
Aus dem Institut für Anatomie und Zellbiologie 

der Medizinischen Fakultät der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 

Direktor: Prof. Dr. med. Dr. agr. Bernd Fischer 

Fettstoffwechsel in Blastozysten adipöser und nicht -adipöser Mäuse 

Dissertation 

zur Erlangung des akademischen Grades 

Doktor der Medizin (Dr. med.) 

vorgelegt 

der Medizinischen Fakultät 

der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 

  

von 

Cornelia Alice Irene Königsdorf 

geboren am 23.10.1984 in Hanau 

Gutachter: 1. Herr Prof. Dr. med. Dr. agr. Bernd Fischer 

  2. Herr Prof. Dr. med. Blüher 

  3. Frau Prof. Dr. habil. oec. troph. Stangl 

Datum der Verteidigung: 11.10.2011 



Referat 

Adipositas als Teil des Symptomenkomplexes „Metabolisches Syndrom“ rückt neben 

seinen immensen medizinischen und ökonomischen Problemen und Implikationen 

immer mehr unter dem Aspekt Fruchtbarkeit, Fortpflanzung und metabolische 

Programmierung von Nachkommen übergewichtiger Frauen in den Mittelpunkt 

wissenschaftlichen und gesellschaftspolitischen Interesses. 

Die vorliegende Arbeit dient der Untersuchung des Fettstoffwechsels in 

Präimplantationsembryonen und frühester Veränderungen des Fettstoffwechsels in 

Blastozysten von adipösen NZO- und normalgewichtigen C57Bl/6-Mäusen, die am Tag 

3,5 der Entwicklung, kurz vor Beginn der Implantation, gewonnen und untersucht 

wurden. Zunächst wurde dazu die cDNA der Blastozysten mittels der Polymerase-

Ketten-Reaktion qualitativ auf das Vorhandensein verschiedener Marker des anabolen 

und katabolen Lipidmetabolismus, der Cholesterolsynthese und des 

Fettsäuretransportes hin untersucht. Qualitativ ergab sich lediglich ein Unterschied 

zwischen beiden Mausstämmen im Fehlen des Retinoid-X-Rezeptors gamma in 

Blastozysten des NZO-Mausstammes. 

Im nächsten Schritt wurden die Marker semiquantitativ mittels densitometrischer 

Messungen der PCR-Banden verglichen. Hierbei zeigten sich bei dem 

Fettsäuretransportprotein FATP4 und der Fettsäure-Synthase  auf Transkriptionsebene 

sowie in der Regulation der Cholesterolsynthese Unterschiede zwischen beiden 

Mausstämmen, die in ihrer Zusammenschau Hinweise auf metabolische 

Veränderungen schon in diesem frühen Stadium der Entwicklung bei Adipositas der 

Mutter und damit eine metabolische „Fehlprogrammierung“ geben. 

Königsdorf, Cornelia Alice Irene: Fettstoffwechsel in Blastozysten adipöser und nicht- 
adipöser Mäuse, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2011 



__________________________________________Inhalt

                                                                                                                           I     

Inhalt

1 EINLEITUNG .................................................................................................... 1 

1.1 Hintergrund..................................... ................................................................ 1

1.2 Tiermodelle ..................................... ................................................................ 2

1.2.1 NZO.............................................................................................................. 2 

1.2.2 C57Bl/6......................................................................................................... 4 

1.3 Charakterisierung der untersuchten Parameter .... ....................................... 4

1.3.1 Anabole und katabole Marker des Lipidmetabolismus und der 

Glukoneogenese in Blastozysten.............................................................................. 4 

1.3.2 FATPs, ACS und CD36 ................................................................................ 6 

1.3.3 PPAR/RXR ................................................................................................... 7 

1.3.4 FABPs .........................................................................................................11 

1.3.5 SREBP/INSIG und HMG-CoA-Reduktase/LDL-Rezeptor: Cholesterol- 

Metabolismus ..........................................................................................................12 

1.3.6 Perilipin/Adipophilin......................................................................................13 

1.4 Zielstellung.................................... .................................................................15

2 MATERIAL UND METHODEN .......................................................................... 16 

2.1 Versuchstiere und Blastozystengewinnung ......... .......................................16

2.1.1 Versuchstiere...............................................................................................16 

2.1.2 Tierhaltung...................................................................................................16 

2.1.3 Hormonelle Stimulation der Mäuse ..............................................................16

2.1.4 Gewinnung der Blastozysten .......................................................................17 

2.2 cDNA-Gewinnung .................................. ........................................................17

2.2.1 RNA-Isolierung ............................................................................................17 

2.2.2 Umschreibung der RNA in cDNA (Reverse Transkriptase-Reaktion) ...........19 

2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)................. ...............................................20

2.4 Auftrennung von DNA/RNA durch Gelelektrophorese. ...............................21

2.5 Isolation der DNA-Banden aus Agarosegel und Gela ufreinigung..............22



__________________________________________Inhalt

                                                                                                                           II     

2.6 Sequenzierungs-PCR und Fällung der DNA .......... ......................................22

2.7 Densitometrische Quantifikation der PCR-Banden m it BIO-1D..................24

2.8 Materialien..................................... .................................................................24

2.8.1 Chemikalien.................................................................................................24 

2.8.2 Enzyme........................................................................................................26 

2.8.3 Oligonukleotide ............................................................................................26 

2.8.4 Geräte..........................................................................................................27 

2.8.5 Verbrauchsmaterialien .................................................................................27 

3 ERGEBNISSE ................................................................................................. 28 

3.1 Nachweis von Markern des  Lipidstoffwechsels und  der Glukoneogenese 

in Blastozysten (Tag 3,5) von NZO- und C57Bl/6-Mäus en......................................28

3.1.1 Qualitativer Nachweis mittels PCR...............................................................28 

3.1.2 Semiquantitativer Nachweis: Densitometrische Analyse der PCR-Banden ..28 

3.2 Nachweis der FATPs und der Acyl-CoA-Synthetase i n Blastozysten (Tag 

3,5) von NZO- und C57Bl/6-Mäusen ................... ......................................................29

3.2.1 Qualitativer Nachweis mittels PCR...............................................................29 

3.2.2 Semiquantitativer Nachweis: Densitometrische Analyse der PCR-Banden ..29 

3.3 Nachweis der PPARs, der RXRs und der Prostagland in-I 2-Synthase in 

Blastozysten (Tag 3,5) von NZO- und C57Bl/6-Mäusen . .........................................30

3.3.1 Qualitative Analyse mittels PCR...................................................................30 

3.3.2 Semiquantitativer Nachweis: Densitometrische Analyse der PCR-Banden ..31 

3.4 Nachweis von FABP1, 3 und 4 in Blastozysten (Tag  3,5) von NZO- und 

C57Bl/6-Mäusen ..................................... ...................................................................31

3.4.1 Qualitativer Nachweis mittels PCR...............................................................31 

3.4.2 Semiquantitativer Nachweis: Densitometrische Analyse der PCR-Banden ..31 

3.5 Nachweis von INSIG1/ 2, SREBP1/ 2, LDL-Rezeptor und HMG-CoA-

Reduktase in Blastozysten (Tag 3,5) von NZO- und C5 7Bl/6-Mäusen ...................31

3.5.1 Qualitativer Nachweis mittels PCR...............................................................31 

3.5.2 Semiquantitativer Nachweis: Densitometrische Analyse der PCR-Banden ..32 

3.6 Nachweis von Perilipin und Adipophilin in Blasto zysten (Tag 3,5) von 

NZO- und C57Bl/6-Mäusen ............................ ...........................................................33



__________________________________________Inhalt

                                                                                                                           III     

3.6.1 Qualitativer Nachweis mittels PCR...............................................................33 

3.6.2 Semiquantitativer Nachweis: Densitometrische Analyse der PCR-Banden ..33 

4 DISKUSSION .................................................................................................. 34 

4.1 Methodik........................................ .................................................................34

4.1.1 Tiermodelle ..................................................................................................34 

4.1.2 Densitometrische Analyse............................................................................34 

4.2 Stoffwechselwege in Blastozysten................ ...............................................35

4.2.1 Fettsäure-, Triglycerid- und Cholesterol-Aufnahme......................................35 

4.2.2 Fettsäure-Transport .....................................................................................35 

4.2.3 Fettsäure-Bindungsproteine.........................................................................36 

4.2.4 Beta-Oxidation .............................................................................................36 

4.2.5 Fettsäuresynthese .......................................................................................37 

4.2.6 Glukoneogenese..........................................................................................38 

4.2.7 Cholesterol-Metabolismus............................................................................38 

4.2.8 Regulation von Stoffwechselwegen: PPARs/RXRs......................................39 

4.2.9 RXR gamma-Defizienz ................................................................................40 

4.2.10 Prostaglandine und PPAR delta...................................................................41 

4.2.11 Perilipin und Adipophilin...............................................................................42 

4.3 Vergleich der NZO- und C57Bl/6-Blastozysten ..... .......................................42

4.3.1 Ergebnisse des semiquantitativen Vergleichs ..............................................43 

4.3.2 Cholesterol-Metabolismus: Veränderte Regulation in Blastozysten der NZO-

Mäuse? ...................................................................................................................45 

4.4 Ausblick ........................................ .................................................................46

5 ZUSAMMENFASSUNG ................................................................................... 47 

6 LITERATURVERZEICHNIS .............................................................................. 49 

7 TABELLEN- UND ABBILDUNGSANHANG ....................................................... 62 

7.1 Übersicht Primersequenzen....................... ...................................................62

7.2 Ergebnisse: PCR-Banden der untersuchten Marker .. .................................64



__________________________________________Inhalt

                                                                                                                           IV     

7.2.1 Marker des Lipidstoffwechsels und der Glukoneogenese in Blastozysten von 

NZO- und C57Bl/6-Mäusen .....................................................................................64 

7.2.2 FATPs und Acyl-CoA-Synthetase in Blastozysten von NZO- und C57Bl/6-

Mäusen ...................................................................................................................65 

7.2.3 Fettsäure-Bindungsproteine in Blastozysten von NZO- und C57Bl/6-

Mäusen……………………………………………………………………………………...65 

7.2.4 PPARs, RXRs und Prostaglandin-I2-Synthase in Blastozysten von NZO- und 

C57Bl/6-Mäusen......................................................................................................66 

7.2.5 Cholesterol-Metabolismus in Blastozysten von NZO- und C57Bl/6-Mäusen 67 

7.2.6 Adipophilin und Perilipin in Blastozysten von NZO- und C57Bl/6-Mäusen....67 

7.3 Ergebnisse: Densitometrische Messungen .......... .......................................68

7.3.1 Anabole und katabole Stoffwechselwege in Blastozysten von NZO- und 

C57Bl/6-Mäusen......................................................................................................68 

7.3.2 FATPs und Acyl-CoA-Synthetase ................................................................69 

7.3.3 PPARs, RXRs und Prostaglandin-I2-Synthase .............................................70 

7.3.4 FABPs .........................................................................................................71 

7.3.5 Perilipin, Adipophilin.....................................................................................71 

7.3.6 Cholesterol-Metabolismus............................................................................72  

8 THESEN........................................................................................................ 73



__________________________________________Inhalt

                                                                                                                           V     

Abkürzungsverzeichnis 

ACC Acetyl-CoA-Carboxylase 

ACO Acyl-CoA-Oxidase 

ACS 

ART 

Acyl-CoA-Synthetase 

Assistierte Reproduktion 

ATGL 

Bl6 

Adipose Triglyceride lipase 

Mausstamm C57Bl/6 

BMI Body-Mass-Index 

C57Bl/6 C57Bl/6-Mausstamm 

CD 36 Cluster of differentiation No. 36 

cDNA Complementary DNA 

CPT Carnitin-Palmitoyl-Transferase 

DEPC Diethylpyrocarbonate 

dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate 

EÄ 

EDTA 

Embryonenäquvivalente 

Ethylenediaminetetraacetic acid 

FABP Fatty acid-binding protein 

FATP Fatty acid transport protein 

FSS Fettsäure-Synthase 

GAPDH 

GTC

Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase 

Guanidiniumthiocyanat 

hCG Humanes Choriongonadotropin 

HDL High-density lipoprotein 

HMG-CoA-Reduktase 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-

Reduktase 

HSL Hormonsensitive Lipase 

INSIG 

IU 

Insulin-induced gene 

International unit 

IVF In-Vitro-Fertilisation 

KHK Koronare Herzkrankheit 

LCPUFAS Long-chain-poly-unsaturated fatty acids 

LDL-Rezeptor Low-Density-Lipoprotein-Rezeptor 

LPL Lipoproteinlipase 

PEPCK Phophoenolpyruvat Carboxykinase 



__________________________________________Inhalt

                                                                                                                           VI     

NIDDM Non insulin dependent diabetes mellitus 

NZO New Zealand Obese-Mausstamm 

OCTN2 Organic cation/carnitine transporter 2 

PAT-Proteine Lipid-Tropfen-assoziierte Proteine 

PBS Phosphate buffered saline 

PCR Polymerase-Ketten-Reaktion 

PKA Proteinkinase A 

PMSG Pregnant Mare Serum Gonadotropin 

PPARs Peroxisome proliferator-activated 

receptors 

PPRE PPAR-response-element 

PVA Polyvinylalkohol 

RXR Retinoid X receptor 

SCAP 

SDS 

SREBP cleavage activating protein 

Sodium Dodecyl Sulphate 

SRE Sterol regulatory element 

SREBP Sterol regulatory element-binding protein 

T3, 4 

TAE-Puffer 

Schilddrüsenhormone Trijiodthyronin und 

Thyroxin 

Tris-Acetat-EDTA-Puffer 

TZD Thiazolidinedione 

Abbildungverzeichnis  

Abbildung 1  NZO-Mausstamm.................................................................................... 3 

Abbildung 2 Überblick über Fettsäurezufuhr sowie anabole und katabole 

Stoffwechselwege in einer Zelle. .................................................................................. 5 

Abbildung 3  Überblick über PPAR-Signalweg und Zielgene ....................................... 8 

Abbildung 4  Prinzip der DNA-Sequenzierung nach der Didesoxy-Methode. ..............23 

Abbildung 5  Densitometrische Messungen: Fettsäure-Synthase ...............................29 

Abbildung 6  Densitometrische Messungen: FATP4...................................................30 

Abbildung 7 PCR-Banden von RXR gamma in Blastozysten des C57Bl/6-

Mausstammes.............................................................................................................30 

Abbildung 8  PCR-Banden von RXR gamma in verschiedenen Geweben adulter Tiere 

des NZO- und C57Bl/6-Mausstammes. .......................................................................31 



__________________________________________Inhalt

                                                                                                                           VII     

Abbildung 9  Mittelwerte der GAPDH-korrigierten densitometrischen Messungen von 

SREBP1 im Verhältnis zu INSIG1 und 2 in NZO- und C57Bl/6-Blastozysten...............32 

Abbildung 10  Mittelwerte der GAPDH-korrigierten densitometrischen Messungen von 

SREBP2 im Verhältnis zu INSIG1 und 2 in NZO- und C57Bl/6-Blastozysten...............32 

Abbildung 11  In Mausblastozysten nachgewiesene Marker des Lipidmetabolismus: 

Aufnahme von Fettsäuren über Fettsäuretransporter (FATPs) und intrazellulärer 

Transport.....................................................................................................................36 

Abbildung 12  In Mausblastozysten nachgewiesene Marker des Lipidmetabolismus: 

Überblick über katabole Metabolisierung von Fettsäuren. ...........................................37 

Abbildung 13 In Mausblastozysten nachgewiesene Marker des Lipidmetabolismus: 

Cholesterol-Aufnahme und Regulation. .......................................................................39 

Abbildung 14  Möglicher Mechanismus zur Regulation der Fettsäure-Homöostase in 

Blastozysten von NZO-Mäusen. ..................................................................................45 

Abbildung 15 PCR-Banden von Markern des Lipidstoffwechsels und der 

Glukoneogenese in Blastozysten des NZO- und C57Bl/6-Mausstammes....................64 

Abbildung 16 PCR-Banden von FATP1-5 und der Acyl-CoA-Synthetase (ACS) in 

Blastozysten des NZO- und C57Bl/6-Mausstammes. ..................................................65 

Abbildung 17 PCR-Banden von FABP3 und 4 in Blastozysten des NZO- und C57Bl/6-

Mausstammes.............................................................................................................65 

Abbildung 18 PCR-Banden von PPAR alpha/ gamma/ delta, Prostaglandin-I2-

Synthase und RXR alpha/ beta in Blastozysten des NZO- und C57Bl/6-Mausstammes

....................................................................................................................................66 

Abbildung 19 PCR-Banden von INSIG1/2, SREBP1/2, HMG-CoA-Reduktase und des 

LDL-Rezeptors in Blastozysten des NZO- und C57Bl/6-Mausstammes.......................67 

Abbildung 20  PCR-Banden von Adipophilin und Perilipin in Blastozysten des NZO- 

und C57Bl/6-Mausstammes. .......................................................................................67 

Abbildung 21  Densitometrische Messungen von Markern des Lipidstoffwechsels und 

der Glukoneogenese...................................................................................................68 

Abbildung 22 Densitometrische Messungen: FATP1-5..............................................69 

Abbildung 23  Densitometrische Messungen: PPARs, RXRs und Prostaglandin-I2-

Synthase. ....................................................................................................................70 

Abbildung 24  Densitometrische Messungen: FABP3 und 4. ......................................71 

Abbildung 25 Densitometrische Messungen: Perilipin und Adipophilin ......................71 

Abbildung 26  Densitometrische Messungen: Cholesterol-Metabolismus ...................72 



__________________________________________Einleitung

                                                                                                                             1 

1 Einleitung 

1.1 Hintergrund 

Im Jahre 2010 wurde der Physiologe Professor Robert Geoffrey Edwards von der 

Universität Cambridge (UK) mit dem Nobelpreis für Medizin ausgezeichnet. Er ist einer 

der ersten Pioniere der Assistierten Reproduktion (ART) und somit Wegbereiter für die 

Erfüllung des Kinderwunsches bei ungewollt kinderlosen Paaren. 2002 schätzte das 

International Commitee for Monitoring Assisted Reproductive Technology (ICMART, de 

Mouzon et al., 2002) die Zahl der durch diese Methoden geborenen Kinder weltweit auf 

219.000 bis 246.000. 

Ein häufiger Grund für Infertilität und Sterilität ist das Polyzystische Ovarialsyndrom 

(PCO) der Frau, das häufig mit Adipositas, Hyperandrogenämie und Hyperinsulinämie 

einhergeht. Häufig entwickeln die Betroffenen im weiteren Verlauf klassische 

Symptome des Metabolischen Syndroms, wie Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie 

und Koronare Herzkrankheit (KHK) (Vignesh und Mohan, 2007). Das mütterliche 

Körpergewicht beeinflusst dabei zwar nicht die Qualität der durch ART erzeugten 

Embryonen, wohl aber sinkt die Schwangerschaftsrate und Anzahl der 

Lebendgeburten mit steigendem Body-Mass-Index (Bellver et al., 2010). 

Durch Assistierte Reproduktionsverfahren gezeugte Kinder weisen später erhöhte 

systolische sowie diastolische Blutdruckwerte und Triglyceridwerte auf (Sakka et al., 

2010). Bei Mäusen wurden veränderte Glukoseutilisation und erhöhtes  Körpergewicht 

bei durch ART erzeugten Tieren im Gegensatz zu ihren auf „natürlichem“ Wege 

entstandenen Artgenossen festgestellt (Scott et al., 2010). 

Laut Ernährungsbericht 2008 der Deutschen Gesellschaft für Ernährung sind in 

Deutschland im Alter zwischen 14 und 80 Jahren 50% der Frauen und 68% der 

Männer übergewichtig (Body-Mass-Index > 25 kg/m²). Neben den gesundheitlichen 

Folgen für den Einzelnen wirkt sich Adipositas ebenso auf die wirtschaftliche Situation 

aus – rund 6% der Ausgaben des Gesundheitswesens in der Europäischen Union sind 

auf direkte Folgen des Übergewichts zurückzuführen (Europäische Ministerkonferenz 

der WHO zur Bekämpfung der Adipositas. Bericht über die Konferenz. (2007), S.22).  

Diese Daten offenbaren die Dringlichkeit, mit der Pathogenese, Prophylaxe und 

Therapie der Adipositas wissenschaftlich zu untersuchen sind. 
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Im Zentrum des Interesses steht dabei auch die pränatale Programmierung von 

Stoffwechselerkrankungen  (metabolische Programmierung). So erhöht eine maternale 

pränatale Hyperglykämie im Rahmen eines Gestationsdiabetes das Risiko für die 

Entwicklung kindlichen Übergewichts (Hillier et al., 2007; Simerly, 2008). Weiterhin 

spielen mütterliche Spiegel von Glukose, Leptin und inflammatorischen Zytokinen eine 

Rolle in der Genese der Adipositas (Sullivan und Grove, 2010). Eine fettreiche 

Ernährung während der Schwangerschaft kann die hypothalamische Entwicklung des 

Feten verändern und steht im Verdacht, hierdurch spätere Verhaltensveränderungen, 

wie eine erhöhte Nahrungsaufnahme und Vorliebe für fettreiche Speisen, auszulösen 

(Chang et al., 2008). 

Der maternale metabolische Status beeinflusst demnach entscheidend die 

Stoffwechselsituation der Nachkommen. Nicht geklärt ist, ab welchem  

Entwicklungsalter die spätere metabolische Fehlprogrammierung beginnt. Durch die 

Untersuchung von Präimplantationsembryonen im Blastozystenstadium kann ein 

Organismus untersucht werden, der ganz am Anfang der Ontogenese steht. Die 

Blastozyste verfügt zwar über einen eigenständigen Metabolismus, ist aber direkt 

abhängig vom maternalen Stoffwechsel und dem sie umgebenden uterinen Milieu. 

Veränderungen in einem so frühen Stadium der Entwicklung, beispielsweise im 

Lipidmetabolismus, ließen somit bereits auf früheste Fehlprägungen im adipösen 

Organismus schließen und hätten dadurch klinische Bedeutung, unter anderem für die 

Ernährungsberatung potentieller Mütter und Schwangerer oder die 

Embryonenkultivierung bei Verfahren der Assistierten Reproduktion. 

1.2 Tiermodelle 

1.2.1 NZO 

Um Komponenten des Metabolischen Syndroms zu untersuchen, eignet sich die New 

Zealand Obese (NZO)-Maus als gut untersuchtes und etabliertes Mausmodell. Sie 

entstammt ursprünglich einer Gruppe zufallsverpaarter Mäuse, die 1930 durch W. H. 

Hall aus den Imperial Cancer Research Fund Laboratories Mill Hill, London, an die 

Universität der Otago Medical School, Neuseeland, gebracht wurden. Ab 1948 wurden 

dann im Krebsforschungsinstitut der Universität von Otago jeweils Tiere mit ähnlicher 

Fellfarbe gekreuzt und weitergezüchtet. 

Ab der dritten Generation (F3) wurden jeweils Tiere mit agoutifarbenem (graue 

Wildfarbe) Fell Inzucht-verpaart. Die aus dieser Population abstammende F10-

Generation wies adipöse Tiere auf, die in den nächsten fünf Generationen selektiert 
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und weiter Inzucht-verpaart wurden. Diese adipösen Tiere werden seitdem als New 

Zealand Obese (NZO)-Stamm weitergeführt. Andere Stämme aus der agoutifarbenen 

Linie sind die NZB- und NZBR-Mäuse, die unter anderem als Modelltiere zur 

Erforschung der hämolytischen Anämie dienen (Bielschowsky und Goodall, 1970). 

Abbildung 1 NZO-Mausstamm.

Bielschowsky M, Goodall CM (1970) Origin of Inbred NZ Mouse Strains. Cancer 

Research 30, 834-836. p834. 

Typisch für die NZO-Maus ist, neben ihrem adipösen Phänotyp (40% Fettanteil am 

Gesamtkörpergewicht im Alter von 6 Monaten) und der Hypercholesterinämie, die 

Entwicklung von Typ 2-Diabetes mit Insulinresistenz, Hyperinsulinämie und 

Glukoseintoleranz (Giesen et al., 2003; Chankiewitz, 2006; Jürgens et al., 2006), was 

sie auch als diabetisches Tiermodell interessant macht. Schon seit längerem wird ein 

Autoimmungeschehen als Ursache der diabetogenen Stoffwechsellage angesehen 

(Melez et al., 1980; Haskell et al., 2002). In der Pathogenese der Hypercholesterinämie 

scheinen mehrere genetische Besonderheiten eine Rolle zu spielen (Coleman et al., 

1978; Giesen et al., 2003), unter anderem eine genetische Veränderung des 

Leptinrezeptors (Kluge et al., 2000). Als vaskulärer Folgeschaden der 

Hyperinsulinämie und metabolischen Entgleisung weisen die Tiere zudem eine 

Hypertonie auf (Ortlepp et al., 2000). 

Auf biochemischer Ebene sind in adulten Tieren Hyperinsulinämie-assoziierte Anstiege 

der Transkriptraten von Enzymen der Lipolyse und Lipogenese, der Glykolyse aber 

auch der Glukoneogenese beschrieben worden, die sich zudem durch eine fettreiche 
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Diät verstärkten. Dies spricht für eine Entkopplung der Insulin-Effekte auf den Glukose- 

und Fettstoffwechsel (Becker et al., 2004). 

Auch im Verhalten der NZO-Mäuse finden sich Auffälligkeiten, die an der Genese der 

Adipositas beteiligt zu sein scheinen: Neben einer erhöhten Nahrungsaufnahme zeigen 

sie eine deutlich verringerte physische Aktivität (Jürgens et al., 2006). Besonders 

häufig treten in den NZO-Inzuchtstämmen bösartige Lymphome der Peyer-Plaques 

sowie Duodenum- und Lungen-Karzinome auf, was diesen Mausstamm auch für die 

Krebsforschung interessant macht (Goodall et al., 1973). 

1.2.2 C57Bl/6 

Dieser Inzuchtstamm hat seinen Ursprung 1921, als Clearance Little ein 

Geschwisterpaar aus der Maus-Zucht von Abby Lathrop verpaarte. Die Nachkommen 

des Weibchens mit der Kennung 57 und dem Männchen 52 sind der Beginn der 

Zuchtlinien C57Bl, C57L und C57BR. 1937 wurden die Stämme 6 und 10 separiert. 

Ihre Fellfarbe ist schwarz (Bl). C57Bl/6 ist seitdem einer der meistgenutzten 

Inzuchtstämme. 

1.3  Charakterisierung der untersuchten Parameter 

1.3.1 Anabole und katabole Marker des Lipidmetabolismus und der Glukoneogenese 

in Blastozysten  

Im Folgenden sollen Marker verschiedener Stoffwechselwege vorgestellt werden, auf 

deren Vorhandensein die cDNA der Blastozysten von NZO- und C57Bl/6-Mäusen 

untersucht wurde. 

Beta-Oxidation: Sie bereitet den schrittweisen Abbau der Fettsäuren zu Acetyl-CoA 

sowie FADH2 und NADH/H+ zur Energiegewinnung in Form von Adenosin-Triphosphat 

(ATP) über den Citratzyklus und die Atmungskette. Daran beteiligt sind: 

-  Acyl-CoA-Synthetase (ACS): Verestert Fettsäuren ATP-abhängig mit Coenzym A   

und aktiviert sie somit. 

-   Acyl-CoA-Oxidase (ACO): Erstes Enzym der Beta-Oxidation langkettiger Fettsäuren;  

befindet sich in Peroxisomen (Varanasi et al., 1994). 

-   Carnitin-Palmitoyl-Transferase (CPT): Überträgt den Acyl-Rest von Coenzym A auf 

Carnitin, ein Molekül, das die Mitochondrienmembran passieren kann. Das Enzym ist 

somit für den Zufluss der Fettsäuren zur mitochondrialen Beta-Oxidation zuständig 

(Königshoff M, Brandenburger T: Kurzlehrbuch Biochemie, 1. Auflage, Georg Thieme 

Verlag, Stuttgart/ New York, 2004, S.56) 
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-   OCTN2 (Organic cation/carnitine transporter): Natrium-abhängiger Transporter, der 

organische Kationen und Carnitin in die Zelle befördert (Ohashi R et al., 2002). 

Fettsäuresynthese: Die Fettsäure-Synthase (FSS) ist ein zytosolischer 

Multienzymkomplex, der unter anderem durch Insulin reguliert und durch SREBP1 

induziert wird (Oem et al., 2008). Die Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC) ist der 

geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Fettsäurebiosynthese (Lin et al., 2006). 

Lipoproteinlipase (LPL): Sie spaltet Triglyceride in Fettsäuren und Glycerin und 

ermöglicht so die Aufnahme der Fettsäuren in die Zellen. Eine Defizienz dieses 

Enzyms führt zu Hypertriglyceridämie (Barbagallo et al., 2004). 

Glukoneogenese: Die mitochondriale Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase 

(mitochPEPCK) fungiert als Schlüsselenzym des Synthesevorgangs. 

PM

FATP
FS
LCPUFAS

CoA
ACS

Nucleus

Acyl-CoA

Lipogenese
-FS-Synthase
-ACC

anabol

CPT1

Mitochondrium

Beta-Oxidation

ACO
Peroxisomkatabol

Na+

OCTN2

Carnitin

FS

Abbildung 2 Überblick über Fettsäurezufuhr sowie anabole und katabole 

Stoffwechselwege in einer Zelle.  

Fettsäuretransport: FATP (Fatty acid transport protein); Natrium/Carnitin-Transporter: 

OCTN2 (organic cation/carnitine transporter); Fettsäure-Veresterung mit CoA 

(Coenzym A): ACS (Acyl-CoA-Synthetase); Zufuhr zur Beta-Oxidation: CPT1 (Carnitin-

Palmitoyl-Transferase); Beta-Oxidation: ACO (Acyl-CoA-Oxidase); Fettsäure-Synthese: 

Fettsäure-Synthase und ACC (Acetyl-CoA-Carboxylase). PM=Plasmamembran, 

FS=Fettsäuren, LCPUFAS= Long-chain-poly-unsaturated fatty acids. 
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1.3.2 FATPs, ACS und CD36 

Fettsäuren sind essentiell für viele intrazelluläre Prozesse, sowohl als Metabolite, 

strukturelle Komponenten aber auch als Liganden intrazellulärer Signalmoleküle und 

Enzyme, wie beispielsweise den PPARs  und der Proteinkinase C (Stahl, 2004).  

Vor allem langkettige, mehrfach ungesättigte Fettsäuren (LCPUFAS) werden von 

extern in die Zelle aufgenommen. Dies kann zum einen bis zu einer Länge von 10 C-

Atomen durch Diffusion geschehen. Dieser Prozess ist jedoch in seiner Kapaziät 

limitiert und geschieht nicht entgegen einem ansteigenden Konzentrationsgradienten. 

Daher existieren aktive Transportsysteme, die Fettsäuretransportproteine (FATPs). Sie 

sind Mitglieder der Transporterfamilie der Solute Carrier Family 27 und werden auch 

als ACSVL bezeichnet (enzyme with very long-chain acyl-CoA synthetase activity), da 

sie als Co-Enzym die Aktivität der Acyl-CoA-Synthetase benötigen. Diese verestert die 

Fettsäuren nach dem Transport über die Plasmamembran mit aktiviertem Coenzym A 

(CoA), sodass die Fettsäuren nun nicht mehr durch Diffusion aus der Zelle entweichen 

können (Coe et al., 1999). In dieser aktivierten Form können die Substrate nun 

verschiedenen Stoffwechselwegen zugeführt werden. 

Eine weitere Koexistenz der FATPs ergibt sich für FAT/CD36 (Fatty acid translocase). 

Dieses Oberflächenmolekül bindet freie Fettsäuren und führt es anschließend den 

aktiven Transportern zu. Somit erleichtert es die Fettsäureaufnahme (Fisher et al., 

2005). 

LCPUFAS und ihre Transportsysteme sind für die embryonale Frühentwicklung wichtig. 

So zeigen befruchtete Eizellen, die sich über das 4-Zell-Stadium hinaus entwickeln 

können, eine höhere Konzentration an langkettigen ungesättigten Fettsäuren als jene, 

die in ihrer Entwicklung zurückbleiben (Haggarty et al., 2006). In humanen 

Trophoblastzellen konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass LCPUFAS selbst die 

zelluläre Fettsäureaufnahme regulieren können (Johnsen et al., 2009). 

In Mammalia werden sechs Isoformen der FATPs beschrieben, FATP1 bis 6, in der 

Maus allerdings lediglich die Isoformen 1 bis 5. Sie werden gewebsspezifisch 

exprimiert. Beispielsweise wird FATP1 vermehrt im Fettgewebe, Skelettmuskel, Hirn 

und Herz gebildet. Zusätzlich besteht bei FATP1 eine Kolokalisation mit GLUT4. Es 

besteht eine insulinsensitive Translokation beider Transportsysteme in die 

Plasmamembran (Stahl et al., 2002). FATP4 wird vorwiegend im Intestinum exprimiert 

und dient hier der Resorption der Fettsäuren in die Enterozyten. 

FATP1 und 4 spielen zudem eine Rolle bei der Entstehung von Adipositas und 

Insulinresistenz. So zeigt sich im FATP1-knock-out-Modell eine Protektion gegenüber 

der metabolischen Entgleisung (Wu et al., 2006). Für FATP4 ist die Datenlage nicht 

ganz so eindeutig. Es zeigt sich aber eine erhöhte Expression im Fettgewebe adipöser 
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Mäuse, sodass auch hier ein Zusammenhang mit Adipositas vermutet wird (Fisher et 

al., 2005). Auch für FATP5, dem in der Leber vorherrschenden Transportsystem, zeigt 

sich bei knock-out-Mäusen ein Schutz vor Gewichtszunahme im Mastversuch, 

begründbar durch eine verringerte Nahrungsaufnahme und erhöhten Energieverbrauch 

(Hubbard et al., 2006). 

Ob die FATPs sich dabei nur an der Zellmembran befinden oder ob sie auch eine 

Aktivität im Zellplasma oder an intrazellulären Membransystemen aufweisen, ist  noch 

nicht eindeutig geklärt. So wird für FATP2 als ebenfalls vorwiegend hepatischem 

Transportmolekül sowohl eine peroxisomale als auch plasmamembranale Lokalisation 

diskutiert (Falcon et al., 2010), für FATP1 an der Plasmamembran und für FATP6 am 

Sarkolemm (Stahl, 2004).  

Die Regulation der FATPs geschieht durch unterschiedliche Mechanismen: Zum einen 

erhöht ein größeres Substratangebot den Einbau der Fettsäuretransporter, zum 

anderen hat Insulin einen Einfluss darauf (s.o.). Der entscheidende 

Signalmechanismus aber führt über die Peroxisome proliferator-activated receptors, 

kurz PPARs. Diese intrazellulären Signalmoleküle besitzen unter anderem Rezeptoren 

für Fettsäuren und Prostaglandine. Sie bilden auf ein Signal hin Heterodimere mit den 

Retinoid-X-Rezeptoren (RXRs). Diese Verbindung kann anschließend im Nukleus als 

Transkriptionsfaktor für Gene mit einer entsprechenden PPAR-Response-Region 

fungieren (Schoonjans et al., 1996a). Zielgene sind dabei unter anderem die FATPs im 

Sinne eines positiven Feedbacks (Schaiff et al., 2005), aber auch andere Marker des 

Fettstoffwechsels, des Lipidtransports, der Acyl-CoA-Synthetase-Aktivität und der 

adipogenen Differenzierung (Schoonjans et al., 1996b). 

1.3.3 PPAR/RXR 

Die peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) sind eine Familie von 

Transkritionsfaktoren, die viele Prozesse des Lipidstoffwechsels, des Lipidtransportes, 

der Adipozyten-Differenzierung und der Glukose-Homöostase regulierend 

beeinflussen. Sie gehören zur Superfamilie der Steroidrezeptoren und existieren in drei 

Formen: PPAR alpha, beta/delta und gamma. PPAR gamma wiederum existiert in zwei 

Unterformen, PPAR gamma 1 und 2. Um als Transkriptionsfaktor im Nukleus aktiv zu 

werden, bilden die PPARs Heterodimere mit den RXRs. Liganden der PPARs sind 

hierbei sowohl LCPUFAS als auch einige Eicosanoide, Fibrate und Tiazolidinedione 

(TZDs), auch als Glitazone bezeichnet. Sowohl Fibrate als auch TZDs finden in ihrer 

Funktion als PPAR-Agonisten pharmakologische Verwendung in der Behandlung von 

Insulinresistenz und Hyperlipidämie (Vidal et al., 2005). Pharmakologisch wird die 

Gabe von Agonisten aller drei PPAR-Isoformen, sogenannte Pan-PPAR-Agonisten wie 
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das Präparat Bezafibrate (PPAR alpha+gamma+delta-Agonist), im Mastversuch als 

wirkungsvoller angesehen als die Gabe eines selektiven Agonisten einer Isoform 

(PPAR alpha- oder gamma-Agonist). Sie vermindern Gewichtszunahme und die 

Entwicklung von Glukose-Intoleranz effektiver als beispielsweise Rosiglitazone, ein 

selektiver PPAR-gamma-Agonist. Die gleichzeitige Aktivierung aller drei Isoformen 

schützt somit besser vor der Entwicklung eines Metabolischen Syndroms während 

einer Mastdiät als alleinige PPAR-alpha- oder -gamma-Aktivierung. Dies findet in der 

Forschung zur medikamentösen Therapie von Insulinresistenz und metabolischer 

Entgleisung Beachtung (Fernandes-Santos et al., 2009).  

Die Zielgene dieser Transkriptionsfaktoren sind vielfältig. Die folgende Abbildung 3 gibt 

einen Überblick über deren Bandbreite. Viele der in dieser Arbeit untersuchten Marker 

sind Zielgene der PPAR/RXR-Dimere. 

  

Abbildung 3 Überblick über PPAR-Signalweg und Zielgene. 

(http://apropos.mcw.edu/kegg_pathways/03320), Kegg ID 03320., abgerufen am 

04.02.2011. 

PPAR alpha wird vor allem in der Leber und in der Skelettmuskulatur exprimiert; PPAR 

gamma dagegen in erster Linie im Fettgewebe (Aléman et al., 2004).  
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Die Funktionen von PPAR alpha sind neben der Induktion der zellulären Peroxisomen-

Produktion die Induktion von Enzymen und Proteinen der Beta-Oxidation. PPAR alpha 

stimuliert dabei vor allem die hepatische Fettsäure-Oxidation und stellt somit in einer 

katabolen Stoffwechsellage die Energieversorgung anderer Gewebe sicher. Hierdurch 

erkärt sich die Bedeutung von PPAR alpha beim Fasten (Kersten et al., 1999). 

Klinische Anwendung findet die Funktion von PPAR alpha durch den 

pharmakologischen Einsatz der Fibrate, die als Agonisten dieser 

Transkriptionsfaktoren wirken. Durch die agonistische Aktivierung kommt es zu einer 

Senkung der Triglyceridkonzentration und zu einer Erhöhung der HDL-Spiegel (High 

density-Lipoprotein). Besonders Patienten mit Metabolischem Syndrom profitieren von 

diesem Wirkmechanismus, allerdings nur als second-line-Therapie  in Kombination mit 

anderen Pharmaka (Remick et al., 2008). 

PPAR gamma ist neben dem Glukose- und Lipidmetabolismus vor allem in 

Kombination mit RXR alpha an der Adipozyten-Differenzierung und der zellulären 

Lipidakkumulation beteiligt (siehe Kapitel 1.3.6) (Metzger et al., 2005; Schaiff et al., 

2005). PPAR gamma-Aktivierung führt dabei unter anderem zu einem Anstieg von 

FATP4 und Adipophilin in humanen Trophoblastzellen (Schaiff et al., 2005), sodass 

diesem Transkriptionsfaktor eine wichtige Bedeutung bei der Regulation von Fettsäure-

Transport und zellulärem Fettspeicher  während der Embryogenese zugesprochen 

werden muss. Das Heterodimer PPAR gamma/RXR alpha erhöht weiterhin die 

Transkriptraten von humanem Choriongonadotropin beta und spielt in vitro eine Rolle 

bei der Trophoblast-Differenzierung (Tarrade et al., 2001). PPAR gamma/RXR alpha-

Dimere sind zudem Ziele der Thiazolidinedione (TZDs) oder Glitazone, die in der 

Therapie des Nicht-Insulin-abhängigen Diabetes mellitus (NIDDM) eingesetzt werden. 

PPAR gamma-Stimulation führt dabei zu einer Zunahme der Adipozyten-

Differenzierung und der Zahl kleiner Adipozyten. Sie senkt die Adipozyten-

Hypertrophie, was wiederum die Insulinresistenz der Zellen senkt (Terauchi et al., 

2007). Allerdings führt im Tiermodell auch eine moderate funktionelle Antagonisierung 

von PPAR gamma/RXR zu einem Schutz vor der Entwicklung von Adipositas und 

Diabetes mellitus während einer Mastdiät (Kadowaki et al., 2001). PPAR gamma 

besitzt somit sowohl protektive als auch begünstigende Effekte im Hinblick auf die 

Entwicklung eines Metabolischen Syndroms. Neue Studien erhärten den Verdacht, 

dass PPAR gamma mit seinem Heterodimerpartner RXR alpha als Regulator von 

Adiponectin wirkt und auch über diesen Weg eine entscheidende Rolle in der 

Pathogenese des Metabolischen Syndroms spielt (Kouidhi et al., 2010). 
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PPAR delta wirkt als Transkriptions-Repressor auf zweierlei Art: Zum einen reduziert 

PPAR delta die allgemeine Transkriptionsrate einer Zelle, zum anderen reduziert er 

insbesondere die Zielgene der anderen PPAR-Isoformen, PPAR alpha und gamma. So 

blockiert eine PPAR delta-Aktivierung im Zellversuch die PPAR gamma-induzierte 

Expression der Acyl-CoA-Oxidase sowie der Adipogenese und wirkt dadurch sowohl 

anti-lipidoxidativ als auch anti-lipogenetisch (Shi et al., 2002). PPAR delta kann somit 

als Gegenspieler von PPAR alpha und gamma angesehen werden, da die PPAR delta/PPAR 

alpha und PPAR gamma-Ratio bestimmend für deren Aktivität ist (Shi et al., 2002). Weiterhin 

greift PPAR delta in die zelluläre Cholesterol-Homöostase ein, indem es das insulin-

induced gene 1 (INSIG1) induziert und so die Aktivierung von SREBP1 unterdrückt 

(Qin et al., 2008). Es wirkt somit auch über diesen Mechanismus anti-lipogenetisch 

über die Unterdrückung der Cholesterol-Synthese (siehe Kapitel 1.3.5). PPAR delta 

kommt in der Embryogenese als Rezeptor für Prostaglandin-I2 (Prostazyklin) eine 

Bedeutung zu. Über den PPAR delta-Mechanismus erhöht Prostazyklin das Hatching-

Potential von Maus-Embryonen. Somit ist PPAR delta ein mögliches therapeutisches 

Ziel in der ART (Huang et al., 2003, 2007) und fungiert als wichtiger Faktor während 

der Implantation und frühen Dezidualisation (Pakrasi et al., 2008). 

Es existieren drei Formen der Retinoid-X-Rezeptoren, RXR alpha, beta und gamma. 

Wie oben beschrieben, dienen sie als Bestandteile der PPAR/RXR-

Transkriptionsfaktoren der Expressionsinduktion vieler Stoffwechselmarker. Als 

hochaffiner Ligand fungiert 9-cis-Retinsäure. Sie können sowohl Homodimere 

untereinander als auch, neben den PPARs,  Heterodimere mit RARs (retinoic acid 

receptors), Thyreoid-Hormon-Rezeptoren, Vitamin D-Rezeptoren oder anderen 

nukleären Faktoren bilden (Willy et al., 1995; Nohara et al., 2009). 

Während das Expressionsmuster von RXR beta nahezu ubiquitär erscheint, zeigt RXR 

gamma eine unterschiedliche Verteilung seiner Transkripitionsraten: Der Rezeptor ist 

vor allem im Skelettmuskel, im Herzmuskel, einigen Teilen des Gehirns und in 

Adipozyten vertreten. RXR alpha wird vermehrt in Leber, Niere, Epidermis und im 

Intestinum exprimiert (Shulman et al., 2005; Nohara et al., 2009).  

Verschiedene knock-out-Mausmodelle haben ergeben, dass ein einziges 

funktionsfähiges RXR-alpha-Allel in RXR gamma -/-/RXR beta-/-/RXR alpha+/- Mäusen 

für eine normale Entwicklung und postnatales Überleben genügt. Die Tiere können 

sich, trotz reduziertem Gewicht und Körpergröße, regelrecht bis ins Erwachsenenalter 

entwickeln. (Krezel et al., 1996; Mark et al., 1997) Dies spricht für eine hohe 

funktionelle Redundanz innerhalb der RXRs. 
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RXR alpha -/- Embryonen zeigen dagegen eine schwere kardiale Fehlbildung, die in 

vivo an Tag 14,5 der Entwicklung letal endet. Dies zeigt die entscheidende Rolle von 

RXR alpha in der Kardiogenese (Gruber et al., 1996). Dagegen überleben RXR beta-

defiziente Nachkommen. Die männlichen Tiere weisen jedoch Störungen der 

Spermatogenese auf (Kastner et al., 1996). Homozygote RXR gamma -/- Mäuse 

dagegen zeigen keine Veränderungen gegenüber dem Wildtyp, weder in ihrem 

Phänotyp, ihrer Fertilität, ihrem Wachstum noch im Verhalten (Krezel et al., 1996). 

Weiterhin ist bekannt, dass die Familiäre Kombinierte Hyperlipidämie, eine genetische 

Stoffwechselerkrankung, unter anderem durch einen genetischen Defekt im RXR-Gen 

bedingt ist (Pei et al., 2000). 

1.3.4 FABPs 

Die Fatty acid-binding proteins, kurz FABPs, sind Transportmoleküle, die am Lipid-

Transport innherhalb der Zelle beteiligt sind. Sie binden neben freien Fettsäuren auch 

deren CoA-Derivate, Bilirubin, organische Anionen und andere kleine Moleküle. Sie 

sind somit für den Transport zwischen den Zellorganellen und damit für die Zufuhr der 

Metabolite zu den verschiedenen Stoffwechselwegen verantwortlich. 

Es gibt sieben verschiedene Isoformen dieser Fettsäure-Bindungsproteine, die 

gewebsspezifisch exprimiert werden: FABP1 (hepatisch), FABP2 (intestinal), FABP3 

(muskulär, kardial), FABP4 (Fettgewebe), FABP5 (epidermal), FABP6 (ileal), FABP7 

(zervikal). Für FABP3 ist bekannt, dass ein Polymorphismus in seiner Genstruktur mit 

der Genese von Diabetes mellitus Typ 2 assoziiert ist (Shin et al., 2003). Ebenso geht 

eine partielle Reduktion von FABP3  in Mäusen, die einer fettreichen Diät ausgesetzt 

wurden, mit einer Normalisierung der Insulinsensitivität einher (Shearer et al., 2005). 

FABP4 könnte als biologischer Marker für die metabolische Entgleisung bei Diabetes-

Patienten eingesetzt werden, da die FABP4-Spiegel im Plasma positiv mit BMI, 

Triglycerid-Level, Blut-Glukose und Insulin-Spiegel korrelieren. Invers korreliert ihr Wert 

mit der HDL-Konzentration. FABP4 steigt demnach mit der Anzahl der Komponenten 

des Metabolischen Syndroms und der Insulin-Resistenz (Xu A et al., 2006; Haluzík et 

al., 2008; Vural et al., 2008). Ebenso ist FABP4 an der Pathogenese von Koronarer 

Herzkrankheit und Arteriosklerose beteiligt (Cabré et al., 2008). Weiterhin ist bekannt, 

dass Hypoxie in humanen Trophoblastzellen zu einer Induktion von FABP1, 3, 4 und 5 

führt und dies wiederum die Lipid-Akkumulation fördert (Biron-Shental et al., 2007). 
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1.3.5 SREBP/INSIG und HMG-CoA-Reduktase/LDL-Rezeptor: Cholesterol- 

Metabolismus 

Das Zusammenspiel von sterol regulatory element-binding protein (SREBP) und 

Insulin-induced gene (INSIG) ist essentiell für die zelluläre Cholesterol-Homöostase. 

Beeinhaltet eine Zelle genügend Cholesterol, so verhindert INSIG am 

Endoplasmatischen Retikulum die Abschnürung eines SREBP/SCAP-Komplexes 

(SCAP= SREBP cleavage activating protein) in einem Transportvesikel. Zudem 

induziert INSIG den proteosomalen Abbau der HMG-CoA-Reduktase (Sever et al., 

2003). Fällt die zelluläre Cholesterol-Konzentration, so gelangt der SREBP/SCAP-

Komplex zum Golgi-Apparat, wo er die proteolytische Freisetzung der 

Transkriptionsfaktoren S1P und S2P induziert. Diese Transkriptionsfaktoren bewirken 

nun im Nukleus die Transkription von Genabschnitten mit einer SRE-Region (sterol 

regulatory element), so die HMG-CoA-Reduktase und der LDL-Rezeptor (Low-density-

lipoprotein-receptor) (Ikonen, 2008). Die Insulin-induced genes, kurz INSIGs, nehmen 

somit eine zentrale Rolle im zellulären Cholesterol-Metabolismus ein. Eine 

Überexpression von INSIG1 und 2 in übergewichtigen Zucker diabetic fatty rats wirkt 

durch Reduktion der SREBP-Aktivität  der Lipogenese entgegen (Takaishi et al., 2004). 

In Mäusen, die einer fettreichen Diät unterzogen wurden, ist die Aktivität von INSIG1 

ebenfalls erhöht (Li et al., 2003). Eine homozygote Ausschaltung der INSIGs führt 

dagegen zu einem starken Anstieg der Cholesterol- und Fettsäure-Synthese 

(Engelkind et al., 2005). 

Auch PPAR alpha und gamma haben Einfluss auf die Aktivität von INSIG1. Fibrate und 

TZDs als PPAR alpha- und gamma-Agonisten erhöhen die INSIG1-Expression und 

unterdrücken die Aktivität von SREBP1 (König et al., 2009). Sie wirken dadurch auch 

über diesen Mechanismus der Lipogenese entgegen. Weiterhin greift PPAR delta in 

die zelluläre Cholesterol-Homöostase ein, indem es das insulin-induced-gene 1 

(INSIG1) induziert und so die Aktivierung von SREBP1 unterdrückt (Qin et al., 2008). 

Es wirkt somit über diesen Mechanismus anti-lipogenetisch über die Unterdrückung der 

Cholesterol-Synthese. Neben Cholesterol stabilisieren auch ungesättigte Fettsäuren 

das insulin-induced gene 1 und erhöhen somit die Inhibierung der SREBPs (Lee et al., 

2008). Auch die adipogene Differenzierung wird durch INSIG1 beeinflusst. INSIG1 

blockiert in Präadipozyten die adipogene Differenzierung und verhindert unter anderem 

die Steigerung der PPAR gamma-Expression (Li et al., 2003).  

Auch bei den SREBPs sind zwei Isoformen bekannt, SREBP1 und 2. Sie sind  zu 47% 

identisch (Hua et al., 1995). SREBP2 kann SREBP1 bei der hepatischen Cholesterol-

Synthese allerdings mit höherer Potenz ersetzen, was eine exzessive Cholesterol-
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Synthese zur Folge hat (Shimano et al., 1997). Ebenfalls ist für SREBP2 eine Mutation 

bekannt, die mit einer Hypercholesterinämie assoziiert sein soll (Muller et al., 2002). 

Zielgene der durch den SREBP/SCAP-Komplex freigesetzten Transkriptionsfaktoren 

sind sowohl das Schlüsselenzym der Cholesterol-Synthese, die HMG-CoA-Reduktase, 

als auch der  LDL-Rezeptor. Dieser Rezeptor bindet an das Apolipoprotein 100 auf den 

low densitiy-Lipoproteinen und sorgt somit für die Aufnahme von über die Nahrung 

aufgenommenem Cholesterol. Der LDL-Rezeptor ist bei Blastozysten der Maus 

vorhanden und somit an der Zufuhr von Cholesterol zum embryonalen Metabolismus 

beteiligt (Sato et al., 2003).  

Auch die HMG-CoA-Reduktase ist essentiell für die embryonale Entwicklung: Während  

heterozygote HMG-CoA-Reduktase-knock-out-Mäuse eine normale Entwicklung und 

Fertilität erreichen, ist die homozygote Defizienz des Enzyms letal und auch durch die 

erhöhte Zufütterung von Mevalonat an die Muttertiere nicht kompensierbar (Ohashi K 

et al., 2003). Bekannt ist, dass Präimplantationsembryonen bereits die Fähigkeit 

besitzen,  aufgenommenes Mevalonat, eine Hydroxyfettsäure, deren Anion Teil der 

Biosynthese des Cholesterols ist, in Membranlipide wie Cholesterol und Lanosterol 

umzuwandeln. Sie können somit ihre Membraneigenschaften metabolisch beeinflussen 

(Pratt, 1982). 

Embryonale Gewebe benötigen höhere Cholesterol-Konzentrationen als adulte, 

weswegen die Ratio von SREBP und SCAP zu INSIG in embryonalen Geweben zwei- 

bis sechsfach gegenüber adulten Geweben erhöht ist. Hinzu kommt, dass die 

Suppression von SREBP durch Cholesterol im Sinne eines lack of response erniedrigt 

ist (Yao et al., 2007). 

1.3.6 Perilipin/Adipophilin  

Perilipin und Adipophilin (Adipose differentiation-related protein) gehören zusammen 

mit TIP 47 (Tail-interacting protein) zu den sogenannten PAT-Proteinen, die allesamt 

an der Reifung von intrazellulären Lipidtropfen beteiligt sind (Straub et al., 2008). Sie 

haben unterschiedliche Expressionsmuster, ihre Expression im Fettgewebe ist ihnen 

jedoch gemeinsam (Dalen et al., 2004). Die Funktion von Perilipin besteht in einem 

Schutz der intrazellulären Lipiddepots vor der lipolytischen Metabolisierung. Unter 

basalen Bedingungen befindet sich Perilipin, neben anderen Proteinen wie der ATGL 

(adipose triglyceride lipase), auf der Oberfläche der Lipidtropfen, während sich 

lipolytische Enzyme, wie die HSL (Hormon-sensitive Lipase), im Cytosol befinden. 

Nach einem lipolytischen Signal werden HSL und Perilipin durch die Proteinkinase A 

(PKA) phosphoryliert. In diesem Zustand kann die HSL nun, gebunden an FABPs, zur 

Oberfläche des Lipiddepots gelangen, um dort Triglyceride zu hydrolysieren und sie 
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somit zellulären Stoffwechselwegen zuführbar zu machen (Tansey et al., 2004; Miyoshi 

et al., 2006; Xu C et al., 2006). 

Induziert wird Perilipin unter anderem durch PPAR gamma/RXR-Heterodimere (siehe 

Kapitel 1.3.3). Ein Anstieg von Perilipin während einer pharmakologischen Therapie 

von Diabetes mellitus Typ 2 mit PPAR gamma-Agonisten kann neben dem Effekt der 

Insulin-Sensibilisierung auch die reduzierte basale Lipolyse und die Gewichtszunahme 

der Patienten erklären (Dalen et al., 2004).  

Im Tiermodell konnte eine Reduktion von Perilipin neben einer erhöhten Expression 

von Adipophilin in übergewichtigen Ratten gegenüber normalgewichtigen festgestellt 

werden (Dalen et al., 2004). Ebenso konnte im Zellkulturmodell festgestellt werden, 

dass eine Herabregulierung der PAT-Proteine dazu führt, dass in einer Zelle statt 

mehreren kleinen, wenige große Lipidtropfen entstehen. Begleitet wurde dies durch 

eine erhöhte Lipolyse und der Entwicklung einer Insulinresistenz. Die Defizienz der 

PAT-Proteine, die relativ zur Quantität ektopischen Fettgewebes auftrat, könnte somit 

zelluläre Dysfunktionen in der Pathogenese von Adipositas und Diabetes bedingen 

(Bell et al., 2008). Auch andere Daten zeigen eine Assoziation von Adipositas  mit 

erniedrigtem Perilipin-Protein sowie erhöhter basaler Lipolyse  (Wang et al., 2003). 

Perilipin-null-Mäuse weisen darüber hinaus einen erhöhten Fettsäurespiegel und eine 

Insulin-Resistenz auf (Zhai et al., 2010). Eine Resistenz gegenüber Adipositas unter 

Mastdiät ergibt sich dagegen bei Perilipin-Überexpression (Miyoshi et al., 2010). 

Ebenso ist ein Polymorphismus des Perilipin-Gens PLIN bekannt, der mit Adipositas 

einhergeht (Tai et al., 2007). Dagegen gibt es andere Beobachtungen, die einen 

Perilipin-Anstieg mit dem Grad der Zunahme des Body-Mass-Index zeigen (Kern et al., 

2004). Hier steht somit eine endgültige Aussage über die Verbindung der Perilipin-

Spiegel mit Adipositas noch aus, wenn auch neuere Daten eine Assoziation von 

niedrigen Perilipin-Werten im adipösen Organismus favorisieren. 

Adipophilin ist ebenso wie Perilipin ein Protein, das sich auf der Oberfläche von 

zellulären Lipiddepots befindet und diese vor Lipolyse schützt (Heid et al., 1998).  

Im Zellkulturmodell konnte durch eine erhöhte Adipophilin-Expression eine Abnahme 

der ATGL und anderer Lipasen mit der Folge einer reduzierten Triglycerid-

Verstoffwechslung beobachtet werden (Listenberger et al., 2007). Besonders während 

einer Nahrungskarenz wird vermehrt Adipophilin induziert und umgibt vor allem neu-

synthetisierte Lipiddepots (Dalen et al., 2006). Allerdings ist die Adipozyten-

Differenzierung durch eine Adipophilin-Defizienz nicht beeinträchtigt (Chang et al., 

2006). Reguliert wird Adipophilin zum einen durch PPAR alpha, zum anderen ist es 

auch Zielgen von PPAR gamma/RXR-Heterodimeren (Bildirici et al., 2003; Dalen et al., 

2006). Sowohl Adipophilin als auch Perilipin werden in fetalen Membranen exprimiert, 
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was eine Beteiligung an Lipidspeicher-Prozessen während der embryonalen 

Entwicklung vermuten lässt (Meadows et al., 2005). 

1.4 Zielstellung 

Determinanten, die in Mäusen mit der Pathogenese von Adipositas und Metabolischem 

Syndrom assoziiert sind, sind Gegenstand vieler Arbeiten (Wang et al., 2003; Kern et 

al., 2004; Xu A et al., 2006; Haluzík et al., 2008; Vural et al., 2008). Sie beschäftigen 

sich allerdings mit Messungen von Parametern in adulten Tieren oder in Zellkulturen. 

Untersuchungen von Stoffwechselstörungen beim Mutterorganismus und deren 

Auswirkungen auf die frühe Embryonalentwicklung sind von zunehmendem Interesse 

und wichtig sowohl für das Verständnis von Subfertilität im adipösen menschlichen 

Organismus, als auch von einer möglichen metabolischen Prägung der Nachkommen. 

Aus dem diabetischen Tiermodell liegen Ergebnisse für den Kohlehydratstoffwechsel 

vor. So sind die Glukosetransporter des embryonalen Organismus im diabetischen 

Muttertier in ihrer Expression und Aktivität verändert (Sciullo et al., 1997; Moley et al., 

1998; Ramin et al., 2010) und tragen somit vermutlich zu fetaler Makrosomie und 

prädiabetischer Stoffwechsellage bei. Ziel der vorliegenden Arbeit war die 

Untersuchung von Präimplantationsembryonen im Hinblick auf den Lipidstoffwechsel. 

Blastozysten von NZO- und C57Bl/6-Mäusen wurden zur RNA-Isolierung sowie 

anschließender cDNA-Synthese gewonnen, um nachfolgend die Expression der in 

Kapitel 1.3 beschriebenen Parameter zu untersuchen. Hierbei sollte ein möglichst 

breites und umfassendes Spektrum an Markern abgedeckt werden: Enzyme des 

anabolen und katabolen Lipidmetabolismus, Marker des Lipidtransportes und der 

adipogenen Differenzierung sowie intrazelluäre Regulatoren verschiedener Fett- und 

Cholesterol-Stoffwechselwege. 

Im ersten Schritt wurde ein qualitativer Vergleich beider Blastozysten mittels 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) gezogen. Im zweiten Schritt erfolgte dann eine 

semiquantitative Auswertung der gewonnen Daten zwischen Blastozysten von NZO- 

und C57Bl/6-Mäusen in Form densitometrischer Analysen der PCR-Banden und 

Abgleich mit der konsekutiv exprimierten Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

(GAPDH) als Aktivitätsmarker. 

Es handelt sich um eine breit angelegte Übersicht, die Grundlage für weitere, gezielte 

Untersuchungen ist, um ein umfassendes Bild über den Lipidmetabolismus in 

Präimplantationsembryonen von adipösen und normalgewichtigen Mäusen und über 

etwaige Stoffwechselveränderungen in Richtung metabolischer Programmierung zu 

gewinnen.
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2           Material und Methoden 

2.1 Versuchstiere und Blastozystengewinnung 

2.1.1 Versuchstiere 

Mäuse der Linien NZO –New Zealand Obese- und C57Bl/6. 

2.1.2 Tierhaltung 

Die Mäuse wurden bei konstantem Tag-Nacht-Rhythmus von 12:12 Stunden in den 

Versuchstierräumen des Zentrums für Grundlagenforschung (ZMG) der Medizinischen 

Fakultät der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg gehalten. Dabei wurden 

männliche und weibliche Tiere getrennt gehalten und nur über Nacht zur Verpaarung 

zusammengesetzt. 

2.1.3 Hormonelle Stimulation der Mäuse 

Weibliche Mäuse wurden an Tag 1 um 14 Uhr  mit je 7,0 IU PMSG (Pregnant Mare 

Serum Gonadotropin) sowie an Tag 3 um 16 Uhr mit je 7,5 IU hCG (humanes 

Choriongonadotropin) behandelt. Dazu wurden den Tieren die Hormone, in NaCl 

(0,9%) gelöst, intraperitoneal appliziert. Die Verpaarung wurde ebenfalls an Tag 3 

vorgenommen, sodass Mitternacht des dritten Tages als Nullpunkt des 

Blastozystenalters festgelegt wurde. Am nächsten Morgen um 7 Uhr wurden die Tiere 

auf eine Paarung hin untersucht. Die gedeckten Tiere wiesen hierbei einen 

Vaginalpfropf, den sogenannten „Plug“, auf. Am Morgen des 7. Tages, des 

Tötungszeitpunktes, befanden sich die Embryonen am Tag 3,5 ihrer Entwicklung, was 

bei der Maus dem Blastozystenstadium entspricht. 

hCG-Stimulationslösung:      7 µl Stammlösung [1IU/µl] 

                                            + 193 µl NaCl (0,9%) 

PMSG-Stimulationslösung:    7µl Stammlösung [1IU/µl] 

                                            + 300µl NaCl (0,9%) 
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2.1.4 Gewinnung der Blastozysten 

Zur Tötung der Tiere wurde eine luftdichte Kammer mit Trockeneis genutzt, das bei 

Zugabe warmen Wassers rasch Kohlenmonoxid bildete. Zur Sicherheit folgte eine 

zervikale Dislokation. 

Die Tiere wurden anschließend steril präpariert, um ihnen die beiden Uterushörner und 

Gewebeproben entnehmen zu können. Organgewebe wurden sofort in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren und anschließend bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung 

gelagert. Die entnommenen Uteri wurden bis zur weiteren Präparation in Kulturschalen 

in 200µl PBS (1%) bei 37°C verwahrt. Unter dem Mikr oskop wurden dann die 

Uterushörner sorgfältig von umgebendem Fettgewebe gereinigt und das Ovar entfernt. 

Vom Ende des entfernten Ovars aus wurden die Uterushörner mithilfe einer 

Tuberkulinspritze mit aufgezogenen 250µl 1%igem PBS mit  0,05% PVA gespült. Die 

Spülflüssigkeit wurde in sterilen Zellkulturschalen mit konvexem Innenzylinder 

aufgefangen und anschließend auf das Vorhandensein von Blastozysten hin 

untersucht. Die aufgefundenen Embryonen wurden zweimal in frischem PBS/PVA 

gewaschen, um Reste von Uterusflüssigkeit und Endometrium zu entfernen. 

Abschließend wurden alle Blastozysten in einer möglichst geringen Menge Flüssigkeit 

in ein 0,5ml Reaktionsgefäß aufgenommen und anschließend bei -80 °C bis zur RNA-

Isolierung tiefgefroren. 

PBS/PVA-Spüllösung: 

PBS            9,55g 

PVA            0,59mg 

Aqua dest.  1 l 

2.2 cDNA-Gewinnung 

2.2.1 RNA-Isolierung 

Für das Arbeiten mit RNA ist es notwendig, dass alle Gefäße und Lösungen frei von 

RNAsen sind. Deshalb wurde bei der RNA-Isolierung ausschließlich DEPC- 

behandeltes Aqua dest. (DEPC-H2O) verwendet (0,1% DEPC in Aqua dest., 2h 

Inkubation und anschließende Autoklavierung). Alle wässrigen Lösungen wurden mit 

DEPC-H2O hergestellt. Mit DEPC lassen sich Histidinreste zu N-

Carbethoxyhistidinresten modifizieren, da dieses kovalent an primäre und sekundäre 

Amine bindet. Alle Glasgefäße wurden bei 180°C hitz ebehandelt, Kunststoff wurde 

autoklaviert. 
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Für die Isolierung der RNA aus Mäuseblastozysten wurde aufgrund der geringen 

Zellanzahl von nur 20-40 Zellen pro Embryo die Methode der mRNA-Bindung an 

magnetische Partikel (Dynabeads® mRNA Direct TM Kit) verwendet. 

Die eingefrorenen Blastozysten wurden aufgetaut und 10min bei 13.000 rpm und 4°C 

zentrifugiert. Der überschüssige PBS-Puffer wurde abpipettiert. Danach wurden die 

Blastozysten in 150µl Lysis-Puffer aufgenommen, resuspendiert und anschließend für 

10min auf einem Schüttler inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Dynabeads 

zweimal mit Lysis-Binding-Puffer gewaschen. Pro Probe wurden 10µl Dynabeads 

zugegeben und für weitere 10min auf dem Schüttler inkubiert. Nach der Inkubation 

wurden die Reaktionsgefäße in den Magnetic Particle Concentrator (Dynal MPC ®) 

gestellt, zweimal mit 100µl Waschpuffer A und dreimal mit 100µl Waschpuffer B 

gewaschen. Um die mRNA von den Dynabeads zu lösen, wurden diese in 11µl DEPC-

H2O resuspendiert und anschließend im Thermocycler 3min auf 65°C erhitzt. Da ein 

erneutes Binden der Poly-(A)-Schwänze an die Dynabeads verhindern werden musste, 

wurden die Gefäße sofort auf Eis gestellt und der Überstand in ein neues 0,5ml 

Reaktionsgefäß überführt.  

     Lysis-Puffer (50ml):           Waschpuffer A (100ml):             Waschpuffer B (100ml): 

8MLiCl           3,125ml                                      1,87ml                                        1,87ml  

EDTA          186,10mg                                   37,22mg                                     37,22mg 

Tris            605,70mg                                 121,14mg                                  121,14mg  

SDS                 500mg                                      100mg            

DTT              38,56mg 

Für die RNA-Isolierung aus Geweben wurde das Organ oder Gewebe gefroren, unter 

Zugabe von flüssigem Stickstoff gemörsert, in einem 2ml Reaktionsgefäß in 800µl 

GTC-Lösung aufgenommen und mit dem Ultraturax 1min auf höchster Stufe 

homogenisiert. Im Anschluss wurden 80µl 2M Natriumacetat, 800µl Phenol und 160µl 

Chloroform zugegeben. Die Substanzen wurden gemischt und anschließend 20min auf 

Eis inkubiert. Um eine Phasentrennung zu erhalten, wurden die Proben 25min bei 

13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der wässrige Über stand wurde in ein 1,5ml 

Reaktionsgefäß überführt. Durch die Zugabe von 1 Volumen kaltem Isopropanol, der 

gleichen Menge Flüssigkeit wie der vorhandene Überstand, wurde die RNA bei 20°C 

für 20min gefällt. Nach einer Zentrifugation für 30min bei 13.000 rpm und 4°C wurde 

das erhaltene Pellet dreimal mit 70%igem Ethanol gewaschen und nach der 

Lufttrocknung in 50µl DEPC-H2O resuspendiert. Zur Kontrolle wurden 0,5µg RNA auf 

ein 1,2%iges Agarosegel aufgetragen. 
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GTC-Lösung: 

Guanidiniumthiocyanathydrochlorid  4M 

βMercaptoethanol                             100mM  (direkt vor Gebrauch zugeben) 

Natriumcitrat                                      25mM 

Natriumlaurosylsarcosinat                 17Mm 

Der RNA-Extraktion wurde ein DNAse-Verdau angeschlossen, um Rückstände 

genomischer DNA zu entfernen. 

3M Natriumacetat pH 5,2   1,7µl 

0,1M Magnesiumsulfat       2,5µl 

RNA-Probe                          x  µl 

DNAse 1 (10U/µl)               0,5µl 

RNAse-Inhibitor                  0,5µl 

DEPC-H2O                      ad 50µl 

Die Substanzen wurden hierbei für 30min bei 37°C un d für 10min bei 70°C inkubiert. 

Anschließend wurde die RNA-Konzentration der jeweiligen Probe per UV-

Spektroskopie überprüft. Hierzu wurde der Mittelwert einer Doppelbestimmung als 

Referenzwert genutzt. Zur Messung wurden 98µl DEPC-H20 mit 2µl der Probe (1:50) in 

einem 0,5ml Reaktionsgefäß gemischt und anschließend in die Messküvette überführt. 

Die Messung erfolgte bei Wellenlängen von 260 sowie 280nm. Der Quotient aus der 

Absorption beider Wellenlängen (OD260/OD280) lässt einen Rückschluss auf den 

Gehalt der RNA zu und sollte 1,7 bis 2,0 betragen. So konnte eine Bewertung der 

RNA-Qualität erfolgen. 

2.2.2 Umschreibung der RNA in cDNA (Reverse Transkriptase-Reaktion) 

Für die RT-Reaktion wurde die aus  Blastozysten isolierte RNA mit folgenden Agenzien 

gemischt: 

10x PCR Puffer            2µl 

50mM MgCl2                2µl 

10mM dNTPs               2µl 

Randomprimer             1µl 

RT                             0,5µl 

RNAse-Inhibitor         0,2µl 

DEPC-H2O                1,3µl 

Anschließend wurde der Ansatz für 3min bei 65°C, fü r 10min bei 25°C, für 60min bei 

42°C und abschließend für 5min bei 99°C inkubiert. In diesen Zyklen konnte die RT die 

Blastozysten-RNA in komplementäre cDNA umschreiben.
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Die cDNA wurde nachfolgend je nach Menge der eingesetzten Blastozysten mit DEPC-

H2O aufgefüllt, sodass 5µl cDNA stets einem Embryonenäquvivalent entsprachen. Das 

Ergebnis wurde anschließend durch eine Kontroll-PCR mit GAPDH verifiziert.  

Für die RT-Reaktion von RNA aus Geweben konnte anhand der RNA-

Konzentrationsbestimmung die benötigte Menge der RNA-Probe für den Einsatz von 

3µg RNA für die cDNA-Synthese errechnet werden. Diese Menge an RNA-Probe 

wurde mit 1µl Random-Primer versetzt und anschließend auf 12µl mit PCR-H2O 

aufgefüllt. Das Gemisch wurde für 5min bei 65°C ink ubiert. Anschließend wurden hinzu 

pipettiert: 

5x Puffer                       4µl 

0,1M DTT                      2µl 

10mM dNTP                  1µl 

RT                               0,5µl 

DEPC-H2O                  0,5µl 

Es wurde weiterhin in folgenden Schritten inkubiert: 

10 min 25°C 

50 min 42°C 

10 min 70°C 

Die cDNA wurde nun mit 70µl DEPC-H2O aufgefüllt. Das Ergebnis der cDNA-Synthese 

wurde durch eine Kontroll-PCR mit 18s und anschließender Auftrennung durch 

Gelelektrophorese verifiziert (Einsatz von 2µl cDNA). 

2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die PCR dient der Amplifikation von kurzen Abschnitten der (c)DNA durch die  

Taq-Polymerase, eine DNA-Polymerase, die ursprünglich aus dem hitzebeständigen 

Bakterium Thermus aquaticus stammt. Der Leserahmen der Polymerase wird durch die 

zugegebenen Primer festgelegt, sodass immer nur der Abschnitt des gewünschten 

DNA-Abschnittes amplifiziert wird. 

Die Substanzen der PCR wurden auf Eis pipettiert, um einen vorzeitigen und 

fehlerhaften Beginn der Reaktionen zu verhindern. Der Standard-Ansatz setzte sich 

wie folgt zusammen: 

10xPCR Puffer (-MgCl2)      2,5µl  

50mM MgCl2                        1,0µl 

10mM dNTP                       0,75µl 

Primer forward                    0,75µl 
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Primer reverse                    0,75µl 

Taq-Polymerase (5U/µl)       0,4µl 

cDNA                                   x    µl           DEPC-H20 ad 20µl 

Das Substanzgemisch wurde anschließend kurz herunterzentrifugiert und in den 

vorgeheizten Thermocycler gestellt (hot start). 

Das Thermoprotokoll lautete: 

3min           94°C           DNA-Denaturierung 

40 Zyklen 

1min           94°C           DNA-Denaturierung 

1min           60°C           Primer-Annealing (ind ividuell, je nach Primer) 

1min           72°C           Elongation 

10min         72°C           Endelongation 

Pause           4°C           Kühlung 

2.4 Auftrennung von DNA/RNA durch Gelelektrophorese

DNA (PCR-Produkte) oder RNA wurden in einem 1-2,2%igen Agarosegel anhand ihrer 

Größe und Ladung aufgetrennt. Das elektromagnetische Feld, das in der mit 1xTAE-

Puffer gefüllten Gelkammer erzeugt wurde, sorgte dafür, dass sich die negativ 

geladene DNA/RNA in Richtung der Anode bewegte. Die Größe des Fragments 

bestimmte die Wanderungsgeschwindigkeit und konnte später anhand eines 

mitgeführten DNA-Größenmarkers zugeordnet werden. Es wurden 10µl DNA mit 2µl  

Ladepuffer versetzt, auf das Gel aufgetragen und anschließend durch Anlegen von 

90Volt aufgetrennt. Bei einem RNA-Gel wurde die Gelkammer zuvor für 45min mit 

3%iger H2O2-Lösung vorbehandelt. Es wurde ausschließlich TAE-Puffer mit DEPC-H2O 

verwendet. Anschließend konnte das Gel unter UV-Licht betrachtet und mithilfe der 

BioCaptMW Software (Vilber, Marne La Vallee Cedex) dokumentiert und ausgewertet 

werden. 

Agarosegel: 

1-2,2g Agarose 

100ml 1xTAE-Puffer 

  3 µl      Ethidiumbromid (50µg/ml), erst nach dem Erhitzen zugeben. 

10xTAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) pH 8,0 : 

Tris-Base                       242g 

Eisessig                      57,1ml 

EDTA (0,5M,pH 8,0)    100ml         Aqua dest. ad 5 l 
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6xDNA-Ladepuffer:                      

Glycerin                           3ml 

1x TAE                            7ml 

Xylenyanol                    0,25g 

2.5 Isolation der DNA-Banden aus Agarosegel und Gelaufreinigung 

Die PCR-Banden wurden unter UV-Licht mithilfe eines Skalpells aus dem Gel 

herausgeschnitten und in ein 2ml Reaktionsgefäß überführt. Anschließend wurden die 

Gelblöcke eingeschmolzen und die DNA mithilfe des Quiagen QIQuick Gel Extraktion 

Kit laut Protokoll extrahiert. Somit konnte das amplifizierte PCR-Produkt der 

Sequenzierung zugeführt werden. 

Protokoll: 

QG-Puffer                                                  3 Teile des Gelblocks (mg) in µl 

Erhitzen und Einschmelzen des Geles      50°C 

Isopropanol                                                Einfaches des Gelblocks (mg) in µl 

5min auf Eis 

Überführung auf Quia-Quick-Trennsäule 

Zentrifugation                                  1min bei 13.000 rpm, Durchlauf verwerfen. 

QG-Puffer                                                    500µl  

Zentrifugation (s.o.) 

Puffer-PE-Ethanol                                        750µl 

2x Zentrifugation (s.o.) 

Eluieren der DNA aus Trennsäule in ein neues 1,5ml Reaktionsgefäß in 35µl DEPC-

H2O. Zur Kontrolle der Gelaufreinigung wurde im Anschluss eine Kontroll-

Gelelektrophorese durchgeführt. Hierzu wurden 5µl DNA-Eluat mit 2µl Ladepuffer 

aufgetragen. 

2.6 Sequenzierungs-PCR und Fällung der DNA 

Die Sequenzierungs-PCR dient der linearen Amplifikation des vorhandenen PCR-

Produktes mit nur einem Primer (Didesoxymethode nach Sanger) und nutzt das Prinzip 

des Kettenabbruchs durch floureszenzmarkierte ddNTPs. Diese besitzen keine 3'-

Hydroxygruppe für die Verknüpfung mit der Phosphatgruppe des nächsten Nukleotids 

und bewirken so durch ihren Einbau einen Stopp der Verlängerung des 

neusynthetisierten Stranges durch die Polymerase. In der Folge entstehen DNA-
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Fragmente unterschiedlicher Länge, die in jedem Ansatz stets mit dem gleichen ddNTP 

enden. Durch elektrophoretische Auftrennung und Anregung zur Fluoreszenz (durch 

DNA-Sequenzierservice, ZMG-Labor der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg) 

kann dann ein Chromatogramm erstellt werden und die Sequenz des DNA-

Teilabschnitts ermittelt werden. 

Abbildung 4 Prinzip der DNA-Sequenzierung nach der Didesoxy-Methode. 

http://de.wikipedia.org/wiki/DNA-Sequenzierung, abgerufen am 04.02.2011. 

Hierzu wurde das Big Dye®Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) genutzt. 

Auf Eis wurden pipettiert: 

Sequencing Puffer                         10µl 

Sequencing Enzyme                        2µl 

Forward Primer                                2µl 

DNA-Eluat                                        3µl 

Reinstwasser                                   4µl 

Das Thermoprotokoll lautete: 

96°C  1min 

25 Wiederholungen: 

96°C  10sec 

50°C   5sec 

60°C  10min 

Pause  4°C 
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Fällung:  

125mM EDTA             2µl 

3M Na-Acetat              2µl 

96% Ethanol              50µl  

vortexen, für 15min dunkel inkubieren bei Raumtemperatur 

Zentrifugieren            30min, 6000 rpm, 4°C 

70% Ethanol              70µl 

Zentrifugieren            10min, 6000 rpm, 4°C 

Die DNA befand sich nun als Pellet am Boden des Reaktionsgefäßes. Der Überstand 

wurde abpipettiert, das Pellet im Anschluss bei 70°C getrocknet und bis zum Versand 

bei 4°C gelagert. 

2.7 Densitometrische Quantifikation der PCR-Banden mit BIO-1D  

Die  dokumentierten Gel-Fotografien wurden der Analyse durch das Programm  

BIO-ID Version 99 (Vilber, Hochdorf/Winkel) unterzogen. Hierbei wurde die Intensität 

der einzelnen Banden als Volumen oder Summe der Pixel einer DNA-Bande ermittelt. 

Anschließend wurde das Volumen eines Markers auf den entsprechenden Wert der 

GAPDH-Referenz dieses cDNA-Pools bezogen: 

Volumen Marker X (Pool Nx)/ Volumen GAPDH (Pool Nx) = Verhältnis Marker/ GAPDH 

Die Bandenintensität der jeweiligen Marker wurde an mindestens 2 Blastozystenpools 

ermittelt. Anschließend wurden Mittelwert und Standardabweichung der jeweiligen 

Marker/GAPDH-Verhältnisse berechnet. Die ermittelten Daten wurden einem 

statistischen Signifikanztest (t-Test für unabhängige Stichproben mit 95%-

Konfidenzintervall) unterzogen.  

2.8 Materialien 

2.8.1 Chemikalien 

Agarose                                                                                       Biozym, Oldendorf 

Ampicillin                                                                                          Roth, Karlsruhe 

Bromphenolblau                                                                                  Fluka, Seelze 

BSA                                                                                                     Fluka, Seelze 
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Buffer-PE-Ethanol                                                                             Qiagen, Hilden 

Calziumchlorid                                                                              Serva, Heidelberg 

Chloroform                                                                                       Roth, Karlsruhe 

Citronensäure                                                                              Serva, Heidelberg 

DAB                                                                                            Research Genetics 

dATP                                                                                  Fermentas, St. Leon-Rot 

dCTP                                                                                 Fermentas, St. Leon-Rot 

dGTP                                                                                 Fermentas, St. Leon-Rot 

dTTP                                                                                  Fermentas, St. Leon-Rot 

DEPC                                                                              SigmaAldrich, Taufkirchen 

DPX                                                                                              Merck, Darmstadt 

Dynabeads®Oligo(dT)25                                                         Invitrogen, Karlsruhe 

DTT                                                                                                  Roth, Karlsruhe 

EDTA                                                                                               Roth, Karlsruhe 

Eisessig                                                                                        Merck, Darmstadt 

Ethanol                                                                                             Roth, Karlsruhe 

Ethidiumbromid                                                                                Roth, Karlsruhe 

Formaldehyd                                                                                Merck, Darmstadt 

Formamid                                                                                     Merck, Darmstadt 

Glukose                                                                                        Serva, Heidelberg 

Glycerin                                                                                        Serva, Heidelberg 

Guanidiniumthiocyanat                                                                Serva, Heidelberg

Hämatoxylin                                                                                  Merck, Darmstadt 

Hefeextrakt                                                                                      Roth, Karlsruhe 

hCG                                                                                SigmaAldrich, Taufkirchen 

Isopropanol                                                                                     Roth, Karlsruhe 

IPTG                                                                                                Roth, Karlsruhe 

Kaliumacetat                                                                                Serva, Heidelberg 

Kaliumaluminiumsulfat                                                                Merck, Darmstadt 

Lithiumchlorid                                                                               Serva, Heidelberg 

Magnesiumchlorid                                                                        Serva, Heidelberg 

Magnesiumsulfat                                                                          Serva, Heidelberg 

Manganchlorid                                                                             Serva, Heidelberg 

βMercaptoethanol                                                                        Serva, Heidelberg 

Methanol                                                                                          Roth, Karlsruhe 

Natriumacetat                                                                               Serva, Heidelberg 

Natriumchlorid                                                                                  Roth, Karlsruhe 
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Natriumhydrogencarbonat                                                           Serva, Heidelberg 

Natriumiodat                                                                                 Merck, Darmstadt 

Natriumlaurylsulfat                                                                           Roth, Karlsruhe 

Paraffin                                                                                         Merck, Darmstadt 

Paraformaldehyd                                                                          Merck, Darmstadt 

PBS                                                                                                Biochrom, Berlin 

PCR-Puffer                Fermentas, St. Leon-Rot 

Penicillin                                                                                         Gibco, Karlsruhe 

Pentobarbitol                                                                   SigmaAldrich, Taufkirchen 

Pepton                                                                                             Roth, Karlsruhe 

Phenol                                                                             SigmaAldrich, Taufkirchen 

PMSG                                                                             SigmaAldrich, Taufkirchen 

QG-Puffer                                                                                          Qiagen, Hilden 

PVA                                                                                 SigmaAldrich, Taufkirchen 

Streptomycin                                                                                  Gipco, Karlsruhe 

Randomprimer                                   Roche, Mannheim   

RNAse-Inhibitor                                                                        Promega, Mannheim  

Tween 20                                                                        SigmaAldrich, Taufkirchen 

Wasserstoffperoxid                                                                       Merck, Darmstadt 

XGal                                                                                                 Roth, Karlsruhe 

Xylen                                                                                            Merck, Darmstadt 

Ziegenserum                                                                               Dianova, Hamburg 

2.8.2 Enzyme 

Cycle Sequencing Enzyme v1.1                       Applied Biosystems, Darmstadt  

DNase I                                                                                         Roche, Mannheim 

Restriction enzymes                                                       New England Biolabs, Frankfurt 

Superscript II, RT                                                                      Invitrogen, Karlsruhe 

T4 DNA Ligase                                                                          Promega, Mannheim 

Taq DNA Polymerase                                                                Invitrogen, Karlsruhe 

2.8.3 Oligonukleotide 

Die spezifischen Primersequenzen wurden unter Nutzung des unter 

http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3.cgi verfügbaren Programms 

Primer3 von Sequenzen aus der Datenbank des NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Nucleotide&itool=toolbar) abgeleitet. Alle 
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Oligonukleotide wurden bei Biomers, Ulm bestellt. Die PCR-Produkte aller Primer 

wurden aus dem Agarosegel extrahiert, aufgereinigt und durch eine Sequenzierungs-

PCR amplifiziert. Das entstandene Produkt wurde in einem Reaktionsgefäß gefällt und 

anschließend beim DNA-Sequenzierservice, ZMG-Labor, sequenziert. Die Sequenzen 

wurden anschließend unter http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi auf Ihre 

Übereinstimmung mit den bekannten Maus-Gen-Sequenzen hin kontrolliert. Die 

tabellarische Auflistung aller Primer befindet sich im Anhang, Kapitel 7.1. 

2.8.4 Geräte 

Biofuge 13                                                                                      Heraeus, Hanau 

Biofuge fresco                                                                                 Heraeus, Hanau 

Biometra T 3000 Thermocycler                                                Biometra, Göttingen 

Brutschrank Haereus BB6060                                                        Haereus, Hanau 

Gelkammer AgagelMaxi                                                           Biometra, Göttingen 

Gelkammer AgagelMini                                                            Biometra, Göttingen 

Mikrowelle                                                                            Panasonic, Wiesbaden 

Schüttler GFL 3000                                                                         GFL, Burgwedel 

Spektrophotometer                      Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg 

Thermocycler                                                                            Biometra, Göttingen 

UltraTurax T25       Janke & Kunkel GmbH & Co. KG IKA – Labortechnik, Staufen 

Vortex IKA MS 3 digital       Janke & Kunkel GmbH & Co. KG IKA – Labortechnik, 

                                                                                                                    Staufen 

Waage BP210S                                                                        Sartorius, Göttingen 

Waage BP3100S                                                                      Sartorius, Göttingen 

Zeiss Stemi 2000                                                                            Carl Zeiss, Jena 

2.8.5 Verbrauchsmaterialien 

Organkulturschalen mit Innenzylinder      Falcon, Becton Dickinson Labware, USA 

Kulturschalen                                                          Greiner Bioone, Frickenhausen 

Tuberkulinspritzen 1ml  BD PlastikpakTm            Becton Dickinson Labware, USA 

Pipettenspitzen                             Biozym, Hessisch-Oldendorf
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3 Ergebnisse 

An jeweils zwei verschiedenen Blastozysten-cDNA-Pools (N=2; gepoolte Blastozysten 

gleichen Alters aus verschiedenen Muttertieren) wurde die Expression der Marker 

überprüft. Für RXR gamma wurde der Nachweis an drei Blastozystenpools erbracht 

(N=3). Für eine Vergleichbarkeit der beiden Mausstämme wurde bei jeder PCR die 

gleiche Menge cDNA der NZO- oder C57Bl/6-Blastozysten verwendet. Anschließend 

wurde das Ergebnis der PCR mithilfe einer Gelelektrophorese überprüft und 

dokumentiert. Alle Ergebnisse wurden durch Sequenzierung verifiziert. Die 

densitometrische Quantifikation der PCR-Banden wurde mittels t-Test auf statistisch 

signifikante Unterschiede geprüft. 

3.1 Nachweis von Markern des  Lipidstoffwechsels und der Glukoneogenese in 

Blastozysten (Tag 3,5) von NZO- und C57Bl/6-Mäusen 

3.1.1 Qualitativer Nachweis mittels PCR 

Alle untersuchten Stoffwechselmarker kataboler (Acyl-CoA-Oxidase, Carnitin-

Palmitoyl-Transferase, OCTN2), und anaboler Marker des Lipidmetabolismus 

(Fettsäure-Synthase, Acetyl-CoA-Carboxylase), der zellulären Lipid-Aufnahme 

(Lipoproteinlipase) und der Glukoneogenese (mitochondriale PEPCK)  konnten in 

Blastozysten vom Tag 3,5 in beiden Mausstämmen nachgewiesen werden (Abbildung 

15). Somit kann es als gesichert angesehen werden, dass die anabolen und katabolen 

Prozesse des Lipidmetabolismus sowie der Glukoneogenese bereits in 

Präimplantationsembryonen mit den gleichen Enzymen und Stoffwechselwegen 

vonstatten gehen wie in adulten Zellen. 

3.1.2 Semiquantitativer Nachweis: Densitometrische Analyse der PCR-Banden 

Die ermittellten Daten der Marker für anabole und katabole Stoffwechselwege, außer 

der Fettsäure-Synthase, weisen nach statistischer Überprüfung keine signifikanten 

Unterschiede der Transkriptraten in Blastozysten von NZO- und C57Bl/6-Mäusen auf 

(Abbildung 21). Die Fettsäure-Synthase wird in C57Bl/6-Embryonen statistisch 

signifikant vermehrt transkribiert (Abbildung 5). 
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Abbildung 5 Densitometrische Messungen aus PCR-Banden der Fettsäure-Synthase 

von Blastozysten des NZO- (lila) und C57Bl/6-Mausstammes (Bl6, violett).  Das 

Diagramm zeigt die Mittelwerte der GAPDH-korrigierten Lichtintensitäten aus je N=2 

Versuchen mit Standardabweichung. t-Test für unabhängige Stichproben signifikant 

(p=0,049; 95%-Konfidenzintervall [-2,83] - [-0.009]). 

3.2 Nachweis der FATPs und der Acyl-CoA-Synthetase in Blastozysten (Tag 3,5) 

von NZO- und C57Bl/6-Mäusen 

3.2.1 Qualitativer Nachweis mittels PCR 

FATP1 bis 5 konnten in Blastozysten vom Tag 3,5 der Entwicklung in beiden 

Mausstämmen nachgewiesen werden (Abbildung 16). FATP6 konnte nicht detektiert 

werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Bei Translation der Transkripte in FATP können die 

Blastozysten beider Mausstämme zu diesem Zeitpunkt ihrer Entwicklung die fünf 

verschiedenen Isoformen der Fettsäure-Transportproteine nutzen, um aus dem 

externen Milieu vor allem langkettige, ungesättigte Fettsäuren in ihre Zellen 

aufzunehmen. 

Die Acyl-CoA-Synthetase konnte ebenfalls in beiden Mausstämmen nachgewiesen 

werden (Abbildung 16). CD 36 allerdings konnte mithilfe des Verfahrens der PCR nicht 

detektiert werden (Ergebnisse nicht gezeigt). 

3.2.2 Semiquantitativer Nachweis: Densitometrische Analyse der PCR-Banden 

Für FATP4 ergab die statistische Überprüfung eine signifikant höhere 

Transkriptionsrate in Präimplantationsembryonen der NZO-Mäuse (Abbildung 6). Für 

FATP1, 2, 3 und 5 sowie die Acyl-CoA-Synthetase ergaben sich keine signifikanten 

Unterschiede (Abbildung 22). 
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Abbildung 6 Densitometrische Messungen aus PCR-Banden des Fatty acid transport 

proteins 4 (FATP4) von Blastozysten des NZO- (lila) und C57Bl/6-Mausstammes (Bl6, 

violett).  Das Diagramm zeigt die Mittelwerte der GAPDH-korrigierten Lichtintensitäten 

aus je N=3 Versuchen mit Standardabweichung. t-Test für unabhängige Stichproben 

signifikant (p=0,004; 95% Konfidenzintervall [0,85]-[2,22]). 

3.3 Nachweis der PPARs, der RXRs und der Prostaglandin-I2-Synthase in 

Blastozysten (Tag 3,5) von NZO- und C57Bl/6-Mäusen 

3.3.1 Qualitative Analyse mittels PCR 

In der cDNA der Blastozysten beider Mausstämme lassen sich Transkripte von PPAR 

alpha und PPAR gamma sowie von PPAR delta und der Prostaglandin-I2-Synthase 

nachweisen. Transkripte von RXR alpha und beta lassen sich in der cDNA der 

Blastozysten beider Stämme an Tag 3,5 nachweisen (Abbildung 18). RXR gamma 

dagegen wird zu diesem Zeitpunkt der Entwicklung nur in Blastozysten des C57Bl/6-

Stammes, nicht aber in Blastozysten der adipösen NZO-Mäuse exprimiert (Abbildung 

7). Im adulten Organismus wird dieser Marker jedoch in beiden Mausstämmen 

exprimiert (Abbildung 8).  

Abbildung 7 PCR-Banden des Retinoid X receptor gamma (RXR gamma) in 

Blastozysten des C57Bl/6-Mausstammes. Die PCR an Blastozysten des NZO-

Mausstammes erbrachte kein nachweisbares Amplifikat. Aufgetragen gegen 

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). 
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Abbildung 8 PCR-Banden des Retinoid X receptor gamma (RXR gamma) in 

verschiedenen Geweben adulter Tiere des NZO- und C57Bl/6-Mausstammes.

3.3.2  Semiquantitativer Nachweis: Densitometrische Analyse der PCR-Banden 

Die Transkriptraten der PPARs, RXRs und der Prostaglandin-I2-Synthase in 

Blastozysten der NZO- und C57Bl/6-Mäuse unterscheiden sich nicht statistisch 

signifikant (Abbildung 23). 

3.4 Nachweis von FABP1, 3 und 4 in Blastozysten (Tag 3,5) von NZO- und 

C57Bl/6-Mäusen 

3.4.1 Qualitativer Nachweis mittels PCR 

In der cDNA der Blastozysten beider Mausstämme konnte FABP1 nicht detektiert 

werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Dagegen wurden die Fettsäure-Bindungsproteine 3 

und 4 in beiden Mausstämmen nachgewiesen (Abbildung 17). 

3.4.2 Semiquantitativer Nachweis: Densitometrische Analyse der PCR-Banden 

Die Transkriptraten der Fettsäure-Bindungsproteine 3 und 4 in Blastozysten der NZO- 

und C57Bl/6-Mäuse unterscheiden sich statistisch nicht signifikant (Abbildung 24). 

3.5 Nachweis von INSIG1/ 2, SREBP1/ 2, LDL-Rezeptor und HMG-CoA-Reduktase 

in Blastozysten (Tag 3,5) von NZO- und C57Bl/6-Mäusen 

3.5.1 Qualitativer Nachweis mittels PCR 

In der cDNA der Blastozysten (Tag 3,5) beider Mausstämme konnten sowohl INSIG1 

und 2 als auch SREBP1 und 2 nachgewiesen werden. Ebenso wurden die Zielgene 

der durch SREBP freigesetzten Transkriptionsfaktoren, die HMG-CoA-Reduktase 

sowie der LDL-Rezeptor, in der cDNA der Blastozysten beider Mausstämme 

nachgewiesen (Abbildung 19). 
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3.5.2 Semiquantitativer Nachweis: Densitometrische Analyse der PCR-Banden 

Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in den Transkriptionsraten 

der untersuchten Marker in Blastozysten der beiden Mausstämme (Abbildung 26). 

Um aber die Verhältnisse der Transkiptionsraten der SREBPs zu den INSIGs in 

Blastozysten eines Mausstammes zu verdeutlichen, wurden die Mittelwerte der 

GAPDH-korrigierten Intensitäten der PCR-Banden von SREBP1 und 2 jeweils mit 

denen der INSIGs verglichen. Ein Verhältnis über eins würde demnach auf ein 

Überwiegen des jeweiligen SREBP über INSIG1 oder 2 und damit auf eine Tendenz 

zur Cholesterolsynthese hindeuten, eine Ratio kleiner eins Richtung Hemmung der 

Synthese in den Präimplantationsembryonen des jeweiligen Mausstammes. 

                                 

Abbildung 9 Mittelwerte der GAPDH-korrigierten densitometrischen Messungen von 

SREBP1 im Verhältnis zu INSIG1 und 2 in Blastozysten des NZO- (gelb) und C57Bl/6-

Mausstammes (Bl6, schwarz). t-Test bei einer Stichprobe ohne Signifikanz. 

                                 

Abbildung 10 Mittelwerte der GAPDH-korrigierten densitometrischen Messungen von 

SREBP2 im Verhältnis zu INSIG1 und 2 in Blastozysten des NZO- (gelb) und C57Bl/6-

Mausstammes (Bl6, schwarz). Verhältnis von SREBP2 zu INSIG1 in Blastozysten der 

C57Bl/6-Embryonen im t-Test bei einer Stichprobe signifikant von 1 verschieden 

(p=0,001; 95%-Konfidenzintervall [0,86]-[1,94]). 
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Während das Verhältnis von SREBP1 zu INSIG1 und 2 (Abbildung 9) in beiden 

Mausstämmen ungefähr bei eins liegt und somit ausgeglichen ist, sieht es bei SREBP2 

(Abbildung 10) anders aus: Bei ebenfalls ausgeglichenem Verhältnis von SREBP2 zu 

INSIG1 und 2 in den Blastozysten der NZO-Mäuse zeigt sich in den C57Bl/6-

Embryonen eine erhöhte Ratio von SREBP2 zu beiden INSIGs. Dabei ist das 

Verhältnis von SREBP2 zu INSIG1 statistisch signifikant auf das 2,4fache erhöht. 

3.6 Nachweis von Perilipin und Adipophilin in Blastozysten (Tag 3,5) von NZO- und 

C57Bl/6-Mäusen 

3.6.1 Qualitativer Nachweis mittels PCR 

Sowohl Perilipin als auch Adipophilin konnte in Blastozysten (Tag 3,5) beider 

Mausstämme nachgeweisen werden (Abbildung 20). 

3.6.2 Semiquantitativer Nachweis: Densitometrische Analyse der PCR-Banden 

Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in den Transkriptionsraten von 

Perilipin und Adipophilin in Blastoyzsten beider Mausstämme nachgewiesen werden 

(Abbildung 25). 
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4 Diskussion 

4.1 Methodik 

4.1.1 Tiermodelle 

Wie in der Einleitung beschrieben, entspringt der NZO-Mausstamm einer 

Inzuchtverpaarung übergewichtiger Tiere. Vergleichbaren Ursprungs sind die New 

Zealand black-Mäuse (NZB), die Autoimmundefizienzen aufweisen und beispielsweise 

als Modell zur Erforschung des Lupus erythematodes dienen. In der vorliegenden 

Arbeit wurden als Vergleichsgruppe Tiere des C57Bl/6-Stammes verwendet, da es 

einen sog „Wildtyp“ der NZO-Maus, der normalgewichtig wäre, nicht gibt. Es handelt 

sich bei dem NZO-Mausstamm um ein polygenetisch verändertes Tiermodell. 

Klassische „Adipositas“-Gene, die einen direkten Vergleich zu den NZO-Mäusen 

zuließen, gibt es nicht. C57Bl/6-Mäuse zeichnen sich durch einen unauffälligen 

Phänotyp hinsichtlich Adipositas aus. Sowohl NZB- als auch C57Bl/6-Mäuse wurden 

bereits in anderen Studien als Kontrollgruppen zum NZO-Stamm verwendet, wenn 

auch mit anderen Zielstellungen als in der vorliegenden Arbeit (Shellie et al, 2005; 

Jürgens et al, 2006). 

4.1.2 Densitometrische Analyse 

Alle durchgeführten densitometrischen Quantifizierungen wurden jeweils an N=2 oder 

N=3 Stichproben durchgeführt. Es sollten Unterschiede der Transkriptionsmengen der 

untersuchten Marker in Blastoysten von NZO- und C57Bl/6-Mäusen aufgezeigt 

werden. Durch die niedrige Stichprobenzahl müssen die gezeigten signifikanten 

Unterschiede vorsichtig interpretiert werden. Dies gilt ebenso für die Marker, für die 

keine signifikant unterschiedlichen Transkiptionsraten ermittelt werden konnten. Die 

Genauigkeit der Aussagen würde sich mit einer höheren Zahl an Wiederholungen, die 

aufgrund der aufwändigen Materialgewinnung in dieser Arbeit nicht durchführbar 

waren, erhöhen. Dennoch ergeben sich aus dieser Arbeit sowohl Hinweise auf 

Stoffwechselparameter, deren weitere Quantifizierung aussichtsreich wäre, als auch 

auf bereits zu diesem Zeitpunkt der Entwicklung veränderte Stoffwechselsituationen in 

Präimplantationsembryonen adipöser Mäuse. 
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4.2 Stoffwechselwege in Blastozysten 

Blastozysten am Tag 3,5 der Entwicklung stellen einen Zellverband dar, der ohne 

direkte Zufuhr von Nährstoffen über den maternalen Blutweg überleben und sich 

weiterentwickeln muss. Zum einen steht ihm dabei die Aufnahme von 

energieliefernden Molekülen, wie beispielsweise Fettsäuren, aus dem ihn umgebenden 

uterinen Milieu zur Verfügung. Dabei ist er angewiesen auf dessen Angebot und  

Zusammensetzung. Zum anderen besteht die Möglichkeit, Eigensynthese zu betreiben, 

um somit Energielieferanten und Ausgangsmoleküle für weitere anabole Prozesse 

selbst zu produzieren. Der Energiegewinnung dient die Fettsäureverbrennung, die 

Beta-Oxidation. Weiterhin bedarf es in diesem Organismus Signalmolekülen, die die 

Stoffwechselprozesse je nach Bedarf regulieren und gegebenenfalls äußere Einflüsse 

kompensieren. 

4.2.1 Fettsäure-, Triglycerid- und Cholesterol-Aufnahme 

Neben der Eigensynthese stehen der Blastozyste  einige Mechanismen zur Verfügung, 

aus dem externen Milieu Fettsäuren, Triglyceride und Cholesterol in die Zelle 

aufzunehmen und sie den verschiedenen Stoffwechselwegen zuzuführen. Dazu 

gehören die Fettsäuretransportproteine (FATPs), Acyl-CoA-Synthetase und FABPs für 

die Fettsäuren sowie LDL-Rezeptor und Lipoproteinlipase für die Triglyceride und das 

Cholesterol. Alle diese Marker konnten auf Transkriptionsebene detektiert werden. 

4.2.2 Fettsäure-Transport 

Die untersuchten Blastozysten beider Mausstämme weisen Transkripte der 

Fettsäuretransporter 1-5 auf. FATP6 konnte nicht detektiert werden (Ergebnisse nicht 

gezeigt). Dies entspricht den Angaben aus der Literatur, wonach bei Mäusen nur die 

Isoformen 1 bis 5 exprimiert werden (Stahl et al., 2004). Präimplantationsembryonen 

nehmen somit aktiv Fettsäuren in ihre Zellen auf, wobei eine unterschiedliche 

Präferenz bezüglich der Fettsäuren in verschiedenen Entwicklungsstadien besteht. 

Humane Embryonen, die sich über das 4-Zell-Stadium hinaus entwickeln, weisen 

höhere Konzentrationen an Linolsäure und Ölsäure auf, in späteren 

Entwicklungsstadien werden vermehrt hoch ungesättigte Fettsäuren aufgenommen 

(Haggarty et al., 2006). 

Heterozygote FATP4-knock-out-Mäuse konnten durch Verpaarung keine homozygoten 

Nachkommen (FATP4 -/-) hervorbringen. Der Fettsäuretransporter 4 wurde an 

endodermalen Strukturen von Wild-Typ-Mäusen (FATP4 +/+) lokalisiert und scheint 

eine wichtige Rolle während der embryonalen Entwicklung zu haben (Gimeno et al., 

2003). 
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Neben den FATPs spielen in der späteren embryonalen Entwicklung die Acyl-CoA-

Synthetase und die Fettsäure-Bindungsproteine (FABPs) eine Rolle bei der Aufnahme 

von Fettsäuren über die feto-maternale-Einheit (Dutta-Roy, 2000; Weedon-Feekjaer et 

al., 2010). Da sie zu einem ontogentisch späteren Zeitpunkt diese Aufgaben erfüllen, 

ist es wahrscheinlich, dass diese Moleküle neben den Fettsäure-Transportern auch zur 

Aufnahme und dem intrazellulären Transport von Fettsäuren in die Zellen von 

Blastozysten beitragen. 

4.2.3 Fettsäure-Bindungsproteine 

Neben der Fettsäure-Aufnahme aus dem maternalen Stoffwechsel tragen die FABPs 

(vor allem FABP1) auch zur Differenzierung und Entwicklung von embryonalen 

Stammzellen bei (Schroeder et al., 2001). FABP4 ist allgemein als Marker des 

Metabolischen Syndroms im adulten Organismus bekannt (siehe 1.3.4). Unter 

hypoxischen Bedingungen steigern die FABPs in humanen Trophoblastzellen die Lipid-

Akkumulation und werden zudem selbst gesteigert gebildet (Biron-Shental et al., 2007). 

Somit kommen den Fettsäure-Bindungsproteinen 3 und 4, die in dieser Arbeit 

nachgewiesen wurden, neben dem zellulären Lipidtransport vermutlich auch 

regulatorische Eigenschaften im Blastozysten-Organismus zu. 

Abbildung 11 In Mausblastozysten nachgewiesene Marker des Lipidmetabolismus (rot 

markiert): Aufnahme von Fettsäuren über Fettsäuretransporter (FATPs) und 

intrazellulärer Transport. 

Fettsäuren (FS) und langkettige ungesättigte Fettsäuren (LCPUFAS) werden mithilfe 

der FATPs über die Plasmamembran (PM) transportiert und durch die Acyl-CoA-

Synthetase (ACS) verestert. Sie können dann mithilfe von Fettsäure-

Bindungsproteinen (FABPs) gebunden werden, die selbst verschiedene zelluläre 

Funktionen erfüllen. 

4.2.4 Beta-Oxidation 

Die Fettsäureverbrennung dient der Energiegewinnung in Form von Adenosin-

Triphosphat (ATP). Die in dieser Arbeit untersuchten Marker dieses Stoffwechselweges 

PM

FATP
FS
LCPUFAS

CoA
ACS

  FABP

Acyl-CoA
FS

- Zufuhr zu 
  Stoffwechselwegen 

- Transport 

- Intrazelluläre 
   Signalwege 



__________________________________________Diskussion

                                                                                                                             37 

(Acyl-CoA-Synthetase, Acyl-CoA-Oxidase, Carnitin-Palmitoyl-Transferase) konnten an 

Blastozysten am Tag 3,5 in beiden Mausstämmen auf Transkriptionsebene 

nachgewiesen werden. Dieser Stoffwechselweg scheint für 

Präimplantationsembryonen essentiell zu sein, da die Inhibierung der Carnitin-

Palmitoyl-Transferase als Zufuhr-Shuttle zur Beta-Oxidation die Entwicklung der 

Blastozysten negativ beeinflusst. Die Zufuhr von L-Carnitin dagegen verbessert das 

Entwicklungspotential der Blastozysten und kann sogar einen Mangel an 

Kohlehydraten durch eine höhere Beta-Oxidations-Rate ausgleichen (Dunning et al., 

2010). Dies stärkt die Bedeutung des ebenfalls nachgewiesenen organic 

cation/carnitine-transporters (OCTN2). Störungen in der Metabolisierung langkettiger 

Fettsäuren führen beim Menschen zu Frühgeburtlichkeit, intrauteriner 

Wachstumsverzögerung und intrauterinem Fruchttod (Oey et al., 2006). Daher ist 

dieser Stoffwechselweg essentiell für die frühe embryonale und weitere Entwicklung.  

Abbildung 12  In Mausblastozysten nachgewiesene Marker des Lipidmetabolismus (rot 

markiert): Überblick über katabole Metabolisierung von Fettsäuren. 

Fettsäure-Aktivierung/Veresterung: Acyl-CoA-Synthetase (ACS); Carnitin-Zufuhr über 

Plasmamembran (PM): OCTN2 (organic cation/carnitine transporter); Zufuhr zur Beta-

Oxidation: CPT1 (Carnitin-Palmitoyl-Transferase); Beta-Oxidation: ACO (Acyl-CoA-

Oxidase). 

4.2.5 Fettsäuresynthese 

Neben dem katabolen Lipidmetabolismus ist ebenso die Fettsäuresynthese in 

Präimplantationsembryonen bedeutsam. In der vorliegenden Arbeit konnten 

Transkripte der Fettsäure-Synthase und der Acetyl-CoA-Carboxylase in Blastozysten 

beider Mausstämme nachgewiesen werden. In Fettsäure-Synthase-knock-out-Mäusen 

können keine homozygoten Nachkommen (FSS -/-) gezüchtet werden und die 

Geburtenrate von heterozygoten Tieren (FSS +/-) ist geringer als die des Wildtypes. 

Diese Verluste sind zudem nicht durch vermehrtes Zufüttern von Fettsäuren reversibel.  

PM

Acyl-CoA

CPT1

Mitochondrium

Beta-Oxidation

ACO
Peroxisomkatabol

Na+

OCTN2

Carnitin

FS
ACS

CoA



__________________________________________Diskussion

                                                                                                                             38 

(Chirala et al., 2003). Ebenso führt ein knock-out der Acetyl-CoA-Carboxylase 1 zu 

embryonalem Absterben am Tag 8,5 der Entwicklung (Abu-Elheiga et al., 2005). Somit 

ist die Fettsäuresynthese im Blastozystenstadium voll funktionsfähig und für die 

Entwicklung des Embryos essentiell. 

4.2.6 Glukoneogenese 

Die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEPCK) ist das Schlüsselenzym der 

Glukoneogenese und gibt der Blastozyste die Möglichkeit der eigenen Synthese von 

Kohlehydraten zur Energiegewinnung oder Speicherung. Sie wird in Kaninchen-

Blastozysten reguliert durch Adiponectin und Insulin (Fischer et al., 2010; Ramin et al., 

2010). 

4.2.7 Cholesterol-Metabolismus 

Die Cholesterol-Synthese ist für Blastozysten essentiell. Eine Hemmung der HMG-

CoA-Reduktase führt zu einer Inhibierung der Entwicklung ab dem 32-Zell-Stadium 

(Surani et al., 1983). Cholesterol ist Bestandteil embryonaler Membranen und kann ab 

dem 8-Zell-Stadium von Präimplantationsembryonen selbst synthetisiert werden (Pratt 

et al., 1980). Folge einer verminderten Cholesterol-Synthese-Aktivität ist das Smith-

Lemli-Opitz-Syndrom, was mit einer fetalen Entwicklungsverzögerung einhergeht (Yao 

et al., 2007). 

Reguliert wird die Cholesterol-Homöostase einer Zelle über die die Sterol regulatory 

element-binding proteins 1 und 2 (SREBP1/2) sowie die Insulin-induced genes 1 und 2 

(INSIG1/2), deren Transkripte in dieser Arbeit ebenfalls in Blastozysten beider 

untersuchten Mausstämme nachgewiesen wurden. Ihre Bedeutung für den 

Blastozysten-Organismus soll in Kapitel 4.3.2 diskutiert werden. 

Neben Komponenten der Cholesterol-Synthese und deren Regulation konnten in 

Blastozysten beider Mausstämme der LDL-Rezeptor und die Lipoproteinlipase 

nachgewiesen werden. Beide Marker dienen der Aufnahme und Verwertung von 

Triglyceriden und Cholesterol aus dem externen Milieu. In Präimplantationsembryonen 

der Maus ist der LDL-Rezeptor auch, wie in dieser Arbeit gezeigt, nachweisbar (Sato et 

al., 2003). Der Nachweis von LDL-Rezeptor und Lipoproteinlipase in humanen fetalen 

Membranen (Trophoblast, Amnion) späterer Entwicklungsstadien (Huter et al., 1997) 

lässt vermuten, dass die embryonale Entwicklung von Beginn an auf den Zufluss 

externen Cholesterols und Triglyceriden angewiesen ist und diese Zufuhr, zunächst 

aus dem Uterussekret, später aus der maternalen Zirkulation, bis zum Ende der 

Schwangerschaft nutzt. 
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Abbildung 13 In Mausblastozysten nachgewiesene Marker des Lipidmetabolismus (rot 

markiert): Cholesterol-Aufnahme und Regulation.

Aufnahme von Low-density-Lipoproteins (LDL) über LDL-Rezeptor und 

Lipoproteinlipase. Aufgenommenes Cholesterol kann Expression der Insulin-induced 

genes (INSIGs) induzieren, die wiederum die Sterol regulatory element-binding 

proteins (SREBPs) hemmen. Diese aktivieren zusammen mit SREBP cleavage 

activating protein (SCAP) die Freisetzung der Transkriptionsfaktoren S1/2P. Diese 

aktivieren im Nukleus das Sterol-regulatory element (SRE), daraufhin werden anabole 

Enzyme (LDL-Rezeptor, HMG-CoA-Reduktase, Acetyl-CoA-Carboxylase, Fettsäure-

Synthase) vermehrt transkribiert, sodass der Cholesterol- und Fettsäuregehalt der 

Zelle steigt. 

4.2.8 Regulation von Stoffwechselwegen: PPARs/RXRs 

Wie in der Einleitung dieser Arbeit beschrieben, handelt es sich bei den peroxisome 

proliferator-activated receptors und den Retinoid X-Rezeptoren um Signalmoleküle, die 

viele Stoffwechselwege regulieren können. In dieser Arbeit wurden Transkripte von 

RXR alpha und beta sowie PPAR alpha, beta/delta und gamma in Blastozysten beider 

Mausstämme sowie RXR gamma nur in C57Bl/6-Blastozysten nachgewiesen. Die 

Funktion von PPARs und RXRs in Präimplantationsembryonen ist bereits untersucht 

worden. Bekannt ist, dass sowohl PPAR gamma als auch PPAR delta essentiell für die 

Entwicklung von Embryonen und der plazentaren Funktion sind, da ein knock-out einer 

der beiden PPARs jeweils zu embryonaler Letalität zu einem frühen Zeitpunkt der 

Entwicklung führt (Barak et al., 1999; Nadra et al., 2006). Ebenso werden den RXRs 

eine große Bedeutung für das Entwicklungspotential von Embryonen zugeschrieben. 

Embryonen, die „qualitativ gut“ klassifiziert wurden, enthalten signifikant mehr 

Transkripte von RXR alpha und beta als „qualitativ schlechte“ (Mamo et al., 2005). Ein 
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Beispiel für die Rolle der PPARs in der embryonalen Entwicklung ist die Tatsache, 

dass über PPAR gamma/RXR-Agonisten sowohl die Expression von FATP4 also auch 

von Adipophilin in plazentaren Trophoblastzellen steigerbar ist und somit zum 

Fettsäure-Transport und zur Lipidakkumulation beiträgt (Schaiff et al., 2005). Somit 

wäre denkbar, dass diese Signal- und Regulationsmechanismen auch in ontogenetisch 

früheren Stadien wie in Präimplantationsembryonen Einfluss auf die verschiedenen 

Stoffwechselwege nehmen. 

4.2.9 RXR gamma-Defizienz  

In Blastozysten der NZO-Mäuse konnte, im Gegensatz zu denen der C57Bl/6-Mäuse, 

keine Transkripte von RXR gamma detektiert werden. Im adulten NZO-Organismus 

wurde der Marker jedoch in verschiedenen Geweben nachgewiesen. Dies wirft die 

Frage nach der Bedeutung dieser temporären Defizienz auf. 

Adulte RXR gamma-null-Mäuse weisen neben einem unveränderten Phänotyp eine 

Thyroid- und Vitamin A-Resistenz auf, was sich klinisch durch einen erhöhten T4-

Plasmaspiegel und einen erhöhten Stoffwechselumsatz im Muskelgewebe 

auszeichnet. Durch den Funktionsausfall von RXR gamma am Pinealorgan kommt es 

zu einer zentralen Resistenz gegenüber den Schilddrüsenhormonen, was sich auf das 

Hungergefühl und Essverhalten auswirken kann. Die erhöhte Metabolisierungsrate 

kann durch die erhöhten T4-Werte und durch eine erhöhte Nahrungsaufnahme zu 

erklären sein. Die RXR gamma-Defizienz löst dabei keine Hochregulation der anderen 

RXRs aus (Brown et al., 2000). RXR gamma-defiziente Mäuse weisen zudem erhöhte 

Triglycerid-Spiegel im Plasma sowie eine erhöhte Lipoprotein-Lipase-Aktivität im 

Muskelgewebe während Nahrungskarenz auf. Diese Tiere nehmen in einem 

Mastversuch über 14 Tage weniger an Gewicht zu als ihre Wildtyp-Verwandten, 

weisen aber auch geringere Mengen an Leptin auf (Haugen et al., 2004). Die 

reduzierten Leptin-Spiegel können hierbei zu einem Wegfall der Hemmung des 

Hungergefühles und somit zu erhöhter Nahrungsaufnahme führen. 

Eine Mutation im humanen RXR gamma-Gen ist assoziiert mit einer familiären 

kombinierten Hyperlipidämie (HCHL). Bei diesen Patienten führen eine reduzierte LPL-

Aktivität und Störungen im Lipoprotein-Stoffwechsel zu den erhöhten Triglycerid-

Spiegeln im Plasma. Der teilweise Funktionsausfall des RXR gamma-Gens kann hier 

zwar nicht als alleinige pathogene Ursache angesehen werden, ist aber wohl Teil des 

metabolischen Entgleisungsprozesses (Nohara et al., 2009). Daher könnte auch der 

Ausfall des RXR gamma-Transkriptes in der cDNA der NZO-Blastozysten an Tag 3,5  

zwar keine alleinige Ursache, wohl aber ein möglicher und ontogenetisch sehr früher 

Faktor in der Genese der veränderten Stoffwechselsituation bei diesen Tieren sein.  
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In anderen Spezies gibt es ebenfalls Beispiele für einen Ausfall von RXR gamma. So 

kann dieser Marker auch in bovinen Blastozysten auf Transkriptionsebene nicht oder 

nur in manchen Embryonen nachgewiesen werden (Mohan et al., 2002; Mamo et al., 

2005). Allerdings wird RXR gamma zum Teil in sehr frühen Entwicklungsstadien 

detektiert und korreliert dann positiv mit dem Entwicklungspotential der Embryonen, 

ähnlich wie die höheren Transkriptionsraten von RXR alpha und beta in „qualitativ 

guten“ Embryonen. RXR gamma könnte somit als Qualitätsmerkmal von Embryonen 

angesehen werden (Mamo et al., 2005) und der Wegfall des RXR gamma-Transkriptes 

in NZO-Blastozysten ein möglicher Hinweis auf ein vermindertes Entwicklungspotential 

sein.  

In diesem Zusammenhang könnte eine Analyse der Fruchtbarkeit der beiden 

Mausstämme aufschlussreich sein. Leider liegen von den NZO-Mäusen nicht genug 

aussagefähige Daten vor. Die durchschnittliche Anzahl der Blastozysten pro Tier, die in 

dieser Arbeit ermittelt wurde, unterscheidet sich in beiden Mausstämmen nicht 

voneinander (Ergebnisse nicht gezeigt). Die bekannte Wurfgöße der NZO-Mäuse 

schwankt zwischen 1-12 Nachkommen und ist somit nicht wesentlich anders als in den 

C57Bl/6-Mäusen. Es gibt jedoch eine größere Anzahl an Weibchen, die bei gesicherter 

Fertilität des Männchens nicht schwanger werden (Bielschowsky et al., 1956). 

Zu klären bleibt, inwieweit sich der Ausfall von RXR gamma in diesem frühen 

Entwicklungsstadium auf den späteren Organismus und dessen Entwicklung auswirkt 

und zu welchem Zeitpunkt die Expression dieses Markers in den Embryonen wieder 

einsetzt. In adulten Tieren ist RXR gamma nachweisbar. Dies spricht dafür, dass bei 

den NZO-Mäusen keine vollständige RXR gamma-Defizienz vorliegt, dass aber die 

Expression entweder später als an Tag 3,5 (wieder) beginnt oder dass zu diesem 

Zeitpunkt die Quantität des Transkriptes unterhalb der Nachweisgrenze der PCR-

Methode liegt. Zu beachten ist weiterhin die mögliche Austauschbarkeit der drei RXR-

Isoformen unter in-vitro Bedingungen, da hierbei alle PPARs mit RXR alpha, beta und 

gamma Dimere bilden können (Mohan et al., 2002). Somit bleibt zu klären, welche 

entwicklungsphysiologische Bedeutung der funktionelle Ausfall von RXR gamma hat. 

Festzuhalten ist, dass an Tag 3,5 die Entwicklung der NZO-Embryonen ohne oder mit 

einer sehr geringen Menge an transkribiertem RXR gamma vonstatten gehen muss, 

während alle Komponenten des PPAR-Signalweges inklusive RXR gamma in C57Bl/6-

Blastozysten detektierbar sind.  

4.2.10 Prostaglandine und PPAR delta 

Transkripte von PPAR delta und der Prostaglandin-I2-Synthase wurden in Blastozysten 

beider Mausstämme nachgewiesen. Bekannt ist, dass Prostanglandin I2 (Prostazyklin) 
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via PPAR delta Einfluss nimmt auf das Entwicklungspotential von 

Präimplantationsembryonen, die Implantation und die Dezidualisation (Lim et al., 1999; 

Cammas et al., 2006; Pakrasi et al., 2008; Gillio-Meina et al., 2009). Da Prostazyklin 

einen positiven Einfluss auf die Entwicklung hat,  ist die Detektion der PGI2-Synthase in 

Blastozysten mitsamt des Rezeptors PPAR delta nicht verwunderlich. Bei normaler 

Funktion können Blastozysten womöglich selbst ihr Entwicklungspotential unterstützen.  

4.2.11 Perilipin und Adipophilin 

Perilipin und Adipophilin sind in ihrer Funktion als PAT-Proteine, die zelluläre 

Lipidspeicher vor Lipolyse schützen, (siehe Kapitel 1.3.6) sowohl in Oozyten bekannt, 

als auch in humanen fetalen Membranen (Trophoblast, Chorion, Amnion) 

nachgewiesen worden. In Oozyten reguliert Perilipin die Nutzung der Lipidspeicher 

während der Eizellreifung (Yang et al., 2010), in fetalen Membranen sind die zellulären 

Lipidtropfen je nach Lokalisation von unterschiedlichen PAT-Proteinen umgeben, 

sodass ihnen unterschiedliche Funktionen zugeschrieben werden (Ackermann et al., 

2007). In humanen Trophoblastzellen ist die Expression von Adipophilin während der 

Differenzierung erhöht und wird durch PPAR gamma/RXR-Agonisten heraufreguliert 

(Bildirici et al., 2003). Ebenfalls in Trophoblastzellen stimulieren sowohl Insulin als auch 

Fettsäuren die Expression von Adipophilin und erhöhen somit die Lipidakkumulation in 

den Zellen (Elchalal et al., 2005). 

Der Nachweis der Transkripte von Perilipin und Adipophilin an Blastozysten am Tag 

3,5 der Entwicklung lässt vermuten, dass auch zu diesem Zeitpunkt Lipidspeicherung 

und –nutzung durch diese Proteine reguliert werden.

4.3 Vergleich der NZO- und C57Bl/6-Blastozysten 

Mittels densitometrischer Methoden wurde eine semiquantitative Analyse von 

Blastozysten der adipösen NZO- und der C57Bl/6-Mäuse für die untersuchten Marker 

durchgeführt. Die Betrachtung des Stoffwechsels in einem adipösen Organismus, 

verglichen mit einem normalgewichtigen, wirft die Frage nach der Beeinflussbarkeit der 

Embryonalentwicklung durch den maternalen Stoffwechsel und nach der 

metabolischen Programmierbarkeit des Embryos auf. 

Im diabetischen Tiermodell konnte unlängst gezeigt werden, dass diese veränderte 

Stoffwechsellage zu Veränderungen im Glukose- und Aminosäurenangebot im 

Uterussekret von Kaninchen führt. Ebenso zeigt sich eine verminderte Fertilitätsrate 

und eine erhöhte Apoptoserate ihrer Blastozysten (Ramin et al., 2010). Auch die 

maternale Ernährung hat Folgen auf die embryonale Entwicklung. Eine maternale 
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Hyperlipidämie, ausgelöst durch fettreiche Diät, mit verändertem uterinen Milieu im 

adipösen Organismus, wurde in bovinen Embryonen-Kulturen nachgestellt und eine 

verminderte Entwicklungsfähigkeit der Embryonen nachgewiesen. Dabei führte der 

Zusatz von cholesterol- und fettsäurereichem maternalen Serum zum Kulturmedium 

von bovinen  Zygoten zu einer reduzierten Anzahl an weiterentwickelten Embryonen im 

Blastozystenstadium und zu einer Verminderung der Zellzahl im Vergleich zur 

Kontrollgruppe. Ebenso konnten erhöhte Transkripte von Apoptose-Markern in den 

behandelten Embryonen nachgewiesen werden (Leroy et al., 2010).  

Eine starke Zufuhr von Omega-3 mehrfach ungesättigten Fettsäuren perikonzeptionell 

vermindert ebenso das Entwicklungspotential von Präimplantationsembryonen 

(Wakefield et al, 2008). Eine Hyperglykämie während der Schwangerschaft korreliert 

mit der Ausprägung von kindlicher Adipositas (Hillier et al., 2007). Ebenso konnte im 

Mausmodell durch Überernährung der Muttertiere während der Schwangerschaft eine 

Verhaltensänderung der Nachkommen gezeigt werden, die neben Hyperphagie auch 

verminderte körperliche Aktivität und später einen adipösen Phänotyp aufweisen 

(Sullivan und Grove, 2010). Auch der maternale Protein-Stoffwechsel hat Einfluss auf 

die frühe embryonale Entwicklung. Eine Protein-Mangelernährung während der 

Perikonzeptionsperiode führt in Ratten zu einer Reduktion der essentiellen 

Aminosäuren in der maternalen Zirkulation und zu einer verminderten Zellzahl in 

Blastozysten. Postnatal zeigen die Nachkommen Veränderungen des körperlichen 

Wachstums und hypertensive Blutdruckwerte (Fleming et al., 2004). Eine solche 

Mangelernährung beeinflusst auch direkt den fetalen Stoffwechsel durch Induktion 

einiger hepatischer Stoffwechselmarker, wie beispielsweise der hepatischen PEPCK 

(Kwong et al., 2007). 

Resümierend ist festzustellen, dass die maternale metabolische Situation, 

beispielsweise im adipösen oder diabetischen Organismus, entscheidend Einfluss 

nimmt auf die Entwicklung und Prägung des embryonalen und späteren kindlichen 

Stoffwechsels. 

4.3.1 Ergebnisse des semiquantitativen Vergleichs  

Das wichtigste Ergebnis der vergleichenden Quantifizierung der untersuchten 

Stoffwechselparameter ist die signifkant erhöhte Transkriptionsrate von FATP4 in 

Präimplantationsembryonen der adipösen NZO-Mäuse (Abbildung 6). Auch die 

anderen untersuchten Fettsäuretransporter weisen dieselbe Tendenz auf, für sie 

konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Populationen gezeigt 

werden. Dies gilt ebenso für die Transkripte des Fettsäure-Bindungsproteins 4 in NZO-
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Embryonen, die tendenziell erhöht zu sein scheinen. Hier wären weitere 

Untersuchungen notwendig, um Unterschiede deutlicher zu charakterisieren. 

Bekannt ist, dass in plazentarem Gewebe übergewichtiger Mutterschafe FATP1 und 4 

sowohl auf mRNA-, als auch auf Proteinebene gegenüber normalgewichtigen Tieren 

erhöht sind. Gleichzeitig sind Cholesterol- und Triglyceridwerte in maternalem und 

fetalem Blut erhöht. (Zhu et al., 2010). Ebenso führt beim Menschen eine vermehrte 

Zufuhr von Docosahexaensäure (eine mehrfach ungesättigte Omega-3-Fettsäure) in 

der zweiten Hälfte der Schwangerschaft zu erhöhten Fettsäure-Konzentrationen im 

maternalen sowie dem Nabelschnurblut. Die ermittelte Konzentration korreliert dabei 

positiv mit der Expression von FATP1 und 4 an plazentaren Membranen (Larqué et al., 

2006). Es gibt also einen Zusammenhang zwischen Fettsäure-Angebot und Expression 

der Fettsäuretransportproteine. 

Eine vermehrte Transkription von FATP4 in Blastozysten der NZO-Mäuse impliziert 

nun die Frage nach dem auslösenden Mechanismus. Da die Blastozyste nicht direkt 

durch die maternale Zirkulation versorgt wird, könnte ein Grund in einem veränderten 

Fettsäure-Angebot des Uterussekretes der NZO-Mäuse liegen, ähnlich der veränderten 

Aminosäure- und Glukosezusammensetzung im Uterussekret des diabetischen 

Kaninchens (Ramin et al., 2010). Dies sollte durch Untersuchungen des uterinen 

Milieus im adipösen Organismus weitergehend analysiert werden und könnte klinische 

Relevanz in der Kultur von Embryonen bei Methoden der assistierten Reproduktion 

erlangen. 

Ein weiteres Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist die, wenn auch nur grenzwertig 

signifikant, niedrigere Transkriptrate der Fettsäure-Synthase in NZO-

Präimplantationsembryonen (p=0,049) (Abbildung 5). Es ist bekannt, dass die 

Fettsäure-Synthase im Fettgewebe des adulten adipösen Organismus vermehrt 

transkribiert wird und eine Rolle in der Genese von Adipositas und Diabetes mellitus 

Typ 2 spielt (Berndt et al., 2007). Diese Veränderung scheint sich demnach nicht auf 

die frühe embryonale Entwicklung übertragen zu lassen. Ein möglicher Grund für die 

verminderte Transkription der FSS und damit der eigenen Fettsäure-Synthese der 

NZO-Blastozysten könnte in der oben beschriebenen höheren Expression von FATP4 

und damit einem höheren Influx von Fettsäuren aus dem externen Milieu sein. Somit 

wäre die Verminderung der Fettsäure-Synthese ein sinnvoller 

Kompensationsmechanismus, um die zelluläre Homöostase zu regulieren. 
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Abbildung 14   Möglicher Mechanismus zur Regulation der Fettsäure-Homöostase in 

Blastozysten von NZO-Mäusen. (FATP= Fettsäuretransportprotein,  

PM=Plasmamembran). 

4.3.2 Cholesterol-Metabolismus: Veränderte Regulation in Blastozysten der NZO-

Mäuse? 

Die Regulation der Cholesterol-Synthese über INSIG/SREBP unterliegt im fetalen 

Organismus einer Dysregulation. Eine Cholesterol-induzierte Synthese-Senkung im 

Sinne einer Produkthemmung fällt im Gegensatz zu adulten in fetalen Zellen marginal 

aus. Dies ist bedingt durch eine konstitutionelle Expression von SREBP2 durch einen 

lack of response auf der Ebene der INSIGs, die normalerweise die Cholesterol-

Synthese vermindern. Die Folge ist, dass eine optimale Versorgung des Feten mit 

Cholesterol gewährleistet ist (Yao et al., 2007). Dieses Überwiegen von SREBP2 über 

die INSIGs spiegelt sich in dem in Kapitel 3.5.2 gezeigten Diagramm (Abbildung 10) in 

Embryonen der C57Bl/6-Mäuse durch ein auf das 2,4fache erhöhtes Verhältnis von 

SREBP2 zu INSIG1 wider. In den NZO-Blastozysten scheinen die Verhältnisse von 

SREBP2 zu INSIG1 und 2 dagegen ausgeglichen. Dies ist ein Hinweis auf eine 

mögliche Veränderung in der Regulation der zellulären Cholesterol-Homöostase und 

könnte in der Folge zu einem Minderangebot von Cholesterol während der 

embryonalen Entwicklung führen, auch wenn zu diesem Zeitpunkt der Entwicklung in 

dieser Arbeit kein quantitativer Unterschied der Transkriptmenge der durch SREBP2 

induzierten HMG-CoA-Reduktase festgestellt werden konnte. In der weiteren 

Entwicklung könnte es jedoch, aufgrund der Bedeutung des Cholesterols als 

Komponente von Zellmembranen und als Substrat für Signalmoleküle, zu intrauteriner 

Wachstumsverzögerung und zu einer Beeinträchtigung von Signalwegen kommen. 

FATP4
Fettsäure-Aufnahme erhöht

Minderung der Eigensynthese

Fettsäure-Synthase

PM
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4.4 Ausblick 

Diese Arbeit bietet einen breiten Überblick über Fettstoffwechselparameter in 

Blastozysten. Aufgrund der großen Anzahl an untersuchten Parametern war eine 

eingehende Untersuchung einzelner Marker nicht durchführbar. Daher ist diese Arbeit 

die Basis für weitergehende Untersuchungen der Parameter, die durch diesen 

Überblick als aussagekräftig herausgearbeitet wurden. 

Dazu muss im ersten Schritt die Aussagekraft der quantitativen Analyse durch weitere 

Stichproben ergänzt und durch andere Analysemethoden, beispielsweise durch Real-

Time-PCR, verifiziert werden. Ebenso muss eine Überprüfung der potentiellen 

Funktionalität der auf Transkriptionsebene nachgewiesenen Parameter auf 

Proteinebene durch Western-Blot erfolgen. Vielversprechend wäre insbesondere die 

weitere Analyse und Quantifizierung der Fettsäuretransportproteine, insbesondere 

FATP4, der Fettsäure-Synthase, der Marker des Cholesterolmetabolismus 

(SREBPs/INSIGs, HMG-CoA-Reduktase, LDL-Rezeptor), aber auch von FABP4, 

Perilipin und Adipophilin als gut untersuchter Marker der adipösen Dysregulation im 

adulten Organismus. Im abschließenden Versuchsteil müssten die funktionellen 

Auswirkungen der gezeigten veränderten Stoffwechselsituation in Form von 

langfristigen Auswirkungen auf die metabolische Entwicklung verifiziert werden. 

Schließlich wären Untersuchungen von Interesse, die vor allem aufgrund der 

aufwändigen Materialgewinnung in dieser Arbeit nicht durchgeführt werden konnten: 

-   Untersuchungen  von Embryonen des NZO-Stammes zu früheren/ späteren 

    Zeitpunkten und Detektion des Zeitpunktes, an dem RXR gamma (wieder) 

    nachweisbar ist. 

-   Vergleichende Messungen der Zusammensetzung des Uterussekretes beider 

    Mausstämme mit der Frage nach qualitativen und quantitativen Unterschieden bei 

    wichtigen Komponenten des Lipidstoffwechsels. 

-   Kultivierungsversuche von NZO-Blastozysten in „Mangel-Nährmedien“ nach 

    Analyse des physiologischen Milieus mit anschließendem Embryonentransfer und 

    Untersuchung der langfristigen Folgen auf die Entwicklung und Stoffwechselsituation 

    der Nachkommen. 

-   Vergleich des Phosphorylierungsstatus von Hormonsensitiver Lipase und 

    Perilipin/Adipophilin als Gegenspieler der Aktivierung und Inhibierung der Lipolyse in 

    NZO- sowie C57Bl/6-Embryonen. 

-   Weitere Untersuchungen des SREBP/INSIG-Signalweges und des Cholesterol- 

    Metabolismus in NZO-Embryonen. 
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5       Zusammenfassung 

Ein breites Spektrum wichtiger Parameter des Fettsäure- und Cholesterolmetabolismus 

ist in Blastozysten der Maus am Tag 3,5 der Ontogenese beim NZO- und C57Bl/6-

Stamm auf Transkriptionsebene nachweisbar. Einziger statistisch nachweisbarer 

Unterschied  zwischen Blastozysten beider Stämme besteht in dem Fehlen des RXR 

gamma-Signalmoleküls in NZO-Blastozysten zu diesem Zeitpunkt der Entwicklung. Da 

dieser Marker in verschiedenen Geweben adulter NZO-Mäuse nachweisbar ist, muss 

hier von einer transienten Defizienz ausgegangen werden.  

In der semiquantitativen Analyse konnte eine signifikant erhöhte Transkriptionsmenge 

von FATP4 in Präimplantationsembryonen der NZO-Mäuse gegenüber denen des 

C57Bl/6-Mausstammes ermittelt werden. Dagegen ist die Fettsäure-Synthase in NZO-

Embryonen signifikant erniedrigt. Dies spricht für eine vermehrte Aufnahme von 

Fettsäuren aus dem uterinen Milieu in NZO-Blastozysten und in der Folge für eine 

Produkthemmung der zellulären Fettsäure-Eigensynthese. 

Weiterhin konnte ein Unterschied in der Cholesterol-Synthese-Regulation in 

Blastozysten beider Mausstämme gezeigt werden. Während in C57Bl/6-Embryonen 

das Verhältnis von SREBP2 zu INSIG1 auf das 2,4fache erhöht ist (p=0,001), ist es in 

NZO-Embryonen ausgeglichen. Dies könnte in der Folge zu einer verminderten 

Cholesterol-Synthese in Blastozysten des NZO-Mausstammes führen. 

Festzuhalten ist, dass der Fettsäure- und Cholesterol-Metabolismus in Blastozysten 

der Maus mit den gleichen Enzymen und Signalmolekülen vonstatten geht wie im 

adulten Organismus. Auch wenn es noch weiterer Quantifizierungen bedarf, zeigen 

sich Unterschiede in den Transkriptionsmengen einzelner Stoffwechselmarker in 

Blastozysten adipöser und nicht-adipöser Muttertiere. Dies ist ein Hinweis auf eine 

frühe metabolische Prägung von Präimplantationsembryonen im adipösen maternalen 

Organismus. 
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Summary 

Lipid metabolism parameters were studied in day 3.5 blastocysts from NZO (obese 

mice) and C57/Bl6 mice (normal weight) by RT-PCR: Acyl-CoA oxidase (ACOX), 

carnitine palmitoyl transferase (CPT), organic cation/carnitine transporter (OCTN2), 

fatty acid synthase (FAS), Acyl-CoA carboxylase (ACC), lipoprotein lipase (LPL), 

Phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK), fatty acid transport protein 1-5 (FATP), 

acyl-CoA synthetase (ACS), fatty acid-binding protein (FABP), peroxisome proliferator-

activated receptor alpha, beta/delta and gamma (PPARa, PPARd, PPARg), retinoid x 

receptor alpha and beta, (RXRa, RXRb),  prostaglandin I2 (prostacyclin) synthase 

(PTGIS), insulin-induced gene-1 and -2 (INSIG-1, INSIG-2), sterol regulatory element-

binding protein-1 and -2 (SREBP-1, SREBP-2), hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A 

(HMG-CoA) reductase, low density lipoprotein receptor (LDLR), adipophilin, perilipin.  

The only obvious difference between both strains was the lack of the RXR gamma 

(RXRg) transcript in NZO blastocysts. In adult NZO mice, RXR gamma is detectable in 

most tissues. Thus, there is a transient lack of RXR gamma transcription in NZO mice 

during preimplantation embryo development. 

In a semiquantitative analysis, a higher transcription rate of FATP4 (p=0.004) and a 

lower of fatty-acid synthase (p=0.049) was found in NZO blastocysts, suggesting that 

preimplantation embryos in an obese organism have a higher uptake of fatty acids from 

the uterine milieu than those in a non-obese mother.  

Furthermore, a modification of the cholesterol-synthesis regulation was found in NZO 

blastocysts. Whereas the ratio of SREBP2/INSIG1 was upregulated in embryos of the 

C57Bl/6 strain (p=0.001), the ratio was balanced in the NZO blastocysts. This 

dysregulation could contribute to a reduced cholesterol synthesis.   

Conclusion: In mice blastocysts, enzymes and signal molecules of the fatty acid and 

cholesterol metabolism closely resemble those been known to be expressed 

postnatally. However, transcript rates of a few parameters differ between blastocysts 

from obese and non-obese mothers (RXR gamma, FATP4, FAS), indicating an early 

target for metabolic imprinting during preimplantation embryo development in this 

species. 
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7 Tabellen- und Abbildungsanhang 

7.1 Übersicht Primersequenzen 

Primername Genbank Acc. 
Number 

Basen Sequenz  
5´-3´

T[°C] Fragment 
[bp]

ACC fw XR_033425.1 20 GCCTCTTCCTGACAAACGAG 60 235 
ACC rev  20 TGACTGCCGAAACATCTCTG   
ACO fw NM_015729.2 20 CAGGAAGAGCAAGGAAGTGG 60 189 
ACO rev  19 CCTTTCTGGCTGATCCCATA   
ACS fw NM_153807.2 20 GGAGCAGAAGGCTGGTAGTG 62 300 
ACS rev  20 TCCAGCTCTGCAGGGTAGAT   
Adipophilin fw AF_443203.1 16 GGAGTGGAAGGCATCG 60 171 
Adipophilin rev  16 TGGCATGTAGGAGCTG   
CPT1 fw NM_013495.1 20 GATGTGGACCTGCATTCCTT 60 89 
CPT1 rev  20 TCCTTGTAATGTGCGAGCTG   
CD 36 fw NM_007643.3 20 GCTTGCAACTGTCAGCACAT 60 292
CD 36 rev  20 GAGCTATGCAGCATGGAACA   
FABP1 fw NM_017399.2 20 GTCAGCTGTGGAAAGGAAGC 60 285
FABP1 rev  20 GTCTCCAGTTCGCACTCCTC   
FABP1 nested fw NM_017399.2 20 TGCCACCATGAACTTCTCCG 62,5 96 
FABP1 nested rev  20 TGAACTCATTGCGGACCACT   
FABP3 fw NM_010174.1 20 CATCGAGAAGAACGGGGATA 60 239
FABP3 rev  20 TGCCATGAGTGAGAGTCAGG   
FABP4 fw NM_024406.1 20 TGGAAGCTTGTCTCCAGTGA 60 282
FABP4 rev  20 TCGACTTTCCATCCCACTTC   
FATP1 fw NM_011977.3 16 TGGCTGCTCTAATGTC 60 124 
FATP1 rev  16 AGCAGAACTTGGCTCT   
FATP2 fw NM_011978.2 16 CGGCCCAGGAATCTAT 60 100 
FATP2 rev  16 AAAGCTAAAGCAACCA   
FATP3 fw NM_011988.1 16 AGGCTGCTCGAGTCAT 61 175 
FATP3 rev  16 AACTTGGGTTCACCAC   
FATP4 fw NM_011989.2 16 CTGTTCTCCATGCTGA 60 226 
FATP4 rev  16 TGGCGCTGTAATTGAA   
FATP5 fw NM_009512.1 16 TGGGCAGAAGCAGCA T 60 123 
FATP5 rev  16 GCCGTGACTTGCTTGT   
FATP6 fw NM_001081072.1 20 GGTCACGGTGCTGGATAAGT 60 109 
FATP6 rev  20 CGAGGAGTGGTTCAGGAGAG   
FSS fw NM_007988.3 17 TGCTCCCAGCTGCAGGC 60 109 
FSS rev  20 GCCCGGTAGCTCTGGGTGTA   
GAPDH fw XM_001473623.1 20 ACCCAGAAGACTGTGGATGG 60 172 
GAPDH rev  20 ACACATTGGGGGTAGGAACA   
HMG-CoA-R fw NM_008255.1 20 TGGAGATCATGTGCTGCTTC 60 248 
HMG-CoA-R rev  20 GCGACTATGAGCGTGAACAA   
INSIG1 fw NM_153526.3 20 GTGGAGCTTGCAATCTGTGA 60 234 
INSIG1 rev  20 CTTCTCCGGAATAGCTCGTG   
INSIG2 fw NM_133748.1 20 TTCTGGTAGGTCCCACGTTC 60 212 
INSIG2 rev  20 TTCACACTCTGGCTGGTGAC   
LDL-R fw NM_010700.2| 20 CAGCTCTGTGTGAACCTGGA 57 271 
LDL-R rev  20 TCAGGGCGCTGTAGATCTTT   
LPL fw XM_001476462.1 20 GTCGAAGTATTGGGATCCAG 60 186 
LPL rev  20 AGCAGGGAGTCAATGAAGAG   
OCTN2 fw NM_011396.2 20 ACAGTATCCCGTTGGAGACG 60 213
OCTN2 rev  20 ACACCAGGTCCCACTCTGTC   
PEPCK mito fw NM_028994.2 20 TTGGAGAGAATGCTCGTGTG 60 150 
PEPCK mito rev  20 TGGAGAACAGCTGACTGGTG   
Perilipin fw NM_175640.1 20 GATCGCCTCTGAACTGAAGG 60 225 
Perilipin rev  20 CTTCTCGATGCTTCCCAGAG   
PG-I2-Synth fw NM_008968.3 20 GACAGCATGCCTGTGCTAGA 60 273 
PG-I2-Synth rev  20 GCCGTTTCCCATCTTTGTAA   
PPAR alpha fw NM_011144.3 20 ATGCCAGTACTGCCGTTTTC 60 220 
PPAR alpha rev  20 GGCCTTGACCTTGTTCATGT   
PPAR delta fw NM_011145.3 20 TGGAGCTCGATGACAGTGAC 60 161 
PPAR delta rev  20 GTACTGGCTGTCAGGGTGGT   
PPAR gamma fw NM_011146.2 16 GATGGAAGACCGCATT 60 116 
PPAR gamma rev  17 AACCATTGGGCTCTTG   
RXR alpha fw XM_001477331.1 20 GGTGGTGTCTGTGGACAGTG 60 202 
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RXR alpha rev  20 ACTAAGGCACCTGCTCCTGA   
RXR beta fw NM_011306.3 20 CTGCAAGGGTTTCTTCAAGC 60 239 
RXR beta rev  20 ATCCTGTCCACAGGCATCTC   
RXR gamma fw NM_009107.2 20 TCCTCCAGGAATCAACTTGG 60 234 
RXR gamma rev  20 TGAAGAAGCCTTTGCAACCT   
RXR g nested fw NM_009107.2 21 AGCTCCCAGCTAAATGTGGTC 60 174 
RXR g nested rev  20 TGTACACACAGTAGTGCTTC   
SREBP1 fw NM_011480.2 20 CCCTGTGTGTACTGGCCTTT 60 292 
SREBP1 rev  20 TTGCGATGTCTCCAGAAGTG   
SREBP2 fw NM_033218.1 20 GCGGAGGAGAAAATCCTACC 60 252 
SREBP2 rev  20 GCAGTACAGGCTCTCCTTGG   
18s fw  21 AGAAACGGCTACCACATCCAA 60 89 
18s rev  27 CCTGTATTGTTATTTTTCGTCACTA 

CC T 
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7.2 Ergebnisse: PCR-Banden der untersuchten Marker 

7.2.1 Marker des Lipidstoffwechsels und der Glukoneogenese in Blastozysten von 

NZO- und C57Bl/6-Mäusen 

Abbildung 15 PCR-Banden der Acyl-CoA-Oxidase (ACO),  Carnitin-Palmitoyl-

Transferase (CPT), Fettsäure-Synthase (FSS), Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC) und der 

Mitochondrialen Phophoenolpyruvat Carboxykinase (mitochPEPCK) in Blastozysten 

des NZO- und C57Bl/6-Mausstammes. Aufgetragen gegen Glycerinaldehyd-3-

phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). 

  ACO

GAPDH

N5             N6             N5             N6

NZO                            C57Bl/6

CPT

GAPDH

N4               N6             N4              N6

NZO                              C57Bl/6

OCTN2

GAPDH

N4                N6              N4             N6

NZO                               C57Bl/6

LPL

GAPDH

N4               N6              N4             N6

NZO                               C57Bl/6

FSS

GAPDH

N4               N6              N4             N6

NZO                              C57Bl/6

ACC

GAPDH

N4               N6              N4             N6

NZO                              C57Bl/6

mitochPEPCK

GAPDH

N5               N6               N5              N6

NZO                                C57Bl/6

N1-6= Blastozystenpools von jeweils  

NZO- oder C57Bl/6-Mäusen. 
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7.2.2  FATPs und Acyl-CoA-Synthetase in Blastozysten von NZO- und C57Bl/6-

Mäusen 

Abbildung 16 PCR-Banden der Fatty acid transport proteins 1-5 (FATP1-5) und der 

Acyl-CoA-Synthetase (ACS) in Blastozysten des NZO- und C57Bl/6-Mausstammes. 

Aufgetragen gegen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). 

7.2.3 Fettsäure-Bindungsproteine in Blastozysten von NZO- und C57Bl/6-Mäusen 

Abbildung 17 PCR-Banden der Fatty acid-binding proteins 3 und 4 (FABP3/4) in 

Blastozysten des NZO- und C57Bl/6-Mausstammes. Aufgetragen gegen 

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). 

FATP 1

GAPDH

N1               N2              N1             N2

NZO                               C57Bl/6

FATP 2

GAPDH

           
N3            N4            N1            N3

NZO                          C57Bl/6

FATP 3

GAPDH
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7.2.4  PPARs, RXRs und Prostaglandin-I2-Synthase in Blastozysten von NZO- und 

C57Bl/6-Mäusen 

Abbildung 18 PCR-Banden der Peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR) 

alpha/ gamma/ delta, Prostaglandin-I2-Synthase und der Retinoid X receptors (RXR) 

alpha/ beta  in Blastozysten des NZO- und C57Bl/6-Mausstammes. Aufgetragen gegen 

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH).  
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7.2.5 Cholesterol-Metabolismus in Blastozysten von NZO- und C57Bl/6-Mäusen 

Abbildung 19 PCR-Banden der Insulin-induced genes 1 und 2 (INSIG1/2), Sterol

regulatory element-binding proteins 1 und 2 (SREBP1/2), 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-

Coenzym-A-Reduktase (HMG-CoA-Reduktase) und des LDL-Rezeptors in 

Blastozysten des NZO- und C57Bl/6-Mausstammes. Aufgetragen gegen 

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). 

7.2.6 Adipophilin und Perilipin in Blastozysten von NZO- und C57Bl/6-Mäusen 

Abbildung 20 PCR-Banden des Adipophilins und Perilipins in Blastozysten des NZO- 

und C57Bl/6-Mausstammes. Aufgetragen gegen Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase (GAPDH). 
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7.3 Ergebnisse: Densitometrische Messungen 

7.3.1 Anabole und katabole Stoffwechselwege in Blastozysten von NZO- und 

C57Bl/6-Mäusen 

Abbildung 21  Densitometrische Messungen aus PCR-Banden der Acyl-CoA-Oxidase, 

der Carnitin-Palmitoyl-Transferase (CPT), des Organic cation/carnitine transporter 2

(OCTN2), der Lipoproteinlipase (LPL), der Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC) und der 

Mitochondrialen Phophoenolpyruvat Carboxykinase (mitochPEPCK)  von Blastozysten 

des NZO- (lila) und C57Bl/6-Mausstammes (Bl6, violett).  Die Diagramme zeigen die 

Mittelwerte der GAPDH-korrigierten Lichtintensitäten aus je N=2 Versuchen mit 

Standardabweichung. t-Test für unabhängige Stichproben nicht signifikant. 
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7.3.2 FATPs und Acyl-CoA-Synthetase 

Abbildung 22  Densitometrische Messungen aus PCR-Banden der Fatty acid transport 

proteins 1-5 (FATP1-5) von Blastozysten des NZO- (lila) und C57Bl/6-Mausstammes 

(Bl6, violett). Das Diagramm zeigt die Mittelwerte der GAPDH-korrigierten 

Lichtintensitäten aus je N=2 bzw. N=3 Versuchen mit Standardabweichung. t-Test für 

unabhängige Stichproben nicht signifikant. 
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7.3.3  PPARs, RXRs und Prostaglandin-I2-Synthase 

   

Abbildung 23 Densitometrische Messungen aus PCR-Banden der Peroxisome 

proliferator-activated receptors (PPAR) alpha, beta und gamma; der Retinoid X 

receptors (RXR) alpha und beta sowie der Prostaglandin-I2-Synthase von Blastozysten 

des NZO- (lila) und C57Bl/6-Mausstammes (Bl6, violett). Das Diagramm zeigt die 

Mittelwerte der GAPDH-korrigierten Lichtintensitäten aus je N=2 bzw. N=3 Versuchen 

mit Standardabweichung. t-Test für unabhängige Stichproben nicht signifikant. 
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7.3.4 FABPs 

Abbildung 24 Densitometrische Messungen aus PCR-Banden der Fatty acid-binding 

proteins (FABP) 3 und 4 von Blastozysten des NZO- (lila) und C57Bl/6-Mausstammes 

(Bl6, violett).  Das Diagramm zeigt die Mittelwerte der GAPDH-korrigierten 

Lichtintensitäten aus je N=2 Versuchen mit Standardabweichung. t-Test für 

unabhängige Stichproben nicht signifikant. 

7.3.5 Perilipin, Adipophilin 

Abbildung 25  Densitometrische Messungen aus PCR-Banden von Perilipin und 

Adipophilin von Blastozysten des NZO- (lila) und C57Bl/6-Mausstammes (Bl6, violett).  

Das Diagramm zeigt die Mittelwerte der GAPDH-korrigierten Lichtintensitäten aus je 

N=2 Versuchen mit Standardabweichung. t-Test für unabhängige Stichproben nicht 

signifikant. 
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7.3.6 Cholesterol-Metabolismus 

Abbildung 26 Densitometrische Messungen aus PCR-Banden des Insulin-induced 

genes (INSIG) 1 und 2; der Sterol regulatory element-binding proteins (SREBP) 1 und 

2; der HMG-CoA-Reduktase und des Low-Density-Lipoprotein-Rezeptors (LDL-

Rezeptor) von Blastozysten des NZO- (lila) und C57Bl/6-Mausstammes (Bl6, violett).  

Das Diagramm zeigt die Mittelwerte der GAPDH-korrigierten Lichtintensitäten aus je 

N=2 bzw. N=3 Versuchen mit Standardabweichung. t-Test für unabhängige 

Stichproben nicht signifikant. 
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8 Thesen 

1. Alle wichtigen Marker von anabolen und katabolen Prozessen des     

Lipidmetabolismus sowie der Glukoneogenese sind bei 3,5 Tage alten 

Blastozysten der Maus auf Transkriptionsebene nachweisbar. Somit finden diese 

Stoffwechselwege in embryonalen Zellen höchstwahrscheinlich mit den gleichen 

Enzymen statt wie in adulten. 

2.   Bei einem Vergleich von Blastozysten aus adipösen (NZO) und normalgewichtigen 

(C57Bl/6) Mausstämmen zeigen sich nur wenige Unterschiede (s.u.). 

3.   Mausblastozysten weisen die Isoformen 1 bis 5 der Fettsäuretransportproteine 

(FATPs) auf und können somit langkettige Fettsäuren aus dem externen 

mütterlichen Milieu aufnehmen. 

4.   In Blastozysten beider Mausstämme können ferner nachgewiesen werden: Acyl-

CoA-Oxidase, Carnitin-Palmitoyl-Transferase, OCTN2, Acyl-CoA-Synthetase, 

Prostaglandin-I2-Synthase, PEPCK, die Fettsäure-Bindungsproteine FABP3 und 4, 

SREBP/INSIG (Regulatoren des Cholesterol-Metabolismus) sowie deren 

Erfolgsmoleküle HMG-CoA-Reduktase und LDL-Rezeptor, Fettsäure-Synthase, 

Acetyl-CoA-Carboxylase und die anti-lipolytischen Moleküle Adipophilin und 

Perilipin. 

5.   Während in Blastozysten der C57Bl/6-Mäuse alle Komponenten des PPAR/RXR-

Signalweges nachweisbar sind, ist RXR gamma in NZO-Blastozysten auf 

Transkriptionsebene nicht detektierbar. Hier zeigt sich zwischen beiden Stämmen 

ein Unterschied in der frühen Ontogenese. 

6.  In Blastozysten von adipösen NZO-Mäusen wird FATP4 vermehrt transkribiert,  

möglicherweise bedingt durch eine veränderte Zusammensetzung des 

Uterussekretes. 

7.  Die Fettsäure-Synthase wird in NZO-Präimplantationsembryonen vermindert 

exprimiert, möglicherweise infolge einer Produkthemmung durch erhöhten 

Fettsäure-Influx über FATP4. 

8.   Das Verhältnis von SREBP2 zu INSIG1 ist in C57Bl/6-Embryonen im Sinne eines 

lack of response auf das 2,4fache erhöht. In NZO-Embryonen ist das Verhältnis 

ausgeglichen. Dies ist ein Hinweis auf eine veränderte Regulation des Cholesterol-

Metabolismus in Blastozysten der adipösen NZO-Mäuse. 

9.  Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Voraussetzungen für eine 

frühe metabolische Prägung bereits bei Präimplantationsembryonen im adipösen 

maternalen Organismus gegeben sind. 
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