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1. EINLEITUNG

In den letzten Jahren gibt es zunehmend Hinweise darauf, dass Nahrungs- und
Stoffwechselfaktoren wihrend friither sensitiver Entwicklungszeitrdume zu Lang-
zeiteffekten auf spitere physiologische und metabolische Prozesse fithren konnen
(1, 2, 13, 4]. Dieses Phdanomen wird als metabolische Programmierung bezeich-
net [5, 6]]. Es wird gezeigt, dass vor allem der prinatale Erndhrungsstatus in Be-
ziehung zur Gesundheit und dem Krankheitsgeschehen adulter Individuen steht
[7, 18, 9]]. Verschiedene Untersuchungen an Kindern und wachsenden Tieren zei-
gen jedoch, dass das juvenile Alter ebenfalls sensitiv fiir erndhrungsbedingte Pri-
gungen des Stoffwechsels ist [[10} [11} [12]].

Zahlreiche epidemiologische und tierexperimentelle Untersuchungen zeigen, dass
eine Mangelerndhrung wihrend der Priagephasen das Risiko fiir HerzgefdBerkran-
kungen, Bluthochdruck, Typ 2-Diabetes und Fettleibigkeit erhohen, wodurch auch
das Risiko fiir eine frithe Sterblichkeit infolge von Herzinfarkt und Schlaganfall
steigt [8, 13,114, 15,16, [17]. Ein bedeutender Faktor hierfiir ist eine Proteinunter-
versorgung, hervorgerufen durch Hungerssituationen oder durch unausgewogene
Erndhrung [[18} 19, 20].

Derzeit gibt es Hinweise darauf, dass eine unausgewogene Aminosidureversor-
gung an einer physiologisch nachteiligen Programmierung des Stoffwechsels be-
teiligt ist. Es ist bekannt, dass Sojaproteindiiten, die einen unausgewogenen Ami-
nosdureanteil aufweisen, verglichen mit Milchproteindiiten, mit einem ausgewo-
genen Aminosdureanteil, signifikant das Wachstum, die Kérperzusammensetzung
und die Gesundheit von Individuen beeinflussen [21} 22, 23| [24]]. In vorangegan-
gen Untersuchungen wurde gezeigt, dass eine Sojaproteinisolat (SPI)-Diit, die
insbesondere durch eine unausgewogene Aminosdurezusammensetzung charakte-
risiert ist, im Vergleich zu einer Casein (CAS)-Vollwertdiit, unter anderem, zu ei-
ner signifikant gesteigerten Transkription von Genen der oxidativen Stressantwort
in der Leber heranwachsender Schwein fiihrt [25]. In der Literatur wird oxidativer
Stress auch als Faktor fiir die Entstehung von physiologischen und metabolischen
Langzeitverdnderungen diskutiert [26, 27, [28]].

Die zellularen und molekularen Mechanismen, die den Zusammenhang zwischen
der frithen Entwicklung und den metabolischen Syndromen in der adulten Le-
bensphase erkliren, sind noch weitgehend unbekannt, aber Gegenstand intensiver
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Untersuchungen [29, 30, [31]]. Das Versténdnis der Interaktion der Néhrstoffe mit
der Genexpression konnte die Grundlage fiir das bessere Verstidndnis der metabo-
lischen Programmierung sein [32]].

Eine mogliche molekulare Ursache ist eine langanhaltende veridnderte Expression
physiologisch relevanter Gene. Ein moglicher Mechanismus langanhaltender Ex-
pressionsverdnderungen ist die DNA-Methylierung, die bereits als Mechanismus
der Genregulation bekannt ist. Die DNA-Methylierung beeinflusst die Chromatin-
dichte und ist umgekehrt proportional mit der Genexpression assoziiert. Potentiel-
le DNA-Methylierungsstellen sind bei Eukaryoten durch die Nukleotidfolge CpG
gekennzeichnet [33] 34].

In dieser Arbeit soll an heranwachsenden Schweinen untersucht werden, ob ei-
ne unausgewogene Aminosdureversorgung, die in Form der SPI-Diét verabreicht
wird, zu einer langanhaltenden Verdnderung der Expression von Genen der oxida-
tiven Stressantwort in der Leber heranwachsender Schweine fiihrt als eine mogli-
che Ursache von didtischen Langzeitstoffwechseleffekten.

Als molekularen Mechanismus langanhaltender Stoffwechselverdnderungen wird
die Methylierung der hepatischen genomischen Gesamt-DNA sowie der Promo-
tormethylierung eines ausgewdhlten Molekiils der oxidativen Stressantwort diffe-
rent gefiitterter Schweine vergleichend untersucht.



2. STAND DER FORSCHUNG

2.1 Erndhrungsbedingte Prigung des Stoffwechsels und der
Gesundheit

2.1.1 Prinatale metabolische Programmierung

Die intrauterine Entwicklung und das Wachstum des Fotus ist von der maternalen
Versorgung mit Nihrstoffen tiber die Plazenta abhéngig. Ein gestorter materna-
ler Metabolismus, eine fiir die Versorgung des Fotus inadiquate Erndhrungswei-
se der Mutter oder ein beeintrichtigter maternal-fotaler Fluss liber die Plazen-
ta fiihren zu einer nachteiligen Versorgung des Fotus mit Nahrstoffen [35)]. Ein
ungiinstiges intrauterines Milieu kann sich auf die frithe postnatale Entwicklung
auswirken und zu persistenten metabolischen Verdnderungen wihrend des gesam-
ten Lebens fithren, wodurch die Gesundheit im Erwachsenenalter beeinflusst wird
[2, 3, 136] (siehe Abb. [2.1)). Stoffwechselanpassungen des Embryos infolge von
Unter- oder Mangelerndhrung stehen im Zusammenhang mit der Wirkung fotaler
und plazentaler Hormone, die die Struktur und Physiologie einer Reihe von Or-
ganen und Geweben, einschlieBlich des endokrinen Pankreas, Leber und Blutge-
faBen dauerhaft beeinflussen, wodurch die fotale Entwicklung beeintridchtigt wird
[7, 18}, 137, 138}, 139} 40, 41]]. Anhand zahlreicher Studien konnte gezeigt werden,
dass infolge einer maternalen didtischen Restriktion wéhrend der Gestation, die
Entwicklung des Fotus im Uterus gestort wird, was mit einem geringen Geburts-
gewicht oder mit veridnderten Korperproportionen des Neugeborenen assoziiert ist
(4}, 7,114, 15) (17,142, 43|, 144].

Durch eine Verringerung des Wachstums passt sich der Fotus an eine Unterver-
sorgung mit Nihrstoffen an. Hierbei kommt es zu metabolischen Verdnderungen,
einer Umverteilung des Blutflusses und Verdnderungen in der Produktion fGtaler
und plazentaler Hormone, die das Wachstum steuern [435]].

Der katabole Stoffwechselmechanismus sorgt bei einer kurzen Phase der Unter-
erndhrung unmittelbar fiir eine kurzfristige Bereitstellung der benotigten Energie
[46]. Eine lingere Phase der Untererndhrung fiihrt zur Verringerung der Wachs-
tumsrate. Dadurch wird der Verbrauch sowie die Umsetzung an Substraten redu-
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Verringerung der Wachstumsrate

persistente strukturelle und funktionelle
Veréanderung fétaler Organe

Veranderungen im endokrinen Status

y

Typ 2-Diabetes
Herzgefalerkrankungen
Bluthochdruck
Fettleibigkeit
Metabolisches Syndrom

———

Abb. 2.1: Einfluss der maternalen Erndhrung auf die fotale Entwicklung und Aus-
wirkungen auf Erkrankungen in der postreproduktiven Lebensphase
(8 114]

ziert, wodurch die Uberlebenschance steigt. Dies wirkt sich jedoch nachteilig auf
die Entwicklung von Organen aus, deren Funktion ein Leben lang beeintrichtigt
sein kann. Hierfiir kann eine irreversible reduzierte Zellzahl eine mogliche Ursa-
che sein [47, 148]].

Durch eine Umverteilung des Blutflusses zugunsten des Gehirns, wird eine aus-
reichende Versorgung und damit ein Schutz des lebenswichtigen Organs gewéhr-
leistet [49, 50]. Die unbeeintrichtigte Entwicklung des Gehirns geht auf Kosten
der Versorgung anderer Organe [17]].

Die Beeintrichtigung der fotalen Entwicklung, angezeigt durch ein reduziertes
Geburtsgewicht, kann dariiber hinaus in Verbindung mit HerzgefdBerkrankungen,
Bluthochdruck, Typ 2-Diabetes und Fettleibigkeit im spiteren Leben stehen [S1]].
Das hiufig assoziierte Auftreten von Typ 2-Diabetes (Glukoseintoleranz, Insu-
linresistenz), abdominaler Adipositét, erhohtem Blutdruck und niedrigem HDL-
Cholesterol, wird als metabolisches Syndrom bezeichnet. Das metabolische Syn-
drom steht ebenfalls in Zusammenhang mit einem verringertem Geburtsgewicht
[52]]. Individuen mit diesem Syndrom entwickeln ein erhohtes Risiko fiir kardio-
vaskulédre Erkrankungen [53) 154} 155, 156].
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2.1.2  Friihe postnatale metabolische Programmierung

Im Vergleich zur prinatalen metabolischen Programmierung, gibt es derzeit nur
wenige Studien iiber die ,,Programmierbarkeit* des Metabolismus in der neona-
talen Entwicklungsphase. Sie zeigen jedoch, dass die Sduglingsphase durchaus
sensitiv fiir persistente metabolische Verdnderungen infolge einer inaddquaten Er-
nidhrung ist [S7]].

Maternale Untererndhrung wihrend der Laktationsphase fiihrte bei der Ratte zu
dauerhaften Effekten auf das Glukose-Homoostase-System der Tiere. Adulte Rat-
ten, deren Mutter in der Laktationsphase einer Proteinrestriktion ausgesetzt wa-
ren, sind durch einen verminderten Insulingehalt in isolierten pankreatischen In-
selzellen und durch eine geringere Glukose-induzierte Insulinsekretion charak-
terisiert [38, 59, 160]. Diese irreversiblen Storungen im Glukose-Homdostase-
Mechanismus stellen einen potentiellen Faktor fiir Diabetes im spiteren Leben
dar.

In einem anderen Versuch fiihrte eine maternale Proteinrestriktion wihrend der
Laktation zu permanenten Veridnderungen in der Insulin- und Glukokortikoidse-
kretion bei den Tieren. Die Verringerung an zirkulierendem Insulin und die erhh-
te Konzentration an Corticosteron war mit einer spateren beeintriachtigten inflam-
matorischen Immunantwort assoziiert, was moglicherweise zu einer Pridispositi-
on fiir chronische Krankheiten im Erwachsenenalter fiihrt [[61]].

Der Fettstoffwechsel wird ebenfalls permanent durch eine Proteinrestriktion in
der friihen postnatalen Phase beeinflusst. Es wurde ein reduzierter Plasma-
Cholesterol-, HDL-Cholesterol- und Triacylglycerol-Wert gemessen. Dies stellt
eine mogliche Ursache fiir spiter auftretende vaskuldre Erkrankungen dar [37].
Am Modell Ratte wurde aulerdem gezeigt, dass eine verringerte Aufnahme an
Nahrungsfaktoren, durch eine Erhohung der Wurfgrofe, zu einer verzogerten Rei-
fung der Nachkommen fiihrt [62].

Eine Programmierung der neonatalen pankreatischen Inselzellen konnte auch
durch Verabreichung einer kohlenhydratangereicherten Milch beobachtet werden.
Dies fiihrte zu Hyperinsulinismus in Verbindung mit Fettleibigkeit [63, 164]].

2.1.3 Ursachen fiir persistente physiologische und metabolische Veridnderungen
2.1.3.1 Hormonelle Einfliisse

Epidemiologische Untersuchungen und experimentelle Studien haben gezeigt,
dass einzelne Gewebe und ganze Organsysteme durch die Erndhrung ,,program-
miert* werden konnen, was zu nachteiligen Konsequenzen beziiglich der Funktion
im spiteren Leben fiihrt. Bei der intrauterinen Programmierung spielen Hormone
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eine Rolle, die das fotale Wachstum und die Entwicklung einzelner fotaler Ge-
webe regulieren. Hormone wie Glukokortikoide, Insulin und Insulin-like Growth-
Faktor (IGF) fungieren als Néhrstoff- und Reifungssignale und passen die fotale
Entwicklung an die vorherrschenden Bedingungen an. Dadurch werden die Chan-
cen auf ein Uberleben im Uterus und der Geburt maximiert, verursachen aber
vermutlich die metabolische Programmierung und deren Konsequenzen [44] (sie-
he Abb.[2.2).

In zahlreichen Studien, vor allem am Modell Ratte, wird gezeigt, dass eine Prote-
inrestriktion, wie sie in Hungerssituationen oder bei unausgewogener Erndhrung
vorkommt, wihrend sensitiver Pragezeitraume zu einer nachteiligen Programmie-
rung des Stoffwechsels fiihrt, was mit degenerativen Erkrankungen im Erwachse-
nenalter assoziiert ist (siche Tab. [2.1)).

Eine Ursache hierfiir sind durch Proteinmangel veridnderte Hormonexpressions-
muster, die sich nachteilig auf Wachstum und Entwicklung von Geweben auswir-
ken. Die Leber als Zentrum der metabolischen Aktivitét zeigt infolge einer prdna-
talen und frithen postnatalen Proteinrestriktion eine persistent verdnderte Struktur
und Funktion, was mit einer verringerten Plasma IGF-1 Konzentration und einem
Anstieg an Glukokortikoiden [76} 90] einhergeht. In Zusammenhang damit steht
ein gestorter Lipidstoffwechsel mit erhohten LDL-Cholesterol- und Fibrinogen-
werten, die bedeutende Faktoren bei der Entstehung von koronaren Herzerkran-
kungen sind und bei Menschen und Tieren festgestellt wurden, die bei der Geburt
einen geringeren abdominalen Umfang aufwiesen, was auf eine gestorte Entwick-
lung der Leber hindeutet [[14, 15]. Es wurden Insulin- sowie Glukagonresistenzen
im Lebergewebe festgestellt, die durch eine gestorte Ausbildung der Rezeptoren
verursacht wurde. Die Folge ist eine gestorte Glukosehomoostase, Faktor fiir spi-
ter auftretenden Typ 2-Diabetes und dem metabolischen Syndrom [91} 92, 93]].

J. Nerup 2003 [94] zeigt, dass es bei Rattenfoten infolge einer maternalen Pro-
teinmangeldiit von 8 % Proteinanteil, zu einer verdnderten Proteinexpression in
den Inselzellen des Pankreas kommt. Identifiziert wurden Proteine der Protein-
synthese und des Proteinmetabolismus, Proteinfaltung und Chaperone, RNA-und
DNA-Metabolismus, des Zellzyklus und der Zelldifferenzierung, Signaltransduk-
tion, Signaltranskription, Zellstruktur, Glykolyse und Krebszyklus, der Energie-
transduktion und des Redoxpotentials. Weiterhin wird die Expression von Zellre-
zeptoren, Stoffwechselenzymen, lonenkanilen und Ionentransportern durch Pro-
teinmangel verdndert [44].

Die veridnderten Proteinsynthesemuster infolge des Proteinmangels sind auf ei-
ne veridnderte Genexpression zuriickzufiihren. Erndhrungebedingte persistent ver-
dnderte Genexpressionsraten sind damit eine potentielle Ursache fiir verdnderte
Stoffwechseleffekte, die sich nachteilig auf die Gesundheit auswirken.
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| 1 | |

erhthte verringerte verringerte
Glukokortikoid- IGF- Insulin-
Konzentration Konzentrationen  Konzentrationen

1

metabolische Anpassungen

Inhibierung des Gewebewachstums
und der Gewebedifferenzierung

) erhdhte
Uberlebenschancen

1 |

erhohtes Risiko fir
chronische Erkrankungen
im Erwachsenenalter

Abb. 2.2: Physiologische Verinderungen, die zur metabolischen Programmierung
und Erkrankungen in der postreproduktiven Lebensphase fiihren konnen.
Eine pri- und frithe postnatale Mangelerndhrung kann zu verdnderten Hormon-
konzentrationen fiithren, die dauerhafte metabolische Anpassungen zur Folge
haben koénnen. Das Phinomen der Diét-assoziierten physiologischen Langzeit-
wirkungen sichert das Uberleben bei ungiinstigen Nahrungsbedingungen, ob-
wohl sich die Programmierung nachteilig auf die Gesundheit in der postrepro-
duktiven Lebensphase auswirken kann [9, 44]].
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Tab. 2.1: Auswirkungen einer ontogenetisch frithen Proteinrestriktion

erhohtes isokalorische | Physiologische Verinderungen Ref.
Risiko fiir | Protein- (*) vermindertes Geburtsgewicht
restriktion
5-8 % geringeres Gewicht des Pankreas, Muskel, Leber (*) 371
5-8 % Verringerung der beta-Zellmasse im Pankreas [65166]
8 % beeintrichtigte beta-Zell-Proliferation des Pankreas (*) [67]
5-8 % Verringerung der Glukosetoleranz mit zunehmendem Alter (*)
Entwicklung zu Typ 2-Diabetes in adulter Lebensphase [68]
8 % beeintriachtigte Insulinsekretion mit beeintréchtigter Glukosetoleranz [69]
5 % beeintrichtigte beta-Zellfunktion, beeintrichtigte Glukosetoleranz,
beeintrichtigte Insulinsekretion der pankreatischen beta-Zellen (*) [70]
Typ 2 8 % Verringerung des Insulingehaltes in pankreatischen beta-Zellen, [S8]
Diabetes beeintrichtigte Insulinsekretion nach Glukoseverabreichung [714159]
8 % Entwicklung einer Insulinresistenz in alten ménn-
lichen Ratten (17 Monate) (*) [72]
8 % Insulinresistenz im Skelettmuskel [73]
8 % verminderte Glukoseumsetzung im oxidativen Muskel, moderat
beeintrichtigte Insulinsekretion im oxidativen Muskel (*) [74]
8 % Reduzierte Glukosetoleranz, Adipozyten-Insulinresistenz [43]
8 % Verdnderungen in der Aktivitit Insulin-sensitiver Enzyme [75]
(erhohte Glukokinaseaktivitit, verringerte PEPCK-Aktivitit)
8 % erhohte Glukoseproduktion aus Laktat, erheblich reduzierte Gluko-
kinasekonzentration in den distalen perivendsen Zellen der Leber,
zweifache VergroBerung der hepatischen Lobuli [76]
8 % signifikant geringere kardiale Glukoseumsetzung [771
8-9 % erhohter Blutdruck (*) 78]
8 % Bluthochdruck; geringere korperliches Grofe [791
9 % Bluthochdruck; reduzierte embryonale Zellzahl, induziert durch ver-
ringerte Proliferation [80]
9 % Bluthochdruck; erhohte Anzahl an Glukokortikoidrezeptoren in den
Geweben; reduzierte maternale 11-betaHSD2-Aktivitit [811182]
(11-betaHSD2 ist der Inhibitor des Glukokortikoids)
9 % Bluthochdruck; reduzierte 11-betaHSD2-Aktivitit [83]
Herz- 6 % Bluthochdruck assoziiert mit einer abnormalen intrarenalen
Kreislauf- Renin-Angiotensin-System- (RAS) Ontogenese, spielt eine Rolle
Erkrank- bei einer pathologisch konstitutiv veranderten renalen Himodynamik
ungen oder Natrium Reabsorption [84]
9 % verdnderter Prostaglandin E(2)-Stoffwechsel (erhohte lokale Konzen-
tration assoziiert mit beeintréchtigtem Abbau ),
potentieller Faktor fiir renovaskulédre Resistenz und Bluthochdruck [85]
9 % lebenslang erhohter systolischer Blutdruck, assoziiert mit 2-3 -fachem
Anstieg an Glukokortikoidrezeptoren; Verringerung der 11-beta-
HSD2-Aktivitit in der Plazenta [81]
6 % salzsensitiver Bluthochdruck; reduzierte Glomerulizahl in der Niere [86]
9 % Verzogerung einer normalen Proliferation und Differenzierung von
Osteo- mesenchymalen Stammzellen; moglicherweise Ursache fiir pro-
porose grammierte Osteoporose [871]
reduzierte Knochenmasse in spéterer adulter Phase
1201
8 % viszerale Adipositit in adulter Lebensphase, assoziiert mit einer
Aufregulierung von Genen die am Kohlenhydrat- Lipid- und Protein-
Obesitit stoffwechsel beteiligt sind sowie Aufregulierung von Genen die an der
Adipozyten Differenzierung, Angiogenese und an der Umgestaltung
der extrazelluldren Matrix beteiligt sind. (*) [88]
10 % Beeintrichtigung der ménnlichen geschlechtlichen Reifung und Ent-
wicklung bei der Ratte [89]




2.1. Ernahrungsbedingte Prigung des Stoffwechsels und der Gesundheit 23

2.1.3.2 Oxidativer Stress

Der oxidative Stress wird als ein potentieller Mechanismus der metabolischen Pro-
grammierung in Zusammenhang mit im Verlauf des Lebens auftretenden Krank-
heiten diskutiert [51) [95]]. Oxidativer Stress ist der Zustand, in dem die zelluldre
Redoxhomdoostase, d. h. das Gleichgewicht zwischen Oxidantien und Antioxi-
dantien auf Grund einer gesteigerten Produktion von reaktiven Sauerstoffspezi-
es (ROS, Reactive Oxygen Species) und/oder gestorter zelluldrer Antioxidations-
Mechanismen verédndert ist [96]. Die ROS konnen Schéadigungen der DNA ver-
ursachen [97]], was moglicherweise zu einer permanenten Verianderung der Gen-
expression fithrt. Weiterhin kann es zu oxidativen Schidigungen von Membran-
lipiden [98]], Lipidproteinen [99] und Proteinen [100] kommen, was zu Zersto-
rung und Funktionsverlust dieser Molekiile fithren kann. Oxidativer Stress ist an
pathophysiologischen Prozessen wie Proliferation, Neurodegeneration und einer
veridnderten Regulation der Genexpression beteiligt, die im Alter zu Erkrankungen
fiihren konnen [101]. Insbesondere konnte eine Verbindung zwischen oxidativem
Stress und Herz-Kreislauferkrankungen hergestellt werden [28, 95, (101} [102].
Aber auch Alterserkrankungen wie die Alzheimer-Erkrankung [103) (104, [105],
Parkinson [106} (107, [108], Rheumathoide Arthritis [109, [110] und Cataractoge-
nese [111, [112]] sind vermutlich mit ontogenetisch ,,frithem* oxidativen Stress
assoziiert.

Der Produktion von ROS sind Schutzmechanismen entgegengestellt, die der oxi-
dativen Schidigung von Molekiilen entgegenwirken. Man spricht hierbei von
der oxidativen Stressantwort. Zum einen gibt es das Scavanger-System, welches
reaktive Sauerstoffspezies aus der Zelle entfernt, zum anderen gibt es Repair-
Molekiile, die durch oxidativen Stress geschiddigte Molekiile in ihre biologisch
aktive Form zuriickfiihren [96].

In der Arbeit von Schwerin et. al. (2002) [25] wird gezeigt, dass oxidativer Stress
ein potentieller Faktor fiir eine erndhrungsbedingte metabolische Programmierung
des Stoffwechsels ist (sieche Abb. [2.3)). Eine Sojaproteinisolat (SPI)-basierte Di-
at, die im Vergleich zu einer Vollwert-Caseindidt (CAS) insbesondere durch ei-
ne unausgewogene Aminosidurezusammensetzung charakterisiert ist (Aminoséu-
rezusammensetzung beider Didten siche Abb. @, fithrt unter anderem zu einer
verdanderten Expression hepatisch exprimierter Gene der oxidativen Stressantwort
bei heranwachsenden Schweinen. Die vermutlich durch den oxidativen Stress ver-
ursachten veridnderten Transkriptionsraten konnten die Ursache fiir die phinoty-
pischen und metabolischen Verdnderungen infolge der SPI-Diit sein.
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Abb. 2.3: Oxidativer Stress - ein potentieller Mechanismus fiir ernihrungsbedingte
Langzeitstoffwechselverinderungen
Eine Sojaprotein (SPI)-basierte Diét, die durch einen unausgewogenen Amino-
sdureanteil charakterisiert ist, verursacht in der Leber heranwachsender Schwei-
ne eine verstirkte Expression von Genen der oxidativen Stressantwort, bedingt
durch die Induzierung von oxidativem Stress [25, 51} [95]].
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2.1.4 Vererbbarkeit der metabolischen Programmierung

Eine bedeutende Konsequenz der metabolischen Programmierung durch Nah-
rungsfaktoren ist ihre Vererbbarkeit. Dabei kann der verdanderte Stoffwechsel nicht
nur auf die direkten Nachkommen, sondern auch auf spitere Generationen vererbt
werden [113]. Man spricht hierbei von multi- oder intergenerationalen Effekten
der Programmierung.

Intergenerationale Studien zeigen, dass reduziertes Geburtsgewicht iiber mehrere
Generationen weitergegeben wird und dies in Zusammenhang mit der Vererbung
von Erkrankungen steht, die auf metabolische Programmierung zuriickzufiihren
sind [114]]. Mehrere humane epidemiologischen Studien liefern Hinweise fiir in-
tergenerationale Effekte. Sie zeigen, dass Miitter, die ein geringeres Geburtsge-
wicht aufweisen, kleinere Nachkommen gebiren [[115, 116, 117, [118]]. Bei Men-
schen, die von Landern mit weitverbreiteter Mangelerndhrung in Léander mit guter
Nahrungsversorgung emigrieren, kann es mehr als eine Generation dauern, bis das
fotale Wachstum auf das Niveau des Einwanderungslandes steigt. Dies zeigt bei-
spielsweise eine Studie, die das fotale Wachstum von indischen Auswanderern in
Europa untersucht [[119].

Am Modell Ratte wurde experimentell gezeigt, dass die frithe Ernidhrung ein
Faktor fiir nachteilige Verdnderungen des Stoffwechsels liber Generationen ist.
Hierbei wurde Ratten iiber 12 Generationen eine leichte Proteinmangeldiét verab-
reicht. Trotz einer ausgewogenen Erndhrung blieb eine Pridisposition fiir adulte
Krankheiten iiber drei Generationen erhalten. Erst danach kam es zu einer langsa-
men Normalisierung des Wachstums und der Entwicklung [[120]].
Intergenerationale Effekte der metabolischen Programmierung wurden auch bei
Ratten der zweiten Generation festgestellt, deren Mutter wihrend der Siduglings-
phase eine kohlenhydratangereicherte Milch bekamen. In dieser Generation wur-
de, wie bei der Mutter, Hyperinsulinismus und Fettleibigkeit festgestellt [121].

2.2 DNA-Methylierung als moglicher Mechanismus der
metabolischen Programmierung

Die physiologischen und metabolischen Verdnderungen, wie sie bei einer meta-
bolischen Programmierung festgestellt wurden, sind auf verdnderte Expressions-
muster von Proteinen (Stoffwechselenzyme, Hormone, Rezeptoren etc.) zuriick-
zufiihren, die auch eine Verdnderungen von Geweben und Zellen zur Folge haben
konnen. Veridnderte Proteinexpressionsmuster unterliegen in den meisten Fillen
einer verdnderten Expression von Genen, eine mogliche Ursache fiir persistente
Stoffwechseleffekte bei einer metabolischen Programmierung.
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Auf Grund der gezielten und in spiteren Generationen reversiblen Anpassung an
die Umwelt werden epigenetische Mechanismen diskutiert, die nicht zu Verén-
derungen in der DNA-Sequenz fithren. Epigenetische DNA-Verdnderungen sind
mitotisch und/oder meiotisch heritable (vererbbare) Verdnderungen in der Gen-
funktion, die nicht durch Veridnderungen in der DNA-Nukleotidfolge erklért wer-
den konnen [122]. Zu den epigenetischen Verdnderungen der DNA gehoren die
DNA-Methylierung, Histonacetylierung sowie Histonmethylierung.

Die DNA-Methylierung ist bereits als Mechanismus der Genregulation bekannt
und steht in Zusammenhang mit veridnderten Transkriptionsraten, was die DNA-
Methylierung zu einem potentiellen Mechanismus fiir Langzeitstoffwechselver-
dnderungen macht [[123]].

2.2.1 DNA-Methylierung

Bei den Wirbeltieren ist die DNA-Methylierung einer der Mechanismen, die
die Genexpression supprimieren. Potentielle Methylierungsstellen sind durch die
Nukleotidfolge C'pGG (Cytosin-phosphatidyl-Guanosin) in der DNA-Sequenz ge-
kennzeichnet. Das p wird angegeben, um GC von CG (von 5’- in 3’-Richtung)
innerhalb des DNA-Stranges zu unterscheiden.

Die DNA-Methylierung ist nicht nur bei den Sdugetieren und Wirbeltieren weit
verbreitet, sondern kommen auch bei Invertebraten und Pflanzen vor. Im Genom
von Drosophila melanogaster konnten lange Zeit keine Methylierungen nachge-
wiesen werden. Auf Grund verbesserter Nachweisverfahren wurden jetzt auch bei
Drosophila melanogaster Methylierungen der DNA und auch eine Methyltrans-
ferase entdeckt. Die Methylierungsstellen beschrianken sich hier nicht nur auf die
Nukleotidfolge CpG. DNA-Methylierungen wurden hier an Retrotransposons und
repetetiven Elementen gefunden [[124]. Dies lédsst auf eine Transkriptionskontrolle
der DNA-Methylierung auf die beweglichen Elemente schlieBen. Keine detektier-
baren Methylierungsstellen oder eine konventionelle Methyltransferase ist derzeit
im Nematoden Caenorhabditis elegans nachweisbar [[125]].

Methylierungsstellen sind im gesamten Genom zu finden. Die Regulation der
Transkription erfolgt hauptsdchlich durch die Methylierung von CpG-Binde-
stellen im Promotor. Methylierungen im Promotorbereich vor Genen inhibieren
die Transkription oder bringen sie vollstindig zum Stillstand. Methylierungen
im 3’-Bereich oder innerhalb des Gens, sind jedoch nicht direkt an einer Repres-
sion der Transkription beteiligt. DNA-Methylierungen sind stabil und werden bei
der Zellteilung iiber die Mitose sowie auf die Nachkommen liber Meiose vererbt
[8, 1125, 1126, 127, 1128, 129} [130]. Die Methylierungen sind nicht statisch. Sie un-
terliegen einer entwicklungs- und zellabhéngigen aktiven Methylierung und De-
methylierung [127, [131]]. Wahrend der Reifung der Keimzellen in Spermien oder
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Oozyten kommt es zum Aufbau eines spezifischen DNA-Methylierungsmusters.
[132,[133]]. Nach der Fertilisation wird das DNA-Methylierungsmuster mitotisch
von Zelle zu Zelle mit der Chromosomenduplikation weitergegeben. In den Keim-
zellen des neuen Organismus hingegen werden die DNA-Methylierungen durch
einen unbekannten Mechanismus geloscht [[131} (134, [135] und erst mit der Rei-
fung erneut etabliert 136, 137,138, 139].

Methylierungen koénnen sich mit der Entwicklung und Alterung veréndern [126,
140]]. Im erwachsenen Organismus ist die Menge und das Muster der Methylierun-
gen gewebe- und zellspezifisch. Einige Beispiele fiir entwicklungs- und gewebe-
spezifische Verdanderungen von Methylierungen sind in der Tabelle 2.2 dargestellt.

DNA-Methylierung und Imprinting Die meisten autosomalen Gene werden
von maternalen und paternalen Allelen des jeweils zugehdrigen Chromosoms ex-
primiert. Es gibt jedoch eine Anzahl von Genen (mehr als 0,1 % aller Gene), die
nur von einem Allel exprimiert werden. Entweder vom maternalen oder vom pa-
ternalen Chromosom. Dieses Phanomen wird als Imprinting von Genen bezeich-
net [[149} 150, [151].

Ein Schliisselmechanismus des Imprinting ist die DNA-Methylierung. Die Stillle-
gung des maternalen oder paternalen Gens erfolgt durch Hypermethylierung von
CpG-Bindestellen, wodurch die Expression ausgeschaltet wird [[131} [152]. Durch
die Methylierung einer Imprinting-Region, erfolgt auch die Inaktivierung eines
der beiden X-Chromosomen bei weiblichen Individuen [[131} (153} [154]]. Defekte
im Imprinting-Mechanismus in den Clustern fithren zu schwerwiegenden Syndro-
men [[155] und Krebserkrankungen [[156] (siehe Tabelle [2.3)).

2.2.1.1 CpG-Inseln

Im Genom von Wirbeltieren kommt die Nukleotidfolge CpG nur etwa ein fiinftel
so hdufig vor wie man nach statistischen Abschitzungen auf Grund der Basen-
Zusammensetzung erwarten wiirde. 5-Methylcytosin ist sehr Anfillig fiir Muta-
tionen. Es unterliegt einer spontanen und hidufigen Deaminierung, wodurch das
Cytosin zu Thymin umgewandelt wird. Diese Mutationen waren evolutiv zulissig,
solange nicht regulierende Bereiche betroffen waren. CpG-Stellen in den Promo-
toren, die einen Einfluss auf die Regulation der Transkription ausiiben, mussten
auf Grund ihrer wichtigen Funktion erhalten bleiben [128]]. Dabei sind die CpG-
Bindestellen nicht gleichmiBig im Genom verteilt. Der Hauptanteil des Genoms
besitzt relativ wenige CpG-Nukleotidfolgen [[166]]. Im 5’-regulatorischen Bereich
der Gene findet man jedoch hiufig einen CpG-Anteil, der den statistischen Erwar-
tungen entspricht. Auf Grund des erhohten Vorkommens der CpG-Nukleotidfolge
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Tab. 2.2: Entwicklungs- und gewebespezifische Verdnderungen von Methylierungen und
deren Einfluss auf die Expression

Gen

Spezies

Effekt der gewebespezifischen
Methylierung auf die Expression

Ref.

ALF
TFIlo/3-
like factor

Mus musculus
Homo sapiens

Expression in Testis und Spermien,
keine Promotormethylierung,
inaktiv in somatischen Geweben
durch Methylierung

41

mLdhC
Laktat Dehydro-
genase C

Mus musculus

Expression im germinalen Epithelium
der Testis,

keine Promotormethylierung,

inaktiv in somatischen Geweben
durch Methylierung

[[142]]

OTR
Oxytocin Re-
zeptor

Homo sapiens

bei Expression im Myometrium hyp-
omethyliert, im Vergleich dazu Hyper-
methylierung in Leber und
mononuklearen Blutzellen

[1143]

TAT
Tyrosinamino-
transferase

Rattus norvegicus

hypermethyliert im Embryonalstadium,
keine Expression in der Leber, De-
methylierung und Expression wéhrend
der letzten Tage vor der Geburt,

weitere Demethylierung des Promotors
beginnt wihrend der Geburt, De-
methylierung ist glukokortikoidinduziert

[[144]]

Leukoisalin
(CD43)

Homo sapiens

exprimiert und hypomethyliert

in Leukozyten wenn Gewebe leukozyten-
reich, hypermethyliert wenn Gewebe
leukozytenarm

[[145]]

IFN ~

Mus musculus

Promotor hypomethyliert in exprimieren-
den

Th1-T-Zell Klonen, methyliert in nicht-
exprimierenden Th2-Klonen

[[146]]

Thymidinkinase

Herpes simplex

Gen ist hypomethyliert wenn exprimiert,
Expression ist inhibiert durch vorangehen-
de

Methylierung

[1147]

e-globin

Homo sapiens

unmethylierter Promotor

exprimiert im Dottersack und

fotaler Leber, Methylierung im spiteren
Stadium der fotalen Leber und in adultem
Knochenmark verbunden mit Supp-
rimierung

[147]

Vitellogenin

Hahn (Gallus gallus
domesticus)

Methylierung des Gens in der Leber,

wird verringert nach Ostrogenbehandlung
was zur Expression fiihrt

47

(- und ~- Casein

Rattus norvegicus

Gene sind in der Leber methyliert und
werden nicht exprimiert, sind
hypomethyliert wihrend der Expression
in der Milchdriise

[[147]

Ostrogen- und
Progesteron
Rezeptor

Homo sapiens

Methylierung der Promotoren bei
Brustkrebs fithren zum
Expressionsstillstand der Rezeptoren

[[148]]
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Tab. 2.3: Syndrome und Krebserkrankungen, die durch Methylierungsfehlfunktionen im

Imprinting-Mechanismus entstehen

Krankheit Symptom Atiologie

Angelmann- Intellektuelle Unfahigkeiten, Deletion eines Imprinting-Centers auf
Syndrom subtile optische Verinderungen dem maternalen Chromosom 15q11-13 [157]]
Prader-Willi-  intellektuelle Unfihigkeiten, Deletion eines Imprinting-Centers auf
Syndrom Fettleibigkeit dem paternalen Chromosom 15q11-13 [[158]
Beckwith- Organ-Uberwachstum, Deregulation von Imprinted-Genen auf
Wiedemann Anfilligkeit fiir Tumore dem Chromosom 11p15-5,

Syndrom biallelische Expression von IGF2

(BWS) (im Normalfall paternal exprimiert)

Imprinting-Verlust von KCNQI10T1 [159]

Wilms-Tumor

Nierentumor,

oft assoziiert mit BWS

Imprinting-Verlust von IGF2 auf
Chromosom 11p15-5 [[160]

Neuroblastom entartete Zellen des Imprinting-Defekt auf 1p36 und paternalem
autonomen Chromosom 2 [161]]
Nervensystems
Akute mye- gestorte Himatopoese Imprinting-Defekt auf paternalem
blastische Chromosom 7, [[162]
Leukédmie biallelische Expression von IGF2 [[163]]
Rhabdomyo-  Muskulaturtumor Imprinting-Defekt auf dem maternalen
sarkom Chromosom 11p15-5 [[164]
sporadisches Knochentumor Imprinting-Defekt auf dem maternalen
Osteosarkom Chromosom 13 [[165]]
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spricht man hier von CpG-Inseln [167,168]. In 98 % des gesamten Genoms kom-
men CpGs ungefidhr 1 mal pro 80 Basenpaare vor. Im Gegensatz dazu besitzen
CpG-Inseln, die 1-2 % des Genoms ausmachen, eine fiinf mal hohere Haufigkeit
an der Nukleotidfolge CpG [169, [170]]. CpG-Inseln zeichnen sich durch eine An-
einanderreihung der Nukleotidfolge CpG aus.

Nahezu alle ,,Haushaltsgene* , aber auch einige gewebespezifisch exprimierte Ge-
ne besitzen CpG-Inseln im Promotor. Schitzungsweise die Hilfte der gesamten
Gene der Mammalia weisen CpG-Inseln auf [171} [172].

CpG-Inseln im regulatorischen Bereich der Gene sind in normalen Zellen nicht
methyliert. Der hypomethylierte Status korreliert mit aktiver Transkription. Me-
thylierungen von CpG-Inseln fithren zur Repression der Transkription [[170,173].
Die meisten CpGs aullerhalb der Inseln sind zu 70-80 % methyliert [167,174]].
Eine signifikante Anzahl aller CpG-Inseln wird im Verlauf des Lebens methyliert.
Dies steht im Zusammenhang mit dem Altern eines Organismus [[126, [175] und
ist ein potentieller Faktor fiir die Entstehung von Krebs [176]].

Eine Hypermethylierung von CpG-Inseln und die dadurch entstehende Repres-
sion der Expression, konnte bei einer groen Anzahl von Genen festgestellt wer-
den, die an einer Entstehung von Krebs beteiligt sind [177, [178]]. Darunter fal-
len beispielsweise Gene der Zellregulation, DNA-Reparatur, Medikamentenresi-
stenz, Detoxifikation, Differenzierung, Apoptose und Angiogenese. Eine wesent-
liche Rolle bei der Entstehung von Krebs spielt die Promotorhypermethylierung
von Tumor-Suppressorgenen [130]. Beispiele fiir die Entstehung von Krebs durch
die Repression von Tumor-Suppressorgenen infolge der Hypermethylierung von
CpG-Inseln, sind in der Tabelle [2.4] dargestellt. Die extensive Hypomethylierung
von DNA auflerhalb von CpG-Inseln, wurde in vielen verschiedenen Tumortypen
festgestellt [[179, 1180, 181}, [182]]. Die globale Demethylierung fiihrt zu einer Akti-
vierung von Oncogenen, latenten Retrotransposons und Chromosomeninstabilitét,
was wesentlich zu einer Entstehung von Tumoren beitrdgt [[177, [178]]. Weiterhin
fiihrt eine genomweite Hypomethylierung zu einer Verringerung der Chromoso-
menstabilitét [[183) [184]].

2.2.2 Funktion der DNA-Methyltransferasen

Mit Hilfe einer DNA-Methyltransferase wird an die fiinfte Position des Cytosins
eine Methylgruppe transferiert, es entsteht Deoxymethylcytosin (Abb. [2.4).

Bei den Saugetieren sind derzeit drei DNA-Methyltransferasen (DNMT) identifi-
ziert, die die Methylgruppen an das Cytosin des Dinukleotids CpG transferieren
konnen. Dies sind die Enzyme DNMT1, DNMT3a und DNMT?3b [131} 178196,
197]. Es gibt von diesen Methyltransferasen Subspezies sowie Splice-Varianten
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Tab. 2.4: Beispiele fiir die Tumorentstehung durch DNA-Hypermethylierungen und die

damit in Verbindung stehende Inaktivierung von Tumor-Suppressorgenen

Tumor-Suppressor Tumorart(en) Ref.
plé Orales Karzinom [185]
pS7KIP2 Lungen- u.Brustkrebs [LL86l]
RASSFI1A Glioma Karzinogen, Brustkrebs | [[187,[188]]
Nierenzellkarzinom [[189]
pl6/RASSF1A/hMHL1 intra- und extrahepatisches [190]
GSTP Cholangiokarzinom
APC Brustkrebs [188]]
DAP-Kinase Brustkrebs [188]]
hDAB2IP Lungenkrebs [191]]
Runx3 Darmkrebs [192]
EXTI1 Leukimie, Hautkrebs 193]
PTEN Brustkrebs [194]
LOX Magenkrebs [195]]
Cytosin 5-Methylcytosin
NH, NH;
DNA-Methyltr ansferase CH.
Xy ’ Xy

WA

>

N/K(}

H

Abb. 2.4: Cytosin Methylierung
Die DNA-Methyltransferase katalysiert den Transfer der Methylgruppe an Cytosin. Es
entsteht 5-Methylcytosin.
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und promotorspezifische Varianten [[129]. Die DNMT1, DNMT3a und DNMT3b
sind essentiell fiir die embryonale Entwicklung. Bei der Maus ist die Eliminie-
rung von einem dieser drei Gene aus der Keimzelle letal [198, (199, 200]. Maus-
Embryonen, die homozygot fiir die Deletion von DNMT1 und DNMT?3b sind,
sterben noch vor der Geburt ab, wihrend die Deletion der DNMT?3a erst ungefihr
4 Wochen nach der Geburt zum Tod fiihrt [[199, 200]. Dies verdeutlicht die Be-
deutung der Methylierung fiir eine normale Entwicklung.

Die initiale DNA-Methylierung wihrend der Keimzellentwicklung oder der
frithen Embryonalentwicklung erfordert eine de novo DNA-Methyltransferase-
aktivitat [131]. DNMT3a und DNMT3b wurden als de novo DNA-Methyl-
transferasen identifiziert. [201} 202l [203| 204]. Die DNMT1 weist zwar auch eine
geringe de novo-Aktivitit auf, besitzt jedoch eine viel stirkere Préiferenz zu hemi-
methylierter DNA, wie sie bei der mitotischen Zellteilung auftritt [205) 206, 207].
Die DNMT1 methyliert den neu synthetisierten DNA-Strang nach dem Muster
des Elternstrangs wihrend der mitotischen Zellteilung und sorgt damit fiir die
Erhaltung der Methylierungsmuster, weshalb sie auch als Erhaltungsmethylase
bezeichnet wird. DNMT3a und DNMT3b besitzen ebenfalls eine methylierungs-
erhaltende Funktion. Sie erkennen schadhafte unmethylierte CpG-Stellen und me-
thylieren sie de novo [202].

Fehlregulationen bei der Expression der DNA-Methyltransferasen fithren zu
schweren Erkrankungen des Organismus. Zahlreiche Arbeiten zeigen, dass ei-
ne gestorte Regulation der DNA-Methyltransferasen zu einer Hypomethylierung
des Genoms in der Zelle sowie zu einer Hypermethylierung von CpG-Stellen im
Promotor fiihrt. Dies ist eine molekulare Ursache fiir die Entstehung von Krebs
(208,209, 210, 211, 212, 213} 214} 1215, 216, 217, 218].

Mutationen im DNMT3b-Gen verursachen Stérungen in der Expression, was z.B.
zur Ausbildung des ICF-Syndroms (immunodeficiency centromeric region insta-
bility and facial anomalies-Syndrom) fithren kann. Dieses Syndrom ist durch ei-
ne ausgeprigte Immunschwiche charakterisiert, assoziiert mit Hypomethylierung
und Chromosomeninstabilitét [219]].

Zu einer verdnderten Expression der DNA-Methyltransferasen kommt es auch im
Prozess der Alterung. Zum Beispiel ist die Expression von DNMT1 und DNMT3a
in alternden humanen Fibroblasten reduziert. Im Gegensatz dazu steht eine erhoh-
te Expression der DNMT3b [220]. Verdnderungen in der transkriptionalen Kon-
trolle der DNA-Methyltransferasen sind wahrscheinlich eine Ursache fiir alternie-
rende Methylierungsmuster (Hyper- oder Hypomethylierung) in alternden Zellen
und bei Zellen, die den Prozess der Tumorogenese durchlaufen [[126].
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2.2.3 Mechanismus der Gen-Inaktivierung durch Chromatinmodellierung
2.2.3.1 DNA-Methylierung und Chromatinstruktur

Die supprimierende Wirkung der DNA-Methylierung auf die Genexpression ist
derzeit Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Die bisherigen Ergebnisse zei-
gen, dass die CpG-Methylierung die Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren di-
rekt verdndern kann und somit die Bindung der Transkriptionsfaktoren verhindert
(33,134, 226/ 227]]. Das Bindungsvermdgen einiger Transkriptionsfaktoren ist je-
doch nicht methylierungssensitiv oder es befindet sich keine CpG-Bindestelle in
der Erkennungssequenz des Transkriptionsfaktors [227]].

Ein alternativer transkriptions-supprimierender Mechanismus ist die Bindung
von Proteinen an methylierte CpG-Bindestellen iiber eine Methyl-Bindedomine
(MBD). Zu dieser Gruppe gehoren die Methyl-CpG-Bindeproteine (MeCP)
(228l 229]. Sie rekrutieren einen Proteinkomplex der zu einer dicht gepack-
ten Chromatinstruktur fithrt, wodurch die Transkription inhibiert wird (siehe
Abb. [2.5)). Beispiele fiir Methyl-CpG-Bindeproteine sind MeCP1 und MeCP2.
Das MeCP1 bindet an multiple aufeinanderfolgende CpG-Stellen, den sogenann-
ten CpG-Inseln (siche Abschnitt [230, 231]]. Im Vergleich dazu bin-
det das MeCP2 mit hoher Affinitdt an einzelne symmetrisch methylierte CpG-
Dinukleotide [232, [233] 234]. Eine Mutation im MeCP2-Gen ist die Ursache fiir
das Rett-Syndrom. Patienten mit diesem Syndrom sind intellektuell beeintréachtigt.
Bei autistischen Kindern konnte ebenfalls einer Mutation im Gen des MeCP?2 fest-
gestellt werden [235] 236]].

MeCP1 und MeCP2 bewirken die Bindung von transkriptionalen Repressor-
komplexen. Bestandteil dieser Komplexe sind die Histondeacetylasen (HDAC)
(2371238, 1239].

2.2.3.2 Histonacetylierung

Die Histonacetylierung spielt bei der Chromatinmodellierung eine bedeutende
Rolle. Die Acetylierung von Lysinresten im Schwanz der Histone H3 und H4,
steht in Zusammenhang mit transkriptional aktivem Chromatin. Der Transfer der
Acetylgruppe an das Lysin wird durch eine Acetyltransferase katalysiert. Die De-
acetylierung der Histonschwénze ist ein Mechanismus der transkriptionalen Re-
pression [221}240].

Uber die Bindung von MeCP-Proteinen werden Histondeacetylasen rekrutiert, die
die Acetylgruppen vom Lysin der Histonschwinze abspalten. Dies fiihrt zu dicht
gepacktem, transkriptional inaktiven Chromatin [[129, [173], 222|241}, [242]].

In mehreren Arbeiten wird gezeigt, dass DNA-Methyltransferasen physisch
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AN

Methylierung = Inaktivierung
der Transkription TF

Abb. 2.5: Der DNA-Methylierungsprozess

A) Die Acetylierung von Lysin im Schwanz des Histon H3 und H4 (Ac) bewirkt
eine Auflockerung der Chromatinstruktur. Transkriptionsfaktoren (TF) sowie
der Transkriptionskomplex sind in der Lage an die DNA zu binden und die
Genexpression einzuleiten bzw. zu verstirken.

B) Die Methylierung (Me) der DNA durch die DNA-Methyltransferasen
(DNMT) fiihrt zu einer Kondensierung der DNA. Durch die dichtgepackte
Struktur der DNA ist es den Transkriptionsfaktoren (TF) nicht mehr moglich
effizient an die DNA zu binden. Die Genexpression wird eingeschrinkt oder
stillgelegt. Die Kondensierung der DNA wird durch die Bindung von Proteinen
an die Methylgruppen des Cytosins eingeleitet. Diese Proteine besitzen eine me-
thylbindende Doméne (MBD). Die Anlagerung des methylbindenden Proteins
fiihrt zur Rekrutierung eines Proteinkomplexes, der die Transkription inhibiert.
Bestandteil dieses Komplexes sind unter anderem DNA-Methyltransferasen
(DNMT), Histondeacetylasen (HDAC) und Histonmethyltransferasen (HMT).
Die HDAC deacetyliert die Lysinreste der Histone, wahrscheinlich als Vorbe-
dingung fiir die Methylierung. Die Methylierung des Histon H3 durch die HMT
fiihrt dann zu einer verdichteten DNA-Struktur.

C) Die Methylierung der Histone bewirkt die Bindung eines Chromatin-
Silencers, dem Protein HP1 (Heterochromatin-Protein 1). An das gebundene
HP1 bindet die HMT, wodurch die Histonmethylierung der DNA verstirkt wird.
Dies fiihrt zu einer supranukleosomalen Chromatinstruktur, die fiir die Stillle-
gung der Transkription verantwortlich ist.

Abbildung und Text nach [126, 131} [177, 221}, 1222}, 2231, 224 [225]]
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mit den Histondeacetylasen und dem Repressorkomplex in Verbindung stehen
(241, 243| 244, 245, 246, 247, 248]]. Dies weist auf eine Beteiligung der DNA-
Methyltransferasen am transkriptionalen Repressorkomplex hin.

2.2.3.3 Histonmethylierung

Neueste Untersuchungen zeigen, dass der transkriptional inaktive Status des Chro-
matins mit einer Methylierung des Lysin 9 im Histonschwanz des Histons H3 as-
soziiert ist [249]]. Es wird gezeigt, dass die Bindung von methylbindenden Protei-
nen an die methylierte DNA zu einer Methylierung des Histons H3 fiihrt. Die Bin-
dung der Methylgruppe erfolgt durch das Enzym Histonmethyltransferase (HMT)
(250, 251].

Anhand der Untersuchungen wird deutlich, dass die Steuerung der Transkriptions-
intensitdt durch die DNA-Methylierung selbst nur in einigen Fillen verursacht
wird. Vielmehr ist die DNA-Methylierung Voraussetzung fiir das Ablaufen einer
Reaktionskaskade, welche die Chromatinstruktur so verindert, dass die Bindung
von Transkriptionsfaktoren an die kondensierte DNA nicht mehr moglich ist (sie-
he Abb.[2.5).

2.2.4 DNA-Methylierung als moglicher molekularer Mechanismus fiir
erndhrungsbedingte persistente Stoffwechseleffekte

Die DNA-Methylierung wird als molekularer Mechanismus fiir erndhrungsbe-
dingte persistente Stoffwechseleffekte diskutiert und ist derzeit Gegenstand in-
tensiver Untersuchungen [252, 253] 254]]. Die fiir die DNA-Methylierung beno-
tigten Methylgruppen werden iiber eine Reaktionskaskade zur Verfiigung gestellt,
die stark erndhrungsabhingig ist. Dieser Reaktionsweg wird als Methylgruppen-
metabolismus bezeichnet [123| 252] (sieche Abb. [2.6). Aus dieser Abbildung wird
ersichtlich, dass die DNA-Methylierung von Methyldonatoren und Cofaktoren ab-
hingt, die tiber die Nahrung aufgenommen werden miissen. Ein Mangel an Me-
thyldonatoren und Cofaktoren, hervorgerufen durch Nahrungsmangel oder unaus-
gewogener Erndhrung, kann zu Methylierungsstdrungen fiihren.

Die essentielle Aminosdure Methionin spielt als Vorldufer des wichtigsten Me-
thyldonators, dem S-Adenosylmethionin (SAM), in der Methylierungsreaktion ei-
ne zentrale Rolle. Bis zu 60 % des hierfiir benotigten Methionins wird iiber die
Nahrung bereitgestellt. Das mit der Nahrung zugefiihrte Methionin wird direkt zu
SAM umgewandelt. Uber eine Methyltransferase (MTF) wird die Methylgruppe
von SAM an das zu methylierende Produkt wie DNA, RNA oder Histone transfe-
riert.
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Abb. 2.6: Methylgruppenmetabolismus

Homocystein wird zu Methionin iiber zwei Wege umgewandelt, zum einen iiber
die Methioninsynthase (MS), welche Methylcobalamin (mCbl) als Cofaktor
benotigt. Dabei wird die Methylgruppe aus 5-Methyltetrahydrofolat (SMTHF)
auf das Cystein iibertragen. Das SMTHF entsteht aus Folsédure iiber eine Kette
von Intermedidrprodukten [123]]. Mit Hilfe von Vitamin B 12 entsteht aus dem
SMTHF nach der Methylabgabe ein Intermedidrprodukt der Folsdure, welches
wieder in den Zyklus eingeschleust und fiir die Synthese von SMTHF wieder-
verwendet wird. Beim zweiten Weg wird mit Hilfe der Betain-Homocystein-
Methyltransferase (BHMT), welche Zink als Cofaktor bendtigt, die Methyl-
gruppe vom Betain auf das Cystein iibertragen. Aus Betain entsteht dabei Di-
methylglycin.

Das aus Homocystein entstandene oder mit der Nahrung aufgenommene Me-
thionin wird zu S-Adenosylmethionin (SAM) umgewandelt. SAM ist der Me-
thyldonator, der mit Hilfe einer Methyltransferase (MTF) Methylgruppen an
die DNA, RNA Histone oder auch Proteine und Lipide abgibt. SAM kann nach
der Methylabgabe iiber einen Regenerierungsprozess zu Homocystein umge-
wandelt werden.

Abbildung und Text nach [123]
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Fiir die Methylierungsreaktion wird Methionin auch zu einem bedeutenden Anteil
aus Homocystein synthetisiert. Dafiir sind eine Reihe von Cofaktoren, die eben-
falls iiber die Nahrung aufgenommen werden miissen, von essentieller Bedeutung.
Bei einem Mangel an Folsdure und deren Derivate, Betain und Cholin, Vitamin
B12 aber auch Zink oder Methylcobalamin, kann die Methioninsynthese gestort
sein. Dies wiederum beschrinkt die Bildung von SAM, wodurch die Versorgung
mit Methylgruppen eingeschrinkt sein kann. Der Einfluss der Ernidhrung auf die
DNA-Methylierung wurde bereits in einigen Tierversuchen untersucht, von denen
im Folgenden einige Beispiele genannt werden.

Eine Methyldonator-Mangeldidit fiihrte bei Ratten zu einer Uberexprimierung von
Oncogenen wie CMYK, CFOS, und HRAS. Dies korreliert mit einer Hypomethy-
lierung der DNA [255 1256, 25°7], was bei der Entstehung von Krebs eine wichtige
Rolle spielen kann (siehe Abschnitt[2.2.1.1)). Bei einer Wiederzufiihrung von Me-
thyldonatoren wird z.T. eine Normalisierung der DNA-Methylierung festgestellt,
jedoch nicht fiir alle untersuchten CpG-Methylierungsstellen. Dies ldsst vermu-
ten, dass DNA-Methylierungsdefekte nach einem lingeren Methyldonatormangel
irreversibel sein konnen [255]]. Eine groBe Studie am Menschen zeigt, dass Me-
thyldonatormangel mit einem erhohten Risiko fiir Leber- und Darmkrebs korre-
liert [258] 259]]. Gleiche Effekte wurden bei einem Mangel an Folsédure beobachtet
[260, 261]. Einige Arbeiten zeigen, dass bei der Maus, in einer frithen embryona-
len Entwicklungsphase, ein Defizit an Faktoren, die fiir den Methylierungsprozess
essentiell sind, zu verdnderten Imprinting-Methylierungen fithren. Dadurch kann
eine veridnderte Expression von Imprinted-Genen verursacht werden. Diese verén-
derte Expression von Imprinted-Genen wirkt sich letal auf den Embryo aus oder
filhrt zu ernsthaften Erkrankungen (siehe auch Tabelle [2.3)). In diesem Zusam-
menhang wurde auch ein geringeres Geburtsgewicht festgestellt 262, 263]]. Das
Genom des Embryos unterliegt in der Phase der Priaimplantation einer extensiven
Demethylierung. Nach der Implantation des Embryos werden die Methylierungen
neu errichtet [131]. Diese DNA-Methylierungsmuster miissen iiber viele Zyklen
bei einer rapiden zellularen Proliferation wihrend der fotalen und frithen postna-
talen Entwicklung stabil gehalten werden. Die Verfiigbarkeit von didtischen Me-
thyldonatoren und Cofaktoren wihrend dieser ontogenetischen Perioden ist daher
fiir eine korrekt ablaufende Methylierung von groer Bedeutung [, 29].

Ratten, die wihrend der Sauglingsphase einem Nahrungsmangel ausgesetzt wa-
ren, zeigten eine beeintrichtigte Glukose-stimulierte Insulinsekretion, was bei die-
sem Versuch auf eine veridnderte Expression von Imprinted-Genen in den Insel-
zellen des Pankreas hindeutet [264]. Eine weitere Studie bei Miusen zeigt, dass
die Periode nach dem Sdugen ebenfalls sensitiv fiir eine veridnderte allelische Ex-
pression von Imprinted-Genen ist, verursacht durch einen Mangel an den Methy-
lierungsfaktoren Methionin, Cholin, Vitamin B12 und Folsdure [263]].

Ein Modell fiir die Untersuchung von Methylierungsfunktionen wurde mit der
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Agouti viable (Avy/a) mutanten Mauslinie geschaffen [266]. Ist der Promotor des
Agouti-Gens methyliert, wird die Expression supprimiert und verursacht eine gel-
be Firbung der Maus. Ist der Promotor nicht methyliert, wird das Gen exprimiert,
die Fellfarbe der Maus ist braunlich. Mit Fiitterungsversuchen an triachtigen Mau-
sen mit einer Kontrolldiéit und einer Didt die mit Folsdure, Betain, Cholin, Me-
thionin, Zink und Vitamin B12 angereichert ist, konnte die Methylierung und Ex-
pression des Agouti-Gens und damit die Farbe der Nachkommen variiert werden
[267]. Weiterhin konnte hierbei eine epigenetische Vererbbarkeit beobachtet wer-
den [267,268]], was mit der Vererbbarkeit der phdnotypischen Verinderungen, wie
in Abschnitt @ beschrieben, korreliert. Dieses Experiment demonstriert, dass
die Genexpression der Nachkommen durch die maternale Diét verdndert werden
kann.

Der Einfluss der Erndhrung auf die DNA-Methylierung, die hier als Mechanis-
mus der Genregulation identifiziert und charakterisiert wurde, macht die DNA-
Methylierung zu einem potentiellen Mechanismus fiir die metabolische Program-
mierung. Eine nichtausreichende Versorgung mit Methionin, durch eine pri- oder
frithe postnatale didtische Proteinrestriktion, kann die Ursache fiir verinderte Me-
thylierungsmuster sein. Dies wiederum kann zu einer persistent verdnderten Ex-
pression von Genen fiihren, die am Stoffwechsel beteiligt sind und verdnderte
Stoffwechseleffekte verursachen (sieche Abschnitt [2.1.3]). Aber auch eine subtile-
re Nihrstoffmangelsituation, wie sie z.B. bei einseitiger vitaminarmer Erndhrung
auftritt, ist ein potentieller Faktor fiir Storungen im Methylierungsmechanismus.
Das hierdurch auftretende Defizit an wichtigen Vitaminen und Cofaktoren, die fiir
den Methylierungsmetabolismus essentiell sind, kann ebenso Storungen im Me-
thylierungsmechanismus auslsen [[123]].



3. AUFGABENSTELLUNG

Es ist bekannt, dass Sojaproteindidten, verglichen mit Milchproteindidten, signi-
fikant das Wachstum, die Korperzusammensetzung und die Gesundheit von In-
dividuen nachteilig beeinflussen [21} 22, 23| 24, 269]. In der Arbeit von Schwe-
rin et. al. [25] wurde gezeigt, dass eine Sojaproteinisolat (SPI)-basierte Diit, die
durch eine unausgewogene Aminosidurezusammensetzung charakterisiert ist (sie-
he Abb. [4.T)), im Vergleich zu einer Vollwert-Caseindiét (CAS), zu einer verstark-
ten Expression hepatisch exprimierter Gene der oxidativen Stressantwort bei her-
anwachsenden Schweinen fiihrt (Zusammensetzung und Verabreichung der Diét
siche Abschnitt [4.T)). Oxidativer Stress wird als ein potentieller Mechanismus fiir
eine nachteilige Prigung des Stoffwechsels (metabolische Programmierung) dis-
kutiert (siche Abschnitt 2.1.3.2)), was zu Entwicklungsstérungen und Auftreten
von Krankheiten im Erwachsenenstadium fiithren kann (sieche Abschnitt[2.T]).

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob eine SPI-induzierte andauernde oxida-
tive Stressreaktion Ursache fiir Wachstumsverdanderungen bei heranwachsenden
Schweinen ist. Dafiir wird die Langzeitauswirkung der SPI-Diét auf die Gewicht-
sentwicklung sowie auf die hepatische Expression von fiinf Genen der oxidativen
Stressantwort bei juvenilen Schweinen untersucht. Eine Gruppe von Tieren wird
hierfiir vier Wochen mit der SPI-Diit gefiittert und anschlieBend fiir vier Wochen
auf CAS riickumgestellt, danach erfolgt die Schlachtung der Tiere mit Proben-
nahme. Die Kontrollgruppe bekommt ausschlieBlich die CAS-Vollwertdit (siehe
Abb. Diit 2). Die Messung der Gewichtsentwicklung der SPI-Tiere im Ver-
gleich zu den CAS-gefiitterten Tieren erfolgt vor und nach den einzelnen Fiitte-
rungsperioden.

Die Transkriptionsraten der Gene der oxidativen Stressantwort beider Fiitterungs-
gruppen werden iiber Echtzeit RT-PCR mit dem Roche-LightCycler® -System
(sieche Abschnittd.5)) ermittelt.

Als moglicher molekularer Mechanismus langanhaltender Verinderungen der
Genexpression soll die DNA-Methylierung untersucht werden. Die Untersuchung
erfolgt an Leberproben von Schweinen die vier Wochen mit der SPI-Diit gefiit-
tert und im Anschluss daran geschlachtet wurden. Die Kontrollgruppe erhielt aus-
schlieBlich die CAS-Diit (sieche Abb.[4.2] Diit 1).
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Die Wirkung der SPI-Diit auf die Methylierungsdichte der hepatischen Gesamt-
DNA sowie aller hepatischer CpG-Inseln, die regulatorisch auf die Genexpres-
sion wirken konnen, wird mit der Single Nucleotide Extension-Methode (sie-
he Abschnitt tiber die Messung des Einbaus an [3H]dCTP in die DNA-
Schnittstellen methylierungsabhingiger Restriktionsenzyme festgestellt.

Am Beispiel des hepatischen porcinen Glutathion-S-Transferase-Gens (GSTA1),
eines Expressionsmarkers der oxidativen Stressantwort, soll der Promotor-Me-
thylierungsstatus in Abhéngigkeit von der Diit untersucht werden. Dies erfolgt
durch die Untersuchung des Anteils methylierter Cytosinreste in allen CpG-
Motiven im 5°-GSTA1-Promotorbereich nach Bisulfitbehandlung der DNA. Uber
eine sequenzspezifische Aufamplifizierung des jeweiligen CpG-Ortes mittels PCR
und anschlieBender Messung des Anteils von zu Thymin konvertierten nicht-
methylierten Cytosinresten mit der Pyrosequenzierungs™-Methode (BIOTAGE),
wird der Methylierungsstatus der CpG-Stelle festgestellt (siche Abschnitt[4.8).
Der Einfluss der SPI-Didt im Vergleich zur Kontrolldiét auf die Transkriptmenge
der DNMT1, die fiir die Aufrechterhaltung der Methylierungen verantwortlich ist,
wird mittels Echtzeit RT-PCR mit dem Roche-LightCycler® -System untersucht.
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4.1 Experimenteller Ansatz: Diéten und Tiere

Diiten Das fiir die Fiitterung verwendete Sojaproteinisolat (SPI) besitzt im Ver-
gleich zur Caseindiit (CAS) ein unausgewogenes Aminosduremuster. Besonders
ausgepragt ist der Methioninmangel in der SPI-Diit. Die Unterschiede in der Ami-
nosdurezusammensetzung zwischen den beiden Proteindidten sind in der Abbil-
dung [4.1] dargestellt.

Das CAS (Deutsches Milchkontor GmbH, Hamburg) und das hochaufgereinigtes
SPI (SUPRO 1610, Interfood, Bad Homburg) waren die einzigen Proteinquellen
in der experimentellen Fiitterung. Im SPI wurden biologisch aktive Sojabestand-
teile wie Trypsin-Inhibitoren und Lektine durch Hitzebehandlung und einer Be-
handlung unter milden alkalischen Bedingungen minimiert. Die Konzentration an
Isoflavonen und Trypsin-Inhibitoren lag bei 1-3 mg/g und weniger als 5,2 mg/g
und war damit niedriger als bei anderen bereits eingesetzten SPI-Diéten [270].
Beide Diiten entsprechen einer Proteingabe von 50 % des erforderlichen Bedarfs,
sind isoenergetisch und isonitrogen und stellen das 2,5-fache an der erforderlichen
metabolisierbaren Energie bereit [3 x 650 kJ ME/(kg Korpergewicht %62 x Tag)]
[25]. Die Vitamin- und Mineralstoffzusammensetzung ist bedarfsgerecht [271]].

Tiere Die Untersuchung wurde an kastrierten minnlichen Schweinen der Deut-
schen Landrasse durchgefiihrt. Nach der Entwohnung bekamen sie fiir eine Wo-
che eine fiir Ferkel iibliche Starterdidt [25]. Fiir den Fiitterungsversuch wurden
Tiere mit einem Gewicht von ca. 2 kg ausgewéhlt. Wihrend der experimentellen
Fiitterung wurden die Schweine in Stoffwechselkammern gehalten. Die Fiitterung
erfolgte einmal am Tag (um 8.00 Uhr). Der freie Zugang zu Futter und Wasser
wurde von 8-14 Uhr ermdoglicht.

Untersuchung direkter diiitischer Sojaproteinisolat (SPI)-Effekte Fiir die
Untersuchung direkter SPI-Effekte, im Vergleich zur CAS-Diit, wurden Proben
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Abb. 4.1: Aminosauregehalt der Proteine in den experimentellen CAS- und SPI-
Diéten
Bei den meisten Aminoséduren zeigt die SPI-Diét gegeniiber der CAS-Diiit einen
deutlichen Mangel. Die Ausnahme bilden Cystein, Glycin, Alanin, Arginin und
Asparaginsdure, die in der SPI-Diit, im Vergleich zur CAS-Diit, in groeren
Mengen vorkommen. Besonders ausgeprégt ist der Methioninmangel in der
SPI-Diiit.
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CAS | ausgewogene Aminosaureversorgung

- unausgewogene Aminosaureversorgung - ausgepragter Methioninmangel ( < 50%)

Diat 1
Flitterungsgruppe 1 = Dit 1.1| CAS | CAS |
n=7 Tiere
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Untersuchung von direkten SPI-
Effekten im Vergleich zu CAS:

- CpG-Methylierungsraten hepatischer
Gesamt-DNA und im Bereich von
CpG-Inseln ("Single Mucleotide
Extension"-Methode)

- Methylierungsraten von CpG-QOrten
im Promotor eines ausgewahlten
Genes der oxidativen Stressantwort
[Sequenzierung von bisulfitmodifi-
zierter genomischer DNA)

- Transkriptionsraten der DNMT
[Echtzeit RT-PCR}
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- Gewichtsentwicklung {Messung
vor und nach den Fotterungs-
perioden)

- Transkriptionsraten von Genen
der oxidativen Stressantwort
(Echtzeit RT-PCR)

Abb. 4.2: Diidten und Tiere

Die Untersuchung von SPI-Diiteffekten im Vergleich zur CAS-Diit erfolgte an
heranwachsenden ménnlichen kastrierten Schweinen der Deutschen Landrasse.
Diiit 1 Proben von Tieren dieser Diét wurden fiir die Untersuchung von direkten
SPI-Effekten verwendet. Jede Fiitterungsgruppe bestand aus 7 Tieren.

Diéit 2 Proben von Tieren dieser Diédt wurden fiir die Untersuchung von persi-
stenten SPI-Effekten verwendet. Jede Fiitterungsgruppe bestand aus 5 Tieren.
FP sind die Fiitterungsperioden, die entsprechend ihrer Folge nummeriert sind.

LT sind die Lebenstage der Tiere.

CAS- und SPI-Diit unterscheiden sich im Aminosdureanteil (siche Abb. §.1]),
sind aber beide isonitrogen und isoenergetisch, besitzen einen bedarfsgerechten
Vitamin- und Mineralstoffanteil und einen Proteinanteil von 50 %.
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von Tieren der Diit 1 untersucht (siche Abb. 4.2)). Fiir eine Adaptation des Stoff-
wechsels wurden beide Gruppen (n = 7 Tiere) 4 Wochen mit der CAS-Diit gefiit-
tert (Fiitterungsperiode 1). Anschlieend, in der Fiitterungsperiode 2, wurde eine
Gruppe (Fiitterungsgruppe 2) fiir 4 Wochen auf die SPI-Didt umgestellt, die ande-
re Gruppe (Fiitterungsgruppe 1) bekam weiterhin die CAS-Diit, sie diente bei den
Untersuchungen als Kontrollgruppe. Am 106. Tag erfolgte die Schlachtung der
Tiere, 18-24 h nach der letzten Nahrungsaufnahme (postabsorbtive Stoffwechsel-
periode). Dadurch wurden direkte Effekte, die durch die Nahrungsaufnahme auf
die Genexpression wirken, bei den Messungen minimiert. Die durch die Nahrung
aufgenommenen Néhrstoffe sind nach ca. 12 h verdaut und absorbiert.

Die Gewebeproben wurden gesammelt, sofort gefroren und bei -80 °C gelagert,
bis die Gewebe fiir RNA- oder DNA-Isolierungen weiterverarbeitet wurden. Fiir
Untersuchungen in dieser Arbeit wurde ausschlielich Lebergewebe verwendet.

Untersuchung persistenter diitischer Sojaproteinisolat (SPI)-Effekte Fiir
die Untersuchung von langanhaltenden (persistenten) Effekten der SPI-Diét wur-
de den Schweinen (n = 5) die Diét 2 gefiittert (siche Abb. 4.2)). Die Fiitterung in
den ersten beiden Fiitterungsperioden entspricht dem Ablauf wie im vorhergehen-
den Abschnitt beschrieben. Es folgt jedoch eine Riickumstellung auf CAS in der
SPI-Fiitterungsgruppe (Fiitterungsperiode 3). Die Kontrollgruppe wird weiterhin
mit CAS gefiittert. Die Schlachtung und Probennahme erfolgte am 133. Tag.

4.2 Isolierung von Nukleinsiuren

4.2.1 RNA-Isolierung

Die Isolierung der RNA aus dem Lebergewebe erfolgte mit dem RNeasy Mini
KIT® der Firma QIAGEN nach dem Protokoll des Herstellers.

4.2.2 Isolierung genomischer DNA

Die Isolierung genomischer DNA aus dem Lebergewebe erfolgte mit dem Geno-
mic KIT® der Firma QIAGEN nach dem Protokoll des Herstellers.
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4.2.3 Isolierung von PAC-DNA

Ein PAC ist ein kiinstliches Chromosom, welches aus dem P1-Vektor des tem-
perenten Bakteriophagen P1 entwickelt wurde (P1 Artificial Chromosome). Ein
PAC erlaubt, im Gegensatz zu den Cosmiden, eine Klonierung von groBeren Ge-
nomabschnitten (100 bis 300 kb) und ist stabiler als das YAC (Yeast Artificial
Chromosome) [2772]].

Die Isolierung von PAC-DNA aus Bakterienzellen erfolgte mit dem QIAGEN®-
Large-Construct KIT nach dem Protokoll des Herstellers.

4.2.4  Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen erfolgte mit dem QIAprep®
Miniprep KIT der Firma QIAGEN nach dem Protokoll des Herstellers.

4.3 Klonierungen

4.3.1 Klonierung von DNA-Fragmenten nach einer Restriktionsspaltung

Als Plasmidvektor wurde der pBluescript® I KS(+) Phagemid-Vektor von STRA-
TAGENE eingesetzt.

Restriktionsspaltung Fiir die Spaltungen wurden Enzym-KITs, die aus den
Komponenten Enzym und Puffer bestehen, von der Firma FERMENTAS verwen-
det. Die Spaltung der zu klonierenden DNA und der Vektor-DNA erfolgte nach
folgendem Ansatz:

1. DNA 1-2 pg

2. Puffer (10x) 1pul

3. Enzym 10U

4. ddH,0O auf 10 pl auffiillen

Der Restriktionsansatz wurde tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend er-
folgte eine Inaktivierung des Enzyms bei der jeweils spezifischen Inaktivierungs-
temperatur und Inaktivierungszeit. Der Spaltansatz wurde in einem 1,5 %-igem
Agarosegel aufgetrennt.
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DNA-Elution aus Agarose Die DNA-Elution des gewiinschten Fragmentes aus
einer DNA-Agarosegel-Auftrennung wurde mit dem QIAquick® Spin KIT von
QIAGEN nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Ligation Fiir eine optimierte Ligationsrate lag der Anteil der zu klonierenden
DNA im Vergleich zur Vektor-DNA in einem 3-4 -fachen molaren Uberschuss
vor.

Die Ligation erfolgte mit dem 74 DNA Ligase Tested User Friendly™ KIT von
USB nach folgendem Ansatz:

1. Vektor DNA 20-40 ng

2. Insertions-DNA 3-10 -facher molarer Uberschuss
3. Ligationspuffer (10x) 1l

4. T4 DNA Ligase (1u/ul) 1 ul

5. ddH,0O auf 10 pl auffiillen

Inkubation des Ligationsansatzes bei 4 °C iiber Nacht.

Transformation Die Transformation der rekombinanten DNA erfolgte in kom-
petente Zellen des Wirtszellstammes XL/-Blue von STRATAGENE. Hierfiir wur-
de der XL1-Blue Competente Cells KIT (STRATAGENE) verwendet. Die Trans-
formation wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

4.3.2 Klonierung von PCR Fragmenten

PCR-Fragmente wurden in den Vektor pGEM® T-Easy von PROMEGA kloniert.
Taq Polymerasen generieren an jedem synthetisierten PCR-Produkt einen 3’-A-
Uberhang. Der pGEM® T-Easy Vektor bietet eine offene EcoRV-Schnittstelle, die
an beiden Enden einen 3’-T-Uberhang aufweisen. Dies vereinfacht die Klonierung
von PCR-Produkten. Eine Restriktion des Vektors entfillt.

Ligation Fiir eine optimierte Ligationsrate lag der Anteil der zu klonierenden
DNA im Vergleich zur Vektor-DNA in einem 3-4 -fachen molaren Uberschuss
VOr.

Die Ligation erfolgte mit dem pGEM® T-Easy System nach folgendem Ansatz:
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1. pGEM® T-Easy Vektor 20-40 ng

2.  PCR-Produkt 3-10 -facher molarer Uberschuss
3. Ligationspuffer (2 x) Sul

4. T4 DNA Ligase 3 u/ul) 1l

5. ddH,0 auf 10 pl auffiillen

Inkubation des Ligationsansatzes iiber Nacht bei 4 °C.

Transformation Die Transformation der rekombinanten DNA erfolgte in kom-
petente Zellen des Wirtszellstammes JM 109 von PROMEGA. Die Zellen sind Be-
standteil des pGEM® T-Easy Systems. Die Transformation wurde nach Angaben
des Herstellers durchgefiihrt.

4.4  Sequenzierung mit dem LICOR 4000L-System (MWG
BIOTECH)

Bei der Sequenzierung mit diesem System handelt es sich um eine Strangabbruchs-
Synthese nach Sanger, iiber eine PCR-Amplifikation, die auch als Cycle-Sequen-
zierung bezeichnet wird [273, 274]]. Die Verwendung eines am 5’-Ende fluores-
zenzmarkierten Primers (Markierung: 5’IRD-800, Firma MWG BIOTECH) er-
moglicht die computergesteuerte Detektion der DNA-Banden. Uber die Software
Base Image IR DataCollection 4.0 wird die Information ausgewertet und als Se-
quenz dargestellt. Der LICOR ermdglicht eine Sequenzierung von 1.000-1.500 bp
in einem Sequenzierlauf.

Die DNA-Sequenzierung wurde mit dem Thermo Sequenase™ Primer Cycle Se-
quencing KIT von AMERSHAM BIOSCIENCES durchgefiihrt. Fiir die Sequen-
zierung von Plasmid-DNA wurden 300 ng DNA pro 1.000 bp eingesetzt.

Fiir eine PAC-Sequenzierung wurden 1-2 ug PAC-DNA eingesetzt. Anstatt 2 pmol
Primer kamen hier 5 pmol Primer hinzu.

Im Schritt 1 wurde folgender Mastermix pipettiert:

1. Plasmid-/PAC- DNA + ddH,O 8,6 ul

2. DMSO 0,4 ul

3. Primer (2 pmol/ul)/(5 pmol/ul) 1 ul
(5’IRD-800, Firma MWG BIOTECH)
Gesamtvolumen 10 ul

Im zweiten Schritt wurden die Strangabbruchsreaktionen vorbereitet. Jede Ab-
bruchsreaktion erfolgt in einem separaten Reaktionsgefdl (Insgesamt 4: fiir
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ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP). Die Ansitze wurden auf Eis pipettiert.

1. In das entsprechende Reaktionsgefd3 3 ul des A,C,G oder T-Reagenzes vor-
legen,

2. je 3 ul des Mastermix aus Schritt 1 hinzugeben, mischen,
3. jede Reaktion mit 6 pl Wachs iiberschichten,

4. die PCR-Reaktion wurde nach dem Zyklus durchgefiihrt, wie in Tabelle {.1]
dargestellt,

5. nach Ablauf der Reaktion jedem Ansatz 6 ul Formamid-Ladepuffer zuset-
zen.

Tab. 4.1: PCR-ZyKklus fiir die Sequenzierung mit dem LICOR-Thermo Sequenase™ Pri-

mer Cycle Sequencing KIT
PCR-Schritt Temperatur | Zeit | Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C | 5 min 1
Denaturierung 95 °C | 30 sek
Annealing X °C | 30sek 30
Elongation 72 °C | 1 min

Herstellung des PAA-Gels

1. Fiir das PAA-Gel 21 g Harnstoff in 32 ml Aqua dest. bei Raumtemperatur
16sen,

2. hinzufﬁgen folgender Reagenzien:
1. Mg Ranger Gel Solution 50 % 4,3 ml

C BioProducts)
2. 10 x TBE S m]
3. MSO 500 pl
4. APS 10 % 350 ul
5. TEMED 50 ul

Gelelektrophorese Zwischen zwei Glasplatten mit den Abmessungen 66 cm x
25 cm wurde unter Benutzung von zwei 0.4 mm Abstandhaltern die Sequenziergel-
Losung gefiillt und nach Einfiihrung eines Vorkamms iiber einen Zeitraum von
2 h auspolymerisiert. Der Vorkamm wurde entfernt und das Gel in den DNA-
Sequenzer (LICOR) eingesetzt. Danach wurden insgesamt 1 Liter 1 x TBE-Puffer
in die Elektrodenkammern gefiillt und der elektrische Stromkreis durch Anbrin-
gen der Kontakte geschlossen. Die Steuerung des Sequenzers erfolgte vollauto-
matisch durch einen gekoppelten Computer mit der Software Base ImagIR V.4.0
(LICOR). Im Gel-Vorlauf wurde das Gel auf 50 °C &quilibriert und die De-
tektionsoptik kalibriert. Unmittelbar vor dem Auftragen der Proben wurden die
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Sequenzierreaktions-Ansétze 5 min. bei 70 °C (Thermocycler) inkubiert, um die
DNA erneut zu denaturieren. Ein 48-zihniger ,,Haifischkamm* wurde an der Gel-
Oberkante aufgesetzt. Je 1 ul der Proben wurden in der Reihenfolge A, C, G und
T aufgetragen. Die Dauer der Elektrophorese betrug ca. 14 h.

4.5 Quantitative Real-Time-PCR mit dem LightCycler® von
ROCHE

Die Untersuchung der Expressionsraten erfolgte iiber die Quantifizierung der
mRNA-Molekiile im Gewebe. Die mRNA représentiert die Gesamtheit an ak-
tiv transkribierten Genen in einer Zelle bzw. im Gewebe. Fiir die Messung der
Expressionsraten wurde das LightCycler®-System von ROCHE eingesetzt. Die
Quantifizierung der mRNA, die iiber die RT-PCR in cDNA umgeschrieben wurde,
erfolgt hierbei durch Fluoreszenzsmessungen von DNA-bindenden Fluorochro-
men (SYBR® Green).

Bestimmung der Schmelztemperatur Ausgehend von der Analyse des Schmelz-
verhaltens der PCR-Produkte wurde die Temperatur bestimmt, bei der die Fluo-
reszenz des Farbstoffes SYBR® Green im PCR-Zyklus gemessen wurde. Die
Messung erfolgte nach jedem zweiten Elongationsschritt eines PCR-Zyklus. Bei
PCR-Produkten mit einer eingipfligen Schmelzkurve wurde eine Messtempera-
tur bei 72 °C gewihlt. Bei PCR-Produkten mit einer mehrgipfligen Schmelzkur-
ve (siche Abb. 4.3) wurden die Messtemperaturen der Fluoreszenz im Elongati-
onsschritt anhand eines Primertests bestimmt. Eine mehrgipflige Schmelzkurve
tritt bei der Entstehung unspezifischer PCR-Produkte oder bei der Entstehung von
Primer-Dimeren auf. Deshalb wurde die Messtemperatur so gewihlt, dass die un-
spezifischen PCR-Produkte aufgeschmolzen waren (fluorescence acquisition tem-
perature) und nur das als Doppelstrang vorliegende spezifische PCR-Produkt ge-
messen wurde. Dies sichert eine prédzise Quantifizierung der gewiinschten PCR-
Produkte. Die verwendeten Primer mit Fluoreszenzmessungs- und Annealingtem-
peratur sind im Abschnitt[4.10.2] Tabelle 4.6] dargestellt.

Erstellen externer Standardkurven Die Verwendung externer Standards mit
einer bekannten Kopienzahl ermoglicht eine quantitative Bestimmung der Aus-
gangskonzentration an cDNA der zu analysierenden Probe. Der verwende-
te Standard besteht aus einem in den Vektor pUCI18 (AMERSHAM BIOS-
CIENCES) klonierten RT-PCR-Produkt des zu untersuchenden Gens. Von dem
zuvor linearisierten rekombinanten Plasmid wurde eine Verdiinnungsreihe von
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Abb. 4.3: Beispiel fiir eine zweigipflige Schmelztemperaturkurve
Die Fluoreszenzmessung zeigt eine zweigipflige Schmelzkurve. Die Amplitu-
de a reprisentiert die Fluoreszenz von unspezifischen PCR-Produkten und/oder
Primer-Dimeren, die jedoch bei einer Schmelztemperatur von 80 °C einzelstrén-
gig vorliegen (fluorescence acquisition temperature). Das spezifische Produkt,
Amplitude b, entsteht bei 80 °C weshalb die Messung der Fluoreszenz hier bei
80 °C durchgefiihrt wird.

10',10%,10°,10*,10°,10% Kopien erzeugt. Der Externe Standard wurde mit jedem
LightCycler® -Lauf gemessen. Der Standard wird bei der Probeneingabe in die
Software gesondert ausgewiesen. Das Programm generiert von dem gemessenen
Standard eine Standardkurve und vergleicht diese mit den Fluoreszenzwerten der
Proben. Im Ergebnis wird die Zahl der Ausgangskopien von jeder gemessenen
Probe angegeben.

Spaltung zur Linearisierung des Standard Plasmids
1. 1 ul Plasmid DNA in 20 pl ddH50O. aufnehmen,

Hinzugabe von Restriktionsenzym XMN I (10 U/ul) 0,5 ul
(MBI FERMENTAS)

Puffer I1 2,5ul
(50 mM NaCl, 10 mM Tris, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT)

BSA (100 m%/ml) 0,25 ul
(MBI FERMENTAS)

ddH,0O 1,75 ul

2. Spaltansatz tiber Nacht bei 37 °C inkubieren,
3. Hitzeinaktivierung des Enzyms 20 min bei 65 °C,

4. Kontrolle der linearisierten Plasmid-DNA auf einem 1,5 %-igem Agarose-
gel.
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Reverse Transkriptions (RT)-Reaktion Fiir die Reverse Transkription wurde
die aus Lebergewebe gewonnene mRNA (siehe Abschnitt der Versuchstie-
re eingesetzt. Das Umschreiben der mRNA in die cDNA erfolgte mit der M-MLV
Reverse Transcriptase der Firma PROMEGA. Als Adapter fiir die reverse Tran-
skription wurde ein Oligo(dT)-downstream-Primer (ARK SCIENTIFIC) verwen-
det.

1. Zu?2 pg mRNA werden 0,5 pg des Primeradapters hinzugefiigt und auf 13 pl
mit RNase-freiem Wasser aufgefiillt,

2. Gemisch bei 70 °C 5 min inkubieren, anschlieBend auf Eis abschrecken,

3. zu dem Ansatz aus Schritt 3 werden folgende Komponenten (alle von der
Firma PROMEGA) hinzugefiigt:

1. M-MLV 5 x Reaktionspuffer Sul

2. dATP (10 mM) 1,25 ul
3. dCTP (10 mM) 1,25 ul
4. dGTP (10 mM) 1,25 ul
5. dTTP (10 mM) 1,25 ul
6. rRNasin® Ribonuclease Inhibitor (40 U/ul) 0,63 ul
7. M-MLV RT (200 U/ul) pf

Gemisch vorsichtig mischen, bei 42 °C 60 min inkubieren,
anschlieende Inaktivierung der Enzyme bei 95 °C 5 min,
Verdiinnung der cDNA auf 5 ng/ul,

Lagerung der cDNA bei -20 °C.

NSk

LightCycler® PCR-Amplifikation Die PCR-Amplifikationen wurden mit den
Primern aus Tabelle 4.6 durchgefiihrt. Fiir alle LightCycler-Messungen wurden
von jedem Tier je Primer 3 Messungen durchgefiihrt.

Hierfiir wurde folgender Ansatz pipettiert:

1. ddH,O (MilliQ) 12,6 ul
2. LightCycler - FastStart DNA Master SYBR Green [ KIT (ROCHE) 2,0 ul
3. MgCl; (25 mM) 24 ul
4. forward Primer (25 pmol/ul) 0,5 ul
5. reverse Primer (25 pmol/ul) 0,5 ul
6. 10 ng revers transkribierte Gesamt-mRNA 2,0 ul

Die Reagenzien der Schritte 1-5 wurden zu einem Mastermix zusammenpipet-
tiert und in die Kapillare iiberfiihrt. In die Kapillare wurden zum Mastermix 2 pl
(10 ng) revers transkribierte Gesamt-mRNA pipettiert. Die Kapillaren wurden an-
zentrifugiert um Luftblasen aus der Kapillare zu entfernen. Der PCR-Zyklus ist in
der Tabelle 4.2] dargestellt.
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Tab. 4.2: LightCycler® PCR-Zyklus

Temperatur | Temperatur- | Zeit | Anzahl Fluoreszenz-
PCR-Schritt transitionsrate der messung
°C °C/sek sek | Zyklen
Initiale Denaturierung 95 20 10 1 keine
Denaturierung 95 20 15 keine
Annealing X 20 10 45 keine
Elongation X 2 15 nach jedem 2. Zyklus
Kiihlung 40 20 30 1 keine

4.6 5’-Prime Race - Identifizierung des
Transkriptionsstartpunktes

Die Identifizierung des regulatorischen GSTAI-Bereiches (Promotor) erfolgte
iiber die Sequenzierung des 5’-Endes der mRNA. Der Beginn der 5’-Region der
mRNA indiziert den Anfang des Promotors eines Gens. Hierfiir wurde der Gene-
Racer™ KIT der Firma INVITROGEN eingesetzt. Dieses System gewdhrleistet
die Amplifikation intakter mRNA, wodurch ein verfilschtes Ergebnis infolge der
Sequenzierung von im 5’-Bereich geschiadigter mRNA ausgeschlossen wird.

Die Isolierung intakter Transkripte beruht auf der Behandlung der Gesamt-RNA
mit CIP (Calf Intestinal Phosphatase). Dieses Enzym baut die 5’-Phosphatgruppe
geschidigter mRNA oder anderer Nukleinsidurefragmente ab (Dephosphorilie-
rungsreaktion), wodurch diese fiir den weiteren Reaktionsverlauf inaktiviert wer-
den. Intakte mRNA ist durch eine 5’-cap-Struktur geschiitzt und wird von CIP
nicht angegriffen.

Im néchsten Schritt erfolgt die Abspaltung der 5’-cap-Struktur von der intakten
mRNA. Dies geschieht mit dem Enzym TAP (Tobacco Acid Pyrophosphatase).
Ubrig bleibt eine reaktive Phosphatgruppe am 5’-Ende der mRNA. An die freie
Phosphatgruppe wird das GeneRacer™ RNA Oligo an das 5’-Ende der mRNA
mit der T4 RNA Ligase ligiert. Dadurch wurde an das 5’-Ende der mRNA eine
definierte Sequenz gekniipft, iiber die spiter die Sequenzierung des 5’-Bereiches
der mRNA erfolgt. Die mRNA wird iiber die Reverse Transkription mit einem
Oligo(dT)-Primer in cDNA umgeschrieben. Uber die PCR-Reaktion mit einem
vom GeneRacer™ RNA Oligo abgeleiteten forward Primer und einem genspezi-
fisch abgeleiteten reverse Primer wurde der 5’-Bereich des Transkripts amplifi-
ziert. Das Produkt wurde iiber die Gelelektrophorese analysiert und anschlieBend
aus dem Gel eluiert. Fiir die Sequenzierung wurde das Fragment in den Vektor
pGEM® T-Easy kloniert und anschlieBend aus beiden Richtungen sequenziert.
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Dephosphorilierungsreaktion mit CIP

I.

Die Dephosphorilierungsreaktion erfolgte nach folgendem Pipettierschema:

1. Gesamt RNA 3 p%
2.  CIP-Puffer (10 x) lu
3. RNase Out™ (40U /ul) 1ul
4. CIP (10 U/ ul) 1wl
5. RNase-freies Wasser auf 10 pl auffiillen

2. kurz vortexen, Inkubation 1 h bei 50 °C,

3. fiir die RNA Prizipitierung werden 90 pl RNase-freies Wasser und 100 pl

Phenol:Chloroform Gemisch dazugegeben und 30 sek vortexen,

. anschlieBend 5 min Zentrifugieren, bei 14.000 rpm in der Eppendorf-Mikro-

zentrifuge,

. Uberfiihren der wissrigen oberen Phase in ein neues Reaktionsgefil3 (ca.

100 pl),

. folgende Reagenzien hinzufiigen:

1. Mussel Glycogen (10 mg/ml) 2 pl
2. Sodium Acetate pH5,2 (3 M) 1 611 ut durchmischen,
3. 95 % Ethanol 220 ul  kurz vortexen,

. das Gemisch 10 min bei -80 °C einfrieren, oder optional iiber Nacht,

8. fiir die Pelletierung der RNA 20 min zentrifugieren, bei 4 °C und 14.000 rpm,

10.
11.

12.

. anschlieBend mit 500 ul 70 % Ethanol waschen, mehrere male invertieren

und kurz vortexen,

Zentrifugieren 2 min bei 4 °Cund 14.000 rpm,

abnehmen des Uberstandes, trocknen des Pellets fiir 1-2 min bei Raumtem-
peratur,

Pellet in 7 ul RNase-freiem Wasser resuspendieren.

Entfernen der 5’-mRNA Cap-Struktur mit TAP

1.

Das Entfernen der 5’-mRNA Cap-Struktur erfolgte nach folgendem Pipet-
tierschema:

1. RNA aus der Dephosphorilierungsreaktion 7 pl

2. TAP-Puffer (10 x) 1 u

3. RNase Out™ (40 U / ul) 1 ul

4. TAP (0,5U/ul) 1

5. RNase-freies l<’Vasser auf 10 pl auffiillen

2. kurz vortexen, Inkubation 1 h bei 37 °C,

3.

die RNA-Prizipitierung erfolgte wie unter der Dephosphorilierungsreaktion
Schritt 3-12 beschrieben.



54

4. Material und Methoden

Ligation des GeneRacer™ RNA Oligos an die ,,decappierte‘ mRNA

1.

Zu dem pri-aliquotierten, lyophilisierten GeneRacer™ RNA Oligo (0,25 pg)
wird die RNA aus dem vorhergehenden Schritt hinzugefiigt,

2. Inkubation 5 min bei 65 °C zum Auflésen von RNA- Sekundirstrukturen,

3. anschliefend 2 min auf Eis,

4. Hinzufiigen der folgenden Reagenzien:

1. Tgase -Puffer 10 x 1 ul
2. ATP (10 mM) 1 ul
3. RNase OutTM 40 U/ ul) Iyl
4. T4 RNA Ligase S U/ pl) 1 ul
5. RNase-freies Wasser auf 10 pl auffiillen

5. Inkubation bei 37 °C fiir 1 h,

6. danach kurz anzentrifugieren und auf FEis stellen,

. die RNA-Prizipitierung erfolgte wie unter der Dephosphorilierungsreaktion

Schritt 3-12 beschrieben,

. das DNA-Pellet wird in 10 ul RNase-freiem Wasser aufgenommen.

Reverse Transkription der mRNA Die Reverse Transkription erfolgte mit dem
GeneRacer™ Oligo(dT)-Primer.

1.

\S]

1 ul des GeneRacer™ QOligo(dT)-Primers und 1 ul ANTP-Mix (je 10 mM)
zur ligierten RNA aus dem vorhergehenden Schritt pipettieren,

. Inkubation 5 min bei 65 °C fiir die Auflosung der RNA Sekundérstrukturen,

3. auf Eis abschrecken und fiir ca. 2 min stehen lassen, kurz anzentrifugieren,

A S A

folgende Reagenzien werden zu dem 12 pl ligierten RNA-Primermix dazu-
gegeben:

1. First Strand Buffer (5X) 4 ul
2. DTT (0,1 M) 2 ul
3. RNase Out™ (40 U / ul) 1 ul
4. SuperScript™ II RT (200 U /textmu 1) 1 pl
5. RNase-freies Wasser auf 20 pl auffiillen,

durch Auf- und Abpipettieren gut mischen,

kurz anzentrifugieren und bei 42 °C 50 min inkubieren,

Inaktivierung der RT-Reaktion durch 5 min 70 °C,

auf Eis abschrecken und ca. 2 min stehen lassen, kurz anzentrifugieren,

Hinzufiigen von 1 pul RNase H (2 U) zum Reaktionsmix, Inkubation bei
37 °C 20 min,
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10. anschlieBend kurz anzentrifugieren und sofort fiir die PCR Amplifikation
einsetzen, oder bei -20 °C lagern.

PCR Amplifikation Die Amplifikation des Race-Produktes am 5’-Ende erfolg-
te mit dem GeneRacer™ 5’-Primer als forward Primer. Der reverse Primer ist
genspezifisch, abgeleitet von der porcinen GSTA1-cDNA (siehe Abschnitt|d.10.5]
Tabelle d.10). Der PCR-Reaktionsansatz wurde wie folgt pipettiert:

1. High Fidelity PCR Puffer (10 x) Sl
2. dATP (10 mM) 1 ul
3. dCTP (10 mM) 1 ul
4. dGTP (10 mM) 1 ul
5. dTTP (10 mM) 1 ul
6. GeneRacer™ 5’-Primer (forward) (10 pmol/ul ) 3ul
7.  GSP (gene specific) Primer (reverse) (10 pmol/ul ) 1 pl
8. Platinum® Taq DNA Polymerase 0,5 ul
High Fidelity (5 U/ ul )

9. MgSO0O4 (50 mM) 2 ul
10. 5’-Prime Race Produkt 2 ul
11. ddH,O auf 50 pl auftiillen,

Die PCR-Amplifikation erfolgte wie in Tabelle 4.3|dargestellt. Das PCR-Produkt
wurde gelelektrophoretisch analysiert.

Tab. 4.3: PCR-Zyklus fiir die Amplifikation des 5’-Race-Produktes

PCR-Schritt Temperatur Zeit | Anzahl der Zyklen
°C
Initiale Denaturierung 94 2 min 1
94 30 sek 5
72 1,5 min
94 30 sek 5
70 1,5 min
Denaturierung 94 30 sek
Annealing 65 30 sek 25
Elongation 70 1,5 min
Elongation 70 10 min 1

Klonierung in pGEM® T-Easy Das PCR-Produkt wurde in den Vektor
pGEM® T-Easy kloniert wie unter Abschnitt [4.3.2] beschrieben. Die Isolierung
der Plasmid-DNA erfolgte nach Abschnitt4.2.4]
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Sequenzierung Der 5’-Bereich des Race-Produktes wurde mit dem LICOR
4000L-System wie in Abschnitt beschrieben sequenziert. Hierfiir wurde das
Produkt mit dem vektorspezifischen Primer T7 (siche Abschnitt 4.10.5] Tabelle

[4.10) sequenziert.

4.7 ,,Single Nucleotide Extension‘- Untersuchung der
methylierungsdichte genomischer DNA

Diese Methode wurde zur Abschitzung von Verdnderungen in der Methylierungs-
dichte genomischer DNA und innerhalb von CpG-Inseln entwickelt [275]]. Sie ba-
siert auf dem Einsatz von methylierungsabhingigen Restriktionsendonukleasen,
die einen 5’-Guanin-Uberhang nach der DNA-Spaltung erzeugen, welcher in ei-
nem zweiten Schritt mit radioaktiv markiertem [3H]dCTP aufgefiillt wird (Single
Nucleotide Extension). Die Messung der Radioaktivitidt mittels Szintillationsmes-
sung und der Vergleich zwischen den zu untersuchenden Gruppen gibt Auskunft
iber veridnderte Methylierungsdichten. Die gemessene Radioaktivitit (dpm) ist
umgekehrt proportional zum Grad der DNA-Methylierung. Das heil3t, je mehr
methylierte Stellen in der DNA sind, desto weniger [3H]dCTP wird eingebaut,
und um so geringer ist die messbare DNA-gebundene Radioaktivitiit.

Fiir die Untersuchung der hepatischen Gesamt-DNA wurden die Restriktionsen-
zyme Hpall, Mspl und BssHII eingesetzt. Hpall schneidet nur unmethylierte Me-
thylierungsstellen. Mspl schneidet an methylierten und nichtmethylierten Methy-
lierungsstellen. Mit den gemessenen Werten der Szintillationsmessung wird ein
Faktor nach folgender Formel errechnet: [dpm Hpall:dpm Mspl x 100 %]. Die-
ser Faktor gibt das Verhiltnis der unmethylierten CpG-Stellen zu den gesamten
CpG-Stellen an. Er gibt den Grad der Demethylierung an und ist damit umgekehrt
Proportional zum Methylierungsstatus.

Das Restriktionsenzym BssHII spaltet innerhalb von unmethylierten CpG-Inseln,
die iiberwiegend im Promotorbereich der Gene lokalisiert sind. Sein Erkennungs-
motiv fiir die DNA-Restriktion ist 5’-GCGCGC-3’, welches der Teilsequenz von
CpG-Inseln entspricht. Die gemessene Radioaktivitit gibt hier den Grad der un-
methylierten Stellen an, ist also umgekehrt proportional zum Methylierungsgrad.
Verglichen wurden die Methylierungsmuster der hepatischen gesamt DNA der
CAS- und der SPI-Gruppe (siehe Versuchsansatz I). Von jedem Tier wurden 3
Single Nucleotide Extension-Reaktionen durchgefiihrt.

Spaltung der DNA mit methylierungsabhéingigen Restriktionsenzymen Die
Spaltungen der genomischen DNA mit den jeweiligen Enzymen Hpall, MspI und
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BssHII DNA erfolgte je Tier in einem 40 pul Ansatz. Die verwendeten Enzyme
wurden von der Firma MBI FERMENTAS bezogen.

1. genomische DNA 2 png

2. Spaltpuffer (10x) 4 pul

3. Enzym 10U

4. ddH,O auf 40 pl auffiillen

Die Spaltung erfolgte bei allen Enzymen iiber Nacht bei 37 °C. Anschlieend
wurden die Enzyme hitzeinaktiviert. Die Inaktivierungsbedingungen fiir Hpall
und Mspl sind 20 min 65 °C. Fiir BssHII 20 min bei 80 °C. Vom Spaltansatz
wurden 5 pl zur Kontrolle in einem 1 % Agarosegel aufgetrennt.

Einbau von [3H]dCTP in Restriktionsschnittstellen Fiir den Einbau des
[3H]dCTP in den 5’-Guanin-Uberhang wurde die AmpliTag® DNA Polymera-
se von APPLIED BIOSYSTEMS eingesetzt. Das [3H]dCTP wurde in Form von
Deoxycytidine 5 ‘-tri-phosphate tetrasodium salt [5,5‘3H] mit einer spezifischen
Aktivitidt von 60 Ci/mmol von der Firma NEN LIFE SCIENCE PRODUCTS be-
zogen.

Fiir jedes Tier wurden 3 Einbaureaktionen nach folgendem Protokoll durchge-
fiihrt.

1. 5ul (0,25 pg) gespaltene genomische DNA aus dem Restriktionsansatz wur-
den in die Single Nucleotide Extension-Reaktion eingesetzt,

2. dazu werden 20 pul des folgenden Reaktionsmix hinzugefiigt:

Puffer ohne Mg?* (10 x) 2,5 ul

MgCl, (25 mM) 1 ul

Taq Polymerase (5 u/ 0,05 ul

d3dI;I-I dgTP 2,5 mCl/Ilnl) 0 5 gtﬂ (21pmol; 1,25 pCi)
20

Nk W=

3. der Einbau des [3H]dCTP erfolgte im Zeitraum von 1 h bei 56 °C.

Szintillationsmessung Je 25 pl-Einbaureaktion wurden 2 x 10 pl entnommen
und je auf ein Whatman® chromatography paper, ion exchange (DE81 23mm)
von SIGMA-ALDRICH aufgetragen. Die Filter wurden unter einer Rotlichtlam-
pe getrocknet und anschlieBend mit 5 x 2 ml 0,5 M Na;HPO, pH 7 (nach Ma-
niatis [276]), mit Hilfe einer Absaugvorrichtung gewaschen und nochmals unter
Rotlicht getrocknet. Die Filter wurden in Szintillationskiivetten mit 5 ml Rotiszint
mini® (ROTH) gelegt und eine Szintillationsmessung vorgenommen.
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4.8 Bestimmung der Methylierungsrate von CpG-Orten in

bisulfitmodifizierter genomischer DNA

5 —C C mC C—z3
3 5'
I
\ Denaturierung \

5 —C C mc C—z3
|
‘ Behandlung mit Bisulfit ‘

v
5 —U U mC U—aza
|
| PCR- Amplifikation |
v
5 —U u mC Uu—z

-« A—
-T—
3—A A mC A—g
I
\Sequenzierung \
5 —T T ' C T—3

Abb. 4.4: Schematische Darstellung der Sequenzierung von bisulfitmodifizierter ge-

nomischer DNA

Die genomische DNA muss fiir die Bisulfitbehandlung einzelstringig vorliegen. Die
Denaturierung erfolgt durch die Zugabe von NaOH und kurzzeitiger Erhitzung auf
95 °C. Durch die Bisulfitbehandlung werden nichtmethylierte Cytosine zu Uracil
konvertiert. Methylierte Cytosine (™C) bleiben unverdndert. Bei der hier dargestell-
ten PCR-Amplifikation des 5’-Stranges wird im 3’-Strang komplementir zum Uracil
Adenin eingebaut. Der 3’-Strang dient als Matrize fiir den 5’-Strang, es wird komple-
mentdr Thymin eingebaut. Deshalb wird aus dem Uracil des Bisulfit-Templates wih-
rend der Amplifikation Thymin. Durch die Pyrosequenzierung wird die Umwandlung
nichtmethylierter Cytosine zu Thymin, durch einen Vergleich mit der Ausgangssequenz
dargestellt.

Grundlage dieser Methode ist die Eigenschaft des Bisulfits, Cytosin einzelstrdn-
giger genomischer DNA in Uracil umzuwandeln, wihrend methyliertes Cytosin
(5-Methyl-Cytosin) durch die Methylgruppe geschiitzt ist und unverindert bleibt.
Bei der anschlieBenden PCR-Reaktion werden die Uracil-Molekiile wihrend der
Amplifikation durch Thymin ersetzt (siche Abb. [4.4). Die Sequenzierung der bi-
sulfitbehandelten DNA und der Vergleich mit der unbehandelten DNA-Sequenz
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5'  TGCCAACAACGACGATT

3 ACGGTTGTTGCTGCTAA

Behandlung mit Bisulfit
PCR- Amplifikation

B) ¥
5'  TGTTAATAAIGACGATT

3'  ATGGTTGTTGITGCTAA

5'  TGTTAATAATGACGATT
3" ACAATTATTACTGCTAA

3'  ATGGTTGTTGITGCTAA
5 TACCAACAACAACGATT

Abb. 4.5: Die DNA Stringe sind nach der Bisulfitbehandlung nicht mehr komple-
mentir
A) Dargestellt ist die unbehandelte doppelstringige DNA. Blau markiert sind
die Cytosine, die durch eine Bisulfitbehandlung mit anschlieBender PCR-
Amplifikation in Thymin umgeschrieben werden (siehe auch Abb. f.4). Un-
terstrichen sind zwei potentielle Methylierungsstellen. Das Cytosin der ersten
Methylierungsstelle ist nicht methyliert (blau markiert), das Cytosin der zweiten
Methylierungsstelle ist methyliert (rot markiert) und wird wéhrend der Bisulfit-
behandlung nicht konvertiert. B) Nach der Bisulfitbehandlung sind die beiden
DNA-Stringe nicht mehr komplementér. Fiir eine Methylierungsanalyse miis-
sen beide Stringe einzeln untersucht werden. C) Dargestellt ist der 5°-Strang der
bisulfitbehandelten DNA. Fiir die Generierung der PCR-Primer wurde der kom-
plementédre 3’-Strang generiert. Ausgehend von dieser Sequenz wird das Pri-
merpaar fiir die PCR-Amplifikation abgeleitet. D) Dargestellt ist der 3’-Strang
der bisulfitbehandelten DNA mit generiertem komplementiren 5’-Strang. Die
Untersuchung der Methylierungsstellen dieses Stranges erfolgt mit Primern, die
spezifisch von dieser Sequenz abgeleitet werden.
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zeigt, ob ein Cytosin methyliert ist, oder zu Thymin umgewandelt wurde und da-
mit nicht methyliert ist.

Zu beachten ist, das die beiden bisulfitmodifizierten DNA-Stringe nicht mehr
komplementér zueinander sind, weshalb strangspezifische Primer fiir die PCR-
Amplifizierung abgeleitet werden miissen (siche Abb. [4.5). Mit dieser Metho-
de ist damit nur die Methylierungsanalyse eines Einzelstranges moglich. Bei
der Ableitung der Primer muss darauf geachtet werden, das moglichst kei-
ne CpG-Methylierungsstellen in der Sequenz enthalten sind. Sich im Primer-
Bindungsbereich befindende Cytosine miissen zu Thymin konvertiert werden
(277, 12778, 1279, 280].

4.8.1 Differentielle Modifizierung mit Bisulfit

Der chemische Ablauf der hydrolytischen Desaminierung von Cytosin zu Uracil
ist im Bild [.6] dargestellt. Die Sulphonierung zu Cytosinsulphonat und die sich
spontan anschlieBende hydrolytische Desaminierung geschieht durch die Inkuba-
tion der denaturierten DNA in einer 3 M Bisulfitlosung. Die effektive Umsetzung
von Cytosin zu Uracilsulphonat erfolgt bei einem pH-Wert von 5-5,5. Die Alkali-
Desulphonierung des Uracilsulphonats zu Uracil erfolgt durch die Zugabe von
NaOH und Inkubation bei 37 °C [281]].

) hydrolytische Alkali-
Sulphonierung Desaminierung Desulphonierung

NH, NH, o)

+ = /

JN\ | oot J/\ leji "
Hso3

o N \so \N

| |
R R

Cytosin Cytosinsulphonat Uracilsulphonat Uracil

Abb. 4.6: Chemischer Ablauf der bisulfitinduzierten hydrolytischen Desaminierung
von Cytosin zu Uracil

Denaturierung der DNA

1. 1 pg genomische DNA wurden in ddH,O aufgenommen, so dass ein End-
volumen von 70 pl entsteht,

2. Zugabe von 8 ul 3 M NaOH,

-
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3. 20 min Inkubation bei 37 °C,
4. anschlieffend 5 min 95 °C,

5. zum Abschluss des Denaturierungsprozesses die DNA auf Eis abschrecken
und 2 min stehen lassen.

Sulphonierung und hydrolytische Desaminierung Die fiir die Reaktion beno-
tigte Bisulfitlosung wird wie folgt angesetzt:

1. Natriumbisulfit (Na;S505) 45 ¢

2. Hydrochinon (CgHgOs3) (40 mM) 500 ul
(SIGMA)

3. NaOH (10 M) 300 pl

4. RNAse-freies HO (DESTAMAT , autoklaviert) 7,5 ml

Das Wasser wird zum Natriumbisulfit hinzugefiigt. Festes Metabisulfit (NasS2O5)
zerfillt in wissriger Losung zu 12NaHSOj3 (Voraussetzung fiir die Sulphonie-
rungsreaktion) und 3Na,SO3. Um nichtspezifische Nebenreaktionen die zur Oxi-
dation des Bisulfits fiihren konnen zu verhindern, muss im Wasser gelostes O,
griindlich entfernt werden. Zum einen geschieht dies durch die Verwendung ent-
gasten Wassers, in diesem Fall durch stehen lassen des Wassers im Kiihlschrank
mit leicht gedffnetem Deckel iiber Nacht, zum anderen wird dies durch die Hin-
zugabe des frisch angesetzten Hydrochinons erreicht. Dieses a,b -ungesittigte
Di-Keton wird durch Oxidation in das nahezu energetisch gleichwertige p-
Benzochinon iiberfiihrt und wirkt somit als Inhibitor der Bisulfitoxidation. Durch
Zugabe von 10 M NaOH wird die Bisulfitlosung anschlieBend auf pH 5.0 justiert,
erst jetzt beginnt sich das Natriumbisulfit zu 16sen.

1. Die denaturierte DNA wird in 1 ml Bisulfitlosung iiberfiihrt und durch In-
vertieren der Reaktionsgefdfe gut gemischt,

2. das Reaktionsgemisch wird mit 3 Tropfen Mineral6l (SIGMA) als Verdun-
stungsschutz tiberschichtet,

3. die Inkubation erfolgt 20 h iiber Nacht bei 55 °C unter Lichtausschluss.

Isolierung der DNA aus der Bisulfitlosung Die Isolierung der DNA aus der
Bisulfitlosung wurde mit dem Geneclean®KIT der Firma QBIOGENE nach An-
gaben des Herstellers durchgefiihrt.

Desulphonierung Zur DNA aus dem vorhergehenden Schritt werden 11 pl
3 M NaOH dazugegeben. Anschlieend erfolgt eine Inkubation von 20 min bei
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37 °C. Hierbei findet die Desulphonierung des Uracilsulphonats zu Uracil statt

(siche Abb.[4.6).

DNA-Fillung und Aufreinigung

1. Zur DNA aus dem vorhergehenden Schritt 74 ul 7,5 M CH3COONH, (Am-
moniumacetat) pH 7 hinzufiigen, durch Invertieren mischen,

Hinzugabe von 460 ul 99 % Ethanol, mischen,
iiber Nacht bei -80 °C inkubieren,

den Fiéllungsansatz in der Mikrozentrifuge 1 h bei 4 °C zentrifugieren,

A

den Uberstand verwerfen und das Pellet mit 200 ul 70 %-igem Ethanol wa-
schen, Zentrifugation 10 min bei 4 °C,

6. durch nochmaliges Anzentrifugieren den restlichen Alkohol mit der Pipette
entfernen,

7. 16sen des Pellets in 30 ul 1mM Tris pH 7,5,
8. DNA aliquotieren und bei -20 °C lagern.

PCR-Amplifizierung Die PCR-Reaktion wurde mit dem AmpliTag Gold® Po-
lymerase KIT von APPLIED BIOSYSTEMS durchgefiihrt.

Bei der Ableitung eines Primerpaares ist zu beachten, dass der Primer, der in ent-
gegengesetzter Leserichtung zum spéteren Sequenzierprimer liegt, biotinyliert ist.
Dies ist Voraussetzung fiir die Bindung an die Streptavidin Sepharose™ bei der
PCR-Aufreinigung.

Der PCR-Reaktionsansatz wurde wie folgt pipettiert:

1. GeneAmp®10 x PCR-Puffer II 2,5ul
(ohne MgCls)

2. MgCl, Losung (25mM) 1,5 ul

3. dNTP Gemisch (je 100 mM) 0,2 ul

4. Oligo forward 0,5 ul

5. Oligo reverse 0,5 ul

6. AmpliTaq Gold®Polymerase (5 U / ul) 0,1 ul

7. Template 1,5 -5 pul x ul

8. ddH-,0 auf 25 pl auffiillen

Die PCR-Amplifikation erfolgte wie in Tabelle 4.4] dargestellt. Das PCR-Produkt
wurde gelelektrophoretisch analysiert. Die verwendeten Primer und deren Se-
quenz sind der Tabelle 4.9 zu entnehmen.
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Tab. 4.4: PCR-Zyklus fiir die Amplifikation von bisulfitbehandelter DNA

PCR-Schritt Temperatur | Zeit | Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 94 °C 6 min 1
Denaturierung 95 °C 45 sek
Annealing X °C 45 sek 45-48
Elongation 70 °C 1 min
Elongation 70 °C 10 min 1

4.8.2 Pyrosequenzierung ™-Bestimmung des Anteils methylierter und
nichtmethylierter CpG-Orte

Die Sequenzierung der bisulfitbehandelten DNA erfolgte mit dem Pyrosequencer™
-System von BIOTAGE. Dieses System ermdoglicht die Messung des Verhiltnisses
von Cytosin zu Thymin in einer CpG-Methylierungsstelle nach der Bisulfitbe-
handlung, wodurch auf das Verhiltnis von methylierten zu nichtmethylierten Cy-
tosinen riickgeschlossen werden kann. Das Verhiltnis wird prozentual angegeben
(282} 283]].

Die Pyrosequenzierung ist eine DNA-Sequenzierungstechnik die auf der Detek-
tion von freigesetzten Pyrophosphaten (PPi) wihrend der DNA-Synthese basiert.
In einer Kaskade von enzymatischen Reaktionen wird Licht generiert, dessen In-
tensitét proportional zur Anzahl der eingebauten Nukleotide steigt [284].

Fiir die Sequenzierung von Methylierungsstellen muss die Sequenz der DNA be-
kannt sein. Ein Sequenzierprimer ist Voraussetzung fiir die komplementire Ein-
baureaktion der Nukleotide durch die DNA-Polymerase. Erfolgt der Einbau eines
komplementiren Nukleotids durch die DNA-Polymerase in den an die Template-
DNA hybridisierenden Primerstrang, wird ein Pyrophosphatmolekiil frei (siehe
Abb. [4.7). Dieses Pyrophosphat wird durch die ATP-Sulfurylase zu ATP konver-
tiert. ATP stellt die Energie fiir die Luciferase zur Verfiigung, welche Luciferin
oxidiert. Diese Reaktion fiihrt zur Erzeugung von Licht. Das emittierte Licht wird
von einer CCD- (Charge Coupled Device) Kamera aufgenommen. Das Signal
wird digitalisiert und in einem Pyrogramm™ dargestellt. Die Hohe eines Peaks
ist Proportional zur Anzahl der inkorporierten Nukleotide. Apyrase, ein nukleo-
tidabbauendes Enzym baut kontinuierlich ATP und nichteingebaute dNTP’s ab.
Dadurch wird das Licht nach einer bestimmten Reaktionszeit ,,abgeschaltet* und
die Reaktionslosung wird regeneriert. Das ndachste dNTP kann hinzugefiigt wer-
den. Das Hinzufiigen der Enzyme und der dNTP’s erfolgt automatisch durch einen
Pipettierautomaten.

Die Sequenz des Abschnittes dessen Methylierungsstelle untersucht werden soll,
wird in die PSQ™96 MA Software Version 2.0.2 eingegeben und die CpG-Methyl-
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ierungsstelle gesondert ausgewiesen. An dieser Stelle wird nacheinander C und T
in die Probe pipettiert. Die Messung der Lichtintensitét, die im Pyrogramm™
dargestellt wird, gibt Auskunft iiber den Anteil von methylierten zu nichtmethy-
lierten Cytosinen (sieche Abb. [4.8). Der Anteil wird von der Software berechnet
und angegeben.

dATP l
PPi
| Care-suturyase
ATP

oo |

Abb. 4.7: Das Prinzip der Pyrosequenzierung
Uber eine Enzymkaskade wird durch den Einbau eines Nukleotids in den neu-
synthetisierten Strang Licht freigesetzt. Die Intensitiit des Lichtes ist proportio-
nal zur Anzahl der eingebauten Nukleotide. (Bild nach [284])

Aufreinigung der PCR-Produkte Die PCR-Produkte werden vor der Sequen-
zierung aufgereinigt. Dafiir wird das PCR-Produkt an Sepharosekiigelchen (Strep-
tavidin Sepharose™High Performance, AMERSHAM BIOSCIENCES) gebun-
den, gewaschen und anschlieBend eluiert. Die Proben werden in einer ,,96 Well*
-Platte vorbereitet.

1. 20-40 pl PCR-Produkt werden fiir die Reinigung eingesetzt, bei Einsatz von
weniger als 40 ul PCR-Produkt wird mit ddH,O auf 40 pul aufgefiillt,

2. zu der Probe 40 ul Sepharoseldsung pipettieren, die wie folgt verdiinnt wur-

de:
Binding Puffer pH 7,6 37 ul
10 Mm Tris-HCL; 2 M NaCl; 1ImM EDTA; 0,1 % Tween 20)
treptavidin Sepharose™ 3 ul,

3. schiitteln des Probe-Sepharose-Gemisches in der Platte 5 min bei 1.400 rpm
im Thermomixer 5436 EPPENDORF,
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Abb. 4.8: Pyrogramm™

Im Pyrogramm ist die Lichtintensitét nach einem eingebauten Nukleotid darge-
stellt. Die gelb hinterlegten Bereiche markieren die potentiellen Methylierungs-
stellen. Weil theoretisch die Moglichkeit besteht, dass das Cytosin demethyliert
aber auch methyliert ist, werden beide Nukleotide (C,T) nacheinander in die
Reaktion gegeben. Die Amplituden werden ausgemessen, das Ergebnis ist iiber
den Methylierungsstellen in der blauen Box aufgefiihrt.

Die mittlere der im Bild dargestellte potentielle Methylierungsstelle ist keine
CpG-Methylierungsstelle, sondern ist in der Originalsequenz ein Cytosin. Die
Markierung dieses Cytosins als Methylierungsstelle dient als Kontrolle fiir die
Vollstindigkeit der Bisulfitbehandlung. Wie hier abgebildet, ist das Cytosin zu
100 % zu Thymin umgewandelt worden. Die Bisulfitumsetzung war vollstdn-
dig.

4. die an die Sepharose gebundene DNA wird mit dem Probentool iiber die Va-
kuumanlage an den sich im Probentoolfinger befindenden Filter angesaugt
(der Aufbau und die Funktionsweise der Vacuum Prep Worktable sind in
,ample Preparation Guidelines for the PSQ™96 and PSQ 96MA Systems*
beschrieben),

5. waschen des Probentools fiir je 5 sek in den entsprechenden Losungen, die
sich in den dafiir vorgesehenen Wannen in der Worktable befinden:

1. ddH,O
2. 70 % Ethanol
Denaturierungslosung (0,2 M NaOH)

4. Waschlosung pH 7,6 (10 mM Tris-Acetat),

6. nach dem 4. Waschschritt das Vakuum ausschalten und die Probenfinger des
Probentools in die PSQ HS 96 Platte mit der vorbereiteten Primerlosung
eintauchen und die DNA 16sen,

7. Vakuum anschalten und Probentool in dest. H,O waschen,

8. fiir das Annealing der Primer an die DNA, die Proben 2 min bei 80 °C
inkubieren, anschliefend auf Raumtemperatur abkiihlen lassen.

Vorbereiten der PSQ HS 96 Platte mit Primerlosung

1. Die verwendeten Sequenzierprimer werden auf 10 pmol / ul verdiinnt,
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2. 1,6 pl Primer werden in 38,4 ul Annealing Puffer pH 7,6 (20 mM Tris-
Acetat; 2 mM Magnesium-Acetat-Tetrahydrat) aufgenommen,

3. je Probe werden 40 ul Puffer-Primer-Gemisch in ein Well der PSQ HS 96
Platte pipettiert.

Sequenzierung mit dem Pyrosequencer™ Die Berechnung der Menge an zu-
zufithrenden dNTP’s sowie Substrat und Enzym fiir die Sequenzierung wird von
der PSQ™96 MA Software Version 2.0.2 automatisch durchgefiihrt, nachdem die
Sequenz eingegeben wurde. Die dNTP’s, Substrat und Enzym werden in die Kar-
tusche des Pipettierautomaten pipettiert. Anschliefend erfolgt der vollautomati-
sche Sequenzierungslauf.

4.8.3 Die Methylierungsrate

Die Methylierung von CpGs kann von Zelle zu Zelle eines Gewebes unterschied-
lich sein, das heifit, in manchen Zellen ist das untersuchte CpG methyliert, in
anderen nicht. Eine Zunahme oder Abnahme des Anteils an Zellen mit einer
CpG-Methylierung kann zu einer veridnderten Genexpression fiithren. Ein einheit-
licher Methylierungsstatus in allen untersuchten Zellen eines Gewebes ist eben-
falls moglich.

Mit dem Pyrosequenzier™ -System wird das Verhiltnis von methylierten zu
nichtmethylierten CpG-Stellen aus dem Gemisch von DNA-Molekiilen, die aus
vielen Zellen eines Gewebes isoliert wurden, ermittelt.

Eine Zunahme der ermittelten Methylierungsrate zeigt einen zunehmenden Anteil
an methylierten CpGs, was in Verbindung mit einer Expressionshemmung steht,
eine Abnahme der Methylierungsrate zeigt einen abnehmenden Anteil an methy-
lierten CpGs, was in Verbindung mit einer Expressionssteigerung steht (sieche Ab-

schnitt[2.2.1)

4.9 Statistische Analysen

Fiir alle Analysen wurde das SAS/STAT Softwarepaket [285] genutzt. Gebildete
Mittelwerte wurden als Mittelwerte mit Standardabweichungen (Standardfehler
des Mittelwertes) angegeben. Unterschiede zwischen Mittelwerten wurden hin-
sichtlich der statistischen Signifikanz mit dem Studentischen t-Test tiberpriift. Die
Signifikanzgrenze wurde < 0.05 gesetzt. Hierarchische Clusteranalysen wurden
mit dem Varclus-Verfahren nach Standardisierung aller Werte durchgefiihrt.
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4.10 Verwendete Primer
4.10.1 Isolierung der GSTA 1-PAC-Klone
Tab. 4.5: Isolierung der GSTA 1-PAC-Klone
Nr. | Bezeichnung | abgeleitet | Position Annealing | Produkt-
der Primer von bp Primersequenz 5’- 3’ temp. Lénge
ACC-Nr. °C bp
1 s-1-048F 769585 317 GCGTCCTTCCCGTAGAGGTTGTA 60
2 s-1-048R 769585 195 AAAATGATGGGAGTTTGCTGTTC 60 122
4.10.2 Echtzeit-RT-PCR
Tab. 4.6: Verwendete Primer fiir die Messung der Transkriptionsraten
Protein | Bezeichnung | abgeleitet Annealing | Fluoreszenz- | Produkt-
der Primer von Primersequenz 5°- 3’ temp. messpunkt Linge
ACC-Nr. °C °C bp
GSTAI | fbn-s-048 for F14639 GCGTCCTTCCCGTAGAGGTTGTA
rev AAAATGATGGGAGTTTGCTGTTC 60 81 124
MSR fbn-s-060 for U37150 ACATGATCCAAAACATTTCA
rev GGCTTTGTGAAGTACACAAA 60 77 146
CANX | fbn-s-004 for M94859 TCACATCTTCCACTGTGTTG
rev CAGACTGCAAGCTGCACAGT 55 81 232
OATP2 fbn-s-013 for | AF205071 | GAGCCAATAAGAGGTGATGACAGAG
rev TTGAATACACAACAGCAGAAGAAAT 55 74 85
HSF1 fbn-s-022 for | AF059275 ACTGTTTATTCTATCAGATG
rev AAATGTTTACTATATACAAT 50 74 127

4.10.3 Sequenzierung des 5 -untranslatierten GSTA 1-Bereiches

Tab. 4.7: Verwendete Primer fiir die Sequenzierung des 5’ -untranslatierten Bereiches

Nr. Bezeichnung abgeleitet Position Annealing
der Primer von bp Primersequenz 5°- 3’ temp.

ACC-Nr. °C
1 | GST-Seq-1-rev 769585 23 GCTGTCTCCCACTTGGCTCAG 62
2 | GST-Seq-2-rev 769585 53 GTCTGCTGGTCTCTCTCAACCT 65
3 | GST-Seq-3-rev 769585 96 GCCATTGAAATAGTGAAGAATGG 60
4 | GST-Seq-4-rev 769585 118 GGATACACTCCATTCTGCCTCGGCCATTG 65
5 | GST-Seq-5-rev | GSTAI-Promotor -599 CACACTCTGAGCAGCCTTCTTA 60
6 | GST-Seq-6-rev | GSTAI-Promotor -817 CTCATCTGCGACATACACCACA 60
7 | GST-Seq-7-for | GSTA1-Promotor -243 CGGCTGGCAGAGAGTGTCCAAT 60
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Tab. 4.8: Verwendete Primer fiir die Amplifizierung der PCR-Produkte

*

4.10.4 Sequenzierung von bisulfitmodifizierter genomischer DNA fiir die
Untersuchung von Methylierungsstellen

= 5’-Biotinylierung

Nr. | Bezeichnung | Posit. Anneal. | Produkt- | bein-
der Primer im GSTA1- | Primersequenz 5’- 3’ temp. Lénge haltet
Promotor CpGs
bp °C bp
1 GST-for -1807 *TTTTGAGAGAGGAAGGTATTTAAG
2 GST-rev -1598 AAACCTCCTAAAAATATACAAAACC 55 210 1-4
3 GST-6-for -1562 *TTTTTAGTTTTTGGTAGTTTTAGA
4 GST-6-rev -1315 CCTAAAATTTAATATACCCACAT 55 248 5-8
5 GST-5-for -1236 *ATTGTTGAAGAAGGGGTATG
6 GST-5-rev -1043 TCCCATAAACAATAAACTCCT 55 194 9,10
7 GST-4-for -895 *TTGGGGTTTAATTTTTGGTT 11-14,
8 GST-4-rev -584 TTCTTTCCTCTCTACCACACTC 55 312 15-17
9 GST-3-for -396 GTAATTTAATGAAAGAGAATTTTAGAG
10 | GST-3-rev -216 *AAATTAATTAAACACTCTCTACCAAC | 55 181 18-21
Tab. 4.9: Verwendete Primer fiir die Sequenzierung der Methylierungsstellen
Nr. Bezeichnung Posit. im GSTA1- Sequenzierung der
der Primer Promotor (bp) Primersequenz 5’- 3’ CpG-Orte
1 GST-seq-P1/2-rev -1745 AAAACACATACTAACC 1,2
2 GST-seq-P3/4-rev -1679 CCCCCAAATATATAAAC 34
3 GST-seq-P5-rev -1499 ATTAAAATAAAACAACCCC 5
4 GST-seq-P6-rev -1445 ATAAAAAAAATCCAC 6
5 GST-seq-P7-rev -1416 TCCAATAACAATTAAACTTC 7
6 GST-seq-P8-rev -1378 AAATAAAAACATCCTAAAT 8
7 GST-seq-P9-rev -1187 CACAAACTAATATAAAACCC 9
8 GST-seq-P10-rev -1071 AAACCTTAATCTTAATTTC 10
9 GST-seq-P11-rev -827 ACATACACCACAACTCAC 11
10 GST-seq-P12-rev -804 ACCACATCTAAAACTCATCT 12
11 GST-seq-P13-rev =757 ATCTAATTAAATCTATAACC 13
12 GST-seq-P14/15-rev -712 TTTTTTAAAACTACACCT 14,15
13 | GST-seq-P16/2-16/1-rev -617 CCTACCCTCAAAACCTTTAC 16,17
14 GST-seq-P17-for -348 TTAGTTTTTTTTATTTTAT 18
15 GST-seq-P18-for -297 TTTAGTTTATGAAAATTTTT 19
16 GST-seq-P19-for -274 TAAGTTTTTTTTT 20
17 GST-seq-P20-for -257 ATGCCCTTTTTCAT 21
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4.10.5 Identifizierung des Transkriptionsstartpunktes des
GSTA 1-5 -untranslatierten Bereiches

Tab. 4.10: Verwendete Primer fiir die Identifizierung des 5’-untranslatierten Bereiches

Nr. | Bezeichnung abgeleitet Position Annealing
der Primer von ACC-Nr. bp Primersequenz 5’- 3’ temp. °C

1 GeneRacer™S5’ - Primer | GeneRacer™5’ - Oligo CGACTGGAGCACGAGGACACTGA 65

2 5’ P-Race-1-rev 769585 259 GCACCAGCTTCATCCCGTCAATCTC | 65

3 T7 pGEM®-Teasy -Vektor GTAATACGACTCACTATAGGGC 56
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5. ERGEBNISSE

5.1 Korpermasseentwicklung von juvenilen Schweinen in
Abhingigkeit von der Proteindiit

Ziel dieser Untersuchungen war es, die Korpermassezunahme von juvenilen
Schweinen unter dem direkten Einfluss einer Aminosduremangeldiit (SPI), im
Vergleich zur Aminosiurevollwert-Kontrolldidt (CAS) und vier Wochen nach
Riickumstellung der Mangeldiit auf die Vollwertdiét zu untersuchen. Hierzu wur-
den 10 Schweine im Alter von 50 Lebenstagen (Korpergewicht 11,0 + 0,3 kg) in
ein vergleichendes Fiitterungsexperiment einbezogen. Fiinf Tiere erhielten fiir 12
Wochen eine semisynthetische CAS-basierte Kontrolldidt, wihrend die anderen
fiinf Tiere fiir vier Wochen (50.-80. Lebenstag) mit der CAS-Kontrolldiét, zwi-
schen dem 80. und 106. Lebenstag mit der SPI-Diit und anschlieBend zwischen
dem 106. und 133. Lebenstag wiederum mit der CAS-Kontrolldidt gefiittert wur-
den (siehe Abb. [4.2] SH3| Diit 2). Die Korpermassen der Schweine wurden zu
Beginn und zum Ende einer jeden Fiitterungsperiode bestimmt. Die mittlere Kor-
permasse der Tiere, in Abhédngigkeit von Fiitterung und Zeitpunkt, sind in der
Abbildung [5.1] dargestellt.

Wihrend sich die mittlere Kérpermasse vor und nach der ersten Fiitterungsperiode
(fiir beide Gruppen CAS-Fiitterung) zwischen beiden Gruppen nicht unterschied,
wiesen die SPI-gefiitterten Tiere am Ende der zweiten Fiitterungsperiode, im Ver-
gleich zur CAS-Gruppe, signifikant verminderte Korpermassen auf. Die mittle-
re Korpermasse der vier Wochen SPI-gefiitterten Tiere lag mit 21,19 + 0,41 kg
um 8 % signifikant unter der mittleren Korpermasse der ausschlieBlich CAS-
gefiitterten Tiere (P < 0,05). Diese SPI-gefiitterten Tiere wiesen auch vier Wochen
nach der Riickumstellung der SPI-Diit auf die CAS-Diit, im Vergleich zu den per-
manent CAS-gefiitterten Tieren, signifikant verminderte Korpermassen auf. Die
mittlere Korpermasse der temporir SPI-gefiitterten Tiere lag mit 26,19 + 1,07 kg
etwa 11 % unter der mittleren Korpermasse der permanent CAS-gefiitterten Tiere.

Mit diesem Versuch wurde gezeigt, dass die SPI-Diit, im Vergleich zur CAS-Diiit,
eine persistent verminderte Gewichtsentwicklung verursacht, wodurch ein nach-
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teiliger persistenter Einfluss der SPI-Diit auf die Entwicklung der Tiere deutlich
wird.
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Abb. 5.1: Mittlere Korpermasse von Schweinen der jeweiligen Fiitterungsgruppe vor
Beginn des Fiitterungsversuches und nach den einzelnen Fiitterungsperi-
oden
Die mittleren Gewichte der SPI-gefiitterten Tiere sind rot und die der CAS-
Kontrolltiere grau dargestellt. Der erste Messpunkt entspricht dem mittleren Ge-
wicht der Tiere vor dem Fiitterungsversuch (11,0 + 0,3 kg). Fiitterungsperiode 1
ist die anfingliche Fiitterung beider Gruppen mit CAS. Fiitterungsperiode 2 ist
die anschlielende temporire Fiitterung der einen Tiergruppe mit SPI, die Kon-
trollgruppe wird weiterhin mit CAS gefiittert. In Fiitterungsperiode 3 erfolgt
die Riickumstellung der temporér SPI-gefiitterten Gruppe auf CAS. LT sind die
Lebenstage der Schweine zu den Fiitterungszeitpunkten.

5.2 Hepatische Transkriptionsniveaus von ausgewdéhlten Genen
der oxidativen Stressantwort nach temporérer Fiitterung der
SPI-Diit beim Schwein

Als ein moglicher molekularer Mechanismus, der zu langanhaltenden physiologi-
schen Verinderungen fiihrt (siehe Abschnitt[2.1.3.2), wurde die oxidative Stressre-
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aktion untersucht. Dazu wurde die hepatische Expression von fiinf mit dem oxida-
tiven Stress assoziierten Genen, die erhohte Expressionsniveaus nach chronischer
SPI-Aufnahme zeigten [25]], mittels RT-PCR (LightCycler™) analysiert. Die Am-
plifikation der PCR-Produkte erfolgte mit den jeweiligen Primern (siehe Tab.
[4.6). Untersucht wurden die Gene der Glutathion-S-Transferase A1 (GSTA1), sie
ist in zellulare Entgiftungsprozesse involviert, Methionin-Sulfoxid-Reduktase A
(MSRA), die an der Reparatur oxidierter, physiologisch wichtiger Makromolekii-
le beteiligt ist, das Calnexin (CANX) und der Hitzeschock-Transkriptionsfaktor
1 (HSF1), die beide an der Regulation der zellularen Stressantwort und Prote-
inerhaltung beteiligt sind sowie das Organische Anionentransport-Polypeptid 2
(OATP2), das den Cholesterolefflux aus dem Gewebe in die Leber und seine Ex-
kretion fordert.

In Schweinen (133. Lebenstag), welche temporér mit der SPI-Diit gefiittert wur-
den (78.-106. Lebenstag), war das hepatische Transkriptionsniveau dieser fiinf
Gene, im Vergleich zur CAS-Kontrollgruppe, auf 150 bis 250 % erhoht (siehe
Abb. . Diese Unterschiede waren fiir CANX, MSRA, HSF1 und OATP?2 signi-
fikant (P < 0,05), wihrend GSTA I eine Schwellenwertsignifikanz (P < 0,1) zeigte.
Damit konnte ein persistenter Einfluss der SPI-Diét auf eine erhdhte Transkripti-
onsrate bei Genen der oxidativen Stressantwort festgestellt werden.

Im Vergleich zur CAS-Kontrolle wiesen die Zeitweise SPI-gefiitterte Tiere eine
hohere individuelle Variabilitit auf (siehe Abb.[5.2). Das hepatische Transkriptni-
veau der untersuchten Gene variierte zwischen dem 78. und 106. Lebenstag der
SPI- und anschlieBend CAS-gefiitterten Schweine, zwischen Werten, die mit de-
nen der ausschlieBlich CAS-gefiitterten Tiere vergleichbar waren und Werten, die
um das 6-fache iiber den geringsten Transkriptraten der CAS-Gruppe lagen. Auf
der Grundlage der hohen individuellen Variabilitit wurde im folgenden Abschnitt
der korrelative Zusammenhang zwischen der Korpermasseentwicklung und der
hepatischen Transkriptionsniveaus der untersuchten Expressionsmarkergene er-
mittelt, wodurch der Einfluss des zelluldren bzw. oxidativen Stresses auf die Kor-
permasseentwicklung untersucht wurde.

5.3 Korrelation der Korpermasse mit dem hepatischen
Transkriptionsniveau von Genen der oxidativen Stressantwort

In der Tabelle sind die signifikanten Korrelationskoeffizienten (P < 0,05) zwi-
schen den hepatischen Transkriptionsniveaus von GSTAI, MSRA, HSF1, CANX
und OATP2 und der Korpermasse der in den Fiitterungsversuch einbezogenen
Schweine am 133. Lebenstag dargestellt (Abb. .2} Diit 2). Die Korrelation zwi-
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Abb. 5.2: Hepatische Transkriptionsniveaus von Genen der oxidativen Stressantwort

nach vierwochiger Fiitterung der SPI-Diiit mit anschlieBender Riickum-
stellung auf die CAS-Diiit (Diét 2.1) im Vergleich zur CAS-Kontrollgruppe
(Diiit 2.2)
Die dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen der Einzeltiere (linker
Teil) sind aus drei Echtzeit-PCR-Messungen eines Tieres gebildet. Die Gesamt-
Mittelwerte und deren Standardabweichung (rechter Teil) setzen sich aus den
Mittelwerten der Einzeltiere der jeweiligen Fiitterungsgruppe zusammen.
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schen den beiden Parametern ist umgekehrt proportional, was durch den negativen
Korrelationskoeffizienten angezeigt wird. Damit wird deutlich, dass eine langan-
haltende verminderte Korpermasseentwicklung temporir SPI-gefiitterter Schwei-
ne (78.-106. Lebenstag) mit einer persistent gesteigerten Antwort auf den oxidati-
ven Stress, reprasentiert durch die persistent erhohten Transkriptionsniveaus von
Genen der oxidativen Stressantwort, in Zusammenhang steht.

Tab. 5.1: Korrelationskoeffizienten aus dem hepatischen Transkriptionsniveau der
untersuchten Gene (Transkriptzahl/10ng) und der Korpermasse der
Schweine (kg)

Gene der oxidativen Stressantwort GSTAI MSRA HSFI CANX OATP2

Korrelationskoeffizient (r) 0,54 -0,70° -0,49" -0,82° -0,63"
* signifikant mit P < 0,05

5.4 DNA-Methylierung - moglicher Mechanismus der
verédnderten Genexpression

Im vorhergehenden Abschnitt konnte gezeigt werden, dass eine langanhaltende
diidtbedingte oxidative Stressreaktion signifikant mit der beobachteten persisten-
ten Wachstumsminderung heranwachsender Schweine korreliert ist. Als mogliche
molekulare Ursache der langanhaltenden didtassoziierten Verdnderungen der Ex-
pression der in den oxidativen Stress involvierten Gene, wurde deshalb die DNA-
Methylierung untersucht, die als ein Mechanismus der Genregulation bekannt ist.

5.4.1 Methylierungsgrad der hepatischen genomischen DNA in Abhéngigkeit
von der Diit

Die Untersuchung des Didt-beeinflussten Methylierungsgrades des gesamten he-
patischen Genoms erfolgte mit der Single Nucleotide Extension-Methode (siehe
Abschnitt 4.7). In der Abbildung [5.3]ist das Verhiltnis der unmethylierten CpG-
Stellen zu den gesamten CpG-Stellen der hepatischen genomischen DNA in Pro-
zent dargestellt. Hierfiir wurde die DNA-gebundene Radioaktivitit (dpm) der ge-
nomischen DNA, nach der Restriktion mit Hpall (methylierungsabhingig) und
Mspl (methylierungsunabhédngig) und anschliefendem Auffiillen der iiberstehen-
den Enden mit [3H]dCTP, gemessen. Auf Grund der methodischen Bedingungen
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(siehe Abschnitt ist der berechnete Faktor umgekehrt proportional zum Grad
des DNA-Methylierungsstatus und zeigt den Grad der Demethylierung an.

Der Mittelwertvergleich des Verhiltnisses des gemessenen [3H]dCTP-Einbaus
nach Hpall- und Mspl-Restriktionsspaltung gibt einen Hinweis darauf, dass es in-
folge der SPI-Diit zu einer Demethylierung der hepatischen Gesamt-DNA kommt
(P <0,0708).

[%6] 44
Mittelwerte der Einzeltiere Mittelwerte
42
s
=
— 40
2 P = 0,0708
=
g 38
=%
=
=z 36 .
2 -
: 1
E 34
=)
e )
32 A
30
CAS-CAS CAS-SPI T
Diat 1.1 Dist 1.2 Ditll  DiEt 1.2

Abb. 5.3: Verhiltnis des Einbaus von [3H]dCTP in genomische DNA der Leber nach
Restriktionsspaltung mit Hpall und Mspl
Der errechnete Faktor [%] zeigt den Grad der Demethylierung der hepatischen
genomischen DNA an. Die dargestellten Mittelwerte und Standardabweichun-
gen der Einzeltiere (linker Teil) sind aus der Messung von 3 Single Nucleotide
Extension-Ansitzen eines Tieres gebildet. Die Gesamt-Mittelwerte und deren
Standardabweichung (rechter Teil) setzen sich aus den Mittelwerten der Einzel-
tiere der jeweiligen Fiitterungsgruppe zusammen.

Methylierung der Gesamt-DNA im Bereich der CpG-Inseln CpG-Inseln sind
aufeinanderfolgende CpG-Methylierungsstellen (z.B. 5° -CGCGCGCGCG- 3’),
die hauptsichlich in den Promotoren von Genen lokalisiert sind und genregulato-
rische Funktion besitzen. Das Restriktionsenzym BssHII ist methylierungsabhén-
gig. Sein Erkennungsmotiv fiir die DNA-Restriktion ist 5° -GCGCGC- 3’, die der
Teilsequenz von CpG-Inseln entspricht. Der Einsatz dieses Enzyms in die Sin-
gle Nucleotide Extension-Methode ermdoglichte eine spezifischere Messung von
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regulatorisch relevanten Methylierungsstellen der hepatischen DNA (siehe CpG-
Inseln, Abschnitt[2.2.1.1].

Das Ergebnis der Untersuchung ist in der Abbildung [5.4]dargestellt. Die Hohe des
gemessenen [3H]dCTP-Einbaus nach BssHII-Spaltung ist umgekehrt proportio-
nal zum Methylierungsgrad der CpG-Inseln, so dass auch hier der Status der De-
methylierung dargestellt ist. Der Vergleich der Mittelwerte zeigt eine signifikante
hepatische Demethylierung von CpG-Inseln in der SPI-Gruppe (P < 0,0006).

In beiden Single Nucleotide Extension-Experimenten wurde eine Abnahme der
Methylierung von hepatischer Gesamt-DNA infolge der SPI-Diit festgestellt.

1800
Mittelwerte der Einzeltiere Mittelwerte
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E' 1500
= P = 0,0006
E
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[
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g 900 -
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Abb. 5.4: Einbau von [3H]dCTP in hepatische genomische DNA nach BssHII-
Restriktionsspaltung
Die gemessene Radioaktivitit [dpm] zeigt den Grad der Demethylierung der
hepatischen genomischen DNA in CpG-Inseln an. Die dargestellten Mittelwer-
te und Standardabweichungen der Einzeltiere (linker Teil) sind aus der Messung
von 3 Single Nucleotide Extension-Ansitzen eines Tieres gebildet. Die Gesamt-
Mittelwerte und deren Standardabweichung (rechter Teil) setzen sich aus den
Mittelwerten der Einzeltiere der jeweiligen Fiitterungsgruppe zusammen.
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5.4.2 Die Diit-abhingige Promotormethylierung von GSTA1 einem Gen der
oxidativen Stressantwort

Auf Grund der langanhaltenden Erhohung der GSTA I-Transkriptionsraten bei
den temporir SPI-gefiitterten Tieren (sieche Abb. Diét 2) und seiner Schliissel-
rolle in der oxidativen Stressantwort als Expressionsmarker [96] wurde GSTA1
als Modellgen fiir die Untersuchung der DNA-Methylierung als moglichen Me-
chanismus fiir persistente Stoffwechseleffekte ausgewihlt. GSTA1 wird durch
oxidativen Stress stark induziert, weshalb GSTA1 ein Indikator fiir auftretenden
oxidativen Stress ist [96]].

Untersucht wurde der Promotorbereich der GSTA 1, weil sich die Methylierungen
in diesem Bereich regulatorisch auf die Genexpression auswirken konnen (siehe
Abschnitt 2.2.1). Es wurden DNA-Proben von Tieren verwendet die 4 Wochen
(78.-106. Lebenstag) eine SPI-Diit erhalten haben (sieche Abb. 42| Didt 1) und im
Anschluss daran geschlachtet wurden.

5.4.2.1 Identifizierung und Charakterisierung der 5'- GSTA 1-Promotorregion

Die 5’-Promotorsequenz des porcinen GSTA1-Gens war zum Zeitpunkt der Un-
tersuchungen noch nicht bekannt. Deshalb wurde die in diesem Abschnitt ndher
beschriebene Strategie zur Sequenzierung dieses DNA-Bereiches verfolgt.

Isolierung der PAC-Klone die das Gen der GSTA1 enthalten Die Isolie-
rung der PAC-Klone aus einer porcinen PAC-Bibliothek der Deutschen Landrasse
[286] erfolgte vom Tierérztlichen Institut der Georg-August-Universitit Gottingen
in der Arbeitsgruppe von B. Brenig. Fiir das PCR-Screening wurden die Primer
5-1-048F und s-1-048R verwendet (siehe Tabelle 4.5] Nr. 1, 2). Es wurden 2 PAC-
Klone identifiziert, die das Gen der GSTA1 enthalten (PP68G10, PP98AT11).

Sequenzierung des 5’- regulatorischen Bereiches Als Grundlage fiir die Ab-
leitung der ersten Sequenzierprimer fiir die Sequenzierung des regulatorischen
Bereiches von GSTA1 diente eine cDNA der GSTAI aus der Datenbank EMBL
mit der ACC-Nr. Z69585. Die Sequenzierungsreaktion fiir die Direktsequenzie-
rung der PAC-Klone wurde wie unter Abschnitt {.4] beschrieben durchgefiihrt.
Sequenziiberlagerungen verhinderten das eindeutige Lesen der Sequenz, wes-
halb eine Direktsequenzierung der GSTA 1 -PAC-Klone nicht erfolgreich durchge-
fiihrt werden konnte. BamHI-Restriktionsfragmente (0,5-6,5 kb) des PAC-Klons
PP98A11 wurden in einen Plasmidvektor subkloniert. Durch das Screening mit
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dem LICOR, unter Verwendung des Sequenzierprimers GST-Seq-1-rev (siehe Tab.
, konnten 4 Klone identifiziert werden, die den regulatorischen Bereich des
GSTA1-Gens beinhalten. Die Erweiterung der Sequenz erfolgte 1853 bp in 5’°-
Richtung, vom 5’-Bereich der porcinen GSTA1-cDNA aus, mit den Primern 5-7
aus der Tabelle 4.7

Darstellung des Transkriptionsstartpunktes Die Identifizierung des Tran-
skriptionsstartpunktes der GSTAI erfolgte wie unter Abschnitt beschrieben.
Mit dem GeneRacer™ 5’-Primer als forward Primer und dem genspezifischen
Primer 5’P-Race-1-rev als reverse Primer (siehe Tab. 4.10) wurde ein ca. 300 bp
langes PCR-Produkt generiert, welches in den pGEM® T-Easy-Vektor kloniert
wurde (siehe Abschnitt 4.3.2). Mit dem vektorspezifischen Primer T7 (siehe Tab.
erfolgte die Sequenzierung eines positiven Klons.

Durch den DNA-Sequenzvergleich zwischen dem Race-Produkt und dem Gene-
Racer™-RNA-Oligo wurde der Startpunkt des Promotors ermittelt. Das 3’-Ende
des GeneRacer™-RNA-Oligos zeigt den Beginn des Transkriptionsstartpunktes
(+1) und den Beginn des regulatorischen Bereiches (-1) an. In der Abbildung [5.5]
ist der durch Sequenzvergleich zwischen dem Race-Produkt und der isolierten
GSTA1-Sequenz ermittelte Transkriptionsstartpunkt und Promotorbeginn darge-
stellt. Die isolierte GSTAI-Sequenz zeigt im 3’-Bereich eine 34 bp lange voll-
standige Ubereinstimmung mit der bekannten GSTA1-cDNA (ACC-Nr. Z69585)
(siche Abb.[5.5).

Insgesamt wurden 1.812 bp des GSTAI-Promotors isoliert. Im regulatorischen
Bereich [-22 bis -16] liegt eine TATA-Box, charakteristisch fiir eukaryotische Pro-
motoren. In der Abbildung|5.6|ist die isolierte Promotorsequenz [-1812 bis -1] mit
den 21 CpG-Methylierungsstellen dargestellt. CpG-Inseln sind nicht vorhanden.

5.4.2.2 Mittlere Methylierungsraten der CpG-Methylierungsstellen 1-21 im
GSTA1-Promotorbereich in Abhiingigkeit von der Didt

Fir die Untersuchung, ob die SPI-induzierte erhohte Transkriptionsrate der
GSTAI mit einer verdanderten Methylierung von CpG-Stellen im sequenzierten
Promotorbereich [-1812 bis -1] einhergeht, wurden von jedem Tier die Methylie-
rungsraten aller in diesem Bereich nachgewiesenen 21 CpG-Stellen (siehe Abb.
[5.6) gemessen. Dafiir wurde die isolierte hepatische genomische DNA der Tiere
mit Bisulfit behandelt (sieche Abschnitt [4.8.1)), die entsprechende CpG-Stelle mit
Hilfe flankierender Primer PCR amplifiziert und anschlieend die Methylierungs-
raten mit dem Pyrosequenziersystem™ ermittelt. Die Methylierungsrate gibt aus
dem Gemisch von DNA-Molekiilen, die aus den Zellen eines Gewebes isoliert



5.4. DNA-Methylierung - moglicher Mechanismus der veridnderten Genexpression 81

GSTAl-
Promotor-
Sequenz

Race-Produkt

769585

Race-Produkt

7269585

GTACCTTTGA GAGAGGAAGG
CGGGCTAGCA TGTGCTTCCC
TGGAGCGGCT GTACCGGCTT
GAATTCTCTC ACTCTTCTGG
ATCCTCAGGA GGCTCTTTGG
CTTCCAGCTT CTGGCAGCTC
TGCCTCACTT TAATCTCTAC
TGCGTGGATT TTCTCTACTG
ATGGCCCATT CGCATAACCC
CCACCTGCAA AAACCCTTTT
TTTCAACATG GACCAACTTT
TGAGAGATGA AAAAAAATTG
CATCGAGGGT TCTATACCAG
CCCCTTAATA ACTTTAAAAA
TGCCAGACCA TGGGGACTCG
GGAGCTCACC GTCTATGGGA
TTTAATTAAT AAAAAATGTG
AACACAGTAT GGGGAGGAGT
GACTAGGAAC CATGAGGCTG
TAAGGACCTG GCAGTGCCGT
AGATGTGGTG TTGCAGTGGC
TTAGACCCCT AGCCTGGGAA
AAGGCAAAAC AAAACAGTAT
GTATTTCAAA CAGAACAAAG
CTGCTCAGAG TGTGGCAGAG
ACCTAGCAGA AAGATACAGG
ACTACTTTTT TCATAGAAGT
TAATAAGAAA AAATGATTTA
GTCCTATATT TTAACTGCAA
GCCCTTTAAT GGCACCAGCT
CCCTTTGTCC TTACATCCAG
TCGAAATGCC CTTTTTCATC
ATTTTGTGTC TAATCTTTAA
ATATACCCTC ATGAGAGAAT
AGAACCCTTG GCCCTGGACA

TCCCCTCAGA GAGGAGGAGT

TACTCAAGCT
AGCTCCTGGG
ACACACCTGG
GGCCTGAAGT
GGAGTTGGGG
TAGACATCCT
CTCTTTCTTC
TTCATACGAA
AGGATGCTCT
ACTAAATGTG
TTTAGAGGTC
TTCCTAATTG
CCTGTGTACT
AGCTCTGTTA
ACTGAAATCA
GAAATGATAT
TAACATCAAA
TCCTGTTGTG
GGGTTCAATC
GAGCTGTGGT
TGTGGTGTAG
CCGCCATATG
AGGGGAAACA
AGTCGCGCAA
AGGAAAGAAC
TACACACTGA
ATGTTTCATA
TTATGTGTCT
CCCAATGAAA
CCCTCTACCC
TTCATGAAAA
GGCTGGCAGA
TTGCCAACCT
GACTTATCAT
CTGTGGGAGT

TATTCAACTG

TTGATGGGTG
CTGTGGGGCA
GGGGCTTCCA
CCAAAGTCAA
GGAGAGGGTC
TCCTCTCCTT
AGATCACCTC
GCTCAACTGT
CACCTCAAGT
GGCACATCAA
ACCATTCTAC
CTGAAGAAGG
TTGCACTTGT
TGTACTGAGC
AGATCAAGGC
AGACTTGATT
ATAAATGTAG
GCTCAGTGGC
CCTGGCCTTG
GTATGTCGCA
GCCGGTGGCT
CGCAGGTGCA
CAGTAGTAGC
AGGCCCTGAG
ATAAAAAATT
AGGTGAATTT
CAATGTTTAG
GATATTCCCT
GAGAATTCCA
CATCGTAGAG
CCTTCCGGTA
GAGTGTCCAA
TGAAAAAACA
TTTTTATCTT
GGCTTTAACC

CAACAACAGC
—AGGACACTG

AGGCGATGAG
GGGAGCTTCC
ACAACAGGAT
GGTCCTGCAT
CTTTATGCCT
GGCTCGGGGC
AAGCTGTGTC
CATTGGACTT
TCTTTAACTA
ATTCTAGGTA
CCACAACAGA
GGTATGAGCA
CAGAAATTCT
TGCTAGTATT
CCAGCTACCA
ATTTAATTAA
GAAAAAAAAA
TAACCAATCC
CTCAGTGGGC
GATGAGTCTC
ACAGATCCAA
GCCCTAAAAA
TCACAGTGGA
GGTAGGAAGG
GCTTTTCCAG
CTGATAACAC
GACATTCTTA
CTTACTGGAT
GAGATGCTCT
GTTTTTCATT
AGTTTTTTTT
TCAACCTGAA
TATGAGCTAG
AATCTAGCAC
TGAGAGGCTC

TATA-Box

TTATARACCC

ACATGGACTG

ATGTGAACTT GCATTGAGTT
AAGGAGTAGA AAATTGAGTT

GCTGAGCCAA
GCTGAGCCAA
GCTGAGCCAA

GTGGGAGACA
GTGGGAGACA
GTGGGAGACA

GCCTTTCCTA
GCCTTTCCTA
GCCTTTCCTA

AGG.......
Race-Produkt AGG.......
7269585 AGG.......

Abb. 5.5: Darstellung der DNA-Sequenz des GSTA1-Promotors durch Alignement
der isolierten GSTA1-Sequenz mit dem Race-Produkt
Dargestellt ist der Vergleich zwischen den Sequenzen der isolierten 5’-Region von
GSTA1, dem Race-Produkt und der porcinen GSTA1-mRNA Z69585. Der grau mar-
kierte Bereich im Race-Produkt kennzeichnet die Sequenz des GeneRacer™ RNA-
Oligos. Dieser Bereich zeigt keine Homologie zur GSTA1-Sequenz. Die erste Base
des Race-Produktes mit Homologie zur GSTA I-Sequenz charakterisiert den Transkrip-
tionsstartpunkt in 3’- Richtung mit +1 bzw. den Beginn des Promotors in 5’- Richtung
mit -1. Die isolierte GSTAI-Sequenz zeigt Homologie zur porcinen GSTA1-cDNA
769585.
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Abb. 5.6:

5'- GT

-1750
TGCTTCCCAG

-1680
GGCTTICCAAC

-1610
CCTCAGGAGG

-1540
GACATCCTTC

-1470
GCTGTGTCTG

-1400
CATAACCCAG

-1330
CACATCAAAT

-1260
AGAGATGAAA

-1190
TGTGTACTTT

-1120
CTAGTATTTG

-1050
CTATGGGAGA

-980
AAATGTAGGA

-910
CTAGGAACCA

-840
GCTGIGGTGT

-770
AGATCCAATT

=700
AACAGTATAG

-630
GCCCTGAGGG

-560
CTAGCAGARAA

-490
GTTTCATACA

-420
TACTGGATGT

-350
CACCAGCTCC

-280

TTCMGTAAG
()

-210
TTTGTGTCTA

-140
CTTATCATTT

=70
AGAGGCTCTC

-1810
ACCTTTGAGA

-1740
CTCCTGGGCT

-1670
AACAGGATGA

-1600
CTCTTTGGGG

-1530

CTCTCCTTGG C

-1460

ET GGATTTT

-1390
GATGCTCTCA

-1320
TCTAGGTATT

-1250
AAAAATTGTT

-1180
GCACTTGTCA

-1110
CCAGACCATG

-1040
AATGATATAG

-970
AAAADRAARRA

-900
TGAGGCTGGG

-830

ATGTMCAGA

-760
AGACCCCTAG

-690
GGGAAACACA

-620
TAGGAAGGCT

=550
GATACAGGTA

-480
ATGTTTAGGA

-410
CCTATATTTT

-340
CTCTACCCCA

=270

-1800
GAGGAAGGTA

-1730
GTGGGGCAGG

-1660
ATTCTCTCAC

-1590
AGTTGGGGGG

-1520

TEGGGCTG

-1450
CTCTACTGTT

-1380
CCTCAAGTTC

-1310
TCAACATGGA

-1240
CCTAATTGCT

-1170
GAAATTCTCC

-1100

GGGACTMAC

-1030
ACTTGATTAT

-960
CACAGTATGG

-890
GTTCAATCCC

-820
TGAGTICTCAG

-750

CCTGGGAACMCCATAT(E

-680
GTAGTAGCTC

-610
GCTCAGAGTG

-540
CACACTGAAG

-470
CATTCTITATA

-400
AACTGCAACC

-330

TM’I‘AGAGGT
O)

-260

TTTTTTTTTHAAATGCCCT
|

-200
ATCTTTAATT

-130
TTTATCTTAA

-60
CCCTCAGAGA

-190
GCCARACCTTG

-120
TCTAGCACAG

=50
GGAGGAGTTA

-1790
CTCAAGCTTT

-1720
GAGCTTCCTG

-1650
TCTTCTGGGG

-1580
AGAGGGTCCT

-1510
CCTCACTTTA

-1440
CAT. GC

-1370
TTITAACTACC

-1300
CCAACTTTTT

-1230
GAAGAAGGGG

-1160
CCTTAATAAC

-1090
TGAAATCAAG

-1020
TTAATTAATT

-950
GGAGGAGTTC

-880
TGGCCTTGCT

-810
ATGTIGGTGTT

-740

-670

ACAGTGGAGT

-600
TGGCAGAGAG

=530
GTGAATTTCT

-460
ATAAGAARARA

-390
CAATGAAAGA

-320
TTTTCATTCC

-250
TTTTCAT

-180
AAAAAACATA

-110
AACCCTTGGC

-40
TTCAACTGCA

-1780
GATGGGTGAG

-1710

GAGEGCTGT AC|

-1640
CCTGAAGTCC

-1570
TTATGCCTICT

-1500
ATCTCTACCT

-1430
TCAACTGTCA

-1360
ACCTGCAARA

-1290
TAGAGGTCAC

-1220
TATGAGCACA

-1150
TTTAAAARAG

-1080
ATCAAGGCCC

-1010
TAATTAATAA

-940
CTGTTGTGGC

-870
CAGTGGGCTA

-800
GCAGTGGCTG

-730
CAGGTGCAGC

-660
ATTTCARACA

-590
GAAAGAACAT

=520
GATAACACAC

-450
ATGATTTATT

-380
GAATTCCAGA

-310
CTTTGTCCTT

-240

G CTGGCAGAGA

-170
TGAGCTAGAT

-100
CCTGGACACT
=30
ACAACAGCTT

CTTAC

-1630
AAAGTCAAGG

-1560
TCCAGCTTCT

-1490
CTTTCTTCAG

-1420
TTGGACTTAT

-1350
ACCCTTTTAC

-1280
CATTCTACCC

-1210

TEAGGGTTC
0

-1140
CTCTGTTATG

-1070
AGCTACCAGG

-1000
AAAATGTGTA

-930
TCAGTGGCTA
-860
AGGACCTGGC

-790
TGGTGTAGGC

=720
CCTAARRAAR

-650
GAACARAGAG

-580
AAARAATTGC

=510
TACTTITTTTC

-440
ATGIGICTGA

-370
GATGCTCTGC

=300
ACATCCAGTT

-230
GTGTCCAATC
-160
ATACCCTCAT
-90
GIGGGAGTGG
-20
ATAAACCCAT

-1760
GGCTAGCATG

-1690
ACACCTGGGG

-1620
TCCTGCATAT

-1550
GGCAGCTICTA

-1480
ATCACCTCAA

-1410
GGCCCATT

-1340
TAAATGTGGG

-1270
ACAACAGATG

-1200
TATACCAGCC

-1130
TACTGAGCTG

-1060
AGCTCACCGT

-990
ACATCAAAAT

-920
ACCAATCCGA

-850

AGT GCMI GA

-780

MGTGGCTAC

=710
GGCAAAACAA

-640

e
'

-570
TTTTCCAGAC

=500
ATAGAAGTAT

-430
TATTCCCICT

=360
CCTTTAATGG

-290
CATGAARAACC

-220
AACCTGAAAT

=150
GAGAGAATGA

-80
CTTTAACCTG

-10
GTGAACTTGC -3'

CpG-Orte im GSTA1-5’-Promotorbereich [-1812 bis -1]

Die potentiellen Methylierungsstellen (Nukleotidfolge CG), die hinsichtlich ihres Me-
thylierungsstatus in Abhéngigkeit von der Didt (CAS und SPI) untersucht wurden, sind
rot dargestellt. Zur Orientierung sind die CpGs von 5’ in 3’-Richtung durchnummeriert.

Es sind keine CpG-Inseln vorhanden.
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und regionspezifisch aufamplifiziert wurden, das Verhiltnis von methylierten zu
nichtmethylierten CpG-Stellen in [%] an (siche Methylierungsrate, S[66). In der
Abbildung sind die mittleren Methylierungsraten der CpG-Stellen der [-1812
bis -1]-GSTA I -Promotorregion der CAS-Gruppe (Diit 1.1) und der SPI-Gruppe
(Diit 1.2) vergleichend dargestellt.

Im Vergleich der CpG-Stellen untereinander gibt es deutliche Unterschiede in der
Methylierung. Die Methylierungsraten je CpG variieren von durchschnittlich 6 %
in CpG 15 bis zu durchschnittlich 84 % in CpG 12. Die Methylierung der CpGs 3,
13 und 15-21 liegen unter einem Methylierungsmittelwert von 50 %. Die anderen
CpGs liegen bei einer Methylierungsrate von iiber 50 %. Moglicherweise ist dies
mit einer unterschiedlichen regulatorischen Bedeutung der CpG-Orte verbunden.
In der Abbildung sind die prozentualen Standardabweichungen [S %] der
durchschnittlichen Methylierungsraten der CpG-Stellen 1-21 zwischen der CAS-
Gruppe und der SPI-Gruppe dargestellt. Beim Vergleich der CpGs ist eine starke
Variabilitit in den prozentualen Standardabweichungen der Methylierungsraten
zwischen den einzelnen CpG-Stellen erkennbar. Die Standardabweichungen der
Positionen 2, 13, 15-17 und 20-21 liegen iiber einer 10 %igen Abweichung vom
Mittelwert. Eine besonders starke Abweichung liegt bei der Position 13 und bei
der Position 15 vor. Hohe [S %]-Werte weisen auf hohe individuelle Unterschiede
bei den Methylierungsraten der entsprechenden CpG-Orte und auf eine mogliche
funktionelle Bedeutung hin. Die Annahme einer moglichen funktionellen Bedeu-
tung der Methylierungsstellen mit hohen [S %]-Werten wird dadurch unterstiitzt,
dass die Haufigkeit der Methylierungsstellen mit einem [S %] > 10 % unter den
CpG-Orten mit einer mittleren Methylierungsrate < 50 % signifikant erhoht ist
(Demethylierung entspricht Aktivierung). Sechs von neun CpG-Orten (CpG 13-
17 und 20-21), mit mittleren Methylierungsraten < 50 %, weisen Standardfehler
der Methylierungsraten von > 10 % auf. Sie befinden sich im Promotorbereich
von [-780 bis -21], ein Indiz fiir die Beteiligung dieser Region an der GSTAI-
Expressionsregulation.
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Unter Verwendung des konservativen statistischen Verfahrens der Fals Discovery
Rate (FDR)-Korrektur konnten keine signifikanten Unterschiede in den mittleren
Methylierungsraten der einzelnen CpG-Orte zwischen beiden Fiitterungsgruppen
nachgewiesen werden (q > 0,15). Obwohl es keine statistisch zu sichernden Un-
terschiede in den Methylierungsraten einzelner CpG-Stellen zwischen beiden Fiit-
terungsgruppen gibt, wird eine tendenziell verringerte Methylierung in der SPI-
Gruppe deutlich. Vierzehn der 21 CpGs (2-4, 7, 9, 12, 13, 15-21) zeigen in der
SPI-Gruppe eine geringere Methylierungsrate, im Vergleich zu der CAS-Gruppe
(siche Abb.[5.7).

Dariiber hinaus ist zu erkennen, dass die prozentualen Standardabweichungen in
der SPI-Gruppe zum Teil deutlich iiber denen der CAS-Gruppe stehen (siehe Abb.
[5.8). Beispielsweise betragen an der CpG-Stelle 2 die prozentualen Standardab-
weichungen in der SPI-Gruppe 153 % vom Wert der CAS-Gruppe. An der CpG-
Stelle 13 betrégt [S %] in der SPI-Gruppe 150 % des Wertes der CAS-Gruppe und
bei CpG 15 sind es 183 %. Besonders grof} ist der Unterschied bei CpG 16, hier
betrdagt der Wert der SPI-Gruppe 204 % des Wertes der CAS-Gruppe.

Die erhohten [S %] von einzelnen CpG-Stellen in der SPI-Gruppe zeigen eine er-
hohte Variabilitidt der Methylierungsraten im Vergleich zur CAS-Gruppe, was auf
eine individuelle Wirkung der SPI-Diit aber auch auf eine Coregulation einiger
CpG-Stellen hindeutet.

5.4.2.3 Diétabhéngige hierarchische Clusteranalyse der CpG-Stellen im
GSTA I-Promotor hinsichtlich des Methylierungsverhaltens

Die didtabhiingige Coregulation der CpG-Stellen in Hinsicht auf ihr Methylie-
rungsverhalten wurde mittels hierarchischer Clusteranalyse untersucht. Die hier-
archische Clusteranalyse erlaubt die Darstellung von CpG-Orten mit eng korre-
liertem Methylierungsverhalten durch die Zuordnung von gleichen und benach-
barten Clustern. Fiir die Darstellung didtabhidngiger Unterschiede im Methylie-
rungsmuster wurde die Clusteranalyse der Methylierungsraten der CpG-Stellen
der CAS-Gruppe (Diét 1.1) und der SPI-Gruppe (Diit 1.2) getrennt analysiert. Die
Ergebnisse sind in einem Baum-Diagramm dargestellt (siche Abb. [5.9). Je enger
die rdumliche Zuordnung der CpG-Orte, desto groBer ist die Korrelation hinsicht-
lich des Methylierungsverhaltens. Die Methylierungen der CpGs eines Clusters
(Gruppe) verhalten sich dhnlich und sind coreguliert.

Sowohl in der CAS-Gruppe als auch in der SPI-Gruppe wird deutlich, dass die
CpG-Orte auf Grund ihres Methylierungsverhaltens einzelnen Clustern zugeord-
net werden konnen und offensichtlich coreguliert sind. Anhand des Diagramms
wird gezeigt, dass es infolge der SPI-Diét im Vergleich zur CAS-Diét zu einigen
Verdnderungen in der Anordnung der CpG-Stellen kommt. Zum Beispiel korre-
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Abb. 5.9: Clusteranalyse der CpG-Stellen hinsichtlich des Methylierungsverhaltens
in der CAS-Gruppe (Diit 1.1) und der SPI-Gruppe (Diiit 1.2)
Je enger die raumliche Nihe der CpGs zueinander, desto dhnlicher ist ihr Methylie-
rungsverhalten. Die Einteilung in Gruppen (Cluster), die aus einem Zweig entspringen,
zeigt deren Ahnlichkeiten im Methylierungsverhalten, sie sind coreguliert. Infolge der
SPI-Didt kommt es zu Verdnderungen von CpGs in der Cluster-Position, verursacht
durch ein verdndertes Methylierungsverhalten.
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liert in der CAS-Gruppe das Methylierungsverhalten der CpGs 5, 9, 13-17, 19
und 21, die sich in einem Cluster befinden. In der SPI-Gruppe sind die CpGs 5, 9
und 19 in weiter entfernten Zweigen zu finden, verursacht durch ein verédndertes
Methylierungsverhalten. Es ist aber auch zu erkennen, dass sich das Methylie-
rungsverhalten einiger CpGs, wie z.B. 13-17 und 21, infolge der SPI-Diét nicht
verdndert.

Die Veridnderungen im Methylierungsverhalten der CpGs infolge der SPI-Diét
weist auf deren didtabhingige Coregulation hin. Dadurch wird ein Einfluss der
SPI-Diit auf die CpG-Methylierung deutlich.

5.4.2.4 Korrelation der Methylierung einzelner CpG-Stellen des
GSTA 1-Promotors mit der GSTA 1-Expression

Die hierarchische Clusteranalyse hat gezeigt, dass es didtspezifische Verdnderun-
gen in der Coregulationen zwischen den CpG-Stellen hinsichtlich ihres Methylie-
rungsverhaltens gibt (siche Abschnitt[5.4.2.3). Mit Hilfe einer Korrelationsanalyse
soll der Zusammenhang zwischen dem Methylierungsverhalten der CpG-Stellen
und der GSTA1-Expression gemessen werden. Dabei wird untersucht, ob sich
zweil Messreihen gleich entwickeln d.h., ob hohe Werte des einen Datensatzes
mit hohen Werten des anderen Datensatzes zusammenhédngen (positive Korrela-
tion), ob niedrige Werte des einen Datensatzes mit hohen Werten des anderen
zusammenhingen (negative Korrelation) oder ob zwischen den Werten der beiden
Datensitze kein Zusammenhang besteht. Es wird ein Korrelationskoeffizient [r]
ausgewiesen, der nach einem Bestimmtheitsmal} die Signifikanz einer Korrelation
anzeigt. Das hier verwendete Bestimmtheitsmaf fiir 7 Tiere liegt bei r > 0,6. Damit
ist die Korrelation einer CpG-Methylierungsstelle mit der Expression bei einem
r > 0,6 als signifikant anzunehmen. Bei einer signifikanten Korrelation kann sta-
tistisch davon ausgegangen werden, dass es einen Zusammenhang zwischen der
CpG-Methylierungsrate und der GSTA1-Expression gibt.

In der Abbildung [5.10] sind die CpG-Stellen, die mit der hepatischen GSTA1-
Expression korrelieren (r > 0,6), dargestellt. Zu beachten ist, dass die Korrelati-
onskoeffizienten, bis auf CpG 21, negativ sind. Das heif3t, je geringer die Methy-
lierungsrate, desto groBer wird die Expressionsrate. Dies entspricht den Literatur-
angaben, die zeigen, dass eine Verringerung der Methylierung mit einer Expressi-
onssteigerung einhergeht [34]. Setzt man die Ergebnisse der Korrelationsanalyse
mit der der Clusteranalyse in Beziehung wird deutlich, dass die CpG-Stellen, die
sich im Cluster 1.1 befinden, gehéduft mit der GSTA1-Expression korrelieren (sie-
he Abb.[5.10).

Weiterhin ist zu erkennen, dass es infolge der SPI-Diit zu Verdnderungen in der
Korrelation zwischen CpG-Methylierung und der GSTA1-Expression kommt, ein
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Abb. 5.10: CpG-Stellen die mit der GSTA1-Expression korrelieren

Dargestellt sind die Korrelationskoeffizienten [r] der CpG-Stellen ab r > 0,6.
Die meisten CpGs, die mit der Expression korrelieren, befinden sich im Clu-
ster 1.1. Dies gilt fiir beide Fiitterungsgruppen. Die CpG-Stellen 14, 15, 16 und
17 sind in ihrem Methylierungsverhalten und der Korrelation zur Expression
konserviert. Die FDR ergab, dass der Einfluss dieser CpGs nicht fiitterungs-
abhingig ist. Daher ist anzunehmen, dass die CpGs 14-17 an der Grundex-
pression beteiligt sind. In der SPI-Gruppe korrelieren die CpGs 7, 13 und 21
mit der Expression. Vermutlich tragen sie zur Expressionssteigerung bei. Die
mit den CpG-Stellen iiberlagernden potentiellen Bindestellen fiir Transkripti-
onsfaktoren sind schwarz gerahmt (SP1, Specificity protein 1; USF, Upstream
Response Element; GR, Glukokortikoidrezeptor; Repr, Repressor of CARI1-
Faktor).
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weiterer Hinweis auf die didtspezifische Regulation der GSTA1-Expression. Die
CpG-Stellen 14-17 bleiben unverindert.

Die gefundenen Korrelationen zwischen CpG-Methylierung und GSTA1-Ex-
pression sind mit der Varianzanalyse mittels FDR iiberpriift worden. Es konnten
die Korrelationen der CpGs 14, 15, 16 und 17 mit einer schwachen Signifikanz
von q = 0,09 bestitigt werden. Der Einfluss ist nicht fiitterungsabhéngig, vermut-
lich sind sie an der Grundexpression der GSTAT1 beteiligt. Bei den restlichen CpG-
Stellen konnten die Korrelationen nicht signifikant mit der FDR bestitigt werden.
Die CpG-Methylierungsstellen des Clusters 1.1 iiberlagern mit potentiellen Bin-
destellen fiir Transkriptionsfaktoren (siche Abb. [5.10), die fiir die Expressionsre-
gulation von Bedeutung sein konnen.

5.4.2.5 Korrelation des Methylierungsstatus des GSTA 1-Promotors (summative
Methylierung aller CpG-Stellen) mit den GSTA 1-Transkriptionsniveaus

Auf Grund der beobachteten Korrelation zwischen den Methylierungsraten ein-
zelner CpG-Orte mit der GSTA1-Expression (siche Abschnitt [5.4.2.4) wurde
in Ergidnzung zur Korrelation des Methylierungsgrades einzelner CpG-Orte der
summative Einfluss der Methylierungsraten aller analysierten CpGs des porcinen
GSTAI1-Promotors auf die Expression der GSTA1 untersucht.

Dafiir wurden in der Abbildung die prozentualen Abweichungen vom Mit-
telwert der Methylierungsraten der CpG-Stellen einzelner Tiere der CAS-Gruppe
(Diét 1.1) und der SPI-Gruppe (Diét 1.2), im Vergleich zum jeweiligen Expressi-
onsniveau der hepatischen GSTA1, dargestellt.

Vergleicht man die Hiufigkeit von positiven und negativen Abweichungen der
Methylierungsraten aller CpG-Orte des GSTA1-Promotors wird es offensichtlich,
dass sich die Einzeltiere in der Haufigkeit von CpG-Orten mit positiven bzw. nega-
tiven Abweichungen der Methylierungsraten vom Mittelwert unterscheiden. Bei
den Tieren der SPI-Gruppe ist die Anzahl von CpGs mit einer unterdurchschnittli-
chen Methylierung erhoht. Bei diesen Tieren gibt es auch augenscheinlich stirkere
negative Abweichungen vom Mittelwert als bei den Tieren der CAS-Gruppe. Bei-
spielsweise betrigt bei der Position 13 die Abweichung vom Methylierungsmit-
telwert bei Tier 43/13 der CAS-Gruppe -6,8 % und bei Tier 43/1 aus der SPI-
Gruppe -100 %. Starker absinkende Abweichungen vom Methylierungsmittel-
wert, im Vergleich zur CAS-Gruppe, findet man auch bei den CpG-Stellen 2 und
14-18. Der Vergleich der Methylierungsraten hinsichtlich der Abweichung vom
Methylierungsmittelwert zeigt, dass Tiere mit einer tiberwiegenden Anzahl hypo-
methylierter CpG-Orte erhohte hepatische GSTA I -Transkriptionsniveaus aufwei-
sen.
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Abb. 5.11: Prozentuale Abweichungen der mittleren Methylierungsraten der CpG-
Stellen 1-21 von ausgewihlten Tieren beider Diiitgruppen und die jeweili-
gen hepatischen GSTA1- mRNA-Mengen
Dargestellt sind die prozentualen Abweichungen vom Methylierungsmittelwert in [%]
der CpG-Stellen 1-21 von ausgewdhlten Tieren der CAS-Gruppe (Diit 1.1) und der
SPI-Gruppe (Diét 1.2), korrespondierend zum jeweils gemessenen Transkriptionsni-
veau. Der Wert 0 im Diagramm stellt den mittleren Methylierungswert dar. Abwei-
chungen in den positiven Bereich sind die Werte, die oberhalb der durchschnittlichen
Methylierungsrate liegen. Abweichungen in den negativen Bereich liegen unterhalb
der durchschnittlichen Methylierungsrate in der jeweiligen CpG-Position. Eine au-
genscheinliche Zunahme an unterdurchschnittlich methylierten CpGs fiihrt zu einer
GSTA I-Transkriptionssteigerung.
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Mit dem Ziel den summativen Effekt des Methylierungsgrades aller CpG-Stellen
des porcinen GSTA1-Promotors auf die hepatische GSTA1-Transkriptmenge in
Abhingigkeit von der Transkriptmenge zu bestimmen, wurde das folgende Mo-
dell entwickelt und genutzt:

Expression = a+b x 1/(Qpn)?

Dabei ist Qpn definiert als Quotient aus der Summe der iiberdurchschnittlich me-
thylierten CpGs und der Summe der unterdurchschnittlich methylierten CpGs,
nach Standardisierung. Ergibt sich ein Qpn > 1, gibt es mehr itiberdurchschnitt-
liche als unterdurchschnittlich methylierte CpGs und umgekehrt. Die Korrelation
zwischen Methylierung und Expression, die sich aus diesem Modell ergibt, gilt
mit einem Bestimmtheitsmaf} von 0,85. Ein Bestimmtheitsmal} von 0,85 bedeutet,
dass 85 % der Streuung der Expression durch die Methylierung erkldrt werden
kann, der Zusammenhang ist damit als hoch einzustufen.

Der Kurvenverlauf der Abbildung [5.12] zeigt, dass ein iiberwiegend unterdurch-
schnittlicher Methylierungsgrad aller untersuchten CpG-Stellen des porcinen
GSTAI1-Promotors (Qpn < 1) mit einer zunehmenden Transkription des porcinen
GSTA1-Gens gekoppelt ist.

Vier Tiere der SPI-Gruppe weisen eine iiberwiegende Anzahl unterdurchschnitt-
lich methylierter CpG-Stellen (Qpn « 1) auf, die mit erhohten Transkriptionsra-
ten assoziiert sind (ca. 3900 bis 8800 Kopien/10 ng RNA), wihrend drei Tiere
Qpn-Werte aufweisen, die im Bereich der CAS-Tiere liegen. Die Transkriptions-
raten befinden sich entsprechend auf dem Niveau der CAS-Gruppe ( < 3000 Ko-
pien/10 ng RNA).

Die beobachtete differente Methylierung des GSTA 1-Promotors konnte den indi-
viduellen Einfluss der SPI-Diét auf die GSTA1-Expression erklédren.
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5.4.3 Diit-abhiingige Transkriptionsraten der DNMTI

Als mogliche molekulare Ursache differenter Methylierungsraten des GSTAI-
Promotors wurde das Expressionsniveau der DNMTI, die fiir die Aufrechter-
haltung von Methylierungsmustern verantwortlich ist, mit dem LightCycler™-
System untersucht. Das Ergebnis ist in der Abbildung[5.13]dargestellt. Der Mittel-
wert zeigt, dass die DNMTI-Transkriptionsrate in der SPI-Gruppe signifikant ab-
nimmt (P < 0,0043), sie ist im Vergleich zur CAS-Gruppe um das 4,3-fache gesun-
ken. Allerdings korrelieren die stark verminderten DNMTI-Transkriptionsniveaus
nicht direkt mit den beobachteten erhohten GSTA I-Expressionsniveaus.

Mittelwerte der Einzeltiere Mittelwerte

P < 0.0043

Kopienzahl/ng DNA

CAS-CAS CAS-SPI T, AT
Didit 1.1 Didit 1.2 Diat 1.1 Didt 1.2

Abb. 5.13: Messung der porcinen hepatischen Transkriptionsraten der DNMT1 in
der CAS-Gruppe und der SPI-Gruppe
Die dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen der Einzeltiere (linker Teil)
sind aus drei Echtzeit-PCR-Messungen eines Tieres gebildet. Die Gesamt-Mittelwerte
und deren Standardabweichung (rechter Teil), setzen sich aus den Mittelwerten der
Einzeltiere der jeweiligen Fiitterungsgruppe zusammen.



6. DISKUSSION

6.1 Diit-assoziierte langanhaltende Verdnderungen der oxidativen
Stressantwort - mogliche Ursache einer persistenten
Wachstumsminderung bei juvenilen wachsenden Schweinen

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine temporire Aufnahme einer SPI-
basierten Diit (unausgewogene Aminosdurezusammensetzung), im Vergleich zu
einer CAS-basierten Didt (Aminosdurevollwertdidt), zu langanhaltenden Veridn-
derungen der oxidativen Stressreaktion bei wachsenden Schweinen fiihrt, ob die-
se mit Verdnderungen des Wachstums assoziiert sind und welche molekularen
Prozesse diesen zugrunde liegen. In vorhergehenden Untersuchungen wurde ge-
zeigt, dass eine vierwochige SPI-Fiitterung signifikant die oxidative Stressreakti-
vitdt erhoht, was mit einem verminderten Wachstum und komplexen Veridnderun-
gen der hepatischen Genexpression im Vergleich zur CAS-Diit verbunden war
[25, 269]. Darauf aufbauend wurde in der vorliegenden Arbeit die Persistenz der
SPI-assoziierten Anderungen der Genexpression nach vierwochiger Fiitterung der
SPI-Didt mit anschlieBender vierwochiger Riickumstellung der Fiitterung auf die
CAS-Diit untersucht. Die Kontrolltiere erhielten permanent die CAS-Diit.

Im Vergleich zur CAS-Kontrollgruppe wiesen die temporir SPI-gefiitterten Tiere
vier Wochen nach Riickumstellung auf die CAS-Diit weiterhin erhohte hepatische
Expressionsniveaus von Genen auf, die in die zelluldre bzw. oxidative Stressant-
wort involviert sind.

GSTA1 (Glutathion-S-Transferase Al) gehort zur Familie der Glutathion-S-
Transferasen, die die Bindung von vielen hydrophoben und elektrophilen reakti-
ven Molekiilen an reduziertes Glutathion katalysieren. Es wird gezeigt, dass Rat-
ten, die eine verminderte Aktivitdt von antioxidativen Enzymen wie Glutathion-
S-Transferasen zeigen, eine erhohte mikrosomale Lipid-Peroxidation aufweisen
[287]. Verschiedene andere Studien zeigen, dass beim Menschen die Syntheserate
und der Flux von Glutathion und Komponenten des Glutathionzyklus verindert
werden, wenn ein erndhrungsbedingter Mangel an schwefelhaltigen Aminosiu-
ren vorliegt [288], 1289]. Eine verminderte Glutathionkonzentration, bedingt durch
die SPI-Diit, konnte mit einer erhohten Expression der GSTA1 assoziiert sein
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[25]. Die MSRA (Methionin-Sulfoxid-Reduktase A) katalysiert die Reduktion
von Methionin-Sulfoxid zu Methionin in Proteinen [290, 291]]. Peptid-gebundenes
Methionin wird durch oxidative Sauerstoffspezies leicht zu Methionin-Sulfoxid
oxidiert [291]], wodurch die Funktionalitédt der Proteine beeintrichtigt wird oder
verlorengeht. Beispielsweise ist die Methylierung eines Methioninrestes in den
amyloiden (-Peptiden an der Neurodegeneration bei der Alzheimer Krankheit be-
teiligt [292]. OATP2 (Organisches Anion Transport Polypeptid 2) unterstiitzt den
Cholesterolausstrom aus dem Gewebe zur Leber fiir die dort erfolgende Exkreti-
on, wodurch oxidierte Lipide ausgeschieden werden. Des weiteren ist OATP2 am
Transport der Taurocholsdure beteiligt [293], einem biologischen Detergenz das in
der Leber aus Cholesterol synthetisiert wird. CANX (Calnexin) gehort zum Repa-
raturenzym-System der oxidativen Stressantwort und spielt als Chaperon bei der
zellularen Stressantwort eine Rolle [294]. HSF1 (Heat Shock Transcription Fac-
tor) ist ein durch zellularen Stress induzierter Hauptregulator fiir Chaperone, z.B.
vom Heat Shock Protein (HSP) und von Komponenten der Protein-Homdostase
[295, 296]. Er selbst wird durch HSPs und Co-Chaperone riickreguliert (Feed-
back-Regulation) [297]. Die gemessene persistent erhohte Transkriptionsrate des
HSF1 bedingt moglicherweise die erhohte CANX-Transkription.

Obwohl die beobachtete Aufregulation dieser Gene geringer als nach chronischer
SPI-Fiitterung war, weisen die vorliegenden Ergebnisse auf eine langanhalten-
de erhohte oxidative Stressreaktion hin. Die persistent erhohte oxidative Stress-
antwort war signifikant mit einem verminderten Wachstum der Schweine korre-
liert, ein Indiz dafiir, dass die oxidative Stressreaktion, hervorgerufen durch die
SPI-Diit, zu langanhaltenden physiologischen Verdnderungen fiihrt (metaboli-
sche Programmierung) (siehe Abb. . Dies befindet sich in Ubereinstimmung
mit einer Vielzahl an Untersuchungen, welche auf die Bedeutung des oxidativen
Stresses als Teil pathophysiologischer Mechanismen hinweisen und gezeigt ha-
ben, dass eine erhohte oxidative Stressreaktivitit signifikant mit Proliferations-
und Neurodegenerationsprozessen sowie der Regulation der Proteinbiosynthese
assoziiert sind, was zu nachteiligen metabolischen Konsequenzen fithren kann
[298, 12871299, 103, 300, 301]].

Die beobachteten SPI-assoziierten Genexpressionsverinderungen sind vermutlich
auf die unausgewogene Aminosidurezusammensetzung des Sojaproteinisolates im
Vergleich zum Casein zuriickzufiihren. Der Gehalt der Aminoséduren Methionin,
Prolin, Phenylalanin und Tyrosin war in der SPI-Diit signifikant vermindert, wih-
rend die Aminosauren Cystein, Glycin, Asparaginsidure und Arginin in erhohter
Konzentration vorlagen. Biologisch aktive Sojabestandteile, wie z.B. Trypsininhi-
bitoren und Lektine, waren nach Hitze- und alkalischer Behandlung um das mehr
als 200-fache im Vergleich zu anderen SPI-Diiten [270] vermindert.

In bisherigen anderen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass verdnderte
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Abb. 6.1: Molekulare Ursachen fiir die persistent verminderte Gewichtsentwicklung
SPI-gefiitterter Schweine
Die SPI-Diit, mit ihrem unausgewogenen Aminosadureanteil, fithrt im Vergleich
zur CAS-Diit, die eine ausgewogene Aminosdurezusammensetzung aufweist,
bei heranwachsenden Schweinen zu persistent erhohten Transkriptionsraten von
hepatischen Genen, die an der oxidativen Stressreaktion beteiligt sind, was mit
der hier beobachteten anhaltenden verminderten Korpermasseentwicklung in
den SPI-gefiitterten Tieren signifikant korreliert. Damit wurde gezeigt, dass der
SPI-Diit verursachte oxidative Stress und die damit in Zusammenhang stehen-
de Aufregulation von Genen der oxidativen Stressantwort eine Ursache fiir die
beeintrichtige Gewichtsentwicklung der Schweine ist.
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didtische Konzentrationen verschiedener Aminoséduren die Regulation der Genex-
pression beeinflussen 302, 30, 31].

In humanen Zellen bewirkt ein Methionin- und in geringerem Malle ein Cy-
steinmangel eine Uberexpression der Asparaginsynthetase des CCAAT/Enhancer-
bindenden Proteins und der C-Jun-N-terminalen Kinase 1 [303,,304]. Ferner fiihrt
ein Arginin- und Cysteinmangel zur Induktion der mRNA des Insulin-Like Grow-
th-Faktor-bindenden Proteins [305]. Viele semisynthetische experimentelle Dii-
ten sind durch eine Unausgewogenheit in den schwefelhaltigen Aminosiuren cha-
rakterisiert, welche die Tiere zur Synthese eines betrichtlichen Teils des Cystein-
bedarfs aus Methionin veranlassen.

Hohe Konzentrationen an Homocystein beeinflussen die Niveaus von zwei Haupt-
mediatoren der zelluldaren Methylierung, S-Adenosyl-Methionin (SAM) und Me-
thylentetrahydrofolat (MTF) [306]]. S-Adenosyl-Methionin ist der Methyldonator
fiir die Methylierung von neu synthetisierter DNA und reguliert dadurch die Chro-
matinstruktur und die damit in Verbindung stehende Genexpression. Das Gleich-
gewicht zwischen S-Adenosyl-Methionin und methylierten Derivaten der Folsdu-
re kann dabei von kritischer Bedeutung fiir die Entwicklung differenzierender Zel-
len und der Langzeitregulation der Genexpression sein [307].

In der vorliegenden Arbeit wird auf Grund der stark verminderten Gehalte biolo-
gisch aktiver Sojabestandteile davon ausgegangen, dass die beobachteten Verin-
derungen auf die im Vergleich zum Casein unbalancierte Aminosdurezusammen-
setzung des Sojaproteinisolates zuriickzufithren sind. Im Vergleich zur Caseindiét
ist das Sojaproteinisolat durch eine weniger als halb so hohe Methioninkonzen-
tration und einer doppelt so hohen Cystein- und Argininkonzentration charakteri-
siert.

Eine verminderte Methioninversorgung konnte die beobachteten metabolischen
Langzeitverinderungen erkldren. In Tierversuchen wird gezeigt, dass eine unaus-
gewogene Versorgung mit Methionin zu physiologischen Langzeiteffekten, wie
z.B. vermindertes Wachstum, fithren kann [308]]. In Bezug auf den oxidativen
Stress wurde berichtet, dass ein Methioninmangel zu einer erhohten myokardia-
len antioxidanten Enzymaktivitit fithrt [309]]. In Miusen, die eine Methioninman-
geldiidt erhalten, war eine Leberzerstorung mit einem hundertfachen Gehalt an
Lipidperoxidasen verbunden [310]. Dariiber hinaus fiihrte eine begrenzte diéti-
sche Methioninaufnahme zur signifikanten Reduktion der Syntheserate und Ge-
webekonzentration von Glutathion, ein Hauptakteur des antioxidativen Abwehr-
systems, verdnderter Leukotriensynthese und Gamma-Glutamyl-Tanspeptidase-
kontrollierten Aminosduretransport [288, 311} 1312].

Zahlreiche Fiitterungsversuche mit Methyldonatormangeldidten zeigten, dass es
zu langanhaltenden Verinderungen in der DNA-Methylierung kommt, was mit
der Entstehung von Geburtsdefekten und spéter auftretenden Krankheiten assozi-
iert ist [255, 259, 1313, 1314]].
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6.2 Die DNA-Methylierung - molekularer Mechanismus
persistenter Genexpressionsverdnderungen

Eine dauerhaft verdnderte Expression von Genen ist eine Ursache fiir persisten-
te Stoffwechselverdnderungen, die sich nachteilig auf den Organismus auswir-
ken konnen [25, 94]. Ein moglicher molekularer Mechanismus ist die DNA-
Methylierung, die als ein Mechanismus der DNA-Expressionsregulation bekannt
ist. Der Methylierungsgrad der DNA korreliert invers mit der DNA-Expression.
Anhand von Schweinen, die vier Wochen mit der SPI-Diit gefiittert und im
Anschluss daran geschlachtet wurden, wurde untersucht, ob sich die DNA-
Methylierung im Vergleich zur CAS-Kontrollgruppe verédndert.

Die Untersuchung der Methylierungen der hepatischen Gesamt-DNA zeigte, dass
die SPI-Diit, im Vergleich zur CAS-Diit, eine Verringerung der Gesamt-DNA-
Methylierung in der Leber der Schweine verursacht.

Die Untersuchung der hepatischen Gesamt-DNA im Bereich der CpG-Inseln,
durch den Einsatz des methylierungssensitiven Restriktionsenzyms BssHII (Er-
kennungsmotiv 5’-GCGCGC-3’), zeigte eine signifikante Verringerung der Me-
thylierungsrate in der SPI-Gruppe im Vergleich zur CAS-Gruppe. Dies ist aus der
signifikant hoheren Einbaurate an [3H]dCTP in die Schnittstellen von BssHII ge-
spaltener DNA bei SPI-gefiitterten Tieren, im Vergleich zu CAS-gefiitterten Tie-
ren, zu erkennen (1327,1 + 169,75 dpm gegen 1208,0 + 81,51 dpm, P < 0,0006)
(siche Abb.[5.4). Die Methylierung aller CpG-Orte der hepatischen genomischen
DNA ist in der SPI-Gruppe, im Vergleich zu den CAS-gefiitterten Tieren, ten-
denziell verringert. Die durchschnittliche prozentuale Methylierungsrate der SPI-
Gruppe, die durch den kombinierten Einsatz des methylabhingigen Restriktions-
enzyms Hpall, mit dem methylierungsunabhingigen Restriktionsenzym Mspl in
die Cytosine Extension-Methode ermittelt wurde, ist im Vergleich zu den CAS-
Tieren leicht gesunken (35,3 % gegen 37,1 %, P < 0,0708) (sieche Abb. [5.3).

Die leichte Demethylierung aller CpG-Methylierungsstellen der hepatischen ge-
nomischen DNA weist auf eine Verdnderung in der Genexpression infolge der
SPI-Diit hin. Die DNA-Demethylierung ist mit einer Expressionssteigerung von
Genen assoziiert [[131]]. Der Nachteil bei der Messung des Gesamtmethylierungs-
status ist jedoch, dass der Methylierungsstatus auch von CpG-Orten auBBerhalb der
Promotoren, die meist nicht an der Genregulation beteiligt sind und von Methy-
lierungsanderungen nicht betroffen sind, die Methylierungsrate mitbestimmen.
Die Untersuchung des Methylierungsstatus der CpG-Inseln bringt hierbei aussa-
gekriftigere Ergebnisse. CpG-Inseln, die hauptsichlich in den Promotorbereichen
vorkommen, sind an der Regulation der Genexpression beteiligt. Eine Demethy-
lierung der CpG-Inseln fiihrt zur Expressionssteigerung eines Gens [[170, [175].
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Statistische Schitzungen geben an, dass die Hilfte aller Sdugetiergene in den Pro-
motoren CpG-Inseln enthalten, darunter nahezu alle Haushaltsgene und einige ge-
webespezifisch regulierte Gene [[171,1172]. Deshalb ist es wahrscheinlich, dass die
hier gezeigte signifikante Demethylierung von CpG-Inseln der hepatischen geno-
mischen DNA infolge der SPI-Diit eine breite Induzierung der Expression he-
patischer Gene verursacht, wodurch die DNA-Methylierung als molekularer Me-
chanismus langanhaltender Verdnderungen der hepatischen Genexpression wahr-
scheinlich gemacht wird.

Fiir die Untersuchung der DNA-Methylierung, in Verbindung mit oxidativer Stres-
santwort, wurde GSTA1 als Modellgen ausgewéhlt. GSTA1 ist durch oxidativen
Stress stark induzierbar und ist damit ein Schliisselgen fiir die Indikation von oxi-
dativem Stress [315]]. Die Transkriptionsrate der GSTA1 steigt infolge der direk-
ten SPI-Diit stark an [25] und zeigt eine signifikant persistent erhohte Transkrip-
tionsrate. In der Literatur wird bereits beschrieben, dass die DNA-Methylierung
bei der Expression der humanen Glutathion-S-Transferase P1 (GSTP1), ein naher
Verwandter der GSTA1 [316]], eine Rolle spielt [317,1318,1319].

Im sequenzierten GSTA I-Promotorbereich [-1812 bis -1] wurde die Methylie-
rungsrate von 21 CpG-Stellen, durch die quantitative Methyl Single Nucleotide-
Analyse mit dem Pyrosequencing™ -System, nach einer PCR mit bisulfitbehan-
delter DNA, analysiert (Abb. [5.7). Die Statistische Analyse der Methylierungs-
mittelwerte der einzelnen CpG-Stellen ergab keine signifikant unterschiedlichen
CpG-Methylierungsraten zwischen beiden Didtgruppen.

Mit Hilfe der Clusteranalyse, die das Methylierungsverhalten der CpG-Stellen auf
Ahnlichkeiten hin untersucht, wird jedoch gezeigt, dass es durch die SPI-Diit
zu Veridnderungen in der Coregulation einzelner CpGs hinsichtlich des Methylie-
rungsstatus kommt, angezeigt durch Verdanderungen in der Clusterung (siehe Abb.
[5.9). Dies deutet auf einen Einfluss der SPI-Diit auf die CpG-Methylierung hin.
Der Vergleich der prozentualen Standardabweichungen [S %] der einzelnen CpGs
zwischen beiden Fiitterungsgruppen (Abb. [5.8) zeigt, dass die Methylierungsra-
ten in der SPI-Gruppe stérker variieren als in der CAS-Gruppe, was den stiarkeren
individuellen Einfluss der SPI-Diit auf eine verdnderte Methylierung einer CpG-
Stelle verdeutlicht. Stirkere individuelle Unterschiede in den Reaktionen der Tie-
re, zum Beispiel auf Expressionsniveaus infolge der SPI-Diit, im Vergleich zur
CAS-Diit, werden bereits in der Arbeit von Schwerin et. al 2002 [25] und Jung-
hans et. al 2004 [269] beschrieben.

Anhand von Einzeltieren wird gezeigt, dass die Zunahme an unterdurchschnitt-
lich methylierten CpG-Stellen sowie eine verstirkte Demethylierung einzelner
CpG-Stellen mit einer erhohten GSTA 1-Expression korrespondieren (sieche Abb.
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[5.T1). Die SPI-Diit verursacht bei einzelnen Tieren augenscheinlich eine verstérk-
te unterdurchschnittliche Methylierung der CpG-Stellen, im Vergleich zu CAS-
gefiitterten Tieren, was mit einer signifikant erhohten GSTA I -Transkription ein-
hergeht.

In einem Modell (siehe Abb.[5.12), in dem die Gesamtmethylierung des GSTAI -
Promotorbereiches von [-1812 bis -1] aller Tiere beider Fiitterungsgruppen mit
der GSTA1-Expression in Beziehung gesetzt ist, wird gezeigt, dass die Gesamt-
methylierung mit der Expression signifikant korreliert (B = 0,85). Gibt es mehr
unterdurchschnittlich als tiberdurchschnittlich methylierte CpGs (Qpn < 1), steigt
die Expression exponentiell an. In der SPI-Gruppe ist der Anteil an Tieren mit
einer unterdurchschnittlichen CpG-Methylierung im Vergleich zur CAS-Gruppe
erhoht. Vier von sieben Tieren zeigen eine unterdurchschnittliche Methylierung
des untersuchten Promotorbereiches, was signifikant mit der gesteigerten he-
patischen GSTAI-Transkriptionsrate (3900 bis 8800 Kopien/10 ng RNA) kor-
reliert. Dies zeigt den individuellen Einfluss der SPI-Diit auf eine verstirkte
GSTA1-Expression im Zusammenhang mit einer unterdurchschnittlichen Methy-
lierung des untersuchten Promotorbereiches. Die erhohten hepatischen GSTA I -
Transkriptionsraten sind damit nicht auf eine signifikante Reduzierung der Me-
thylierung einzelner CpG-Stellen zuriickzufiihren, sondern auf eine geringfiigig
verringerte, unterdurchschnittliche Methylierungsrate aller CpG-Stellen innerhalb
des untersuchten Promotorbereiches. Dies korrespondiert mit Ergebnissen die zei-
gen, dass der Methylierungsstatus der einzelnen CpG-Stellen, durch die vielfa-
chen Zellgenerationen infolge der Methylierungs-Aufrechterhaltungsfunktion der
DNMT1 stabil ist [125]].

Die hier festgestellte signifikante Demethylierung von an der Genregulation
beteiligten CpG-Inseln der hepatischen Gesamt-DNA sowie die Verringerung
des Gesamt-Methylierungsstatus des GSTA1-Promotors, der mit der erhohten
GSTA1-Expression korreliert, zeigt die Beteiligung der DNA-Methylierung an
der didtabhédngigen Expressionsregulation, was sie zu einem molekularen Mecha-
nismus fiir persistente Transkriptionsveridnderungen macht (siche Abb.[6.2).

Der ausgeprigte Mangel an Methionin, dem Methylgruppendonator fiir S-Adeno-
sylmethionin (SAM) (sieche Abb. [2.6), in der SPI-Diiit, ist eine wahrscheinliche
Ursache fiir die festgestellte Demethylierung hepatischer genomischer DNA so-
wie der unterdurchschnittlichen Gesamtmethylierung im sequenzierten GSTA1I -
Promotorbereich infolge der SPI-Diit. In zahlreichen Arbeiten wird gezeigt, dass
ein Mangel an Methionin in der zugefiihrten Nahrung am Gen-Demethylierungs-
mechanismus beteiligt ist, was zu Verdnderungen in der Genexpression fiihrt
[255, 259] 313, [314] (siehe auch Abschnitt [2.2.4). Eine verabreichte Methio-
ninmangeldiét fiihrte zu einer CpG-Stellen-Demethylierung und Aufregulierung
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Abb. 6.2: DNA-Methylierung - ein potentieller Mechanismus fiir persistent gesteiger-
te Transkriptniveaus von Genen der oxidativen Stressantwort
Als moglicher molekularer Mechanismus fiir die erhohten Transkriptniveaus
der Gene der oxidativen Stressantwort in der Leber beim Schwein kann die
DNA-Methylierung in Betracht gezogen werden. Direkt nach der Fiitterung der
SPI-Didt kommt es, im Vergleich zur CAS-Kontrollgruppe, zu einer signifikan-
ten Demethylierung von an der Genregulation beteiligten CpG-Inseln in der
hepatischen Gesamt-DNA, was mit einer Induktion der Genexpression assozi-
iert ist. Weiterhin fiihrt die SPI-Diit im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer
geringfiigigen Abnahme der CpG-Gesamtmethylierung im GSTA /-Promotor [-
1812 bis -1], einem Gen der oxidativen Stressantwort, was signifikant mit der
erhohten GSTA1-Expression korreliert.
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von in der Leber exprimierten Genen, die an der Wachstumsregulierung betei-
ligt sind [255]. DNA-Demethylierungen infolge von Methioninmangel steht eben-
falls in Verbindung mit einer Aktivierung von Genen, die bei der Entstehung von
Krebs, Karzinomen und Tumoren, unter anderem in der Leber, eine Rolle spielen
(320, 321} 1322, 1323), 1324, 325]]. Der Methioninmangel der SPI-Diét konnte die si-
gnifikante Verringerung der DNMT 1-Transkriptionsraten bei den SPI-gefiitterten
Schweinen bewirken. Methioninmangel fiihrt unter zellularem Stress zu einer Ver-
ringerung der DNMT 1-Aktivitit [326].

Das signifikant niedrigere hepatische DNMT1-Transkriptniveau von permanent
SPI-gefiitterten Schweinen, im Vergleich zu CAS-gefiitterten Schweinen (276,6 +
169,63 gegen 1194,1 + 669,39 Kopienzahl/ug RNA; P < 0,004) (siche Abb.
[5.13)), konnte der generelle Grund fiir die leichte Verringerung der CpG-Gesamt-
methylierung im untersuchten regulatorischen Bereich sein, moglicherweise
durch die Beeinflussung der Methylierungsaufrechterhaltung der DNMT]1 [126],
was jedoch nicht den tierspezifischen Einfluss erklért. Alle Tiere der SPI-Gruppe
zeigen im Vergleich zur CAS-Gruppe eine erniedrigte DNMT1-Transkription,
aber nicht alle Tiere der SPI-Gruppe reagieren im Vergleich zur CAS-Gruppe mit
einer Demethylierung der untersuchten CpG-Stellen. Aulerdem konnte kein di-
rekter Zusammenhang zwischen der DNMT1-Transkriptionsrate und dem erhoh-
ten Expressionsniveau von GSTAI in SPI-gefiitterten Tieren festgestellt werden.
Wahrscheinlich gibt es derzeit unbekannte Komponenten fiir den Methylierungs-
Aufrechterhaltungsprozess, wie z.B. Faktoren, die den Zugang der DNMT1 zu
spezifischen chromosomalen Regionen beeinflussen. Bei Maus und Mensch wird
gezeigt, dass fiir die Gewihrleistung einer ungestort ablaufenden Methylierung
auch andere Faktoren gebraucht werden: Mutationen in den humanen ATRX
[327]] und murinen Lsh2-Genen [328]], welche beide fiir verwandte Proteine des
Chromatin Remodelling Protein SNF2 kodieren, fithren zu signifikanten Effekten
auf das globale DNA-Methylierungsmuster.

Eine Regulation der GSTA I -Transkription iiber Amino Acid Response Elements
(AARE) ist im hier sequenzierten Promotorbereich [-1812 bis -1] nicht zu erken-
nen. AARE sind Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren, die durch das Fehlen
von Aminosduren aktiviert werden. Die SPI-Diidt hat einen ausgeprigten Man-
gel an Methionin und eine leicht verringerte Konzentration an Histidin (sie-
he Abb. 4.1 S. B2). Der Mangel an Methionin, Histidin, Asparagin sowie Cy-
stein kann zur Initiierung eines spezifischen Signalweges fiihren, der ein AARE-
Bindeprotein aktiviert. Die Anlagerung des AARE-Bindeprotein an das AARE
verstarkt die Transkription des entsprechenden Gens [31]. Die Untersuchung der
AARE in verschiedenen Genen zeigt, dass es eine Core-Sequenz mit der Nu-
kleotidfolge CATCA gibt [31} 329) 1330, 331]]. Die Analyse des sequenzierten
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GSTA1-Promotorbereiches erbrachte keine Ubereinstimmung mit der Sequenz
des AARE-Elementes.

Innerhalb des untersuchten Promotorbereiches unterscheiden sich die Methylie-
rungsraten der CpG-Stellen zum Teil erheblich (siehe Abb. [5.7), sie schwanken
zwischen 6 % und 82 %. Der proximale Promotorbereich von [-780 bis -243] ist
im Vergleich zum nachfolgenden Bereich hypomethyliert. Die Methylierungsrate
liegt bei acht von neun CpGs unter 50 %. Die Hypomethylierung dieses Bereiches
weist auf dessen wichtige Bedeutung bei der hepatischen GSTA1-Expression hin,
weil die Demethylierung von regulatorischen DNA-Bereichen in Zusammenhang
mit Expressionsaktivierung steht.

Die prozentualen Standardabweichungen [S %] (siehe Abb. zeigen, dass die
Methylierungsraten der meisten demethylierten CpG-Stellen stirker variieren, als
die der CpGs, deren Methylierungsraten iiber 50 % liegen. Ein Hinweis auf deren
Funktionalitét bei der GSTA1-Expression.

Tatsdchlich befindet sich der grofte Anteil der CpGs, deren Methylierungsver-
halten mit der GSTA1-Expression korreliert (r > + 0,6), im hypomethylierten
Bereich von [-780 bis -243] (sieche Abb. [5.10). Hier befinden sich die CpGs
14-17, fiir die es Hinweise gibt, dass sie an der GSTA1-Grundexpression betei-
ligt sind. Die Uberpriifung der Korrelation mit der GSTA1-Expression, mittels
FDR-Analyse, bestitigt den signifikanten Zusammenhang zwischen dem Methy-
lierungsstatus der CpGs 14-17 und der GSTA1-Expression. Dieser Zusammen-
hang ist nicht fiitterungsabhéngig (q = 0,09), was darauf hindeutet, dass sie an der
GSTA1-Grundexpression beteiligt sind.

Dies wird auch im Zusammenhang mit der Clusteranalyse deutlich (siehe Abb.
, die die Ahnlichkeiten der CpG-Stellen hinsichtlich des Methylierungsverhal-
tens darstellt. Die CpGs 14-17 befinden sich in konservierter Position in beiden
Fiitterungsgruppen im Cluster 1.1. In diesem Cluster befinden sich die meisten
CpG-Stellen dessen Methylierungsverhalten mit der GSTA1-Expression korrelie-
ren. In der SPI-Gruppe befinden sich die CpGs 7, 13 und 21 im Cluster 1.1, die
auch hier mit der GSTA1-Expression korrelieren. Die FDR-Analyse konnte die
Korrelation nicht bestéitigen, was moglicherweise am zu geringen Stichproben-
umfang liegt. Da sie sich aber wie die Positionen 14-17 verhalten, kann davon
ausgegangen werden, dass sie an der Expressionsregulation beteiligt sind, und in
der SPI-Gruppe zur Steigerung der GSTA1-Expression beitragen.

Neben dem hypomethylierten proximalen Promotorbereich scheinen auch einzel-
ne CpG-Stellen aus der hypermethylierten Promotorregion fiir die GSTA1-Ex-
pressionsregulation von Bedeutung zu sein. In der CAS-Gruppe ist das das CpG 5
und in der SPI-Gruppe CpG 7. Beide korrelieren mit der Expression und sind im
Cluster 1.1 der jeweiligen Fiitterungsgruppe angesiedelt.
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Bis auf eine Ausnahme korreliert die Methylierung der sich im Cluster 1.1 be-
findenden CpGs negativ mit der GSTA1-Expression. Die Analyse hinsichtlich po-
tentieller Transkriptionsfaktoren zeigt, dass sie sich innerhalb der Bindesequen-
zen regulatorischer Faktoren befinden (siche Abb. [5.10). Die Demethylierung der
CpG-Stellen fithrt moglicherweise zur effizienteren Bindung der Transkriptions-
faktoren, wie es in der Literatur beschrieben wird [33} [34} 1226 [227]]. Eine Aus-
nahme ist CpG 21, dessen Methylierung positiv mit der Expression korreliert.
Sie ist mit der Bindesequenz des potentiellen Transkriptionsfaktoren Repressor
of CARI-Faktor belegt. Dieser Faktor ist bekannt als Repressor des Arginase-
Gens bei Saccharomyces cerevisiae. Die Sequenz des Repressors ist eine ubiqui-
tare Upstream Repression Sequence (URS) die vor Genen der Hefe, aber auch bei
einer Vielzahl anderer Spezies wie z.B. Mensch, Huhn sowie Viren gefunden wur-
de [332]. Die Deletion dieses Elementes resultiert in ein hohes Expressionsniveau
des CARI-Gens, ohne induzierende Faktoren [333]. Eine stirkere Methylierung
der CpG-Stelle 21 konnte eine Verringerung der Bindung dieses Repressors zur
Folge haben, wodurch moglicherweise die Expression der GSTA1 verstirkt wird.
Die CpGs 5, 13, 14 und 17 iiberlagern mit der Bindesequenz fiir den Transkrip-
tionsfaktor SP1 (Specificity Protein I). SP1 ist ein ubiquitdrer Transkriptionsfak-
tor, der fiir die Expressionsregulation vieler Gene in verschiedenen Geweben und
Zelltypen von grofler Bedeutung ist [334) 335,336, 1337]. In der Literatur gibt es
einige Hinweise darauf, dass SP1 eine Rolle bei der Expressionsregulation von
Glutathion-S-Transferasen spielt. Es wurde die Bindung von SP1 am humanen
GSTA1-Promotor festgestellt [338] sowie die Bedeutung von SP1 fiir die Expres-
sion der humanen GSTP1 [339] und der murinen GSTM2 [340]]. SP1 ist methylie-
rungssensitiv [341} 1342, 343]] und konnte deswegen im hypomethylierten Bereich
von [-780 bis -243] von Bedeutung sein. Moglicherweise ist SP1 hier an der Auf-
rechterhaltung des demethylierten Zustandes beteiligt. Das Ausschalten von SP1
durch Mutationen oder Deletionen zieht eine Methylierung von CpG-Bindestellen
nach sich und verhindert die Bindung von anderen methylierungssensitiven Tran-
skriptionsfaktoren an den Promotor [342, 344]. SP1 scheint eine Rolle bei der
Grundexpression aber auch bei der Transkriptionsverstirkung durch die SPI-Diét
eine Rolle zu spielen. Es bindet an die fiir die Grundexpression potentiell wichti-
gen CpGs 5, 14 und 17, aber auch an der CpG-Stelle 13, welche in der SPI-Gruppe
in das Cluster 1.1 iibergeht und hier mit der Expression korreliert.

Die CpG-Stelle 15, in der Position -732, ist im Mittelwert nur zu 6 % methyliert.
Die Methylierungsstelle 15 iiberlagert mit der potentiellen Bindestelle fiir den
Transkriptionsfaktor USF (Upstream Response Element). USF wurde als Tran-
skriptionsfaktor bei Genen des Cholesterol- und Fettsduremetabolismus beschrie-
ben. Verdnderungen in der USF-Aktivitdt, in Verbindung mit dem Cholesterol-
und Fettsduremetabolismus, trigt zum metabolischen Syndrom bei [345] 346].
USF wird durch die MAP-Kinase p38 durch Phosphorilierung aktiviert. [347].
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Die Kinase p38 wiederum wird durch Stress wie oxidativen Stress induziert
[348., 1349, 350, 351]]. Auf Grund der Induzierbarkeit des Transkriptionsfaktors
USF durch oxidativen Stress, ist er ein moglicher regulatorischer Faktor fiir die
GSTA I -Transkription, von der gezeigt wird, dass sie durch oxidativen Stress in-
duzierbar ist [25]]. Die Notwendigkeit von USF fiir die GSTA1-Expression wiirde
die starke Demethylierung der CpG-Stelle 15 erkléren.

Auf der CpG-Stelle 7 im hypermethylierten Bereich, befindet sich die potentiel-
le Bindestelle fiir den Glukokortikoidrezeptor (GR). GR spielt eine Rolle bei der
Aktivierung von antiinflammatorischen Genen, zu denen auch die Gene der oxi-
dativen Stressantwort zdhlen [352]. Die Aktivierung des GR erfolgt durch Glu-
kokortikoide, die einer Entziindungsreaktion entgegenwirken. Der aktivierte GR
wandert in den Nukleus und bindet dort an der sogenannten GRE (Glukokorti-
koid Response Element) -Region im Promotor. Dies fiihrt zur Rekrutierung und
Aktivierung von Coaktivatoren mit Histonacetylierungsaktivitit [353, 354]. Die
Acetylierung der Histone fiihrt zur Auflockerung der Chromatinstruktur, was die
Bindung von anderen Transkriptionsfaktoren ermoglicht, wodurch die Transkrip-
tion angeschaltet bzw. verstédrkt wird [355]]. Das Erscheinen von CpG 7 im Cluster
1.1 der SPI-Gruppe (welches mit der Expression in Verbindung steht) sowie der
hohen Korrelation mit der Expression deutet darauf hin, das die Bindung von GR
fiir eine verstirkte Transkription notwendig ist.

Im hypomethylierten Bereich des GSTA I-Promotors [-780 bis -243], aullerhalb
der CpG-Methylierungsstellen, gibt es mogliche Bindesequenzen fiir Transkripti-
onsfaktoren, die in der Literatur als potentielle Regulatoren fiir die Glutathion-S-
Transferase-Expression diskutiert werden. In Betracht gezogen werden die Tran-
skriptionsfaktoren AP1 (Activating protein-1), NF-xB (Nuclear factor xB) und
SP1 [338,1356]].

Im humanen GSTA I-Gen konnte die Bindung von SP1 an seine Bindestelle in der
Position -52 nachgewiesen werden [356]. Ebenso die SP1-vermittelte Aktivierung
der humanen GSTP1 (ein verwandtes Protein der GSTA1), durch die Bindung an
der Position [-57 bis -49] [339]]. Eine SP1-Bindestelle in der Position -56 ist auch
im untersuchten porcinen GSTAI-Promotor zu finden. Moglicherweise triagt sie
hier zur Expressionsregulation bei.

Eine regulatorische Aktivitit des Transkriptionsfaktors AP1 mit der Bindungsse-
quenz in Position [-75 bis -65] wurde beim humanen GSTPI-Gen gezeigt [357].
Eine AP1-Erkennungssequenz in der Position [-75 bis -65], ist auch in dem hier
untersuchten porcinen GSTA I -Gen zu finden. Damit kann eine regulatorische Ak-
tivitdt von AP1 fiir die Expression der porcinen GSTA1 in Betracht gezogen wer-
den. API1 ist ein ubiquitires regulatorisches Protein, welches die Transkription
von Genen als Antwort auf Stimuli aus der Umwelt aktiviert [358]].

Weiterhin wird in der Literatur eine Funktion des Transkriptionsfaktors NF-
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xB bei der Glutathion-S-Transferase-Expression beschrieben [358]. Im porcinen
GSTA1-Promotor gibt es im hypomethylierten Bereich eine Bindestelle fiir NFxB
in der Position [-359 bis -350]. NF-xB wird infolge zellulédrer Stressbedingungen
aktiviert [203,359,1360] und ist ein Transkriptionsfaktor der eine Vielzahl von Ge-
nen reguliert, die an der Steuerung von immunologischen und inflammatorischen
Prozessen beteiligt sind [361]].

Von den Transkriptionsfaktoren AP1 und NF-<B gibt es zahlreiche Studien die
zeigen, dass sie durch oxidativen Stress induziert werden [362, 363, 364, 365,
366, 367]]. Damit wird die Annahme verstirkt, dass AP1 und NF-xB an der In-
duktion der porcinen GSTA 1-Expression durch oxidativen Stress beteiligt sind.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob eine voriibergehende Fiitterung
einer Didt mit unausgewogenem Aminosduremuster (Soja Protein Isolat, SPI), im
Vergleich zu einer Didt mit ausgewogenem Aminosduregehalt (Casein, CAS), zu
langanhaltenden Effekten auf die oxidative Stressantwort fithrt und ob dies mit
Verinderungen in der hepatischen Genexpression und verdndertem Wachstum in
juvenilen Schweinen assoziiert ist. Eine andauernde erhohte oxidative Stressreak-
tion, verursacht durch die temporire SPI-Diit, ist ein moglicher molekularer Me-
chanismus fiir eine andauernde didtinduzierte Beeintrichtigung des Wachstums
in heranwachsenden Schweinen. Dariiber hinaus wurde die DNA-Methylierung
als moglicher Mechanismus einer langanhaltend veridnderten Genexpression un-
tersucht.

Die Persistenz der mit dem oxidativen Stress assoziierten Expression von Ge-
nen der oxidativen Stressantwort und der Wachstumsentwicklung wurde an her-
anwachsenden Schweinen untersucht, die vier Wochen lang mit der SPI-Diét
gefiittert wurden (78.-106. Lebenstag) und anschlieBend die vierwochige CAS-
Vollwertdiét erhalten haben (106.-133. Lebenstag). Die Kontrollgruppe bekam
ausschlieBlich die CAS-Diit. Die Analyse der Transkriptionsraten mittels Echtzeit
RT-PCR zeigte, dass die temporire Fiitterung der SPI-Diit, im Vergleich zur CAS-
Diit, zu langanhaltenden Aufregulationen von Genen der oxidativen Stressant-
wort fiihrt (Glutathion-S-Transferase A1, GSTAI; Methionin-Sulfoxid-Reduktase
A, MSRA; Calnexin, CANX; Hitzeschock-Transkriptionsfaktor 1, HSF1; Organi-
sches Anionentransport-Polypeptid 2, OATP2).

Die andauernden erhohten Transkriptionsraten der untersuchten Gene der oxida-
tiven Stressantwort korrelierten signifikant mit der hier beobachteten persistent
verminderten Korpermasseentwicklung der temporidr SPI-gefiitterten Schweine.
Die hepatischen Transkriptionsniveaus von Genen der oxidativen Stressantwort
(GSTAI, MSRA, CANX, HSF1, OATP2) sind negativ mit dem Korpergewicht der
heranwachsenden Schweine korreliert (r = -0,49 bis -0,82; P < 0,05). Damit wurde
die anhaltende oxidative Stressreaktion als ein molekularer Mechanismus fiir eine
SPI-didtassoziierte Wachstumsminderung bei juvenilen Schweinen identifiziert.



110 7. Zusammenfassung

Eine mogliche molekulare Ursache der langanhaltenden diédtassoziierten Verdnde-
rungen der Expression der in den oxidativen Stress involvierten Gene ist die DNA-
Methylierung. Eine DNA-Demethylierung in den Promotoren ist mit gesteiger-
ter Genexpression assoziiert. Die Methylierung der gesamten hepatischen DNA
und die hepatische Methylierung von CpG-Dinukleotiden innerhalb des GSTA -
Promotorbereiches erfolgte an juvenilen Schweinen, die direkt im Anschluss an
eine vierwochige SPI-Diit (78.-106. Lebenstag) geschlachtet wurden. Die Kon-
trollgruppe erhielt ausschlieBlich die CAS-Diit.

Die gesamte hepatische DNA-Methylierung von CpG-Inseln, die mit der Cytosin
Extension-Methode durch den Einsatz des methylierungssensitiven Restriktions-
enzyms BssHII und anschlieBendem auffiillen mit [3H]dCTP untersucht wurde,
war in den SPI-gefiitterten juvenilen Schweinen signifikant niedriger als in der
Kontrollgruppe (1327,1 £ 169,75 dpm gegen 1208,0 £81,51 dpm, P < 0,0006).
Dies weist auf eine SPI-induzierte DNA-Demethylierung und auf die Methylie-
rung als molekularen Mechanismus langanhaltender Verdnderungen der hepati-
schen Genexpression hin.

Fiir die Untersuchung, ob die DNA-Methylierung mit der oxidativen Stressant-
wort assoziiert ist, wurden die Methylierungsraten von 21 CpG-Stellen im Pro-
motorbereich [-1812 bis -1] der porcinen GSTAI, einem Indikatorgen der oxi-
dativen Stressantwort, untersucht. Die Bestimmung der CpG-Methylierung er-
folgte liber eine Messung des Anteils von zu Thymin konvertierten nichtme-
thylierten Cytosinresten PCR-amplifizierter bisulfitbehandelter DNA mit der Py-
rosequenzierung™. Die Analyse der Daten ergab, dass die erhohte hepatische
Transkriptionsrate der GSTAI infolge der SPI-Diit nicht auf eine signifikant re-
duzierte Methylierung einzelner CpG-Methylierungsstellen zuriickzufiihren ist,
sondern auf eine geringfiigig verminderte Gesamtmethylierung aller CpG-Orte
innerhalb der GSTAI-Promotorregion [-1812 bis -1]. Die Anzahl unterdurch-
schnittlich methylierter CpG-Orte des GSTA I-Promotors sind hoch signifikant mit
dem hepatischen GSTA I-Transkriptionsniveau korreliert (B = 0,85). Damit konn-
te die DNA-Methylierung als molekularer Mechanismus langanhaltender Diét-
assoziierter Verdnderungen der Genexpression wahrscheinlich gemacht werden.

Das signifikant verringerte hepatische DNMTI-Transkriptionsniveau der SPI-
Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe (276,6 + 169,63 gegen 1194,1 + 669,39
Kopien/ug RNA; P < 0,004), welches tiber Echtzeit RT-PCR ermittelt wurde, weist
darauf hin, dass das verminderte DNMT 1-Transkriptionsniveau eine notwendige
Voraussetzung fiir die Abnahme der DNA-Methylierung darstellt, aber nicht die
tierspezischen Unterschiede erklért. Eine direkte Korrelation der stark verminder-
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ten DNMT1-Transkriptionsniveaus bei den SPI-gefiitterten Tieren mit der erhoh-
ten GSTA I-Expression konnte nicht festgestellt werden. Moglicherweise spielen
zusitzliche Faktoren eine Rolle, die den Zugang der DNMT1 an spezifische chro-
mosomale Regionen beeinflussen konnen.

Wir vermuten, dass der ausgeprigte Methioninmangel der SPI-Diét (mehr als
50 % methioninreduziert im Vergleich zur CAS-Diét) die mogliche Ursache fiir
die hier beobachtete SPI-bedingte persistent verdnderte hepatische Expression von
Genen der oxidativen Stressantwort in heranwachsenden Schweinen ist. Methio-
nin ist der Vorldufer von S-Adenosylmethionin (SAM), dem generellen biologi-
schen Methyldonator. DNA-Hypomethylierung von CpG-Dinukleotiden, die ver-
mutlich durch eine reduzierte Konzentration an S-Adenosylmethionin hervorge-
rufen werden, konnen zu Verdnderungen in der Genexpression fiithren, ohne die
Primirsequenz der DNA zu verédndern.
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8. SUMMARY

The present study was conducted to study whether a temporary consumption of
a soy protein isolate (SPI) based diet as compared to a casein (CAS) based diet
results in persistent effects on oxidative stress response and wether these alterati-
ons are associated with changes in hepatic gene expression patterns and growth in
juvenile pigs. The SPI diet is characterized by an imbalanced amino acid pattern,
the CAS control diet has a balanced amino acid composition. A raised oxidati-
ve stress reaction as a result of the temporary SPI diet is a possible mechanism
for a prolonged diet-induced growth retardation in juvenile pigs. Furthermore, the
DNA methylation was investigated as a possible mechanism for persistent chan-
ges in gene expression.

The persistence of oxidative stress associated hepatic gene expression and grow-
th was investigated in growing pigs upon temporary consumption of the SPI diet
for four weeks (at age 78-106 days) and subsequent switch-back to CAS diet
(at age 106-133 days). At age 133 days the pigs were killed. The control ani-
mals were chronically fed CAS diet. Transcription analysis by real time RT-PCR
showed that temporary feeding of SPI diet to growing pigs resulted in prolon-
ged up-regulation of genes involved in oxidative stress response (glutathione-
S-transferase Al, GSTAI; methionine-sulfoxide-reductase A, MSRA; calnexin,
CANX; heat shock transcription factor 1, HSF'/; organic anion transport polypep-
tide 2, OATP2) as compared to the CAS diet.

The persistent diet associated elevation of oxidative stress response was signi-
ficantly associated with growth retardation observed here. Hepatic transcript le-
vels of the genes involved in oxidative stress response (GSTAI, MSRA, CANX,
HSF1,0ATP2) were negatively correlated with body weight in growing pigs (r =
- 0,49 to -0,82; P < 0,05). These findings identified the SPI diet associated pro-
longed oxidative stress response as a molecular mechanism of persistent growth
retardation in juvenile pigs.

DNA methylation is a possible mechanism for diet associated persistent altera-
tions of hepatic expressions of genes involved in oxidative stress response. In pro-
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motor regions DNA methylation is negative correlated with gene expression. The
entire hepatic DNA methylation and hepatic methylation of cytosine sites in CpG
dinucleotides within the [-1812 to -1] GSTAI promotor region was investigated in
growing pigs, which were fed the SPI diet for four weeks (at age 78-106 days),
after this the pigs were killed. The control animals were chronically fed CAS diet.

The entire hepatic DNA methylation of CpG islands studied by the “cytosine ex-
tension method* using the methylation sensitive restriction enzyme BssHII, was
significant lower in SPI fed animals according to the significantly higher mean
[3H]dCTP incorporation in BssHII digested DNA of pigs fed the SPI diet in com-
parison with CAS fed animals (1327,1 + 169,75 dpm to 1208,0 £ 81,51 dpm,
P < 0,0006). These indicates a SPI induced DNA demethylation and DNA me-
thylation as a possible mechanism of prolonged changes in hepatic gene expressi-
on.

To study DNA methylation associated with oxidative stress response we have
quantified methylation rate (proportion of C residues of quantified T and C re-
sidues) at 21 CpG sites within the porcine GSTAI promotor region [-1812 to -
1] by quantitave methyl-single nucleotide analysis with Pyrosequencing™ after
bisulphite PCR. Statistical analysis of the individual CpG site methylation rate
reveal that increased hepatic transcript levels are not due to significantly redu-
ced methylation rate of distinct CpG sites, but to insignificantly decreased predo-
minantly below-average methylation rates of all CpG-sites within the [-1812 to
-1] GSTAI promotor region. The number of below-average methylated CpG si-
tes is significant correlated with GSTAI transcription (B = 0,80). This reveals the
DNA methylation as a potential molecular mechanism for diet associated persi-
stent changes in gene expression.

The significantly lower hepatic DNMT1 transcript level in pigs permanently fed
SPI diet in comparison to CAS fed pigs (276,6 £ 169,63 to 1194,1 + 669,39 co-
pys/ug RNA; P < 0,004) indicates the decreased DNMT transcript level as a con-
dition for DNA demethylation but it does not explain animal specific response.
There is no direct correlation between significant lowered DNMT1 transcription
levels and elevated GSTA1 expression rates in SPI fed animals. Likely, there are
other yet unknown components to the maintenance process as factors that modify
access of DNMT1 to specific chromosomal regions.

We assume that the deficient methionine supply due to the SPI diet (less than
half concentration of methionine as compared to the CAS diet) could explain the
observed hepatic long term gene expression alterations in growing pigs. Methio-
nine is the precursor for S-adenosylmethionine (SAM), the principal biological
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methyl donor. Hypomethylation of DNA, as suggested by a reduced concentra-
tion of S-adenosylmethionine, at cytosine sites in CpG dinucleotides can lead to
changes in gene expression and function without altering the primary sequence of
DNA.
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ANHANG






A. BEZUGSQUELLEN

A.l1 Gerite
Zentrifugen
Zentrifuge 5417 C mit dem F 45-30-11 Festwinkelrotor 45 Grad (EPPENDOREF,
Hamburg);

Mikrozentrifuge mit dem 12 x 1,5 ml Rotor (DENVER INSTRUMENT COMPA-
NY, Arvada, Colorado, USA);

J2 HS-Beckmann Kiihlzentrifuge mit dem Rotor JA14 und JA 20 (BECKMANN,
Miinchen);

Gelelektrophoresekammern

Horizontalelektrophoresekammer D3 (AGS, Heidelberg);
Vertikalelektrophoresekammer Macrophor sequencing system (PHARMACIA
BIOTECH, Uppsala, Schweden);

Elektrophoresestromquelle

Gene Power Supply GPS 200/400 (PHARMACIA BIOTECH, Uppsala, Schwe-
den);

GP 251 D (SEBIA, Paris, Frankreich)

Vortexer
Vortex Genie 2TM G 560 E (SCIENTIFIC INDUSTRIES, Bohemia, USA)

Thermo-Schiittler
Thermomixer 5436 (EPPENDOREF, Hamburg)

pH-Meter
Microprozessor pH-Meter pH 537 (WTW; Weilheim)

Kulturmediumschiittler
CERTOMAT®U (B.BRAUN BIOTECH INTERNATIONAL, Melsungen)
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PCR-Geriite
PCR express thermal cycler (HYBAID, Ashford, UK);
TRIO-Thermoblock TB 1 (BIOMETRA, Gottingen)

Spektralphotometer
GeneQuant RNA/DNA Calculator (PHARMACIA BIOTECH, Uppsala, Schwe-
den)

Sequenzierautomat
LICOR 4000L (MWG BIOTECH, Ebersberg);
Pyrosequencer™ -System (BIOTAGE, Uppsala, Schweden)

Wasserbider
Medingen W6 (Priifwerk Medingen, Medingen)

Magnetriihrer
OberflichenTemp.Heizplatte IKAMAG RET (JANKE und KUNKEL, Staufen)

UV-Tisch
TFP 20 M (Vilber Lourmat, Marne la Vallee, Frankreich)

Gelaufnahmetechnik
Gelprint 2000 I MWG-BIOTECH, Ebersberg)

A.2 Biologische Substanzen, Chemikalien, Losungen und Puftfer

Agarosegelelektrophorese

peq Gold Universal Agarose (PEQLAB, Erlangen);

10 x TAE-Puffer (48,46 g TRIS-Azetat (ROTH, Karlsruhe) 3,72 g EDTA (ROTH,
Karlsruhe) auf 1 1 Wasser auffiillen;

Essigsdure (ROTH, Karlsruhe);

Ethidiumbromid (SERVA, Heidelberg);

Ladepuffer [S0% Glyzerin (FLUKA, Deisenhofen) 0,1% Bromphenolblau (SER-
VA, Heidelberg) 20 mM EDTA (ROTH, Karlsruhe) 10 mM TRIS, pH 8,0 (ROTH,
Karlsruhe)]
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Isolierung von Nukleinsduren

RNA-Isolierung RNeasy Mini KIT® (QIAGEN)

Isolierung genomischer DNA Genomic KIT® (QIAGEN)

Isolierung von PAC-DNA QIAGEN®Large-Construct KIT (QIAGEN)
Isolierung von Plasmid-DNA QIAprep® Miniprep KIT (QIAGEN)

Klonierungen

Aufzuchtmedien

LB-Medium [172 mM NaCl; 1% Bacto-Trypton; 0,5% Hefeextrakt; ad Aqua bi-
destillata; alles autoklavieren] mit 25 g/l Ampicillin (ROTH, Karlsruhe);
LB-Platten (LB-Medium; 2% Selectagar; ad Aqua bidestillata; alles autoklavie-
ren) mit 25 g/l Ampicillin (ROTH, Karlsruhe);

SOC-Medium (STRATAGENE, Heidelberg)

Klonierung von DNA-Fragmenten:

pBluescript® II KS(+) Phagemid-Vektor (STRATAGENE, Heidelberg)
Restriktionsspaltung

Enzym-KITs (FERMENTAS)

DNA-Elution aus Agarose

QIAquick® Spin KIT (QIAGEN)

Ligation

T4 DNA Ligase Tested User Friendly™ KIT (USB)

Transformation

XL1-Blue Competente Cells KIT (STRATAGENE, Heidelberg)

Klonierung von PCR Fragmenten:

Vektor pPGEM® T-Easy (PROMEGA, Mannheim)
Ligation

pGEM® T-Easy-System (PROMEGA, Mannheim)
Transformation

Wirtszelle JIM109 (PROMEGA, Mannheim);
pGEM® T-Easy-System (PROMEGA, Mannheim)

Sequenzierung mit dem LICOR 4000L-System (MWG BIOTECH)

5’IRD-800-Primermarkierung (MWG BIOTECH, Ebersberg);
Thermo Sequenase™ Primer Cycle Sequencing KIT (AMERSHAM BIOS-
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CIENCES);

DMSO (GIBCO, Karlsruhe);

PAA-Gel

Long Ranger Gel Solution (FMC BioProducts, Maine USA)

Harnstoff (SIGMA, Taufkirchen);

10 x TBE [108 g TRIS (ROTH, Karlsruhe), 55 g Borsidure (GIBCO, Karlsruhe)
40 ml 0,5 M EDTA (ROTH, Karlsruhe) auf 1 L. ddH,O auffiillen];

DMSO (GIBCO, Karlsruhe);

APS (Ammoniumpersulfat) (SERVA, Heidelberg);

TEMED (N,N,Ng,Ng-Tetramethylethylendiamin) (BIORAD, Miinchen)

Quantitative Real-Time-PCR mit dem LightCycler® von ROCHE

Erstellen externer Standardkurven

Vektor pUC18 (AMERSHAM BIOSCIENCES);

Restriktionsenzym XMN I (10U/ ul) (MBI FERMENTAS);

Puffer II (50 mM NaCl (ROTH, Karlsruhe), 10 mM Tris (ROTH, Karlsruhe), 10
mM MgCl, (BOEHRINGER, Mannheim), 1 mM DTT (Dithiotreitol) (BOEH-
RINGER, Mannheim);

BSA (100 mg/ml, (MBI FERMENTAS);

Reverse Transkriptions (RT)-Reaktion

M-MLV Reverse Transcriptase (PROMEGA, Mannheim);

M-MLYV 5 x Reaktionspuffer (PROMEGA, Mannheim);

dATP (10 mM) (PROMEGA, Mannheim);

dCTP (10 mM) (PROMEGA, Mannheim);

dGTP (10 mM) (PROMEGA, Mannheim);

dTTP (10 mM) (PROMEGA, Mannheim);

rRNasin® Ribonuclease Inhibitor (PROMEGA, Mannheim);
Oligo(dT)-downstream- Primer (ARK SCIENTIFIC, Darmstadt);

LightCycler® PCR-Amplifikation

LightCycler - FastStart DNA Master SYBR Green I KIT (ROCHE);

MgCl; (25 mM) (ROCHE)

5°-Prime Race

GeneRacer™KIT (INVITROGEN)



Single Nucleotide Extension

Restriktionsenzyme (MBI FERMENTAS);

[3H]dCTP in Form von Deoxycytidine 5 ‘-tri-phosphate tetrasodium salt, [5,53H]

mit einer spezifischen Aktivitit von 60 Ci/mmol (NEN LIFE SCIENCE PRO-
DUCTS);

AmpliTag® DNA-Polymerase KIT (APPLIED BIOSYSTEMS);

Whatman® chromatography paper, ion exchange (DE81 23mm) (SIGMA-ALDRICH,
Steinheim);

Natriumdihydrogenphosphat (Na,HPO,) (SIGMA-ALDRICH, Steinheim);

Rotiszint mini® (ROTH, Karlsruhe)

Bestimmung der Methylierungsrate von CpG-Orten in bisulfitmodifizierter
genomischer DNA

Natriumhydroxid (NaOH) (ROTH, Karlsruhe);

Natriumbisulfit (Na;S205) (SIGMA, Taufkirchen);

Hydrochinon (C¢HgO2) (SIGMA, Taufkirchen);

Mineralol (SIGMA, Taufkirchen);

Geneclean®KIT (QBIOGENE);

Ammoniumacetat (CH3COONH,) (ROTH, Karlsruhe);

99% Ethanol (WALTER, Kiel);

Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)(ROTH, Karlsruhe);

AmpliTaq Gold® Polymerase KIT (APPLIED BIOSYSTEMS);

Streptavidin Sepharose™High Performance KIT (AMERSHAM BIOSCIENCES)
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