden bereits metabolische Veränderungen im Verlauf der 

Zeit bei den Nachkommen hyperglykämischer Elterntiere nachgewiesen 

(Grasemann et al. 2012). Hierbei wurde die Entwicklung einer gestörten 

Glukoseverwertung in den männlichen Wildtypnachkommen hyperglykämischer 

Akita-Mäusen beobachtet, die mit dem Alter fortschritt und im Alter von 26 

Wochen viel deutlicher ausgeprägt war als bei den jüngeren Tieren. Der NO-

Arginin-Stoffwechsel dieser Versuchstiere im Alter von 14 und 26 Wochen war 

beeinträchtigt. In der vorliegenden Arbeit konnte bei 6 Wochen alten männlichen 

Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK) bereits eine beginnende 

diabetogene Stoffwechsellage nachgewiesen werden und somit die 

Arbeitshypothese bekräftigt werden. Auch in humanen Studien wurden bei 

Nachkommen diabetischer Mütter häufiger eine gestörte Glukosetoleranz 

beziehungsweise ein früheres Auftreten von Diabetes Mellitus vom Typ 2 

beschrieben (Clausen et al. 2008).  

 

Häufig besteht ein Zusammenhang zwischen einer gestörten Glukosetoleranz der 

Nachkommen und mütterlichen diabetogenen Auffälligkeiten während der 

Schwangerschaft (Hales und Barker 2001; El Hajj et al. 2014).  

Unsere Ausgangshypothese, dass diabetogenes Futter der Mütter den 

Glukosestoffwechsel der Nachkommen beeinflusst, ließ sich im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit bestätigen. Ein mütterliches Futter mit hohen Zuckeranteil 

führte bei männlichen Nachkommen hyperglykämischer Mütter zu einem 

signifikant schwächerem Anstieg der Glukosekonzentration zum Zeitpunkt t=30 

Minuten sowie zu einer verlangsamten Erholungsphase, dem Abfall der 

Glukosekonzentration, zum Zeitpunkt t=60 Minuten im Vergleich zu den 

Kontrolltieren.  

Auch bei den männlichen Kontrolltieren (ECO) wurden Veränderungen im 

Glukosestoffwechsel wie zum Beispiel eine Steigerung der Glukosekonzentration 

im Blut zum Zeitpunkt t=30 Minuten beobachtet. Der Glukoseverlauf dieser Tiere 

ähnelt sich somit dem der männlichen Nachkommen hyperglykämischer Mütter 

(EBAK) mit Normalfutter. Diese Ergebnisse könnten erste Hinweise auf eine sich 

entwickelnde Störung der Glukoseverwertung sein.  
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Es gibt viele epigenetische Studien zum Thema des intrauterinen Einflusses auf 

Nachkommen und fetaler Programmierung, basierend auf Tiermodellen, in denen 

eine fettreiche Diätmanipulation eine diabetogene und adipogene 

Stoffwechsellage der Tiere hervorrufen sollte (Masuyama und Hiramatsu 2012; 

Williams et al. 2014; Blue et al. 2015). In der vorliegenden Arbeit haben wir uns für 

ein zuckerreiches diabetogenes Futter entschieden, um den Ernährungsstil der 

modernen Gesellschaft zu untersuchen.  

Samuelson und Kollegen haben den Einfluss eines zuckerreichen Futters während 

der Schwangerschaft und Laktationsperiode auf Nachkommen in einem 

Mausmodell untersucht. Neben einer Hypertension bei allen Nachkommen mit 

einem maternalen zuckerreichen Futter wurden bei weiblichen Nachkommen eine 

Hyperinsulinämie, Übergewicht und verminderte Glukosetoleranz im Alter von 12 

Wochen beobachtet (Samuelsson et al. 2013). Im Vergleich zu unseren 

Beobachtungen zeigten sich in dieser Studie keine signifikanten metabolischen 

Veränderungen bei den männlichen Nachkommen. Das könnte einerseits dadurch 

erklärt werden, dass diese Nachkommen zwar einem mütterlichen diabetogenen 

Futter, allerdings keiner mütterlichen Hyperglykämie ausgesetzt waren. 

Andererseits könnte das unterschiedliche Alter der untersuchten Tiere 

(Samuelson: 12 Wochen, hier: 6 Wochen) entscheidend sein. Außerdem könnte 

hier eine bereits demonstrierte (Gilbert und Nijland 2008), geschlechtsspezifische 

Auswirkung der intrauterinen Umgebung, in Abhängigkeit von ihrem Eintrittspunkt 

und ihrem Schweregrad, auf männliche und weibliche Nachkommen eine Rolle 

spielen. Auch die unterschiedliche Zusammensetzung des diabetogenen Futters 

mit 55% vom einfachen Zucker, 10% Fett, 15% Protein versus unserem Futter mit 

50,7% vom einfachen Zucker, 5% Fett und 17% Protein, muss berücksichtigt 

werden.  

 

Wie in Tierexperimenten bereits gezeigt (Grasemann et al. 2012; Blue et al. 2015), 

waren auch in der vorliegenden Studie die männlichen Nachkommen deutlicher 

von metabolischen Veränderungen betroffen als weibliche Nachkommen. So 

wurden in der vorliegenden Arbeit bei den weiblichen Nachkommen 

hyperglykämischer Elterntiere keine relevanten Gewichtsveränderungen 

festgestellt. Die weiblichen Nachkommen scheinen im Bezug auf eine Störung des 
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Glukosestoffwechsels weniger von elterlicher Hyperglykämie betroffen zu sein als 

männliche Tiere. 

Bei diesen geschlechtsspezifischen Unterschieden können die weiblichen 

hormonregulatorischen Mechanismen und Sexualdimorphismus eine Rolle 

gespielt haben (Samuelsson et al. 2008; Hocher 2014; Blue et al. 2015). Eine 

Rattenmodellstudie zeigt beispielweise, dass ein mütterliches fruktosereiches 

Futter zu erhöhtem Fruktose- und Leptinspiegel im Blut der weiblichen Feten führt. 

Männliche Feten waren hingegen davon nicht betroffen (Vickers et al. 2011).  

 

Die Autoren vermuten, dass es geschlechtsspezifische Einflüsse auf die 

plazentare Sensitivität zu Fruktose oder ihren Transportern geben kann, oder dass 

Fruktose das Plazentawachstum beziehungsweise die Plazentafunktion durch den 

Einfluss auf Wachstumsfaktoren wie IGF beeinträchtigen kann. Ein genauer 

Mechanismus der geschlechtsspezifischen Programmierung ist allerdings bisher 

nicht eindeutig geklärt. Einerseits wird eine Wechselwirkung zwischen den 

Sexualhormonen und Nährstoffen in den Geweben des Fetus vermutet (Aiken und 

Ozanne 2013).  Andererseits gibt es in humanen Studien Hinweise darauf, dass 

Plazentawachstum und -funktion vom fetalen Geschlecht abhängig sind (Clifton 

2005). Clifton und Kollegen gehen davon aus, dass sich die Plazentafunktion unter 

ungünstigen maternalen Bedingungen  (mütterliches Asthma) bei männlichen 

Feten anpasst, um das Überleben zu gewährleisten, während weibliche Feten ihr 

Wachstum reduzieren, um sich den ungünstigen Bedingungen besser anpassen 

zu können.  

In einem Mausmodell wurde außerdem gezeigt, dass ein fettreiches Futter 

während der Schwangerschaft mit DNA-Hypomethylierung verschiedener Gene in 

der Plazenta von weiblichen Feten assoziiert ist (Gallou-Kabani et al. 2010). Die 

Empfindlichkeit der fetoplazentaren Einheiten auf ungünstige maternale Umwelt 

könnte hierbei eine Rolle spielen. Es wurden in der vorliegenden Arbeit weder 

Leptinmessungen noch Untersuchungen der Plazentafunktion durchgeführt. So 

sind die Annahmen bezüglich der Ursache für geschlechtsspezifische 

Veränderungen rein hypothetisch.  

 

Um beurteilen zu können, ob maternale Hyperglykämie während der 

Schwangerschaft zu langanhaltenden Veränderungen im NO-Stoffwechsel von 
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Wildtyp-Nachkommen führt und welche Prozesse diesen zugrunde liegen können, 

wurde die Konzentration von NO-Metaboliten (NOx) im Serum der Nachkommen 

bestimmt.  

Ähnlich wie in der vorherigen Studie von C. Grasemann zeigten die Nachkommen 

hyperglykämischer Mütter (EBAK) in der vorliegenden Arbeit einen Trend zu 

niedrigeren NOx-Serumkonzentrationen im Vergleich zu den Kontrolltieren, was 

mit einem veränderten NO-Stoffwechsel durch die mütterliche Hyperglykämie zu 

tun haben kann.  

Die unterstützende Rolle des NO bei der insulin-vermittelten Vasodilatation und 

insulin-stimulierenden Glukoseaufnahme im Skelettmuskel ist in der Literatur 

hinreichend beschrieben (Steinberg et al. 1994). Eine verminderte NO-Bildung 

durch NO-Synthasen kann eine Störung in insulin-vermittelten Vasodialatation 

hervorrufen. Kashyap und Kollegen haben beobachtet, dass Patienten mit 

Diabetes Mellitus Typ 2 eine verminderte NO-Produktion im Skelettmuskel haben, 

die durch die Insulingabe verbessert werden kann. Die Störung in der insulin-

vermittelten Vasodilatation bei Typ 2 Diabetes kann die Veränderung von NOS im 

Skelettmuskel erklären (Kashyap et al. 2005).  

 

Des weiteren wurde untersucht, ob die mütterliche Aufnahme einer diabetogenen 

Nahrung während der Schwangerschaft, im Vergleich zum Normalfutter, mit 

Veränderungen im NO-Stoffwechsel der Nachkommen assoziiert ist. Ein 

diabetogenes Futter der Mütter könnte der Grund für eine niedrige NOx 

Konzentration im Serum der 6 Wochen alten Tiere (sowohl bei den Nachkommen 

hyperglykämischer Mütter (EBAK), als auch in den Kontrollgruppen (ECO) beider 

Geschlechter) gewesen sein und somit den NO-Stoffwechsel der Nachkommen 

beeinflusst haben. Aufgrund der geringen Tierzahlen in den einzelnen Gruppen  

wurde bei den Nachkommen hyperglykämischer Mütter keine Signifikanz 

festgestellt. Allerdings zeigten alle Nachkommen mit einem diabetogenen Futter 

der Mütter einen deutlichen Abfall der NOx-Konzentration im Serum im Vergleich 

zu den Gruppen mit mütterlichem Normalfutter.  

 

In den weiteren Untersuchungen wurde eine Veränderung der nNOS- 

Genexpression im Muskelgewebe (Skelettmuskel) der männlichen Nachkommen 

hyperglykämischer Mütter (EBAK) festgestellt.  
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Die Expression von nNOS im Muskelgewebe war deutlich erhöht. Trotz 

mehrfacher Messwiederholung zeigte sich eine starke Streuung der 

Expressionswerte bei männlichen EBAKs. Es erscheint möglich, dass das 

Ausmaß der mütterlichen Hyperglykämie hierfür eine Ursache sein kann.  

nNOS im Skelettmuskel ist an der Modulation der Insulinfreisetzung und damit 

dem Glukosetranksport sowohl beim Menschen, als auch beim Tier beteiligt 

(Kashyap et al. 2005; Bradley et al. 2007). Bradley und Kollegen können 

beispielweise zeigen, dass sowohl Patienten mit Insulinresistenz als auch 

Patienten mit manifestem Diabetes Mellitus Typ 2 eine verminderte nNOS-Protein 

Expression im Skelettmuskel aufweisen. Das deutet darauf hin, dass eine  

Insulinresistenz zu einer Reduktion der nNOS-Expression führen kann. Die Studie 

konnte darüber hinaus zeigen, dass regelmäßige moderate Trainingseinheiten zur 

Verbesserung der Glukosetoleranz führen, allerdings ohne die nNOS-Protein 

Expression im Skelettmuskel zu beeinflussen.  

Die Studie von Perreault et al. (Perreault et al. 2000) zeigt eine Reduktion der 

nNOS-Enzymaktivität im Skelettmuskelgewebe bei Ratten mit mittels 

Streptozotozin-Injektion (65mg/kg, i.v.) induziertem Diabetes Mellitus. Die 

Genexpression von nNOS hingegen war nicht verändert, was auf eine Rolle von 

post-transkriptionellen Mechanismen für die Aktivität des Enzyms hinweist. In 

einer Studie mit NOS-nockout Mäusen konnte bei diesen Tieren eine 

Insulinresistenz gezeigt werden (Shankar et al. 2000). 

Die Diskrepanz bezüglich verminderter nNOS Expression im Skelettmuskel bei 

Tieren mit Diabetes mellitus und unserer Ergebnisse (Hochregulation der nNOS-

Expression bei männlichen Nachkommen  hyperglykämischer Mütter (EBAK)) 

weist auf einen Programmierungseffekt durch die hyperglykämische intrauterine 

Umgebung hin. Die NO Konzentrationen waren auch bei den in der vorliegenden 

Studie untersuchten Tieren tendenziell vermindert.  

Es ist möglich, dass Veränderungen in NO-Arginin-Stoffwechsel von 

Krankheitsstadien beziehungsweise von dem Alter der Tiere abhängig sind. 

Diese Annahmen sind jedoch rein hypothetisch.  

 

Beim weiteren Analysieren der am NO-Stoffwechsel beteiligten Gene wie PRMT 

und eNOS im Muskel-, Leber-, und Fettgewebe wurden keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den männlichen Nachkommen hyperglykämischer Mütter 
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(EBAK) und Kontrolltieren (ECO) beobachtet. Diese Beobachtungen lassen 

vermuten, dass die untersuchten, am NO-Metabolismus beteiligten Gene, nicht 

alleinig für die NOS-Expressionsveränderung zuständig sind und die Beteiligung 

anderer metabolischen oder molekularen Prozesse anzunehmen ist. 

 

Der Einfluss von väterlicher Hyperglykämie mit Veränderungen des 

Körpergewichtes, des Glukosestoffwechsels und der Expression der im NO-

Arginin-Stoffwechsel aktiven Gene wurde bei beiden Geschlechtern beobachtet.  

Die Wildtyp-Nachkommen hyperglykämischer Väter (ECON2) sollten ursprünglich 

als zweite Kontrollgruppe im Experiment geführt werden, da diese Tiere keiner 

intrauterinen Hyperglykämie ausgesetzt waren. Interessanterweise zeigten sich im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit im metabolischen Phänotyp zum Teil 

gegenläufige Veränderungen im Vergleich zu Nachkommen hyperglykämischer 

Mütter (EBAK). Die väterliche Hyperglykämie führte bei männlichen Nachkommen 

(ECON2) zu einem signifikant höheren Körpergewicht im Alter von 6 Wochen im 

Vergleich zu den Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK) sowie den 

Kontrolltieren. Die Nachkommen hyperglykämischer Väter (ECON2) wiesen auch 

einen höheren Anstieg der Glukosekonzentration zum Zeitpunkt t=30 Minuten im 

Vergleich zu Kontrolltieren auf, allerdings war dieser schwächer ausgeprägt als bei 

den Nachkommen hyperglykämischer Mütter.  

Diese Ergebnisse machen deutlich, dass der väterliche Genotyp und Phänotyp 

einen Einfluss auf die Nachkommen nimmt, ohne dass die krankheitsauslösende 

Mutation vererbt wird. Entsprechend führt eine väterliche Hyperglykämie zu 

metabolischen und skelettalen Veränderungen in Wildtypnachkommen von Akita-

Mäusen (Grasemann et al. 2012). Die Studie von Ng, Lin und Kollegen zeigt, dass 

ein fettreiches Futter auch bei männlichen Ratten zu metabolischen 

Veränderungen bei den Nachkommen führt (Ng et al. 2010). Die väterliche 

Ernährung kann zu epigenetischen Veränderungen der Spermien führen und an 

die nächste Generation weitergegeben werden (Hocher 2014).  

Entsprechend dieser Hypothese, konnte bei den männlichen Nachkommen der 

hyperglykämischen Väter (ECON2) eine signifikante Reduktion der Genexpression 

der im NO-Stoffwechsel beteiligten Gene der PRMT-Familie und der eNOS im 

Fett- und Lebergewebe beobachtet werden.  

 



Diskussion 

 65 

Da eine mütterliche Hyperglykämie (Gestationsdiabetes) zu einer Zunahme des 

Körpergewichtes der Neugeborenen führt, wurde hier untersucht, ob es einen 

Zusammenhang zwischen der mütterlichen Blutglukosekonzentration und dem 

Körpergewicht der Nachkommen im Mausmodell gab. Anders als erwartet, zeigte 

sich kein Zusammenhang zwischen Körpergewicht der Nachkommen und der 

Höhe der Glukosekonzentration der Mutter. Allerdings war es uns nicht möglich, 

Geburtsgewichte der Mäuse zu erheben, sondern die Tiere wurden erstmalig im 

Alter von 5 Tagen gewogen. Es ist deshalb denkbar, dass mögliche Unterschiede 

im Körpergewicht zu diesem Zeitpunkt bereits ausgeglichen waren.  

 

Da nur die Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK) eine Veränderung der  

nNOS Genexpression im Skelettmuskel aufwiesen, wurde auch hier ein Einfluss 

der maternalen Blutglukosekonzentration als Ursache vermutet. Die Höhe der 

mütterlichen Blutglukosekonzentration korrelierte jedoch nicht mit dem 

Expressionslevel der nNOS im Skelettmuskel der EBAK-Tiere. 

 

Je höher die Genexpression von nNOS im Skelettmuskel der männlichen 

Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK) war, desto niedriger war der 

Glukosespiegel zum Zeitpunkt t=60 Minuten im ipGT-Test. Aus anderen Studien 

wissen wir, dass hohe nNOS-Aktivität im Skelettmuskel eine bessere 

Glukoseaufnahme bewirkt (Kashyap et al. 2005). Da unsere männlichen 

Nachkommen hyperglykämischer Mütter (EBAK) einen signifikant höheren 

Glukosespiegel zum Zeitpunkt t=60 Minuten und somit eine langsamere 

Glukoseverwertung beziehungsweise eine schlechtere Glukoseaufnahme in den  

Skelettmuskel hatten vermuten wir, dass die nNOS Expression im Skelettmuskel 

bei diesen Tieren kompensatorisch erhöht sein könnte.  

 

Aufgrund der auffälligen Veränderungen der Genexpression im  

Skelettmuskelgewebe wurde im nächsten Schritt der Methylierungsstatus von 

nNOS untersucht, um festzustellen, ob eine veränderte Methylierung eine 

mögliche epigenetische Ursache für den beobachteten Phänotyp sein kann. Die 

im vorliegenden Versuch gefundenen Veränderungen der Genexpression von 

nNOS im Skelettmuskel der männlichen Nachkommen hyperglykämischer Mütter 

stehen allerdings nicht im Zusammenhang mit der DNA-Methylierung. Der Einfluss 
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von Methylierungsveränderungen anderer, modulierender Gene, mit einer Wirkung 

auf die Genexpression von nNOS, kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.   

 

Die Anzahl der untersuchten Wildtyp-Mäuse in diesem Experiment war mit 83 

Tieren ausreichend. Durch eine geschlechts- und nahrungsspezifische 

Gruppenbildung kam es allerdings zur Bildung relativ kleiner Gruppen, was eine 

Vergleichsanalyse erschwerte und das Signifikanzniveau reduzierte. Da die 

Versuchstiere innerhalb der Gruppen gleiche Tendenzen aufwiesen, können bei 

einer größeren Untersuchungsgruppe größere Unterschiede bestehen.  

 

Es ist wichtig, die Rolle der Ernährung in der perinatalen Entwicklungsperiode und 

den Mechanismus der generationsübergreifenden epigenetischen Vererbung zu 

verstehen und weiter zu untersuchen. Das Wissen darüber ermöglicht eine 

individuelle Anpassung der therapeutischen und präventiven Strategien in Form 

von kontrollierter Zufuhr von Nährstoffen/Nahrung während der Schwangerschaft 

oder postnatal. Möglicherweise könnten auf diese Weise epigenetische 

Veränderungen korrigiert werden und somit die Behandlung nicht nur der 

erkrankten Erwachsenen, sondern auch ihrer Nachkommen optimiert werden. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass ungünstige intrauterine 

Bedingungen, zum Beispiel durch das Auftreten eines maternalen Diabetes oder 

einer Adipositas während der Schwangerschaft, mit der Entwicklung von 

zahlreichen Stoffwechselstörungen in Nachkommen wie Insulinresistenz, 

verminderter Glukosetoleranz und sogar Diabetes Mellitus Typ 2 vergesellschaftet 

sind.  

In der vorliegenden Arbeit wurde an einem Mausmodell mit autosomal dominant 

bedingtem elterlichem hypoinsulinämischen Diabetes untersucht, ob eine 

mütterliche beziehungsweise väterliche Hyperglykämie und eine Modifikation der 

mütterlichen Ernährung während der Schwangerschaft den metabolischen 

Phänotyp und Arginin-NO Stoffwechsel der Wildtyp-Nachkommen verändern. 

Darüber hinaus wurde untersucht, ob eine veränderte DNA-Methylierung von NO-

Stoffwechsel-aktiven Genen die Ursache der phänotypischen Veränderungen 

bilden könnte.  

Das Mausmodell mit elterlicher Hyperglykämie sowie die modifizierende 

zuckerreiche maternale Nahrung wurden so gewählt, dass sie eine der häufig 

vorkommenden Stoffwechsellagen und den modernen Ernährungsstil bei 

Menschen wiederspiegeln.  

Bei den Nachkommen fanden sich geschlechtsspezifische Veränderungen von 

Körpergewicht, Glukosespiegel, NO-Metaboliten und  eine veränderte 

Genexpression mancher NO-metabolisierender Gene.  

Die exemplarische Überprüfung des DNA-Methylierungsstatus von CpG Inseln im 

Gen der neuronalen NO Synthase (nNOS) im Skelettmuskel erbrachte keine 

Unterschiede in der Methylierung bei den Nachkommen hyperglykämischer 

Mütter. Eine Veränderung des Methylierungsstatus in nNOS im Skelettmuskel als 

molekulare Ursache der gefundenen Veränderungen im NO-Argininstoffwechsel 

ist damit unwahrscheinlich.  
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8 ANHANG 

 

 
 
 
 Abbildung 27: Verlauf der Serumglukose im intraperitonealem 

Glukosetoleranztest (ipGTT) der männlichen und weiblichen Tiere im 
Alter von 6 Wochen (männliche Nachkommen – linke Spalte, weibliche 
Nachkommen – rechte Spalte. EBAK = Nachkommen hyperglykämischer 
Mütter, ECON2 = Nachkommen hyperglykämischer Väter. Durchgezogene 
Linie = Tiere mit mütterlichem Normalfutter, gestrichelte Linie = Tiere mit 
mütterlichem diabetogenen Futter. N-Zahl: männlich: ECO-4, ECO diab-4, 
EBAK-4, EBAK diab-3,  ECON2-9, weiblich: ECO-3, ECO diab-3 EBAK-7, 
EBAK diab-1, ECON2-11)  
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Abbildung 28: Einfluss des diabetogenen Futters auf den Verlauf der 
Serumglukose im intraperitonealem Glukosetoleranztest (ipGTT) der 
männlichen Tiere im Alter von 6 Wochen (Kontrolltiere – linke Spalte, 
Nachkommen der hyperglykämischer Mütter – rechte Spalte. EBAK = 
Nachkommen hyperglykämischer Mütter,. Durchgezogene Linie = Tiere mit 
mütterlichem Normalfutter, gestrichelte Linie = Tiere mit mütterlichem 
diabetogenen Futter. N-Zahl: ECO-4, ECO diab-4, EBAK-4, EBAK diab-3). 
Glukoseanstiegskurve der Nachkommen der hyperglykämischen Mütter mit 
diabetogenem Futter verläuft ähnlich der der Kontrolltiere mit mütterlichem 
diabetogenem Futter. 



Abbildungsverzeichnis 

 76 

9 ABBILDUNGSVERZEICHNIS 

Abbildung	2:	Zuchtschema		(modifiziert	nach	(Grasemann	et	al.	2012))	...........................................	18	
Abbildung	3:	Übersicht	über	das	NOS1	Gen	in	Skelettmuskel	und	einem	CpG-Island	im	5’-

untranslatierten	Bereich	vor	exon	1.	Das	CpG	Island	(CpG-49)	im	Detail	im	Vergleich	mit	der	
genomischen	Sequenz	(NC_000071)	und	markierten	CpGs	..................................................................	29	

Abbildung	5:	Agarosegel	(1,5%)	als	Kontrolle	der	PCR	Reaktion.	Jeweils	20µl	wurden	aufgetragen.	
Marker	DNA	Mass	ruler	low	(Fermentas)	10µl.	.......................................................................................	33	

Abbildung	9:	Glukose	bei	intraperitonealem	Glukosetoleranztest	(ipGTT)	im	Alter	von	6	
Wochen.	Glukosekonzentration	im	Blut	nach	Applikation	des	Glukosebolus	(2g/kg,	i.p.)	bei	(A)	
männlichen	(n	=	29)	und	(B)	weiblichen	(n	=	33)	Kontrolltieren	(ECO),	Tieren	mit	mütterlicher	
(EBAK)	sowie	väterlicher	(ECON2)	Hyperglykämie.	Der	Glukoseanstieg	der	männlichen	
Nachkommen	hyperglykämischer	Mütter	(EBAK,	rote	Quadrate)	zum	Zeitpunkt	t	=	30	min	ist	
signifikant	höher	**p<0,002	als	der	der	Kontrolltiere	(ECO,	schwarze	Punkte)	und	der	
Nachkommen	hyperglykämischer	Väter	(ECON2,	blaue	Dreiecke)	*p<0,02.	(Mittelwerte	±SD,	2-
way-Anova	nach	Tukey).	...............................................................................................................................	39	

Abbildung	10:	Verlauf	der	Serumglukose	bei	intraperitonealem	Glukosetoleranztest	(ipGTT)	
der	männlichen	Tiere	im	Alter	von	6	Wochen.	(A)	bei	Normalfutter	(n=8)	und	(B)	mit	
diabetogenem	(diab)	Futter	der	Mütter	(n	=	7).	(A):	Der	Glukoseanstieg	der	Nachkommen	
hyperglykämischer	Mütter	mit	Normalfutter	(EBAK,	rote	Quadrate)	ist	zum	Zeitpunkt	von	t	=	30	
min	signifikant	höher	als	der	der	Kontrolltiere	**p<0,006.	(B):	Die	Glukosekonzentration	der	
Nachkommen	hyperglykämischer	Mütter	mit	diabetogenem	Futter	(EBAK	diab,	leere	Quadrate)	
ist	zum	Zeitpunkt	t	=	30	min	signifikant	niedriger	**p<0,002	und	zum	Zeitpunkt	t	=	60	min	
signifikant	höher	*p<0,02	als	die	der	Kontrolltiere	mit	diabetogenem	Futter	der	Mütter	(ECO	
diab,	leere	Kreise)	(Mittelwerte	±SD,	2-way-Anova	nach	Tukey).	.......................................................	40	

Abbildung	20:	lineare	Regressionsanalyse	der	Glukosekonzentration	im	Rahmen	des	ipGTTs	
zum	Zeitpunkt	t	=	60	Min.	und	der	nNOS-Expressionen	im	Muskelgewebe	der	männlichen	
und	weiblichen	Nachkommen	hyperglykämischer	Mütter	und	der	Kotrolltiere.	(Legende:	
Kontrolltiere:	ECO,	schwarze	Punkte,	Kontrolltiere	mit	mütterlichem	diabetogenem	Futter:	ECO	
diab,	offene	schwarze	Kreise,	Nachkommen	hyperglykämischer	Mütter:	EBAK,	rote	Quadrate,	
Nachkommen	hyperglykämischer	Mütter	und	diabetogenem	Futter:	EBAK	diab,	offene	rote	
Quadrate.	Männlich:	n	4-5,	weiblich:	n	2-11)	...........................................................................................	50	

Abbildung	22:	lineare	Regressionsanalyse	von	Genexpression	von	nNOS-	und	PRMT1	im	
Muskelgewebe	der	Versuchstiere	im	Alter	von	6	Wochen.	Die	weiblichen	Kontrolltiere	(ECO)	
zeigen	einen	signifikanten	positiven	Zusammenhang	(r2	0,7,	***p<0,001)	zwischen	nNOS-	und	
der	PRMT1-	Expression	im	Muskelgewebe	(Legende:	Kontrolltiere:	ECO,	schwarze	Punkte,	
Kontrolltiere	mit	mütterlichem	diabetogenem	Futter:	ECO	diab,	offene	schwarze	Kreise,	
Nachkommen	hyperglykämischer	Mütter:	EBAK,	rote	Quadrate,	Nachkommen	
hyperglykämischer	Mütter	und	diabetogenem	Futter:	EBAK	diab,	offene	rote	Quadrate.	Männlich:	
n	4-17,	weiblich:	n	2-16)	...............................................................................................................................	52	

Abbildung	23:	CPG-Stellen	im	5´-	Sequenzbereich	des	murinen	nNOS-Gens	(60780	bis	61500).	
Output	vom	Programm	mit	Methylfinder.	Zur	Orientierung	sind	die	CpGs	gelb	markiert.	............	53	

Abbildung	24:	Bisulfitsequenzierungsergebnisse	des	nNOS-Gens	im	Skelettmuskel.	
Chromatogramme	von	2	männlichen	Kontrolltieren	(ECO)	und	2	männlichen	
Nachkommen	hyperglykämischer	Mütter	(EBAK)	im	Bereich	N1.	CpGs	sind	mit	Sternchen	
markiert.	Das	G	an	der	ersten	Position	entspricht	Base	60925	(NC_000071).	..................................	54	

Abbildung	25:	Übersicht	des	Methylierungsstatus	der	im	Bereich	des	Primers	N1	erfassten	CpGs	
im	nNOS	Gen	im	Skelettmuskel	der	Kontrolltiere	und	Nachkommen	hyperglykämischer	
Mütter	...............................................................................................................................................................	55	

Abbildung	26:	Übersicht	des	Methylierungsstatus	der	im	Bereich	des	Primers	N3	erfassten	CpGs	
im	nNOS	Gen	im	Skelettmuskel	der	Kontrolltiere	und	Nachkommen	hyperglykämischer	
Mütter.	..............................................................................................................................................................	56	

 



Tabellenverzeichnis 

 77 

10 TABELLENVERZEICHNIS 

Tabelle	1:	Primerprotokoll	für	die	Genotypisierung	des	Akita-WTs	(The	Jackson	Laboratory)	21	
Tabelle	2:	Reaktionssatz	für	die	Genotypisierung		(Applied	Biosystems,	Darmstadt)	...................	21	
Tabelle	3:	PCR-Reaktionsablauf	(StepOne,	Applied	Biosystems,	Darmstadt)	...................................	21	
Tabelle	4:	Reaktionssatz	für	die	DNase	I	Reaktion	(Invitrogen,	Darmstadt)	.....................................	24	
Tabelle	5:	Reaktionssatz	1	für	die	cDNA-Synthese	......................................................................................	25	
Tabelle	6:	Reaktionssatz	2	für	die	cDNA-Synthese	(Invotrogen,	Darmstadt)	....................................	25	
Tabelle	7.	Reaktionsablauf	(Veriti-Thermocycler,	Applied	Bio1systems,	Darmstadt)	...................	26	
Tabelle	8:	qPCR-Reaktionsablauf	(StepOne,	Applied	Biosystems,	Darmstadt)	.................................	26	
Tabelle	9:	verwendete	Oligonukleotide	für	qPCR	mit	SYBR	Green	I	.....................................................	27	
Tabelle	10:	PCR-Reaktionsablauf	(Veriti-Thermocycler,	Applied	Biosystems,	Darmstadt)	.........	28	
Tabelle	11:	Reaktionssatz	für	die	MSP	(Applied	Biosystems,	Darmstadt)	..........................................	30	
Tabelle	12:	für	die	MSP	benutze	Primer	(N1,	N2,	N3)	................................................................................	31	
Tabelle	13:	MCP-Reaktionsablauf	(Veriti-Thermocycler,	Applied	Biosystems,	Darmstadt)	........	31	
Tabelle	14:	Zusammenfassung	der	Körpergewichte	(g)	männlichen	und	weiblichen	

Nachkommen	mit	und	ohne	mütterliches	diabetogenes	Futter.	(Legende:	ECOm/w-	
männliche/weibliche	Kontrolltiere,	EBAKm/w-	männliche/weibliche	Nachkommen	von	
hyperglykämischen	Müttern,	NF	–	Normalfutter,	diab	–	diabetogenes	Futter,	IQR-Quartilsabstand	
Q75-Q25,	STD-Standardabweichung,	MW-Mittelwert)	..........................................................................	37	

Tabelle	15:	Mittelwerte	der	Serumglukose	in	mg/dl	im	Verlauf	des	ipGTT	bei	männlichen	
Nachkommen	hyperglykämischer	Mütter	mit	und	ohne	diabetogenes	Futter.	(Legende:	
ECOm-	männliche	Kontrolltiere,	EBAKm-	männliche	Wildtypnachkommen	der	
hyperglykämischer	Mütter,	NF-	Normalfutter,	diab-	diabetogenes	Futter.	MW-	Mittelwert,	STD-
Standardabweichung)	....................................................................................................................................	39	

Tabelle	16:	Übersichtstabelle	der	NOx-Konzentration	in	Serum	(µM)	der	Nachkommen	nach	
Geschlecht	und	mütterlichem	Futter:	(Legende:	ECOm/w-	männliche/weibliche	Kontrolltiere,	
EBAKm/w-	männliche/weibliche	Nachkommen	von	hyperglykämischen	Müttern,	NOx-
Stickstoffmonoxid,	diab	=	diabetogenes	Futter,	NF	=	Normalfutter,	IQR-iQuartilsabstand	Q75-
Q25,	STD-Standardabweichung,	MW-Mittelwert)	...................................................................................	41	

Tabelle	17:	Veränderungen	der	Genexpression	der	für	NO-/ADMA-Stoffwechsel	wichtigen	Gene	
nNOS,	eNOS,	PRMT1,	PRMT10	im	Skelettmuskel,	Fett-	und	Lebergeweben	innerhalb	der	
Gruppen	im	Vergleich	zu	Kontrolltieren.	(Legende:	m	–	männlich,	w	–	weiblich,	ê/é–	
signifikant	verändert)	....................................................................................................................................	43	

 

                                            
1  



Abkürzungsverzeichnis 

 78 

11 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS  

  
Abb. Abbildung 
ADMA asymmetrisches Dimethylarginin 
AKITA hyperglykämische Maus mit Ins2-Mutation 
Aqua bidest. zweifach destilliertes Wasser 
BMI Body-Mass-Index 
cDNA Komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
CpG Desoxycytidin-phosphat-Desoxyguanosin 
diab Mütterliches zuckerreiches diabetogenes Futter  
DMT2 Diabetes mellitus Typ 2 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
EBAK Nachkommen der hyperglykämischer Mütter  
ECO Kontrolltiere 
ECO diab Kontrolltiere mit mütterlichem diabetogenem Futter 
ECON2 Nachkommen der hyperglykämischer Väter 
eNOS Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase 
Et al und andere 
h Stunden 
IGF Insulin like Growth Factor 
iNOS Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase 
ipGTT Intraperitonealer Glukosetoleranztest 
IUGR Intrauterine Growth Restriction 
MCP Methylierungsspezifische PCR 
min Minuten 
n Anzahl der Tiere 
NF Normalfutter 
nNOS Neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase 
NO2 Nitrit 
NO3 Nitrat 
NO Stickstoffmonoxid 
NOx (Nitrat+Nitrit) 
p Signifikanzkoeffizient 
PCR Polymerase chain reaction 
PRMT Protein arginine methyltransferase  
RNA Ribonukleinsäure 
s Sekunden 
SD Standardabweichung 
Tab. Tabelle 
Vgl. vergleiche 
WT Wildtyp 
 



Danksagung 

 79 

12 DANKSAGUNG 

An erster Stelle danke ich sehr herzlich Frau PD Dr.med Corinna Grasemann für 

die interessante Themenstellung, die wissenschaftliche Betreuung und die 

hilfreichen Anregungen bei den Korrekturen meiner Arbeit.  

 

Außerdem möchte ich mich bei Frau Wiebke Diesner und Herrn Ralf Herrmann für 

die freundliche Aufnahme im Labor des MFZs sowie Unterstützung bei der 

Durchführung der Experimente und für ihre Diskussionsbereitschaft bedanken. 

 

Ganz besonders danke ich meinem lieben Ehemann Akmal und meinem 

bezaubernden Sohn David William für die Unterstützung während des Studiums, 

für ihre unendliche Geduld, ständige Motivation, Liebe und den Glauben an mich 

sowie für die schöne Zeit außerhalb der Universität. 

 

Ich möchte meinen Schwiegereltern für den familiären Rückhalt danken. 

 

Ebenso danke ich meiner Freundin Julia Starschinova für ihre ständige 

Hilfsbereitschaft, langjährige Freundschaft, die die Zeit meines Studiums 

spannender und leichter gemacht hat.  

 

 



Lebenslauf 

 80 

13 LEBENSLAUF 

Der Lebenslauf ist in der Online-Version aus Gründen des Datenschutzes nicht 
enthalten.       
 
    


