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l. EINLEITUNG *

Die Geburt ist fur ein Sdugetier ein einschneidendes Ereignis. Die pl6tzliche Anpassung
des intrauterinen Lebens an die extrauterine Umwelt geschieht durch das sofortige
Einsetzen der Atmung, die Lungengefalie dilatieren und der Blutkreislauf wird zum Teil
umgekehrt. Aber die Plazenta gewéhrleistet intrauterin nicht nur die Sauerstoffzufuhr.
Das zu beobachtende Saugbedirfnis der Neugeborenen ist bei der unterbrochenen
umbilikalen-plazentaren Nahrungszufuhr Gberlebenswichtig und unterstitzt die
Energieversorgung, die nur noch durch die Glykogenspeicher und das braune
Fettgewebe aufrecht erhalten werden kann. Die energiekonsumierende
Warmeproduktion des Neugeborenen ist besonders bei einer hohen pra- zu postnatalen
Temperaturdifferenz stark erhéht. Der Organismus gerat somit bei ungunstigen
Umwelteinflussen in einen Konflikt zwischen Energiekonservierung und
Energieverbrauch. Leptin ist ein Hormon, das in dieser Notwendigkeit der
Energiehomdostasie als Vermittler fungiert (Gautron & Elmquist, 2011; Jequier, 2002).
Es scheint somit auch einen Einfluss auf die Warmeregulierung zu haben, die sich bei
neugeborenen Nestflichtern innerhalb von kurzer Zeit Gber die Verbrennung von
braunem Fettgewebe anpasst. Beim neugeborenen Menschen als Nesthocker ist diese
Fahigkeit zur Homoiothermie postnatal jedoch noch nicht voll entwickelt. Leptin wird
beim erwachsenen Saugetiere hauptsachlich von Adipo-zyten synthetisiert, und dadurch
wird ihm eine die Energiereserven anzeigende Botenrolle zugedacht (Kiess et al.,
1998Db; Jequier, 2002). Es gibt jedoch kaum Untersuchungen tber die kurzfristigen
Veranderungen des Leptinspiegels eines Saugetieres in den ersten postnatalen 24
Stunden und Uber den Zusammenhang zu anderen Stoffwechselparametern und
Umwelteinflissen in dieser Zeit. Beim Lamm zeigt sich die friihe neonatale
Adaptationsphase als besonders vulnerabel, da es innerhalb der ersten 36 Stunden zu
einer hohen Lammersterblichkeit (Everett-Hincks & Dodds, 2008) aufgrund von
Thermoregulationsstérungen und erhdhten Hypoglykamieraten kommt (Purvis et al.,
1985). Daher wurde zur Klarung des postnatalen Einflusses von Leptin beim
neugeborenen Lamm in dieser Dissertation ein Radioimmunoassay etabliert, der das
gebundene und ungebundene Leptin (Gesamt-Leptinserumkonzen-tration) in postnatal

gewonnenen Schafseren bestimmt.

(*Teile dieser Dissertation wurden verdffentlicht unter: Schilling et al., 2015)



1. Historische Aspekte

Ende 1994 gelang es, bei der Maus das obese-Gen zu identifizieren (Zhang et al., 1994),
das hauptsachlich in Adipozyten synthetisiert wird und dessen Mutation die Fettsucht
bei der autosomal rezessiven ob/ob-Mausmutante hervorruft. Das Genprodukt, Leptin
genannt (griechisch: leptos = duinn), besteht aus 167 Aminosauren, dessen terminale
Aminosauren-sequenz wahrend der Sekretion abgespalten wird und als ein 146
Aminosduren zahlendes Protein zirkuliert (Halaas et al., 1995). Die
Aminoséurensequenz weist keine Homologien zu bisher bekannten Proteinen auf. Die
Struktur (siehe Kapitel 1.2) zeigt Analogien zu den Cytokinen (Interleukin-2) und zum
Wachstumshormon (Madej et al., 1995). Die Synthese des funktionalen Proteins Leptin
ist bei der ob/ob-Mausmutation gestort. Die autosomal rezessive obese (ob/ob-)
Mausmutante zeigt im Phé&notyp ein Vielfaches ihres normalen Korper-gewichtes (siehe
Abbildung 1.1.), Diabetes mellitus, Hypothermie sowie Infertilitat der Weibchen.
Appliziert man der ob/ob-Maus das fehlende Leptin, so kommt es zu einer kompletten
Remission der korperlichen Symptome (Halaas et al., 1995) . Weitere Untersuchungen
ergaben, dass Leptin auBBer im Fettgewebe in weiteren Geweben synthetisiert wird und
in vielen verschiedenen Hormonregelkreisldufen eine Rolle spielt (siehe Kapitel 1.3).

© 2001 KAY CHERNUSH - All rights reserved

Abbildung I.1. links: Maus mit Mutation ob/ob, rechts: Wildtyp Maus
Mit dem funffachen Gewicht im Vergleich zur Schwester (rechts) fehlt der
adipdsen Maus (links) das Gen fur das Protein Leptin (ob)
aus: www.hhmi.org/genesweshare/d130.html, Bilder mit freundlicher

Genehmigung von Kay Chernush


http://www.hhmi.org/genesweshare/d130.html

2. Die Struktur des Leptins

Leptin (ob) der Spezies Ovis aries (Schaf) ist ein Protein mit einem Molekulargewicht
von 16 kD und besteht in seiner zirkulierenden Form aus 146 Aminosauren
(Primarstruktur) mit folgender Aminosaurensequenz (Dyer et al., 1997) (internationale
Kennbuchstaben der Aminosduren s. Kapitel Abktrzungen):

1 VPIRKVQDDT KTLIKTIVTR INDISHTQSV SSKQRVTGLD FIPGLHPLLS LSKMDQTLAI
61 YQQILASLPS RNVIQISNDL ENLRDLLHLL AASKSCPLPQ VRALESLESL GVVLEASLYS
121 TEVVALSRLQ GSLQDMLRQL DLSPGC

Es wurden 4 allele Polymorphismen im Schafleptingen mit 3 Aminosauren-
veranderungen gefunden (Zhou et al., 2009). Die Tertiarstruktur bildet sich durch
Disulfidbrucken (s. Abb. 1.2).

Abbildung 1.2. Modell der 3-D (Tertiar-)Struktur des Leptins; das rote
Band stellt die Aminosauresequenz dar mit Bildung der Sekundér- und
Tertidrstruktur. Die hellbraunen Stabchen verdeutlichen die vier a-Helices
der Sekundarstruktur;

Eigens erstelltes Modell in Anlehnung an Zhang et al. (Zhang et al., 1997)
und The National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

3. Regulation

Die Regulation des Leptins hangt von vielen Parametern ab. Leptin dient zum einen als
Indikator fur die Menge der Fettreserven. Die Leptinkonzentration wird an
verschiedenen Lokalisationen im ZNS im Hypothalamus durch die Leptinrezeptoren als
Signal an den Hirnstamm und an efferenten Systeme, das sympathische und das
parasympathische Nervensystem (German et al., 2009) weitergeleitet. Diese steuern zur
Erhaltung der Energiebalance tber die Regulation der Energieaufnahme und des
Energieverbrauchs bei (Gautron & EImquist, 2011; Jequier, 2002). So senkt die
Applikation von Leptin die Futteraufnahme und flhrt zu einer Gewichtsabnahme bei
der Wildtyp- und der ob/ob-Maus, wobei diese Regulationen bei der db/db-Maus mit
einem Leptinrezeptordefekt nicht beobachtet werden konnte (Halaas et al., 1995;
Pelleymounter et al., 1995; Campfield et al., 1995). Diese Appetitverminderung
geschieht auch ber eine durch das Leptin verminderte Expression des Neuropeptid Y
(NPY) (Stephens et al., 1995; Ahima et al., 1996). Das Glukagon-Like Peptide 1 (GLP-
1) im Hypothalamus wird ebenso vom Leptin reguliert. Peripher interagiert Insulin und
das Wachstumshormon mit Leptin. Stresshormone (Adrenalin) und das zyklische AMP
(cCAMP) hemmen die Leptinfreisetzung, wéhrend Infektionen und Glucocorticoide die
Leptinkonzentration erhdhen (Kamohara et al., 1997; Greer et al., 2009; O'Connor et
al., 2007). Zudem zeigt sich bei der db/db-Mausmutation eine Stérung der
Hamatopoese, so dass auch hier eine Regulation durch das Leptin vorzuliegen scheint
(Bennett et al., 1996). Fasten senkt und fettreiche Nahrung erhéht den Leptinspiegel,
wobei beim Fasten keine nennenswerte Abnahme des Kérperfettmasse vorliegt (s. Tab.
1.4.) (Altmann et al., 2006).



Leptin 1 Leptin |
Hohe Fett- (Energie-) Zufuhr Fasten
Hohe Korperfettmasse Niedrige Korperfettmasse
Glucocorticoide Kalte
Hyperinsulindmie Fettséduren, cCAMP
Ostrogene, Progesteron Katecholamine, Androgene
Hyperglykéamie Hypoglykéamie

Tabelle 1.4. positive und negative Einflusse auf die Konzentration des Serumleptins

Bei einem Uberangebot an Nahrung steigt die Korpertemperatur von gesunden
Mausen leicht an. Bei der ob/ob-Maus mit dem Fehlen des funktionellen Leptins
kommt es jedoch zu keiner Temperaturveranderung. Der Leptinspiegel im Serum ist
zudem bei kalten AulRentemperaturen (< 4°C) niedriger als bei Temperaturen von
20°C. Leptin selbst fordert die Glucoseresorption im Darm und stimuliert die
Lipolyse. Die gesteigerte Lipolyse flhrt wiederum zu erhohten freien Fettsauren, die
mit einer erhohten B-Oxidation einhergehen. Leptin hemmt die Insulinfreisetzung,
fiihrt jedoch durch die negative Riickkopplung erneut zu einer verminderten

Leptinsekretion.

4. Physiologischen Bedeutung

Die physiologische Bedeutung des Leptins liegt in seiner Funktion als einer der
Regulatoren vieler Stoffwechselkreislaufe. Leptin wird zum grofRen Teil in den
Adipozyten synthetisiert und die im Fettgewebe nachweisbare Expression von Leptin
MRNA und die Hohe des Leptinspiegels im Serum veréndert sich bei Sdugetieren direkt
proportional zur Fettmasse (Blum et al., 1997c; Hamilton et al., 1995; Klein et al.,
1996; Maffei et al., 1995; Blum et al., 1997Db). Leptin spielt fir die Regulation des
Korpergewichts durch die Inhibierung der Futteraufnahme und Stimulation des
Energieverbrauchs eine wichtige Rolle (Halaas et al., 1995; Flynn et al., 1998; Licinio
et al., 2007; Wetzler et al., 2005). Zusétzlich konnte die mMRNA des ob-Gens auch im
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braunen Fettgewebe, in der Mucosa des Magenfundus, in den Ovarien, in der Plazenta,
im Epithel des Magens sowie in der Skelettmuskulatur nachgewiesen werden (Cinti et
al., 1997; Deng et al., 1997; Konturek et al., 1999; Senaris et al., 1997; Wang et al.,
1998; Zamorano et al., 1997). Somit lasst sich die Funktion des Leptins nicht nur auf
die Regulation der Fettspeicherung reduzieren, sondern es konnten auch Funktionen fur
die Regulation der Korpertemperatur, des Blutzuckerspiegels, der Reproduktion, der
Immunabwehr, der Angiogenese und der Hidmatopoese nachgewiesen werden (Fujikawa
et al., 2010; German et al., 2009; Kamohara et al., 1997; Wang et al., 2010). Bei
Neugeborenen sind die Temperaturregulation, der Saugreflex und das Hungergefuhl
uberlebenswichtig. Das Dilemma zwischen Energiekonservierung versus
Energieverbrauch ist beim Lamm unter niedrigen Temperaturen besonders deutlich
(Fettreserve und Isolierung vs. Energieaufnahme). Bei Untersuchungen der
Leptinkonzentration im Serum von Ldmmern und Nagetieren bei Geburt und am 3.
bzw. 5. Tage postnatal konnten bisher nur widersprichliche Aussagen getroffen werden
(McFadin et al., 2002; Bellone et al., 2004; Ertl et al., 1999; Cottrell et al., 2010). Beim
menschlichen Neugeborenen konnte ein Anstieg der Leptinserumkonzentration von
Geburt bis zur 4. Lebensstunden gemessen werden (Schubring et al., 1999), tber die
ersten 72 Stunden sank jedoch der gesamt Leptin-, freie Leptin- und gebundene
Leptinspiegel (Hytinantti et al., 2001). Zusatzlich ist auch eine Geschlechtsabhéngigkeit
hinsichtlich der Leptinkonzentrationen besonders in der Pubertat beim Menschen
bekannt (Blum et al., 1997c; Klein et al., 1996; Blum et al., 1997b). Die
Untersuchungen beim neugeborenen S&ugetier ergaben jedoch zum Teil
widerspriichliche Ergebnisse (Bellone et al., 2004; Ertl et al., 1999; Bellone et al., 2004;
Cetin et al., 2000; McFadin et al., 2002). Die WurfgroRe kann bei Sdugetieren zu einem
veranderten Korpergewicht der einzelnen Neugeborenen aufgrund eines nicht
ausreichenden plazentaren Nahrungsangebots fuihren. Eine darauf zuriickzufiihrende
Verminderung des Leptinspiegels ist daher denkbar. Bei WithIm&usen fand sich keine
Veranderung der Leptinserumkonzentration in Abhangigkeit zu der Wurfgroie (Zhang
et al., 2008). Leptin wird eine Rolle bei der Regulation der Warmebildung
zugesprochen, da es auch in dem wérmebildenden Gewebe (braunes Fettgewebe)
vorkommt und bei kalteexponierten S&ugetieren eine verminderte Leptinsekretion
verursacht (Hardie et al., 1996; Puerta et al., 2002; Ricci et al., 2000). Die
Korpertemperatur der ob/ob-Maus, der durch eine Mutation das biologisch aktive
Leptin fehlt, ist niedriger als bei der Wildtyp-Maus, und eine Leptinsubstitution erhéht
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die Korpertemperatur beider Maustypen (Pelleymounter et al., 1995; Stehling et al.,
1996). Interessanterweise wird auch bei neugeborenen La&mmern durch eine
Leptinsubstitution ein postnataler Temperaturabfall verhindert (Mostyn et al., 2002).
Die physiologische Konzentration des Serumleptins innerhalb der ersten 24 Stunden
wurde in diesem Zusammenhang noch nicht untersucht. Bei den Untersuchungen der
Energieerhaltung geht es nicht nur um den Energieverbrauch, auch die
Energieaufnahme spielt beim Neugeborenen eine tragende Rolle. Nach der ersten
Nahrungsaufnahme steigen die Blutfettwerte als Energietrager steil an (Meyer &
Kamphues, 1990; Haave & Innis, 1991). Leptin erhoht die Lipolyse (Wang et al., 1999;
Bai et al., 1996; Siegrist-Kaiser et al., 1997; Sarmiento et al., 1997), die eine
Auftrennung der Triglyceride in freie Fettsauren mit einem verstarkten Fettsaureabbau
(B-Oxidation) zur Folge hat. Somit kann Energie z.B. in Form von Warme oder
kinetischer Energie frei werden. Wenn eine hohe Konzentration an Substrat der
Lipolyse vorhanden ist, kann diese fur die weitere Energieaufnahme (Trinken =
Muskelarbeit) gekoppelt mit Aufrechterhaltung der optimalen Kérpertemperatur,
genutzt werden und ein Uberleben des Neugeborenen sichern. Andersherum ist eine
erhdhte Fettspeicherung zum Zwecke der Isolation ebenfalls bei niedrigeren
Temperaturen sinnvoll. Bei neugeborenen Ldmmern steigen nach Nahrungsaufnahme
neben den Blutfetten auch die Kohlenhydrate im Blut tber die Zeit an. Der Blutzucker
steht in seinen stoffwechselaktiven Formen direkt zur Energiegewinnung zur
Verfligung, und ein niedriger Blutglucosespiegel kann fatale Folgen fur den Organismus
haben. Der Blutzuckerspiegel wird somit von mehreren Hormonen (u. a. Insulin,
Katecholamine, Glucagon, Glucocorticoide) reguliert, und der Blutzucker wirkt
zusatzlich direkt proportional auf den Serumleptinspiegel (Kauter et al., 2000)
(Kadokawa et al., 2003); (Ostlund, Jr. et al., 1996)(Fujikawa et al., 2010; Kamohara et
al., 1997; Wang et al., 2010). Hohe Leptinspiegel gehen wiederum mit einer erh6hten
Glucoseverwertung einher (Siegrist-Kaiser et al., 1997). Andere Autoren beschreiben
die stimulierende Wirkung des Insulins auf den Leptinspiegel, das ja durch den
Blutzucker reguliert wird (Malmstrom et al., 1996; Clapham et al., 1997). Die Wirkung
der Leptinkonzentration auf die Insulinsekretion ist jedoch gegenlaufig (Celi et al.,
2003). Fur das neugeborene Séaugetier ist die Blutglucose als schnellverfiigbare Energie

uberlebenswichtig, eine lebensbedrohliche Hypoglykamie gilt es jedoch zu vermeiden.
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1. ZIELE UND FRAGESTELLUNGEN

1. Ziel: Entwicklung eines Assays zur Leptinbestimmung bei Schafen

Das erste Ziel war die Entwicklung eines Assays zur Leptinbestimmung bei Schafen.
Die Wahl der fir diese Untersuchung geeigneten Spezies fiel aus folgenden Grinden
auf das Schaf:

- Es gibt bereits Untersuchungen zu postnatalen Stoffwechselregulationen beim Lamm.
- Die vielen Blutentnahmen lassen sich relativ problemlos bei einem Lamm
durchfiihren, ohne dass es zu hypovolamischen Komplikationen kommit.

- Schafe sind eine Spezies, die im fetalen Leben durch Magerkeit charakterisiert sind
und sich intrauterin durch eine Unempfindlichkeit gegenliber der maternalen
Leptinserumspiegel auszeichnen. Somit sind die Veranderungen der Serumleptinspiegel

des Lamms postnatal hauptséchlich von duReren Bedingungen abhéngig.

Fragestellung zur Methode:

2. Sind die in dieser neu entwickelten radioimmunologischen Methode
gemessenen (Gesamt-) Leptinserum-konzentrationen héher als in bisher
gemessenen Untersuchungen und ist eine physiologische Bedeutung
erkennbar?

Proteine kommen im Serum haufig in gebundener und in freier Form vor. Leptin ist im

Blut ebenfalls an verschiedene Bindungsproteine und Iésliche Rezeptoren gebunden

(Sinha et al., 1996b; Hytinantti et al., 2001). Neben den Untersuchungen zum

messbaren Leptin im Serum sind auch zunehmend die Funktionen der Bindungsproteine

untersucht worden (Patel et al., 1999; Birkenmeier et al., 1998; Lee et al., 1996;

Tartaglia et al., 1995; Kratzsch et al., 2005; Skoczen et al., 2011). Bisher konnte jedoch

keine Messmethode etabliert werden, die den ungebundenen und an Bindungsproteine

gebundenen Anteil des Serumleptins nachweist (,,gesamtes Serumleptin®). Ungeklart ist
zudem, ob die Konzentration des gesamten Serumleptins hoher ist im Vergleich zu den

Serumkonzentrationen anderer Messmethoden und inwiefern sich eine physiologische

Bedeutung daraus ableiten lasst.
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Ziele: Untersuchungen zur physiologischen Bedeutung (wie unter Kapitel 1.4.
beschrieben) mit folgenden Fragestellungen:

3. Wie ist der Verlauf der Leptinwerte bei neugeborenen Lammern innerhalb
der ersten 24 Lebensstunden?

Die bisherigen Untersuchungen legten postnatal unterschiedliche Verlaufe der

Leptinkonzentrationen bei verschiedenen Spezies dar.

4. Sind die Merkmale Geschlecht und WurfgroRe fir den Leptinserumspiegel
ausschlaggebend?

Hinsichtlich der Abh&ngigkeit des Geschlechts auf die Leptinkonzentrationen ergaben
sich widerspriichliche Ergebnisse, eine Untersuchung zur Wurfgrof3e wies keine
Beziehung nach.

5. Sind der Gesamt-Leptinserumspiegel und seine Veranderungen direkt vom
Korpergewicht abhangig?

Kdnnen die bereits angegebenen Zusammenhénge zwischen den Serumleptinspiegeln

und der Fettmasse bei Saugetieren in dieser Untersuchung bestatigt werden?

6. Gibt es einen proportionalen Zusammenhang zwischen den
Umgebungstemperaturen und der Leptinkonzentration im Serum der
neugeborenen Lammer?

Wenn Leptin auch eine Rolle in dem Konflikt zwischen Energieerhaltung und -verlust

beim neugeborenen Lamm spielt, ist ein Zusammenhang denkbar.

7. Inwiefern kann der postnatale Abfall der Kérpertemperatur mit dem
Leptinserumspiegel in Verbindung gebracht werden und liegt ein
proportionaler Verlauf im Verhaltnis zu der Kérpertemperatur Uber die
ersten 24 Stunden vor?

Wenn die AulRentemperatur zu einer Veranderung des Leptinspiegels fihrt, um eine

Homoio-thermie des Organismus aufrechtzuerhalten, kdnnte dies auch fir eine

Hypothermie gelten.

8. Wie ist die Leptinkonzentration im Vergleich zu den Blutfetten zu
beurteilen?

Bisher gibt es keine Untersuchung zu den Blutfettwerten und ihren

Konzentrationsveran-derungen im Serum im Verhaltnis zum (Gesamt-) Leptin bei

neugeborenen Saugetieren.
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9. Kommt es bei niedrigen Blutzuckerspiegeln postnatal zu konsekutiv
niedrigen Leptinspiegeln und ist eine positive Korrelation beziglich des
Verlaufs zu beobachten?

Welche Rolle Leptin in der Regulation von Glucose in den ersten 24 Stunden eines

neugeborenen Lamms spielt, wurde bisher noch nicht untersucht.

10. Sind steigende B-Hydroxybutyratspiegel durch Glucosemangel mit
niedrigen Leptinserumspiegeln assoziiert?

Im Zusammenhang mit den Hypoglykamien spielt eine alternative Energieversorgung

z.B. durch Ketonkdrper fur das neugeborene Saugetier eine wichtige Rolle. Ein erhéhter

B-Hydroxybutyrat ist somit Ausdruck eines Energiemangels. Sollte Leptin auch beim

Neugeborenen mitverantwortlich fur den Energieverbrauch sein, kdnnte in Zeiten

erhohter B-Hydroxybutyratspiegel die Leptinsekretion sinken.
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Materialien

Die verwendeten Materialien wurden von den folgenden Firmen bezogen:

Material

Acrylamid 30 % (Gel 30 rotiphorese)

bovines Serumalbumin, Fraktion 5 (BSA)
Ammoniumpersulfat (APS)

Agua dest. (Reinstwasseranlage, Milli-Q PF Plus)
Bromphenolblau

Chloramin T

1.4 Dithio-L-threitol (DTT)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPQO,)
Ethylendinitrilotetraethansdure Dinatriumsalz
Dihydrat (EDTA-Na,+2H,0)
Ethylenglycoltetraethansaure (EGTA)

Essigsaure 100 % (C,H40,)

Gelatine

Glycerol (C3HgO3)

Glycin (C,HsNOy)

Hydrogenchlorid in Wasser geltst = Salzsaure 1N
(HCl in H,0)

Isopropanol (C3HgO)

Jod-125/ lod-125 (1-125)
Kaliumdihydrogenphospat (KH2PO4)
Kaliumhydroxid (KOH)

Kaliumchlorid (KCI)

Laemmli-Puffer (Fertiglosung)

Laufpuffer Western-Blot T10/Glycine/SDS

Hersteller, Ort

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Millipore, Molsheim, Frankreich

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Hartmann Analytics,
Braunschweig
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
BioRad, Miinchen
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Lumiglo Reagent A

Magermilchpulver, Instant
Beta-Mercaptoethanol 0,71 ml (100mM)
Methanol (CH;0)

Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PQO,)
Natriumthiosulfat (Na,S,03)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO53)
Natriumhydroxid (NaOH)

Natriumacetat Trihydrat (CH;COONa * 3 H,0)
Natriumazid (NaN3)

Natriumdisulfit (Na,S,0s)
NatriumdDodecylsulfat (SDS)

Natronlauge 2 N (L6sung von Natriumhydroxid
(NaOH) in Wasser (H,0)

Orthophosphorséure 85 % (H3POy)

Peroxidase Reagent B

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
Polyethylenglycol 6000 (PEG)

Ponceau S 0,59

Sephadex G100

Sephadex G75

Tetramethylethylendiamin (Temed) 99 %
(CeH16Ny2)

Trichloressigséaure (C,HCI;0,)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris, C4H1:NO3)
Triton® X-100

Tween 20 (Polysorbat 20)

GammaY-gGlobulin (Kaninchen)

Cell Signaling
Frema Reform (Reformhaus)
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Cell Signaling
Boehringer, Ingelheim
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Amersham, Freiburg

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Proteine:
Ovines Leptin (0-ob) 10 pg lyophilisiert DSL, Sinsheim
0-ob Peptidsequenz Rapp Polymere, Tlbingen
peQ GOLD Protein-Marker 1V peQLab, Erlangen
Biotinylated Protein Ladder Detection Pack #
1727 Cell Signaling, U.S.A.
Antiseren:
Rabbit HPR anti —rabbit Antibody HRP linked
(H+L) Cell Signaling, U.S.A.
Anti Biotin Antibody Cell Signaling, U.S.A.
Anti 0-ob Antibody Pineda, Berlin
Goat anti-Rabbit second Antibody Pineda, Berlin

2. Gerate

Die neben der normalen Geréteausriistung eines biochemisch arbeitenden Labors

benutzten Gerate wurden bei der Beschreibung ihrer Anwendung naher spezifiziert.

3. Radioimmunoassay

Testprinzip:

Radioaktiv markiertes (,,heiBBes“) Antigen und das zu messende in der Serumprobe
vorhandene (,,kalte”) Antigen konkurrieren um die Bindungsstellen spezifischer
Antikorper (1.Ak). Die Menge an gebundenem markiertem Antigen verhélt sich
umgekehrt proportional zu der Menge an unmarkiertem Antigen. Die entstehenden
I6slichen Antigen-Antikorper-Komplexe werden mit einem zweiten Antiserum (2.Ak)
préazipitiert, welches gegen den Fc-Teil des Antigen-spezifischen Antikorpers (1.Ak)
gerichtet ist. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wird die Radioaktivitat des
Niederschlags gemessen. Die Messwerte der Proben werden mit denen bekannter
Antigen-Konzentrationen (Standardkurve) verglichen, und auf diese Weise wird die

unbekannte Antigenmenge bestimmt.
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3.1.  Testlésungen

Fur den Radioimmunoassay wurden die folgenden Lésungen hergestellt:

Puftfer: .. Tris HCI Puffer pH 8

0,486 % Tris(hydroxymethyl)aminomethan (,,Tris”)
0,017 M HCI

0,1 % BSA

0,1 % Triton® X-100

in Aqua dest.

4% ,.PEG*

4% Polyethylenglykol (PEG)

in Aqua dest.

0,1 % Triton® X-100

0,1% Triton® X-100
in Aqua dest.

Denaturierungslosung: ..DSE 1:1000“

0,08 MM DTT
0,002 % SDS
2 uM EDTA

in Tris HCL Puffer pH 8
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3.2. Antiserum

3.2.1. Herstellung des Antiserums

Die Firma Rapp Polymere GmbH, Ernst-Simon-Str. 9 in 72072 Tlbingen stellte zwei
Peptide her: 10 mg eines Peptids (Peptid 1) der Partialsequenz des Schafleptins der
Aminosauren 31-44 (Aminoséaurensequenz: SSKQRVTGLDFIPG) und 10 mg eines
Peptids (Peptid 2) der Partialsequenz des Schafleptins Aminosauren 96-107
(Aminosaurensequenz: CPLPQVRALESL) her. Eine Homologie zu einem anderen
Protein konnte mit Hilfe des BLAST Programms (Protein Datenbank Suchprogramm)
nicht gefunden werden (Altschul et al., 1997). An die in Position 1 des Peptids 1
stehende Aminoséure Serin wurde fir die Antikdrperproduktion noch ein Cysteinrest
(C) angefiigt. An die in Position 12 des Peptids 2 stehende Aminosdure Leucin wurde
ein Glutaminséurerest (E) angefligt. Die Reinheit wurde mit 86,11 % angegeben
(HPLC).

Diese Peptide wurden an Hamocyanin (Limulus polyphemus) gekoppelt und als
Antigene fur die Antikorperproduktion in jeweils 3 Kaninchen (A1, B1, C1, A2, B2,
C2) verwendet. Am 61., 90. und 120. Tag nach der Impfung wurde Blut abgenommen,
Serum gewonnen und bei -80°C aufbewahrt. Die Antikdrperproduktion wurde durch

die Firma Pineda durchgefiihrt.



-16 -

3.2.2. Austestung des Antiserums

Die Austestung der Antiseren erfolgte mittels RIA:

Austestung des 1. Antikérpers B1 zu den
drei verschiedenen Blutentnahmen

8 o \\)‘(\‘\ —&—61. Tag
~ X
S N ——90. Tag
20
L S —x—120. Tag
10 74\'\I—|—|—§§
0 T T T T T T
5 O O O & & O
VPSS S S S
N '» N N¢ No N‘ N.

Verdinnungsreihen des 1.Ak

Abbildung 111.3.2.a) Austestung des 1.Ak B1: 61., 90. und 120.Tag
Nicht abgebildet sind die Austestungen des 1.Ak Al, A2, B2, C1 und C2

Die Antiseren des Peptid 2 (A2, B2, C2) ergaben keine ausreichenden Bindungen. Die
maximale totale Bindung des Antikdrpers B1 an den Schafleptin-Tracer nach 24 h-
Inkubation bei RT betrug zwischen 45,6 % und 2,6 % Bindung (Abb. 111.3.2.a).
Daraufhin wurden die Antikorper mit der hochsten Bindung bei hochstmoglicher
Verdunnung (A1, 120.Tag 1:3000 und B1, 90.Tag 1:1000) hinsichtlich der
Verdréangung des oob-Standards (hochste Konzentration 40 ng/ml) gepriift.
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1.Ak: A1120.Tag Verdinnung 1:3000
50% B/B0 36,7 ng/ml

100

ol TN

. ™

) \
. \
\ \

B/BO in %

ng/ml

Abbildung 111.3.2.b) Tracerverdrangung durch die Standards (40 ng/ml-0,313
ng/ml, B/B0) bei der Testung des 1.Ak Al, 120.Tag, Verdinnung 1:3000

1.Ak: B190.Tag Verdiinnung1:1000
50% Bdg B/B0 17,5 ng/ml

1:2 T,

80 \

" A

60 \

50 \

o A
30 \

B/BO in %

Abbildung 111.3.2.¢c) Tracerverdrangung durch die Standards (40 ng/ml-0,313
ng/ml,B/B0) bei der Testung des 1.Ak B1, 90.Tag, Verdinnung 1:1000
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Der Antikorper Al, 120.Tag in der Verdinnung 1:3000 ergab eine 50 % Bindung B/B0
von 36,7 ng/ml. Die maximale Verdrangung des Standards 40 ng/ml B/BO lag bei 47,02
% (Abb. 111.3.2.b). Der Antikorper B1, 90.Tag in der Verdiinnung 1:1000 ergab eine 50
% Bindung B/B0 von 17,5 ng/ml. Die maximale Verdrangung des Standards 40 ng/ml
B/BO lag bei 24,78 % (Abb. 111.3.2.c). Somit ergab der Antikorper B1, 90.Tag eine
hohere Sensitivitat als der Antikorper Al, 120.Tag. Eine weitere Verdlinnung der
Antikorper auf 1:2000 (B1) bzw. 1:4000 (A1) ergaben Bindungen BO/TC < 20 %, so

dass in dieser Hinsicht keine Mdglichkeiten zur Erhéhung der Sensitivitét gegeben war.

3.2.3. Optimierung der Antikdrperbindung

3.2.3.1. Abhangigkeit der maximalen Bindung vom pH-Wert des Puffers

Eine weitere Erhéhung der maximalen Bindung (BO/TC) des Antikdrpers besteht in der
Austestung des optimalen pH-Werts des verwendeten Puffers. Jedes Protein hat eine fur
sich spezifische optimale Funktion bei einem fiir ihn spezifischen pH-Wert. Es wurden
8 verschiedene Puffersysteme mit pH-Werten von pH 3 bis pH 10 der folgenden

Rezepturen hergestellt:

pH 3: 0,1 M Glycin-HCI Puffer

0,081 mol/l Glycin

0,081 mol/l NaCl

0,019 mmol/l HCI

0,1 % BSA

0,1% Triton® X-100
in Aqua dest.

pH 4: 0,1 M Acetatpuffer

0,1 mol/l Essigsdure
1,78 mmol/I Natriumacetat
0,1% BSA

0,1 % Triton® X-100

in Aqua dest.
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pH 5: 0,1 M Acetatpuffer

0,1 mol/l Essigsdure
17,8 mmol/I Natriumacetat
0,1 % BSA

0,1 % Triton® X-100
in Aqua dest.

pH 6: Citronensaure-Citrat-Puffer

0,06 mol/I Na2H-Citrat
0,064 mol/l NaOH

0,1% BSA

0,1% Triton® X-100
in Aqua dest.

pH 7.4: Natriumphosphatpuffer

0,05 mol/I Na;HPO,

0,05 mol/I NaH,PO4

0,1 mol/l NaCl

0,05 % NaN3

0,1 % BSA

0,1 % Triton® X-100
in Aqua dest.

pH 8: Tris HCI Puffer

0,486 % Tris(hydroxymethyl)aminomethan (,,Tris”)
17 mmol/Il HCI

0,1% BSA

0,1% Triton® X-100

in Aqua dest.
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pH 9 (8,9): Tris HCI Puffer

0,486 % Tris(hydroxymethyl)aminomethan (,,Tris”)
3,8 mmol/l HCI

0,1% BSA

0,1% Triton® X-100

in Aqua dest.

pH 10: Glycin-Natronlauge Puffer

0,063 mol/l Glycin

0,063 mol/l NaCl

0,037 mol/l NaOH

0,1 % BSA

0,1 % Triton® X-100
in Aqua dest.

Der 1.Ak wurde jeweils mit den acht Puffern 1:1000 verdiinnt und mit 150 pg
Kaninchen-y-Globulin/ml versetzt. Die Bindungen nahmen bis zu dem pH-Optimum
von pH 8 zu und bei einem weiter ansteigendem pH-Wert wieder ab (s. Abb.111.3.2.d).

Abhéangigkeit der maximale Bindung
(BO/TC in %) vom pH-Wert

35

BO/TCin %

20

15 d
10

5 /

Abbildung 111.3.2.d) Bestimmung des pH Optimums des 1. Antikérper B1 90. Tag,
Verdinnung 1:1000 (+150 pg Kaninchen-y-Globulin/ml)
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3.2.3.2. Optimierung der Verdunnung des 2. Antikorpers und der Konzentration

des y-Globulins

Wegen der sehr geringen Konzentration an Antigen-Antikdrper-Komplex im
Testrohrchen ist es notwendig, fur die Doppelantikérperbildung Tréager-y-Globulin
zuzugeben, um die Prézipitationsreaktion zu vervollstdndigen. Wesentliche
Voraussetzung einer erfolgreichen Trennung von freiem und gebundenem Antigen ist,
dass das Verhaltnis von Kaninchen-y-Globulin zu 2. Antikérper so gewahlt wird, dass
eine quantitative Prézipitation von Tracer-1.Antikorper-Komplex erfolgt. Ein
Uberschuss an 2.Antikérper oder eine unzureichende Menge davon fithren zu einer

unvollstandigen Fallung.

Daher wurden folgende Testreihen durchgefihrt:

Zur Optimierung des Verhaltnisses des 2. Antikorpers zum 1. Antikorper wurde das
Serum des 2.Antikorpers in den Konzentrationen 1:75, 1:100, 1:150, 1:200 und 1:300
mit PEG 4 % verdunnt. Dem 1. Antikdrper wurden in geometrischer Verdinnungsreihe
von 10 bis 640 pg Kaninchen-y-Globulin/ml zugefugt. Der 1.Ak (B1, 90.Tag, 1:1000)
und Tracer inkubierten 24 h bei 4°C. Der 2.Ak inkubierte in allen Konzentrationen 1 h
bei 4°C. Die Austestung der Konzentration des 2. Antikorpers und des Kaninchen-y-
Globulins ergab eine optimale Bindung bei erhaltener Sensitivitét bei einer
Serumverdinnung des 2. Antikorpers von 1:150 mit Zugabe von 150 pg/ml Kaninchen-
v-Globulin zu dem 1. Ak (B1, 90.Tag, 1:1000).

3.2.3.3. Optimierung der Inkubationszeiten und der Inkubationstemperatur

Fur die Optimierung der Inkubationszeit (1-48 h) und die Inkubationstemperatur (4°C
und 20°C) wurden in 2 Ansétzen jeweils in Doppelbestimmungen 100 ul 1.Ak (B1,
90.Tag, 1:1000, 150 pg/ml Kaninchen-y-Globulin) und 100 pl Tracer tber 1 h, 2 h, 4 h,
12 h, 24 h und 48 h bei 4°C und bei 20°C inkubiert. Es folgte die Zugabe von 500 pl
2.Ak (1:150 in PEG 4 %) und eine Inkubation von beiden Ansétzen tber 1 h bei 4°C.
Wie in der Abbildung 111.3.2.e) zu erkennen nimmt die Bindung proportional zur
Inkubationszeit zu. Die Bindung bei 20°C ist im Mittel um 30 % (8,6 % - 52 %) hoher



-22 -

als bei 4°C. Bei einer langen Inkubationszeit von 48 h ist eine starkere Bindung unter
der Inkubationstemperatur von 4°C zu verzeichnen (-11,7 %).

Optimierung der Inkubationstemperatur
und Inkubationszeit

30,0

25,0

20.0 :><=§l
' - ——4°C

15,0 \

] —u—20°C
10,0 \\.\ -
5,0

0,0

B/BO in %

48 24 12 4 2 1

Inkubation in h

Abbildung 111.3.2.e) Optimierung der Inkubationszeiten und der Inkubations-

temperatur bei gleichem Auftragungszeitpunkt des 1.Antikdrpers und des Tracers

3.2.3.4. Optimierung der Vorinkubationszeit

Des Weiteren wurde bei einer 50 % Bindung B/Bo von 17,5 ng/ml eine Steigerung der
Sensitivitat durch ,,kalte Vorinkubation* untersucht. Bisher wurden alle Versuche als
Gleichgewichtsassays durchgefuhrt. Das bedeutet, dass die Inkubation des 1.
Antikorpers mit Standard oder Probe und mit Tracers dieselbe Zeitspanne umfassen.
Inkubiert man jedoch zundchst den 1. Ak mit Standard (Probe) und setzt spater Tracer
hinzu, erhoht sich die Wahrscheinlichkeit einer Antikdrperbindung an das , kalte*
Antigen und somit der Sensitivitat. Zusatzlich wird durch eine Inkubation bei kalteren
Temperaturen die Antigen-Antikorper-Komplexbildung verlangsamt und die Bindungs-
starke (Aviditat) steigt an (s. Abb. 111.3.2.e). Ein Ausdruck flr die erhdhte Sensitivitat
ist die Senkung der 50 % Bindung (B/B0) die in Abb. 111.3.2.f) dargestellt ist.
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Optimierung der kalten
Vorinkubationszeiten (KV) und
Tracerinkubationszeiten

100 -

90

\ —e—KV 24h,

80 Tracer 4h
60 —— KV 24h,
Tracer 4h

\\\ bei 20°C
40
\\\ —&— KV 24h,

30

B/B0O in %
0
o
A
[~

Tracer 2h
20 bei 20°C
10
0 ‘

Standards in ng/ml

Abbildung 111.3.2.f) Kalte Vorinkubation (KV) bei 20°C tber 24 h,
Tracerinkubationszeit 2-4 h bei 4°C und 20°C.

Vergleich der 50%Bdg bei verschiedenen
Vorinkubationszeiten und Temperaturen
14
12 11,505
E 10 9,569
(2]
c
c 8
_g? 5,934
m 6 -
R
2 4
2
0 T T
KV 24h, Tracer 4h KV 24h, Tracer 4h KV 24h, Tracer 2h
bei 4°C bei 20°C bei 20°C

Abbildung 111.3.2.9) Vergleich der Sensitivitat bei unterschiedlichen
Inkubationszeiten und -temperaturen des Tracers nach einer
kalten Vorinkubation des 1.Ak von 24 h bei 20°C
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Es zeigte sich, dass nach einer kalten VVorinkubation von 24 Stunden (20°C) und einer
Tracerinkubation von 4 Stunden bei 4°C die Sensitivitét auf 5,9 ng/ml gesenkt werden
konnte, so dass anstatt eines Gleichgewichtsassays ein Nichtgleichgewichtsassay

(nonequilibrium assay) durchgefiihrt wurde.

3.3. Herstellung der Standards

Schafleptin wird recombinant von der Firma DSL hergestellt und lyophilisiert
vertrieben.

Die Aminoséaurensequenz entspricht der unter 1.2 beschriebenen. 10 pg oob werden mit
10 ul Aqua dest aufgeldst. Fur die Jodierung werden Aliquote a 2 pug/2 pl H,O
abgefulit. Die Aufbewahrung erfolgt bei -80°C. Fur die Standardherstellung wird ein
Aliquot fir die Jodierung (2 pg/2 pl H,0) 1:20000 mit Tris-HCI-Puffer pH 8 verdunnt,
in 0,5 ml (c=100 ng/ml) aliquotiert und bei -80°C aufbewabhrt.

Fur den Radioimmunoassay wird ein 0,5 ml Aliquot (c=100 ng/ml) mit der
Denaturierungslésung (DSE 1:1000, s. Kapitel 111.3.1.) 1:2 verdlnnt (Standard 8), alle
weiteren Standards werden mit der Lésung A (Denaturierungslésung (DSE 1:1000) 1:2
vedlnnt mit Tris HCL Puffer pH 8, s. Kapitel 111.3.6) als geometrische

Verdunnungsreihe angesetzt.

Konzentrationen der Standardreihe:

Standard 8: 50 ng/ml in DSE 1:1000
Standard 7: 25  ng/mlin DSE 1:1000
Standard 6: 12,5 ng/mlin DSE 1:1000
Standard 5: 6,25 ng/mlin DSE 1:1000
Standard 4: 3,125 ng/ml in DSE 1:1000
Standard 3: 1,563 ng/ml in DSE 1:1000
Standard 2: 0,781 ng/ml in DSE 1:1000

Standard 1: 0,391 ng/ml in DSE 1:1000
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3.4. Herstellung des Tracers

Schafleptin wird recombinant von der Firma DSL hergestellt und lyophilisiert
vertrieben.

Die Aminosaurensequenz entspricht der unter 1.2 beschriebenen. 10 pg oob werden mit
10 ul Aqua dest aufgeldst. Aliquote a 2 pg/2 pl H,O fir die Jodierung werden abgefllt
und bei  -80°C aufbewahrt.

Die Markierung mit dem radioaktiven Jod'® ( I'®

, reiner y-Strahler, Halbwertzeit =
60,14 Tage) erfolgt in Anlehnung an die von Hunter and Greenwood beschriebenen
Methode mit Chloramin-T (Hunter & Greenwood, 1962). Das Prinzip der Reaktion
beruht auf einer Oxidation der Jodid-lonen und einer anschlieRenden elektrophilen
Substitution am Phenolring von Tyrosin. Als Oxidationsmittel dient die sich in
waéssriger Losung aus dem Chloramin-T bildende hypochlorige S&ure. Im schwach
basischen Bereich (pH 7,5) wird das Jodid-Anion (I") zum Jod-Kation (I") oxidiert.
Dieses tritt dann in Position 3 bzw. 5 in den Phenolring von Tyrosin ein.
Uberschiissiges Chloramin-T und die restlichen | -lonen werden dann mit

Natriumdisulfit reduziert (Sokolowski & Wood, 1981).

3.4.1. Gebrauchsldsungen

0,5 M Natriumphosphat-Puffer pH 7,5
23,389 ¢ NaH,PO,4 x H,0O

58,826 g Na,HPO,4 x 2H,0

in 1 1 Aqua dest.

Na-1*-Lsung (100mCi/ml)

Chloramin-T-L0Osung

20mg Chloramin T
in 0,1 I Aqua dest.
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Natriumdisulfit-L6sung

60 mg Natriumdisulfit
in 0,1 1 Aqua dest.

Transferldsung

50 ml PBS-Puffer
0549 BSA

50 mg Kaliumjodid
50 mg Bromphenolblau
BSA-Puffer

14,2 ¢ Na,HPO,4
2,79 NaH;PO4
11,66 g NaCl

19 NaNs3

49 BSA

2ml Triton® X-100

in 2 | Aqua dest.

Sephadex-Saulen
PD-10 G-25 M (Amersham, Freiburg) gespult mit 3 x 3,5 ml BSA-Puffer

3.4.2. Jodierung des Proteins

In ein Eppendorfcup (1 ml) mit der Proteinldsung c=2 pg/2 pl H,0 wurden die
Reagenzien in folgender Reihenfolge pipettiert:

- 10 pl 0,5 M Natriumphosphat-Puffer, pH 7,5

- 5 pl Na-1'*-Lésung (0,5 mCi)

- 10 pl Chloramin-T-Ldsung

90 sec Inkubation

- 200 pl Natriumdisulfit-Losung

- 100 pl Transferlosung
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3.4.3. Abtrennung von freiem 1'*

Zur Abtrennung des nichtgebundenen 1'% vom radioaktiv markierten Antigen wurde
eine Ausschlusschromatographie Uber Sephadex G-25 durchgefiihrt. Hierfiir erwiesen
sich PD-10-Fertigsaulen von Amersham wegen ihrer sehr guten Reproduzierbarkeit und
problemlosen Handhabung als besonders geeignet. 200 pl Transferldsung und das
Reaktionsgemisch wurde auf die Saule aufgetragen und mit 3,6 ml BSA-Puffer in das
Gel eingewaschen. Die erste Fraktion a 2,5 ml wurde verworfen, die folgende Fraktion
a 1,6 ml wurde mittels Hochleistungs- Flissigkeitschromatographie (HPLC)
aufgetrennt. Hierfur wurde die Gelfiltrationssaule von Amersham (Superdex 75 prep
grade, HiLoad 16/60, Amersham, Freiburg) und das Flissigkeits-Chromatographie-
Kontrollgerét (LCC-501 Plus, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) verwendet. 20
ml BSA-Puffer wurden vorgespult und danach das Proteingemisch (1,6 ml) aufgetragen.
Die Fraktionen a 2 ml konnten mit dem Fraktionssammler (Frac 100, Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) gesammelt und je 10 ul im y-Strahlungszéhler
(Szintillationszahlgerat LB 2111, Berthold EG&G, Bad Wildbad) gemessen. Die
Fraktionen mit > 50.000 cpm wurden erhalten.

3.4.4. Die Austestung des Tracers

Die Austestung der gesammelten Fraktionen a 2 ml wurde wie folgt durchgefhrt:

Aus jeder Fraktion erfolgte ein Ansatz mit dem Tracer 20.000 cpm/100 pl in 700 pl
TrisHCI Puffer pH 8 (s. 11.3.1), der in 6 Testrohrchen a 100 pl pipettiert wurde. In 2
Testrohrchen (NSB) waren zusétzlich jeweils 100 pl TrisHCI Puffer pH 8 mit 150 ug y-
Globulin (Kaninchen)/ml bzw. in 2 Testrohrchen (BO) war der 1. Antikorper (B1,
90.Tag, 1:1000 mit 150 pg y-Globulin(Kaninchen)/ml). Es folgte eine Inkubationszeit
von 24 h bei 4°C und 1 h Inkubationszeit des 2.Ak 1:150 in PEG 4 %. Die R6hrchen
NSB und BO wurden 15 Minuten mit 3800 U/min bei 4°C zentrifugiert (Hettich
Zentrifuge, Tuttlingen) und der Uberstand verworfen. Nach Zugabe von 500 pl Triton®
X-100 0,1 % folgte eine Zentrifugation a 5 min mit 3800 U/min bei 4°C mit dem
anschlieBenden Verwerfen des Uberstands. Das erhaltene Pellet konnte nun im y-Zahler
(LB 2111, Berthold EG&G, Bad Wildbad) gemessen werden.

Die Tracerfraktionen mit einer Bindung (BO) > 25 % und einer nichtspezifischen
Bindung (NSB) < 5 % wurden gemischt und als Pool bei -20°C aufbewahrt. Der Tracer
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kann ca. 5 Wochen verwendet werden, danach nimmt die spezifische Bindung soweit

ab, dass eine weitere Verwendung nicht mehr sinnvoll ist.

3.5.  Antigen

Als Antigen fand das recombinante Schafleptin der Firma DSL (Sinsheim)
Verwendung. Die Struktur ist unter Kapitel 1.2. angegeben. Dieses Protein wurde fur
die Herstellung des Tracers (eingesetzte Menge 2 pg) und des Standards (c= 100 ng/mi
in TrisHCI Puffer pH 8, -80°C) verwendet.

3.6.  Durchfihrung des Radioimmunoassays (RIA)

Testlosungen (s. Kapitel 111.3.1. Testlésungen):

Losung A:  Denaturierungslésung (DSE 1:1000) 1:2 vedinnt mit Tris HCL Puffer
pH 8:

0,04 mM DTT, 0,001 % SDS, 0,001 mM EDTA in Tris HCL Puffer pH 8

Losung B: 1. Antikorper (B1, 90.Tag) mit Tris HCL Puffer pH 8 1:1000 verdiinnt
und Zusatz von 150 pg Kaninchen y-Globulin/ml

Losung C:  Tracer mit Tris HCL Puffer pH 8 auf 20.000 cpm/100 pl verdinnt

Losung D: 2. Antikorper (Ziege-anti-Kaninchen-Immunglobulin) 1:150 mit 4 %
Polyethylenglykol (PEG) verdinnt

Losung E: 0,1 % Triton® X-100 eiskalt

Losung F: 150 pg Kaninchen y-Globulin/ml Tris HCL Puffer pH 8

Alle Losungen wurden am Tag ihrer Verwendung hergestellt.
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Losung A diente zur Verdinnung (1:30=20 pl Serum + 580 pl Lsg. A) der
Lammerserumproben (Dilutor Microlab 500, Hamilton, Darmstadt).

Im Heizblock (3401 Thermostat, Fa. Eppendorf, Hamburg) erfolgte die Erhitzung auf
90°C Uber 7 Minuten mit anschliefender Abkihlung im Eisbad und Durchmischung 30
Sekunden Uber Kopf (Multi Tube Vortexer, Fa. Baxter, Miinchen). AnschlieRend
wurden zweimal 100 pl in zwei konische Polystyrolrohrchen (Fa. Sarstedt, Numbrecht)

pipettiert (Eppendorfpipette 100 ul, Hamburg).

Die Verdunnung (1:2) eines Standardaliquots (0,5 ml) des rekombinanten Schafleptins
(c=100 ng/ml, -80°C) erfolgte mit der doppelt konzentrierten Losung A per Hand in ein
Safelock-Rdéhrchen (1,5 ml, Fa. Eppendorf). Fir die geometrische Verdinnungsreihe
mit jeweils 300 pl Standardlésung wurden 300 pl der Losung A verwendet (Eppendorf
Varipette, Fa. Eppendorf, Hamburg). Im Heizblock (3401 Thermostat, Fa. Eppendorf,
Hamburg) wurden alle Standards bei 50°C tiber 2 Minuten erhitzt und im Eisbad
aufbewahrt, um eine moglichst gleiche Behandlung der Standards und der Proben zu
gewahrleisten. In Vergleichsuntersuchungen der Standardreihen ohne Erhitzen und mit
Erhitzen bis 50°C (nicht dargestellt) zeigte sich kein unterschiedliches
Bindungsverhalten. Eine Durchmischung erfolgte 30 Sekunden tber Kopf (Multi Tube
Vortexer, Fa. Baxter, Mlinchen). Aus jedem Standard wurden zweimal 100 pl
(Doppelbestimmung) in zwei konische Polystyrolréhrchen (Fa. Sarstedt, NUmbrecht)

pipettiert.

Zweimal 100 pl Tracer in zwei konischen Polystyrolréhrchen (Fa. Sarstedt, NUmbrecht)
ohne Zugabe von weiteren Testldsungen ergab die gesamte Traceraktivitat (total counts
=TC).

Zur Bestimmung der maximalen Bindung (BO) und der unspezifischen Bindungen (non
specific binding = NSB) wurde anstelle der Serumprobenverdinnungen 100 pl Lésung

A verwendet, der NSB enthielt zusétzlich anstelle von Losung B Lésung F.

Die Testlésungen wurden jeweils in Doppelbestimmungen in folgender Reihenfolge
pipettiert (eine Ausnahme bildete nur TC mit 100 pl Volumen ohne weitere Zusatze):
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Probe, Standard, BO, NSB: 100 pl
Losung B (Probe, Standard, BO): 100 pl
Losung F (nur NSB): 100 pl

Inkubationszeit 18 h bei 20°C

Losung C: 100 pl

Inkubationszeit 4 h bei 4°C

Losung D: 500 pl

Inkubationszeit 1 h bei 4°C

Zentrifugation 15 Minuten bei 4°C, 3800 rpm (Hettich Zentrifuge, Tuttlingen)

Prazipitatbildung und Dekantieren des Uberstands

Losung E: 1ml

Zentrifugation 5 Minuten bei 4°C, 3800 rpm
Dekantieren des Uberstands 5 Minuten tiber Kopf

Die Radioaktivitdt der Rohrchen wurde dann in einem y-Zahler (LB 2111, Berthold
EG&G, Bad Wildbad) gemessen, der aus den Messdaten mit Hilfe eines integrierten
Rechners anhand der Standardkurve die Hormonmenge pro Réhrchen direkt berechnete.
Hierfur wurden die Variablen des Testsystems einer logit-log-Transformation
unterworfen. Die abhangige Variable ist dabei folgendermaRen definiert: y = logit B/B0
= In(B/B0/(I-B/B0), wobei B die Radioaktivitat der Probe nach Subtraktion der
unspezifischen Tracerbindung (NSB) darstellt. BO ist der entsprechende Wert des
Nullstandards. Die unabhéngige Variable ist x = log Dosis. Durch diese Transformation
wird die Standardkurve iber einen weiten Konzentrationsbereich nahezu linearisiert
(Rodbard et al., 1969).
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3.7. Qualitatskriterien

3.7.1. Empfindlichkeit

Unter der Empfindlichkeit versteht man die kleinste Menge an Hormon, dessen
Messwert sich statistisch signifikant vom Nullstandard unterscheidet. Man erhélt sie,
indem man nach Mehrfachmessung den mittleren Bo-Wert und die 3-fache
Standardabweichung bestimmt (Bo-3s). Diese betrdgt 6 %. Aus der interpolierten
Standardkurve erhalt man den zugehérigen Dosiswert (Hunter & Greenwood, 1964;
Sokolowski & Wood, 1981), der somit bei 94 % Bindung B/B liegt (c=0,4 ng/ml).

Um eine sichere Hormonbestimmung zu gewéhrleisten, wurden jedoch nur
Konzentrationen unterhalb des zweiten Standards (c=0,781) mit der mittleren %
Bindung B/Bg von 87 % gewertet. Bei Werten oberhalb der Bindung des zweiten

Standards wurde die Messung in einer niedrigeren Verdiunnung wiederholt.

3.7.2. Prazision

Aufgrund der unvermeidbaren zufélligen Fehler bei der Testdurchfiihrung ergeben sich
bei Mehrfachbestimmungen der gleichen Probe mehr oder weniger grofl3e
Abweichungen vom erwarteten Wert. Die Interassayvarianz konnte anhand von zwei
verschiedenen Proben mit den Mittelwerten 65,7 bzw. 42,5 ng/ml mit 2,4 % bzw. 2,6 %
ermittelt werden. Die Parallelitatsbestimmung ergab eine mittlere Standardabweichung
von 5,1 % in den Verdiinnungen 1:10, 1:20, 1:40 und 1:80. Die Wiederfindungsrate
wurde mittels Herstellung eines Gemisches aus Schafserum (Verdiinnung 1:40) und
verschiedenen Standardkonzentration (25ng/ml bis 3,125 ng/ml in einer geometrischen

Verdunnungsreihe) ermittelt und ergab 96,2 %.

3.7.3. Spezifitat

Ein Radioimmunoassay ist spezifisch, wenn eine Substanz in Anwesenheit anderer,

chemisch ahnlicher Substanzen richtig bestimmt werden kann. Die Spezifitat eines
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Testsystems ist vor allem von dem verwendeten Antiserum und der Konzentration an
kreuzreagierenden Substanzen in der zu messenden Probe abhingig. Die Uberpriifung
der Spezifitat wird mit Hilfe eines Verdiinnungstestes von Standard und unbekannter
Probe durchgefuhrt. Es wurde ein Serum in der Verdiinnung 1:160 mit den
Standardkonzentrationen (25 ng/ml bis 3,125 ng/ml in einer geometrischen
Verdlnnungsreihe) eingesetzt. Die berechnete Konzentration ergab 55 ng/ml und lag
bei 84 % des in einer Verdinnung von 1:40 gemessenen Wertes (65,5 ng/ml)
(Sokolowski & Wood, 1981).

3.7.4. Stabilitat der Proben

Mehrmaliges Einfrieren und Auftauen von Serumproben (bis zu sechsmal) ergaben
keine erhohten Interassayvarianzen. Jedoch ist immer zu bedenken ist, dass durch jede

starke Temperaturanderung die Qualitat der EiweilRe sinkt.

Stark mit Feststoffen versetzte Proben (Gerinnsel) ergaben eine hohe Inter- und
Intraassayvarianz von bis zu 40 %, so dass hier eine Bestimmung sehr ungenau wird.
Erneute Zentrifugation ergaben keine deutlichen Verbesserungen und diese Proben

konnten in die Auswertung nicht miteinbezogen werden.

4. Western-Blot

4.1.  Prinzip des Western-Blots

Der Western-Blot (auch: Protein-Blot) ist die Bezeichnung fur eine Methode, bei der
elektrophoretisch aufgetrennte Proteine aus einem Trenngel auf einen geeigneten
Tragerfilter, z.B. Nitrocellulose, lbertragen werden. Hierbei wird eine Kopie des Gels
produziert, wobei die Proteine auf den Filtern immobilisiert werden. Das urspringlich
im Gel enthaltende Trennmuster der Proteinmolekaiile bleibt nach der Ubertragung
erhalten, so dass man eine exakte Replik des urspriinglichen Gels bekommt. Unter
geeigneten Bedingungen bleibt beim Transfer die Immunreaktivitat unveréndert. Da die

Proteine nach dem Transfer fur die Behandlung mit Antikérpern zugénglich sind,
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erlaubt der Einsatz der Blotting-Technik eine Identifikation einzelner Proteine in
einem komplexen Gemisch anderer Proteine. Die Bindung der Antikorper an die
immobilisierten Proteine kann auf verschiedene Weise nachgewiesen werden. Bei der
hier durchgefihrten indirekten Nachweismethode wird der bereits gebundene und
spezifische Antikorper durch einen Sekundérantikdrper nachgewiesen, der seinerseits
mit einem Enzym markiert ist. Das Enzym reagiert mit einem zugegebenen
chemilumniszierenden Reagenz, und das emittierte Licht des destabilisierten Reagenz

wird anschlieBend auf Réntgenfilm aufgenommen.

Die Bezeichnung Western-Blot ist von einer urspringlich fir den Transfer von DNS-
Molekdilen auf Tragermembrane entwickelten Methoden abgeleitet, die nach ihrem
Erfinder, Edwin Southern, als Southern-Technik bezeichnet wurde. Sein Name gab die
Anregung, Verfahren flr den Transfer anderer Molekularten nach
Richtungsbezeichnungen der Windrose zu benennen.

4.2.  Testldsungen

Ldsung a) 15 % Trenngel:
1,575 ml Aqua dest.
2,475 ml ,unterer® Puffer: Tris 90,8 g, SDS 2 g, EDTA 5,96 g
in 500 ml Aqua dest. I6sen pH 8,8
4,95 ml Acrylamid 30 %
0,825 ml Glycerol 50 %: Glycerol 50 ml + Aqua dest. 50 ml
4 ul Tetramethylethylendiamin (Temed): 99 %
75 pul Ammoniumpersulfat (APS) 10 %: 100 mg APS in 1ml Aqua dest.

Ldsung b) Sammelgel

2,4 ml Aqgua dest.
0,99 ml ,,oberer Puffer:
Tris 12,2 g + SDS 0,8 g in 200ml Aqua dest. I6sen
0,61 ml Acrylamid 30 %
3,2 ul Temed

19,2 pl APS 10 %
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L6sung c) Laufpuffer
100 ml Fertiglésung von Biorad T10/Glycine/SDS
900 ml Aqua dest

L&sung d) Transferpuffer (Blotpuffer)

30 Tris
145¢g Glycin
200 ml Methanol

auf 1000 ml auffillen mit Aqua dest.

Losung e) Blockpuffer mit Magermilchpulver

0,01 M Tris/HCI pH 7,5

0,15 M NaCl

5 % (w/v) Magermilchpulver

5% BSA

Losung f

5mil Losung e)

5ul Kaninchenserum Anti-Peptid 1 (1.Ak B1, 90.Tag, s. Kapitel 11.3.)

Ldsung q) Waschpuffer

0,06 M Tris/HCI pH 7,5
0,25 M NaCl
3 mM EDTA

0,05 %(w/v) Tween 20

Losung h)

10 ml Ldsung e)

S5ul 2.Antikdrper Anti-Kaninchen v. Cell Signaling Rabbit HRP (horseradish
peroxidase = Meerrettichperoxidase, anti-rabbit Antibody HRP linked
(H+L))

10 pl Anti Biotin Antibody
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Lbsung 1)

4,5 ml Aqua dest.

250 pl Lumiglo Reagent A (Cell Signaling)
250 pl Peroxide Reagent B (Cell Signaling)

4.3. Durchfihrung (SDS-PAGE und Western-Blot)

Die Proteinauftrennung wird zunéchst durch Gelelektrophorese (SDS-PAGE) erzielt
und der Proteinnachweis erfolgt durch den Western-Blot.

SDS-PAGE:

Es wird ein 15 % Trenngel (Losung a) gegossen und mit 70 % Isopropanol luftdicht
abgeschlossen (Halterung von BioRad, Minchen). Nach 30 Minuten kann das
Sammelgel (Lésung b) aufgetragen werden. Die Gele werden dann in Losung c)
transferiert. Die Proben (10 pul Hammelserum, c=40 ng/ml) und das oob-Antigen (0,1
pg/5 pl) werden im Verhéltnis 1:4 bzw. 1:2 mit Laemmli-Puffer (Sigma) verdinnt und
7 Minuten bei 90°C erhitzt. Die Probe (10 ul) und der oob-Standard (5 pl) werden
jeweils einmal einzeln und einmal gemischt (Verhaltnis oob-Standard zur Probe 1:2) in
die Sammeltaschen pipettiert. Als Standards werden 5 pl peQ GOLD Protein-Marker 1V
(peQLab) und 5 ul Standard Proteine (Biotinylated Protein Ladder von Cell Signaling,
Marker bei 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 140 und 200 kD) aufgetragen. Die Probe (5
ul) wird zusatzlich mit 5 pl der Biotinylated Protein Ladder (Cell Signaling) vermischt

und ebenfalls auf das Gel appliziert.

Die Elektrophorese wird zundchst fir 10 Minuten bei 100 Volt gestartet
(Elektrophoreseapparatur von BioRad, Miinchen), die Voltzahl erhoht sich dann fur
weitere 60 Minuten auf 180 Volt.

Western-Blot:

Zwischen jeweils drei mit Losung d) (Transferpuffer) befeuchtete Whatman-
Membranen wird das Elektrophorese-Gel auf eine ebenfalls mit Losung d) befeuchtete
Nitrocellulose-Membran platziert (Semi-Dry Transfer Cell, Trans Blot SD, BioRad,
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Miinchen). Bei 15 Volt und 0,46 Ampere werden die Proteine (ber 25 Minuten auf die
Nitrocellulose-Membran transferiert (,,blot*). Die Nitrocellulose-Membran inkubiert
Uber 18 Stunden in Lésung e) (Blockpuffer) bei Raumtemperatur (RT). Darauf folgt
eine weitere Inkubation mit dem 1. Antikorper in Losung f) Gber 24 Stunden bei 4°C.
Die Inkubation wird durch dreimaliges Waschen der Membran a 5 Minuten mit Lésung
g) beendet. Der 2. Antikorper in Lésung h) inkubiert tiber eine Stunde bei RT und wird
erneut durch dreimaliges Waschen der Membran a 5 Minuten mit Lésung g) gestoppt.
Die chemilumniszierenden Reagenzien werden mittels Lésung i) zugegeben, und nach
einer Minute bei RT wird das Rontgenfilmmaterial tber eine Minute durch das

emittierende Licht belichtet (s.Abb.111.4.3.).

wem Hammelserum 0ob-Std
——— 10pl Hammelserum 10ul 50Nng/5
— oobStd. 5 * =
L R —. .
————— —
w80 kDa - - %30 kDz
™ 20 KD
—20kDa = 4
- ‘
S—— .
’0 kDa
S 0 kDa
Marker
Marker+
' ’ Hammel-
26.11.03, 1min, 15% Gel 2 serum 5 pl

Abbildung 111.4.3. Western-Blot
Proben von links nach rechts: Marker, Hammelserum (10 pl, c=40 ng/ml),
Ldsung aus Hammelserum und oob-Standard (1:2), oob-Standard (5 pl, c=10

pg/ml), Lésung aus Marker und Hammelserum (5 pl)
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Man erkennt im reinen Schafleptin (oob-Standard) mehrere Banden, die im Vergleich
mit der Losung des Standards mit dem Hammelserum verschoben erscheinen. Ebenfalls
verschoben zeigen sich die Banden des Markers (10-30 kD). Die Erklarung dafir
kdnnte in einer Di- und Trimerbildung liegen (siehe Kapitel 111.4.4), auch konnte es zu
einer Verschiebung der Laufeigenschaften der Proteine bei niedrigen

Serumverdiunnungen kommen (siehe Kapitel 111.4.5).
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4.4.  Di-und Trimerbildung

Der reine ovine Leptinstandard (oob) zeigt eine deutliche Bande bei der erwarteten
Proteingrdfie von 16 kD (S. Abb. 111.4.4.). Jedoch sind weitere Banden im Bereich von
32 kD und 48 kD zu sehen, so dass von einer Dimer-, Trimer- bzw. Oligomerbildung
ausgegangen werden muss. Dieses Phdnomen der Dimer- und Oligomerbildung im
Western-Blot wurden auch von Lammert et al. beschrieben (Lammert et al., 2001).
Delavaud et al. sowie Gertler et al. fanden bei der Gelfiltration des rekombinanten
Schafleptins ca. 10 % Dimerbildung (Delavaud et al., 2000; Gertler et al., 1998),
Blache et al fand bei der Gelfiltration des rekombinanten Rinderleptins ca. 5 %
Dimerbildung (Blache et al., 2000). In der Serumprobe kann man bei starker
Kontrastierung gleichartige Banden erkennen, so dass auch hier von einer
Oligomerbildung ausgegangen werden kann.

oob-Std
il 50ng/5 pi
- -

Abbildung 111.4.4. 50 ng/5 pl oob Standard mit Bildung mehrerer Banden
(unterste und erste Bande 16 kD, zweite Bande von unten ca. 32 kD,
dritte Bande von unten ca. 48 kD, weitere Banden zwischen 60 und 80 kD)
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4.5. Veranderung der Laufeigenschaft des Markers durch Serumzugabe

Das Serum hat einen hohen Proteingehalt und ist dadurch von den Standards, die im
Gegensatz zu dem Serum eine sehr niedrige Proteinkonzentration aufweisen, auch
hinsichtlich der Laufeigenschaft in der Gelelektrophorese zu unterscheiden. Um dieses
Phanomen darzustellen, wurde das Hammelserum mit dem oob-Standard und mit der
Markerproteinlésung (Cell Signaling) gemischt. Es ergab sich eine verlangsamte
Laufgeschwindigkeit (Shift Effect) mit einer VVerschiebung aller Banden. Somit konnte
das Molekulargewicht der Serumbanden anhand der mit Serum versetzten Standards
ermittelt werden und ergaben eine deutliche Bande bei 16 kD sowie schwéchere Banden
bei den fur die 0.g. Di- und Trimerbildung spezifischen Molgewichten (~32 kD und ~48
kD, s. Abb.111.4.5.).

Hammelserum oob-Std

10pl Hammelserum 10ul 50ng/S pl
oobStd.5u * =

-

kDa S < o

Shaft Effekt durch

20 kDa
s—\\‘ Zugabe von Serum
-_ &
Schafleptin

Abbildung 111.4.5. Darstellung der Verschiebung der Banden (Shift Effekt)

nach Zugabe der Hammelserumprobe (Ausschnitt aus der Abb. 111.4.3)
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5. Untersuchungen in der Klinik fiir Geburtshilfe, Gynakologie und
Andrologie der GroB3- und Kleintiere mit Tierarztlicher Ambulanz der

Justus-Liebig-Universitat Gielden

5.1 Untersuchungszeitraum und -objekte

Die Untersuchungen wurden in der Klinik fur Geburtshilfe, Gynékologie und
Andrologie der GroB- und Kleintiere mit Tieréarztlicher Ambulanz der Justus-Liebig-
Universitat Giellen im Zeitraum von Januar 1998 bis Marz 1999 durch Génen Kaya
unter der Betreuung von Prof. Dr. Dr. h.c. H. Bostedt und PD Dr. R. Hospes
durchgefuhrt (Kaya, 2001). 49 Mutterschafe gebaren insgesamt 85 Lammer, davon
waren 17 Einlinge, 56 Zwillinge mit acht tot geborenen bzw. kurz nach der Geburt
verstorbenen Tieren und 12 Drillinge mit drei tot geborenen Lammern. Unter den
verbliebenen 74 neugeborenen untersuchten Lammern waren 40 mannlichen und 34
weiblichen Geschlechts. Sie gehtrten den Rassen Merinolandschaf (n=51) und
Deutsches Schwarzkdpfiges Fleischschaf (n=23) an. Die mittlere Lammerzahl pro
Geburt betrug 1,70 (Merinolandschaf) und 1,64 (Deutsches Schwarzkopfiges
Fleischschaf).

5.2 Gruppeneinteilung

Es wurden vier verschiedene Umgebungstemperaturbereiche unterhalb der
Thermoneutralitit geschaffen, in denen die L&mmer ihre ersten 24 Stunden erlebten,
auch um die Auswirkungen verschieden hoher Energieverbrduche beim neugeborenen
Lamm zu untersuchen. Entsprechend der Geburtsart und Umwelttemperatur wurde eine
Einteilung in vier Gruppen, A bis D, vorgenommen. Eine Spontangeburt ohne exogene
Hilfe lag in den Gruppen A bis C vor. In der Gruppe D konnte die Geburt nur durch

eine Sectio caesarea beendet werden.
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Die Stalltemperaturen der Gruppe A (n=20) lag zwischen 12 und 25°C, in der Gruppe B
(n=20) zwischen 1 und 11°C, in der Gruppe C (n=20) von -8°C bis -1°C und in der
Gruppe D (n=14) von 17°C bis 22°C.

Die Lammerzahl pro Ablammung betrug bei den Gruppen A und B jeweils 1,67, bei der
Gruppe C 1,40 und bei der Gruppe (Sectio) D 2,33.

5.3  Stalltemperaturmessungen

Die Temperaturmessungen wurden zweistlindlich anhand von fest installierten

Quecksilberthermometern im Stall in 30 cm Hohe durchgefihrt.

In der Gruppe A war der arithmetische Mittelwert bei Geburt mit 18,0 £ 3,7 °C (min.
12°C, max. 23°C) am niedrigsten und zur 24. Stunde postnatal (pn.) mit 18,8 £ 4,3 °C

(min. 12°C, max. 25°C) am hdchsten.

In der Gruppe B betrug der arithmetische Mittelwert bei Geburt 5,8 + 2,2 °C (min. 2°C,
max. 8°C) und war somit am niedrigsten, der hochste Wert war zur 12. Lebensstunde

mit 6,9 = 2,6 °C (min. 1°C, max. 11°C) zu verzeichnen.

Bei der Gruppe C betrug der arithmetische Mittelwert bei Geburt -4,5 £ 2,0 °C (min. -
8°C, max. -2°C) und war ebenfalls am niedrigsten, der hdchste Wert ergab sich zur 24.
Lebensstunde mit-1,9°C £ 1,6 °C (min -8°C, max. -1°C).

Bei der Gruppe D betrug der niedrigste arithmetische Mittelwert zur 12. Stunde pn. 19,1

+ 1,4 °C (min. 17°C, max. 21°C) und der hochste Wert war zur Geburt 19,4 + 1,1 °C

(min. 18°C, max. 21°C).

54 Korperliche Untersuchungen

Das neugeborene Lamm wurde kdrperlich untersucht und gewogen sowie in Bezug auf

die freie Atmung, Herz-Kreislaufsystem, Stehversuche und Trinkverhalten
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gegebenenfalls versorgt. Die Korperinnentemperatur wurde anhand eines
Digitalfieberthermometers (Fa. Hartmann) und das Korpergewicht zum Zeitpunkt O h,

12 h und 24 h postnatal mit einer Digitalwaage (Fa. Rhewa 802) bestimmt.

55 Blutprobenentnahme und -bearbeitung

Die Blutproben wurden innerhalb der ersten zwei Minuten postnatal, sowie zu den
Zeitpunkten 1 h, 3 h, 6 h, 12 h und 24 h aus der Vena jugularis mittels einer sterilen
Einmalkandile (Sterican, 0,90x38mm, Fa. B.Braun, Melsungen) gewonnen und in fir die
jeweilige Untersuchung geeignete Monovetten (Fa. Sarstedt, Art. Nr. 02264) umgefullt.
Die Proben fir die Leptinbestimmungen wurden Gber 10 Minuten bei 3000 rpm/min
zentrifugiert, das Uberstehende Plasma abpipettiert und bei -20°C eingefroren. Die

Blutfettwerte konnten unmittelbar nach der Probengewinnung bestimmt werden.

5.6 Bestimmung der Plasmatriglyceridwerte

Die Plasmatriglyceride konnten anhand des Verfahrens nach Wahlefeld bestimmt
werden (Wahlefeld, 1974). Das durch die enzymatische Spaltung des Triglycerids
entstehende Glycerin wird phosphoryliert und das Uber die Pyruvatkarboxylase
entstehende Pyruvat mittels NADH+ H* hydriert (Substrate der Fa. Boehringer,
Mannheim). Das verbrauchte NADH ist &quivalent zu dem Glycerin und zu dem
messende Reagenz (Photometer Modell EPAC 6140; Fa. Eppendorf; Wellenlange 546

nm).

5.7 Bestimmung der Plasmacholesterinwerte

Die Cholesterinbestimmung erfolgte nach der Methode von Siedel (Siedel et al., 1981).

Nach Spaltung des Cholesterinesters entsteht durch die Cholesterinoxidase unter

anderem Wasserstoffperoxid (H20,). Dieses bildet mittels des Enzyms Peroxidase
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zusammen mit 4-Aminophenazon und Phenol einen mit dem Photometer (Modell
EPAC 6140; Fa. Eppendorf, Wellenldnge 546 nm) zu messenden roten Farbstoff, der
proportional zu der Cholesterinkonzentration im Serum ist (Substrate der Fa.

Boehringer, Mannheim).

5.8 Bestimmung der Blutglucosewerte

Die Blutglucosekonzentration wurde direkt im Anschluss an die Blutentnahme mit dem
Schnellmessgerat Reflolux ® S (Boehringer, Mannheim) bestimmt. Hierzu wurden die
Haemo-Glukotest ® 20-800 R-Teststreifen (Boehringer, Mannheim) zur spezifischen

Bestimmung von Glucose im Blut verwendet.

Die Glucosebestimmung beruht auf der spezifischen Glucoseoxidase-Peroxidase-
Reaktion. Die B-D-Glucose wird in Gegenwart von Luftsauerstoff durch das
katalytische Enzym Glucoseoxidase (GOD) zu 6-D-Gluconoalacton oxidiert. Das dabei
entstehende Wasserstoffperoxid (H,O,) oxidiert mit Hilfe des Katalysators Peroxidase
(POD) die Indikatoren. Die entstehende Farbstoffentwicklung der oxidierten
Indikatoren wird im Messgerat Reflolux ® S bei einer Wellenldnge von 950 nm
reflexphotometrisch gemessen und in Wertegruppen zwischen 10 und 500 mg/dI

angezeigt.

Als Referenzmethode kam das Verfahren nach Schmidt in Form der Hexokinase-
Methode (Substrate der Fa. Boehringer, Mannheim; Glucoquant ® Glucose / HK) zur
Anwendung (Schmidt, 1973). Glucose und Adenosintriphosphat (ATP) wird hier durch
die Hexokinase zu Glucose-6-Phosphat und Adenosindiphosphat (ADP) phosphoryliert.
Durch das Enzym Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase wird dann Glucose-6-Phosphat
und NADP zu Gluconat-6-Phosphat und NADPH + H'. Die entstandene Menge an
NADPH ist aquivalent zu der Glucosekonzentration und kann photometrisch
(Photometer Modell EPAC 6140; Fa. Eppendorf) bei einer Wellenlange von 340 nm

gemessen werden.

Die Ubereinstimmung der beiden Methoden wurde mit einem Korrelationskoeffizienten
von r=0,993 (p< 0,0001) berechnet und die Regressionsgleichung der beiden Methoden
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ist y=1,016*x + 0,004. Fir die unter Kapitel I11. dargestellten Ergebnisse wurden die
Werte der Glucosebestimmungen durch den Reflolux ® S (Boehringer, Mannheim) mit

den Haemo-Glukotest ® 20-800 R-Teststreifen (Boehringer, Mannheim) verwendet.

5.9 Bestimmung der Plasma-B-Hydroxybutyratwerte

Fur die Bestimmung der Plasma-B-Hydroxybutyratwerte lag das enzymatische
Verfahren nach Williamson (Substrate der Fa. Sigma Diagnostics, 310-UV) zugrunde
(Williamson et al., 1962). B-Hydroxybutyrat wird durch das Enzym f3-
Hydroxybutyratdehydrogenase zu Acetoacetat oxidiert. Gleichzeitig wird aquimolar
NAD zu NADH + H" reduziert, welches photometrisch bei der Wellenlange 340 nm
erfasst werden kann (Photometer Modell EPAC 6140; Fa. Eppendorf).

6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte auf den Rechnern des lokalen
Rechennetzwerkes (LAN) der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des
Fachbereiches Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitat GieRen unter
Verwendung des Statistik-Programmpakets BMDP/Dynamic, Release 7.0 (Dixon,
1993).

Die Beschreibung der Daten geschah tabellarisch mit Hilfe des Programms BMDP1D.
Bei angenéherter Normalverteilung wurden die arithmetischen Mittelwerte (MW),
Standardabweichungen (SD), Minima (min), Maxima (max) und Stichprobenumfange
(n) berechnet. Rechtsschief verteilte Merkmale wurden fiir die statistische Auswertung

logarithmisch transformiert.

Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde unter Berticksichtigung der Faktoren
,@ruppe*, ,,Zeit*, ,,Rasse®, ,,Geschlecht* und ,,Geburtstyp* bei den Ldmmern
durchgefihrt. Bei anndhernd normalverteilten Datensatzen wurde dementsprechend eine
funffaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholungen im Faktor ,,Zeit” mit dem
Programm BMDP2V durchgefihrt.
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Die Untersuchung der Zusammenhénge zwischen den einzelnen Parametern erfolgte fur
die quantitativen Merkmale mit Hilfe von Korrelationsanalysen mit dem Programm
BMDP6D unter Angabe des Korrelationskoeffizienten, der Signifikanz (p) und in
einigen Fallen der Regressionsgeraden (y=m*x+b).

Das Signifikanzniveau wurde folgendermalRen definiert:

p< 0,0001 hoch signifikant

p< 0,01 signifikant
p< 0,05 schwach signifikant
p> 0,05 nicht signifikant

Die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen den MessgréRen und den
Umgebungsparametern erfolgte nach Uberpriifung der Linearitat mit der multiplen
linearen Regression unter Verwendung des Programms BMDP1R. Die graphischen
Darstellungen der Ergebnisse wurden mit dem Programm Excel Microsoft Office XP

erstellt.
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v ERGEBNISSE

Alle Untersuchungen bis auf die Leptinbestimmungen wurden, wie bereits unter
dem Kapitel 111.5 beschrieben, in der Klinik fur Geburtshilfe, Gynékologie und
Andrologie der Grof3- und Kleintiere mit Tierarztlicher Ambulanz der Justus-Liebig-
Universitat Giellen durch Gonen Kaya unter der Betreuung von Prof. Dr. Dr. h.c. H.
Bostedt und PD Dr. R. Hospes durchgefuhrt (Kaya, 2001).

1. Darstellung der Leptinserumkonzentrationen aller Gruppen zu den

sechs Zeitpunkten

Es konnten von 74 Ladmmern der vier Gruppen zu sechs verschiedenen Zeitpunkten
398 Bestimmungen durchgefuhrt werden (89,6 %). Bei 12 der fehlenden 46 Proben
reichte das Material nicht aus (2,7 %), und bei 34 Seren (7,7 %) war ein hoher
Feststoffanteil (Blut- oder Fibringerinnsel) vorhanden, und es konnten keine
reproduzierbaren Ergebnisse aufgrund einer erhéhten Intra- und Interassayvarianz

erzielt werden.

Die Anzahl der Leptinbestimmungen zu den verschiedenen Zeitpunkten setzt sich

wie folgt zusammen:

Zeitpunkt in h  Leptinbestimmungen (n=)  Bestimmungen in %
0 73 98,6
1 65 87,8
3 66 89,2
6 57 77,0
12 69 93,2
24 68 91,9

Tabelle 1V.1.a) Anzahl der Leptinbestimmungen zu den sechs Zeitpunkten

Die Leptinbestimmungen ergaben Werte zwischen 4,8 und 500 ug/l (s. Tab. 1V.1.b).
Der arithmetische Mittelwert zur Geburt lag bei 26,7 pg/l mit einer
Standardabweichung von 22,8 und einem Standardfehler (Std.f.) von 2,7 pg/l. Das



-47 -

Minimum und Maximum zur Geburt (Stunde 0) betrug 8,1 bzw. 150 pg/Il. Der
Mittelwert (MW) stieg innerhalb der ndchsten Stunde nur gering an auf 27,0 pg/I
(SD: 39,3 pg/l, Std.f.: 4,9 pg/l) und sank danach in der 3. Stunde pn. auf den
geringsten Mittelwert von 25,4 g/l (SD: 23,7 pg/l, Std.f.: 2,9 pg/l). Die niedrigsten
absoluten Werte waren in der ersten postnatalen Stunde (h pn.) 5,9 pg/l und in der
dritten postnatalen Stunde 5,1 pg/l. Die maximalen Werte (max) waren in der ersten
Stunde pn. ebenfalls héher als zur 3. Stunde pn. mit 284,2 ug/l bzw. 174,5 pg/l. Das
Minimum der Leptinwerte aller Limmer maR in der 6. Stunde pn. 4,8 pg/l (max.
217,5 pg/l) bei einem deutlich angestiegenem Mittelwert von 38,9 pg/l (SD: 35,6
pg/l, Std.f. : 4,7 ug/l). Innerhalb der folgenden 6 und 18 Stunden lag der Mittelwert
bei 58,3 pg/l (SD: 52,3 pg/l, Std.f. : 6,3 ug/l) bzw. 81,5 pg/l (SD: 84,9 ug/l, Std.f. :
10,3 pg/l). Auch die Minima und Maxima stiegen wieder an auf 8,3 pg/l (min 12h),
6,9 ng/l (min 24h) bzw. 248,5 pg/l (max 12h) und 500,0 pg/l (max 24h). Zur
Darstellung und Veranschaulichung der Verteilung, der Schiefe und des
Streuungsmafes wurden die Tabelle 1V.1.b) und Abbildung 1V.1a)

zusammengestellt.

Leptinkonzentrationen in pg/l aller Gruppen (A-D) zu den 6 Zeitpunkten

Zeitpunkt MW SD Std.f. min max Median Q.25 Q.75
Oh 26,7 22,8 2,7 81  150,0 20,9 11,1 349
1h 27,0 393 4,9 59 284,22 15,0 93 314
3h 254 237 2,9 51 1745 22,7 10,6 32,4
6h 389 356 4,7 48 2175 23,0 19,8 50,5
12h 58,2 523 6,3 83 2485 44,1 25,6 63,8
24h 81,4 849 10,3 6,9 5000 52,7 354 928
Tabelle 1V.1.b) Leptinkonzentrationen in pg/l aller Gruppen zu den sechs

Zeitpunkten mit Angabe von Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD),
Standardfehler (Std.f.), Minimum (min), Maximum (max), Median, unteres und
oberes Quartil (Q .25; Q .75)
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Mediane (Q2) und Quartile (Q1=Q.25; Q3=Q.75) der
Leptinkonzentration aller Gruppen tber die Zeit

100
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60 -

Mg/l
a1
o
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30 -
20 - QZ(
10 -

Oh 1h 3h 6 h 12 h 24 h

Abbildung IV.1.a) Mediane und Quartile zur Darstellung des
Streuungsmales der Leptinkonzentrationen in pg/l

aller Gruppen zu den sechs Zeitpunkten

Es ergab sich eine rechtsschiefe Verteilung (Median < MW), so dass fir die
Darstellung und die Korrelationsanalyse die Logarithmen der Leptinkonzentrationen
angeben wurden. Die Logarithmen der Leptinkonzentrationen (Ig Leptin) sind als
Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD), Standardfehler (Std.f.), sowie als

Minimum (min) und Maximum (max) in der folgenden Tabelle ausgewiesen.
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Logarithmus der Leptinkonz. (MW) aller Gruppen (A-D) zu den 6 Zeitpunkten
Zeitpunkt MW SD STD.F. MIN MAX
Oh 1,32 0,29 0,03 0,91 2,18
1h 1,26 0,34 0,04 0,77 2,45
3h 1,29 0,30 0,04 0,71 2,24
6h 1,46 0,34 0,05 0,68 2,34
12h 1,63 0,35 0,04 0,92 2,40
24h 1,75 0,38 0,05 0,84 2,70

Tabelle 1V.1.c) Logarithmen der Leptinkonzentrationen aller Bestimmungen
zu den sechs Zeitpunkten Leptinkonzentrationen mit Angabe
von Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD),
Standardfehler (Std.f.), Minimum (min) und Maximum (max)

Fur die Logarithmen der Leptinkonzentrationen aller Gruppen ergab sich ein

signifikanter Anstieg tber die Zeit mit p < 0,000 in der Varianzanalyse:

lg Leptin (MW) mit Stdf. aller Gruppen Uber die Zeit

1,8

p < 0,000

1,7

1,6

15

Ilg Leptin

1,4

1,3
1’2 -
1,1 -
Oh 1h 3h 6h 12h 24h

Abbildung 1V.1.b) Mittelwerte der Ig Leptinkonzentrationen
mit Standardfehler (Std.f.) zu den sechs Zeitpunkten
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Die weitere Analyse der Daten ergab signifikante Unterschiede hinsichtlich der
Leptinkonzentrationen zwischen den 4 Gruppen mit p = 0,004. Des Weiteren hatte
die Gruppe in Wechselwirkung mit der Zeit als Wiederholungsfaktor
(Varianzanalyse) auch einen deutlich signifikanten Einfluss auf die Logarithmen der

Leptinkonzentrationen mit p = 0,000.

Die Gruppeneinteilung der Gruppen A-C erfolgte aufgrund der
Umgebungstemperatur: Gruppe A: 12-25°C, Gruppe B: 1-11°C, Gruppe C: -8 bis -
1°C. Die Entbindung der Lammer der Gruppe D erfolgte per Kaiserschnitt mit der
konstantesten Umgebungstemperatur von 17-22°C. Die Anzahl der L&mmer (n=)
war in den Gruppen A-C konstant mit je n = 20 Tieren. Innerhalb des angegebenen
Zeitraums waren 14 Lammer per Kaiserschnitt geboren und bildeten die Gruppe D.
Demzufolge gab es deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen, die

nun ausfihrlicher beschrieben werden.

So betrug der arithmetische Mittelwert der Logarithmen der Leptinkonzentrationen
(Ig Leptin) in Gruppe A zur Geburt 1,38 mit einer Standardabweichung (SD) von
0,25 und einem Standardfehler (Std.f.) von 0,06. Der Mittelwert (Ig Leptin) von
Gruppe C lag hingegen nur bei 1,19 (SD: 0,27, Std.f.: 0,06). Sowohl die Minima
(min) als auch die Maxima (max) waren in Gruppe C mit 0,91 (min) bzw. 2,04

(max) niedriger als in Gruppe A mit 0,99 (min) bzw. 2,18 (max).

Die Logarithmen der Leptinwerte der Gruppe B zur Geburt waren im Mittel
niedriger mit 1,34 (SD: 0,32, Std.f.: 0,07) und die der Gruppe D waren die hochsten
mit 1,39 (SD: 0,28, Std.f.: 0,08), wobei der niedrigste und héchste Wert im
Vergleich zu den Gruppen A-C im unteren Niveau waren (min: 0,91, max:1,74).
Der Abfall der arithmetischen Mittelwerte (Ig Leptin) in der ersten Stunde war in
Gruppe D mit 0,28 am deutlichsten. In den Gruppen A und B kam es nur zu einer
Absenkung von 0,02 auf 1,36 in Gruppe A und um 0,01 auf 1,33 in der Gruppe B.
In Gruppe C sank der Mittelwert ebenfalls nur um 0,01 auf 1,18 (SD: 0,27, Std.f.:
0,06). Der niedrigste Wert in der 1. Stunde postnatal kam mit 0,77 in der Gruppe B
vor, dessen Maximum von 2,45 genauso hoch war wie in Gruppe A. Die Differenz

zwischen Maximum und Minimum (Ig Leptin) war in der Gruppe C in der 1. Stunde
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am niedrigsten mit 0,79 (min:0,89, max: 1,68) und lag auch in Gruppe D unter 1 mit
0,85 (min: 0,95, max: 1,80). In Gruppe D war die Differenz der hochsten und der
niedrigsten Werte im Mittel (0,91) niedriger als in Gruppe A, B und C mit einer
mittleren Differenz von 1,30 (Gruppe A), 1,40 (Gruppe B) und 1,12 (Gruppe C).

Von der 3. bis zur 6. Stunde stiegen in den Gruppen A bis C die mittleren Werte (Ig
Leptin) an mit dem deutlichsten Anstieg in Gruppe A auf 1,61 (SD: 0,43, Std.f.
0,11, min: 0,85 und max: 2,34). Der zweithdchste arithmetische Mittelwert wurde in
Gruppe B mit 1,58 in der 6. Stunde erreicht (SD: 0,18, Std.f.: 0,04, min: 1,30 und
max: 2,34). Der geringste Anstieg um 0,13 auf einen Mittelwert von 1,37 (lg Leptin)
war in Gruppe C zur 6. Stunde zu verzeichnen. Die Standardabweichung betrug zu
diesem Zeitpunkt 0,26 und der Standardfehler 0,07 bei einem Minimum von 0,88
und einem Maximum von 1,86. In Gruppe D kam es zu keiner Verénderung
hinsichtlich der arithmetischen Mittelwerte der Logarithmen der
Leptinkonzentrationen (Ig Leptin) von 1,18 zwischen der 3. und 6. Stunde (SD: 0,28
bzw. 0,34, Std.f.: 0,09 bzw. 0,11). Die zwei niedrigsten Werte wurden zu diesen
beiden Zeitpunkten erreicht mit 0,71 bzw. 0,68 (g Leptin) und demzufolge sind
auch die maximalen Werte eines niedrigen Wertebereichs mit 1,66 bzw. 1,71 nicht

so hoch wie die der anderen Gruppen.

Ab der 6. Stunde war in allen Gruppen ein Anstieg der mittleren Ig
Leptinkonzentrationen zu erkennen. Der steilste Anstieg war mit 0,33 in Gruppe A
auf den Mittelwert 1,94 (SD: 0,33, Std.f.: 0,08) zu sehen. Den geringsten Anstieg
mal’ mit 0,05 die Gruppe B (MW Ig Leptin: 1,63; SD: 0,25, Std.f.: 0,06). Die
Mittelwerte (Ig Leptin) der Gruppen C und D lagen sehr nah beieinander mit 1,45
bzw. 1,44. Die Standardabweichungen waren zu diesem Zeitpunkt 0,25 bzw. 0,33
und der Standardfehler betrégt in Gruppe C 0,06 und in Gruppe D 0,09. Obwohl der
Anstieg der mittleren Logarithmen der Leptinkonzentrationen in Gruppe A zum
letzten gemessenen Zeitpunkt nach 24 Stunden nicht mehr so deutlich war mit einer
Differenz von 0,16 auf einen Wert von 2,10 (SD 0,32, Std.f.: 0,07), war dieser
Mittelwert der hochste aller Gruppen. Auch das Minimum und das Maximum war
zu diesem Zeitpunkt am hochsten mit 1,46 (min) bzw. 2,70 (max); dieser letzte Wert
war auch der maximale Werte der Grupppe B nach 24 Stunden. Die 24 h-

Mittelwerte (Ig Leptin) der Gruppen B und D waren sehr ahnlich mit 1,66 und 1,64
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(SD: 0,34 bzw. 0,26 und Std.f.: 0,08 bzw. 0,07). Auch in Gruppe D wird zu diesem
Zeitpunkt der fur diese Gruppe hdchste Wert mit 1,95 (lg Leptin) erreicht. Nur in
Gruppe C ist das Maximum zur 24. Stunde niedriger als 21 Stunden zuvor (2,21
bzw. 2,24). Der Mittelwert der Ig Leptinkonzentration dieser Gruppe lag bei 1,52
und ist der niedrigste Mittelwert aller Gruppen (SD: 0,30, Std.f.: 0,08). Die Daten
sind in Tabelle 1V.1.d) wiedergegeben und zur Veranschaulichung in Abbildung
IV.1.c) dargestellt.
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Zeitpunkt Gruppe MW SD STD.F. MIN MAX entlogMW
Oh A 1,38 0,25 0,06 0,99 2,18 23,99
1h 1,36 0,44 0,11 093 245 22,91
3h 1,33 0,27 0,06 092 2,24 21,38
6h 1,61 0,43 0,11 0,85 2,34 40,74
12 h 1,94 0,33 0,08 1,33 2,4 87,10
24 h 21 0,32 0,07 1,46 2,7 125,89
Oh B 1,34 0,32 0,07 092 2,18 21,88
1h 1,33 03 0,07 0,77 2,45 21,38
3h 1,38 0,36 0,08 0,78 1,94 23,99
6h 1,58 0,18 0,04 1,3 2,34 38,02
12 h 1,63 0,25 0,06 0,92 2,4 42,66
24 h 1,66 0,34 0,08 0,93 2,7 45,71
0h C 1,19 0,27 0,06 091 2,04 15,49
1h 1,18 0,3 0,07 0,89 1,68 15,14
3h 1,24 0,26 0,06 094 2,24 17,38
6h 1,37 0,26 0,07 0,88 1,86 23,44
12 h 1,45 0,25 0,06 1,04 2,19 28,18

24 h 152 0,3 0,08 0,84 221 33,11
Oh D 1,39 0,28 0,08 0,91 1,74 24,55
1h 1,11 0,24 0,07 0,95 1,8 12,88
3h 1,18 0,28 0,09 0,71 1,66 15,14
6h 1,18 0,34 0,11 068 1,71 15,14
12 h 1,44 0,33 0,09 0,92 1,85 27,54
24 h 1,64 0,26 0,07 1,09 1,95 43,65
Tabelle 1V.1.d) Logarithmen der Leptinkonzentrationen der vier Gruppen zu

den sechs Zeitpunkten mit Angabe von Mittelwert (MW),

Standardabweichung (SD), Standardfehler (Std.f.), Minimum

(min) und Maximum (max), zur Veranschaulichung wurde

der entlogarithmierte Mittelwert der Leptinkonzentration

hinzugefigt (entlogMW)
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g Leptin mit Standardfehler der Gruppen A-D
zu den 6 Zeitpunkten (0-24h)
2,2
2
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Abbildung 1V.1.c) Mittelwert und Standardfehler der Ig

Leptinkonzentrationen der vier Gruppen zu den

sechs Zeitpunkten

Der Einfluss der fiir die Gruppenbildung Ausschlag gebenden

Umgebungstemperatur ist genauer durch die Korrelationsanalyse in Kapitel IV.5.

dargestellt.
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2. Einfluss von Geburtstyp (WurfgroRe), Geschlecht und Rasse auf die
Leptinkonzentration

Von den 74 Lammern waren 19 Einlinge und 55 Mehrlinge (Geburtstyp). Das
Geschlecht setzte sich aus 54 % mannlichen Tieren und zu 46 % weiblichen Tieren

zusammen:

Gruppe  mannlich (n=) weiblich (n=)
A 9 11
B 9 11
C 13
D 9
Gesamt 40 34

Tabelle 1V.2.a) Verteilung der Geschlechter in den vier Gruppen (A bis D)

Der Rasse Deutsches Schwarzkopfiges Fleischschaf (DSK) gehorten 31 % der
Lammer an und der Rasse Merinolandschaf (MLS) 69 %. Innerhalb der Gruppen

ergaben sich folgende Verteilungen:

Gruppe Rasse DSK MLS
A 7 13
B 10 10
C 0 20
D 6 8

Gesamt 23 51

Tabelle 1V.2.b) Verteilung der Rassenzugehdrigkeit in den vier Gruppen

Die flinffaktorielle Varianzanalyse ohne Wechselwirkungen zwischen den
Gruppierungsfaktoren mit Messwiederholungen im Faktor Zeit ergaben, dass weder die
Rasse (p=0,760) oder das Geschlecht (p=0,660) noch der Geburtstyp (Einling oder

Mehrling, p=0,072) einen Einfluss auf die Leptinkonzentration hatten.
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3. Einfluss des Korpergewichts auf die Leptinkonzentration

Das Korpergewicht der Lammer betrug im Mittel zur Geburt 4,97 kg (20,88 kg), stieg
zur 12. Stunde postnatal auf 4,99 kg (£0,90 kg) und bis zur 24. Stunde 5,09 kg (£0,92
kg, s. Tab. I11.3.a). Die Ig Leptinkonzentrationen erhdhten sich demgegentiiber von 1,32
(£0,29) zur Geburt auf 1,63 (x0,35) zur 12. Stunde postnatal und schlielich auf 1,75
(£0,38) 24 Stunden postnatal an. Zu keinem der bestimmten Zeitpunkte (0 h, 12h und
24 h) konnte ein Einfluss auf den Logarithmus der Leptinkonzentration (g Leptin)
deutlich gemacht werden mit Signifikanzen p> 0,2 (s. Tab. 1VV.3.b und Abbildung
IV.3.3).

Korpergewicht
Zeitpunkt in kg (MW) SD Std.f. min max
Oh 4,97 0,9 0,1 2,95 6,90
12 h 4,99 0,9 0,1 3,00 6,90
24 h 5,09 0,9 0,1 3,05 7,00
Tabelle 1V.3.3) Korpergewicht der LA&mmer zu den Zeitpunkten 0, 12 und

24 Stunden postnatal mit Angabe von Mittelwert (MW),
Standardabweichung (SD), Standardfehler (Std.f.),

Minimum (min) und Maximum (max)

Zeitpunkt | Lg Leptin (MW) SD Std.f. Min Max p=
Oh 1,32 0,29 0,03 0,91 2,18 0,277
12 h 1,63 0,35 0,04 0,92 2,40 0,903
24 h 1,75 0,38 0,05 0,84 2,70 0,761
Tabelle 1V.3.b) Lg Leptinkonzentrationen der LAmmer zu den Zeitpunkten

0, 12 und 24 Stunden postnatal mit Angabe von Mittelwert
(MW), Standardabweichung (SD), Standardfehler (Std.f.),

Minimum (min) und Maximum (max)




-57-

Ig Leptin (MW) und Std.Fehler im Verhéltnis zum
Korpergewicht (KG) in kg (MW) zu den 3 Zeitpunkten (0
h, 12 h, 24 h)
1,9
®24h

gt #12h
& 1,5
—
L=y 1,3 @ 0h

1,1 : :

4,90 5,00 5,10 5,20
kg

Abbildung IV.3.a) Mittelwerte und Standardfehler (Std.f.) der
lg Leptinkonzentrationen im Verhaltnis zu den Mittelwerten

des Korpergewichts aller LAmmer zu den drei Zeitpunkten

Bei einer Aufschliisselung der Daten hinsichtlich der Gruppenaufteilung konnte jedoch
eine deutliche Differenz der Geburtsgewichte erkennbar werden. So waren die
Geburtsgewichte der Gruppen B und C mit 5,27 kg bzw. 5,26 kg (x 0,54 kg bzw. 0,92
kg) am hochsten und das der Gruppe D am niedrigsten mit 4,57 kg (£ 1,12 kg). Das
mittlere Endgewicht war in Gruppe B am hdchsten mit 5,41 kg (+ 0,66 kg), der
zugehorige mittlere 1g Leptinwert war demgegentiber jedoch nur 1,66 (= 0,34). Die
Gegenuberstellung der Mittelwerte der Korpergewichte und der Ig
Leptinkonzentrationen der vier Gruppen ist in Tab. IV.3.c) und in der Abbildung
IV.3.b) dargestellt.
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Gruppe Zeitpunkt KGin kg (MW) SD Std.f. Ig Leptin (MW) SD Std.f.
A Oh 4,68 0,8 0,2 1,38 0,25 0,06
12 h 4,80 0,8 0,2 1,94 0,33 0,08

24 h 4,96 0,8 0,2 2,10 0,32 0,07

B Oh 5,27 0,5 0,1 1,34 0,32 0,07
12 h 5,28 0,6 0,1 1,63 0,25 0,06

24 h 5,41 0,7 0,2 1,66 0,34 0,08

C Oh 5,26 0,9 0,2 1,19 0,27 0,06
12 h 5,23 0,9 0,2 1,45 0,25 0,06

24 h 5,29 0,9 0,2 1,52 0,30 0,08

D Oh 4,57 1,1 0,3 1,39 0,28 0,07
12 h 4,49 11 0,3 1,44 0,33 0,09

24 h 4,55 11 0,3 1,64 0,26 0,07

Tabelle 1V.3.c) Mittelwerte der Korpergewichte und Lg Leptin-

konzentrationen mit Angabe der Standardabweichungen (SD)

und Standardfehler (Std.f.)

Lg Leptin (MW) und Kérpergewicht (MW) der 4
Gruppen (A-D; 0 h;12 h; 24 h)

22
A
2.0 /

//A
1,8 /
B
16 XD
A C
1,4 - A <t
\ B
1,2 c

1,0 T T T T T
4,4 4,6 4,8 5,0 5,2 54 5,6

KGin kg

Ig Leptin

Abbildung IVV.3.b) Mittelwerte der Kdérpergewichte (KG) und Ig

Leptinkonzentrationen der vier Gruppen zu jeweils 3 Zeitpunkten (s. Tab. I1V.3.c)
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4. Einfluss der Umgebungstemperatur unabhangig von der
Gruppenzugehorigkeit auf die Leptinkonzentration

Die durchschnittliche Umgebungs- oder Stalltemperatur, die 30 cm ber dem Boden
gemessen wurde, bewegte sich in der Gruppe A zwischen 18,0 = 3,7°C und 18,8 £
4,3°C mit einer minimalen Temperatur von 12°C (ber die ersten 24 Stunden und einer
maximalen Temperatur von 25,0°C zur 24. Stunde postnatal. In der Gruppe B wurde
eine mittlere Stalltemperatur unmittelbar postnatal von 5,8 + 2,2°C gemessen sowie ein
hochster Mittelwert der Stalltemperatur zur 12. Stunde postnatal von 6,9 + 2,6 °C. In
der Gruppe C wurden die niedrigste mittlere Temperatur direkt zur Geburt und in der 1.
Stunde (-4,5 + 2,0 °C) ermittelt und die niedrigsten absoluten Temperaturwerte von -6,0
bis — 8,0°C innerhalb der ersten 24 Stunden, wéhrend die hochste mittlere Temperatur
der Gruppe C nach 24 Stunden -1,9 £ 1,6 °C betrug. Von allen Gruppen am wérmsten
war die Umgebung der Sectio-Gruppe D mit der niedrigsten Durchschnittstemperatur
von 19,1 + 1,4 °C zur 12. Stunde postnatal und der hdchsten durchschnittlichen
Temperatur von 19,4 + 1,1 °C in den ersten 6 Stunden wie die folgende Tabelle (Tabelle
IV.4.3) zeigt:
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MW
Gruppe Zeitpunkt (h) (°C) SD Std.f. Tmin (°C) T max (°C)
A 0 18,0 3,7 0,8 12,0 23,0
1 18,1 3,7 0,8 12,0 23,0
3 18,2 4,0 0,9 12,0 24,0
6 18,1 3,8 0,9 12,0 24,0
12 18,4 3,6 0,8 12,0 23,0
24 18,8 4,3 1,0 12,0 25,0
B 0 5,8 2,2 0,5 2,0 8,0
1 6,0 2,2 0,5 2,0 8,0
3 6,7 2,8 0,6 2,0 11,0
6 6,2 2,7 0,6 1,0 10,0
12 6,9 2,6 0,6 3,0 11,0
24 6,8 2,6 0,6 2,0 10,0
C 0 -4.5 2,0 0,4 -8,0 -2,0
1 -4.5 2,0 0,4 -8,0 -2,0
3 -3,7 1,3 0,3 -6,0 -2,0
6 -3,8 1,6 0,4 -8,0 -2,0
12 -2,4 1,3 0,3 -6,0 -1,0
24 -1,9 1,6 0,4 -8,0 -1,0
D 0 19,4 1,1 0,3 18,0 21,0
1 19,4 1,1 0,3 18,0 21,0
3 19,4 1,1 0,3 18,0 21,0
6 19,4 1,1 0,3 18,0 21,0
12 19,1 1,4 0,4 17,0 21,0
24 19,2 1,5 0,4 17,0 22,0

Tabelle 1V.4.a) Umgebungstemperatur der LAmmer zu den sechs
Zeitpunkten mit Angabe von Mittelwert (MW),
Standardabweichung (SD), Standardfehler (Std.f.), Minimum

(T min) und Maximum (T max)

Die dazu korrelierten Ig Leptinkonzentrationen sind in der Tabelle 1V.1.d) dargestellt.
Die Korrelationsanalyse getrennt nach Zeitpunkten ergab zum Zeitpunkt der Geburt
einen schwach signifikanten Einfluss der Umgebungstemperatur auf die g Leptinwerte
(p=0,018). In den folgenden 12 Stunden war dieser Einfluss aufgehoben (p >0,050).
Jedoch ergab sich zur 12. Stunde pn. eine schwache Signifikanz mit p = 0,024, die nach
weiteren 12 Stunden noch deutlicher wurde mit p=0,004 (s. Tabelle IV.4.b) und



Abbildung 1V.4.a) und IV.4. b) (Streudiagramm). Zum Zeitpunkt 24 Stunden postnatal
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ergab sich eine Regressionsgeradengleichung mit y=1,60 + 0,014 x.

Zeitpunkt r= p= Signifikanzniveau
0 0,28 0,018 schwach signifikant
1 0,05 0,690 nicht signifikant
3 0,06 0,637 nicht signifikant
6 0,01 0,956 nicht signifikant
12 0,27 0,024 schwach signifikant
24 0,34 0,004 Signifikant

Tabelle 1V.4.b) Analyse der Korrelation der Umgebungstemperaturen mit

den Ig Leptinspiegeln aller Gruppen zu den sechs Zeitpunkten
mit Angabe des Korrelationskoeffizienten (r ) und der

Signifikanz (p)

Ig Leptin

Verhaltnis MW der Ig Leptin (+ Std.Fehler) zu den
MW der Stalltemperaturen zum Zeitpunkt 24 h pn der

Gruppen A-D

2,3

2,2

da

2,1
2,0

inie:

y =1,60 +0,014* x

19

__—

1,8

T /

1,7

_—+F é

D

1.6

—

15

14
-5,0

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0

°C

25,0

Abbildung IV.4.a) Darstellung der Korrelation zwischen der

Umgebungstemperatur (Stalltemperatur) und den Ig
Leptinkonzentrationen sowie der Mittelwerte und
Standardfehler (Lg Leptin) zum Zeitpunkt 24 h pn. und

Angabe der Gleichung der Regressionsgeraden
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Korrelation und Regressionsgerade: Stalltemperatur
und Ig Leptinkonzentrationen, Zeitpunkt 24 h pn
3 4
*
- 3
2,5 P,
*
* * * *
2 1 - L ¢ +
E * : *
“5— b o4 ° .0 . * :. -*
4 15 . s :
* * *
L= . *
*
1 4 *
0. *
0,5 T T T 1
-10 0 10 20 30
Stalltemperatur (°C)

Abbildung IVV.4.b) Darstellung der Korrelation und der Regressionsgerade
zwischen der Umgebungstemperatur (Stalltemperatur) und
den Ig Leptinkonzentrationen als Streudiagramm zum
Zeitpunkt 24 h pn

5. Beziehung zwischen Kérpertemperatur und Leptinkonzentration

Die Koérpertemperatur lag bei Geburt bei den L&mmern der Gruppe A bis C im
Durchschnitt bei 39,9 + 0,2°C bis 40,3 £ 0,3°C und in der Gruppe D bei 39,5 + 0,7°C.
Zur Geburt wurden zudem die héchsten absoluten Korpertemperaturwerte bestimmt mit
41°C in Gruppe B und C. Danach sanken die Kdrpertemperaturen bei allen Ldmmern
bis zur ersten Lebensstunde signifikant ab (p < 0,000; s. Abbildung 1V.5.a) auf die
mittleren Temperaturen von 39,4 + 0,2°C bis 39,6 £ 0,3°C (Gruppe A-C) und bei
Gruppe D auf 38,5 £ 1,3°C; dieses war gleichzeitig der niedrigste Mittelwert aller
Gruppen. Der niedrigste absolute Temperaturwert ist ebenfalls zu diesem Zeitpunkt
bestimmt worden mit 34,6°C. Die mittleren Korpertemperaturen in Gruppe A bis C
erreichten ihren niedrigsten Wert in der 6. Stunde (Gruppe C: 39,3 £ 0,3°C) bzw. 12.
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Stunde (Gruppe A: 39,1 + 0,2°C; Gruppe B: 39,2 + 0,2°C). Danach blieben die
Korpertemperaturen ziemlich konstant mit Differenzen zwischen dem Minimum und

dem Maximum von 0,9 bis 1,3°C, wie die folgende Tabelle zeigt:

Zeitpunkt
Gruppe (h) MW (°C) SD Std.f. Tmin (°C) T max (°C)
A 0 39,9 0,2 0,1 39,5 40,4
1 39,5 0,5 0,1 38,5 40,5
3 39,4 0,3 0,1 38,8 40,1
6 39,2 0,5 0,1 38,1 39,8
12 39,1 0,2 0,1 38,7 39,7
24 39,3 0,2 0,1 38,8 39,7
B 0 40,2 0,4 0,1 39,7 41,0
1 39,6 0,3 0,1 39,0 40,2
3 39,5 0,2 0,1 39,1 39,8
6 39,3 0,2 0,1 38,8 39,9
12 39,2 0,2 0,1 38,8 39,7
24 39,4 0,3 0,1 38,6 39,8
C 0 40,3 0,3 0,1 39,6 41,0
1 39,4 0,2 0,1 39,0 40,0
3 39,3 0,3 0,1 38,9 39,9
6 39,3 0,3 0,1 38,4 39,8
12 39,4 0,3 0,1 39,0 39,9
24 39,4 0,3 0,1 39,0 39,9
D 0 39,5 0,7 0,2 37,6 40,2
1 38,5 1,3 0,4 34,6 39,6
3 38,8 0,8 0,2 36,6 39,6
6 38,9 0,4 0,1 38,2 39,5
12 39,1 0,6 0,2 38,0 39,8
24 39,3 0,4 0,1 38,3 39,6
Tabelle 1V.5.a) Korpertemperatur der La&mmer der vier Gruppen zu den

sechs Zeitpunkten mit Angabe von Mittelwert (MW),
Standardabweichung (SD), Standardfehler (Std.f.),

Minimum (T min) und Maximum (T max)
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Korpertemperaturen (°C) und Standardfehler der
Gruppen (A-D) zu den 6 Zeitpunkten

p < 0,000

oC 40,2
40,0
39,8
39,6

T |
39,4 T
39,2
39,0
38,8
38,6 -
0 1 3 6 12 24

Zeitpunkte (h pp)

Abbildung IVV.5.a) Mittelwert der Korpertemperatur aller Lammer zu den sechs

Zeitpunkten mit Angabe des Standardfehlers

Eine positive Korrelation zum Logarithmus der Leptinwerte ergab sich nur zur 1.
Lebens-stunde mit p= 0,031 (s. Abbildung IV.5.b). Die deutliche Absinken der
Korpertemperatur von der Geburt bis zur 1. Lebensstunde hatte jedoch keinen Einfluss
auf die Hohe der Leptinspiegel (Differenz zwischen der Stunde 0 und der ersten Stunde

pn.) der neugeborenen Lammer (p =0,533).

Eine negative Korrelation mit p=0,015 war zur 12. Stunde pn. gegeben, also genau zu
dem Zeitpunkt der niedrigsten mittleren Korpertemperatur der Gruppen A und B (s.
Abbildung 111.5.c). Zu allen anderen Zeitpunkten ergab sich keine Korrelation zwischen

der Korpertemperatur und den Logarithmen der Leptinserumspiegeln (s. Tab. 1VV.5.b)
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Verhéltnis MW der Ig Leptin (+ Std.Fehler) zu den
Korpertemperaturen (MW) zum Zeitpunkt 1 h pp.
der Gruppen A-D

15

1,4

1,3 {Regressionstinie:

y=-3,26+0,115*x /-l-
12 K .
1,1
1,0 T T
38,4 38,9 39,4

°C

r—
*r—

Ig Leptin

Abbildung IVV.5.b) Darstellung der Korrelation zwischen der Kdrpertemperatur
und den Ig Leptinkonzentrationen mit Darstellung der
Mittelwerte und Standardfehler (Ig Leptin) zum Zeitpunkt 1

h pn. und die Gleichung der Regressionsgeraden

Verhaltnis MW der Ig Leptin (+ Std.Fehler) zu den
Koérpertemperaturen (MW) zum Zeitpunkt 12 h pp. der
Gruppen A-D
2,1
2,0 I
1,9 A
g Regressionslinie:
& 18 y=12,38 - 0,270%
; 1,7 I
16 e
15 T I
C
1’4 l D T T T T
39,0 39,1 39,2 39,3 39,4 39,5
°C

Abbildung IV.5.c) Darstellung der Korrelation zwischen der Kérpertemperatur
und den Ig Leptinkonzentrationen mit Darstellung der
Mittelwerte und Standardfehler (Ig Leptin) zum Zeitpunkt 12

h pn. mit Angabe der Gleichung der Regressionsgeraden
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Zeitpunkt r= p= Signifikanzniveau
0 -0,11 0,365 nicht signifikant
1 0,27 0,031 schwach signifikant
3 0,19 0,137 nicht signifikant
6 0,19 0,164 nicht signifikant
12 -0,29 0,015 schwach signifikant
24 0,07 0,588 nicht signifikant
Tabelle 1V.5.b) Korrelationsanalyse der Ig Leptinspiegel und der

Koérpertemperaturen aller Gruppen zu den 6 Zeitpunkten mit
Angabe des Korrelationskoeffizienten ( r ) und der

Signifikanz (p)

6. Beziehung zwischen Differenz aus Korper- und Umgebungstemperatur und

Leptinkonzentration

Deutlicher wurde die Korrelation zwischen den Leptinwerten und der Differenz aus der

Kdrpertemperatur und der Umgebungstemperatur. Diese Differenz kann auch als

Warmeproduktion bezeichnet werden, die fur die Aufrechterhaltung der

Korpertemperatur eine zentrale Rolle spielt. Es zeigte sich, dass es bereits zur Geburt

und in der 12 h pn. zu einer schwach signifikanten (negativen) Korrelation kam und sich

das Signifikanzniveau nach weiteren 12 Stunden mit p= 0,005 deutlich hob (s. Tab. I1I.

6.a). Veranschaulicht

zeigt sich diese Korrelation als Vergleich der

Korrelationsgleichungen und —geraden (s. Tab. 1VV.6.b und Abbildung 1V.6.3).

Zeitpunkt r= p= Signifikanzniveau
0 -0,26 0,024 schwach signifikant
1 -0,03 0,822 nicht signifikant
3 -0,05 0,692 nicht signifikant
6 -0,00 0,998 nicht signifikant
12 -0,28 0,020 schwach signifikant
24 -0,34 0,005 signifikant

Tabelle 1V.6.3) Korrelationsanalyse der Ig Leptinspiegel und der Differenz

aus Korper- und Umgebungstemperatur aller Gruppen zu
den 6 Zeitpunkten mit Angabe des Korrelationskoeffizienten

(r) und der Signifikanz (p)
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Zeitpunkt Gleichung
Oh y = 1,56 - 0,008*x
1lh y =1,29 - 0,000*x
3h y = 1,34 - 0,002*x
6h y = 1,46 - 0,000*x
12 h y=1,94-0,011*x
24 h y = 2,15 - 0,014*x

Tabelle 1V.6.b) Korrelationsanalyse der Ig Leptinspiegel und der Differenz
aus Korper- und Umgebungstemperatur aller Gruppen mit
Angabe der Gleichungen der Regressionslinien der sechs

Zeitpunkte

Regressionslinien der Zeitpunkte 0 h -24 h
2,0
1,8
——20h
—=—1h
£16
o —--=3h
3 —-—-6h
o 1,4
- = = 12h
1.2 — =24h
1,0 T T T T T T 1T r—rT T 1T T 1T T1T T 1T T T T T T T T T T 1T
NN I A S S N S
Temperaturdiff. (°C)

Abbildung IV.6.a) Korrelationsanalyse der Ig Leptinspiegel und der Differenz
aus Korper- und Umgebungstemperatur aller Gruppen mit
Darstellung der Geraden der Regressionsgleichungen der

sechs Zeitpunkte
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7. Beziehung zwischen Triglyceriden und Leptinkonzentration

Die Triglyceridwerte (in mmol/l angegeben) wurden zur Geburt (0 h) sowie zur 12. und
zur 24. Stunde postnatal (12 h pn. und 24 h pn.) bestimmt. Die durchschnittlichen
Triglyceridwerte lagen zur Geburt bei allen Gruppen bei 0,4 mmol/l mit einem
Minimum von 0,1 und einem Maximum von 1,0 mmol/l. Die Standardabweichung und
der Standardfehler betrugen 0,2 bzw. 0,0. Zur 12. Stunde postnatal stieg der Mittelwert
auf 0,7 mmol/l an mit einem Minimum (min) von 0,1 und einem Maximum (max) von
2,1 mmol/l und erreichte zur 24. Stunde den hochsten Mittelwert mit 0,8 mmol/I
(min:0,3 mmol/l, max: 2,2 mmol/l). Die Standardabweichung (SD) und der
Standardfehler (Std.f.) betrugen zur 12. h pn. 0,4 bzw. 0,0 und zur 24. Stunde 0,5 (SD)
und 0,1 (Std.f.). Dies veranschaulicht die Abbildung IV.7.a).

Triglyceridwerte (mmol/l) mit Standardfehler der 3
Zeitpunkte (0 h, 12 h, 24 h) der Gruppen A-D

1,0

0,8

0,6

mmol/l

04

0,2

0,0 -
Oh 12 h 24 h

Abbildung IVV.7.a) Mittelwerte der Triglyceridwerte in mmol/l aller LAmmer
zu den drei Zeitpunkten mit Angabe des Standardfehlers

Innerhalb der Gruppen waren die Verlaufe jedoch differenzierter, wie die Tabelle
I11.7.a) zeigt. In der Gruppe A war der durchschnittliche Wert bei der Geburt 0,5 mmol/I
mit der Standardabweichung von + 0,2 und einem Standardfehler von 0,0 (SD % 0,2;
Std.f. 0,0) bei einem Minimum von 0,2 und einem Maximum von 0,7 mmol/l. Innerhalb
der folgenden 12 Stunden stieg der Mittelwert auf 1,2 (SD + 0,5; Std.f. 0,1) mit einem
Minimum von 0,4 und einem Maximum von 2,1 mmol/l. Der maximale
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durchschnittliche und absolute Triglyceridwert aller Gruppen wurde in Gruppe A zur
24. Stunde pn. mit 1,4 (MW, SD £ 0,5; Std.f. 0,1) und 2,2 (max.) mmol/l erreicht. Das

Minimum lag bei 0,3 mmol/l und war somit niedriger als der Wert der 12. Stunde.

In Gruppe B lag der arithmetische Mittelwert bei der Geburt bei 0,3 mmol/l (SD % 0,2;
Std.f. 0,0) mit einem Minimum von 0,1 und einem Maximum von 0,6 mmol/l, alle
Werte lagen somit deutlich unter den Werten der Gruppe A. Auch im Verlauf
unterschieden sich die Gruppen. In der 12. Stunde lag der Mittelwert der Triglyceride in
Gruppe B bei 0,6 (SD % 0,2; Std.f. 0,0) mmol/l mit einem Minimum von 0,2 und einem
Maximum von 0,9. Auch hier stiegen die Werte bis zur 24. Stunde pn. weiter an auf 0,6
(MW, SD % 0,2; Std.f. 0,0) mmol/lI mit einem Minimum und Maximum von 0,3 bzw.
1,0.

Die Gruppe C hatte zwar den hdchsten Mittelwert zur Geburt mit 0,5 (SD + 0,3; Std.f.
0,1) mmol/l (min: 0,2 und max 1,0 mmol/l), der Anstieg Uber die Zeit war jedoch
weniger stark ausgepragt als in Gruppe A und B mit einem Mittelwert zur 12. Stunde
von 0,6 (SD £ 0,1; Std.f. 0,0) mmol/l (min: 0,4 und max.: 0,9 mmol/l) und zur 24.
Stunde von 0,6 (SD £ 0,1 mmol/l; Std.f. 0,0 mmol/l) mmol/l (min: 0,4 mmol/l und
max.: 0,9 mmol/l). Die Gruppenunterschiede von A im Vergleich zu B und C waren
hoch signifikant mit p<0,000.

In Gruppe D war der mittlere Triglyceridwert zur Geburt bei 0,3 mmol/l (SD £ 0,1
mmol/l; Std.f. 0,0 mmol/l) mit einem Mini- und Maximum von 0,1 und 0,5 mmol/Il. Zur
12. Stunde stieg auch hier der mittlere Wert auf 0,4 mmol/l (SD % 0,2 mmol/l; Std.f. 0,1
mmol/l) an mit einem maximalen Wert von 0,6 mmol/l und einem Minimum von 0,1
mmol/l, der gleichzeitig der niedrigste Wert aller Gruppen darstellt. 24 Stunden nach
der Geburt waren die Triglyceridwerte im Mittel bei 0,5 mmol/l (SD + 0,2 mmol/I;
Std.f. 0,0 mmol/l) mit dem niedrigsten Wert von 0,3 mmol/l und dem héchsten Wert

von 0,9 mmol/I.
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Gruppe Zeitpunkt MW (mmol/l) SD Std.f. Min max
A-D Oh 0,4 0,2 0,0 0,1 0,1
12 h 0,7 0,4 0,0 0,1 0,15

24 h 0,8 0,5 0,17 0,3 0,3

A Oh 0,5 0,2 0,0 0,2 0,7
12 h 1,2 0,5 0,1 0,4 2,1

24 h 1,4 0,5 0,1 0,3 2,2

B 0h 0,3 0,2 0,0 0,1 0,6

12 h 0,6 0,2 0,0 0,2 0,9

24 h 0,6 0,2 0,0 0,3 1,0

C Oh 0,5 0,3 0,1 0,2 1,0

12 h 0,6 0,1 0,0 0,4 0,9

24 h 0,6 0,1 0,0 0,4 0,9

D Oh 0,3 0,1 0,0 0,1 0,5

12 h 0,4 0,2 0,1 0,1 0,6

24 h 0,5 0,2 0,0 0,3 0,9

Tabelle 1V.7.a) Triglyceridwerte in mmol/l der vier Gruppen zu drei

Zeitpunkten mit Angabe von Mittelwert (MW),
Standardabweichung (SD), Standardfehler (Std.f.), Minimum

(min) und Maximum (max)

Der Anstieg der Triglyceridwerte von 0 h bis 24 h sind nur in den Gruppen A, B und D

signifikant (p< 0,000). Der Anstieg der Werte der Gruppe C bleibt unterhalb des

Signifikanzniveaus, wie die folgende Abbildung IV.7.b) zeigt:
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Triglyceridwerte (mmol/l) und Standardfehler zu
den Zeitpunkten 0 h,12 h und 24 h

1,6

1,2
——A
= B
g 08 —A—C
- ;%fﬁ =P
0,4 & %
0,0
0h 12 h 24 h
Zeitpunkte
Abbildung 1V.7.b) Mittelwerte der Triglyceridwerte in mmol/l der vier

Gruppen zu den drei Zeitpunkten mit Angabe des
Standardfehlers

Die Logarithmen der Leptinwerte (s. Tab. I1V.1.d) im Verhé&ltnis zu den
Triglyceridwerten (logarithmiert) sind in der Korrelationsanalyse zum Zeitpunkt der
Geburt nicht signifikant (p= 0,572). Das Signifikanzniveau steigt jedoch zum Zeitpunkt
12. Stunde pn. auf p=0,029 und ist nach 24 Stunden nach der Geburt deutlich signifikant
mit p<0,001 (s. Tab. IV. 7.b). Zum Zeitpunkt 24 Stunden pn. wird die Abhangigkeit der
Parameter durch die Gleichung der Regressionslinie mit y=1,87 + 0,823*x deutlich.
Zwecks Ubersichtlichkeit wurden der arithmetische Mittelwert und der Standardfehler
der Ig Leptin der Gruppen ebenfalls mit aufgezeigt (s. Abbildung 1V.7.c) und zusatzlich
als Streudiagramm dargestellt (s. Abbildung 1V.7.d).
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Zeitpunkt r= p= Signifikanzniveau
0 -0,07 0,572 nicht signifikant
12 0,26 0,029 schwach signifikant
24 0,50 < 0,001 Signifikant

Tabelle 1V.7.b)

Korrelationsanalyse der Ig Leptinspiegel und der Ig
Triglyceridwerte aller Gruppen zu den drei Zeitpunkten mit

Angabe des Korrelationskoeffizienten ( r ) und der

Signifikanz (p)

Korrelation Ig Leptin-und Ig Triglyceridwerte (MW und Std f.) zum
Zeitpunkt24 h pn.der Gruppen A-D
2,2
$a
2,0 — —
Regressionslinie:
E y= 1,87 + 0,823*X /
§' 118 M
> B
C
1,4 T T T T T
-0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2
Ig Triglyceride

Abbildung IV.7.c)

Korrelationsanalyse zwischen den Ig Triglyceridwerten und
den lg Leptinkonzentrationen unter Angabe der Mittelwerte
und Standardfehler (Ig Leptin) zum Zeitpunkt 24 h pn. und

der Gleichung der Regressionsgeraden
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Korrelation und Regressionsgerade: Ig Triglycerid-
und Ig Leptinkonzentrationen, Zeitpunkt 24 h pn

2,5 -

lg Leptin

0,5 : :
-0,6 0,1 0,4

lg Triglyceride

Abbildung IVV.7.d) Darstellung der Korrelation und der Regressionsgerade
zwischen den Ig Triglyceridwerten und den Ig Leptin-

konzentrationen als Streudiagramm zum Zeitpunkt 24 h pn

8. Beziehung zwischen Plasmacholesterin und Leptinkonzentration

Die Cholesterinwerte (in mmol/l angegeben) wurden zur Geburt (0 h) sowie zur 12. und
zur 24. Stunde postnatal (12 h und 24 h) bestimmt. Die durchschnittlichen
Cholesterinwerte lagen zur Geburt bei allen Gruppen bei 0,7 mmol/l mit einem
Minimum von 0,3 und einem Maximum von 1,3 mmol/Il. Die Standardabweichung und
der Standardfehler betragen 0,2 bzw. 0,0. Zur 12. Stunde postnatal steigt der Mittelwert
auf 1,2 mmol/l mit einem Minimum (min) von 0,4 und einem Maximum (max) von 3,0
mmol/l und erreicht zur 24. Stunde den héchsten Mittelwert mit 1,4 mmol/l (min: 0,5

mmol/l, max: 3,2 mmol/l). Die Standardabweichung (SD) und der Standardfehler
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(Std.f.) betragen zur 12. h und zur 24. h pn. jeweils 0,5 bzw. 0,1 wie die folgende
Abbildung 1V.8.a) zeigt:

Cholesterinwerte (mmol/l) mit Standardfehler der
3 Zeitpunkte (0 h, 12 h, 24 h) der Gruppen A-D

1,6
14 I
1,2 T
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

mmol/l

Oh 12 h 24 h

Abbildung IV.8.a) Mittelwerte der Cholesterinwerte in mmol/l aller Gruppen zu
den drei Zeitpunkten mit Angabe des Standardfehlers

Die Tabelle 1V.8.a) zeigt, dass die Verlaufe der Cholesterinwerte innerhalb der Gruppen
differenzierter sind. In der Gruppe A war der durchschnittliche Wert bei Geburt 0,8
mmol/l mit einer Standardabweichung von + 0,2 und einem Standardfehler von 0,0 (SD
+ 0,2; Std.f. 0,0) bei einem Minimum von 0,4 und einem Maximum von 1,3 mmol/I.
Innerhalb der folgenden 12 Stunden stieg der Mittelwert auf 1,6 (SD £ 0,6; Std.f. 0,1)
mit einem Minimum von 0,7 und einem Maximum von 3,0 mmol/l. Der maximale
durchschnittliche und absolute Cholesterinwert aller Gruppen wurde in Gruppe A zur
24. Stunde pn. mit 1,7 (MW, SD % 0,6; Std.f. 0,1) und 3,2 (max.) mmol/l erreicht. Das

Minimum lag bei 0,7 mmol/l und war somit gleich dem Wert der 12. Stunde.

In Gruppe B war der arithmetische Mittelwert bei der Geburt 0,7 mmol/l (SD % 0,2;
Std.f. 0,0) mit einem Minimum von 0,3 mmol/l, dies ist gleichzeitig der niedrigste Wert

aller Gruppen und Zeitpunkte. Das Maximum lag bei 1,1 mmol/l und insgesamt lagen
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die Werte unter denen der Gruppe A. Auch der Anstieg der Werte war nicht so steil wie
in Gruppe A. In der 12. Stunde lag der Mittelwert der Cholesterinwerte in Gruppe B bei
1,1 (SD % 0,2; Std.f. 0,1) mmol/lI mit einem Minimum von 0,8 und einem Maximum

von 1,7. Auch hier stiegen die Werte bis zur 24. Stunde pn. weiter an auf 1,2 (MW, SD

* 0,3; Std.f. 0,1) mmol/l mit einem Minimum und Maximum von 0,8 bzw. 1,9.

Die Gruppe C hatte den niedrigsten Mittelwert zur Geburt mit 0,6 (SD + 0,1; Std.f. 0,0)
mmol/l (min: 0,4 und max 0,9 mmol/l), der Anstieg tber die Zeit war &hnlich dem von
Gruppe B mit einem Mittelwert zur 12. Stunde von 1,1 (SD % 0,3; Std.f. 0,1) mmol/Il
(min: 0,7 und max.: 1,9 mmol/l) und zur 24. Stunde von 1,3 (SD % 0,3; Std.f. 0,1)
mmol/l (min: 0,9 und max.: 1,9 mmol/l). Die Gruppenunterschiede bezuglich des
Cholesterins waren im Vergleich von Gruppe A zu B und C hoch signifikant mit
p<0,000 (s. Abbildung 1V.8.b).

In Gruppe D war der mittlere Cholesterinwert bei 0,6 (SD + 0,2; Std.f. 0,0) mmol/l und
das Minimum und Maximum bei 0,3 und 1,0 mmol/l. Zur 12. Stunde stieg auch hier der
mittlere Wert auf 0,9 (SD = 0,2; Std.f. 0,1) mmol/l an mit einem maximalen Wert von
1,2 und einem Minimum von 0,4 mmol/l, der gleichzeitig der niedrigste Wert aller
Gruppen nach 12 Stunden pn. ist. 24 Stunden nach der Geburt waren die
Cholesterinwerte im Mittel bei 1,1 (SD + 0,47; Std.f. 0,1) mmol/l mit dem niedrigsten
Wert von 0,5 und dem héchsten Wert von 1,7 mmol/l (s. Tab. 1V.8.a und Abbildung
IV.8.h).
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Gruppe Zeitpunkt MW (mmol/l) SD Std.f. Min Max
A-D Oh 0,7 0,2 0,0 0,3 1,3
12h 1,2 0,5 0,1 0,4 3,0

24 h 14 0,5 0,1 0,5 3,2

A Oh 0,8 0,2 0,0 0,4 1,3
12 h 1,6 0,6 0,1 0,7 3,0

24 h 1,7 0,6 0,1 0,7 3,2

B Oh 0,7 0,2 0,0 0,3 11
12 h 1,1 0,2 0,1 0,8 1,7

24 h 1,2 0,3 0,1 0,8 1,9

C Oh 0,6 0,1 0,0 0,4 0,9
12 h 11 0,3 0,1 0,7 1,9

24 h 1,3 0,3 0,1 0,9 1,9

D Oh 0,6 0,2 0,0 0,3 1,0
12 h 0,9 0,2 0,1 0,4 1,2

24 h 1,1 0,4 0,1 0,5 1,7

Tabelle 1V.8.a) Cholesterinwerte in mmol/l der vier Gruppen zu drei Zeitpunkten
mit Angabe von Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD),
Standardfehler (Std.f.), Minimum (min) und Maximum (max)

Cholesterinwerte (mmol/l) und Standardfehler zu
den Zeitpunkten 0 h,12 h und 24 h
2,0
1,6 I/I
——A
= -8B
£ 12 4 —A—C
E —>—D
0,4
0h 12 h 24 h
Zeitpunkte

Abbildung IVV.8.b) Mittelwerte der Cholesterinwerte in mmol/l der vier Gruppen
A-D zu den drei Zeitpunkten mit Angabe des Standardfehlers
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Die Logarithmen der Leptinwerte im Verhaltnis zu den Cholesterinwerten waren in der
Korrelationsanalyse zum Zeitpunkt der Geburt nicht signifikant (p= 0,183). Das
Signifikanzniveau stieg jedoch zum Zeitpunkt 12. Stunde pn. auf p=0,001 an, sank aber
nach weiteren 12 Stunden wieder auf p=0,037 (s. Tab. IV.8.b). Zum Zeitpunkt 12
Stunden pn. wurde die Abhéngigkeit der Parameter durch die Gleichung der
Regressionslinie mit y=1,28 + 0,297*x deutlich, zwecks Ubersichtlichkeit sind wie im
Kapitel IV.7. (Triglyceride) die arithmetischen Mittelwerte (+Std.f. (Ig Leptin)) der
Gruppen ebenfalls mit aufgezeigt (s. Abbildung IV.8.c) und die Daten als
Streudiagramm dargestellt (s. Abbildung 1V.8.d).

Zeitpunkt r= p= Signifikanzniveau
0 0,16 0,183 nicht signifikant
12 0,38 0,001 signifikant
24 0,25 0,037 schwach signifikant

Tabelle 1V.8.b) Korrelationsanalyse der Ig Leptinspiegel und der Ig
Cholesterinwerte aller Gruppen zu den drei Zeitpunkten mit Angabe

des Korrelationskoeffizienten ( r ) und der Signifikanz (p)

Korrelation Ig Leptin- und Cholesterinwerte (MW und Std.f.)
zum Zeitpunkt 12 h pn. der Gruppen A-D

2,0 T
$a

/

1,8
Regressionslinie:
I B y = 1,28 + 0,297*x
1,6

_—
[ Ic

1,4 T T T T
0,8 1,0 1,2 1.4 1,6 1.8 2,0

Cholesterin in mmol/l

Ig Leptin

Abbildung 1V.8.c) Korrelationsanalyse zwischen den Cholesterinwerten und den Ig
Leptinkonzentrationen mit Darstellung der Mittelwerte und
Standardfehler (Ig Leptin) zum Zeitpunkt 12 h pn. und Angabe

der Gleichung der Regressionsgeraden
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Korrelation und Regressionsgerade: Cholesterin-
und Ig Leptinkonzentrationen, Zeitpunkt 12 h pn
25 -
23 - ¢
2.1
1,9
=
s 17
(V]
- 15
o
1,3 - . .
11, s
0,9 e . !
0,5 1,5 2,5
Cholesterol (mmol/l)

Abbildung 1V.8.d) Darstellung der Korrelation und der Regressionsgerade
zwischen den Cholesterinwerten und den Ig Leptin-

konzentrationen als Streudiagramm zum Zeitpunkt 12 h pn

9. Beziehung zwischen Blutzucker und Leptinkonzentration

Die Blutglucosekonzentration (in mmol/l) wurde zur Geburt (0 h) sowie zu 5 weiteren
Zeitpunkten postnatal (1 h, 3 h, 6 h, 12 h und 24 h) bestimmt (s. Tabelle IVV.9.a). Die
durchschnittlichen Glucosewerte lagen zur Geburt bei allen Gruppen im
hypoglykamischen Bereich (BZ < 3,4 mmol/l) mit 2,1 mmol/l, einem Minimum von 0,8
und einem Maximum von 4,0 mmol/Il. Die Standardabweichung und der Standardfehler
betrugen 0,7 bzw. 0,1. Zur 1. Stunde postnatal stieg der Mittelwert auf 2,7 mmol/l und
war somit weiterhin im hypoglyk&mischen Bereich mit einem Minimum (min) von 0,7
und einem Maximum (max) von 6,3 mmol/l sowie einer Standardabweichung von 1,1
und einem Standardfehler von 0,1. Erst zur 3. Stunde postnatal war der Mittelwert mit

3,4 mmol/l aul3erhalb der Hypoglykadmie (min: 1,0 mmol/l, max: 6,7 mmol/l). Die
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Standardabweichung (SD) und der Standardfehler (Std.f.) betrugen 1,1 mmol/l bzw. 0,1
mmol/l. Die Mittelwerte der folgenden Zeitpunkte stiegen stetig an mit einem Wert von
3,8 mmol/l zur 6. Stunde (SD 1,4; Std.f. 0,2) und dem hdchsten maximalen Wert von
9,2 mmol/l, der niedrigste Wert betrug 1,3 mmol/l. In der 12. Stunde postnatal ist der
Mittelwert 4,1 mmol/l (min 1,9 und max 8,0 mmol/l) mit der SD von 1,3 und dem Std.
Fehler von 0,2. Der Blutzucker aller Gruppen erreichte den hochsten Mittelwert zur 24.
Stunde pn. mit 4,9 mmol/l (SD 1,3 und Std. Fehler 0,2), einem Minimum von 2,0 und
einem Maximum von 8,9 mmol/l (s. Abbildung IV.9.a). Der Anstieg der

Blutzuckerwerte war (ber die Zeit hochsignifikant mit p<0,000.

Blutzucker (MW in mmol/l) mit Standardfehler zu 6
Zeitpunkte der Gruppen A-D
| I ——— |
6.0 0 < 0,000
5,0 .
4,0 . *
% T
2 30 -
= -
2,0
1,0
0,0
Oh 1lh 3h 6h 12h 24 h

Abbildung IVV.9.a) Mittelwerte der Blutzuckerwerte in mmol/l aller Gruppen

zu den sechs Zeitpunkten mit Angabe des Standardfehlers

Die genauere Betrachtung der Daten der Tabelle 1VV.9.a) zeigte diesen Anstieg Uber die
Zeit in jeder Gruppe, die Ausgangswerte der Blutzucker sind jedoch different. In der
Gruppe A war der durchschnittliche Wert bei Geburt 2,2 mmol/l mit einer
Standardabweichung (SD) von + 0,6 und einem Standardfehler (Std.f.) von 0,1 mit

einem Minimum von 1,7 und einem Maximum von 3,6 mmol/l. Der durchschnittliche
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Wert bei Geburt der Gruppe B war dazu im Vergleich sehr &hnlich mit 2,3 mmol/l, einer
Standardabweichung (SD) von + 0,7 und einem Standardfehler (Std.f.) von 0,2 bei
einem Minimum von 1,1 und einem Maximum von 4,0 mmol/l. Zum selben Zeitpunkt
war der arithmetische Mittelwert der Gruppe C etwas niedriger mit 2,1 mmol/l (SD *
0,7; Std.f. 0,2; min 0,8 und max 3,7 mmol/l), die mittlere Blutzuckerkonzentration der
Gruppe D war jedoch die niedrigste mit 1,7 mmol/l (SD * 0,6; Std.f. 0,2; min 0,8 und
max 2,6 mmol/l). Daftr war in Gruppe D in der folgenden Stunde der Anstieg des
mittleren Blutzuckerwerts mit 1,2 mmol/l in der ersten Stunden am héchsten und
erreichte 2,9 mmol/l (SD % 1,8; Std.f. 0,5; min 0,7 und max 6,3 mmol/l). Gruppe C hatte
eine hohere Anstiegsrate in der ersten Stunde als Gruppe B mit 0,3 mmol/l in der ersten
Stunde auf 2,5 mmol/l (SD % 0,7; Std.f. 0,1; min 1,0 und max 4,0 mmol/l). Die Gruppe
A erreichte in der 1. Stunde einen mittleren Blutzuckerwert von 3,0 mmol/l (SD £ 0,9;
Std.f. 0,2; min 1,7 und max 4,8 mmol/l) und Gruppe B zeigte den geringsten Anstieg
auf den geringsten Mittelwert der 1. Stunde von 2,4 mmol/l (SD % 0,9; Std.f. 0,2; min
0,9 und max 4,2 mmol/l).

Im Laufe der ersten 24 Lebensstunden sind in der Gruppe A immer die hdchsten
mittleren Blutglucosekonzentrationen mit mittleren Werte von 4,1 mmol/l (3. Stunde)
uber 4,6 (6. Stunde) und 4,7 (12. Stunde) bis 5,1 mmol/l zur 24. Stunde (SD % 1,4; Std.f.
0,3; min 2,0 und max 8,1 mmol/l) gemessen worden. Dieser letzte Wert wurde in der
Gruppe D jedoch uberschritten mit 5,2 mmol/l, einem Minimum von 3,0 und einem
Maximum von 8,9 (SD + 1,8; Std.f. 0,5). In Gruppe A kamen ebenfalls die hochsten
absoluten Blutglucose-konzentrationen vor mit 9,2 mmol/l zur 6 Stunde pn. (Gruppe B:
6,2 mmol/l, Gruppe C: 5,3 mmol/l und Gruppe D: 4,5 mmol/l). Den héchsten
Blutzuckerwert zur 3. Stunde postnatal war in Gruppe D zu messen mit 6,7 mmol/I
(Gruppe A: 6,3 mmol/l, Gruppe B: 5,1 mmol/l und Gruppe C: 4,4 mmol/l). Die
niedrigste Standardabweichung und Standardfehler lagen in der Gruppe A zur Geburt
vor mit 0,6 bzw. 0,1. Die hochste Standardabweichung lag ebenfalls in Gruppe A vor
mit 1,8 und den hdchsten Standardfehler gab es in Gruppe D zur 24. Stunde postnatal
mit 0,5 (SD:1,8) (s. Tabelle IV.9.a und Abbildung 1V.9.b).
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MW
Gruppe Zeitpunkt (mmol/l) SD Std.f. min max
A-D Oh 2,1 0,7 0,1 0,8 4,0
1h 2,7 1,1 0,1 0,7 6,3
3h 34 1,1 0,1 1,0 6,7
6h 38 1,4 0,2 1,3 9,2
12h 4,1 1,3 0,2 1,9 8,0
24 h 4,9 1,3 0,2 2,0 8,9
A Oh 2,2 0,6 0,1 1,2 3,6
1h 3,0 0,9 0,2 1,7 4,8
3h 4,1 1,2 0,3 2,0 6,3
6h 4,6 1,8 0,4 2,2 9,2
12h 4,7 1,6 0,4 1,9 8,0
24 h 5,1 1,4 0,3 2,0 8,1
B Oh 2,3 0,7 0,2 1,1 4,0
1h 2,4 0,9 0,2 0,9 4,2
3h 33 0,7 0,2 2,3 51
6h 37 0,9 0,2 2,4 6,2
12h 4,1 1,0 0,2 2,3 55
24 h 5,0 1,1 0,2 2,5 6,4
C Oh 2,1 0,7 0,2 0,8 3,7
1h 2,5 0,7 0,1 1,0 4,0
3h 3,2 0,7 0,2 1,5 4,4
6h 37 1,1 0,2 1,5 53
12h 39 1,2 0,3 2,0 57
24 h 4,4 1,0 0,2 2,2 57
D Oh 1,7 0,6 0,2 0,8 2,6
1h 2,9 1,8 0,5 0,7 6,3
3h 2,9 1,6 0,4 1,0 6,7
6h 3,2 1,0 0,3 1,3 45
12 h 35 1,1 0,3 1,9 5,1
24 h 5,2 1,8 0,5 3,0 8,9
Tabelle 1V.9.a) Blutglucosewerte in mmol/l der vier Gruppen zu den sechs

Zeitpunkten mit Angabe von Mittelwert (MW),
Standardabweichung (SD), Standardfehler (Std.f.), Minimum

(min) und Maximum (max)
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Blutzuckerwerte (MW in mmol/l) und
Standardfehler der Gruppen A-D zu den 6
Zeitpunkten

6,0

50
4,0 !/I/J/ ——A

3 I =B
£
£ I— ——C
3,0 5 —X—D
2,0 ?;
1,0
oh 1h 3h 6h 12h  24h

Abbildung IVV.9.b) Mittelwerte der Blutglucosewerte in mmol/l der vier Gruppen
A-D zu den 6 Zeitpunkten mit Angabe des Standardfehlers

Die Korrelationsanalyse der Blutzuckerwerte und der Logarithmen der
Leptinkonzentrationen (s. Tab 1V.1.d) erreichte zur 6. Stunde ein deutliches
Signifikanzniveau mit p < 0,001. Zu allen anderen Zeitpunkten war die Korrelation
knapp nicht signifikant mit p-Werten zwischen 0,053 und 0,069 (p< 0,05 schwach
signifikant, s. Tabelle 1VV.9.b). Die Korrelation zum Zeitpunkt der sechsten Stunde
postnatal kann mit der Gleichung der Regressionslinie y =1,04 + 0,107*x
beschrieben werden (s. Abbildung 1V.9.c). Die Abbildung IV.9.d zeigt die Daten

zusétzlich als Streudiagramm.
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Zeitpunkt r= p= Signifikanzniveau
0 -0,22 0,066 nicht signifikant
1 0,24 0,059 nicht signifikant
3 0,24 0,053 nicht signifikant
6 0,43 < 0,001 Signifikant
12 0,22 0,069 nicht signifikant
24 0,23 0,064 nicht signifikant

Tabelle 1V.9.b) Korrelationsanalyse der Ig Leptinspiegel und der
Blutzuckerwerte aller Gruppen zu den sechs Zeitpunkten mit
Angabe des Korrelationskoeffizienten ( r ) und der Signifikanz (p)

Korrelation Ig Leptin- und Blutzuckerwerte (MW und
Std.f.) zum Zeitpunkt 6 h pn. der Gruppen A-D (p<0,001)

1,8
B I A

1,6 &
o
o 14
- — A C Regressionslinie
K= _|_ y=1,04 + 0,107*x

1,2

XD
1,0 T T T
3,0 3,5 4,0 4,5 5,0

Blutzucker in mmol/l

Abbildung IVV.9.c) Korrelationsanalyse zwischen den Blutzuckerwerten und den
Ig Leptinkonzentrationen mit Darstellung der Mittelwerte
und Standardfehler (Ig Leptin) zum Zeitpunkt 6 h pn. und

der Gleichung der Regressionsgeraden
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Korrelation und Regressionsgerade: Blutzucker-
und Ig Leptinkonzentrationen, Zeitpunkt 6 h pn

2,5 -
2,3 - ¢
2,1
1,8
1,7
1,5
1,3
1,1
0,9
0,7 - .
0,5 . . |
30 80 130 180

Blutzucker (mg/dl)

lg Leptin

Abbildung 1VV.9.d) Darstellung der Korrelation und der Regressionsgerade
zwischen den Blutzuckerwerten (mg/dl) und den Ig

Leptinkonzentrationen als Streudiagramm zum Zeitpunkt 6 h

pn

10. Beziehung zwischen Plasma-B-Hydroxybutyrats und Leptinkonzentration

Die B-Hydroxybutyratkonzentrationen (mmol/l) wurden zur Geburt sowie zur 12. und

24. Stunde postnatal bestimmt. Die durchschnittlichen (-
Hydroxybutyratkonzentrationen (MW) aller Gruppen lagen zur Geburt bei 0,1 mmol/Il
mit einem Minimum von 0,1 und einem Maximum von 0,2 mmol/l. Die
Standardabweichung und der Standardfehler betrugen jeweils 0,0 mmol/Il. Zur 12.
Stunde postnatal stieg der Mittelwert auf 0,2 mmol/lI mit einem Minimum (min) von 0,1
und einem Maximum (max) von 0,4 mmol/l und erreichte zur 24. Stunde den hochsten
Mittelwert mit 0,2 mmol/l (min: 0,1 mmol/l, max: 0,5 mmol/l). Die
Standardabweichung (SD) und der Standardfehler (Std.f.) betrugen zur 12. Stunde 0,1
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bzw. 0,0 mmol/l und zur 24. h pn. 0,1 bzw. 0,0 mmol/l (s. Abbildung IV.10.a und
Tabelle 1V.10.a).

B-Hydroxybutyrat (MW in mmol/l) mit Standardfehler zu
den Zeitpunkten Oh, 12h und 24h der Gruppen A-D
0,25
0,20 - T
= 0,15 -
o
IS
g 0,10
0,05
0,00
Oh 12 h 24 h

Abbildung 1V.10.a) Mittelwerte der B-Hydroxybutyratkonzentrationen in mmol/I
aller Gruppen zu den drei Zeitpunkten mit Angabe des
Standardfehlers

Dieser Anstieg Uber die Zeit war jedoch nicht in allen Gruppen gleichformig. In der
Gruppe A war die mittlere B-Hydroxybutyratkonzentration bei 0,1 mmol/l, sank zur 12,
Stunde postnatal auf 0,1 mmol/l ab und erreichte 24 Stunden postnatal eine mittlere
Konzentration von 0,1 mmol/I. Die niedrigsten Werte lagen bei allen Gruppen zu allen
Zeitpunkten bei 0,1 mmol/l, die hochsten Werte (max) waren in der Gruppe A in der 12.
und 24. Stunde bei 0,3 mmol/l. Die Standardabweichungen (SD) und die Standardfehler
(Std.f.) sind in der Tabelle 1VV.10.a) aufgefiihrt. Der niedrigste Mittelwert der 3-
Hydroxybutyratkonzentrationen war in Gruppe B mit 0,1 mmol/l zur Geburt
verzeichnet. Nach einem Konzentrationsanstieg von iber 83 % lag der Mittelwert nach
12 Stunden aber schon bei 0,2 mmol/l und erreichte zusammen mit Gruppe C den Wert
von 0,2 mmol/l 24 Stunden postnatal. In Gruppe D waren die mittleren 3-
Hydroxybutyratwerte zu allen Zeitpunkten im Vergleich zu den anderen Gruppen A-C
am hochsten und startete mit 0,2 mmol/l (0 h), stieg um knapp 26 % auf 0,2 mmol/l und

erreichte nach 24 Stunden den hdchsten Mittelwert von 0,2 mmol/l. In Gruppe D wurde
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ebenfalls der hochste Absolutwert von 0,5 mmol/l erreicht (s. Tabelle 1V.10.a und
Abbildung I1V.10.b).

Der Anstieg der 3-Hydroxybutyratwerte tber die Zeit war somit nur in Gruppe B-D
signifikant (p< 0,000). In Gruppe A war der Anstieg der B-Hydroxybutyratwerte nicht
signifikant. Die Unterschiede der Gruppen B-D im Vergleich zur Gruppe A waren
ebenfalls hochsignifikant mit p< 0,000.

Gruppe Zeitpunkt MW (mmol/l) SD Std.f. min max
A-D Oh 0,1 0,0 0,0 0,1 0,2
12h 0,2 0,1 0,0 0,1 0,4

24 h 0,2 0,1 0,0 0,1 0,5

A Oh 0,1 0,0 0,0 0,1 0,2
12h 0,1 0,1 0,0 0,1 0,3

24 h 0,1 0,1 0,0 0,1 0,3

B Oh 0,1 0,0 0,0 0,1 0,2
12h 0,2 0,1 0,0 0,1 0,4

24 h 0,2 0,1 0,0 0,1 0,4

C Oh 0,2 0,0 0,0 0,1 0,2
12h 0,2 0,0 0,0 0,2 0,3

24 h 0,2 0,1 0,0 0,1 0,3

D Oh 0,2 0,0 0,0 0,1 0,2
12h 0,2 0,1 0,0 0,2 0,4

24 h 0,2 0,1 0,0 0,2 0,5

Tabelle 1V.10.a) B-Hydroxybutyratwerte in mmol/l der vier Gruppen zu den
drei Zeitpunkten mit Angabe von Mittelwert (MW),
Standardabweichung (SD), Standardfehler (Std.f.), Minimum

(min) und Maximum (max)
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B-Hydroxybutyratkonzentrationen (MW in mmol/l) und
Std.Fehler der Gruppen A-D zu den 3 Zeitpunkten
0,30
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Abbildung: 1V.10.b) Mittelwerte der B-Hydroxybutyratwerte in mmol/l der vier
Gruppen A-D zu den 3 Zeitpunkten mit Angabe des
Standardfehlers
In der Korrelationsanalyse waren die Logarithmen der Leptinwerte im Verhaltnis zu den
Logarithmen der B-Hydroxybutyratwerte zum Zeitpunkt der Geburt nicht signifikant
(p=0,264). Das Signifikanzniveau stieg jedoch zum Zeitpunkt 12. Stunde pn. auf
p=0,003 an und erreichte nach weiteren 12 Stunden einen Korrelationskoeffizienten r =
-0,501 (p<0,001) (s. Tab. 1V.10.b). Zum Zeitpunkt der 12. Stunde pn. wird die lineare
Abhangigkeit der Parameter durch die Gleichung der Funktion y=1,09 - 0,698*x
beschrieben (s. Abbildung IV.10.c). Die lineare Abhangigkeit zwischen den Ig
Leptinkonzentrationen und den Ig B-Hydroxybutyratwerten stieg in den folgenden 12
Stunden weiter an und konnte mit der linearen Regressionsfunktion y= 1,04 — 0,988*x
beschrieben werden (s. Abbildung 1V.10.d. und Abbildung 1V.10.e. (Streudiagramm)).

Zeitpunkt r= p= Signifikanzniveau
Oh -0,13 0,264 nicht signifikant
12 h -0,35 0,003 signifikant
24 h -0,50 < 0,001 signifikant

Tabelle 1V.10.b) Korrelationsanalyse der Ig Leptinspiegel und der Ig 8-
Hydroxybutyratwerte aller Gruppen zu den drei Zeitpunkten
mit Angabe des Korrelationskoeffizienten ( r ) und der

Signifikanz (p)
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Korrelation Ig Leptin- und Ig B-Hydroxybutyratwerte
(MW und Std.f.) zum Zeitpunkt 12 h pn. der Gruppen A-

D (p=0,003)
2,00 —A
' Regréssionslinie:
y = 1,09 - 0,698*x
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2
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Abbildung 1V.10.c) Korrelationsanalyse zwischen den Ig B-Hydroxybutyratwerte
und den Ig Leptinkonzentrationen mit Darstellung der
Mittelwerte und Standardfehler (Ig Leptin) zum Zeitpunkt 12

h pn. und der Gleichung der Regressionsgeraden

Korrelation Ig Leptin- und Ig 3-Hydroxy-butyratwerte (MW
und Std.f.) zum Zeitpunkt 24 h pn. der Gruppen A-D
(p<0,001)
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2
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o y = 1,04 - 0,988*x ‘B\
(]
) S
C

-1 -0,9 -0,8 -0,7 -0,6 -0,5
Ig B-Hydroxybutyrat

Abbildung 1V.10.d) Korrelationsanalyse zwischen den Ig B-Hydroxybutyratwerte
und den Ig Leptinkonzentrationen mit Darstellung der
Mittelwerte und Standardfehler (Ig Leptin) zum Zeitpunkt 24

h pn. und der Gleichung der Regressionsgeraden



-89 -

Korrelation und Regressionsgerade: Ig p-Hydroxybutyrat-
und Ig Leptinkonzentrationen, Zeitpunkt 24 h pn
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Abbildung 1V.10.e) Darstellung der Korrelation und der Regressionsgerade
zwischen den Ig B-Hydroxybutyratwerte und den Ig
Leptinkonzentrationen als Streudiagramm zum Zeitpunkt 24

h pn
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V. DISKUSSION

Die Entwicklung eines Assays zur Bestimmung der gesamten Leptinserum-

konzentration und der quantitative Vergleich zu anderen Untersuchungen

Leptin, das Produkt des obese (ob) Gens (Zhang et al., 1994) wird im Fettgewebe von
den Adipozyten produziert und in die Zirkulation sezerniert (Jequier, 2002; Kiess et al.,
1998b). Leptin spielt fir die Regulation des Kérpergewichts bereits im neugeborenen
Alter durch die Inhibierung der Futteraufnahme und Stimulation des Energieverbrauchs
eine wichtige Rolle (Halaas et al., 1995; Kiess et al., 1998b; Kratzsch et al., 2005).
Leptin zirkuliert zum Teil gebunden im Blut. Um die Biologie der Leptinaktion zu
verstehen, wurde die Anwesenheit des Leptins im Serum inklusive der gebundenen
Fraktion untersucht. 1996 konnten Sinha et al. erstmals die Existenz der
Leptinbindungsproteine mit einem Molgewicht von 90 bis 280 kDa mittels
Chromatographie nachweisen (Sinha et al., 1996b). Sie stellten fest, dass bei schlanken
Probanden im Vergleich zu adipdsen der Hauptteil des Leptins gebunden ist, und
folgerten daraus, dass sich aus dem Bindungsverhalten des Leptins verschiedene
Funktionen im Hinblick auf die Bioverfligbarkeit ergeben (Sinha et al., 1996b). In den
bisher beschriebenen Radioimmunoassays bindet der gegen das Leptin gebildete
Antikdrper an die fur sie frei liegenden Epitope. Diese gemessene Leptinkonzentration
hat vielfache physiologische Bedeutungen. Maglicherweise gibt es dartiber hinaus
jedoch weitere Regulationsmechanismen, die durch die Kopplung an Bindungsproteine
bedeutend sind. Die folgenden Studien untersuchten die Leptinbindungsproteine und -
rezeptoren: Patel et al., 1999; Birkenmeier et al., 1998; Lee et al., 1996; Tartaglia et al.,
1995; Herrid et al., 2006. Eines der identifizierten Bindungsproteine ist ein loslicher
Teil eines Leptinrezeptors (SOB-R) (Schubring et al., 2000; Lammert et al., 2001), der
wie auch bei anderen Zytokinen und dem Wachstumshormon als 16slicher Rezeptor im
Serum als Bindungsprotein fungiert (Sehgal, 1996). Birkenmeier et al. und Patel et al.
beschrieben zudem verschieden starke Bindungsvermogen anderer
Leptinbindungsproteine in vitro (Birkenmeier et al., 1998; Patel et al., 1999).
Houseknecht et al. konnten mindestens drei Leptin bindende Makromolekile (MW 85-
240 kDa) nachweisen (Houseknecht et al., 1996), und zusétzlich wurde von Diamond,
Jr. et al. ein Leptinbindungskomplex mit einem Molekulargewicht von 450 kDa

nachgewiesen (Diamond, Jr. et al., 1997). Als einziges Bindungsprotein wurde bisher
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der sOB-R in Bezug auf Stoffwechselfunktionen erforscht: Misra et al. und Skoczen et
al. zeigten eine inverse Korrelation zwischen Leptin und sOB-R (Misra et al., 2004;
Skoczen et al., 2011). Auch Kratzsch et al. konnten beim neugeborenen Menschen
einen Anstieg des SOB-R bei einem Abfall des Leptinspiegels Gber die ersten 5
Lebenstage messen (Kratzsch et al., 2005). Yannakoulia et al. konnten eine
Verbindung zwischen dem Leptin, dem sOB-R, der Energieaufnahme und dem
Korpergewicht feststellen (Yannakoulia et al., 2003). Ogawa et al. berichteten tber eine
Korrelation zwischen den Plasmatriglyceriden sowie HDL-Cholesterin und sOB-R
(Ogawa et al., 2004) und Birkenmeier et al. vermuteten eine Beeinflussung der
Bioverfugbarkeit des Leptins durch die Bindungsproteine (Birkenmeier et al., 1998).
Zudem kam es in den ersten Lebensjahren beim Menschen zu hohen sOB-R
Konzentrationen (Kratzsch et al., 2002) und Chan et al. wiesen eine zirkadiane
Rhythmik des sOB-R nach (Chan et al., 2002). Es hat den Anschein, dass das
gebundene Leptin und seine Bindungsproteine sehr wohl eine eigene Funktion
ubernehmen. Eine weitere Studie bestérkte diesen Verdacht, da eine erhéhte Expression
des sOB-R bei ob/ob-Mausen zu einer vermehrten Gewichtsreduktion fiihrte (Huang et
al., 2001). Ob alle diese Untersuchungen das gesamte gebundene und freie Leptin
erfassen, kann nicht geklart werden. Mehrere Autoren weisen darauf hin, dass bei der
gebundenen Leptinfraktion ein mégliches Verdecken der fir die Antikdrperbindung
relevanten Epitope vorliegen kénnte; bei den Messungen wirden sie somit nicht
detektiert (Otto et al., 1998; Peelman et al., 2004) und lediglich unter reduzierenden
Verhéaltnissen frei werden (Houseknecht et al., 1996). Es konnten somit drei
Kompartimente des Leptins vorliegen:

a) das freie ungebundene Leptin,

b) das gebundene Leptin mit freier Bindungsstelle fiir den Antikdrper und

c) das gebundene Leptin ohne eine freie Bindungsstelle (Otto et al., 1998).

Murakami et al. konnten durch Denaturierung des Serums die Bindung an den sOB-R
auflosen, jedoch betraf eine Denaturierung des Serums wohl auch die Tertiarstruktur
des Leptins, und es konnten im RIA nur noch verminderte Leptinwerte gemessen
werden (Murakami et al., 2001). Auch eine durch den veranderten pH-Wert erfolgte
Dissoziation des Leptins von seinem Bindungsprotein ergab eine Veranderung des
Bindungsverhaltens des Antikorpers des Immunnachweises (Sinha et al., 1996b).
Zusétzlich beschrieben Murakami et al., dass Bindungsproteine (SOB-R) im RIA

ahnlich dem Antikorper wirken und somit die Werte beeinflussen kénnen. Es galt daher,
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einen Test zu entwickeln, der das Leptin ohne den Einfluss aller moglichen
Bindungsproteine misst, dabei jedoch die Bindungsfahigkeit des Antikorpers auf das
Leptin nicht beeintréchtigt. Dieser Ansatz wurde mit dieser Methode, die auf der
Denaturierung mit Spaltung der Disulfidbriicken der Proteine im Serum basiert,
verfolgt. Das nun vorliegende Leptin konnte mittels eines Antikorpers, der nur gegen
eine Partialsequenz des Leptins gerichtet ist, im eigens daftr entwickelten
Radioimmunoassay quantitativ gemessen werden. Im Vergleich zu anderen
Untersuchungen fiel auf, dass die mit dieser Methode gemessenen Leptinwerte deutlich
hoher lagen Der Median zum Zeitpunkt der Geburt bei dieser Untersuchung lag bei 20,9
pg/l. Bei anderen Untersuchungen von Nabelschnurblut bei S&ugetieren war der Median
durchschnittlich unter 10 pg/l (Asakuma et al., 2003; Delavaud et al., 2000; Ehrhardt et
al., 2000; Hytinantti et al., 1999; Kauter et al., 2000; Schubring et al., 1997; Shekhawat
et al., 1998). Jedoch I&sst sich diese Diskrepanz durchaus damit begriinden, dass in dem
vorliegenden Test das gesamte denaturiert vorliegende Schafleptin gemessen wurde und
es nicht zu Stérungen durch die Bindungsproteine gekommen ist. Es drangt sich der
Verdacht auf, dass unterschiedliche Methoden verschiedene Kompartimente des Leptins
erfassen (siehe oben): a) freies Leptin, b) gebundenes Leptin mit Bindung an einen
Antikorper und c) gebundenes Leptin ohne Bindung an einen Antikorper und somit ihre
speziellen physiologischen Wirkungen aufzeigen. Deutlich werden auch die
physiologischen Wechselwirkungen des gesamten Leptins auf den Stoffwechsel, die in
den folgenden Abschnitten diskutiert werden. Es liel3 sich bei dieser Methode nicht
vermeiden, dass wiederum die Einflisse der Bindungsproteine ausgeblendet wurden,
obwohl diese mdglicherweise auch zur physiologischen Wirkung des Leptins beitragen
(Birkenmeier et al., 1998; Chan et al., 2002; Kratzsch et al., 2002; Misra et al., 2004;
Murakami et al., 2001; Ogawa et al., 2004; Sinha et al., 1996b; Yannakoulia et al.,
2003; Huang et al., 2001). Die Entwicklung eines Assays zur Bestimmung der gesamten
Leptinkonzentration im Schafserum tragt somit zur Aufklarung eines Teils der
komplexen Zusammenhénge des Stoffwechsels bei. Interessant wére zu untersuchen, ob
es auch bei anderen Tieren und beim Menschen relevante Zusammenhénge in Bezug
auf das gesamte Leptin gibt, weitere Bindungsproteine zu identifizieren und ihre
Funktion beziiglich der Bioverfiigbarkeit des Leptins weiter zu erforschen.
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Die Veranderung der gesamten Leptinserumkonzentration bei

neugeborenen Lammern innerhalb der ersten 24 Lebensstunden

Es zeigte sich, dass die Leptinspiegel der neugeborenen Lammer innerhalb der ersten 24
Stunden signifikant anstiegen. McFadin et al. konnten ebenfalls bei L&mmern einen
Anstieg der Leptinkonzentration sogar bis zum 5. Tag postnatal feststellen (McFadin et
al., 2002) und Herrera et al. und Cottrell et al. zeigten bei Ratten und Méusen ebenfalls
einen Anstieg der Leptinserumkonzentration (Cottrell et al., 2010) innerhalb des ersten
Lebenstages. In den folgenden Tagen zeigte sich jedoch wieder ein Absinken der
Leptinkonzentration (Herrera et al., 2000). Beim Menschen wurde ebenfalls ein Abfall
der Leptinspiegel in den ersten Lebenstagen beschrieben (Ertl et al., 1999; Bellone et
al., 2004; Kratzsch et al., 2005). Jedoch wurde nur ein Vergleich des Leptinspiegels
des Nabelschnurblutes und des Blutes bei Entnahme am 3. bzw. am 5. Tag pn.
durchgefihrt, so dass keine Aussage tber den Verlauf der ersten 24 Stunden gemacht
werden konnte (Ertl et al., 1999; Bellone et al., 2004; Hytinantti et al., 1999). Kratzsch
et al. wies einerseits einen Abfall des Leptinspiegels beim neugeborenen Menschen
nach, aber es zeigte sich andererseits ein Anstieg des loslichen Leptinrezeptores (SOB-
R) Uber die ersten 5 Tage (Kratzsch et al., 2005). Hytinantti et al. konnte eine Senkung
von freiem und gebundenen Leptin Uber die ersten 3 Lebenstage beim neugeborenen
Menschen nachweisen (Hytinantti et al., 2001). Die Untersuchung von Schubring et al.
zeigte innerhalb der ersten postnatalen vier Stunden einen leichten Anstieg des Medians
des Leptinspiegels bei gesunden humanen Neugeborenen (Schubring et al., 1999).

Beziehung zwischen der Merkmale Geschlecht und Wurfgrolie

und dem Gesamt-Leptinserumspiegel

Eine Ursache fir die Leptinspiegelmodifikationen kdnnte das Geschlecht der
neugeborenen La&mmer sein, da sich bei Untersuchungen von Nabelschnurblut bei reifen
humanen Neugeborenen niedrigere Leptinserumwerte bei den Jungen als bei den
Madchen fanden (Ertl et al., 1999; Bellone et al., 2004) und der Unterschied im Laufe
der Pubertat noch starker ausgepragt war (Blum et al., 1997a). Bei ménnlichen
Lammern war die Leptingenexpression im perirenalen Fettgewebe im Vergleich zu den
weiblichen L&mmern erniedrigt (Duffield et al., 2009). Die Ergebnisse dieser Arbeit

zeigten keinen geschlechtsspezifischen Unterschied hinsichtlich der
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Leptinkonzentrationen. Auch Yuen et al. und McFadin et al. konnten diesbeziglich bei
fetalen L&mmern keine Geschlechtsabhéangigkeit feststellen (Yuen et al., 2002;
McFadin et al., 2002), die sich auch nicht, im Gegensatz zu Ertl et al. und Bellone et al.,

in anderen Untersuchungen bei humanen Neugeborenen fanden (Schubring et al., 1999;

Cetin et al., 2000; Shekhawat et al., 1998; Hytinantti et al., 1999).

Des Weiteren kdnnte auch die WurfgroRRe einen Einfluss auf die Leptinwerte haben, da
es durch die Mehrlingsgraviditat zu einem limitierten plazentaren Nahrungsangebot fir
den einzelnen Fetus kommen kann. Die Serumleptinwerte von 24 Stunden alten
menschlichen Zwillingen waren im Vergleich zu Einlingen niedriger (Onal et al., 2003).
Diese Untersuchungen zeigten jedoch weder zur Geburt noch zu einem spéteren
Zeitpunkt einen Einfluss der WurfgroRRe auf die Leptinwerte. Grisaru-Granovsky et al.
konnten bei Untersuchungen des Nabelschnurblutes von humanen Neugeborenen
ebenfalls keine Unterschiede hinsichtlich der Leptinkonzentrationen feststellen
(Grisaru-Granovsky et al., 2003).

Beziehung zwischen dem Korpergewicht

und dem Gesamt-Leptinserumspiegel

Fur den Anstieg der Leptinkonzentrationen uber die Zeit kénnte die
Kdrpergewichtszunahme mitverantwortlich sein, da Leptin hauptsachlich von den
Adipozyten produziert und bei Saugetieren wahrend einer unbeeintrachtigten
Stoffwechsellage proportional zur Fettmasse sezerniert wird (Blum et al., 1997c; Klein
et al., 1996; Maffei et al., 1995; Hamilton et al., 1995; Blum et al., 1997b). Dieser
Zusammenhang konnte auch beim erwachsenen Schaf nachgewiesen werden, zusatzlich
zeigten unterernahrte Schafe eine deutliche Abnahme des Leptinwerts (Delavaud et al.,
2000). Selbst bei neugeborenen Ratten wurde die ob-Gen mRNA in der subkutanen
Fettschicht und in der Zirkulation nachgewiesen, so dass von einer neonatalen
Leptinproduktion ausgegangen werden kann (Rayner et al., 1997). Ein direkter
Zusammenhang zwischen dem Geburtsgewicht und dem Leptinspiegel konnte auch
beim reifen neugeborenen Menschen hergestellt werden (Schubring et al., 1999; Cetin
et al., 2000; Shekhawat et al., 1998; Grisaru-Granovsky et al., 2003; Bellone et al.,
2004; Schubring et al., 1997; Ertl et al., 1999; Hytinantti et al., 1999; Stoll-Becker et
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al., 2003; Tamura et al., 1998). Diese Korrelation konnte am dritten postnatalen Tag
jedoch nur noch bei den weiblichen Neugeborenen (Hytinantti et al., 1999) und am 5.
postnatalen Tag nicht mehr gezeigt werden (Bellone et al., 2004). Der Veranderungen
der Leptinspiegel zwischen der Geburt und dem 3. bzw. 5. Tag wurden jedoch nicht
untersucht. Auch bei frihgeborenen Menschen, nicht jedoch bei Neugeborenen mit
einem flr ihr Gestationsalter zu niedrigem Gewicht und GroBe (,,small for gestational
age“= SGA), konnten Stoll-Becker et al. eine Korrelation hinsichtlich der
Leptinkonzentration und des Kdrpergewichts zeigen (Stoll-Becker et al., 2003). Die
Untersuchungen von Grisaru-Granovsky et al. ergaben bei SGA-Neugeborenen keine
Korrelation hinsichtlich des durch wenig Fett gekennzeichneten niedrigen
Geburtsgewichts und der Leptinserumkonzentration, und es stellte sich die Frage, ob
deren Leptinkonzentrationen eher durch die plazentare Leptinsekretion modifiziert sein
konnte (Grisaru-Granovsky et al., 2003). Ebenso zeigten Ehrhardt et al. beim Lamm,
dass das Gewicht keinen Einfluss auf die Leptinkonzentration zur Geburt und zu
spateren Zeitpunkten hatte (Ehrhardt et al., 2003). Lammer haben im Gegensatz zum
gesunden humanen Neugeborenen eine deutlich geringere Fettmasse (1-3 % vs. ~ 16 %)
(Bispham et al., 2002; Alexander, 1978; Alexander, 1962Db), so dass auch die nutzbaren
Lipide und Energietrager beim humanen Sdugling um das Zehnfache hoher liegen als
beim neugeborenen Lamm (5446 kJ/kg KG vs. 467 kJ/kg KG) (Mellor & Cockburn,
1986) und ein direkter Vergleich zwischen humanen und ovinen Neugeborenen nur
unter Vorbehalt gezogen werden sollte. Diese Ergebnisse lie3en ebenfalls keine
signifikante Korrelation zwischen dem Kdrpergewicht und den Logarithmen der
Leptinserumwerten innerhalb der ersten 24 Stunden erkennen. Die Leptinspiegel
zeigten zudem starke Variationen bei den einzelnen L&mmern innerhalb der Gruppen
und Uber die Zeit. Eine alleinige Abhangigkeit von der Fettmasse konnte diese
Variationen nicht erklaren, denn es wurde nur eine geringe Zunahme des
Kdrpergewichts und somit der Fettmasse innerhalb der ersten 24 Stunden und diese
auch nur in Gruppe A und B (6 % bzw. 2,6 %) beobachtet. Weitere Einflusse, die auf

die Leptinsekretion einwirken, sind daher wahrscheinlich.
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Beziehung zwischen den Umgebungstemperaturen

und den Gesamt-Leptinserumspiegeln

In den ersten Lebensstunden geschehen fir die Lammer wichtige Ereignisse, die durch
den Beginn der Atmung, das erste Aufstehen, das die erste Nahrungsaufnahme
ermoglicht, und die eigene Temperaturregulation geprégt sind. In Verlauf dieser ersten
24 Stunden stieg die Leptinkonzentration in dieser Untersuchung signifikant an
(p<0,0001). Ist das Leptin in diesem Konflikt Energieaufnahme und -speicherung
versus Energieverbrauch, der nun wiederum Energieaufnahme erst ermdglicht,
wesentlich beteiligt? Um dieser Fragestellung ndher zu kommen, wurde die
Umgebungstemperatur als wesentlicher Faktor der EinflussgroBe ,,Energieverbrauch®

untersucht.

Die Lammer der vier Gruppen wurden zu unterschiedlichen AulRentemperaturbereichen
geboren. Je niedriger die AuBentemperatur ist, desto mehr verschiebt sich die Prioritat
der Energieverwendung in Richtung der Erhaltung der Kérpertemperatur. Tatsachlich
zeigten die vorliegenden Ergebnisse, dass allein die unterschiedlichen
Umgebungstemperaturbereiche, welche die Gruppen definierten, einen signifikanten
Einfluss auf das Leptin hatte (p=0,0044) und die Gruppe in Wechselwirkung mit der
Zeit als Wiederholungsfaktor ebenfalls die Leptinkonzentrationen sehr beeinflussten
(p=0,0002).

Die Kdrpertemperatur bei Saugetieren unterliegt einer hoch entwickelten
Temperaturregulation. Interne und externe Einfliisse wirken auf die Kérpertemperatur
des homoiothermen Sdugetieres ein, das daraufhin hemmende und stimulierende
Aktivitaten in Bezug auf die Thermogenese und Warmeabgabe zeigt. Somit bleiben bei
konstanter Korperinnentemperatur die Warmebildung durch Fettverbrennung und
Muskelaktivitat sowie die Warmeabgabe durch Transpiration unter Einfluss der
Umweltbedingungen (Umgebungstemperatur) tiber chemische und physikalische
Mechanismen im Gleichgewicht. Daher hat eine Umgebungstemperatur
(Stalltemperatur), die unterhalb der thermoneutralen Temperatur liegt, auf die
Homoiothermie der neugeborenen L&mmer einen starken Einfluss. Bei allen Gruppen
dieser Untersuchung lagen die Temperaturen unterhalb der Thermoneutralitat, die bei

Lammern bei einer Umgebungstemperatur zwischen 28° bis 29°C herrscht (Alexander,
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1962a; Eales & Small, 1980). Die thermoregulatorische Warmebildung wird durch aktive
Betétigung des Bewegungsapparats, durch unwillkirliche tonische oder rhythmische
Muskelaktivitat (Kaltezittern) und Steigerung von Stoffwechselvorgéngen (zitterfreie
Warmebildung) erreicht. Beim neugeborenen Saugetier ist die zitterfreie Warmebildung
wesentlich an der Thermogenese beteiligt. Das braune Fettgewebe (BAT = brown
adipose tissue), das durch einen Reichtum von Mitochondrien und einer multiloculéren
Fettverteilung gekennzeichnet ist, stellt eine wesentliche Quelle der zitterfreien
Warmebildung dar (Cannon & Nedergaard, 2004). Dieses Gewebe liegt zum groRen Teil
zwischen den Scapulae und in der Axilla vor (Lindberg, 1970). Die zitterfreie
Warmebildung wird Gber das sympathische Nervensystem gesteuert. Eine
pharmakologische Blockade des Sympathikus, aber auch adrenerge -Blocker flihren
beim neugeborenen Meerschweinchen zur Aufhebung der zitterfreien Wérmebildung.
Bei Kalte wird durch Noradrenalin (3-adrenerge Stimulation) die Lipolyse angeregt und
ein intrazellul&rer Anstieg der freien Fettsduren bewirkt. Durch die $-Oxidation in den
Mitochondrien wird dann die Warmebildung angeregt. Die zitterfreie Warmebildung
wird auch hormonell z.B. durch Katecholamine, Schilddriisenhormone und Kortison
beeinflusst. Leptin dient auch als Indikator fur die Menge der Energie-(Fett-)reserven
und wird an verschiedenen Lokalisationen im ZNS unter Anderem im Hypothalamus an
die Leptinrezeptoren gebunden. Dieses Signal wird an den Hirnstamm und an efferente
Systeme z.B. an das sympathische und das parasympathische Nervensystem, wie German
et al. zeigten (German et al., 2009), weitergeleitet. In verschiedenen Studien steuerten
diese zur Erhaltung der Energiebalance tber die Regulation von Energieaufnahme und -
verbrauch bei (Gautron & Elmquist, 2011; Jequier, 2002). Weitere Untersuchungen
zeigten, dass Uber den Hypothalamus auch unter Beteiligung von Leptin die
Gewichtszunahme ((Shi et al., 2010; van de Wall et al., 2008) und die dazugehdrige
Nahrungsaufnahme (Cottrell et al., 2010) reguliert wurde. Eine erhéhte Thermogenese
uber die Mitochondrien konnte nach zentral appliziertem Leptin bei Schafen im Muskel
sowie im Fettgewebe nachgewiesen werden (Henry et al., 2011; Clarke & Henry, 2010;
Henry et al., 2008). Somit scheint eine Verringerung des Sattigungssignals Leptin mit
der physiologischen Rolle des braunen Fettgewebes einher zu gehen, da sie anzeigt, dass
eine vermehrte Futteraufnahme, aber auch eine Energiekonservierung bei vermehrter

thermogenetischer Aktivitét, erforderlich ist.
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Es zeigte sich in dieser Untersuchung in allen Gruppen bei Geburt und nach 12 Stunden
postnatal, dass die Stalltemperatur mit der Konzentration des Leptinserumwerts
schwach signifikant positiv korrelierte. 24 Stunden postnatal zeigte sich ein
signifikanter Zusammenhang (p= 0,004) zwischen Stalltemperatur und Leptin.
Ebenfalls zeigte sich, dass ein hoher Temperaturunterschied zwischen der
Korpertemperatur des Lamms und der Stalltemperatur niedrigere Leptinwerte zur Folge
hatte (negative Korrelation) mit einer schwachen Signifikanz zur Stunde null und

Stunde zwolf und einer Signifikanz 24 Stunden postnatal mit p=0,005.

Uber die Rolle des Leptins im Konflikt zwischen Energiekonservierung und
Thermogenese gibt es viele Untersuchungen, die zeigten ,dass Leptin nicht nur im
weilRen, sondern auch im braunen Fettgewebe vorkam (Cinti et al., 1997; Deng et al.,
1997; Klingenspor et al., 1996; Blum et al., 1997d; Trayhurn et al., 1997). Das braune
Fettgewebe ist eine wichtige Quelle der zitterfreien Warmebildung. Es zeigte sich bei
Ratten und Mausen, dass es bei kalten AuBentemperaturen zu einer Suppression des
Serumleptins und der ob-Gen mRNA im weillen und im braunen Fettgewebe im
Vergleich zu einer thermoneutralen Umgebung kam (Moinat et al., 1995; Puerta et al.,
2002; Hardie et al., 1996; Trayhurn et al., 1995a; Trayhurn et al., 1995b; Zheng et al.,
1996). Diese Regulation bei Nagern war innerhalb von 2 bis 12 Stunden zu sehen
(Hardie et al., 1996; Trayhurn et al., 1995a). Eine Suppression des Leptinspiegels um
22 % konnte beim erwachsenen Menschen bereits nach 60 bis 90 Minuten bei
Wassertemperaturen von 18°C oder einer Lufttemperatur von 6°C nachgewiesen
werden (Ricci et al., 2000; Zeyl et al., 2004). In vitro-Untersuchungen an humanen
weillen Adipozyten konnten neben einer verminderten Leptinsekretion bei niedrigen
Temperaturen jedoch keine Veranderung der ob-Gen mRNA Expression feststellen
(Peino et al., 2000). Asakuma et al. hatten auch bei erwachsenen Schafen unter
Kélteexposition eine erniedrige Sekretionsrate des Leptins nachgewiesen (Asakuma et
al., 2003), und bei neugeborenen La&mmern wurde eine Verminderung der Leptinspiegel
innerhalb von 6 Stunden postnatal gefunden (Bispham et al., 2002). Die vorliegenden
Daten bestétigten den mutmaiilichen Zusammenhang zwischen der Stalltemperatur und
den Leptinserumwerten bei neugeborenen L&mmern. Es zeigte sich sogar eine (schwach
signifikante) Regulation bereits zur Geburt, was fir eine sehr schnelle Inhibierung der
Leptinsekretion spricht. Aber spatestens nach 24h darf manaufgrund der signifikanten
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Korrelationdavon ausgehen, dass das Leptin bei der Regulation der Wé&rmebildung bei
Neugeborenen im ersten Lebenstag eine wichtige Rolle spielt.

Uber die Ursachen und Folgen der Regulation des Leptins bei niedrigen
Umgebungstemperaturen wurden verschiedene Untersuchungen durchgefihrt: Mehrere
Studien zeigten, dass Katecholamine und das sympathische Nervensystem (SNS) eine
Suppression des Leptins bewirkten (Trayhurn et al., 1995a; Scriba et al., 2000).
Garofalo et al. bewiesen, dass der Noradrenalinumsatz bei kalter AuRentemperatur im
weillen und im braunen Fettgewebe erhoht war und somit eine Aktivierung der
sympathischen Aktivitét stattfand (Garofalo et al., 1996). Durch die Kélte (6°C tber
24h) wurde wie auch nach Verabreichung von 3-adrenergen Agonisten die mRNA des
ob-Gens im braunen Fettgewebe vermindert (Moinat et al., 1995; Deng et al., 1997).
Bei Frauen konnte nach einer Kélteexposition von 6°C (iber 90 min ein Anstieg der
Norepinephrine um 500 % und eine Senkung des Leptinserumspiegels gemessen
werden (Ricci et al., 2000). Demgegentber erh6hte Leptin seinerseits auch die
sympathische Nervensystemaktivitdt in Bezug auf das BAT bei Nagern (Mark et al.,
2002). Diese Wirkung war wahrscheinlich zentralen Ursprungs, da es im Nucleus
arcuatus und Nucleus ventromedialis des Hypothalamus unter Kélte bei Mausen zu
einer Induktion von Leptinrezeptoren mRNA kam (Mercer et al., 1997).
Leptininjektionen unter kalten Umgebungstemperaturen fuhrten bei Ratten zu einer
Verringerung des Fettgewebes. Unter thermoneutralen Temperaturen kam es trotz
erhodhter Leptindosis zu keiner Erhéhung der metabolischen Rate. Das sprach dafr,
dass Leptin eher den durch das SNS vermittelten Energieverbrauch desinhibierte als
stimulierte (Harris et al., 1998; Schmidt et al., 1997). Interessanterweise flihrten nur
Leptininjektionen bei Rattenneugeborenen unter Kélteexposition (23,5°C) zu einem
erhohten O, -Verbrauch und einem Anstieg der hypothermen Kérpertemperatur
(Blumberg et al., 1999; Stehling et al., 1997). Es schien daher, dass das Leptin beim
neugeborenen Sdugetier seinerseits das SNS aktivierte und damit die zitterfreie
Warmebildung durch das braune Fettgewebe stimulierte, die SNS-Aktivierung aber nun
wiederum die Leptinexpression inhibierte. Daher (ibte Leptin eine retroregulatorische
Inhibierung seiner eigenen Expression iber das SNS aus und trug zu einer konstanten
Energiebalance bei (Schubring et al., 2000). Blumberg et al. zeigten, dass auch das

Leptin beim Neugeborenen bei niedrigen AuRentemperaturen im Energiekonflikt
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zwischen Energieverbrauch hinsichtlich der Thermogenese und der
Energiekonservation und Korperisolation vermittelte (Blumberg et al., 1999).

Beziehung zwischen den Korpertemperaturen

und den Gesamt-Leptinserumspiegeln

Es konnte ein Einfluss der AulRentemperatur auf den Leptinwert gezeigt werden, der die
These der Funktion als Botschafter in Bezug auf die Energiebalance des Leptins
unterstitzt. Gibt es jedoch auch einen direkten Einfluss des Leptins auf die
Kdorpertemperatur? Die Korpertemperatur wird bei homoiothermen Lebewesen konstant
gehalten. Die Kérpertemperatur war aber dann vom Sollwert different, wenn im Falle
einer niedrigen AuBentemperatur die Fettreserven entweder verbraucht waren oder zu
Gunsten der Korperisolation und Energiekonservation eine Hypothermie in Kauf
genommen wurde, wie verschiedene Untersuchungen belegten (Blumberg et al., 1999;
Stehling et al., 1997). Unabhéngig von der AulRentemperatur konnte bei Nagetieren eine
Erhéhung der Kdrpertemperatur durch eine Leptinsubstitution bereits nach einer Stunde
gemessen werden (Luheshi et al., 1999; Stehling et al., 1996); bei Ratten stieg nach
Gabe eines Antikdrpers mit Leptin-agonistischen Eigenschaften die Korpertemperatur
an (De Fanti et al., 2002; Stehling et al., 1996). Bei der ob/ob- Maus, der das bioaktive
Leptin fehlt, ist die Kérpertemperatur niedriger als bei der Wildtyp-Maus ohne
Gendefekt, und es wurde nach einer Leptinsubstitution bei den ob/ob- M&usen ein
Korpertemperaturanstieg gemessen (Pelleymounter et al., 1995). Nach den vorliegenden
Daten ergab sich eine signifikante Absenkung der Kérpertemperatur nach der ersten
Stunde postnatal und eine positive Korrelation mit dem Leptinwert (p=0,031). Danach
ist die Beziehung zur Korpertemperatur nicht mehr signifikant und kehrt sich nach der
12. Stunde zu einer negativen Korrelation mit p=0,015 um. Zum Zeitpunkt 12 Stunden
pn. liegt bei Gruppe A und B der Nadir der Korpertemperatur vor, wahrend der
Temperaturtiefpunkt in den anderen beiden Gruppen friiher gewesen ist (1. und 6.
Stunde). Die Kdrpertemperatur (rektal) eines Lamms liegt bei 38,5 — 40,5°C und beim
ausgewachsenen Schaf bei 38,5-39,5°C (Behrens, 1987). Der signifikante postnatale
Temperaturabfall auf mittlere 39,4 bzw. 39,5 °C (Gruppe A-C) beim neonatalen Lamm
lag somit im Normbereich. Trotzdem wurde ein Zusammenhang des Leptins mit den
zirkadianen Temperaturschwankungen beim Menschen beschrieben (Simon et al.,

1998). Mit einer postnatalen Hypothermie war erst bei unterbleibender
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Nahrungsaufnahme zu rechnen, die in der Untersuchung von Blumberg et al. durch eine
Leptinsubstitution abgeschwacht werden konnte (Blumberg et al., 1999). In diesen
Untersuchungen fand die erste Nahrungsaufnahme durchschnittlich bereits eine Stunde
nach Geburt statt. Die Leptinsubstitution unterstiitzte die erhdhte efferente
sympathische Nervenaktivitdt zum braunen Fettgewebe und somit die erh6hte
Thermogenese bei Ratten mit einer (klnstlichen) Hypothermie von 30°C (Bispham et
al., 2002; Hausberg et al., 2002; Friedman & Leibel, 1992). Mostyn et al. substituierten
bei neugeborenen La&mmern den postnatal durch die moglicherweise fehlende plazentare
Leptinsynthese abfallenden Leptinspiegel und fanden einen verminderten
Korpertemperaturabfall bei Lammern (Mostyn et al., 2002). Die Ursachen des
abfallenden Leptinspiegels standen im Zusammenhang mit der AuRentemperatur unter
der Geburt, die fehlende plazentare Leptinsynthese und die in der ersten Stunde
fehlende Nahrungszufuhr. Die Wirkung des Leptins auf die Korpertemperatur konnte
man mit einer regulatorischen Funktion in Hinsicht auf das sympathische Nervensystem
so erkléren, dass bei kalteren als thermoneutralen Temperaturen die Katecholamine
zwar erhéht waren, dadurch jedoch die Leptinsynthese hemmte und es somit zu keiner
weiteren Steigerung der zitterfreien Warmeproduktion kam (Garofalo et al., 1996; Mark
et al., 2002; Schubring et al., 2000; Trayhurn et al., 1995a). In der vorliegenden
Untersuchung kam es nach den ersten Lebensstunden trotz weiterem
Korpertemperaturriickgang zu einem Anstieg der Leptinsynthese, so ergab sich eine
schwach signifikante negative Korrelation 12 Stunden postnatal zum
Kdrpertemperaturtiefpunkt in Gruppe A und B. Die Korpertemperatur folgte somit nicht
dem Leptin allein, es kamen andere Wirkmechanismen zum Zuge. Weitere Hormone,
wie zum Beispiel die Schilddriisenhormone, Kortison und Zytokine spielen in Bezug
auf die Temperaturregulation im Zusammenhang mit den Katecholaminen eine Rolle
(Clarke et al., 1994; Clarke et al., 1997; Greer et al., 2009; O'Connor et al., 2007).
Zytokine (Interleukin-1, TNF-a), Katecholamine, Kortison und Schilddriisenhormone
wirkten ihrerseits in vielen Untersuchungen auf den Regulationskreislaufs des Leptins
ein (Miell et al., 1996; Wabitsch et al., 1996a; Yoshida et al., 1997; Blum et al., 1997b;
Blum et al., 1997c; Harris et al., 1998; Trayhurn et al., 1995a; Harris et al., 1998).
Zudem sind auch Faktoren ganz anderer Art denkbar: Unter der Geburt waren die
Einflusse des Futters und des Lichts kontrolliert, jedoch waren die Auswirkung der
pranatalen Verhaltnisse hinsichtlich des Weidegangs mit entsprechendem
Nahrungsangebots sowie der jahreszeitlich spezifischen Sonnenstunden nicht
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bertcksichtigt. Clarke et al. konnte eine jahreszeitliche Veranderung hinsichtlich der
Wirkung des Leptins bei ausgewachsenen Schafen feststellen (Clarke et al., 2001). Bei
Saugetieren mit einem Winterruhe- oder Winterschlafverhalten konnte sogar ein
Zusammenhang zwischen den Sonnenstunden pro Tag und der
Leptinserumkonzentration (Klingenspor et al., 1996; Reidy & Weber, 2000), eine
circadiane Leptinspiegelveranderung bei Schafen (Bertolucci et al., 2005) und ein
Zusammenhang zwischen Melatonin und Leptin festgestellt werden (Zieba et al., 2007).
Ob diese Art von Zusammenhang auch fiir neugeborene Lammer gelten kénnte, ist noch
nicht berichtet worden. Mdglicherweise ist der Anstieg der Leptinserumkonzentration
auch durch eine positive Entwicklung von metabolischen Faktoren zu erklaren, zu

denen die hier untersuchten Blutfette Triglyceride und Cholesterin gehoren.

Beziehung zwischen den Blutfett- und den Gesamt-

Leptinserumkonzentrationen

Der Energietrager Triglycerid und das Cholesterin sind bei hohem Fettzellengehalt des
Kdrpers und nach fettreichen Mahlzeiten im Blut erhoht. Die Leptinserumkonzentration
ist proportional zum Index der Kérpermasse (Bodymassindex = BMI) und somit
ebenfalls von der Adipozytenanzahl abhangig. Die Korrelation zwischen erhéhten
Blutfetten und einem erhdhten Leptinspiegel schien daher eher sekundarer Natur zu sein
(Stamogiannou et al., 1997; Piemonti et al., 2003). Jedoch gab es in vitro-
Untersuchungen, die auch den Verdacht einer direkten Wirkung des Leptins auf den
Stoffwechsel der Blutfette (Triglyceride) zulieRen (Auwerx & Staels, 1998; Tran et al.,
2003; Reidy & Weber, 2000; Ruige et al., 1999). Zudem sank unter Leptingaben bei
Maéusen der Cholesterin- und Triglyceridspiegel ab (Kalaivanisailaja et al., 2003;
Sarmiento et al., 1997). Bisher gibt es keine Berichte tiber Untersuchungen zu den
Blutfettwerten und ihre Konzentrationsverdnderungen im Verhaltnis zum gesamten
Leptin bei neugeborenen L&mmern oder anderen neugeborenen S&ugetieren. Leptin
korrelierte bei Schafen postnatal positiv mit der Milchaufnahme und der
Wachstumsgeschwindigkeit (Jaquiery et al., 2011). Nach Kolostrumaufnahme stiegen
die Plasmakonzentrationen der Triglyceride und parallel auch des Cholesterins bei
Séugetieren stark an (Meyer & Kamphues, 1990; Haave & Innis, 1991). Das Kolostrum
des Mutterschafs enthalt im Vergleich zur reifen Schafmilch die doppelte Menge an Fett
(Kolostrum: Fett 124 g/kg vs. reife Schafmilch: Fett 60 g/kg). Wie verhielt sich das
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Leptin in diesem Zusammenhang in dieser Untersuchung? Die Blutfette Triglyceride
und Gesamtcholesterin wurden zum Zeitpunkt der Geburt (0 h) und 12 h sowie 24 h
postnatal bestimmt, wobei das totale und freie Cholesterin bei L&mmern identisch war
(Carroll et al., 1973). Die Korrelation zum Logarithmus des Leptins waren zur Geburt
nicht signifikant mit p > 0,5. Es zeigten sich aber signifikante Entwicklungen zu den
beiden spateren Zeitpunkten mit p=0,029 (12 h-Triglyceride) und p<0,001 (24 h-
Triglyceride), sowie p=0,001 (12 h-Cholesterin) und p=0,037 (24 h-Cholesterin).
Zusétzlich waren die Triglycerid- und Cholesterinwerte der Gruppe A insgesamt
postnatal hoher als die der Gruppe B und C (hoch signifikant mit p<0,0001). Somit war
ein Zusammenhang zwischen den Gruppen, die durch die Umgebungstemperatur
definiert sind, den Blutfettwerten und der Leptinwerte méglich. Die Kausalitat der
Leptinwertveranderungen ist nicht eindeutig geklart. Einerseits hing die
Leptinsekretionsrate und demzufolge auch die Serumkonzentration proportional von der
totalen Adipozytenmasse ab (Reidy & Weber, 2000), wobei die Fettmasse bei
neugeborenen Lammer nur ca. 1.5 % (Alexander, 1978) ausmacht, andererseits ist Leptin
auch daflr bekannt, den Lipidmetabolismus indirekt durch das ZNS und direkt am
peripheren Gewebe zu regulieren. Leptin erhohte die Lipolyse (Wang et al., 1999; Bai
et al., 1996; Siegrist-Kaiser et al., 1997; Sarmiento et al., 1997), die eine Auftrennung
der Triglyceride des Speicherfetts in freie Fettsduren mit einem verstarkten
Fettsdurenabbau (B-Oxidation) zur Folge hatte. Weitere in vitro-Untersuchungen
bestatigten eine verstarkte Lipolyse unter exogener Leptinsubstitution anhand von
Zellen der ob/ob-Maus. Die Zellen der db/db-Maus, denen ein funktionsfahiger
Leptinrezeptor fehlte, zeigten hingegen keine gesteigerte Lipolyse (Siegrist-Kaiser et
al., 1997; Fruhbeck et al., 1997; Fruhbeck et al., 1998), und es wurde daher auf die
Existenz einer direkten Regulation auf zellul&rer Ebene des Leptins auf den
Lipidstoffwechsel ohne eine hypothalamische Wirkung geschlossen. Leptin hemmte die
Expression der Acetyl-CoA-Carboxylase in Adipozyten (Bai et al., 1996), daraus folgte
eine verminderte Synthese langkettiger Fettsduren und eine Abnahme der Konversion
von Kohlenhydraten zu Fettsauren mit einer verminderten Triglyceridspeicherung. Freie
Fettsduren, die durch die B-Oxidation zu Acetyl-CoA abgebaut wurden, hemmten
ihrerseits die ,,Regelstelle* der Fettséduresynthese Acetyl-CoA-Carboxylase.
Weitergehend konnte gezeigt werden, dass auch der n&chste Schritt des
Fettsaureaufbaus, die Expression der m-RNA des Multienzymkomplex

Fettsduresynthetase, durch Leptin gehemmt und die Synthese des Schliisselenzyms der
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Lipolyse durch Leptin gesteigert wurde (Wang et al., 1999; Sarmiento et al., 1997).
Also stimulierte Leptin genauso wie die Katecholamine die Lipolyse, wobei die
Katecholamine die ca. vierfache Wirkung zeigten (Siegrist-Kaiser et al., 1997). Eine
erhdhte Fettsdureoxidation mit einer Verminderung der Triglyceridgehalts intrazellular
konnte nach Leptingabe nachgewiesen werden (Auwerx & Staels, 1998; Tran et al.,
2003; Shimabukuro et al., 1997). Zusétzlich fanden sich bei der Mausmutation fa/fa
(Leptinrezeptormutation) eine 20-fach erhohte Triglyceridkonzentration intrazelluldr.
Freie Fettsduren hemmten intrazellular wiederum die Leptin mRNA-Synthese (Deng et
al., 1997), so dass es zu einer negativen Rickkopplung bei einer durch Leptin
ausgelosten Lipolyse kam. In vivo-Versuche tiber eine adenoviral induzierte
Hyperleptindmie zeigten eine abnehmende Triglyceridkonzentration in Leber, Pankreas
und Skelettmuskel (Shimabukuro et al., 1997). Uber die Wirkung des Leptins auf die
Cholesterinbiosynthese wurden bisher keine in vitro-Untersuchungen durchgefihrt. In
vivo-Untersuchungen mit Leptinsubstitutionen ergaben bei Mé&usen des Wildtyps und
stark fetthaltiger Nahrung niedrigere Triglyceride und Cholesterin als ihre
Kontrollgruppe. Dies sprach fur eine gesteigerte Lipolyse und erhéhten Energieumsatz
unter Leptinsubstitution (Kalaivanisailaja et al., 2003), jedoch musste es auch zu einem
unphysiologisch hohen Leptinserumspiegel bei einer Substitution von 230 pg/kg KG
gekommen sein, die eine Beurteilung der Regulation unter physiologischen
Bedingungen nur eingeschréankt zulie3. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass eine
hohe physiologische Leptinkonzentration mit einem hohen Triglyceridspiegel und
Cholesterinspiegel im Serum einhergeht. Eine Untersuchung bei hinsichtlich der BMIs
vergleichbaren Gruppe von Frauen zeigte eine positive Korrelation zwischen Leptin,
den Triglyceriden und dem Low Density Lipoprotein (LDL, Cholesterinanteil: 45 %)
(Piemonti et al., 2003). Eine Studie mit knapp 300 gesunden Schulkindern zeigte eine
positive Korrelation zwischen Leptin und Triglyceriden und eine inverse Korrelation
zwischen Leptin und High Densitiy Lipoprotein (HDL, Cholesterinanteil: 18 %)
(Kavazarakis et al., 2001). Ostlund et al. konnten jedoch nach Anpassung an den
Korperfettgehalt keine Korrelation zwischen Leptin und den Lipiden feststellen
(Ostlund, Jr. et al., 1996). Es ist daher nicht von einer verstarkten Lipolyse bei
unsubstituiert hohen Leptinwerten in vivo auszugehen. Sobald jedoch im Falle einer
katabolen Stoffwechselsituation (z.B. kalte Umgebungstemperaturen) eine erhohte
Lipolyse und B-Oxidation vorlag, kam es auch zu niedrigeren

Triglyceridkonzentrationen und Leptinspiegeln (Klein et al., 2000), denen niedrige
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Insulinspiegel und erhdhte freie Fettsduren vorausgingen (Dallman et al., 1999). Der
lipogenetische Effekt des Insulins wurde somit gemindert und Leptin steigerte diesen
Effekt noch weiter durch eine Hemmung der Insulinbindung an die Adipozyten (Bai et
al., 1996; Bai et al., 1996; Walder et al., 1997). Durch eine verminderte
Insulinkonzentration kam es jedoch zu einer negativen Riickkopplung auf die
Leptinsekretion, und dieser Leptinabfall fiihrte offensichtlich und sinnvollerweise nicht
zu einer gehemmten Lipolyse und verminderten Fettsdureoxidation, ganz im Gegenteil.
Inwiefern die Cholesterinkonzentration im Hinblick auf Katabolismus und erhthte
Lipolyse bei niedrigen Leptinwerten eine Rolle spielte, wurde nicht weiter untersucht.
Bei leptinresistenten adipdsen Mausen kam es zwar zu signifikant hoheren
Plasmacholesterinwerten bei erhohten Leptinserumwerten (Tran et al., 2003), dieser
Zusammenhang wurde jedoch als ein sekundarer Effekt bei einer vermehrten Fettmasse
gewertet. Bei diesen Ergebnissen war jedoch nicht von einer angestiegenen Fettmasse
der L&mmer nach bereits 12 Stunden auszugehen. Eine hohe Cholesterinaufnahme tiber
das Kolostrum war naturlich gegeben, erklarte jedoch nicht die Gruppenunterschiede.
Somit musste es noch weitere Hormone und Regulationsmechanismen geben, die bei
neugeborenen Ldmmern zu einer positiven Korrelation zwischen Triglyceriden,
Cholesterin und Leptin fuhrten und die in den Untersuchungen unter Leptinsubstitution
und in vitro auBer Acht gelassen wurden.

Die bereits erwahnte Insulinregulation war ein solcher Mechanismus und hing direkt

mit den Blutzuckerspiegeln zusammen.

Beziehung zwischen den Blutzucker- und den Gesamt-Leptinserumspiegeln

Hypoglykamien kommen beim neugeborenen Lamm wie auch bei anderen
neugeborenen Tieren und Menschen haufig vor und kénnen bei Progredienz zu starken
Beeintrachtigungen des Organismus bis hin zum Tode fuhren. Die
Glucosekonzentration im Blut ist die Folge konkurrierender Regulationsmechanismen,
die das Dilemma zwischen Energiekonservierung und Energieverbrauch
aufrechterhalten. Der Blutzuckerspiegel wird von diversen Hormonen, u.a. Insulin,
Katecholamine, Glukagon und Glucokortikoide, reguliert und in mehreren
Untersuchungen spielte Leptin in diesen Regulationskreislaufen eine wichtige Rolle
(Barr et al., 1997; Boden et al., 1997; Cheng et al., 2000; Levy et al., 2000; Wabitsch et

al., 1996b). Leptin wurde dabei fir die Erhdhung des Energieverbrauchs verantwortlich
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gemacht (Asakuma et al., 2003; Houseknecht et al., 1998). Zusétzlich wurde auch der
direkte Zusammenhang zwischen Blutzucker und Leptin untersucht. Bei Mausen
bewirkten Glucoseinjektionen eine Erhéhung der Leptin mRNA (Mizuno et al., 1996).
Eine Inhibierung des Glucosetransports oder der Glycolyse in vitro ergab eine
verminderte Leptinsekretion unabhédngig von der Insulinkonzentration (Mueller et al.,
1998). Glucoseinjektionen bei Menschen bewirkten jedoch in der Untersuchung von
Bauman et al. keine Leptinveranderungen im Serum (Bauman et al., 1996) und auch bei
humanen Neugeborenen konnte kein Zusammenhang zwischen den Blutzuckerwerten
und dem Leptinserumspiegel gefunden werden (Schubring et al., 1999). Bei Schafen
wurden ebenfalls keine kurzfristigen Schwankungen des Leptinserumwerts nach
Blutzuckerveranderungen innerhalb von zwei Stunden festgestellt, jedoch zeigten sich
in diesen Untersuchungen auch keine Leptinverdnderung nach Adrenalin- oder
Insulininfusionen (Kauter et al., 2000). Yuen et al. stellten hingegen (Yuen et al., 2002)
einen Zusammenhang zwischen dem Blutzucker trachtiger Mutterschafe und Leptin
fest. Es konnte gezeigt werden, dass Leptin die hepatische Glucoseproduktion auch tber
zentrale Regulationsmechanismen modifizierte (Fujikawa et al., 2010; German et al.,
2009; Kamohara et al., 1997; Wang et al., 2010). Bei Mdusen mit der Mutation ob/ob
kam es unter Leptingaben zu absinkenden Blutzucker- und Insulinkonzentrationen
(Harris et al., 1998) und bei Ratten vom Wildtyp wurde der Glucoseverbrauch unter
Leptininfusionen im braunen Fettgewebe erhoht (Siegrist-Kaiser et al., 1997), die
Auswirkungen auf den Blutzucker wurden jedoch nicht untersucht. Wahrend Kadokawa
et al. postprandial vorlbergehende erhdhte Leptinkonzentrationen mafen, die unter
Glucoseinfusion auch nicht riicklaufig waren (Kadokawa et al., 2003), wiesen andere
diesen Zusammenhang zwischen kohlenhydrathaltiger Erndhrung und Leptin nicht nach
(Ostlund, Jr. et al., 1996) oder fanden gar eine negative Korrelation zwischen
Nahrungsaufnahme und Leptinserumspiegeln (Sinha et al., 1996a), wobei es hierzu
widerspriichliche Untersuchungen gab (Altmann et al., 2006). Verschiedene
Untersuchungen zeigten, dass durch zentral oder peripher appliziertes Leptin die
Futteraufnahme reduziert war (Flynn et al., 1998; Licinio et al., 2007; Wetzler et al.,
2005). Bei Kindern mit unterschiedlichen Essverhalten konnten aber keine signifikanten
Unterschiede der Leptinkonzentration gesehen werden (Wudy et al., 2005). Bei Kindern
mit Typ 1 Diabetes zeigten sich nach der Insulintherapie keine Korrelation zwischen
Blutzucker und Leptin (Kiess et al., 1998a). Nach Fasten mit konsekutiv niedrigen

Blutzuckerspiegeln sanken jedoch auch die Leptinserumspiegel (Ostlund, Jr. et al.,
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1996; Altmann et al., 2006) und Yuen et al. zeigten, dass starke Hypoglykamien auch
die Leptinsekretion supprimierten (Yuen et al., 2002). In dieser Untersuchung wurden
alle L&mmer der verschiedenen Gruppen mit einer Hypoglykémie geboren, ohne dass
eine signifikante Korrelation zu dem unmittelbar postnatalen Leptinserumspiegel
bestand. Es war also zu untersuchen, ob es Mechanismen gab, die den Blutzucker und
das Leptin regulierten. Insulin wurde wie Glukagon bereits von fetalen L&mmern im
dritten Trimester der Trachtigkeit produziert (Philipps et al., 1985). Nach der Geburt
kam es zu einem Abfall der Insulinkonzentration und zu einer starken
Glukagonausschuttung (Slebodzinski, 1994). Eine direkte Reaktion des Glukagons auf
die Leptinsekretion oder vice versa konnte bisher nicht gezeigt werden (Asakuma et al.,
2003; Kauter et al., 2000; Fehmann & Goke, 1997; Yuen et al., 2002). Die
Wechselwirkungen von Insulin und Leptin wurden vielfach untersucht. Insulin
stimulierte die Lipid-, Fettsdure- und Glykogensynthese, hemmte dagegen die Lipolyse,
Gluconeogenese und Glykogenolyse und senkte den Blutzucker. Der Blutzucker
regulierte seinerseits die Insulinsekretion. Insulin stimulierte die Leptinsekretion beim
Schaf (Asakuma et al., 2003), beim Nagetier (Saladin et al., 1995) und beim Menschen
(Clapham et al., 1997; Malmstrom et al., 1996). Somit konnte es durch steigende
Blutzucker- und konsekutiv steigende Insulinspiegel zu einem erhohten
Leptinserumspiegel gekommen sein. Ein Zusammenhang zwischen Insulin- und
Leptinserumspiegel beim neugeborenen Menschen in den ersten Lebensstunden konnte
jedoch nicht gezeigt werden (Schubring et al., 1999). Durch niedrige
Insulinkonzentrationen sank Leptin, wobei Leptin seinerseits auch bei hohen
Glucosekonzentrationen eine Hemmung der Insulinsekretion bewirkte (Fehmann &
Goke, 1997; Ramsay et al., 2004; Emilsson et al., 1997). Eine Leptinsubstitution bei
Schafen ergab ebenfalls eine Insulinsuppression (Celi et al., 2003), die bei niedrigen
Glucosekonzentrationen in vitro oder nach Fasten in vivo beim Schaf aufgehoben wurde
(Fehmann & Goke, 1997). In dieser Untersuchung ergab sich eine hochsignifikante
positive Korrelation zwischen der Héhe des Blutzuckers und dem Logarithmus des
Serumleptins 6 Stunden postnatal. Zu allen anderen Zeitpunkten war jedoch keine
Signifikanz erkennbar. Somit kam es bei der beobachteten postnatalen Hypoglykamie
nicht zu konsekutiv niedrigen Leptinspiegeln, sondern zu keiner direkten Regulation.
Maoglicherweise war beim neugeborenen Lamm die Wirkung des geringen Blutzuckers
uber das Insulin auf das Leptin entkoppelt. Zudem wurde die insulinogene

Leptinsekretion durch subthermoneutrale Temperaturen, die bei den neugeborenen
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Lammern herrschten, gehemmt (Asakuma et al., 2003), wobei nicht die Wirkung des
Insulins auf das Leptin gestort wurde (Hardie et al., 1996). Vielmehr kam es bei Kélte
zu einem bis zu 65 % abfallenden Insulinspiegel (Eales & Small, 1986) und so zu einer
Hemmung der Lipogenese mit steigendem Energieverbrauch und Warmebildung.
Zusétzlich steigerte Leptin die Inhibierung der Lipogenese noch durch eine Hemmung
der Insulinbindung an den Adipozyten (Bai et al., 1996; Bai et al., 1996; Walder et al.,
1997). Andere Wissenschaftler fanden jedoch eine unter Kalte verstérkte Insulin-
induzierte Glucoseverwertung (Sano et al., 1992). Somit war ein direkter
Zusammenhang zwischen Blutzucker und Leptin in einer hypoglyk&mischen
Stoffwechselsituation noch dazu bei ungiinstigen Umgebungstemperaturen
unwabhrscheinlich und nur unter Vorbehalt mit anderen Untersuchungen unter
ausgeglichenen Verhaltnissen zu vergleichen. Warum die hochsignifikante Korrelation
des Blutzucker- und des Leptinserumspiegels zur 6. Stunde nicht auch zu den folgenden
6 bzw. 18 Stunden nachgewiesen werden konnte, lag moglicherweise an den
vielféltigen Wechselwirkungen des hier isoliert betrachteten Zusammenhangs zwischen
dem Blutzucker und dem Leptin in einem komplexen Organismus. Auch konnte eine
moglicherweise vorliegende Latenzzeit eines Regulationsmechanismus” eine

vorhandene Korrelation verschleiern.

Beziehung zwischen den B-Hydroxybutyrat-

und den Gesamt-Leptinserumkonzentrationen

In Zeiten einer Energieknappheit und Hypoglykadmien, die bei neugeborenen L&mmern
vorliegen kann, kommt es zu einer alternativen Bereitstellung von Energie. Diese wird
in Form von Ketonkdrpern, zu denen das B-Hydroxybutyrat gehort, durch die -
Oxidation der Fettsduren in den Lebermitochondrien gewonnen. In dieser Untersuchung
konnte gezeigt werden, dass die Konzentration des 3-Hydroxybutyrats bei den Gruppen
B-D signifikant tUber die Zeit anstieg, wéhrend sie bei der Gruppe A unverandert blieb.
Da ein niedriger Leptinspiegel in Bezug auf den Energiehaushalt in verschiedenen
Untersuchungen fur eine Knappheit der Ressourcen sprach, war hier ein direkter
negativer Zusammenhang moglich (Asakuma et al., 2003; Houseknecht et al., 1998;
Zhang et al., 1994; Sinha, 1997; Campfield et al., 1995; Halaas et al., 1995; Saladin et
al., 1995; Blum et al., 1997c; Blum et al., 1997b). Uber neugeborene Saugetiere sind
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bisher keine Untersuchungen in dieser Richtung publiziert worden. Diese
Untersuchungen zeigten zum Zeitpunkt 12 Stunden postnatal eine signifikante negative
Korrelation zwischen B-Hydroxybutyrat und Ig Leptin mit p=0,003, die zur 24. Stunde
postnatal sogar auf ein Signifikanzniveau von p<0,001 anstiegen. Zum Zeitpunkt der
Geburt ergab sich kein signifikanter Zusammenhang. Unter Kalte konnte auch bei
Ratten eine erhohte hepatische mitochondriale oxidative Kapazitét festgestellt werden,
der ebenfalls mit einem Abfall des Serumleptinspiegels einherging (lossa et al., 2001).
Auch Shimabukuro et al. zeigten einen Zusammenhang zwischen Leptin und (-
Hydroxybutyrat, da unter Leptinsubstitution die B-Hydroxybutyratspiegel abnahmen
(Shimabukuro et al., 1997). Fluck et al. konnten jedoch bei Kindern mit Manifestation
eines Typ-1 Diabetes mit und ohne Ketoazidose keine Unterschiede der Leptinsekretion
feststellen (Fluck et al., 1999) und auch eine Ketonkérperinfusion in vivo ergab keine

Leptinspiegelveranderungen (Kolaczynski et al., 1996).

Dennoch schien erstmals bei neugeborenen Lammern ein niedriger Leptinserumspiegel
ein Zeichen dafiir zu sein, dass der Organismus in einem Glucosemangelzustand war
und seine Energie iiber Fettsdureoxidation gewinnen musste. Uber die Regulation dieser
Effekt wurde bisher nicht berichtet. Moglich ware eine dem Insulin ahnliche Hemmung

der Ketogenese.

Ausblick

In dieser Arbeit konnte die Funktion der Summe aus gebundenem und freiem Leptin
beim neugeborenen Lamm beleuchtet werden und somit einen Teil zur Aufklarung der
komplexen Zusammenhénge des Stoffwechsels beitragen. Inwiefern diese Ergebnisse
auf den humanen Neugeborenen als Nesthocker tibertragbar sind und in welcher
Hinsicht die Differenz zwischen gebundenem und freiem Leptin beim neugeborenen
Séugetier fir die Funktion des Leptins eine Rolle spielt, bleibt derzeit ungeklart.
Wichtig wéaren weitere Untersuchungen der Leptinregulation besonders im Hinblick auf
die erhohte neonatale Sterblichkeit bei L&mmern in Folge einer Hypothermie und
Hypoglykamie, die auch bei humanen Neugeborenen hdufig sind und therapeutische

Interventionen bedrfen.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG *

Diese Untersuchung galt der Entwicklung eines spezifischen Radioimmunoassays
(RIA) zur Bestimmung des (Gesamt)-Schafserumleptins und Betrachtung dessen
physiologischen Zusammenhdange. Der verwendete Antikorper richtete sich gegen die
Partialsequenz des Schafleptins der Aminosauren 31-44. Der spezifische Tracer und die
Standardreihe wurden durch rekombinantes Schafleptin hergestellt. Die
Testdurchfiihrung beinhaltete die Abtrennung von Bindungsproteinen und die
Denaturierung des Serumleptins mit 0,04 mM DTT (Dithiothreitol), 0,001 % SDS
(Natriumdodecylsulfat), 0,001 mM EDTA in einem Tris-HCI Puffer (pH 8) sowie die
Erhitzung der Serumproben auf 90°C (ber 7 Minuten. Die Empfindlichkeit
(Sensitivitét) des RIAs lag bei 0,4 ug/l, Die Interassayvarianz konnte durchschnittlich
mit 2,5% ermittelt werden, die Parallelitatsbestimmung (Intraassayvarianz) ergab eine
mittlere Standardabweichung von 5,1 %. Die Spezifitat lag bei 84%.

Leptin wurde bei neugeborenen La&mmern zu sechs verschiedenen Zeitpunkten
innerhalb von 24 Stunden bestimmt. Es ergaben sich deutlich hohere
Leptinkonzentrationen im Vergleich zu den bisher berichteten Werten und innerhalb
von 24 Stunden signifikant ansteigende Konzentrationen. Der Organismus des Lamms
war somit in der frilhen neonatalen Periode in der Lage, Leptin unabhéngig von der
Plazenta zu sezernieren und die Leptinserumkonzentration zu modifizieren.
Desweiteren wurde neben Leptin auch folgenden Parameter erhoben und die Beziehung
zum Leptin untersucht: Geschlecht, WurfgrélRe, Kérpergewicht, Umgebungs- und
Korpertemperatur und die Stoffwechselparameter: Triglycerid-, Cholesterin-,

Blutzucker- und B-Hydroxybutyratkonzentrationen im Serum.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die gemessenen Leptinspiegeldifferenzen
nicht vom Kdrpergewicht bzw. von der Fettzunahme abhéngig waren. Auch war eine
Abhéngigkeit weder in Bezug auf das Geschlecht noch auf die WurfgroRe zu belegen.
Die 74 Lammer konnten aufgrund der Aul’entemperatur in vier verschiedene Gruppen
eingeteilt werden, deren Leptinserumspiegel sich signifikant voneinander unterschieden.

Der Einfluss der Stalltemperatur liel? sich ebenfalls direkt am Leptinspiegel unabhangig

(*Teile dieser Dissertation wurden verdffentlicht unter: Schilling et al., 2015, Ausdruck s. Anhang)
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von der Gruppeneinteilung in der Korrelationsanalyse zeigen, und auch die
Kdorpertemperatur als Konsequenz aus Umwelttemperatur und Thermogenese zeigte
eine Korrelation zu den Serumleptinspiegeln. Daraus kann man auf eine Funktion des
Leptins hinsichtlich der Thermoregulation bereits im friihen Neugeborenenalter
schlieBen. Des Weiteren konnte diese Arbeit einen Zusammenhang zwischen den
Leptinserumspiegeln und den Blutfetten Triglyceriden und Cholesterin aufzeigen, deren
Konzentrationen ebenfalls eine Gruppenabhangigkeit aufwiesen. Erhéhte
Serumtriglyceride stellen Energiespeicher dar, die erst durch einen hochregulierten
(Gesamt)-Leptinspiegel fur die B-Oxidation zur Energiegewinnung zur Verfiigung
stehen. Auch diese intakte Regulation konnte hiermit im friihen Alter bei neugeborenen
Lammern verdeutlicht werden. Ein weiterer lebenswichtiger Energietrager ist der
Blutzucker. Eine direkte Regulation durch das Leptin ist durchaus denkbar, eine
indirekte Regulation tiber Hormone wie das Insulin bereits bewiesen. Es zeigte sich
beim Lamm eine signifikante positive Korrelation sechs Stunden postnatal. Wegen der
Komplexitat der Blutzuckerregulation konnte aber der Einfluss des Leptins zu allen
anderen Zeitpunkten nicht verdeutlicht werden. Besonders die Stressregulation einer
Hypoglykamie bei subthermoneutralen Temperaturen, die bei vielen der Lammer
postnatal vorlag, erfordert einen akuten nervés-hormonalen Synergismus mit einer
hochstens modifizierenden Funktion des Leptins. Ein weiterer fir die
Notfallenergieversorgung wichtiger Tréger ist das B-Hydroxybutyrat, das ein Zeichen
flir einen Energiemangel darstellt und proportional dazu ansteigt. Bisher wurden nur
wenige Untersuchungen hinsichtlich eines Zusammenhangs zum Leptin durchgefihrt,
aber die Hypothese tber eine negative Korrelation zwischen der Leptin- und der -
Hydroxybutyratkonzentration bestatigte sich zu den beiden gemessenen Zeitpunkten 12

und 24 Stunde postnatal.
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ABSTRACT

In this study a specific leptin radioimmunoassay (RIA) was established and we
investigated the changes of serum leptin in the newborn lamb and possible
physiological associations. An antiserum (rabbit) produced against a partial sequence of
ovine leptin (31-44) was used. A specific tracer and standards were prepared with
recombinant ovine leptin (DSL-Sinsheim). Before measurement, serum samples were
denatured in a Tris-HCI buffer, pH 8.0, containing 0.04 mM dithiothreitol (DTT), 0.001
mM EDTA, and 0.001 % sodium dodecylsulfate (SDS). To dissociate leptin from
leptin-binding protein and to unfold it, samples were heated to 90°C for 7 minutes. The
sensitivity of the assay was 0.4 pg/L, specificity was 84%, intra- and interassay

coefficients of variation were 5.1 % and 2.5 % respectively.

Leptin was measured from 74 newborn lambs at six different times up to 24 hours
postnatally. In comparison to other studies the measured values of leptin were higher.
The change in log (leptin) during the first 24 h was highly significant (p<0.0001).We
conclude that total leptin is regulated already in the very early postnatal phase.
Furthermore other parameters were measured using standard methods: the number oft
he litter, sex, bodyweight, environmental and body temperature, serum lipids, blood

glucose and 3-B-hydroxy-butyric acid.

It was shown that leptin values did not depend on the bodyweight or the increase in
weight. Neither was the sex or the number of the litter a determining factor concerning
the leptin values. Due to the environmental temperature the 74 lambs were distributed
into four different groups which showed significant differences in regard to the leptin
values. The influence of the environmental temperatur also without the grouping and the
body temperature on the leptin values could be shown in the analysis of correlation.
Consequentual a function of leptin regarding the regulation of bodytemperature and
therefore energyexpenditure may be present even in the early neonatal period.
Furthermore a relationsship between leptin and serum lipids (triglycerides and
cholesterol) was identified which showed that the regulation between triglycerides as an

energy storage and leptin as an modulator of energy expenditure is present in newborn
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lambs. Another important energy source is blood glucose. A regulation directly via
leptin is possible, an indirect pathway involving insulin is already proved. In this study
a significant correlation six hours after birth between blood glucose and leptin was
shown. Due

to the complexity of the regulation of bloodglucose an influence of leptin on the blood
glucose could not be illustrated at all the other points in time. Especcially the need of
immediate regulation in case of hypoglycaemia at low temperatures requires acute
nerval and hormonal interactions. Leptin probably only has at the most a modifying role
in this circuit. Another important carrier of energy in case of emergency referring to an
organism is 3-B-hydroxy-butyric acid. It indicates a lack of energy and rises
proportional. So far only a few studies investigated it’s relation to leptin but the
hypothesis of a negativ correlation between them was confirmed in this study at 12 and
24 hours after birth.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

1.Ak 1. Antikorper

2.Ak 2. Antikorper

ADP Adenosindiphosphat

ATP Adenosintriphosphat

BO totale Bindungskapazitat

BAT braunes Fettgewebe (brown adipose tissue)
Bq Bequerel

BSA Bovines Serumalbumin

Ci Curie

cpm counts per minute (Zahleinheiten pro Minute)
DTT Dithiothreitol

DSE Denaturierungslosung (Kapitel 111.3.1.)
EDTA Ethylendinitrilotetraessigsaure, Dinatriumsalz-Dihydrat
GG Geburtsgewicht

19G Immunglobulin G

U Internationale Einheit

KG Korpergewicht

kD kilo Dalton

M molar

MW Mittelwert

NSB unspezifische Bindung (non specific binding)
0-ob ovines Leptin

p Signifikanz (probability)

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphatgepufferte isotonische Kochsalzlésung
pl isoelektrischer Punkt

pn. Postnatal

r Korrelationskoeffizient

RIA Radioimmunoassay

rpm rotations per minute (Umdrehungen pro Minute)
RT Raumtemperatur (20°C)

SDS Natriumdodecylsulfat
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SNS sympathisches Nervensystem
ZNS zentrales Nervensystem

Maleinheiten

g Gramm

k kilo (1x10%)

kg kilogramm

I Liter

M mega (1x10°)

m milli (1x10°%)

n nano (1x10°)

I micro (1x10°®)
pico (1x10™)

Abklrzungen d. Aminosauren

Alanin

Arginin
Asparagin
Asparaginsaure
Cystein
Glutamin
Glutaminséure
Glycin

Histidin

T ¢ moO O Oz 21 >

Isoleucin
Leucin
Lysin
Methionin

Phenylalanin

Prolin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin
Valin

< < s 4o
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ABBILDUNGS- UND TABELLENVERZEICHNIS (chronologisch)

Abbildung I.1. links: Maus mit Mutation ob/ob, rechts: Wildtyp Maus
Mit dem flinffachen Gewicht im Vergleich zur Schwester (rechts) fehlt der
adipdsen Maus (links) das Gen fur das Protein Leptin (ob)
aus: www.hhmi.org/genesweshare/d130.html, Bilder mit freundlicher

Genehmigung von Kay Chernush

Abbildung 1.2. Modell der 3-D (Tertiér-)Struktur des Leptins; das rote Band stellt die
Aminosauresequenz dar mit Bildung der Sekundar- und Tertidrstruktur. Die
hellbraunen Stabchen verdeutlichen die vier a-Helices der Sekundarstruktur;
Eigens erstelltes Modell in Anlehnung an Zhang et al. (Zhang et al., 1997)
und The National Center for Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Tabelle 1.4. positive und negative Einflusse auf die Konzentration des Serumleptins

Abbildung 111.3.2.a) Austestung des 1.Ak B1: 61., 90. und 120.Tag

Abbildung 111.3.2.b) Tracerverdrangung durch die Standards (40 ng/ml-0,313 ng/ml,
B/B0) bei der Testung des 1.Ak A1, 120.Tag, Verdunnung 1:3000

Abbildung 111.3.2.c) Tracerverdrangung durch die Standards (40 ng/ml-0,313 ng/ml,
B/BO0) bei der Testung des 1.Ak B1, 90.Tag, Verdinnung 1:1000

Abbildung 111.3.2.d) Bestimmung des pH Optimums des 1. Antikérper B1 90. Tag,
Verdinnung 1:1000 (+150 pg Kaninchen-y-Globulin/ml)

Abbildung 111.3.2.e) Optimierung der Inkubationszeiten und der Inkubationstemperatur
bei gleichem Auftragungszeitpunkt des 1.Antikdrpers und des Tracers

Abbildung 111.3.2.f) Kalte Vorinkubation (KV) bei 20°C uber 24 h,
Tracerinkubationszeit 2-4 h bei 4°C und 20°C.


http://www.hhmi.org/genesweshare/d130.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Abbildung 111.3.2.g) Vergleich der Sensitivitat bei unterschiedlichen
Inkubationszeiten und -temperaturen des Tracers nach einer
kalten Vorinkubation des 1.Ak von 24 h bei 20°C

Abbildung 111.4.3. Western-Blot: Proben von links nach rechts: Marker, Hammelserum
(20 pl, c=40 ng/ml), Lésung aus Hammelserum und oob-Standard (1:2), oob-
Standard (5 pl, c=10 pg/ml), Losung aus Marker und Hammelserum (5 pl)

Abbildung 111.4.4. 50 ng/5 pl oob Standard mit Bildung mehrerer Banden
(unterste und erste Bande 16 kD, zweite Bande von unten ca. 32 kD,

dritte Bande von unten ca. 48 kD, weitere Banden zwischen 60 und 80 kD)

Abbildung 111.4.5. Darstellung der Verschiebung der Banden (Shift Effekt)
nach Zugabe der Hammelserumprobe (Ausschnitt aus der Abb. 111.4.3)

Tabelle 1VV.1.a) Anzahl der Leptinbestimmungen zu den sechs Zeitpunkten

Tabelle 1V.1.b) Leptinkonzentrationen in g/l aller Gruppen zu den sechs Zeitpunkten
mit Angabe von Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Standardfehler

(Std.f.), Minimum (min), Maximum (max), Median, unteres und oberes Quartil

(Q .25; Q .75)

Abbildung 1V.1.a) Mediane und Quartile zur Darstellung des Streuungsmalies der

Leptinkonzentrationen in pg/l aller Gruppen zu den sechs Zeitpunkten

Tabelle 1V.1.c) Logarithmen der Leptinkonzentrationen aller Bestimmungen zu den
sechs Zeitpunkten Leptinkonzentrationen mit Angabe von Mittelwert (MW),
Standardabweichung (SD), Standardfehler (Std.f.), Minimum (min) und

Maximum (max)

Abbildung 1V.1.b) Mittelwerte der g Leptinkonzentrationen
mit Standardfehler (Std.f.) zu den sechs Zeitpunkten
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Tabelle 1VV.1.d) Logarithmen der Leptinkonzentrationen der vier Gruppen zu den sechs
Zeitpunkten mit Angabe von Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD),
Standardfehler (Std.f.), Minimum (min) und Maximum (max), zur
Veranschaulichung wurde der entlogarithmierte Mittelwert der

Leptinkonzentration hinzugefugt (entlogMW)

Abbildung 1V.1.c) Mittelwert und Standardfehler der Ig Leptinkonzentrationen der vier

Gruppen zu den sechs Zeitpunkten

Tabelle 1VV.2.a) Verteilung der Geschlechter in den vier Gruppen (A bis D)

Tabelle 1V.2.b) Verteilung der Rassenzugehorigkeit in den vier Gruppen

Tabelle 1V.3.a) Korpergewicht der Lammer zu den Zeitpunkten 0, 12 und 24 Stunden
postnatal mit Angabe von Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD),

Standardfehler (Std.f.), Minimum (min) und Maximum (max)

Tabelle 1V.3.b) Lg Leptinkonzentrationen der L&mmer zu den Zeitpunkten 0, 12 und 24
Stunden postnatal mit Angabe von Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD),

Standardfehler (Std.f.), Minimum (min) und Maximum (max)

Abbildung 1V.3.a) Mittelwerte und Standardfehler (Std.f.) der
Ig Leptinkonzentrationen im Verhaltnis zu den Mittelwerten

des Korpergewichts aller LA&mmer zu den drei Zeitpunkten

Tabelle 1V.3.c) Mittelwerte der Kérpergewichte und Lg Leptinkonzentrationen mit
Angabe der Standardabweichungen (SD) und Standardfehler (Std.f.)

Abbildung 1V.3.b) Mittelwerte der Kérpergewichte (KG) und Ig Leptinkonzentrationen

der vier Gruppen zu jeweils 3 Zeitpunkten (s. Tabelle 1V.3.c)

Tabelle 1V.4.a2) Umgebungstemperatur der L&mmer zu den sechs Zeitpunkten mit
Angabe von Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Standardfehler

(Std.f.), Minimum (T min) und Maximum (T max)
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Tabelle 1V.4.b) Analyse der Korrelation der Umgebungstemperaturen mit den
Ig Leptinspiegeln aller Gruppen zu den sechs Zeitpunkten mit Angabe des

Korrelationskoeffizienten (r) und der Signifikanz (p)

Abbildung 1V.4.a) Darstellung der Korrelation zwischen der Umgebungstemperatur
(Stalltemperatur) und den Ig Leptinkonzentrationen sowie der Mittelwerte und
Standardfehler (Lg Leptin) zum Zeitpunkt 24 h pn und Angabe der Gleichung

der Regressionsgeraden

Abbildung 1V.4.b) Darstellung der Korrelation und der Regressionsgerade zwischen der
Umgebungstemperatur (Stalltemperatur) und den Ig Leptinkonzentrationen als

Streudiagramm zum Zeitpunkt 24 h pn

Tabelle 1V.5.a) Kdérpertemperatur der L&mmer der vier Gruppen zu den sechs
Zeitpunkten mit Angabe von Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD),
Standardfehler (Std.f.), Minimum (T min) und Maximum (T max)

Abbildung 1V.5.a) Mittelwert der Korpertemperatur aller LAammer zu den sechs

Zeitpunkten mit Angabe des Standardfehlers

Abbildung 1V.5.a) Mittelwert der Korpertemperatur aller Lammer zu den sechs

Zeitpunkten mit Angabe des Standardfehlers

Abbildung 1V.5.c) Darstellung der Korrelation zwischen der Korpertemperatur und den
Ig Leptinkonzentrationen mit Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler (Ig
Leptin) zum Zeitpunkt 12h pn mit Angabe der Gleichung der

Regressionsgeraden

Tabelle 1V.5.b) Korrelationsanalyse der Ig Leptinspiegel und der Kérpertemperaturen
aller Gruppen zu den 6 Zeitpunkten mit Angabe des Korrelationskoeffizienten

() und der Signifikanz (p)
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Tabelle 1V.6.a) Korrelationsanalyse der Ig Leptinspiegel und der Differenz aus Korper-
und Umgebungstemperatur aller Gruppen zu den 6 Zeitpunkten mit Angabe des

Korrelationskoeffizienten ( r) und der Signifikanz (p)

Tabelle 1V.6.b) Korrelationsanalyse der Ig Leptinspiegel und der Differenz aus Korper-
und Umgebungstemperatur aller Gruppen mit Angabe der

Gleichungen der Regressionslinien der sechs Zeitpunkte

Abbildung 1V.6.a) Korrelationsanalyse der Ig Leptinspiegel und der Differenz aus
Kdrper- und Umgebungstemperatur aller Gruppen mit Darstellung der Geraden

der Regressionsgleichungen der sechs Zeitpunkte

Abbildung 1V.7.a) Mittelwerte der Triglyceridwerte in mmol/l aller L&mmer
zu den drei Zeitpunkten mit Angabe des Standardfehlers

Tabelle 1V.7.a) Triglyceridwerte in mmol/l der vier Gruppen zu drei Zeitpunkten mit
Angabe von Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Standardfehler

(Std.f.), Minimum (min) und Maximum (max)

Abbildung 1V.7.b) Mittelwerte der Triglyceridwerte in mmol/l der vier Gruppen zu den
drei Zeitpunkten mit Angabe des Standardfehlers

Tabelle 1V.7.b) Korrelationsanalyse der Ig Leptinspiegel und der Ig Triglyceridwerte
aller Gruppen zu den drei Zeitpunkten mit Angabe des Korrelationskoeffizienten

(r) und der Signifikanz (p)

Abbildung 1V.7.c) Korrelationsanalyse zwischen den Ig Triglyceridwerten und den Ig
Leptinkonzentrationen unter Angabe der Mittelwerte und Standardfehler (Ig

Leptin) zum Zeitpunkt 24 h pn. und der Gleichung der Regressionsgeraden

Abbildung 1V.7.d) Darstellung der Korrelation und der Regressionsgerade zwischen den
Ig Triglyceridwerten und den Ig Leptinkonzentrationen als Streudiagramm zum
Zeitpunkt 24 h pn
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Abbildung 1V.8.a) Mittelwerte der Cholesterinwerte in mmol/I aller Gruppen zu den
drei Zeitpunkten mit Angabe des Standardfehlers

Tabelle 1V.8.a) Cholesterinwerte in mmol/l der vier Gruppen zu drei Zeitpunkten mit
Angabe von Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Standardfehler

(Std.f.), Minimum (min) und Maximum (max)

Abbildung 1V.8.b) Mittelwerte der Cholesterinwerte in mmol/I der vier Gruppen A-D zu
den drei Zeitpunkten mit Angabe des Standardfehlers

Tabelle 1V.8.b) Korrelationsanalyse der Ig Leptinspiegel und der Ig Cholesterinwerte
aller Gruppen zu den drei Zeitpunkten mit Angabe des Korrelationskoeffizienten
(r) und der Signifikanz (p)

Abbildung 1V.8.c) Korrelationsanalyse zwischen den Cholesterinwerten und den Ig
Leptinkonzentrationen mit Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler (Ig
Leptin) zum Zeitpunkt 12 h pn. und Angabe der Gleichung der
Regressionsgeraden

Abbildung 1V.8.d) Darstellung der Korrelation und der Regressionsgerade zwischen den
Cholesterinwerten und den Ig Leptinkonzentrationen als Streudiagramm zum
Zeitpunkt 12 h pn

Abbildung 1V.9.a) Mittelwerte der Blutzuckerwerte in mmol/l aller Gruppen

zu den sechs Zeitpunkten mit Angabe des Standardfehlers

Tabelle 1VV.9.a) Blutglucosewerte in mmol/l der vier Gruppen zu den sechs Zeitpunkten
mit Angabe von Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Standardfehler

(Std.f.), Minimum (min) und Maximum (max)

Abbildung 1V.9.b) Mittelwerte der Blutglucosewerte in mmol/l der vier Gruppen A-D
zu den 6 Zeitpunkten mit Angabe des Standardfehlers
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Tabelle 1VV.9.b) Korrelationsanalyse der Ig Leptinspiegel und der Blutzuckerwerte aller
Gruppen zu den sechs Zeitpunkten mit Angabe des

Korrelationskoeffizienten ( r) und der Signifikanz (p)

Abbildung 1V.9.c) Korrelationsanalyse zwischen den Blutzuckerwerten und den Ig
Leptinkonzentrationen mit Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler (Ig

Leptin) zum Zeitpunkt 6 h pn. und der Gleichung der Regressionsgeraden

Abbildung 1V.9.d) Darstellung der Korrelation und der Regressionsgerade zwischen den
Blutzuckerwerten (mg/dl) und den Ig Leptinkonzentrationen als Streudiagramm

zum Zeitpunkt 6 h pn

Abbildung 1V.10.a) Mittelwerte der B-Hydroxybutyratkonzentrationen in mmol/l aller
Gruppen zu den drei Zeitpunkten mit Angabe des Standardfehlers

Tabelle 1VV.10.a) B-Hydroxybutyratwerte in mmol/l der vier Gruppen zu den drei
Zeitpunkten mit Angabe von Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD),

Standardfehler (Std.f.), Minimum (min) und Maximum (max)

Abbildung: 1V.10.b) Mittelwerte der B-Hydroxybutyratwerte in mmol/l der vier
Gruppen A-D zu den 3 Zeitpunkten mit Angabe des Standardfehlers

Tabelle 1VV.10.b) Korrelationsanalyse der Ig Leptinspiegel und der Ig -
Hydroxybutyratwerte aller Gruppen zu den drei Zeitpunkten mit

Angabe des Korrelationskoeffizienten ( r) und der Signifikanz (p)

Abbildung 1V.10.c) Korrelationsanalyse zwischen den Ig B-Hydroxybutyratwerte und
den Ig Leptinkonzentrationen mit Darstellung der Mittelwerte und
Standardfehler (Ig Leptin) zum Zeitpunkt 12 h pn. und der Gleichung der

Regressionsgeraden
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Abbildung 1V.10.d) Korrelationsanalyse zwischen den Ig B-Hydroxybutyratwerte und
den Ig Leptinkonzentrationen mit Darstellung der Mittelwerte und
Standardfehler (Ig Leptin) zum Zeitpunkt 24 h pn. und der Gleichung der

Regressionsgeraden

Abbildung 1V.10.e) Darstellung der Korrelation und der Regressionsgerade zwischen
den Ig B-Hydroxybutyratwerte und den Ig Leptinkonzentrationen als

Streudiagramm zum Zeitpunkt 24 h pn
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